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RESUMO 

 

As plantas medicinais são utilizadas na prevenção de doenças desde o início da civilização 

humana e as suas propriedades terapêuticas estão relacionadas à composição química de seus 

extratos brutos. A Cymbopogon citratus (C. citratus), popularmente conhecida como capim-

limão, é utilizada em vários países devido à sua ação no sistema nervoso central. Entretanto, 

apesar dos inúmeros efeitos terapêuticos das plantas medicinais, é comprovado que alguns 

extratos podem ser potencialmente tóxicos para os seres humanos. Desta forma, é importante a 

avaliação da possível toxicidade exercida por extratos e compostos relacionados da C. citratus. 

Neste estudo, a citotoxicidade de extratos e frações obtidos a partir de diferentes métodos de 

extração, assim como o óleo essencial e seus principais constituintes químicos, citral e geraniol, 

foi avaliada pelo ensaio de letalidade frente à Artemia salina, e a células sanguíneas humanas 

(leucócitos e eritrócitos). As frações acetato de etila obtidas em meios ácido e básico, e após a 

prévia remoção do óleo essencial das folhas da planta, reduziram a viabilidade celular dos 

leucócitos. Além disso, o óleo essencial, citral e geraniol também foram citotóxicos para estas 

células na concentração mais alta avaliada. Estas amostras aumentaram a fragilidade osmótica 

dos eritrócitos, e as análises de microscopia eletrônica de varredura por emissão de campo 

(MEV-FEG) revelaram que houve alterações na morfologia destas células. Neste trabalho, as 

atividades ansiolítica e anticonvulsivante do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de C. 

citratus, do citral e do geraniol (isolados e em associação) foram avaliadas em peixe-zebra. O 

teste claro/escuro demonstrou que o tratamento prévio com as amostras aumentou o tempo de 

permanência no lado claro do aquário pelos animais, assim o tempo de latência para a primeira 

convulsão induzida por pentilenotetrazol (PTZ), indicando ação ansiolítica e anticonvulsivante, 

respectivamente. A mistura entre citral e geraniol nas menores concentrações investigadas em 

cada teste também apresentou efeito significativo, que foi, todavia, bloqueados quando os 

animais foram previamente expostos a uma solução de flumazenil (FMZ), o que revela o 

envolvimento dos receptores GABAA no mecanismo de ação dos compostos estudados. Além 

disso, o tratamento prévio dos animais com as amostras restaurou os níveis de malondialdeído 

(MDA), catalase (CAT), óxido nítrico (NO) e glutationa (GSH) nos homogenatos de cérebro 

após a exposição dos peixes ao PTZ. Neste estudo, a atividade antioxidante da Cannabis sativa 

(C. sativa), uma planta utilizada para fins recreativos e medicinais em alguns países, e dos seus 

principais constituintes químicos, canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC) (isolados e 

em associação) também foi investigada. Neste sentido, métodos espectrofotométricos (poder 

redutor, e sequestro dos radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•), 2,2-azinobis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS•+) e ácido hipocloroso (HOCl)), e métodos 

eletroquímicos (voltametria cíclica e voltametria de pulso diferencial) foram empregados para 

a avaliação da atividade antioxidante. Todas as amostras exibiram considerável efeito 

antioxidante em todos os métodos utilizados. Além disso, foi observado efeito sinérgico entre 

estes canabinóides na atividade antioxidante. Análises de correlação de Pearson demonstraram 

uma boa correlação entre os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e 

eletroquímicos, o que indicou que estas técnicas são úteis na avaliação da atividade antioxidante 

de canabinóides.  Assim, os resultados obtidos na presente tese reforçaram a importância das 

plantas medicinais na descoberta de novos fármacos assim como comprovaram as suas 

propriedades terapêuticas. 

 

Palavras-chave: Cymbopogon citratus; citral; geraniol; citotoxicidade; ansiedade; epilepsia; 

peixe-zebra; Cannabis sativa; antioxidante. 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Medicinal plants have been employed in the prevention of diseases since the beginning of 

human civilization, and their therapeutic properties are related with the chemical composition 

of their crude extracts. Cymbopogon citratus (C. citratus), popularly known as lemongrass, is 

worldwide consume due to its action on the central nervous system. However, despite the 

therapeutic effects of medicinal plants to humans, it has already proven that some extracts can 

be exhibit some toxicity. In this way, it is important to evaluate the toxicity of its extracts and 

related compounds. In this study, the toxicity of C. citratus extracts and fractions obtained from 

different extraction procedures, as well for essential oil and its main chemical compounds, citral 

and geraniol, was evaluated in Artemia salina, and in human blood cells (leukocytes and 

erythrocytes). The ethyl acetate fractions obtained in acidic and basic conditions after essential 

oil removal from plant leaves, reduced the cell viability of leukocytes. Furthermore, the 

essential oil, citral and geraniol were also cytotoxic to these cells at the highest concentration 

analyzed. These samples also increased the osmotic fragility of erythrocytes, and field emission 

scanning electron microscopy (FESEM) analyzes revealed changes in the erythrocytes 

morphology. In this work, the anxiolytic and anticonvulsant effects of C. citratus 

hydroalcoholic extract and essential oil, citral and geraniol (isolated and in association) were 

evaluated in zebrafish. The light/dark test demonstrated that pretreatment with the samples 

increased the time spent by the animals in the light side of the tank and increased the latency 

time for the first seizure induced by pentylenetetrazole (PTZ), indicating anxiolytic and 

anticonvulsant effects, respectively. The mixture between citral and geraniol at the lowest 

concentrations employed in each test also showed a significant effect. These effects were 

antagonized when animals were previous exposed to flumazenil (FMZ) solution, which 

revealed the involvement of GABAA receptors in the effects. Moreover, pretreatment with 

samples restored malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), nitric oxide (NO) and glutathione 

(GSH) levels in zebrafish brain homogenates after PTZ exposure. In this study, the antioxidant 

activity of Cannabis sativa (C. sativa), a medicinal plant used for recreational and medicinal 

purposes in some countries, and its major constituents, cannabidiol (CBD) and 

tetrahydrocannabinol (THC) (isolated and in association) was also investigated. Therefore, 

spectrophotometric (reducing power ability, 2,2-diphenil-1-picryl-hydrazyl (DPPH), 2,2-

azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), and hypochlorous acid (HOCl) 

scavenger assays), and electrochemical assays (cyclic voltammetry and differential pulse 

voltammetry) were employed. All samples exhibited a significant antioxidant effect in the 

assays used in this study. Furthermore, a synergistic effect between these cannabinoids in the 

antioxidant activity was verified. Pearson’s correlation analysis showed a good correlation 

between the results obtained by spectrophotometric and electrochemical assays, which 

indicated that these techniques can be employed in the evaluation of samples containing 

cannabinoids. Thus, the results obtained in the present thesis evidenced the importance of 

medicinal plants in the discovery of new drugs and their therapeutic properties.  

 

Keywords: Cymbopogon citratus; citral; geraniol; anxiety; cytotoxicity; epilepsy; zebrafish; 

Cannabis sativa; antioxidant. 
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APRESENTAÇÃO 

 

O emprego de plantas medicinais para o tratamento e prevenção de doenças é 

registrado desde a antiguidade. São mundialmente consumidas como medicamento de baixo 

custo principalmente em países em desenvolvimento, devido às suas propriedades 

farmacológicas. Entretanto, muitas são empregadas sem a comprovação de seus possíveis 

efeitos toxicológicos e adversos para os seres humanos. A Cymbopogon citratus, popularmente 

conhecida como capim-limão ou capim-santo, é consumida na forma de chá devido às suas 

propriedades terapêuticas, principalmente no tratamento e prevenção de doenças gástricas e 

relacionadas ao sistema nervoso central. Esta planta é constituída por uma gama de compostos 

bioativos, em que se pode destacar os polifenóis e os terpenos presentes nos seus extratos e no 

óleo essencial. Desta forma, considerando-se as propriedades terapêuticas exibidas por esta 

planta e o seu amplo uso pela população, estudos relacionados à investigação da toxicidade e 

dessas propriedades terapêuticos são de grande importância. 

A presente tese está dividida em 4 capítulos, cujo conteúdo será brevemente 

apresentado a seguir. Em nosso estudo anterior [1], demonstrou-se que frações obtidas em 

acetato de etila a partir do extrato hidroalcoólico de folhas secas de Cymbopogon citratus são 

constituídas por polifenóis, e exibem promissora atividade antioxidante por diferentes métodos 

in vitro. Entretanto, outros estudos são necessários para avaliar o possível efeito toxicológico 

destas amostras a fim de se comprovar a sua segurança em futuras aplicações. Neste sentido, o 

Capítulo 1 apresenta uma introdução geral sobre plantas medicinais, com destaque para C. 

citratus. São apresentados estudos para avaliação da citotoxicidade de extratos, frações e do 

óleo essencial desta planta, assim como para o citral e geraniol (principais terpenos presentes 

no óleo essencial) em células humanas (leucócitos e eritrócitos). Além disso, apresenta-se 

resultados relacionados à avaliação da toxicidade de tais amostras empregando Artemia salina 

como modelo in vivo. É também apresentado o efeito da remoção do óleo essencial das folhas 

secas da planta na extração de compostos bioativos para as frações clorofórmicas e acetato de 

etila (obtidas em meio ácido e básico). Além disso, são descritos estudos para avaliação de 

eventuais alterações morfológicas causadas em eritrócitos causadas por todas as amostras.  

O Capítulo 2 apresenta uma introdução geral ao transtorno de ansiedade e à epilepsia, 

além do emprego do peixe-zebra na investigação das propriedades ansiolítica e 

anticonvulsivante de plantas medicinais e compostos relacionados. Neste mesmo capítulo é 

abordada a avaliação do efeito ansiolítico e anticonvulsivante do extrato hidroalcoólico e do 

óleo essencial de Cymbopogon citratus, assim como de seus constituintes químicos, citral e 
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geraniol (isoladamente ou em associação), em peixe-zebra como modelo in vivo. Também se 

avaliou o efeito destes compostos em parâmetros relacionados ao estresse oxidativo na 

convulsão induzida por pentilenotetrazol (PTZ) nos animais, assim como o envolvimento dos 

receptores gabaérgicos em tais efeitos. Neste sentido, este estudo corroborou o uso 

etnofarmacológico da C. citratus para doenças relacionadas ao sistema nervoso central, e a 

eficácia do peixe-zebra como modelo animal na avaliação de propriedades farmacológicas desta 

planta e seus compostos relacionados. 

O Capítulo 3 apresenta uma introdução geral sobre a planta Cannabis sativa, 

canabinóides e ação antioxidante destes compostos. Também relata o estudo da avaliação da 

atividade antioxidante de extratos de Cannabis sativa e de seus principais constituintes 

químicos, canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC) isolados (e em associação) por 

métodos espectroscópicos (poder redutor e sequestro dos radicais DPPH•, ABTS•+ e HOCl). A 

ação antioxidante destes compostos também foi investigada por meio de métodos 

eletroquímicos, como a voltametria cíclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VDP). Foi 

demonstrado que estes canabinóides atuam como antioxidantes devido às suas propriedades de 

doação de elétron e de átomos de hidrogênio. Além disso, foram evidenciadas boas correlações 

entre os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e eletroquímicos para os 

extratos de Cannabis sativa e para as diferentes misturas entre CBD e THC, o que sugeriu que 

estas técnicas podem ser empregadas na avaliação da atividade antioxidante de amostras 

constituídas por canabinóides.  

O Capítulo 4 apresenta as conclusões finais do trabalho e perspectivas para estudos 

futuros. 
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CAPÍTULO 1 – AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE DE EXTRATOS, FRAÇÕES, ÓLEO 

ESSENCIAL E COMPOSTOS CITRAL E GERANIOL DE Cymbopogon citratus 

 

1.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1.1 Plantas medicinais 

 

Nos tempos antigos, os remédios caseiros a base de plantas medicinais compreendiam 

os tratamentos e prevenções mais conhecidos para diversos tipos de doenças [2,3]. Por exemplo, 

o uso da papoula (Papaver somnniferum) e da maconha (Cannabis sativa) é reportado há mais 

de 4.000 anos. Atualmente, as plantas medicinais ainda são utilizadas no tratamento de várias 

doenças comuns, como as infecções gastrointestinais e respiratórias, doenças de pele, na 

cicatrização de feridas, diarreia, hipertensão, anemia, malária, doenças neurodegenerativas, etc 

[4]. As ervas fitoterápicas incluem as folhas, flores, raízes, cascas, frutas, sementes, caules ou 

outras partes de plantas que são utilizadas na forma de chá (infusão ou decocção) [2]. As plantas 

medicinais têm sido recomendadas como alternativa eficaz para o tratamento e prevenção de 

doenças devido a algumas vantagens como o baixo custo, acessibilidade e menos efeitos 

colaterais em comparação com outros medicamentos [2,3]. 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) define como planta medicinal “todo e 

qualquer vegetal que possui, em um ou mais órgãos, substâncias que podem ser utilizadas como 

fins terapêuticos ou que sejam precursores de fármacos semi-sintéticos”. As estatísticas atuais 

da OMS reportaram aproximadamente 250.000 espécies de plantas identificadas das quais 

70.000 possuem propriedades medicinais. Estima-se que 80% da população dos países em 

desenvolvimento dependa de preparações a partir de plantas para atender às suas necessidades 

básicas de saúde [5]. As plantas medicinais são ingredientes significativos na formulação de 

medicamentos de origem natural e na fabricação de produtos farmacêuticos, além de serem 

importantes na síntese de moléculas mais complexas [6]. Neste contexto, as informações 

obtidas a partir de conhecimentos de comunidades tradicionais sobre o uso das plantas 

medicinais são comprovados com pesquisas farmacológicas [2,3]. 

No Brasil, as plantas medicinais são consumidas com pouca comprovação de suas 

propriedades terapêuticas ou toxicológicas, além de serem consideradas “remédios de baixo 

custo”. Estima-se que aproximadamente 30% dos medicamentos terapêuticos existentes, são 

derivados de fontes naturais (plantas e microorganismos). Por exemplo, em algumas áreas, os 

medicamentos derivados das plantas chegam a 60% [6]. A riqueza de espécies vegetais, e dos 
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biomas brasileiros, associada à diversidade étnico-cultural, implicou no uso extensivo de 

plantas medicinais para fins curativos. Fatores como a facilidade de acesso e a compatibilidade 

cultural são de extrema relevância para o avanço do uso de fitoterápicos [7]. 

Apesar de suas notáveis propriedades farmacológicas e terapêuticas, as plantas 

medicinais são consumidas em todo o mundo com poucas evidências de seus possíveis efeitos 

toxicológicos [2,8,9]. Foi comprovado em estudos in vivo e in vitro que extratos brutos e 

compostos bioativos podem exibir alguma toxicidade e causar alterações na forma e fisiologia 

das células humanas, como por exemplo nos leucócitos e eritrócitos [10,11]. Algumas plantas 

medicinais também podem causar alterações no material genético nas células vivas e induzir 

danos a longo prazo em pacientes [4,12]. Além disso, de acordo com a classe e concentração 

de fitoquímicos presentes nas plantas, estas podem produzir efeitos neurotóxicos, citotóxicos, 

hepatotóxicos e carcinogênicos [13]. Neste sentido, pesquisas têm sido realizadas para avaliar 

os possíveis efeitos toxicológicos de extratos vegetais que são utilizados principalmente para 

fins medicinais [3,14]. 

As plantas medicinais e seus componentes químicos vêm sendo amplamente 

investigados com relação às suas atividades farmacológicas devido à interação dos últimos com 

o Sistema Nervoso Central (SNC) [2]. Vários estudos comprovaram a eficácia da utilização de 

produtos naturais e fitoterápicos no tratamento de doenças devido às suas ações 

psicoterapêuticas como antidepressivo, ansiolítico, sedativo, hipnótico e analgésico [15,16]. As 

propriedades farmacológicas das plantas medicinais são atribuídas à sua composição química, 

que incluem os metabólitos secundários presentes em seus extratos brutos [17,18]. Estes 

compostos atuam de forma independente ou em sinergia, e podem interagir com os 

componentes do tecido vivo [19]. 

 

1.1.2 Metabólitos primários e secundários de plantas medicinais 

 

A incapacidade de locomoção das plantas favoreceu o desenvolvimento de 

mecanismos de defesa, o que é considerada uma capacidade adaptativa para lidar com situações 

estressantes durante o seu crescimento e desenvolvimento [20]. As plantas respondem a 

estresses e distúrbios bióticos que levam ao início de respostas de defesa mediadas por 

processos de sinalização e vias, as quais envolvem a produção de moléculas, para desempenhar 

funções celulares essenciais para os processos fisiológicos [20]. Estes processos impactam o 

metabolismo primário que fornece intermediários biossintéticos para o metabolismo 

secundário, com a produção de compostos bioativos [21].  
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Os metabólitos primários (açúcares, aminoácidos, lipídeos e proteínas) exercem as 

funções essenciais para as plantas e estão diretamente relacionados a respiração, fotossíntese, 

crescimento e formação de novos tecidos [22]. O metabolismo primário é semelhante em todas 

as espécies de plantas, visto que derivam de um precursor comum, do qual algumas 

características são conservadas [23]. Além disso, estes compostos são essenciais como 

intermediários nas vias catabólica e anabólica da planta, assim como na produção de 

metabólitos secundários [22,24].  

Os metabólitos secundários são moléculas orgânicas sintetizadas por plantas que não 

estão envolvidas diretamente no seu crescimento e desenvolvimento [23]. São produzidos a 

partir dos metabólitos primários por uma sequência de reações químicas catalisadas por 

enzimas [21]. Estes compostos podem ser detectados em todas as partes das plantas, porém o 

local da biossíntese é restrito a um órgão, tal qual eles são posteriormente transportados para 

diferentes regiões [25].  

Os metabólitos secundários desempenham importantes funções ecológicas nas plantas, 

como a proteção contra herbívoros e patógenos, além de servirem como atrativos (aroma, cor e 

sabor) para polinizadores [24]. Cada família de plantas produz uma gama de compostos 

químicos, os quais são utilizados como marcadores taxonômicos na classificação botânica da 

planta [24]. Além disso, diversos estudos já comprovaram que estes compostos podem exercer 

algum efeito biológico e terapêutico para os seres humanos [2,26].  

A produção de metabólitos secundários em plantas medicinais pode ser influenciada 

por fatores ambientais, que incluem as mudanças geoclimáticas e sazonais, além das condições 

externas, como a temperatura, luz, umidade, radiação ultravioleta e nutrientes do solo [27,28]. 

A condição de coleta, secagem e armazenamento do material vegetal também influenciam no 

teor destes compostos e, consequentemente, nos efeitos biológicos e farmacológicos 

apresentados pelas plantas [27,28].  

Os metabólitos secundários podem ser divididos em três grupos distintos 

quimicamente: terpenos e terpenóides (aproximadamente 25.000 tipos), alcalóides 

(aproximadamente 12.000 tipos) e compostos fenólicos (aproximadamente 8.000 tipos) [29]. 

Existem quatro vias principais para a síntese de metabólitos secundários ou compostos 

bioativos nas plantas: (1) via do ácido chiquímico; (2) via do ácido malônico; (3) via do ácido 

mevalônico; e (4) via do não mevalonato. Os alcalóides são produzidos por aminoácidos 

aromáticos (provenientes da via do ácido chiquímico) e por aminoácidos alifáticos 

(provenientes do ciclo do ácido tricarboxílico). Os compostos fenólicos são sintetizados por 
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meio da via do ácido chiquímico e da via do ácido mevalônico. Os terpenos são produzidos a 

partir da via do ácido mevalônico e da via do não mevalonato [20,30,31].  

 

1.1.3 Terpenos 

 

Os terpenos são hidrocarbonetos naturais produzidos pelas plantas medicinais, e são 

os principais constituintes dos óleos essenciais. Este grupo é representado por 

aproximadamente 55.000 moléculas, e é o mais complexo de produtos naturais, com uma 

diversidade de estruturas químicas e propriedades biológicas [32,33]. São classificados em 

diferentes subgrupos com base no número de unidades de isopreno (C5) como: monoterpenos 

(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) [33].  

Os monoterpenos e diterpenos são produzidos nos plastídeos, enquanto os 

sesquiterpenos, triterpenos e tetraterpenos são produzidos no citosol [33]. Entretanto, alguns 

sesquiterpenos e diterpenos também podem ser produzidos na mitocôndria. O peso molecular 

e a estrutura química destes compostos determinam as propriedades físicas, como a volatilidade 

e as interações entre diferentes organismos [33].  

Os terpenos são sintetizados a partir dos metabólitos primários por meio de duas rotas 

principais: a rota do ácido mevalônico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP) (Figuras 

1.1 e 1.2) [31,34]. Na rota do MVA, três moléculas de acetil-CoA são necessárias para formar 

o ácido mevalônico. Esta molécula é pirofosforilada, descarboxilada e posteriormente 

desidratada por uma sequência de reações enzimáticas, para produzir o IPP (pirofosfato de 

isopentenila), o qual é a unidade básica para a formação dos terpenos (Figura 1.1). Na rota do 

MEP, o gliceraldeído-3-fosfato e dois átomos de carbono do piruvato, se condensam para 

formar um intermediário de cinco carbonos, a desoxixilulose-5-fosfato. Por fim, ocorre a 

redução desta molécula a MEP, que é eventualmente convertido por uma sequência de reações 

em DMAPP (dimetialil pirofosfato), um isômero do IPP (Figura 1.2) [33,35]. 
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Figura 1.1 – Biossíntese dos precursores de terpenos, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalilfosfato (DMAPP) 

pela rota do ácido mevalônico (MVA). 

 
Fonte: Adaptado de [35]. 

 

Figura 1.2 – Biossíntese dos precursores de terpenos, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalilfosfato (DMAPP) 

pela rota do metileritritol fosfato (MEP). 

 
Fonte: Adaptado de [35]. 

 

O IPP e o DMAPP são unidades pentacarbonadas que se unem para formar moléculas 

maiores. A união do IPP com DMAPP forma uma molécula de 10 carbonos denominada GPP 

(pirofosfato de geranila), responsável pela formação dos monoterpenos, como demostrado na 

Figura 1.3. O GPP pode se ligar a outra molécula de IPP e formar um composto de 15 carbonos, 
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o farnesil difosfato (FPP), precursor de sesquiterpenos. A união a mais uma molécula de IPP 

leva à formação do GGPP (geranilgeranil difosfato) com 20 carbonos, percursor dos diterpenos. 

Por fim, o FPP e GGPP podem dimerizar e formar os triterpenos e tetraterpenos (Figura 1.3) 

[34]. 

 

Figura 1.3 – Biossíntese de terpenos. 

 
Fonte: Adaptado de [35] e [36]. 

 

1.1.4 Compostos fenólicos 

 

Os compostos fenólicos são um grupo heterogêneo de compostos derivados do 

metabolismo secundário das plantas. Estruturalmente, possuem pelo menos um anel aromático 

ao qual um ou mais grupos hidroxila (OH) estão diretamente ligados a esta estrutura [37,38]. 

Englobam desde moléculas simples até aquelas com alto grau de polimerização e atuam como 

sequestradores dos radicais livres e quelante de metais [26,38]. Os produtos formados pela 
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reação destes compostos com os radicais livres são relativamente estáveis devido à ressonância 

com o anel aromático apresentada por eles [39].  

Estes compostos são sintetizados a partir de duas rotas metabólicas principais: a rota 

do ácido chiquímico e a rota do ácido mevalônico, esta última menos significativa [35]. A rota 

do ácido chiquímico converte precursores de carboidratos derivados da glicólise e da rota da 

pentose fosfato em três aminoácidos aromáticos, fenilalanina, tirosina e triptofano [35,40], e é 

a principal conexão entre o metabolismo primário e secundário nas plantas [41]. Os 

aminoácidos formados não são apenas componentes cruciais da biossíntese de proteínas, mas 

servem também como precursores para diversos metabólitos secundários,  como os compostos 

fenólicos, que são importantes para o crescimento e desenvolvimentos das plantas [41]. 

Os compostos fenólicos podem ser classificados como ácidos fenólicos, aqueles 

derivados do ácido hidroxicinâmico ou do ácido hidroxibenzóico, e flavonoides. Os compostos 

originados a partir do ácido hidroxibenzóico são caracterizados pelo grupo carboxílico 

substituído no fenol e são representados pelos ácidos gálico, protocatecuico, vanílico e elágico 

[42,43]. Entretanto, os compostos derivados do ácido hidroxicinâmico possuem uma cadeia 

hidrocarbônica de três átomos diretamente ligada ao anel aromático e são representados pelos 

ácidos cafeico, ferúlico, cinâmico, sinapínico e clorogênico (Figura 1.4) [44].  

 

Figura 1.4 – Estrutura química do ácido hidroxicinâmico e hidroxibenzóico. 

 
Fonte: A autora. 

 

Os flavonoides são compostos amplamente distribuídos no reino vegetal e apresentam 

uma variedade de estruturas fenólicas [42,45].  São constituídos por dois anéis aromáticos (A e 

B) conectados por um anel pirano (C) (Figura 1.5). De acordo com o grau de hidrogenação e 

substituição do heterociclo, podem ser subclassificados como flavonóis, flavonas, isoflavonas, 

antocianinas e flavanonas [44,46].  
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Figura 1.5 – Estrutura geral dos flavonoides (2-fenil-benzopirano). 

 
Fonte: A autora. 

 

Devido às cores atraentes apresentadas pelas flavonas e antocianinas, elas podem atuar 

como sinais visuais para a atração de insetos para a polinização. Devido à sua adstringência, as 

catequinas e flavonóis atuam como um sistema de defesa contra os insetos que são prejudiciais 

às plantas [44]. Além disso, exibem uma variedade de propriedades terapêuticas e 

farmacológicas, como anti-inflamatória, antimicrobiana, antioxidante e neuroprotetora [42]. As 

principais fontes de compostos fenólicos são as frutas, vegetais, bebidas como o café, chás, 

vinho, sucos de frutas e as plantas medicinais [46]. 

 

1.1.5 Cymbopogon citratus 

 

A Cymbopogon citratus (C. citratus) (Figura 1.6), popularmente conhecida como 

capim-limão, capim-santo ou capim-cidreira, é uma planta nativa da Índia e pode ser cultivada 

em diversos países de clima tropical e subtropical [47]. Pertence à família Gramineae, que 

compreende aproximadamente 500 gêneros e 8.000 espécies essencialmente herbáceas. É uma 

gramínea perene, de alto porte, que apresenta folhas em forma de tiras, com cerca de 1,3 – 2,5 

cm de largura e 0,9 m de comprimento. Possui coloração verde-pálida e odor aromático 

característico de limão quando moídas, devido à presença do citral  [48]. Desenvolve-se 

preferencialmente em climas quentes e úmidos com chuvas bem distribuídas [49] e cresce em 

touceiras que podem atingir aproximadamente 1,2 e 1,8 m de altura e largura, respectivamente. 

A folha seca contém 1 – 2 % de óleo essencial, o que agrega valor econômico à planta [49].  
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Figura 1.6 – Cymbopogon citratus. 

 
Fonte: A autora. 

 

A C. citratus é utilizada devido às suas propriedades terapêuticas na medicina popular, 

como na prevenção e no tratamento da gripe, febre, pneumonia e problemas digestivos, além 

de apresentar atividades analgésica, anti-inflamatória e anti-depressiva [50,51]. Alguns autores 

demonstraram que esta planta também possui efeitos que podem prevenir a diabetes e a 

obesidade, além de poder ser empregada na prevenção e no tratamento de doenças 

cardiovasculares [52–54]. Ochwang’i e colaboradores [55] e Bidinotto e colaboradores [56] 

comprovaram que a C. citratus exibe atividade anticarcinogênica. Outros estudos revelaram 

que esta planta é eficaz como agente antifúngico, antibacteriano e antiprotozoário [48,57,58]. 

Recentemente, Simões e colaboradores [59] comprovaram a atividade vasorrelaxante de 

extratos da C. citratus em artérias de seres humanos, efeito que pode estar relacionado à 

presença de taninos. 

Estudos de experimentos in vivo e in vitro já comprovaram que as propriedades 

benéficas da C. citratus podem estar relacionadas com a sua ação antioxidante [1,60–62]. Por 

exemplo, Campos e colaboradores [63] demonstraram que o extrato metanólico rico em 

polifenóis inibiu a produção de EROs induzida por H2O2 em células endoteliais de seres 

humanos. Em outro trabalho, foi verificado que as células que foram previamente tratadas com 

o extrato aquoso de C. citratus reduziram significativamente a frequência de aberrações 

cromossômicas induzidas por H2O2. Os autores atribuíram este efeito principalmente à presença 

de flavonoides, que possuem ação antioxidante [64]. Pereira e colaboradores [62] 

demonstraram que extratos das folhas de C. citratus atenuaram a peroxidação lipídica induzida 

por diferentes pró-oxidantes em homogenatos de cérebro de ratos. 

A C. citratus também exibe valor nutritivo devido à presença de alguns minerais e 

vitaminas. O fósforo e o potássio estão presentes em maiores quantidades na planta, que 
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também exibe traços de zinco e magnésio que podem ter efeitos neuroprotetores [48]. Além 

disso, a planta contém as vitaminas A, C e E que possuem propriedades antioxidantes. Segundo 

Ekpenyong, Akpan e Nyoh [47] a ação neuroprotetora da planta pode estar relacionada à ação 

sinérgica dos seus componentes nutritivos, e dos seus constituintes voláteis que estão presentes 

no óleo essencial. 

 

1.1.5.1 Composição química da Cymbopogon citratus 

 

A composição química da C. citratus é bastante diversificada já que apresenta vários 

compostos bioativos pertencentes às diferentes classes [48,65]. Estudos da literatura 

identificaram compostos fenólicos (ácidos fenólicos e flavonoides) nos extratos brutos de C. 

citratus [1,66–68].  Na Figura 1.7 estão apresentadas as estruturas dos ácidos fenólicos 

presentes nas folhas de C. citratus.  

 

Figura 1.7 – Estrutura química dos principais ácidos fenólicos identificados na Cymbopogon citratus. 

 
Fonte: A autora.  

 

Além dos ácidos fenólicos, é reportado que os extratos brutos de C. citratus são 

constituídos por flavonoides [47,69]. Por exemplo, luteolina, luteolina 6-O-glicosídeo, 

isoorientin, quercetina, kaempferol e apigenina foram identificados nos extratos da planta [60] 

(Figura 1.8).  
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Figura 1.8 – Estrutura química dos principais flavonoides presentes na Cymbopogon citratus. 

 
Fonte: A autora. 

 

Cheel e colaboradores [68] identificaram os flavonoides isoorientina, isoscoparina, 

swertiajaponina e isoorientina 2''-O-ramnosídeo nos extratos aquoso e metanólico das folhas 

secas de C. citratus. Em outro estudo, foi revelada a presença de estruturas flavanona hetero-

diméricas, as quais consistem em unidades de apigeniflavana ou luteoliflavana conectadas a 

uma flavanona (naringenina ou eriodictiol), que podem ocorrer nas formas de aglicona ou 

glicosilada [67].  

Além dos compostos fenólicos, na literatura é reportada a presença de taninos, 

saponinas, antraquinonas, xantonas, alcalóides e esteróides em extratos de C. citratus [67,70]. 

Estes compostos juntamente com os componentes presentes no óleo essencial também são 

conhecidos por contribuir para os efeitos farmacológicos apresentados pela C. citratus [47]. 

 

1.1.5.2 Óleo essencial de Cymbopogon citratus 

 

Os óleos essenciais são misturas de compostos lipofílicos extraídos de plantas 

comumente por destilação por arraste de vapor, porém, podem ser extraídos também com 

solventes orgânicos. São constituídos majoritariamente por terpenóides, e outros compostos 

voláteis de baixo peso molecular, tais como os monoterpenos e sesquiterpenos [71,72]. De 

acordo com a Organização Internacional de Normalização (ISO), o termo óleo essencial se 
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refere a “um produto obtido a partir da matéria-prima vegetal, seja por destilação com água 

ou vapor, ou do epicarpo de frutas cítricas por processo mecânico, ou por destilação a seco” 

[73].  

Os terpenos são os principais responsáveis pelo aroma característico e propriedades 

terapêuticas dos óleos essenciais [74]. São líquidos de aspecto oleoso e de coloração amarela, 

laranja ou incolor, em geral, pouco estáveis na presença de ar, calor e luz [75]. Nas plantas, o 

óleo essencial é produzido e armazenado em estruturas especializadas, como os idioblastos, 

cavidades, canais e tricomas [74].  

Os óleos essenciais são estudados por apresentarem promissores efeitos biológicos, 

como antioxidante, anti-inflamatório, analgésico, anticolinesterásico, dentre outros [74] . Além 

disso, têm sido amplamente utilizados em aplicações bactericidas, virucidas, fungicidas, 

antiparasitárias, inseticidas e cosméticas pelas indústrias farmacêutica, sanitária, cosmética, 

agrícola e alimentícia [75]. 

A composição química dos óleos essenciais das plantas medicinais varia 

consideravelmente de espécie para espécie em função de parâmetros climáticos e fatores 

agronômicos, como a fertilização, irrigação e a fase de desenvolvimento da planta durante a 

coleta [75,76]. Além disso, o tipo de material vegetal utilizado, e o método de extração 

empregado determinam o rendimento e a composição química do óleo essencial e, 

consequentemente, as suas propriedades biológicas [74]. Ainda, após o isolamento do óleo 

essencial, o armazenamento deve ser cuidadoso (ausência de luz, calor e umidade), a fim de 

reduzir as reações de degradação dos componentes químicos presentes [73]. Estes compostos 

se convertem facilmente em outros, por meio de reações de oxidação, isomerização, ciclização 

ou desidrogenação, desencadeadas enzimaticamente ou quimicamente [73].  

Diferentes métodos podem ser eficientemente empregados para a extração do óleo 

essencial da C. citratus, como a extração por solventes, destilação a vapor, hidrodestilação, 

hidrodestilação assistida por micro-ondas e extração por fluido supercrítico [77]. Entretanto, o 

método mais utilizado é a destilação a vapor, utilizado principalmente para materiais sensíveis 

a temperatura e insolúveis em água, que podem se decompor no ponto de ebulição [73]. Neste 

método, o vapor passa através do material vegetal seco ou fresco, o que amolece as células e 

permite que o óleo essencial seja extraído na forma de vapor. A temperatura do vapor deve ser 

alta o suficiente para que o óleo possa vaporizar mas que não danifique o material vegetal e 

degrade os componentes químicos presentes. O óleo essencial juntamente com o vapor é 

posteriormente resfriado em um condensador e coletado [77]. 
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Na literatura é reportada a presença de uma variedade de terpenos presentes no óleo 

essencial das folhas de C. citratus coletada em diferentes regiões [77]. Estes compostos exibem 

propriedades biológicas e terapêuticas, como por exemplo, o mirceno, linalol e o geraniol, que 

apresentam efeitos analgésicos, antibacteriano e antifúngico [32]. O neral, geranial, limoneno, 

mirceno e o geraniol são compostos marcadores (compostos químicos responsáveis pela 

atividade biológica) do óleo essencial de C. citratus [78] (Figura 1.9). 

 

Figura 1.9 – Estrutura química dos principais constituintes químicos do óleo essencial de Cymbopogon citratus. 

 
Fonte: A autora.  

 

Na literatura é relatada a utilização do óleo essencial de C. citratus como conservante 

alimentar, anti-inflamatório, diurético, antioxidante, anti-carcinogênico, antidiabético e 

antimicrobiano [47]. Também é reportado seu uso em formulações farmacêutica e cosmética, 

devido às suas propriedades conservante e repelente [77].   

Estudos clínicos e pré-clínicos comprovaram que o óleo essencial da C. citratus produz 

diversas respostas farmacológicas no SNC, que resultaram em efeitos ansiolítico, analgésico, 

antidepressivo, anticonvulsivante e sedativo [50,79–81]. Desta forma, o óleo essencial pode ser 

eficaz em terapias complementares, como por exemplo na aromaterapia, em que a 

administração do óleo é realizada por inalação [82].  

Alguns estudos da literatura sugeriram que as propriedades farmacológicas 

apresentadas pelo óleo essencial da C. citratus se deve principalmente à presença do citral na 

sua composição química. Entretanto, o sinergismo entre este monoterpeno e os demais 

componentes do óleo essencial também contribuem para os efeitos reportados da planta 

[67,83,84]. 

 

1.1.6 Citral e geraniol 

 

O citral (3,7-dimetil-2,6-octadienal) é uma mistura dos terpenóides, aldeídos 

isoméricos, neral (isômero-Z) e geranial (isômero-E) (Figura 1.10). Este aldeído α,β-insaturado 
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volátil presente abundantemente em várias plantas medicinais e frutas cítricas e é o principal 

constituinte químico do óleo essencial de C. citratus e da casca de limão [77]. O intenso odor 

apresentado pelo citral o tornou um aditivo popular para uma variedade de detergentes, 

alimentos e cosméticos [85]. 

 

Figura 1.10 – Estrutura química do neral e geranial.  

 
Fonte: A autora. 

 

O citral possui propriedades terapêuticas e farmacológicas, como antiespasmódica, 

analgésica, anti-inflamatória, antipirética, diurética e sedativa [86–88]. Estudos comprovaram 

o potencial deste composto no tratamento de doenças causadas por bactérias, fungo e 

protozoários [85]. Além disso, também já foram relatados efeitos no SNC em estudos in vivo, 

como ansiolítico, anticonvulsivante e antidepressivo [86,88].  

O geraniol (3,7-dimetil-2,6-octadienol) é um importante constituinte químico de 

vários óleos essenciais, juntamente com o seu estereoisômero nerol (Figura 1.11). O geraniol 

puro é um óleo transparente ou amarelo claro que se dissolve na maioria dos solventes orgânicos 

[89]. É um dos ingredientes mais comuns presentes em fragrâncias, e foi detectado em 

aproximadamente 76% dos desodorantes, 41% dos detergentes e limpadores, e em 33% dos 

cosméticos à base de ingredientes naturais [89,90].  

  

Figura 1.11 – Estrutura química do geraniol e nerol. 

 
Fonte: A autora. 
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Estudos da literatura reportaram que o geraniol está presente em aproximadamente 

250 óleos essenciais de diversas plantas, como por exemplo na C. citratus, Cymbopogon 

martinii, Cymbopogon winterianus e Cymbopogon nardus [91]. Além disso, este terpeno possui 

interessantes propriedades biológicas, como antimicrobiana, anti-inflamatória, antioxidante e 

anti-helmíntica. Também é descrita a atividade anticâncer deste composto contra alguns tipos 

de cânceres em humanos [91]. O geraniol apresentou efeito neuroprotetor, e protegeu contra os 

danos oxidativos induzido por rotenona na Doença de Parkinson [92].  

A biossíntese do geraniol em espécies de Cymbopogon ocorre em uma etapa a partir 

do GPP (Figura 1.12). Primeiramente, ocorre a formação do geraniol mediada pela enzima 

geraniol sintase. Posteriormente, o geraniol é oxidado pela enzima geraniol desidrogenase para 

produzir o geranial [93,94].   

 

Figura 1.12 – Biossíntese do geraniol e citral em espécies de Cymbopogon.  

 

Fonte: Adaptado de [93]. 

 

1.1.7 Citotoxicidade de Cymbopogon citratus e compostos relacionados 

 

Apesar das propriedades terapêuticas e farmacológicas apresentadas por plantas 

medicinais, estudos in vitro e in vivo reportaram a toxicidade de extratos, óleos essenciais e de 

seus constituintes químicos [17,95,96]. Os fitoterápicos são frequentemente utilizados em 

conjunto com medicamentos convencionais e as interações cinéticas podem ser citotóxicas, 

desenvolvendo efeitos colaterais indesejáveis para os seres humanos [96,97]. A toxicidade de 

plantas medicinas está diretamente relacionada com a sua composição química, a qual é 

influenciada por alguns fatores, como a época de coleta do material vegetal, nutrientes de solo 

e estágio de desenvolvimento [98]. Os componentes de uma mistura, como extratos de plantas 

podem interagir por meio de efeitos sinérgico e antagônico e podem aumentar a penetração ou 

absorção de outros compostos [99]. 

Nos sistemas de cultura celular, uma amostra é considerada citotóxica se interferir na 

fixação das células, alterar significativamente a sua morfologia, afetar a taxa de crescimento 
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celular ou causar a morte celular [99]. Portanto, estudos relacionados à citotoxicidade de 

produtos naturais têm sido realizados por pesquisadores, como um primeiro passo na avaliação 

da toxicidade. O mecanismo de ação da maioria dos compostos tóxicos está associado a 

processos bioquímicos básicos comuns a todas as células, como por exemplo, a manutenção da 

integridade da membrana celular, atividade mitocondrial e síntese de proteínas [12,99].  

Alguns estudos comprovaram que as bicamadas lipídicas da membrana celular são 

potenciais alvos para extratos de plantas medicinais constituídos por polifenóis e terpenos 

[100,101]. Estes compostos alteram a funcionalidade destas bicamadas devido às interações 

com seus componentes [101–103]. Os compostos fenólicos podem induzir quebras no DNA, 

mutações e aberrações cromossômicas. Os flavonoides podem interagir com as mitocôndrias, 

interferir nas vias do metabolismo intermediário e/ou regular negativamente a expressão de 

moléculas de adesão [95].  

Várias espécies de plantas medicinais demonstraram toxicidade em diferentes estudos, 

dentre as quais pode-se destacar a C. citratus e seus principais constituintes químicos [17,96]. 

Por exemplo, Sinha e colaboradores [104] demonstraram que altas concentrações do óleo 

essencial de C. citratus, assim como do seu principal constituinte químico citral, foram 

genotóxicas a linfócitos humanos, devido a uma redução na viabilidade celular das células 

tratadas com estas amostras. Em outro estudo, Koba e colaboradores [105] verificaram que o 

óleo essencial extraído da C. citratus coletada na África foi citotóxico a células epidérmicas no 

ensaio de redução do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazólio).  

Chiamenti e colaboradores [106] avaliaram o efeito citotóxico do extrato 

hidroalcoólico de C. citratus a células de adenocarcinoma de pulmão humano e células de rim. 

Os autores observaram que o extrato causou alterações em ambas as células, e sugeriram que 

os compostos químicos, como os polifenóis e os taninos interferiram na função celular. Outros 

estudos sugeriram que a presença de cumarinas, taninos, antraquinonas e saponinas 

contribuíram para os efeitos toxicológicos apresentados pela C. citratus [47].  

Kpoviessi e colaboradores [107], verificaram que o óleo essencial de C. citratus foi 

citotóxico para as células de ovário de camundongas e moderadamente tóxico para as células 

de fibroblastos humanos. O citral, principal componente deste óleo, também foi tóxico para 

estas mesmas células. Entretanto, o pineno, que também estava presente em abundância, não 

apresentou toxicidade para essas células. Desta forma, os autores atribuíram à presença do citral 

na citotoxicidade apresentada pelo óleo essencial de C. citratus. Em outro estudo, foi 

demonstrado que o citral induziu a uma alta citotoxicidade e genotoxicidade a leucócitos 

humanos quando presente em altas concentrações [108]. 
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O geraniol também foi considerado citotóxico e genotóxico quando presente em altas 

concentrações, em estudos in vitro, para células humanas mononucleares do sangue periférico 

e células de hepatoma humano [109]. Outros terpenos presentes no óleo essencial como o 

linalol, mirceno, timol, limoneno, eugenol e carvacrol exibiram efeitos toxicológicos em 

estudos in vitro e in vivo [110]. 

Neste sentido, em nosso estudo anterior [1], foi demonstrado que o óleo essencial de 

C. citratus era constituído por citral e geraniol, presentes também nas frações clorofórmicas 

obtidas por diferentes métodos de extração a partir do extrato hidroalcoólico. Além disso, as 

frações em acetato de etila (obtidas em meios ácido e básico) desta planta são ricas em 

polifenóis e apresentaram considerável atividade antioxidante por diferentes mecanismos 

químicos. Portanto, considerando-se o amplo uso popular da C. citratus no tratamento e 

prevenção de doenças, mais estudos são necessários para a avaliação da toxicidade desta planta 

e seus derivados para futuras aplicações. 

 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a toxicidade de extratos, frações e do óleo essencial de C. citratus, além dos 

compostos isolados citral e geraniol em Artemia salina e em células sanguíneas humanas. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

• Avaliar a toxicidade de extratos e frações de C. citratus, obtidas por diferentes 

métodos de extração, óleo essencial, citral e geraniol em Artemia salina; 

• Avaliar a citotoxicidade de extratos e frações de C. citratus, obtidas por 

diferentes métodos de extração, óleo essencial, citral e geraniol em leucócitos e eritrócitos 

humanos; 

• Identificar as possíveis alterações morfológicas causadas pelas amostras de C. 

citratus, citral e geraniol nos eritrócitos humanos. 
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1.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

1.3.1 Reagentes e Soluções 

 

Todos os reagentes empregados foram de grau analítico e utilizados sem purificação 

prévia. O citral (95%), geraniol (98%), tert-butil-hidroperóxido (t-BHP), Azul de Trypan, 

foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. Os cistos de A. salina (Artemia sp., Artemiidae) foram 

obtidos da Artêmia Salina do Rio Grande do Norte (Brasil). 

A solução tampão PBS foi preparada a partir da dissolução dos sais NaCl 136 mmol 

L-1, KCl 2,68 mmol L-1, KH2PO4 1,47 mmol L-1 e NaHPO4 8,1 mmol L-1 em água deionizada, 

e o pH foi ajustado para 7,4. A solução tampão Hank’s foi preparada a partir da dissolução dos 

compostos KCl 5,4 mmol L-1; NaHPO4 0,3 mmol L-1, KH2PO4 0,4 mmol L-1, NaHCO3 4,2 mmol 

L-1, MgCl2 0,5 mmol L-1, NaCl 122,6 mmol L-1, d-glucose 0,01 mmol L-1, Tris-HCl 10 mmol 

L-1 e CaCl2 1,3 mmol L-1, em água deionizada e o pH foi ajustado para 7,4. A solução de lise 

de hemácias foi preparada a partir da dissolução dos compostos NH4Cl 150 mmol L-1, NaHCO3 

10 mmol L-1 e EDTA 1 mmol L-1, e o pH foi ajustado para 7,4. A solução tampão TFK foi 

preparada a partir da dissolução dos sais K2HPO4 6,1 mmol L-1,  KH2PO4 6,1 mmol L-1 e NaCl 

150 mmol L-1, e o pH foi ajustado para 7,4. As soluções de dextrana e glutaraldeído foram 

preparadas a partir da dissolução e da diluição, respectivamente, da quantidade apropriada do 

composto em solução tampão PBS. A solução Azul de Trypan foi preparada a partir da 

dissolução da quantidade apropriada do reagente em solução tampão Hanks. 

 

1.3.2    Coleta do material vegetal 

 

As folhas de C. citratus foram coletadas no município de Ponta Grossa-PR (25º 05’ 

42” S; 50º 09’ 43” W), no período de Março a Maio de 2017, secas a temperatura ambiente na 

ausência de luz até peso constante e cortadas em pedaços de aproximadamente 2 cm. Uma 

amostra de referência da planta está depositada no herbário da Universidade Estadual de Ponta 

Grossa (UEPG) sob o registro HUPG-21025. 

 

1.3.3 Obtenção dos extratos e frações de Cymbopogon citratus 

 

O extrato aquoso (INF) foi preparado a partir da infusão das folhas secas de C. citratus 

por 15 minutos antes das análises. Os extratos etanólico (EtOH) e hidroalcoólico (HEtOH) 
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foram preparados a partir da maceração das folhas previamente secas durante 7 dias em frasco 

âmbar com os solventes etanol 99,9 % (v/v) e etanol 70 % (v/v), respectivamente. Devido aos 

resultados obtidos de composição química e atividade antioxidante obtidos em nosso estudo 

anterior [1], o extrato HEtOH foi selecionado para os procedimentos de fracionamento (1 – 4) 

descritos abaixo.  

Fracionamento 1: Para a obtenção das frações, 70 g das folhas previamente secas de 

C. citratus foram maceradas em frasco âmbar com 1 L de etanol 70 % (v/v). O etanol foi 

removido em rotoevaporador e o resíduo aquoso remanescente foi filtrado a vácuo e extraído 

com clorofórmio (6 × 50 mL) para a obtenção da fração CHCl3 F1, e em seguida, com acetato 

de etila (6 × 50 mL) para a obtenção da fração AcOEt F1. A fase aquosa remanescente foi 

liofilizada (AQL F1). Um esquema da extração está apresentado na Figura 1.13.  

 

Figura 1.13 – Fluxograma das etapas das extrações líquido-líquido para o fracionamento 1. 

 

Fonte: A autora. 

 

Fracionamento 2: As folhas secas de C. citratus foram maceradas com etanol 70 % 

(v/v) e o extrato obtido foi concentrado em rotoevaporador. A fase aquosa foi filtrada à vácuo 

e extraída com clorofórmio. Em seguida, o pH da fase aquosa remanescente foi ajustado para 8 

com uma solução aquosa de NaOH 6 mol L-1 e extraída com acetato de etila para a obtenção da 
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fração (AcOEt pH 8 F2). Posteriormente, o pH da solução aquosa resultante foi ajustado para 

4 com HCl concentrado, e extraída com acetato de etila (AcOEt pH 4 F2). Um esquema de 

extração está apresentado na Figura 1.14. 

 

Figura 1.14 – Fluxograma das etapas das extrações líquido-líquido para o fracionamento 2. 

 

Fonte: A autora. 

 

Fracionamento 3: Primeiramente, o óleo essencial foi removido das folhas secas de 

C. citratus por meio de uma hidrodestilação em Clevenger. O hidrolato obtido a partir deste 

procedimento foi extraído com éter etílico (4 × 20 mL) para a obtenção do óleo essencial. O 

resíduo aquoso remanescente do processo de hidrodestilação foi submetido às mesmas 

extrações descritas no fracionamento 2. Os solventes foram removidos e obtiveram-se as 

frações denominadas CHCl3 F3, AcOEt pH 8 F3 e AcOEt pH 4 F3. Um esquema de extração 

está apresentado na Figura 1.15. 
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Figura 1.15 – Fluxograma das etapas das extrações líquido-líquido para o fracionamento 3. 

 

Fonte: A autora. 

 

Fracionamento 4: As folhas da planta remanescentes do fracionamento 3 foram 

maceradas com etanol 70 % (v/v), filtrada e concentrada em rotoevaporador. O resíduo aquoso 

foi extraído como descrito no fracionamento 2. Os solventes foram removidos em 

rotoevaporador para a obtenção das frações CHCl3 F4, AcOEt pH 8 F4, AcOEt pH 4 F4. Um 

esquema de extração está apresentado na Figura 1.16. 

Todas as fases orgânicas obtidas nos processos de extração foram secas com Na2SO4 

anidro e filtradas. Os solventes orgânicos foram removidos a pressão reduzida em 

rotoevaporador (a aproximadamente 40 ºC), e as frações foram ressuspendidas em solvente 

apropriado para as análises de toxicidade. 
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Figura 1.16 – Fluxograma das etapas das extrações líquido-líquido para o fracionamento 4. 

 

Fonte: A autora. 

 

1.3.4 Avaliação da toxicidade de Cymbopogon citratus, citral e geraniol frente à Artemia 

salina 

 

Para a determinação da toxicidade dos extratos, das frações e do óleo essencial de C. 

citratus, além dos padrões citral e geraniol, foram empregadas larvas de A. salina de acordo 

com o método proposto por Meyer e colaboradores [111]. Inicialmente, as larvas de A. salina 

foram cultivadas em um aquário com solução saturada de água salina a 25 ˚C (19 g de sal 

marinho em 1L de água destilada). Após 48 horas da eclosão dos cistos, os microcrustáceos 

foram transferidos com auxílio de uma micropipeta para uma microplaca de 24 cavidades com 

solução marinha. Em seguida foram adicionados 20 µL das amostras de C. citratus e dos 

padrões citral e geraniol, diluídos em etanol, a diferentes concentrações (25 – 1.000 µg mL-1). 

A placa foi incubada a temperatura ambiente por 24 horas e, posteriormente, foram contados 

os números de microcrustáceos mortos. A DL50 foi calculada a partir da curva da porcentagem 

de mortalidade em função das concentrações avaliadas. Como controle positivo foi utilizada 



46 

 

solução aquosa de K2Cr2O7 (25 – 1.000 µg mL-1) e como controle negativo etanol 99.5% (v/v). 

As análises foram realizadas em triplicata. 

 

1.3.5 Viabilidade celular de leucócitos humanos 

 

Inicialmente, o sangue foi coletado em tubos heparinizados de doadores voluntários 

da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CAAE 98156118.2.0000.0105). Os leucócitos 

foram separados a partir de 8 mL de sangue e posterior repouso, por 1 hora a temperatura 

ambiente, com 2 mL de uma solução de dextrana 0,5% (m/v), diluída em solução tampão PBS 

1% (m/v). O sobrenadante foi descartado e, em seguida foi realizada uma centrifugação a 2.000 

× g por 10 minutos. A fase superior foi removida, e o pellet remanescente foi lavado com uma 

solução para lise de hemácias. O tubo foi homogeneizado, deixado em repouso por 5 minutos, 

centrifugado a 2.000 × g por 2 minutos e o pellet foi novamente lavado com a solução para lise 

de hemácias. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de solução tampão Hanks pH 7,4 e a 

concentração de leucócitos foi ajustada para 2×106 leucócitos mL-1. 

A viabilidade celular dos extratos, frações e óleo essencial de C. citratus, e para os 

padrões citral e geraniol foi avaliada em leucócitos humanos de acordo com o método descrito 

por Mischell e Shiingi [112]. Inicialmente, foram adicionados 2,5 µL das amostras na 

concentração de 200 µg mL-1 em 497,5 µL da suspensão celular de leucócitos e as misturas 

foram incubadas em banho termostático por 3 horas a 37 ˚C. Após a incubação, 50 µL de cada 

suspensão celular foi adicionada a um volume de 50 µL de uma solução Azul de Trypan 0,4% 

(m/v) e novamente deixada em repouso por 5 minutos à temperatura ambiente. A viabilidade 

celular foi determinada microscopicamente em uma câmara de Neubauer. O número de células 

viáveis foi dividido pelo número total de células e multiplicado por 100. Uma solução aquosa 

de tert-butil hidroperóxido (t-BHP) a 1 mmol L-1 foi utilizado como controle positivo, enquanto 

etanol 99,9% (v/v) ou água destilada como controle negativo. As análises foram realizadas em 

triplicata. 

 

1.3.6 Fragilidade osmótica em eritrócitos humanos 

 

O sangue foi coletado em tubos com EDTA de doadores voluntários da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os eritrócitos foram separados a partir da centrifugação do 

sangue a 2.500 × g por 10 minutos a temperatura ambiente e o plasma foi descartado. Os 

eritrócitos foram lavados três vezes com solução tampão TFK e centrifugados a 2.500 × g. 
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A fragilidade osmótica dos eritrócitos foi estimada por meio da medida da resistência a 

lise por aumento na concentração de soluções salinas de acordo com o método proposto por 

Godal e Heisto [113]. Inicialmente, foram misturados 500 µL da suspensão de eritrócitos, 100 

µL dos extratos, frações, óleo essencial, citral e geraniol (1 – 400 µg mL-1) e 900 µL de solução 

tampão TFK 6,1 mmol L-1. Em seguida, estas misturas foram incubadas por 3 horas a 37 ˚C em 

banho termostatizado. Após este período de incubação, os tubos com os eritrócitos previamente 

tratados e não tratados foram homogeneizados, centrifugados a 2.500 × g por 10 minutos, e os 

sobrenadantes foram descartados. Os eritrócitos foram lavados por mais duas vezes com 1 mL 

de solução tampão TFK 6,1 mmol L-1, centrifugados a 2.500 x g por 2 minutos e a fase superior 

foi descartada. Em seguida, 7,5 µL dos eritrócitos tratados e não tratados foram adicionados a 

tubos contendo 1,5 mL de soluções aquosas de NaCl 0 – 0,9% (m/v). Estas misturas foram 

incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, homogeneizadas e centrifugadas a 2.500 × 

g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 poços e o teor de 

hemoglobina foi determinado a 540 nm em leitora de placas. O valor de 100% da lise foi 

determinado para o sobrenadante do tubo que continha apenas os eritrócitos e água destilada. 

As análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados como 

porcentagem em relação ao controle. 

 

1.3.7 Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

Após 3 horas de incubação a 37 ºC (como descrito no item 1.3.6), os eritrócitos tratados 

e não-tratados com as amostras de C. citratus e com os padrões citral e geraniol foram fixados 

com solução de glutaraldeído 3 % (v/v) durante 1 hora a 4 ºC, e os tubos foram periodicamente 

homogeneizados. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2.000 × g durante 5 minutos e o 

sobrenadante foi descartado. Os eritrócitos foram lavados três vezes com solução tampão PBS 

para remover o glutaraldeído remanescente. Em seguida, os eritrócitos foram desidratados com 

soluções de etanol (25 – 99,9 %) (v/v). Por fim, as amostras foram adicionadas em stubbs de 

alumínio, secas e revestidas com uma fina camada de ouro por pulverização catódica, seguida 

por análise de FESEM em um microscópio TESCAN MIRA 3 a 10 kV. 

 

1.3.8 Análise Estatística 

  

Todos os experimentos foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos 

como média ± desvio padrão (D.P). Os dados foram analisados estatisticamente por ANOVA e 
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as médias dos grupos foram comparadas pelo teste Tukey e p < 0,05 foi considerado 

significativo para todos os casos. O programa GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para as análises 

estatísticas. 

 

1.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

1.4.1 Toxicidade frente a Artemia salina 

 

Diversas plantas medicinais são popularmente consumidas devido aos seus efeitos 

benéficos, dos quais muitos já foram comprovados cientificamente. Contudo, são poucos os 

estudos que avaliam os seus possíveis efeitos toxicológicos. Desta forma, os ensaios que 

avaliam a toxicidade são importantes para garantir a segurança na utilização de extratos 

vegetais, principalmente, aqueles que são usados para fins medicinais. Além disso, estudos 

demonstraram que compostos bioativos presentes em altas concentrações nos extratos, podem 

apresentar certa toxicidade [114,115]. 

Um método bastante utilizado na avaliação da toxicidade de extratos vegetais é a partir 

do ensaio com A. salina (Figura 1.17), pois é um método simples, rápido, e requer pouca 

quantidade de amostra para os testes [116–118]. Estudos da literatura demonstraram que os 

resultados obtidos por este ensaio exibiram uma elevada correlação com aqueles realizados em 

ratos [119,120]. Este modelo pode ser utilizado como um ensaio preliminar na avaliação de 

extratos que podem apresentar alguma atividade biológica, como anticâncer e antifúngica [111]. 

Além disso, foi demonstrado que extratos obtidos de diferentes plantas medicinais foram 

considerados tóxicas por meio deste método [121–123]. As membranas da A. salina são 

constituídas por fosfolipídios, como a cardiolipina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina, 

dentre outros lipídios [124].  Desta forma, os compostos presentes em amostras de produtos 

naturais podem interagir com estes componentes das membranas destes microcrustáceos [120]. 

 

Figura 1.17 – Artemia salina. 

 
Fonte: [125]. 
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Na Tabela 1.1 estão apresentados os valores da DL50 no ensaio de toxicidade frente à 

A. salina obtidos para os extratos, frações e óleo essencial de C. citratus, e para os compostos 

isolados citral e geraniol. De acordo com Meyer e colaboradores [111] e Bussman e 

colaboradores [126], valores de DL50 na faixa de 500 – 1.000 µg mL-1 são considerados de baixa 

toxicidade, valores entre 100 – 500 µg mL-1 de moderada toxicidade, e valores inferiores à 100 

µg mL-1  como de alta toxicidade. Entretanto, uma amostra é considerada atóxica quando o valor 

de DL50 é superior a 1.000 µg mL-1. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1.1, 

os extratos INF e EtOH, e as frações CHCl3 F1, AQL F1, CHCl3 F3, AcOEt pH 8 F3, AcOEt 

pH 8 F4, não apresentaram toxicidade frente a este método, pois os valores da DL50 foram 

superiores a 1.000 µg mL-1. Porém, foi observado que o extrato HEtOH e as frações AcOEt F1, 

AcOEt pH 8 F2, AcOEt pH 4 F2, AcOEt pH 4 F3, CHCl3 F4, e AcOEt pH 4 F4 exibiram uma 

moderada toxicidade para a A. salina (p < 0,05), com valores de DL50 que variaram de 146,12 

– 433,15 µg mL-1 (Tabela 1.1). 

Alguns compostos presentes em plantas medicinais, como os flavonoides, ácidos 

fenólicos, taninos, alcaloides, esteroides e as saponinas, são considerados tóxicos para a A. 

salina e podem ser os responsáveis pelo efeito citotóxico apresentado por extratos [127]. Em 

nosso trabalho anterior, foi verificado que as frações obtidas em acetato de etila eram 

constituídas por uma alta concentração de compostos fenólicos [1], o que pode justificar a 

toxicidade observada neste ensaio. O efeito sinérgico dos constituintes químicos presentes 

nestas misturas também pode estar relacionado com a toxicidade das amostras de C. citratus. 

Além disso, é reportado que estes microcrustáceos são altamente vulneráveis a toxinas nos 

primeiros estágios de desenvolvimento [128]. 
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Tabela 1.1 - Valores de DL50 para os extratos, frações e óleo essencial de Cymbopogon citratus, citral e 

geraniol frente a Artemia salina. 

Amostras DL50 (µg mL-1)* 

Controle (água) >1000 

Controle (etanol) >1000 

K2Cr2O7 26,38±12,09 a 

INF >1000 

EtOH >1000 

HEtOH 433,15±30,75 b 

CHCl3 F1 >1000 

AcOEt F1 440,64±60,18 b 

AQL F1 >1000 

AcOEt pH 8 F2 313,06±6,49 c 

AcOEt pH 4 F2 146,12±22,05 d 

CHCl3 F3 >1000 

AcOEt pH 8 F3 >1000 

AcOEt pH 4 F3 281,93±2,43 c 

CHCl3 F4 400,09±52,60 b 

AcOEt pH 8 F4 >1000 

AcOEt pH 4 F4 255,86±14,88 e 

Óleo essencial 61,19±18,66 f 

Citral 37,62±9,83 a 

Geraniol 71,03±11,76 f 

* Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). 

Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem pelo teste Tukey a p < 0,05. 

 

Alguns estudos demonstraram uma correlação positiva entre a citotoxicidade e a 

lipofilicidade de flavonoides [129,130]. O número de grupos hidroxila no anel B dos 

flavonoides é inversamente correlacionado com a lipofilicidade destes compostos.  A alta 

afinidade pelas bicamadas lipídicas pode ser parcialmente atribuída às suas estruturas rígidas e 

coplanares devido ao seu sistema conjugado [131]. Portanto, a passagem por meio das 

membranas celulares, de natureza lipídica ou proteica, é determinada por sua lipossolubilidade. 

Substâncias hidrofílicas (como a rutina) têm mais dificuldade em atravessar a barreira imposta 

pela membrana celular, ao contrário de substâncias lipofílicas que são mais facilmente 

incorporadas por ela [131].  

A partir dos dados contidos na Tabela 1.1, foi possível verificar que o óleo essencial 

de C. citratus, assim como o citral e o geraniol (componentes majoritários presentes no óleo 

essencial) [1] foram considerados tóxicos neste ensaio, com valores de DL50 inferiores a 100 

µg mL-1. Portanto, o efeito sinérgico destes terpenos com os compostos minoritários pode 

justificar a toxicidade do óleo essencial neste modelo [127], visto que estes podem atravessar 

as membranas celulares e penetrar no interior da célula. Na literatura é relatado que os óleos 

essenciais de diferentes plantas medicinais também exibiram toxicidade neste ensaio [123,127] 

e que os monoterpenos podem interagir com os componentes das membranas celulares da A. 

salina [132]. Sabe-se que a toxicidade exibida por óleos essenciais de plantas medicinais 

depende diretamente da sua composição química, a qual é influenciada pela posição geográfica, 
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variações sazonais e ecológicas, método de extração empregado e a parte da planta utilizada 

nas extrações [126].  

No entanto, vale ressaltar que os dados obtidos no ensaio da A. salina são preliminares 

para a investigação do potencial toxicológico de plantas medicinais e, portanto, não podem ser 

correlacionados com o potencial toxicológico para humanos. Este invertebrado possui um 

sistema orgânico primitivo e não possui sistema imunológico adaptativo, o que limita o seu uso 

para avaliar a toxicidade em seres humanos [133]. Assim, testes citotóxicos in vitro com células 

humanas podem ser realizados para validar os resultados de toxicidade para amostras de plantas 

em A. salina [134,135]. Desta forma, a citotoxicidade dos extratos, frações e do óleo essencial 

de C. citratus, assim como do citral e do geraniol foi investigada em células humanas 

(leucócitos e eritrócitos). 

 

1.4.2 Citotoxicidade em leucócitos humanos 

 

O ensaio da citotoxicidade em leucócitos por meio do método da exclusão com o 

corante Azul de Trypan é frequentemente empregado na avaliação da toxicidade de extratos 

provenientes de plantas [136–138]. Neste ensaio, é possível determinar o número de células 

viáveis presentes em uma suspensão celular. O seu princípio é o de que as células vivas possuem 

membranas celulares intactas, que excluem certos corantes como o Azul de Trypan, enquanto 

nas células mortas, este corante pode adentrar nas células devido a perda da seletividade da 

membrana [139]. 

Na Tabela 1.2 estão apresentados os resultados da porcentagem de leucócitos viáveis 

expostos aos extratos, frações e ao óleo essencial obtidos a partir das folhas de C. citratus, e 

para os compostos isolados citral e geraniol. Não foi observada uma redução significativa na 

viabilidade celular após 3 horas de exposição dos leucócitos aos extratos (INF, EtOH e 

HEtOH), e às frações obtidas nos fracionamentos 1, 2 e 3 na concentração de 200 µg mL-1 

quando comparada ao controle, exceto para a fração clorofórmica CHCl3 F1. A não toxicidade 

dos extratos pode ser justificada devido à alta hidrofilicidade dos componentes presentes e, com 

isso, baixa incorporação na membrana celular lipídica. 

No entanto, após o tratamento dos leucócitos com a fração CHCl3 F1 e o óleo essencial 

na concentração de 200 μg mL-1, foi verificada uma redução no número de células viáveis (p < 

0,05). Foi demonstrado que estas amostras eram constituídas pelos terpenos citral e geraniol 

[1], que também reduziram o número de leucócitos viáveis na suspensão celular (Tabela 1.2). 

Assim, pode-se inferir que a presença destes compostos podem ser os responsáveis pela 
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citotoxicidade exibida por esta fração e pelo óleo essencial. Entretanto, estas amostras na 

concentração de 400 µg mL-1 exibiram citotoxicidade comparável ao controle t-BHP (Tabela 

1.2), enquanto na concentração de 100 µg mL-1 não houve diferença estatística com o controle. 

Além disso, a viabilidade celular dos leucócitos também foi diminuída para todas as 

frações obtidas no fracionamento 4 (CHCl3 F4, AcOEt pH 8 F4 e AcOEt pH 4 F4), na qual o 

óleo essencial foi previamente removido das folhas (Tabela 1.2). Em nosso estudo anterior, foi 

demonstrado que estas frações apresentaram um maior teor de compostos fenólicos, comparado 

com aquelas obtidas nos fracionamentos 1, 2 e 3 [1]. Desta forma, as frações que exibiram um 

maior teor destes compostos também foram citotóxicas para os leucócitos (Tabela 1.2). Neste 

caso, sugere-se que a prévia remoção do óleo essencial das folhas de C. citratus facilitou a 

extração de compostos que interagem com os componentes da membrana celular [1]. Na 

literatura é demonstrado que uma alta concentração destes compostos pode levar à 

citotoxicidade de extratos, devido à sua interação com os componentes da membrana, como os 

lipídios e as proteínas [102,114,130,140]. 

Na Tabela 1.2 também estão apresentados os resultados da viabilidade celular para as 

frações CHCl3 F4, AcOEt pH 8 F4 e AcOEt pH 4 F4, em diferentes concentrações (100 e 400 

µg mL-1), os quais exibiram citotoxicidade na concentração de 200 µg mL-1. Foi possível 

observar que houve um aumento no número de células inviáveis com o aumento da 

concentração destas amostras (p < 0,05). No entanto, na concentração mais baixa (100 µg mL-

1) para as frações CHCl3 F4, AcOEt pH 8 F4, AcOEt pH 4 F4, o número de células viáveis foi 

comparável ao controle.  
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Tabela 1.2 – Viabilidade celular da Cymbopogon citratus, citral e geraniol em leucócitos humanos após 3 horas 

de exposição a 37 ºC. 

Amostras 
Concentrações 

(µg mL-1) 

Viabilidade celular 

(%) 

Controle (água) 

Controle (etanol) 

t-BHP 

- 

- 

1 mmol L-1 

98,00 ± 1,20 a 

97,33 ± 0,60 a 

56,60 ± 1,73 c 

INF 

EtOH 

HEtOH 

200 

97,33 ± 1,15 a 

97,67 ± 0,58 a 

97,67 ± 0,58 a 

CHCl3 F1 

100 

200 

400 

83,67 ± 5,34 a 

62,33 ± 8,72 b 

52,53 ± 7,94 c 

AcOEt F1 

AQL F1 
200 

92,30 ± 3,60 a 

95,67 ± 4,04 a 

AcOEt pH8 F2 

AcOEt pH4 F2 
200 

96,33 ± 1,53 a 

97,33 ± 1,16 a 

CHCl3 F3 

AcOEt pH8 F3 

AcOEt pH4 F3 

200 

96,67 ± 1,53 a 

89,33 ± 9,10 a 

96,67 ± 2,33 a 

 

CHCl3 F4 

 

100 

200 

400 

83,67 ± 5,34 a 

71,20 ± 4,36 b 

25,00 ± 3,61 d 

AcOEt pH8 F4 

100 

200 

400 

94,67 ± 5,67 a 

80,34 ± 1,15 b 

63,67 ± 11,93 c 

AcOEt pH4 F4 

100 

200 

400 

95,10 ± 7,80 a 

79,00 ± 6,51 b 

66,34 ± 3,52 c 

Óleo essencial 

100 

200 

400 

89,30 ± 3,61 a 

72,67 ± 10,70 b 

49,40 ± 6,93 c 

Citral 

100 

200 

400 

96,45 ± 4,30 a 

75,65 ± 2,87 b 

55,67 ± 3,70 c 

Geraniol 

100 

200 

400 

93,00 ± 3,42 a 

62,84 ± 1,00 b 

43,34 ± 5,92 c 

*Os resultados foram expressos como média ± desvio padrão (D.P) de três experimentos independentes (n=3) 

realizados em duplicata. Médias seguidas por letras diferentes (a – d) diferem estatisticamente na mesma coluna 

no teste Tukey a p < 0,05. 

 

Neste estudo, o t-BHP foi utilizado como controle positivo devido à sua citotoxicidade 

bem conhecida [141,142]. Os efeitos citotóxicos deste composto são atribuídos a dois principais 

mecanismos: i) a sua decomposição em radicais alcoxila (RO•) e peroxila (ROO•), os quais 

podem induzir a produção de EROs (como o H2O2 e OH-) na presença de Fe2+ celular, que 

acelerará as reações em cadeia de peroxidação lipídica e danos ao DNA e ii) a alteração no 

metabolismo da glutationa (GSH) que leva a altas concentrações de cálcio citosólico e, 

consequentemente, lesão da membrana [142]. Estes radicais livres depletam as reservas 
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intracelulares de tióis e GSH e os sistemas antioxidantes, o que por sua vez, leva à morte celular 

[141].  

 

1.4.3 Fragilidade osmótica em eritrócitos humanos 

 

Neste trabalho, a citotoxicidade das amostras de C. citratus e dos padrões citral e 

geraniol também foi avaliada em eritrócitos humanos, que são as células responsáveis pelo 

transporte de oxigênio no organismo [143]. O ensaio da fragilidade osmótica também é bastante 

utilizado para avaliar a citotoxicidade de extratos provenientes de plantas medicinais 

[137,144,145], pois alguns trabalhos da literatura demonstraram que estes podem levar a 

alterações na estrutura e na fisiologia dos eritrócitos [146,147].  

Os eritrócitos foram utilizados para avaliar a estabilidade de membranas, uma vez que 

a sua lise libera a proteína hemoglobina, cuja concentração pode ser medida 

espectrofotometricamente [148]. Esta estabilidade osmótica está correlacionada com a sua 

resistência à lise, devido à variação na tonicidade de soluções aquosas, e pode ser medida por 

meio da liberação da hemoglobina após um determinado período de incubação do sangue [148]. 

Nas soluções salinas hipotônicas, os eritrócitos absorvem a água do meio externo e incham, 

com a consequente desintegração da membrana celular e liberação da hemoglobina intracelular 

(Figura 1.18). Em soluções de NaCl nas concentrações de 0,5% e acima, a membrana 

plasmática dos eritrócitos normalmente permanece estável e nenhuma hemólise detectável 

ocorre [149]. Entretanto, se algum composto ou agente externo ao qual os eritrócitos estão 

expostos desestabilizar de alguma forma a membrana celular, é esperado que as células sofram 

hemólise nas concentrações salinas acima do normal [148].  

 
Figura 1.18 – Estrutura de um eritrócito normal e hemólise. 

 
Fonte: Adaptado de [150]. 

 

A influência dos extratos, frações e do óleo essencial de C. citratus na fragilidade 

osmótica dos eritrócitos é demonstrada nas Figuras 1.19, 1.20, 1.21, 1.22 e 1.23. De maneira 
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geral, após 3 horas de exposição aos extratos e frações, a fragilidade osmótica não foi induzida 

a diferentes concentrações de NaCl (0 – 0,9%) (m/v), quando comparado ao seu respectivo 

controle. Ou seja, não foram detectadas alterações na integridade das membranas dos 

eritrócitos. Estes resultados indicaram que os compostos químicos dos extratos de C. citratus 

não causaram alterações extensas na proteína das membranas e na estrutura lipídica das células. 

Contudo, pode-se perceber que a concentração mais alta (400 μg mL-1) das frações CHCl3 F3, 

CHCl3 F4, AcOEt pH 8 F3 e AcOEt pH 8 F4 (Figuras 1.22 e 1.23) ocasionaram um leve 

aumento na fragilidade osmótica nas soluções de NaCl (0,50 – 0,60%) (m/v) (p < 0,05). Estas 

alterações na integridade da membrana podem estar relacionadas aos compostos presentes nas 

frações, que são capazes de interagir com os constituintes da membrana, e podem modificar o 

transporte de íons ou o equilíbrio de transporte osmótico.  

 

Figura 1.19 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com os extratos de Cymbopogon citratus a) INF; b) 

EtOH e c) HEtOH, após 3 horas de exposição a 37 ºC.  

 
Fonte: A autora. 
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Como já mencionado, a presença dos terpenos (citral e geraniol) nas frações 

clorofórmicas pode ser responsável pelo efeito observado. Além disso, os polifenóis podem ter 

contribuído para a citotoxicidade apresentada pelas frações acetato de etila, pois estes 

compostos possuem afinidade com a camada lipídica da membrana celular [103]. Estes 

compostos podem formar ligações de hidrogênio com os componentes da membrana 

plasmática, com os grupos hidroxila (OH) como doadores de átomos de hidrogênio e os átomos 

de oxigênio presentes no fosfolipídio como aceitadores de hidrogênio [103]. 

 

Figura 1.20 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com frações de Cymbopogon citratus a) CHCl3 F1; b) 

AcOEt F1 e c) AQL F1 após 3 horas de exposição a 37 ºC. 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 1.21 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com as frações de Cymbopogon citratus. a) AcOEt pH 

8 F2 e b) AcOEt pH 4 F2 após 3 horas de exposição a 37 ºC. 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 1.22 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com as frações de Cymbopogon citratus. a) CHCl3 F3; 

b) AcOEt pH 8 F3 e c) AcOEt pH 4 F3 após 3 horas de exposição a 37 ºC. 

 

Fonte: A autora. 
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Figura 1.23 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com as frações de Cymbopogon citratus. a) CHCl3 F4; 

b) AcOEt pH 8 F4 e c) AcOEt pH 4 F4 após 3 horas de exposição a 37 ºC. 

 
Fonte: A autora. 

 

A partir do gráfico apresentado na Figura 1.24a, foi possível observar que após 3 horas 

de exposição dos eritrócitos às concentrações mais baixas de óleo essencial (50 – 200 µg mL-

1), não houve a indução da fragilidade osmótica. Um baixo valor na fragilidade osmótica se 

deve aos baixos danos ocasionados na integridade das membranas. No entanto, na concentração 

mais alta empregada (400 µg mL-1) foi possível verificar que houve a liberação da hemoglobina 

para as soluções de NaCl nas concentrações de 0 – 0,65% (m/v).  O aumento da hemólise na 

curva da fragilidade osmótica (Figura 1.24) pode estar relacionada à interação do óleo essencial 

na regulação e difusão através da membrana dos eritrócitos. Desta forma, na concentração de 

400 µg mL-1 as substâncias passaram pela membrana e alteraram a homeostase celular [151]. 
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Figura 1.24 – Fragilidade osmótica dos eritrócitos tratados com a) óleo essencial de Cymbopogon citratus; b) citral 

e c) geraniol após 3 horas de exposição a 37 ºC a diferentes concentrações. 

 
Fonte: A autora. 

 

Alguns estudos observaram alterações morfológicas quando avaliaram o efeito da 

exposição dos eritrócitos a óleos essenciais de plantas medicinais [152].  No trabalho conduzido 

por Barros e colaboradores [152] foi demonstrado que os óleos essenciais de Piper aduncum e 

Cinnamomum zeylanicum interagiram com as substâncias das membranas, o que alterou as 

estruturas das células e comprometeu a difusão celular. Além disso, os óleos essenciais também 

podem levar a uma perda dos fosfolipídios, os quais formam a estrutura básica da bicamada 

lipídica, o que resulta em uma dissolução da membrana [152]. 

Foi observado também que após a exposição dos eritrócitos ao citral e geraniol nas 

concentrações mais baixas, não há um aumento na fragilidade osmótica (Figura 1.24b e 1.24c). 

Estes resultados sugeriram que estes compostos nestas concentrações causaram poucos danos 
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nas membranas celulares dos eritrócitos. Por outro lado, nas concentrações mais altas de citral 

(400 μg mL-1) e geraniol (200 μg mL-1) foi observado um aumento pronunciado na fragilidade 

osmótica (p < 0,05). Sugere-se que a reatividade química do citral leva à sua capacidade de 

iniciar a hemólise em eritrócitos, um efeito que foi atribuído ao aumento da produção de 

radicais livres associada à uma redução nos níveis de glutationa (GSH) [153]. 

 

1.4.4 Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) 

 

Sabe-se que a estrutura e a função das membranas dos eritrócitos podem ser alteradas 

por sua interação com espécies exógenas, as quais podem estar associadas à hemólise 

[151,154]. Como mencionado anteriormente, os extratos e compostos isolados de plantas 

medicinais podem interagir com os componentes da bicamada lipídica presente na membrana 

dos eritrócitos, como por exemplo os fosfolipídios [101]. Desta forma, análises de MEV-FEG 

foram realizadas a fim de se observar se os extratos, frações e o óleo essencial de C. citratus, 

assim como o citral e o geraniol, poderiam promover alterações na morfologia dos eritrócitos 

humanos nas concentrações mais altas utilizadas no teste da fragilidade osmótica. 

A Figura 1.25a apresenta a forma bicôncava padrão exibida pelos eritrócitos não 

tratados e para o controle, que foi incubado com etanol (veículo) (Figura 1.25b). Além disso, 

observou-se que os extratos, INF, EtOH e HEtOH na concentração de 400 μg mL-1 não 

alteraram a morfologia padrão dos eritrócitos após a sua exposição durante 3 horas a 37 ˚C 

(Figura 1.25).  

Entretanto, as imagens obtidas pelas análises de MEV-FEG revelaram alterações 

morfológicas na estrutura bicôncava dos eritrócitos após a sua exposição durante 3 horas às 

frações de C. citratus. Foi observado que as frações em clorofórmio e acetato de etila induziram 

a formação de estomatócitos (caracterizados por protrusões arredondadas convexas ou 

espículas). Em nosso estudo anterior [1] foi verificado que a fração CHCl3 F1 era constituída 

por monoterpenos, como o citral e o geraniol, que são compostos apolares, que podem interagir 

com os componentes da membrana plasmática. Desta forma, a presença destes compostos pode 

contribuir para as alterações na morfologia eritrocitária após os tratamentos com as frações 

clorofórmica (Figura 1.25). Entretanto, essas frações não induziram a hemólise no teste da 

fragilidade osmótica.  

As frações acetato de etila de C. citratus são constituídas por polifenóis (flavonoides 

e ácidos fenólicos), como a quercetina, apigenina, catequina, luteolina e pelos ácidos 

clorogênico, gálico e cafeico [1]. Os flavonoides são compostos lipofílicos, que podem induzir 
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a alterações na morfologia dos eritrócitos, ao interagir com proteínas da membrana celular e, 

consequentemente, na formação de equinócitos. Além disso, as frações em acetato de etila 

obtidas em pH 8 apresentaram os maiores teores de flavonoides, quando comparadas com 

aquela obtidas em pH 4 [1], o que pode justificar as pronunciadas alterações na morfologia dos 

eritrócitos após a exposição a estas frações (Figura 1.25). Entretanto, foi possível verificar que 

quando os eritrócitos foram expostos às frações na concentração de 200 µg mL-1, não houve 

alterações na estrutura normal bicôncava, exceto para as frações clorofórmicas, CHCl3 F1 e 

CHCl3 F3. 

 

Figura 1.25 – Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) dos eritrócitos humanos 

previamente tratados a 37 ºC durante 3 horas com (a) PBS; (b) etanol; (c) INF; (d) EtOH; (e) HEtOH; (f) CHCl3 

F1; (g) AcOEt F1; (h) AQL F1; (i) AcOEt pH 8 F2; (j) AcOEt pH 4 F2; (k) CHCl3 F3; (l) AcOEt pH 8 F3; (m) 

AcOEt pH 4 F3; (n) CHCl3 F4; (o) AcOEt pH 8 F4 e (p) AcOEt pH 4 F4 de Cymbopogon citratus na concentração 

de 400 µg mL-1. 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 1.26 – Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) dos eritrócitos humanos 

previamente tratados a 37 ºC durante 3 horas com (a) PBS; (b) etanol; (c) INF; (d) EtOH; (e) HEtOH; (f) CHCl3 

F1; (g) AcOEt F1; (h) AQL F1; (i) AcOEt pH 8 F2; (j) AcOEt pH 4 F2; (k) CHCl3 F3; (l) AcOEt pH 8 F3; (m) 

AcOEt pH 4 F3; (n) CHCl3 F4; (o) AcOEt pH 8 F4 e (p) AcOEt pH 4 F4 de Cymbopogon citratus na concentração 

de 200 µg mL-1. 

 
Fonte: A autora. 

 

Após a exposição dos eritrócitos ao óleo essencial de C. citratus (Figura 1.27), foi 

observado orifício de ruptura, que resultou na formação de esferostomatócitos com múltiplos 

vacúolos intracelulares. Os óleos essenciais de plantas medicinais podem alterar a morfologia 

dos eritrócitos, devido à presença de uma mistura de compostos apolares em sua composição 

química. Além disso, o óleo essencial deste estudo é predominantemente constituído por citral 

e geraniol, os quais também ocasionaram alterações na morfologia dos eritrócitos (Figura 1.27). 

Portanto, o sinergismo entre estes compostos e outros terpenos presentes no óleo essencial de 

C. citratus pode ser o responsável pelos efeitos observados neste estudo. 
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Quando os eritrócitos foram expostos ao citral, foi visualizada a conversão em 

equinócito (forma esferoidal com espículas curtas e estreitas de tamanho semelhante e 

uniformemente espaçadas) (Figura 1.27). Segal e Milo-Golzweig [155] sugeriram que a 

hemólise causada pelo citral em eritrócitos está relacionada tanto à peroxidação lipídica de 

ácidos graxos poliinsaturados da membrana celular, quanto à depleção da glutationa (GSH). 

Além disso, o geraniol (400 μg mL-1) causou a lise e alterou a morfologia dos eritrócitos na 

concentração de 200 μg mL-1 (Figura 1.27). Estudos reportaram que a presença de grupo 

hidroxila (OH) nos terpenos promove os maiores efeitos hemolíticos e citotóxicos, quando 

comparados com os compostos que possuem apenas um grupo carbonila (C=O) [156]. Portanto, 

os resultados obtidos no presente estudo concordam com os obtidos por Mendanha e 

colaboradores [156], que demonstraram que os álcoois terpienol e mentol foram altamente 

hemolíticos quando comparados às cetonas mentona e pulegona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



65 

 

Figura 1.27 – Microscopia Eletrônica de Varredura por Emissão de Campo (MEV-FEG) dos eritrócitos humanos 

previamente tratados a 37 ºC durante 3 horas com (a) óleo essencial 100 µg mL-1; (b) óleo essencial 200 µg mL-1; 

(c) óleo essencial 400 µg mL-1 de Cymbopogon citratus (d) citral 100 µg mL-1; (e) citral 200 µg mL-1; (f) citral 

400 µg mL-1; (g) geraniol 100 µg mL-1; (h) geraniol 200 µg mL-1 e (i) geraniol 400 µg mL-1. 

 
Fonte: A autora. 

 

Na hipótese apresentada por Alhanaty e Sheetz [151] foi sugerido que as mudanças na 

forma dos eritrócitos são devidas à expansão diferencial das duas monocamadas da membrana 

dos glóbulos vermelhos causada por moléculas exógenas. Desta forma, os estomatócitos são 

formados quando as moléculas se difundem na monocamada interna, enquanto os equinócitos 

espiculados são formados quando as moléculas interagem com a camada externa. Assim, como 

as amostras de C. citratus induziram a formação de equinócitos, pode-se sugerir que os 

compostos foram inseridos na membrana externa do eritrócito. 

Foi proposto que antioxidantes de amostras de plantas podem atuar como pró-

oxidantes. Esse comportamento dependerá de suas concentrações e da identidade de cada 

composto da amostra [104]. Os efeitos antioxidantes apresentados pelas frações de acetato de 
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etila [1] foram observados em menor concentração quando comparados aos utilizados nos 

ensaios de citotoxicidade neste estudo. Desta forma, os resultados obtidos sugeriram que os 

extratos, frações e o óleo essencial de C. citratus podem ser empregados em aplicações 

farmacêuticas e industriais em baixas concentrações, sem efeitos citotóxicos em células 

humanas. 

 

1.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste trabalho, foi demonstrado que os extratos de C. citratus não foram considerados 

tóxicos no ensaio de letalidade frente à A. salina. Entretanto, algumas frações em acetato de 

etila obtidas em condições ácida e básica, e clorofórmicas obtidas por meio de diferentes 

métodos de extração, foram tóxicas devido aos baixos valores de DL50. Além disso, o óleo 

essencial, assim como os seus principais constituintes químicos, citral e geraniol foram 

potencialmente tóxicos neste modelo in vivo.  

De maneira geral, os extratos e as frações de C. citratus não reduziram a viabilidade 

celular de leucócitos humanos.  No entanto, a prévia remoção do óleo essencial das folhas secas 

da planta potencializou a extração de compostos bioativos nas frações acetato de etila em 

condições ácida e básica, com consequente efeito toxicológico para estas células nas maiores 

concentrações utilizadas neste estudo. Além disso, o citral e o geraniol também foram 

citotóxicos para os leucócitos, o que sugere que estes compostos contribuíram no efeito 

apresentado pelo óleo essencial. 

Foi demonstrado que algumas frações acetato de etila e clorofórmicas, assim como o 

óleo essencial de C. citratus, citral e geraniol na maior concentração avaliada aumentaram a 

fragilidade osmótica nos eritrócitos. Isto se deve à presença de compostos lipofílicos que podem 

interagir com os componentes das membranas celulares. Além disso, análises de MEV-FEG 

permitiram observar as alterações causadas pelas amostras estudadas na morfologia 

eritrocitária.  

Como conclusão deste capítulo, mais estudos são necessários no tocante ao efeito 

toxicológico in vivo e propriedades biológicas destas frações, além da identificação dos 

compostos bioativos responsáveis pelo efeito observado pelas frações neste estudo.  
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CAPÍTULO 2 – AVALIAÇÃO DO EFEITO ANSIOLÍTICO E 

ANTICONVULSIVANTE DO EXTRATO HIDROALCOÓLICO, DO ÓLEO 

ESSENCIAL E DOS COMPOSTOS CITRAL E GERANIOL DE Cymbopogon 

citratus EM PEIXE-ZEBRA 

 

2.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1.1 Distúrbios de ansiedade 

 

Os distúrbios de ansiedade fazem parte das doenças psiquiátricas mais frequentes em 

humanos e podem ser o resultado da exposição ao estresse crônico [157]. Estes distúrbios se 

referem a um grupo de transtornos mentais caracterizados por sentimentos de ansiedade e medo, 

o que inclui o transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de pânico, fobias, 

transtorno de ansiedade social, transtorno obsessivo compulsivo (TOC) e transtorno de estresse 

pós-traumático (TEPT). Assim como no caso da depressão, os sintomas podem variar de leves 

a graves e o tempo da ocorrência do transtorno é variável [158]. Contudo, estes distúrbios 

compartilham características comportamentais e fisiológicas comuns [159]. Em sua forma 

patológica, a ansiedade é um estado mal-adaptativo que prejudica a capacidade de um 

organismo em responder de maneira otimizada o seu ambiente [160]. Alguns sintomas da 

ansiedade são semelhantes aos da depressão, e a ansiedade pode dar origem à depressão. No 

entanto, os distúrbios de ansiedade são raramente autodiagnosticados, enquanto a depressão é 

frequentemente reconhecida pelos pacientes. Aproximadamente 50% dos pacientes 

reconheceram a depressão, enquanto que apenas 20% reconheceram a ansiedade [161]. 

De maneira geral, a principal característica dos transtornos de ansiedade é o medo 

excessivo, que pode incluir ataques de pânico. Na maioria dos casos, os transtornos de 

ansiedade se iniciam durante a infância, adolescência ou no início da idade adulta e são mais 

comum em mulheres [157]. Além disso, estudos relataram que o desenvolvimento dos 

distúrbios de ansiedade pode também depender de uma predisposição genética [159].  

Os pacientes com transtorno de ansiedade generalizada relatam alguns sintomas físicos 

como a sudorese, taquicardia, tremores, opressão no tórax ou epigastro, tensão muscular, 

enxaqueca, doença gastrointestinal, condições alérgicas e respiratórias, dentre outras doenças 

crônicas [162]. Além disso, a ansiedade tem um considerável impacto econômico na sociedade, 

devido a um maior uso nos serviços de saúde e uma diminuição da produtividade no trabalho 

[161].  
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Alterações na transmissão neuronal dos sistemas gabaérgico, serotoninérgico, 

noradrenérgico e dopaminérgicos são considerados importantes na fisiopatologia da ansiedade 

e depressão [159]. Várias regiões cerebrais estão envolvidas nestes transtornos, dentre as quais 

podem ser destacadas a amígdala, o hipocampo e o córtex pré-frontal, e o tratamento pode 

variar de acordo com o tipo de transtorno de ansiedade [163].  

Os ansiolíticos são os fármacos empregados para o tratamento dos distúrbios de 

ansiedade em humanos. Os benzodiazepínicos, como o clonazepam, diazepam, lorazepam, e o 

bromazepam são as drogas mais utilizadas no tratamento da ansiedade [164]. Os 

benzodiazepínicos ligam-se ao receptor benzodiazepínico num local de ligação alostérico que 

fica situado entre as subunidades α e γ do receptor GABAA, e modulam a condutância do íon 

Cl- pelo canal central de cloro. Desta forma, aumentam o fluxo do Cl- induzido pelo GABA e 

aumentam a função do GABAA no cérebro [165]. 

Entretanto, o uso exacerbado de benzodiazepínicos nos tratamentos dos distúrbios de 

ansiedade assim como para outras doenças, induz ao desenvolvimento de tolerância, a qual se 

manifesta na forma de uma redução na eficácia destas drogas [165]. Estudos sugerem que a 

tolerância resulta da expressão diminuída dos receptores GABAA nas sinapses. Uma 

interrupção abrupta do tratamento com os benzodiazepínicos após a sua administração crônica 

pode ocasionar abstinência, caracterizada por confusão, ansiedade, agitação e insônia [166]. 

Por exemplo, os efeitos colaterais do clonazepam estão relacionados à dose administrada no 

tratamento, e incluem a sonolência, letargia, ataxia e tontura. A sobredosagem deste fármaco 

pode levar ao desenvolvimento de confusão, redução dos reflexos ou coma [164].  

 

2.1.2 Epilepsia 

 

A epilepsia é uma das doenças neurológicas mais comuns no mundo e, segundo dados 

da Organização Mundial da Saúde (OMS), afeta aproximadamente 50 milhões de pessoas de 

todas as idades [167]. O risco de morte prematura é três vezes maior em pessoas com este 

distúrbio quando comparado com a população em geral, além de afetar consideravelmente a 

qualidade de vida dos pacientes [168]. Aproximadamente 80% das pessoas com epilepsia vivem 

em países de renda baixa e média, e grande parte não tem acesso aos tratamentos [167]. 

Contudo, não existe uma causa específica para a epilepsia, porém, lesões no momento do 

nascimento, lesões cerebrais traumáticas, infecções cerebrais, como a meningite ou encefalite, 

parecem estar envolvidos no desenvolvimento desta doença [168,169].  
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De acordo com a classificação da International League Against Epilepsy (ILAE) 

(2017), há alguns grupos etiológicos para a epilepsia: genética, estrutural, infecciosa, 

metabólica e desconhecida [169]. A genética se refere a epilepsia resultante de uma mutação 

genética definida ou presumida; a estrutural se refere a anormalidades visíveis em estudos de 

neuroimagem; a infecciosa se refere a um processo infeccioso que resulta em epilepsia; a 

metabólica quando a epilepsia é resultado direto de um distúrbio metabólico conhecido, o qual 

se refere a manifestações ou alterações bioquímicas, como erros inatos do metabolismo [170]. 

A epilepsia é caracterizada por convulsões espontâneas recorrentes não provocadas, 

que envolve neurônios hiperexcitáveis, e está associada a disfunções cerebrais, que ocasionam 

diversas comorbidades comportamentais [171]. Ainda, pode ser definida como um conjunto de 

diferentes tipos de convulsões, originadas por vários mecanismos, que têm em comum a 

descarga repentina, excessiva e sincronizada dos neurônios cerebrais [172]. Portanto, durante 

um episódio epilético há um desequilíbrio entre a neurotransmissão inibitória mediada por 

GABA, e a neurotransmissão mediada por glutamato excitatória [170]. Desta forma, esta 

atividade elétrica anormal pode ocasionar uma variedade de eventos, que incluem a perda da 

consciência, movimentos anormais, comportamento atípico ou desigual, ou percepção 

distorcida [172].  

O fenótipo de cada crise epilética é determinado pelo ponto de origem da 

hiperexcitabilidade e do seu grau de disseminação no cérebro [171], ou seja, o local de origem 

dos disparos neuronais anormais é responsável pelos sintomas que serão produzidos nos 

pacientes [170]. Por exemplo, se o córtex motor estiver envolvido, o paciente poderá sofrer de 

movimentos anormais ou convulsão generalizada. Entretanto, as crises ocasionadas nos lobos 

parietal ou occipital podem incluir alucinações visuais, auditivas e olfatórias [172].  

As crises epiléticas podem ser focais (início em uma região restrita do encéfalo) ou 

generalizada (as descargas se originam concomitantemente nos dois hemisférios) (Figura 2.1) 

[168]. As crises focais podem ser simples, em que a consciência é preservada durante a crise 

epilética, ou complexa generalizada, quando há a perda da consciência. [172].  
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Figura 2.1 – Representação das crises epiléticas. Eletroencefalograma (EEG) de um (a) cérebro sem convulsões; 

(b) cérebro com convulsões parciais e (c) cérebro com convulsões generalizadas.  

 
Fonte: Adaptado de [173]. 

 

A classificação adequada das crises é de extrema importância para o tratamento correto 

da epilepsia, pois a eficácia dos medicamentos anticonvulsivantes depende do tipo de crise de 

cada paciente [170,172,174]. Dentre os fármacos tradicionalmente utilizados no tratamento 

desta doença pode-se destacar, o fenobarbital, a fenitoína, a carbazepina, o valproato e os 

benzodiazepínicos [170].  

Os benzodiazepínicos se ligam aos receptores GABA inibitórios para reduzir a taxa de 

disparos durante as crises epiléticas agudas. São utilizados com maior frequência nas crises 

mioclônicas, nas crises parciais e tônico-clônicas generalizadas [175]. Os fármacos que 

reduzem as crises epiléticas atuam por diferentes mecanismos de ação, como no bloqueio dos 

canais voltagem-dependentes (Na+ ou Ca2+), potenciação dos impulsos inibitórios gabaérgicos, 

ou na interferência da transmissão excitatória do glutamato [176]. Entretanto, a maioria dos 

anticonvulsivantes possui múltiplos alvos no SNC e apresentam mais de um mecanismo de 

ação [177].  

Estudos indicaram que aproximadamente 30% dos pacientes com epilepsia não 

respondem adequadamente às drogas antiepiléticas [178]. Contudo, este problema pode ser 

superado a partir da combinação de drogas antiepiléticas, principalmente aquelas que exibem 

sinergismo em modelos experimentais de epilepsia. Desta forma, esta falha terapêutica 

estimulou pesquisas intensivas sobre novos medicamentos antiepiléticos. Os fitoterápicos 

podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de novos fármacos 

anticonvulsivantes e ansiolíticos para pacientes farmacorresistentes [162,178–180]. 
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2.1.3 Produtos naturais com propriedades ansiolítica e anticonvulsivante 

 

Na maioria dos casos, as drogas empregadas para os tratamentos dos transtornos de 

ansiedade e epiléticos podem ocasionar efeitos adversos, o que justifica a busca por fontes 

naturais de substâncias que sejam eficientes para estes tratamentos, de baixo efeito colateral 

[161,181]. Por exemplo, os benzodiazepínicos como o diazepam e o clonazepam podem causar 

amnésia, sedação, dependência, e interação com agentes depressores do SNC [182]. A longo 

prazo, os inibidores seletivos da recaptação da serotonina (ISRS) podem levar ao choque 

cardiovascular que pode ser fatal, além de causar insônia, amnésia e agitação  [183]. 

As plantas medicinais possuem diferentes classes de compostos bioativos que são 

responsáveis por suas atividades farmacológicas e, desta forma, são consideradas de grande 

potencial para o desenvolvimento de novos fármacos [184,185]. Estudos clínicos e pré-clínicos 

comprovaram que os alcalóides, terpenos, flavonoides, ácidos fenólicos, lignanas, cinamatos e 

as saponinas possuem efeito ansiolítico e anticonvulsivante [178,180].  

Na Figura 2.2 é ilustrado que diferentes classes de fitoquímicos são capazes de inibir 

a transmissão excitatória e reduzir a ansiedade devido à ligação no receptor GABAA [185,186]. 

Estes compostos causam uma hiperpolarização da membrana por permitir o influxo de ânions 

Cl-, seguido por uma inibição na transmissão excitatória e, consequentemente, uma redução da 

ansiedade [161,180].  

 

Figura 2.2 – Fitoquímicos como ligantes dos receptores GABAA. 

 
Fonte: Adaptado de [161]. 
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Uma variedade de extratos e óleos essenciais provenientes das plantas medicinais 

possuem propriedades ansiolítica e anticonvulsivante [80,86,187–189]. Na literatura, é 

demonstrado que a C. citratus e seus constituintes químicos exerceram estes efeitos em 

diferentes modelos. Por exemplo, Costa e colaboradores [79] demonstraram que o óleo 

essencial apresentou atividade ansiolítica em ratos no teste de labirinto em cruz elevado. Além 

disso, quando os animais foram previamente tratados com o flumazenil, houve uma reversão 

da ansiólise causada pelo óleo essencial, o que sugeriu o envolvimento dos receptores GABAA 

neste efeito. Estes dados corroboraram os reportados por Blanco e colaboradores [190], que 

também observaram que o óleo essencial potencializou o efeito ansiolítico do clonazepam 

quando os ratos foram tratados com uma mistura destes compostos. Em outro estudo, Goes e 

colaboradores [191] demonstraram a eficácia do óleo essencial da C. citratus como ansiolítico 

em aromaterapia. Recentemente, foi reportado que o extrato aquoso das folhas de C. citratus 

atenuou a ansiedade, de sintomas semelhantes à depressão, e o déficit de memória induzido por 

estresse de derrota social em camundongos [61].    

No estudo conduzido por Silva e colaboradores [192], o óleo essencial de C. citratus 

exibiu atividade anticonvulsivante em três modelos de convulsão (PTZ, pilocarpina e 

estricnina), devido a um aumento no tempo de latência para a primeira convulsão em ratos que 

receberam o óleo. Além disso, este efeito foi bloqueado pelo tratamento com flumazenil, o que 

sugeriu o envolvimento dos receptores GABAA no mecanismo de ação do efeito 

anticonvulsivante. 

Além dos extratos de C. citratus, também é comprovado que os seus constituintes 

químicos, como os terpenos e compostos fenólicos, apresentam efeitos ansiolítico e 

anticonvulsivante [193]. Por exemplo, o citronelal aumentou o tempo de latência, inibiu a 

convulsão e mortalidade de camundongos na convulsão induzida por PTZ e picrotoxina [194]. 

O efeito anticonvulsivante deste monoterpeno está relacionado à sua ação como agonista do 

receptor GABAA, além de modular os receptores glutamatérgicos e bloquear o canal de Na+ 

dependente de voltagem [195]. Além disso, foi reportado que este composto atenuou a 

inflamação e o estresse oxidativo em camundongos [195]. O limoneno exibiu efeito ansiolítico 

no teste labirinto em cruz elevado, e os receptores GABAA estão envolvidos no mecanismo de 

ação deste terpeno [196]. 

O citronelol aumentou o tempo de latência para a primeira convulsão, e reduziu a taxa 

de convulsão e mortalidade em camundongos, induzida por PTZ e eletrochoque máximo 

(EMC). Este efeito está relacionado a uma atenuação na excitabilidade neuronal e, 

consequentemente, na convulsão [197]. Quintans-Júnior e colaboradores [86] demonstraram 
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que o citral aumentou o tempo de latência para a primeira convulsão induzida por PTZ em ratos. 

Além disso, este terpeno também foi eficiente na prevenção de convulsões tônicas induzidas 

por EMC neste mesmo modelo animal. O geraniol reduziu a convulsão e a mortalidade em 

camundongos quando administrado por via intraperitoneal [198]. Este efeito pode ser explicado 

devido à capacidade deste terpeno em bloquear o receptor 5-HT [199]. Foi reportado também 

que a complexação do geraniol com a beta-ciclodextrina aprimorou o efeito anticonvulsivante 

do geraniol [198].  

Estudos da literatura também reportaram que os flavonoides possuem atividade 

ansiolítica e anticonvulsivante [200]. Por exemplo, a apigenina se liga competitivamente ao 

sítio de ligação dos benzodiazepínicos do receptor GABAA e apresentou atividade ansiolítica 

em camundongos quando administrada por via intraperitoneal [201]. A luteolina também 

apresentou efeito ansiolítico e antidepressivo neste mesmo modelo animal e está envolvido na 

modulação da sinalização do receptor GABAA [202]. 

A naringenina juntamente com a fenitoína, um fármaco utilizado para o tratamento dos 

transtornos epiléticos, ofereceu uma proteção contra convulsões induzida por PTZ. Além disso, 

aumentou nos níveis de GABA e dopamina, diminuiu os níveis de glutamato e dos 

biomarcadores oxidativos (MDA), e elevou os níveis de GSH, SOD e CAT no hipocampo de 

camundongos [203].   

Os ácidos fenólicos também demonstraram eficácia como ansiolítico e 

anticonvulsivante [204]. Por exemplo, o ácido elágico presente nas frutas e plantas medicinais 

apresentou efeito ansiolítico no teste labirinto em cruz elevado comparável ao efeito observado 

para o diazepam em ratos, e os receptores GABAA estão envolvidos neste efeito [205]. Além 

disso, a ansiólise foi revertida quando os animais foram previamente tratados com picrotoxin 

(receptor não-competitivo do GABAA) e pelo flumazenil [205]. 

O ácido rosmarínico apresentou atividade anticonvulsivante contra as convulsões 

induzidas por PTZ ou pilocarpina em camundongos. Neste estudo, foi observado um aumento 

na latência para espasmos mioclônicos e convulsões generalizadas quando os animais foram 

tratados com estes convulsivantes [206]. Em outro estudo, o ácido rosmarínico reduziu os níveis 

de radicais livres e danos aos DNA na epilepsia induzida por PTZ em camundongos [207].  

 

2.1.4 Receptor GABA 

 

A função do sistema nervoso é governada por meio de um equilíbrio de sinalização 

excitatória e inibitória [175]. O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do SNC e atua 
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por meio dos receptores GABAA e GABAB. Os receptores GABAA estão presentes em 20 – 50% 

das sinapses no cérebro, e reagem em escala de milissegundos para ligar-se ao GABA, o qual 

abre um canal transmembrana permeável ao cloreto e suprime a atividade neuronal no cérebro 

[208]. Contudo, uma disfunção destes canais resulta em alguns distúrbios, como o de ansiedade, 

epilepsia e autismo [176,209].  

Os receptores ionotrópicos GABAA são membros da superfamília de canais iônicos 

regulados por neurotransmissores. São proteínas transmembrana pentaméricas, que consistem 

em cinco subunidades (classificadas como subtipos α, β, γ e δ) dispostas em torno de um poro 

central, cada uma constituída por quatro domínios que atravessam a membrana (Figura 2.3a) 

[210]. Existem vários subtipos de receptores GABAA, cujas funções variam com base na 

combinação das unidades α, β, γ e δ em um determinado receptor [211]. Na Figura 2.3b estão 

representados os principais sítios de ligação no receptor GABAA. 

As cinco subunidades dos receptores GABAA circundam um poro iônico central 

seletivo para o íon Cl-, que se abre na presença do GABA. O GABA e outros agonistas ligam-

se a dois sítios, que estão localizados em porções extracelulares do complexo receptor-canal, 

na interface entre as subunidades α e β. Os receptores GABAA também contém vários sítios 

modulares, em que ocorre ligação de outros ligantes endógenos e/ou fármacos (Figura 2.3b) 

[212]. 

 

Figura 2.3 – Representação esquemática do receptor GABAA. (a) Estrutura pentamérica do receptor GABAA. (b) 

Principais sítios de ligação no receptor GABAA. 

 
Fonte: Adaptado de [212]. 

 

Os efeitos inibitórios do receptor GABA são mediados pelos receptores GABAA, que 

são canais de cloro controlados por ligante que são ativados alostericamente por 

benzodiazepínicos e alguns neuroesteróides. Por exemplo, os benzodiazepínicos atuam como 

moduladores alostéricos positivos, potencializando a regulação dos canais na presença de 

GABA. Além disso, os benzodiazepínicos aumentam a frequência de abertura dos canais na 
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presença do GABA. O consequente influxo aumentado de Cl- provoca a hiperpolarização da 

membrana e diminui a excitabilidade neuronal [212]. 

O mecanismo de ação de produtos naturais nos efeitos ansiolítico e anticonvulsivante 

não é completamente esclarecido, devido a uma infinidade de efeitos biológicos na ligação e na 

recaptação das monoaminas [161,180]. Entretanto, é reportado que muitos destes compostos 

possuem efeitos farmacológicos por apresentarem alta afinidade pelos sítios de ligação do 

receptor GABAA, o que já foi comprovado em modelos animais, como os camundongos, ratos 

e peixes [189,213] 

 

2.1.5 Peixe-zebra 

 

O Danio rerio (Figura 2.4), conhecido popularmente como peixe-zebra ou peixe 

paulistinha, membro da família Cyprinidae, é um pequeno peixe teleósteo de água doce, de 

aproximadamente 3 – 4 cm [214]. Esta espécie é propensa a formar grupos (cardumes) por 

razões sociais, como por exemplo na busca por alimentos, proteção contra predadores e 

acasalamento [215]. Além disso, exibe vários comportamentos distintos, o que permite o 

desenvolvimento de estudos neuroquímicos e comportamentais [216,217]. Devido a este fato, 

nos últimos anos, o peixe-zebra vem sendo amplamente utilizado como modelo de 

experimentação animal em pesquisas de doenças, como a epilepsia, autismo, doença de 

Alzheimer, doença de Huntington, doença de Parkinson, esquizofrenia, depressão e os 

distúrbios de ansiedade [218–222]. Ainda, este peixe tem sido utilizado como modelo para 

doenças genéticas que afetam os sistemas cardiovascular, nervoso e muscular. Além disso, pode 

ser empregado nos estudos de câncer e diabetes [223,224].  

 

Figura 2.4 – Peixe-zebra. 

 

Fonte: [225]. 

 

O peixe-zebra é sensível às principais classes de fármacos neurotrópicos, que incluem 

os ansiolíticos, anticonvulsivantes, antidepressivos, alucinógenos, analgésicos e estimulantes 

cognitivos, e responde de forma semelhante aos seres humanos [216]. Além disso, evidências 
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sugerem que vários aspectos dos distúrbios cerebrais que podem ser modelados nos roedores 

podem ser avaliados em peixe [222,226].  

O peixe-zebra se tornou atrativo por ser útil como um modelo animal intermediário 

entre os invertebrados Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans em pesquisas [227]. 

É importante ressaltar que a utilização de peixes como modelo experimental apresenta algumas 

vantagens quando comparado a outros animais comumente empregados em pesquisas 

farmacológicas, triagens genéticas e ensaios de toxicidade [228–230]. Por exemplo, tanto as 

larvas quanto os peixes adultos são facilmente manipuláveis e podem ser mantidos em espaços 

reduzidos [229]. Além disso, o custo da aquisição e manutenção são relativamente baixos 

quando comparados com os equipamentos exigidos para o uso dos animais tradicionais 

utilizados em pesquisas, como os roedores [218]. A alta fecundidade, o curto tempo de gestação 

e o rápido desenvolvimento (a eclosão ocorre dois dias após a fertilização) dos embriões 

também favorecem a utilização destes animais em pesquisas [229]. 

Ainda, este teleósteo apresenta aproximadamente 70% de homologia genética com os 

seres humanos e possui uma barreira hematoencefálica com permeabilidade, o que leva a uma 

alta sensibilidade aos fármacos testados [215]. Além disso, é um modelo amplamente utilizado 

para pesquisas de drogas provenientes de fontes naturais em larga escala (screening) [231]. Isto 

se deve à facilidade de administração dos compostos nos peixes (imersão), na qual as drogas 

podem ser absorvidas por meio das brânquias ou da pele, e devido à pequena quantidade de 

amostra a ser utilizada quando comparada à empregada em ratos [217]. Outra vantagem da 

utilização deste animal consiste em sua transparência óptica, a qual possibilita a observação 

direta dos processos celulares e fisiológicos in vivo e em tempo real [230]. 

Sistemas de neurotransmissão já foram identificados nesta espécie, como o 

glutamatérgico, colinérgico, glicinérgico, nitrérgico, dopaminérgico, serotoninérgico, 

adenosinérgico, purinérgico e gabaérgico [223]. No entanto, existem diferenças notáveis entre 

a morfologia e a neurofisiologia do peixe-zebra com e a dos mamíferos. O circuito tri-sináptico 

hipocampal localizado nos roedores e utilizado para a aprendizagem espacial está ausente no 

cérebro do peixe, que é então mediada por outras regiões do cérebro [217].  O peixe-zebra 

possui visão tetracromática, o que permite o reconhecimento de uma gama de cores mais ampla 

comparado com os seres humanos e os mamíferos [232].  

O peixe-zebra não possui córtex ou hipocampo definidos, porém as estruturas análogas 

no cérebro parecem ser bioquimicamente e funcionalmente semelhantes às dos mamíferos 

[217]. O mesencéfalo é uma estrutura relativamente pequena no cérebro, e as principais 

estruturas derivadas do mesencéfalo são o tectum e o tegmento.  O peixe-zebra adulto apresenta 
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uma maior quantidade de comportamentos que podem ser testados quando comparados às 

larvas, especialmente aqueles envolvidos em interações sociais [219].    

O peixe-zebra é descrito como uma espécie sociável e geralmente é encontrado em 

cardumes na natureza [233]. Estudos observaram que as larvas do peixe-zebra exibem 

comportamentos sociais após 10 dias da fertilização. A tendência e preferência naturais do 

peixe-zebra por estar em cardumes podem sugerir que a habitação em grupos é benéfica para 

este animal [234]. Estudos da literatura demonstraram que o isolamento do peixe-zebra pode 

levar a uma maior liberação do hormônio cortisol e, consequentemente, um aumento da 

ansiedade e hipersensibilidade quando comparado com os peixes que permaneceram em grupos 

[226].  

Neste sentido, pelo fato de o peixe-zebra apresentar comportamentos semelhantes aos 

exibidos por roedores, este se mostrou um modelo animal bastante útil na avaliação de 

propriedades farmacológicas de compostos provenientes de fontes naturais [235]. 

 

2.1.6 Utilização do peixe-zebra na avaliação do efeito ansiolítico e anticonvulsivante de plantas 

medicinais 

  

Na literatura, é reportada a utilização do peixe-zebra adulto e de suas larvas como 

modelo animal alternativo na avaliação do efeito ansiolítico de plantas medicinais e de seus 

constituintes químicos [204, 208–211]. Além disso, este modelo se mostrou promissor na 

investigação dos mecanismos envolvidos na ação destes compostos [240]. Desta forma, os 

testes comportamentais empregados na avaliação de efeitos farmacológicos em peixe-zebra são 

adaptações diretas daqueles amplamente utilizados em roedores [241].  

Por exemplo, no estudo conduzido por Del Valle-Mojica e Ortiz [242], foi 

demonstrado que o extrato aquoso das folhas de Valeriana officinalis (Valerianaceae) e o ácido 

valerênico, aumentaram de forma semelhante ao clonazepam o tempo de permanência no lado 

claro do aquário no teste claro/escuro em peixe-zebra adulto. Os autores também verificaram 

que este mesmo extrato e seu constituinte químico interagiram com os receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGlur I e mGluR II) [242].  

Benneh e colaboradores [243] investigaram o efeito ansiolítico do extrato da casca do 

caule de Maerua angolensis DC (Capparaceae), obtido a partir de uma mistura de éter de 

petróleo e acetato de etila (1:1), em peixe-zebra adulto. Neste estudo, os animais que foram 

expostos ao extrato exibiram um comportamento semelhante aos que receberam fluoxetina e 

desipramina, no teste de ansiedade induzida por abstinência de etanol. Além disso, também foi 
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observado que o efeito ansiogênico causado no teste de estresse crônico imprevisível foi 

atenuado nestes animais. A ansiólise causada pelo extrato deste estudo foi revertida com o pré-

tratamento com flumazenil, granisetrona, ciproeptadina, metisergida e pizotifeno, o que sugeriu 

o envolvimento dos receptores GABAA e 5-HT1-3 neste efeito. 

Melo e colaboradores [244] verificaram que o extrato hidroalcoólico das folhas de 

Aloysia polystachya (Verbenaceae), utilizada na medicina popular como antidepressivo e para 

problemas digestivos, exibiu efeito ansiolítico em peixe-zebra. Neste estudo, quando o extrato 

foi administrado na forma oral e por meio da imersão dos animais na solução, foi observado 

um aumento no tempo de permanência no lado claro do aquário no teste claro/escuro. Além 

disso, este extrato também reverteu a ansiogênese induzida por cafeína, sem alterar a atividade 

locomotora dos peixes. 

 Em outro estudo, o extrato obtido a partir da polpa de Artocarpus altilis (fruta-pão) 

exibiu efeito ansiolítico no teste claro/escuro em peixe-zebra [245]. Entretanto, a ansiólise não 

foi bloqueada pelo tratamento prévio dos animais com o flumazenil. Porém, houve uma 

reversão do efeito quando os animais foram previamente expostos ao pizotifeno, granissetrom 

e ciproeptadina, os quais são antagonistas do receptor de serotonina (5-HTR). Portanto, o efeito 

ansiolítico exibido por este extrato é independente dos receptores GABAA, e é mediado pelos 

receptores serotoninérgicos. 

Em outro estudo, foi demonstrado que diferentes concentrações do extrato aquoso de 

Sceletium tortuosum (Aizoaceae) apresentaram efeito ansiolítico em larvas de peixe-zebra, 

devido a um aumento no percentual de tempo gasto pelas larvas na arena central do poço no 

teste de timotaxia reversa [246]. Recentemente, foi comprovado que o extrato metanólico das 

frutas Seseli devenyese (Apiaceae) apresentou efeito ansiolítico em larvas de peixe-zebra. Os 

autores atribuíram este efeito à presença das cumarinas, as quais exibiram atividade ansiolítica 

neste mesmo modelo animal [247]. 

Na literatura também é reportada a ampla utilização do peixe-zebra na avaliação do 

efeito anticonvulsivante de plantas medicinais e compostos relacionados, assim como dos 

mecanismos envolvidos na ação destes compostos [231,246]. Por exemplo, os extratos aquoso 

e etanólico de Valeriana officinalis, e o ácido valerênico apresentaram efeito anticonvulsivante 

quando administrados por imersão, em peixe-zebra adulto em um modelo de convulsão 

induzida por PTZ [237]. Além disso, foi reportado que estes extratos aumentaram 

significativamente o efeito anticonvulsivante do clonazepam e fenitoína, o que sugeriu a sua 

utilização na terapia dos pacientes com epilepsia [237]. 
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No estudo conduzido por Brillatz e colaboradores [248] foi avaliada a atividade 

anticonvulsivante dos extratos obtidos a partir dos rizomas de Cyperus articulatus, 

popularmente utilizada como decocção em Camarões no tratamento da epilepsia. Neste estudo, 

a convulsão foi induzida por PTZ em larvas de peixe-zebra, e o extrato hexânico exibiu o maior 

efeito quando comparado aos extratos metanólico e aquoso, com uma redução de 93% das 

convulsões induzidas por PTZ. Os autores o atribuíram à presença de sesquiterpenóides, os 

quais possuem efeito antiepilético em diferentes modelos animais [197,249]. 

Li e colaboradores [250] avaliaram o efeito anticonvulsivante dos extratos etanólico e 

acetônico de Magnolia officinalis, uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa para o 

tratamento da epilepsia. Estes extratos demonstraram atividade anticonvulsivante eficaz na 

convulsão induzida por PTZ e por etilcetopentenoato em peixe-zebra adulto. Os dois principais 

constituintes químicos da planta, o magnolol e o honokiol, também apresentaram efeito 

considerável nestes mesmos modelos. Os resultados dos testes com o peixe-zebra foram 

confirmados com os obtidos em camundongos. 

 

2.1.7 Pentilenotetrazol como modelo indutor da epilepsia 

 

O pentilenotetrazol (PTZ) (Figura 2.5) é um dos agentes convulsivos mais utilizados 

para a descoberta e desenvolvimento de drogas antiepiléticas, capaz de gerar crises agudas e 

crônicas [251,252]. O PTZ desenvolve efeitos convulsivos após a administração repetida ou em 

uma única dose, além de afetar os sistemas neurotransmissores, como o gabaérgico, 

adenosinérgico e o glutamatérgico em ratos, camundongos e peixe-zebra [253]. 

 

Figura 2.5 – Estrutura química do pentilenotetrazol (PTZ). 

 
Fonte: A autora. 

 

O mecanismo pelo qual o PTZ induz atividade convulsiva ainda não é bem definido, 

porém alguns estudos sugerem que ocorra principalmente pela interferência deste composto na 

neurotransmissão gabaérgica [254]. No receptor GABAA, esta interação resulta no influxo de 

íons Cl-, o que contribui para a hiperpolarização neuronal rápida. O PTZ se liga ao domínio 

transmembrana que reveste o ionóforo, que aumenta o estado fechado do canal e, 
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consequentemente, acarreta em uma excitação neuronal e efeito convulsivante [252]. Contudo, 

seus efeitos a longo prazo (administração repetitiva), incluem a regulação da expressão e/ou 

afinidade do receptor GABA e glutamato, que gera um desequilíbrio entre a excitação e a 

inibição no cérebro e então desencadeia a epileptogênese. O PTZ também induz o estresse 

oxidativo e aumenta o conteúdo de MDA cortical que afeta o hipocampo, o que resulta em 

convulsões [214,255]. 

Modelos de convulsão induzida por PTZ tanto em larvas quanto em peixe-zebra adulto 

têm sido empregados na triagem e na identificação de pequenas moléculas e compostos naturais 

com potencial atividade anticonvulsivante [256]. Na literatura é demonstrada uma boa 

correlação entre os resultados obtidos em estudos que utilizam roedores e os observados em 

peixe-zebra, na avaliação da atividade anticonvulsivante de moléculas induzida por PTZ [254]. 

O peixe-zebra após 7 dias da fertilização exibe alterações comportamentais, 

eletrofisiológicas e moleculares semelhantes ao modelo de roedores em convulsões induzidas 

por PTZ [257]. Além disso, no peixe-zebra adulto é possível a caracterização de fenótipos 

comportamentais semelhantes aos de convulsão complexos, os quais são difíceis de avaliar nas 

larvas. Ainda, este modelo também permite o estudo das comorbidades relacionadas ao 

comportamento relacionado à epilepsia, como as dificuldades na aprendizagem, e na 

investigação de alterações celulares ou moleculares associadas à atividade convulsiva [235].  

Comportamento semelhante à convulsão pode ser induzido a partir da imersão do 

peixe-zebra em uma solução de PTZ, o qual é absorvido pela pele, intestino ou pelas guelras e 

atinge o cérebro [235,254]. Alguns estudos demonstraram mudanças na atividade locomotora 

dos animais em intervalo de tempo de segundos a minutos, que são caracterizados por uma 

sequência de eventos convulsivos [235,258]. Na literatura é sugerido que o mecanismo ação 

das convulsões induzidas PTZ em peixe-zebra é semelhante ao modelo de roedor, visto que os 

neurônios gabaérgicos e GABA responsivos surgem em regiões discretas ao longo dos 

diferentes compartimentos cerebrais nos estágios embrionários iniciais [254,257].  

 

2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito ansiolítico e anticonvulsivante do extrato hidroalcoólico e do óleo 

essencial de Cymbopogon citratus, e dos compostos isolados citral e geraniol em peixe-zebra 

(Danio rerio). 
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2.2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito ansiolítico e anticonvulsivante do extrato hidroalcoólico e do óleo 

essencial de C. citratus em peixe-zebra; 

• Avaliar o efeito ansiolítico e anticonvulsivante dos compostos isolados citral e geraniol 

e em combinação em peixe-zebra; 

• Investigar o envolvimento dos receptores gabaérgicos no efeito ansiolítico e 

anticonvulsivante das amostras estudadas; 

• Avaliar os níveis dos marcadores bioquímicos envolvidos no estresse oxidativo no 

efeito anticonvulsivante em cérebros de peixe-zebra. 

 

2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.3.1 Equipamentos e Reagentes 

 

O citral (95%), geraniol (98%), ácido tiobarbitúrico (TBA), ácido nitrobenzóico 

(DTNB), malondialdeído (MDA), pentilenotetrazol (PTZ), glutationa reduzida (GSH), ácido 

gálico (AG), quercetina (QER) e o reagente de Folin-Ciocalteu, foram adquiridos da Sigma-

Aldrich®. O peróxido de hidrogênio (H2O2) foi adquirido da Merck®. O flumazenil (Flunexil®) 

e o clonazepam (Rivotril®) foram adquiridos da Teuto e da Roche, respectivamente. 

A solução de TBA foi preparada a partir da dissolução do reagente em água deionizada 

e o pH foi ajustado para 5 - 6 com HCl concentrado. A solução tampão fosfato foi preparada a 

partir da dissolução dos sais Na2HPO4 10 mmol L-1, KH2PO4 1,76 mmol L-1 e NaCl 137 mmol 

L-1 em água deionizada e o pH foi ajustado para 7,4. O reagente de Folin-Ciocalteu foi 

preparado a partir da diluição do volume necessário em água deionizada. As soluções de ácido 

tricloroacético (TCA), sulfanilamida, cloreto de alumínio (AlCl3), acetato de potássio 

(CH3COOK), ácido fosfórico (H3PO4), N-(1-naftil) etilenodiamina e nitrito de sódio (NaNO2) 

foram preparadas a partir da dissolução da quantidade apropriada em água deionizada. O 

corante azul de coomassie foi preparado a partir da sua dissolução em H3PO4 85% (v/v) e água 

deionizada e posteriormente filtrado. A albumina de soro bovino foi dissolvida em água 

deionizada. A solução de quercetina (QER) foi preparada a partir da dissolução da quantidade 

apropriada em metanol. A solução de peróxido de hidrogênio (H2O2) foi preparada a partir da 

diluição apropriada em solução tampão fosfato. 
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As absorbâncias das amostras foram registradas em um espectrofotômetro de placas 

Biotek µQuant® (Synergy H1 Hybrid Reader) e no espectrofotômetro PerkinElmer Lambda®. 

 

2.3.2 Obtenção do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de Cymbopogon citratus 

 

As folhas de C. citratus foram coletadas no município de Ponta Grossa-PR (25° 05’ 

42’’ S; 50° 09’ 43’’ W) no período de Março a Maio de 2017, secas a temperatura ambiente na 

ausência de luz até peso constante e cortadas em pedaços de aproximadamente 2 cm. Uma 

amostra de referência da planta está depositada no herbário da Universidade Estadual de Ponta 

Grossa (UEPG) sob o registro HUPG-21025.  

O extrato hidroalcoólico de C. citratus foi obtido a partir da maceração das folhas 

previamente secas em etanol 70% (v/v) com agitações diárias com renovação do solvente a 

cada 7 dias. Este processo foi repetido por mais duas vezes e, posteriormente, o extrato foi 

concentrado em rotoevaporador e liofilizado. O óleo essencial das folhas de C. citratus 

previamente secas foi obtido a partir de uma hidrodestilação em Clevenger por 2 horas. O 

hidrolato obtido foi extraído com éter etílico e o solvente foi removido em rotoevaporador [1].  

Para os testes comportamentais, o extrato hidroalcoólico, clonazepam e o flumazenil 

foram solubilizados em 300 mL de água declorinada. No entanto, o óleo essencial, o citral e o 

geraniol foram primeiramente solubilizados em 1 mL de Tween®80 0,5% (v/v) e o volume foi 

completado até 300 mL com água declorinada. 

 

2.3.3 Determinação do conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais no extrato 

hidroalcoólico de Cymbopogon citratus 

 

O conteúdo de compostos fenólicos totais no extrato hidroalcoólico de C. citratus for 

determinado como descrito por Singleton e colaboradores [259]. Em uma microplaca de 96 

cavidades foram adicionados o extrato, 100 µL do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 100 

µL de solução aquosa de Na2CO3 7,5% (m/v). A placa foi incubada a 45 °C por 15 minutos em 

estufa e a leitura da absorbância foi realizada em um espectrofotômetro de placas a 765 nm. O 

teor de compostos fenólicos foi calculado a partir de uma curva analítica de ácido gálico e o 

resultado foi expresso em mg AG g-1. 

A determinação do teor de flavonoides totais no extrato hidroalcoólico de C. citratus 

foi determinado como descrito por Kosalec e colaboradores [260]. Em uma microplaca de 96 

cavidades foram adicionados o extrato, 4 µL de solução aquosa de CH3COOK 0,10 mol L-1, 4 
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µL de solução aquosa de AlCl3 10% (m/v) e metanol. A leitura da absorbância foi registrada 

em um espectrofotômetro de placas a 420 nm. O teor de flavonoides foi calculado a partir de 

uma curva padrão de quercetina e o resultado foi expresso em mg QER g-1. 

 

2.3.4 Manutenção do peixe-zebra 

 

Os peixes foram mantidos de acordo com o Instituto Nacional de Saúde Guia para 

Cuidados e Uso de Animais de Laboratório do Instituto Nacional de Saúde. O projeto foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa 

(protocolo número 052/2016). Para o estudo foram utilizados peixe-zebra adultos (4 – 6 meses 

de idade) do tipo selvagem que foram adquiridos comercialmente (Aquarismo.com) na cidade 

de Ponta Grossa, Paraná, Brasil. Os peixes foram mantidos em aquários de vidro (100 L) com 

água declorinada, mantida sob aeração constante, filtração mecânica e química (25 – 27 oC; pH 

7 – 8; amônia total <0,01 mg L-1; nitrito <0,01 mg L-1), ciclo claro/escuro 14:10 horas fornecido 

por lâmpadas fluorescentes (12 Watts; luzes acesas às 7:00 horas da manhã). Os animais foram 

ambientados em laboratório por 15 dias antes da realização dos experimentos.  As condições 

químicas da água foram controladas com kits comerciais (pH, nitrito e amônia) (Alcon Basic, 

Alcon, Brasil). Além disso, os peixes eram alimentados duas vezes ao dia com ração comercial 

para peixe (Alcon). 

 

2.3.5 Avaliação do efeito ansiolítico do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra 

 

2.3.5.1 Tratamentos 

 

Para avaliar o efeito ansiolítico do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de C. 

citratus, e dos compostos isolados citral e geraniol, os peixes foram divididos nos seguintes 

grupos (N=14 animais por grupo): 1) controle negativo - água ou 1 mL de solução de Tween®80 

0,5% (v/v) dissolvido em  300 mL de água declorinada (veículo); 2) controle positivo – 

clonazepam 0,75 mg L-1; 3) extrato hidroalcoólico 1, 3 e 10 g L-1, óleo essencial ou os 

compostos isolados citral e geraniol 1, 5 e 10 mg L-1. Os peixes foram submersos por 10 minutos 

em 300 mL das respectivas soluções e posteriormente foram realizados os testes de atividade 

ansiolítica (teste claro/escuro) [261]. Todas as soluções foram preparadas com a água contida 

no aquário moradia. As concentrações do extrato, óleo essencial e dos padrões citral e geraniol 
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empregadas na execução deste trabalho foram escolhidas com base em experimentos piloto, 

que reduziram os níveis de ansiedade e não apresentaram efeitos letal ou sedativo no peixe-

zebra durante o experimento.  

 

2.3.5.2 Envolvimento dos receptores GABAA no efeito ansiolítico do extrato hidroalcoólico e 

do óleo essencial de Cymbopogon citratus, citral e geraniol 

 

Para investigar o mecanismo de ação no efeito ansiolítico das amostras de C. citratus 

e do citral e geraniol, os peixes foram previamente tratados com flumazenil. Primeiramente, os 

animais foram imersos na solução de 1,25 mg L-1 de flumazenil por 20 minutos antes da 

administração do óleo essencial e do extrato hidroalcoólico de C. citratus e do citral e geraniol 

por 10 minutos. As concentrações das amostras estudadas foram escolhidas de acordo com os 

resultados obtidos nos testes descritos no item 2.3.5.1. O grupo controle foi exposto à solução 

de flumazenil por 20 minutos e em seguida na solução de 0,75 mg L-1 de clonazepam. 

Posteriormente, cada animal foi individualmente analisado quanto à propriedade ansiolítica no 

teste claro/escuro. 

 

2.3.5.3 Teste claro/escuro 

 

A atividade ansiolítica do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de C. citratus e 

dos padrões citral e geraniol foi avaliada pelo teste claro/escuro de acordo com o método 

descrito por Gebauer e colaboradores [261]. Para o teste foi utilizado um aquário (18 × 9 × 7 

cm) dividido em duas partes iguais, uma parte clara e outra escura (Figura 2.6). Entre as duas 

partes havia uma comporta corrediça de coloração preta que era levantada do fundo do aquário. 

Este aquário foi preenchido a uma altura de aproximadamente 3 cm com água do aquário 

moradia. No momento do teste, o animal a ser avaliado foi colocado na parte clara do aquário 

e deixado por 300 segundos neste ambiente. Em seguida, a comporta foi aberta 

(aproximadamente 1 cm) de forma a permitir que o peixe passasse para o lado escuro. Foi 

avaliado o tempo gasto por cada animal na parte clara do aquário durante 300 segundos de 

observação. Além disso também foi registrado a latência para a primeira entrada no lado escuro 

do aquário e o número de cruzamento entre os compartimentos. Esses parâmetros foram 

selecionados para avaliar o efeito ansiolítico ao invés do efeito sedativo para as amostras. 
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Figura 2.6 – Aparato experimental para execução do teste claro/escuro em peixe-zebra. 

 

Fonte: A autora. 

 

2.3.6 Avaliação da atividade anticonvulsivante do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra 

 

2.3.6.1 Tratamentos 

 

A atividade anticonvulsivante do óleo essencial, e do extrato hidroalcoólico de C. 

citratus e dos padrões citral e geraniol foi avaliada de acordo com o método descrito por 

Mussulini e colaboradores [258].  Primeiramente, cada animal foi imerso (N=12 animais por 

grupo) individualmente nas soluções de óleo essencial (5, 10 e 20 mg L-1), extrato 

hidroalcoólico (1, 2 e 3 g L-1), citral (5, 10 e 20 mg L-1), geraniol (5, 10 e 20 mg L-1) ou na 

associação citral + geraniol (5 mg L-1) por 10 minutos. Em seguida, os peixes foram transferidos 

para o aquário (13 × 15 × 10 cm) preenchido com 1 L de solução aquosa de PTZ (7,5 mmol L-

1) previamente preparado com água declorinada. A atividade anticonvulsivante foi registrada 

durante 20 minutos. Para este estudo, uma solução de clonazepam (0,75 mg L-1) foi utilizada 

como controle positivo e o veículo (1 mL de 0,5% (v/v) Tween80 em água declorinada) como 

controle negativo. As concentrações empregadas para a execução deste estudo foram escolhidas 

com base em experimentos piloto. A concentração e o tempo de exposição do PTZ foram 

escolhidos com base naquela em que não causou a mortalidade do peixe-zebra. Um esquema 

da realização dos testes está apresentado na Figura 2.7.  

A atividade anticonvulsivante das amostras estudadas foi analisada pelo estágio de 

convulsão apresentado por cada peixe de acordo com o sistema de pontuação descrito por 

Fontana e colaboradores [255]. Na Tabela 2.1 estão apresentadas as descrições de cada estágio 

comportamental utilizado para a avaliação da atividade anticonvulsivante. Além disso, também 

foi medido o tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4) [237]. O comportamento 
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de cada peixe foi registrado por uma câmera (Logitech® modelo C270) colocada a cerca de 30 

cm do aquário teste. 

 

Figura 2.7 – Esquema representativo do teste de atividade anticonvulsivante em peixe-zebra induzido por 

pentilenotetrazol (PTZ). 

 

Fonte: Adaptado de [262]. 

 

Tabela 2.1 – Estágios comportamentais semelhantes a convulsões em peixe-zebra induzido por PTZ. 

Estágio Comportamento 
1 Aumento da atividade de natação e movimento dos opérculos 

2 Movimentos para a direita e esquerda e movimentos erráticos 

3 Movimentos circulares 

4 
Comportamento semelhante a convulsão clônica  

(contração muscular anormal, natação em saca-rolhas) 

5 
Comportamento semelhante a convulsão tônica  

(perda da postura corporal no fundo do aquário) 

Fonte: Adaptado de [255]. 

  

2.3.6.2 Envolvimento dos receptores GABAA na atividade anticonvulsivante do extrato 

hidroalcoólico e do óleo essencial de Cymbopogon citratus, citral e geraniol 

 

Para investigar o envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante do 

extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de C. citratus, citral e/ou geraniol, os peixes foram 

previamente tratados com flumazenil. Primeiramente, os peixes (N = 12 animais por grupo) 

foram imersos individualmente em uma solução de flumazenil 1,25 mg L-1 por 20 minutos antes 

da administração do extrato hidroalcoólico e óleo essencial de C. citratus, citral e/ou geraniol 

por 10 minutos. O grupo controle foi exposto à solução de flumazenil por 20 minutos e à solução 

de clonazepam 0,75 mg L-1 por 10 minutos. Os animais foram analisados individualmente 
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quanto à atividade anticonvulsivante como descrito no item 2.3.6.1 e foi registrado o tempo de 

latência para a primeira convulsão (estágio 4).  

 

2.3.7 Ensaios bioquímicos 

 

2.3.7.1 Preparação do homogenato de cérebro 

 

Os cérebros dos peixes-zebra foram imediatamente dissecados sob anestesia com gelo 

após a exposição ao PTZ. Em seguida, quatro cérebros foram agrupados e posteriormente 

homogeneizados em um homogeneizador de vidro em uma solução tampão fosfato. Os 

homogenatos foram centrifugados a 700 × g por 5 minutos a 4 °C. O teor de proteínas totais 

para cada amostra foi determinado por meio do método de Bradford a partir de uma curva 

padrão de albumina de soro bovino [263]. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para 

avaliar as defesas antioxidantes enzimática e não-enzimática. 

 

2.3.7.2 Determinação dos níveis de malondialdeído (MDA) 

 

Os níveis de MDA nos homogenatos de cérebro foram estimados como descrito por 

Wilbur e colaboradores [264]. Os homogenatos (50 µL) foram misturados com 100 µL de TCA 

15% (m/v) e centrifugados a 2.500 × g a 4 °C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado uma 

solução de TBA 0,6% (m/v) e as misturas foram incubadas em água em ebulição em banho 

termostatizado por 30 minutos. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente, extraídos 

com n-butanol e centrifugados a 3.000 × g por 10 minutos. Os níveis de MDA foram calculados 

a partir de uma curva analítica de MDA. Os valores de absorbância foram registrados em 

espectrofotômetro a 532 nm e os resultados foram expressos como µmol MDA mg-1 de 

proteína. 

 

2.3.7.3 Determinação dos níveis de glutationa (GSH) 

 

Os níveis de GSH nos homogenatos foram estimados como descrito por Ellman [265]. 

Primeiramente, os homogenatos (20 µL) foram misturados com solução aquosa de TCA 10% 

(m/v) e centrifugados a 1.000 × g durante 10 minutos a 4 °C. Em seguida, os sobrenadantes 

obtidos foram misturados com solução de DTNB 10 mmol L-1. Após 1 hora de incubação a 

temperatura ambiente, os valores de absorbância foram registrados em espectrofotômetro a 412 



88 

 

nm. Os níveis de GSH foram calculados a partir de uma curva analítica de GSH e os resultados 

foram expressos como nmol SH mg-1 de proteína. 

 

2.3.7.4 Atividade da enzima catalase (CAT) 

 

A atividade da enzima CAT foi medida de acordo com o método proposto por Aebi 

[266] por meio da utilização do H2O2 como substrato. Inicialmente, uma solução tampão fosfato 

de potássio (50 mmol L-1; pH 7,0) foi misturada com os homogenatos de cérebro (10 µL). Em 

seguida, foi adicionado H2O2 (3 mmol L-1) e os valores de absorbância foram monitorados em 

espectrofotômetro a 240 nm por 2 minutos em intervalo de 30 segundos. Os resultados foram 

expressos como µmol H2O2 min-1 mg-1 de proteína. 

 

2.3.7.5 Determinação do conteúdo de óxido nítrico (NO) 

 

O conteúdo de NO foi determinado com o reagente de Griess de acordo com o método 

descrito por Green e colaboradores [267]. O homogenato de cérebro (100 µL) foi misturado 

com o reagente de Griess (sulfanilamida 1% (m/v), H3PO4 5% (v/v), N-(1-naftil) etilenodiamina 

0,1% (m/v)) em uma proporção 1:1 e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e na 

ausência de luz. A concentração de nitrito nos homogenatos foi estimada a partir de uma curva 

analítica de NaNO2. Os valores de absorbância foram registrados em espectrofotômetro a 543 

nm e os resultados foram expressos como µmol NO mg-1 de proteína.   

 

2.3.8 Análise Estatística 

 

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para a realização das análises estatísticas. 

Foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pela comparação múltipla de 

Dunn. Os resultados obtidos (tempo de permanência no lado claro do aquário, tempo de latência 

e número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro) foram apresentados como a 

média ± erro padrão da média (EP). 
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

2.4.1 Avaliação do efeito ansiolítico do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra 

 

Neste trabalho, o efeito ansiolítico do extrato hidroalcoólico e do óleo essencial de C. 

citratus, assim como dos padrões citral e geraniol foi avaliado por meio do teste claro/escuro 

em peixe-zebra, visto que a preferência por ambientes escuros é uma reação típica deste animal 

e representa uma estratégia de defesa desta espécie [227,233]. Neste teste, quando os peixes 

são expostos individualmente à diferentes ambientes, é esperado que apresentem 

comportamentos ansiosos moderados [268]. Neste estudo, os peixes foram removidos do 

aquário moradia e colocados individualmente nas soluções das amostras estudadas, o que 

acarreta em um aumento do comportamento de ansiedade no teste claro/escuro [232]. Sabe-se 

que o isolamento social induz uma resposta estressante no peixe-zebra, o que reflete 

diretamente no comportamento relacionado à ansiedade quando em um ambiente novo [269]. 

Esse comportamento pode ser explicado ao se levar em consideração que esses animais 

consistem em uma espécie que vive em cardume e têm a tendência de formar e permanecer em 

grupos [218].  

Neste trabalho, foi avaliado o comportamento associado ao efeito ansiolítico e à 

atividade locomotora do peixe-zebra no teste claro/escuro. Desta forma, foram analisados o 

tempo de permanência no lado claro do aquário, o tempo de latência para explorar o lado escuro 

do aquário (medida da espontaneidade para explorar novos ambientes), e o número de 

transições entre os compartimentos claro e escuro para cada peixe, os quais são 

comportamentos associados ao efeito ansiolítico e atividade locomotora. O aumento no tempo 

de permanência no lado claro do aquário reflete um comportamento menos ansioso e é um 

indicativo do efeito ansiolítico induzido pelas amostras avaliadas [227,233]. 

O clonazepam (Figura 2.8) é o agente ansiolítico mais comumente empregado no 

tratamento dos transtornos de ansiedade e foi utilizado como controle positivo na concentração 

de 0,75 mg L-1 [165]. Como esperado, foi observado um aumento no tempo de permanência no 

lado claro do aquário para o grupo de animais previamente expostos a este fármaco, quando 

comparado com o grupo controle (p < 0,05) (Figura 2.9). Por outro lado, não foram observadas 

alterações no número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro, assim como para 

o tempo de latência quando comparado com o grupo controle (Figura 2.9). Portanto, como não 

foi observada uma diminuição no número de cruzamentos entre os compartimentos claro e 
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escuro, pode-se inferir que o clonazepam na concentração empregada não exibiu efeito sedativo 

significativo neste sistema [227]. Desta forma, estas observações demonstraram a adequação 

do peixe-zebra como modelo animal para avaliar as propriedades ansiolíticas das amostras de 

C. citratus. 

 

Figura 2.8 – Estrutura química do clonazepam. 

 
Fonte: A autora. 

 

Inicialmente, foi analisado o possível efeito ansiolítico de diferentes concentrações das 

amostras de C. citratus, assim como para os padrões citral e geraniol, com a finalidade de 

descartar algum efeito letal ou sedativo. Demonstrou-se nas Figuras 2.9 e 2.10 que os grupos 

de peixes previamente expostos a estes compostos exibiram efeito ansiolítico, pois houve um 

aumento no tempo de permanência na parte clara do aquário quando comparados aos seus 

respectivos grupos controle. 

Os óleos essenciais de plantas medicinais são os principais produtos utilizados em 

aromaterapia como alternativa aos ansiolíticos e antidepressivos comuns no tratamento dos 

transtornos de ansiedade [82,270]. Neste trabalho, foi demonstrado que o grupo de peixes 

expostos ao óleo essencial na concentração de 10 mg L-1 causou uma significativa ansiólise (p 

< 0.001) (Figura 2.9a), devido ao aumento no tempo de permanência no lado claro do aquário 

quando comparado ao grupo controle. Porém, não foram observadas alterações no número de 

cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro e no tempo de latência após a 

administração do óleo essencial (Figuras 2.9b e 2.9c), o que indicou que não houveram 

alterações na atividade locomotora dos animais [227].  
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Figura 2.9 – Efeitos do (a, b, c) óleo essencial e do (d, e, f) extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus no 

comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (n=14 animais/grupo), no tempo de permanência no lado 

claro do aquário, tempo de latência para explorar o lado escuro e o número de cruzamentos entre os 

compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste 

seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 
Fonte: A autora. 

 

A ansiólise observada pode ser atribuída à presença do citral (18,57%), geraniol 

(22,02%) e linalol (20,59%), visto que são os principais constituintes químicos do óleo 

essencial de C. citratus identificados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de 

massas (CG-EM) [1]. Os resultados obtidos estão de acordo com os da literatura em ratos, em 

que foi verificado um aumento na frequência de entrada e no tempo de permanência nos braços 
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abertos no teste de labirinto em cruz elevado (uma medida de ansiedade em ratos, pois sugere 

a aversão dos animais a espaços abertos), o que indicou um efeito ansiolítico do óleo essencial 

[79,190]. 

Neste estudo, foi demonstrado que o extrato hidroalcoólico de C. citratus também 

reduziu a ansiedade no peixe-zebra quando comparada com a do grupo controle (Figura 2.9d). 

No teste claro/escuro, foi verificado que os grupos de animais previamente expostos ao extrato 

nas concentrações de 3 e 10 g L-1 (p < 0,01; p < 0,001) permaneceram por mais tempo na parte 

clara do aquário quando comparados com o grupo controle. Contudo, houve um aumento no 

tempo de latência para explorar o lado escuro do aquário para o grupo de animais expostos ao 

extrato na concentração de 10 g L-1 (p < 0,001). Além disso, o tratamento na concentração de 3 

g L-1 aumentou o número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro (p < 0,05), o 

que indicou uma tendência do grupo de peixes para explorar os compartimentos do aquário e, 

consequentemente, o efeito ansiolítico do extrato nesta concentração [227]. 

Foi verificado que o extrato hidroalcoólico é constituído por compostos fenólicos 

(38,50 ± 2,30 mg AG g-1 extrato) e flavonoides (15,70 ± 1,40 mg QER g-1 extrato). Em nosso 

estudo anterior, as análises de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) revelaram que 

este extrato é constituído por polifenóis, como a apigenina, luteolina, ácido clorogênico, rutina 

e quercetina [1]. Além disso, também foi demonstrado que a fração clorofórmica obtida a partir 

do fracionamento do extrato hidroalcoólico de C. citratus era constituída por citral e geraniol, 

o que indicou que estes compostos estão presentes no extrato hidroalcoólico. Portanto, a 

presença de polifenóis (ácidos fenólicos e flavonoides), terpenos e a ação sinérgica entre esses 

compostos podem estar envolvidas no efeito ansiolítico observado para o extrato deste estudo. 

A presença simultânea de uma ampla gama de compostos bioativos em extratos de plantas 

medicinais pode potencializar sua ação em múltiplos mecanismos celulares, potencializando a 

sua eficácia terapêutica [271].  

Na literatura, foram demonstradas as propriedades ansiolítica e anti-depressiva para 

alguns flavonoides, como a apigenina e a quercetina, os quais se ligam seletivamente e com alta 

afinidade aos receptores benzodiazepínicos como o GABAA [185]. Além disso, diversos 

estudos comprovaram que estes compostos estão envolvidos na modulação dos receptores 

GABAA e também exibem efeitos sedativo e anticonvulsivante [185,186]. Vale ressaltar que os 

polifenóis podem atuar como ansiolíticos devido a algumas características químicas como a 

lipofilicidade, a qual facilita a passagem por meio da barreira hematoencefálica [272,273]. 

Neste estudo, também foram investigados o efeito ansiolítico dos padrões citral e 

geraniol para verificar a contribuição destes compostos no efeito ansiolítico do óleo essencial 
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de C. citratus (Figura 2.10). Observou-se um aumento no tempo de permanência no lado claro 

do aquário para os grupos de animais que foram expostos a estes compostos na maior 

concentração avaliada (10 mg L-1) quando comparado com o grupo controle (p < 0,001) (Figura 

2.10a e 2.10d), o que sugere um efeito ansiolítico desses monoterpenos. Além disso, não houve 

alterações na atividade locomotora dos animais quando expostos a estes compostos, pois o 

tempo de latência não foi alterado nos grupos, exceto para o citral na concentração de 10 mg L-

1 (Figura 2.10). Ainda, o número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro não 

foi alterado para o citral na concentração de 10 mg L-1, o que indicou nenhuma alteração na 

atividade locomotora e a ausência de efeito sedativo. Além disso, houve um aumento no número 

de cruzamentos para o geraniol na concentração de 10 mg L-1, o que indicou uma tendência dos 

peixes em explorar um novo ambiente (p < 0,05) (Figura 2.10f).  Desta forma, como o citral e 

o geraniol são os componentes majoritários presentes no óleo essencial de C. citratus, o seu 

efeito ansiolítico pode ser justificado, em parte, à presença destes compostos.  

O efeito ansiolítico da mistura entre citral e geraniol nas menores concentrações 

avaliadas também foi investigada neste estudo (Figura 2.11). Quando as concentrações 

ineficientes de citral (1 mg L-1) e geraniol (1 mg L-1) foram administradas juntas, foi observado 

um aumento no tempo de permanência no lado claro do aquário para o grupo de animais 

expostos a esta mistura, quando comparado com o grupo controle (p < 0,001), o que indicou 

um efeito ansiolítico (Figura 2.11a). Além disso, não houve diferença estatística para o tempo 

de latência para explorar o lado escuro do aquário e no número de cruzamentos entre os 

compartimentos quando comparado com o grupo controle, o que indicou que esta mistura não 

alterou a atividade locomotora dos animais e que não houve efeito sedativo para este grupo 

(Figura 2.11b e 2.11c). Os resultados aqui obtidos corroboraram com alguns estudos da 

literatura que mostraram a existência de sinergismo em relação ao efeito ansiolítico entre 

compostos presentes nos óleos essenciais de plantas medicinais [274]. Ainda, estes dados 

também ajudaram a comprovar o efeito sinérgico dos constituintes químicos e a justificar o 

efeito ansiolítico do óleo essencial e do extrato hidroalcoólico.  

Contudo, os resultados obtidos contrastam com os reportados por Vale e colaboradores 

[88], em que foi verificado que o citral exibiu efeito sedativo e não reduziu os níveis de 

ansiedade em ratos. As diferenças observadas podem ser atribuídas aos diferentes modelos 

animais empregados nos estudos, os quais exibem níveis de ansiedade diferenciados [240]. 
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Figura 2.10 – Efeitos do (a, b, c) citral e do (d, e, f) geraniol e no comportamento do peixe-zebra no teste 

claro/escuro (n=14 animais/grupo) no tempo de permanência no lado claro do aquário, tempo de latência para 

explorar o lado escuro e o número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; 

***<0,001 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 
Fonte: A autora. 
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Figura 2.11 – Efeitos da (a, b, c) mistura citral e geraniol (1 mg L-1) no comportamento do peixe-zebra no teste 

claro/escuro (n=14 animais/grupo) no tempo de permanência no lado claro do aquário, tempo de latência para 

explorar o lado escuro e o número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. ** < 0,01; ***<0,001 

em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 
Fonte: A autora. 

 

Foi demonstrado por meio de modelos animais de ansiedade, que compostos de 

diferentes classes derivados de plantas medicinais exibem propriedades ansiolíticas. 

Recentemente, Medeiros e colaboradores [275] verificaram que o geraniol administrado por via 

intraperitoneal exibiu um efeito depressor no sistema nervoso central de ratos. Em outro 
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trabalho, foi verificado que a inalação de linalol causou um efeito ansiolítico em camundongos 

[276]. Portanto, é possível que alguns componentes lipofílicos voláteis (não polares) 

produzidos por plantas podem atravessar a barreira hematoencefálica e também modular as vias 

de sinalização envolvidas na ansiedade e depressão [200]. Entretanto, quando ratos foram 

tratados com citral, foi observado efeito sedativo, mas nenhuma redução nos níveis de 

ansiedade foi verificada [88].  

Desta forma, as diferenças entre os resultados aqui obtidos e os estudos da literatura, 

podem ser devidas aos modelos animais empregados, às doses avaliadas e à via de 

administração da amostra. Na maioria das pesquisas com peixe-zebra, a administração de 

compostos ou medicamentos é feita por meio da imersão dos animais nas soluções. Este método 

tem algumas vantagens quando comparado à injeção, utilizada nos roedores. O estresse causado 

aos peixes quando tratados por imersão é consideravelmente menor do que no caso dos roedores 

tratados por injeção. Com isto, eventuais alterações nos dados comportamentais poderiam ser 

minimizadas [277]. Além disso, a resposta ao estresse do peixe-zebra é semelhante à dos seres 

humanos, que usam o cortisol como principal hormônio do estresse, diferentemente dos 

roedores que usam a corticosterona [240,278]. 

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o peixe-zebra pode ser utilizado 

como um modelo animal alternativo para avaliar as propriedades ansiolíticas de amostras de C. 

citratus e compostos relacionados. Além disso, estes animais apresentam algumas importantes 

vantagens quando comparados aos animais tradicionalmente empregados em pesquisas 

farmacológicas [279]. Por exemplo, os custos de aquisição e manutenção são mais baixos 

quando comparados aos utilizados para roedores [218,261]. Outras vantagens são a facilidade 

de administração de medicamentos em peixes (imersão), o que elimina o estresse da injeção. 

Além disso, esses animais podem ser usados para a triagem inicial de produtos naturais, visto 

que este modelo pode levar a uma obtenção mais rápida de resultados em comparação com os 

roedores. As quantidades de amostras necessárias para os testes com o peixe-zebra são 

inferiores às utilizadas para os roedores [232].  

  

2.4.2 Investigação do envolvimento dos receptores GABAA no efeito ansiolítico de 

Cymbopogon citratus, citral e geraniol 

 

O GABAA é o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso central e está 

envolvido em vários processos neurofisiológicos [280,281]. Seus receptores são canais de 

cloreto heterogêneos dependentes de GABA que possuem locais de ligação para compostos que 
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modificam alostericamente o canal, como os benzodiazepínicos [210]. Além disso, a afinidade 

dos benzodiazepínicos pelos receptores GABAA é determinada pela natureza das subunidades 

 e , sendo que possuem diferentes estruturas de subunidades em diferentes regiões do cérebro, 

portanto, sua sensibilidade aos moduladores alostéricos pode variar [281]. Devido à 

heterogeneidade estrutural dos receptores GABAA, vários compostos naturais têm propriedades 

moduladoras destes receptores [208]. 

Desta forma, com a finalidade de avaliar o possível mecanismo envolvido no efeito 

ansiolítico observado, os animais foram previamente expostos ao flumazenil (FMZ) antes de 

serem transferidos para as amostras de C. citratus. O flumazenil (Figura 2.12) é um antagonista 

específico do receptor GABAA que pode rapidamente reverter os efeitos ansiolítico, sedativo e 

hipnótico dos benzodiazepínicos, como por exemplo o clonazepam [165]. Como verificado na 

Figura 2.13, a prévia exposição a este fármaco reverteu o efeito ansiolítico do clonazepam 

quando comparado com o grupo que recebeu apenas esta droga, devido à redução no tempo de 

permanência dos animais no lado claro do aquário (p < 0,05). Além disso, o tempo de latência 

e o número de cruzamentos entre os compartimentos não foi alterado para este grupo, o que 

validou o experimento utilizado neste estudo (Figura 2.13). 

 

Figura 2.12 – Estrutura química do flumazenil. 

 
Fonte: A autora.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



98 

 

Figura 2.13 – Efeitos da exposição do flumazenil 1,25 mg L-1 (FMZ) prévia ao (a, b, c) óleo essencial e ao (d, e, 

f) extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (N=14 

animais/grupo) no tempo de permanência no lado claro do aquário, tempo de latência para explorar o lado escuro 

e o número de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relação ao 

grupo controle (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 
Fonte: A autora. 

 

Neste sentido, as concentrações dos compostos e das amostras de C. citratus 

selecionadas para este estudo foram aquelas mais efetivas observadas no teste claro/escuro 

(Figuras 2.9 e 2.10), exceto para o extrato hidroalcoólico a fim de descartar algum efeito 

sedativo ou alteração na atividade locomotora dos animais. Como pode ser verificado nas 

Figuras 2.13 e 2.14, o efeito ansiolítico do óleo essencial e do extrato hidroalcoólico de C. 
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citratus, assim como para o citral e geraniol foi antagonizado com a coadministração do 

flumazenil. Além disso, também foi verificado que a prévia exposição ao flumazenil 

antagonizou o efeito ansiolítico observado para a mistura entre o citral e geraniol (Figura 2.15).  

 

Figura 2.14 – Efeitos da exposição do flumazenil 1,25 mg L-1 (FMZ) prévia ao (a, b, c) citral e ao (d, e, f) geraniol 

no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (N=14 animais/grupo) no tempo de permanência no lado 

claro do aquário, tempo de latência para explorar o lado escuro e o número de cruzamentos entre os 

compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste 

seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 

Fonte: A autora. 
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Figura 2.15 – Efeitos da exposição do flumazenil 1,25 mg L-1 (FMZ) prévia a (a, b, c) mistura entre citral e geraniol 

(1 mg L-1) no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (N=14 animais/grupo) no tempo de permanência 

no lado claro do aquário, tempo de latência para explorar o lado escuro e o número de cruzamentos entre os 

compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relação ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste 

seguido pelo post hoc teste de Dunn). 

 

Fonte: A autora. 
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Essas observações podem ser explicadas pela redução do tempo gasto no 

compartimento claro do aquário pelos grupos de animais expostos ao flumazenil antes de serem 

tratados com as amostras, quando comparados aos grupos tratados com apenas as amostras 

avaliadas. Contudo, não houve alterações no tempo de latência e no número de cruzamentos 

entre os compartimentos claro e escuro. Este resultado sugere um possível envolvimento do 

receptor GABAA no efeito ansiolítico observado. O flumazenil é um antagonista competitivo 

que inibe os efeitos farmacológicos dos benzodiazepínicos e não benzodiazepínicos no SNC, 

pois interage com maior afinidade com o local receptor de benzodiazepina no complexo 

receptor GABA-benzodiazepínico. Como resultado, esta droga desloca a ligação da 

benzodiazepina ao receptor e reverte seus efeitos farmacológicos [182].  

Os resultados aqui obtidos estão de acordo com aqueles observados no estudo 

realizado por Costa e colaboradores [79], em que foi verificado que a coadministração do 

flumazenil antagonizou o efeito ansiolítico do óleo essencial de C. citratus em ratos. Estudos 

revelaram que os óleos essenciais são uma fonte de moduladores do sistema gabaérgico e de 

canais de íons cloro [187,282,283]. Além disso, estudos da literatura também demonstraram 

que o prévio tratamento com flumazenil reverteu o efeito ansiolítico de extratos de plantas 

constituídos por polifenóis [185]. Alguns trabalhos sugerem que os grupos elétron-retiradores 

e os anéis aromáticos dos polifenóis estão envolvidos na maior afinidade destes compostos 

pelos receptores benzodiazepínicos [186,284]. 

Os resultados obtidos para o citral e o geraniol corroboraram estudos da literatura, os 

quais mostraram que os terpenos exercem seu efeito ansiolítico via sistema gabaérgico [285]. 

Desta forma, compostos que possuem estruturas químicas similares podem apresentar 

interações similares com os receptores cerebrais. No estudo realizado por Kessler e 

colaboradores [286] foi avaliado o efeito na modulação dos receptores GABA de terpenos com 

estruturas químicas semelhantes. Os autores observaram uma modulação positiva quando estes 

compostos apresentavam um grupo hidroxila (OH), comparado com aqueles em que este grupo 

estava ausente. Tais observações podem explicar os resultados obtidos neste trabalho, em que 

a prévia exposição ao flumazenil reverteu a ansiólise observada para o citral e o geraniol. Hall 

e colaboradores [285] observaram que os terpenos com o grupo OH foram mais efetivos na 

modulação dos receptores GABA comparados com as cetonas, então sugeriram uma interação 

polar entre o terpeno e o receptor [285] 

Os resultados obtidos neste estudo reforçam o uso da C. citratus no tratamento dos 

transtornos de ansiedade na medicina popular na forma de chá e na aromaterapia, além de 
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também mostrar o emprego do peixe-zebra como modelo animal na avaliação das propriedades 

ansiolíticas de extratos e compostos relacionadas a esta planta. 

 

2.4.3 Avaliação da atividade anticonvulsivante de Cymbopogon citratus, citral e geraniol em 

peixe-zebra 

 

A atividade anticonvulsivante do óleo essencial e do extrato hidroalcoólico de C. 

citratus, e dos padrões citral e/ou geraniol foi investigada por meio de convulsões induzidas 

por PTZ em peixe-zebra como modelo animal de epilepsia. O PTZ, é um antagonista do 

receptor GABAA amplamente empregado no screening de drogas antiepilépticas de origem 

natural. Seu efeito convulsivo é exercido pela inibição da atividade dos receptores GABAA. O 

PTZ bloqueia o influxo de Cl- mediado por GABA no SNC, por meio de uma interação 

alostérica no canal de Cl- levando à indução de convulsões em animais [287,288].  

Estudos da literatura demonstraram que uma única exposição ao PTZ é capaz de causar 

comportamentos semelhantes aos de convulsão em peixe-zebra [237,255]. Desta forma, quando 

os peixes foram imersos na solução de PTZ 7,5 mmol L-1 por 20 minutos, foi possível observar 

vários estágios de convulsões (estágios 1 – 5) (Tabela 2.1). Inicialmente, foi observado um 

aumento pronunciado na atividade de natação, seguido por movimentos tipo clônico (nado saca-

rolhas e imobilidade) e perda de postura, os quais são comportamentos semelhantes às crises 

clônicas e tônicas [255,257,258]. 

Neste estudo, o tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4), induzida por 

PTZ foi analisada para os grupos de peixes previamente tratados com o óleo essencial e extrato 

hidroalcoólico de C. citratus, citral e/ou geraniol. As Figuras 2.16 e 2.17 demonstraram que os 

grupos de peixes previamente tratados com o óleo essencial (OE) (20 mg L-1) (p < 0,001), 

extrato hidroalcoólico (E1) (3 g L-1) (p < 0,001), e com os padrões citral (20 mg L-1) (p < 0,010) 

e geraniol (20 mg L-1) (p < 0,001), por 10 minutos prolongaram o tempo para a primeira 

convulsão (estágio 4), quando comparado com o grupo controle ou veículo. Além disso, o grupo 

de animais previamente tratado com a mistura de citral (5 mg L-1) e geraniol (5 mg L-1) (CIT + 

GER) apresentou um aumento no tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4) 

quando comparado com o grupo veículo (p < 0,010) (Figura 2.17).  
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Figura 2.16 – Tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4) induzida por PTZ 7,5 mmol L-1 para os 

grupos de peixes previamente expostos ao (a) óleo essencial (OE) (5, 10 e 20 mg L-1), (b) extrato hidroalcoólico 

(E1) (1, 2 e 3 g L-1) e para o controle positivo clonazepam (CLZ) 0,75 mg L-1 e o efeito do pré-tratamento com 

flumazenil (FMZ). Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão dos experimentos (N = 12 animais 

por grupo). **p < 0.01 ou *** p < 0.001 vs veículo ou grupo controle. (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc 

teste de Dunn). 

 
Fonte: A autora. 

 

Neste estudo, o clonazepam 0,75 mg L-1 foi utilizado como controle positivo, e como 

esperado o tempo de latência para a primeira convulsão foi significativamente prolongado em 

comparação com o grupo controle (p < 0,001). Além disso, o pré-tratamento dos animais com 

o veículo (1 mL de Tween80 0,5% (v/v) em água declorinada), não apresentou efeitos 

significativos no tempo de latência para a primeira convulsão quando comparado com o grupo 

que foi exposto apenas na água declorinada.  
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Figura 2.17– Tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4) induzida por PTZ 7,5 mmol L-1 para os 

grupos de peixes previamente expostos ao (a) citral (5, 10 e 20 mg L-1), (b) geraniol (5, 10 e 20 mg L-1) e (c) CIT 

+ GER (5 mg L-1) e para o controle positivo clonazepam (CLZ) 0,75 mg L-1 e o efeito do pré-tratamento com 

flumazenil (FMZ). Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão dos experimentos (N = 12 animais 

por grupo). **p < 0.01 ou *** p < 0.001 vs veículo ou grupo controle. (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc 

teste de Dunn) 

 
Fonte: A autora. 

 

As Figuras 2.18, 2.19 e 2.20 representam a porcentagem de animais em função do 

tempo de exposição ao PTZ 7,5 mmol L-1, para a ocorrência dos estágios de convulsão (1 – 5) 
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para as concentrações das amostras estudadas que aumentaram o tempo de latência para a 

primeira convulsão. A Figura 2.18a demonstrou que 100% dos animais atingiram o estágio 4 

em 120 segundos após a exposição ao PTZ. Entretanto, as convulsões foram atenuadas quando 

os peixes foram previamente tratados com clonazepam 0,75 mg L-1 tal que as porcentagens de 

animais que atingiram os estágios 4 e 5 após 720 e 750 segundos foram de 100% e 42%, 

respectivamente (Figura 2.18c).  

Este comportamento foi semelhante para os grupos de peixes previamente tratados 

com o óleo essencial (20 mg L-1) (estágio 4: 720 segundos, 100%; estágio 5: 720 segundos, 

75%) (Figura 2.19a), extrato hidroalcoólico (3 g L-1) (estágio 4: 690 segundos, 92%; estágio 5: 

690 segundos, 75%) (Figura 2.19b), citral (20 mg L-1) (estágio 4: 480 segundos, 100%; estágio 

5: 720 segundos, 92%) (Figura 2.20a), geraniol (20 mg L-1) (estágio 4: 630 segundos, 92%; 

estágio 5: 750 segundos, 60%) (Figura 2.20b) e CIT + GER (5 mg L-1) (estágio 4: 630 segundos, 

100%; estágio 5: 660 segundos, 84%) (Figura 2.20c). Desta forma, foi possível observar que o 

estágio 5 (comportamento semelhante à convulsão tônica) não foi verificado em todos os 

animais pré-tratados com as amostras (Figuras 2.19 e 2.20). 
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Figura 2.18 – Porcentagem de animais que atingiram os estágios (1 – 5) em função do tempo. (a) PTZ 7,5 mmol 

L-1, (b) veículo e (c) clonazepam 0,75 mg L-1.  

 

Fonte: A autora. 
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Figura 2.19 – Porcentagem de animais que atingiram os estágios (1 – 5) em função do tempo previamente tratados 

com (a) óleo essencial (20 mg L-1) e (b) extrato hidroalcoólico 3 g L-1 e expostos ao PTZ 7,5 mmol L-1 durante 20 

minutos. 

 

Fonte: A autora. 
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Figura 2.20 – Porcentagem de animais que atingiram os estágios (1 – 5) em função do tempo previamente tratados 

com (a) citral (10 mg L-1), (b) geraniol (10 mg L-1), (c) citral + geraniol (5 mg L-1) e expostos ao PTZ 7,5 mmol 

L-1 durante 20 minutos. 

 
Fonte: A autora. 

 

Os resultados obtidos estão de acordo com a literatura, em que o óleo essencial de C. 

citratus obtido a partir das folhas secas exibiu efeito anticonvulsivante em convulsões induzidas 

por PTZ em camundongos [190,192]. Em nosso estudo anterior, foi demonstrado que o óleo 

essencial e o extrato hidroalcoólico de C. citratus eram constituídos por terpenos e polifenóis, 



109 

 

respectivamente [1]. Esses compostos e extratos brutos provenientes de plantas medicinais 

possuem efeito neuroprotetor e anticonvulsivante em modelos animais de epilepsia induzida 

por diferentes agentes [289]. Além disso, sabe-se que as plantas aromáticas produzem 

compostos bioativos que são capazes de atravessar a barreira hematoencefálica e modular as 

alterações neuronais envolvidas nas convulsões e, desta forma, atuar como agentes 

neuroprotetores [204]. 

As propriedades anticonvulsivantes do citral e geraniol, que são os principais terpenos 

presentes no óleo essencial de C. citratus, também foram investigadas [1]. Foi possível observar 

que os grupos de peixes previamente expostos a estes compostos exibiram um aumento na 

latência para a primeira convulsão (estágio 4) (Figura 2.17). Além disso, esses terpenos também 

reduziram a porcentagem de animais que atingiram o estágio 5 (Figura 2.20). Portanto, esses 

resultados podem explicar o efeito anticonvulsivante observado para o óleo essencial de C. 

citratus. 

Os resultados observados para o citral e o geraniol também justificam o efeito 

anticonvulsivante apresentado pelo extrato hidroalcoólico de C. citratus. Em nosso estudo 

anterior foi demonstrado que este extrato além de ser constituído por ácidos fenólicos como o 

ácido gálico, o ácido clorogênico e ácido rosmarínico, e por flavonoides como a quercetina, 

luteolina, apigenina e rutina, também era constituído por citral e geraniol [1]. Portanto, a 

presença de polifenóis, terpenos e o sinergismo entre estes compostos podem justificar os 

resultados comportamentais para o grupo de animais previamente tratados com o extrato 

hidroalcoólico. 

Foi observado que o tratamento com as concentrações mais baixas para o citral e o 

geraniol (5 mg L-1) avaliada neste estudo não prolongou o tempo de latência para a primeira 

convulsão (estágio 4). No entanto, quando o grupo de peixes foi previamente tratado com uma 

mistura composta por citral (5 mg L-1) e geraniol (5 mg L-1), foi observado um aumento no 

tempo de latência para a primeira convulsão para este grupo de peixes. Neste sentido, este 

resultado enfatiza a ideia de que a atividade anticonvulsivante do óleo essencial de C. citratus 

pode ser atribuída a um efeito sinérgico entre seus principais componentes voláteis. 

 

2.4.4 Investigação do envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante de 

Cymbopogon citratus, citral e geraniol 

 

O ácido gama aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório 

envolvido nos processos epiléticos [176]. Os receptores GABAA são os canais de proteínas 
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pentaméricas que possuem sítios para compostos que alteram alostericamente o canal de Cl- 

[290]. Além disso, os receptores GABAA são responsáveis pela transmissão sináptica inibitória 

do SNC de vertebrados [176]. 

Para investigar o envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante 

apresentado pelas amostras estudadas, os grupos de peixes foram primeiramente tratados com 

flumazenil antes de serem expostos ao óleo essencial, extrato hidroalcoólico, citral e/ou 

geraniol (Figuras 2.16 e 2.17). O flumazenil é um antagonista dos receptores GABAA e reverte 

o efeito anticonvulsivante dos benzodiazepínicos, como o clonazepam. Como esperado, o 

flumazenil 1,75 mg L-1 bloqueou o efeito anticonvulsivante do clonazepam 0,75 mg L-1, já que 

houve uma redução no tempo de latência para a primeira convulsão (estágio 4) (Figura 2.16). 

Os resultados apresentados nas Figuras 2.16 e 2.17 demonstraram que o pré-tratamento 

com o flumazenil 1,75 mg L-1 dos animais por 20 minutos, reduziu significativamente o tempo 

de latência para a primeira convulsão (estágio 4), exibida pelo óleo essencial (20 mg L-1), 

extrato hidroalcoólico (3 g L-1), citral (20 mg L-1), geraniol (20 mg L-1), e para a mistura citral 

e geraniol (5 mg L-1), em comparação com aqueles que não foram expostos ao flumazenil. Estes 

resultados sugeriram o envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante de 

todas as amostras estudadas. Além disso, estes resultados corroboram os obtidos para o efeito 

ansiolítico, em que foi verificado o envolvimento destes receptores na ansiólise causada pelas 

amostras. Os resultados observados também concordaram com Silva e colaboradores [192], em 

que o efeito anticonvulsivante do óleo essencial foi bloqueado pelo tratamento com flumazenil 

em camundongos.  

 

2.4.5 Parâmetros bioquímicos 

 

Evidências experimentais demonstraram claramente que um desequilíbrio no estado 

oxidativo do cérebro é um fator que contribui para a indução e propagação da epilepsia [291]. 

O cérebro é vulnerável ao estresse oxidativo devido ao seu alto consumo de oxigênio e alto teor 

de ácidos graxos poli-insaturados, que são suscetíveis à peroxidação lipídica [292]. A convulsão 

induzida por PTZ pode aumentar ainda mais o estresse oxidativo no cérebro, o que altera o 

metabolismo dos fosfolipídios da membrana e posterior liberação de radicais livres [293].  

O estresse oxidativo é o mecanismo mais proeminente no desenvolvimento e 

progressão da epilepsia e de outras doenças [294]. A atividade convulsiva durante a epilepsia 

diminui o mecanismo de defesa antioxidante no cérebro e aumenta a produção de radicais livres, 

o que induz pronunciadamente o desenvolvimento do estresse oxidativo [295]. Na literatura, é 
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controverso se o estresse oxidativo é uma causa ou consequência da epilepsia, entretanto há 

uma produção excessiva de EROs que contribui para os danos cerebrais [168,296]. Além disso, 

a superprodução destas espécies resulta na interrupção gradual da homeostase do Ca2+ 

intracelular, que modula a excitabilidade neuronal e a transmissão sináptica, o que torna os 

neurônios mais vulneráveis ao estresse e à consequente falha da energia e perda neuronal [296]. 

Na literatura, é comprovado o efeito neuroprotetor exercido por antioxidantes, devido 

a um aumento de atividade de enzimas antioxidantes endógenas, níveis aumentados de 

antioxidantes não-enzimáticos endógenos e marcadores de estresse oxidativo reduzidos em 

modelos de epilepsia [295]. As células possuem sistemas antioxidantes que as protegem contra 

o excesso de EROs no organismo, como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a 

glutationa (GSH) que sequestram os radicais livres [297]. Desta forma, a atividade da enzima 

CAT e os níveis de marcadores de estresse oxidativo (MDA, NO e GSH) foram avaliados nos 

homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados com o óleo essencial e o extrato 

hidroalcoólico de C. citratus, e com os compostos isolados citral e/ou geraniol, e posteriormente 

expostos à solução de PTZ. 

 

2.4.5.1 Quantificação de MDA nos homogenatos de cérebro 

 

Na literatura foi comprovado que as convulsões induzidas por PTZ ocasionaram um 

aumento na peroxidação lipídica no cérebro de animais utilizados como modelo de epilepsia 

[298]. O MDA é um dos produtos finais da oxidação dos ácidos graxos poli-insaturados e seus 

níveis são uma medida da peroxidação lipídica induzida por radicais livres em amostras de 

tecido [264]. Os resultados obtidos revelaram que houve um aumento nos níveis de MDA em 

homogenatos de cérebro do grupo que foi exposto apenas ao PTZ, o que demonstra que houve 

uma produção de radicais livres durante as convulsões induzidas por PTZ.  

No entanto, quando os animais foram previamente tratados com o óleo essencial e o 

extrato hidroalcoólico de C. citratus, citral e/ ou geraniol houve uma redução nos níveis de 

MDA quando comparado com o grupo apenas exposto ao veículo ou água declorinada (Figura 

2.21), o que sugeriu uma diminuição significativa na peroxidação lipídica dos animais. Estudos 

revelaram que a C. citratus é capaz de reduzir a peroxidação lipídica induzida por diferentes 

agentes, e essa propriedade está relacionada com a atividade antioxidante desta planta [1,62]. 

O efeito do óleo essencial e o extrato hidroalcoólico de C. citratus, citral e/ou, geraniol nos 

níveis de MDA em homogenatos de cérebros dos peixe-zebra é apresentado na Figura 2.21. Foi 

verificado que o tratamento com PTZ aumentou consideravelmente os níveis de MDA quando 
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comparado com o grupo controle (ou veículo) (p < 0,001). Por outro lado, o pré-tratamento com 

as amostras de C. citratus e os compostos relacionados atenuou significativamente o aumento 

dos níveis de MDA em comparação com o grupo PTZ (Figura 2.21).  

 

Figura 2.21 – Teor de malondialdeido (MDA) nos homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados 

com o óleo essencial (OE) (20 mg L-1) e extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L-1), citral (20 

mg L-1), geraniol (20 mg L-1), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L-1) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L-1 e para o 

controle clonazepam (CLZ) 0,75 mg L-1. *** p < 0,001 e ** p < 0,01 vs grupo controle. 

 
Fonte: A autora. 

 

O teor de MDA em homogenatos de tecidos de animais pode ser quantificado a partir 

da reação com o TBA, que leva à formação de um cromóforo de coloração rosa que absorve a 

540 nm. O MDA é um dos principais produtos de decomposição dos hidroperóxidos de ácidos 

graxos poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo [299,300]. A reação entre o TBA 

e o MDA está apresentada na Figura 2.22. 

 

Figura 2.22 – Reação entre o ácido tiobarbitúrico (TBA) e o malondialdeído (MDA). 

 

Fonte: A autora. 
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2.4.5.2 Níveis de GSH nos homogenatos de cérebro 

 

O GSH é um antioxidante endógeno não enzimático que reage com os radicais livres 

a fim de promover a sua estabilização. Na Figura 2.22 é demonstrado que os níveis de GSH nos 

homogenatos cerebrais foram significativamente inferiores para o grupo de animais exposto ao 

PTZ quando comparado com o grupo controle ou veículo (p < 0,01), o que sugere que houve 

um aumento na geração de radicais livres durante as convulsões induzidas por PTZ. A depleção 

desse composto durante episódios epilépticos pode aumentar o estresse oxidativo, o que 

aumenta os radicais livres [301]. Por outro lado, o nível de GSH foi restaurado para os grupos 

de peixes que foram previamente tratados com óleo essencial (20 mg L-1) e extrato 

hidroalcoólico (3 g L-1) de C. citratus, citral (20 mg L-1), geraniol (20 mg L-1) e a mistura citral 

e geraniol (5 mg L-1), em comparação com o grupo PTZ (Figura 2.23). Desta forma, pode-se 

inferir que o aumento nos níveis de GSH e a redução nos níveis de MDA para estes grupos seja 

devido às propriedades antioxidantes das amostras estudadas. 

 Pode-se destacar que, todas as amostras foram mais eficazes que o clonazepam na 

redução e elevação dos níveis de MDA e GSH, respectivamente (Figura 2.23). Estudos da 

literatura demonstraram que as drogas antiepilépticas possuem efeito antioxidante, porém nos 

processos metabólicos estas drogas podem produzir metabólitos reativos que podem aumentar 

a formação de EROs. Além disso, um tratamento de longo prazo com antiepiléticos pode elevar 

a produção de radicais livres nas células neuronais, o que aumenta os danos oxidativos [295]. 

Portanto, esses dados destacam a importância da descoberta e da investigação de novas 

moléculas terapêuticas na prevenção de convulsões e com baixos efeitos adversos.  
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Figura 2.23 – Teor de GSH nos homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados com o óleo essencial 

(OE) (20 mg L-1) e extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L-1), citral (20 mg L-1), geraniol (20 

mg L-1), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L-1) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L-1 e para o controle clonazepam 

0,75 mg L-1. ** p < 0,01 e * p < 0,05 vs grupo controle. 

 
Fonte: A autora. 

 

O método para a determinação de GSH no tecido é baseado na reação de GSH com 

DTNB (também conhecido como reagente de Ellman), que leva à formação de um cromóforo 

denominado ácido 2-nitro-5-mercapto-benzóico (TNB) de coloração amarela com absorção a 

412 nm (Figura 2.24) [265,302]. 

 

Figura 2.24 – Mecanismo de detecção da glutationa (GSH). 

 

Fonte: A autora. 

 

2.4.5.3 Atividade da enzima catalase (CAT) 

 

Em modelos de convulsão, enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) mostraram 

proteção em cérebros de animais contra os danos oxidativos [303]. Esta enzima catalisa a 
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degradação de H2O2 a água e oxigênio molecular [266]. Ao realizar esta decomposição, a CAT 

neutraliza a ação tóxica do H2O2 e equilibra a sua produção no organismo.  

Estudos demonstraram que a atividade desta enzima é depletada em tecidos cerebrais 

quando animais são expostos ao PTZ, mas que os antioxidantes podem atenuar esta redução 

[304]. A Figura 2.25 apresenta os resultados obtidos para a atividade da enzima CAT nos 

homogenatos de cérebro de peixe. Foi observado que a CAT foi significativamente reduzida no 

grupo PTZ em comparação com o grupo controle ou veículo (p < 0,01). Contudo, o tratamento 

prévio com o óleo essencial (20 mg L-1) e o extrato hidroalcoólico de C. citratus (3 g L-1), citral 

(20 mg L-1), geraniol (20 mg L-1) e a mistura citral e geraniol (5 mg L-1) restaurou a atividade 

desta enzima, o que sugere um efeito antioxidante destas amostras. 

 

Figura 2.25 – Atividade da enzima catalase (CAT) nos homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente 

tratados com o óleo essencial (OE) (20 mg L-1) e extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L-1), 

citral (20 mg L-1), geraniol (20 mg L-1), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L-1) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L-1 

e para o controle clonazepam 0,75 mg L-1. ** p < 0,01 e * p < 0,05 vs grupo controle. 

 
Fonte: A autora. 

 

2.4.5.4 Conteúdo de óxido nítrico nos homogenatos de cérebro 

 

O NO pode reagir com as EROs e gerar ERNs como o peroxinitrito, o qual tem uma 

alta afinidade aos grupamentos sulfidrila, e pode oxidar os lipídios insaturados e o DNA. A 

Figura 2.26 demonstra que a exposição ao PTZ aumentou significativamente os níveis de NO 

para os homogenatos de cérebro do grupo PTZ quando comparado com o grupo controle ou 

veículo (p < 0,001). Estudos revelaram que as convulsões induzidas por PTZ produzem 

alterações no metabolismo do NO, o que resulta na peroxidação lipídica e induz a atividade 

epilética [305,306]. Neste estudo, foi observado que o tratamento prévio com o óleo essencial 
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(20 mg L-1) e o extrato hidroalcoólico (3 g L-1) de C. citratus, citral (20 mg L-1), geraniol (20 

mg L-1) e a mistura citral e geraniol (5 mg L-1) atenuaram a formação de NO nos homogenatos 

de cérebro em relação ao grupo PTZ. 

 
Figura 2.26 – Conteúdo de NO nos homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados com o óleo 

essencial (OE) (20 mg L-1) e extrato hidroalcoólico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L-1), citral (20 mg L-1), 

geraniol (20 mg L-1), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L-1) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L-1 e para o controle 

clonazepam 0,75 mg L-1. *** P < 0,001 vs grupo controle. 

 
Fonte: A autora. 

 

Na Figura 2.27 estão apresentadas as reações para a detecção indireta de NO em 

amostras biológicas com o reagente de Griess. Este procedimento envolve a determinação 

espectrofotométrica de seus produtos de decomposição estáveis (NO3
- e NO2

-). Neste método o 

NO3
- é primeiramente reduzido a NO2

- o qual reage com a sulfanilamida em meio ácido. O diazo 

composto formado reage com N-(1-naftil)etilenodiamina, o que gera um composto de coloração 

vermelho intenso que absorve em 540 nm [267,307].  
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Figura 2.27 – Reação para detecção de NO. 

 

Fonte: A autora. 

 

2.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste trabalho, foi demonstrado que o óleo essencial e o extrato hidroalcoólico de C. 

citratus apresentaram efeito ansiolítico no teste claro/escuro e anticonvulsivante em convulsões 

induzidas por PTZ em peixe-zebra. Os principais constituintes do óleo essencial, citral e 

geraniol, também apresentaram efeitos nestes mesmos modelos. Além disso, quando estes 

terpenos foram misturados nas menores concentrações avaliadas em cada estudo, foi observado 

um efeito sinérgico tanto na propriedade ansiolítica quanto anticonvulsivante. 

O tratamento prévio dos peixes com o flumazenil durante 20 minutos de exposição 

bloqueou os efeitos ansiolítico e anticonvulsivante, o que sugeriu o envolvimento dos 

receptores GABAA no mecanismo de ação do óleo essencial e do extrato hidroalcoólico de C. 

citratus, assim como do citral e geraniol (e em associação). 

 Todas as amostras estudadas atenuaram a formação de MDA e NO, e restauraram os 

níveis de CAT e GSH nos homogenatos de cérebro dos peixes-zebra após a exposição ao 

convulsivante PTZ. Portanto, estes resultados sugeriram que os mecanismos antioxidantes estão 

envolvidos no efeito neuroprotetor destas amostras. Além disso, observou-se que as amostras 

de C. citratus foram mais eficientes que o clonazepam em restaurar os níveis dos parâmetros 

bioquímicos avaliados neste estudo. 

Os resultados obtidos indicaram que o peixe-zebra pode ser utilizado como um modelo 

animal alternativo na investigação das propriedades ansiolítica e anticonvulsivante de amostras 

de C. citratus e compostos relacionados. Além disso, os resultados estão de acordo com o uso 

etnofarmacológico desta planta medicinal para distúrbios relacionados ao sistema nervoso 
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central. No entanto, mais estudos são necessários para verificar o envolvimento de outros 

receptores nas atividades ansiolítica e anticonvulsivante demonstradas por estas amostras. 

Além disso, o extrato hidroalcoólico será posteriormente explorado para isolar os compostos 

ativos que podem ser os responsáveis pelos efeitos observados em peixe-zebra. 
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CAPÍTULO 3 – AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS 

DE Cannabis sativa E DE SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES POR MEIO DE 

MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS E ELETROQUÍMICOS 

  

3.1 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1.1 Espécies reativas de oxigênio e antioxidantes 

 

O oxigênio é primordial para a oxidação de compostos orgânicos e produção de 

energia nos seres vivos. A principal via de metabolismo no organismo envolve a redução do 

oxigênio a água. No entanto, uma parte do oxigênio é metabolizada e leva à geração de outras 

moléculas [308]. As espécies reativas de oxigênio (EROs) e as espécies reativas de nitrogênio 

(ERNs) são produzidas principalmente como resultado do metabolismo aeróbico e exercem um 

papel fundamental no organismo humano, como o fornecimento de energia, controle da pressão 

sanguínea, sinalização celular, desintoxicação e função imunológica, quando presentes em 

concentrações baixa e moderada [309]. 

No entanto, quando há uma produção excessiva de EROs em relação à capacidade de 

defesa antioxidante do organismo, manifesta-se o estresse oxidativo, o qual é caracterizado pelo 

rompimento dos processos normais de sinalização redox da célula, o que conduz a efeitos 

negativos como a homeostase e a morte celular (Figura 3.1) [308,310]. Este fenômeno contribui 

substancialmente para o desenvolvimento de várias condições e doenças, como a hipertensão, 

diabetes, distúrbios neurológicos, doenças pulmonares e câncer [309]. Contudo, os efeitos 

deletérios destas espécies podem ser combatidos pela ação dos antioxidantes enzimáticos e não-

enzimáticos presentes no organismo humano [311]. Foi reportado que o estresse oxidativo está 

correlacionado com mais de 100 doenças, seja como a origem ou como o resultado. O estresse 

oxidativo foi definido como “um distúrbio no equilíbrio entre pró-oxidante e antioxidante em 

favor das espécies oxidantes, levando a danos potenciais”. Portanto, este fenômeno se deve a 

uma maior produção de radicais livres e a uma atividade reduzida do sistema de defesa 

antioxidante protetor [312]. 
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Figura 3.1 - Representação de uma célula “normal” e célula atacada por espécies reativas de oxigênio. 

 
Fonte: Adaptado de [313]. 

  

Os radicais livres são espécies químicas altamente reativas, que podem apresentar um 

elétron desemparelhado no seu orbital mais externo, e possuem existência independente [314]. 

A maioria dos radicais possuem vida curta e, desta forma reagem rapidamente com outras 

moléculas [308]. As EROs podem ser classificadas como espécies radicalares, como por 

exemplo o radical óxido nítrico (NO•), ânion superóxido (O2
-•), hidroxila (HO•), peroxil (ROO•) 

e alcoxil (RO•) ou como espécies não-radicalares que incluem uma variedade de substâncias, 

como o ácido hipocloroso (HOCl), peróxido de hidrogênio (H2O2), peróxidos orgânicos 

(ROOH) e aldeídos (HCOR) [315]. 

- Radical superóxido (O2
-•): É gerado principalmente nas mitocôndrias, microssomas 

e peroxissomas, a partir da redução do O2. Este radical não apresenta alta reatividade, o que 

limita a sua difusão na membrana celular. É originado a partir de processos metabólicos ou após 

a “ativação” do oxigênio por irradiação física. Além disso, é considerado uma ERO primária 

que interage com outras moléculas para gerar EROs secundárias. Também está envolvido na 

produção de HO• na reação de Haber-Weiss. Contudo, este radical é importante para as células 

de defesa e na ausência do O2
-• o organismo fica desprotegido contra as infecções causadas por 

vírus, bactérias e fungos. Além disso, pode agir como antioxidante, pois pode reduzir as 

semiquinonas para que possam retornar às suas atividades metabólicas nas células [315]. 

- Peróxido de hidrogênio (H2O2): É extremamente deletério, devido a sua participação 

das reações que produzem o HO•, como por exemplo a reação de Fenton. Além disso, pode 

causar danos às células mesmo em concentrações relativamente baixas (10 µmol L-1) [310]. O 

H2O2 possui uma meia-vida longa, e, portanto, é capaz de atravessar as camadas lipídicas e 

reagir com metais de transição, e com a membrana dos eritrócitos [314].  

- Radical hidroxila (HO•): É o radical mais reativo presente nos sistemas biológicos, 

com meia-vida bastante curta, de aproximadamente 10-9 segundos, o que torna difícil o seu 

sequestro in vivo e lhe confere alta afinidade com outras moléculas [310]. O HO• é um poderoso 
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agente oxidante que pode reagir com moléculas orgânicas e inorgânicas das células, como os 

aminoácidos, proteínas, lipídios, DNA e ácido ribonucleico (RNA). Além disso, pode iniciar a 

oxidação dos ácidos graxos poliinsaturados das membranas celulares e inativar enzimas ao 

oxidar os grupos sulfidrilas (SH) a pontes dissulfeto (SS) [314].   

O HO• pode ser gerado a partir da reação de Fenton, reação do H2O2 com o íon ferroso 

(Fe2+), ou pela reação de Haber-Weiss, pela interação do H2O2 com o O2
-• [310]. 

 

Reação de Fenton: H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + HO• + OH- 

Reação de Haber-Weiss: O2
-• + H2O2 → O2 + OH• + OH- 

 

- Ácido hipocloroso (HOCl): É uma das EROs mais fortes produzidas pela ativação 

dos neutrófilos e monócitos. É um forte oxidante com a habilidade de gerar EROs como o HO• 

e está envolvido em processos inflamatórios e infecciosos que pode causar danos aos tecidos 

[316,317]. A presença da enzima mieloperoxidase (MPO) leva à produção de HClO devido à 

interação entre H2O2 e cloretos [318], de acordo com a equação abaixo: 

 

H2O2 + Cl- → HClO + HO• 

  

- Óxido nítrico (NO): É uma ERN com meia-vida curta devido à sua rápida oxidação 

a nitrito e nitrato. É produzido pela oxidação de um dos átomos terminais de nitrogênio da L-

arginina. Nesta reação catalisada pela enzima óxido nítrico sintase a L-arginina é convertida a 

óxido nítrico e L-citrulina. O NO pode reagir com algumas EROs, como o H2O2 e HClO, para 

produzir moléculas como o N2O3, NO2 e NO3. Ainda, o NO pode reagir com o O2
-• e produzir 

peroxinitrito (ONOO-) [310]. 

 

NO + O2
-• 
→ ONOO- 

 

A forma protonada do peroxinitrito (ONOOH) é um poderoso agente oxidante que 

pode causar a depleção de grupos SH e a oxidação de moléculas de forma semelhante ao HO•. 

Além disso, causa danos ao DNA, oxidação de proteínas e a nitração de resíduos de 

aminoácidos em proteínas [310].  

A produção contínua de EROs no organismo pode resultar em danos oxidativos aos 

componentes celulares e em alterações das suas funções [315]. Dentre os alvos biológicos mais 

susceptíveis, pode-se destacar a membrana lipídica, as proteínas e o DNA [310]. As membranas 

MPO 
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celulares são altamente vulneráveis à oxidação, devido às altas concentrações de ácidos graxos 

[311]. As proteínas presentes nas membranas também são alvos para as EROs, principalmente 

aquelas que contém grupos sulfidrila (SH), os quais são oxidados após a interação com o H2O2, 

levando a perda da atividade enzimática e alteração nas funções celulares [315]. Além disso, 

também pode ocasionar modificações permanentes na estrutura do DNA, acarretar na 

mutagênese, carcinogênese e envelhecimento [311].  

Antioxidantes são compostos que, quando presentes em baixa concentração quando 

comparada à do substrato oxidável, regenera o substrato ou previne a oxidação do mesmo [308]. 

Estes compostos podem retardar ou inibir a oxidação de lipídeos e outras moléculas, a fim de 

evitar a propagação de reações de oxidação em cadeia [310]. Desta forma, compostos com 

propriedades antioxidantes apresentam diversas propriedades terapêuticas, já que podem 

neutralizar EROs e radicais livres produzidos pelo organismo [319]. A função dos antioxidantes 

implica na redução do estresse oxidativo, de mutações do DNA e dos danos celulares [312].  

O excesso de radicais livres pode ser combatido pelos antioxidantes já presentes no 

organismo, como os enzimáticos catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD), ou os não-

enzimáticos como a glutationa reduzida (GSH). Além destes antioxidantes, o organismo 

também utiliza aqueles obtidos da dieta, como as vitaminas A e C e os polifenóis [320]. Estudos 

sugerem que um alto consumo de alimentos ricos em compostos com propriedades 

antioxidantes pode levar a um aumento na atividade antioxidante do plasma e reduzir o risco 

de desenvolvimento de algumas doenças, as quais são consequências dos danos causados pelo 

excesso de EROs no organismo [310]. Assim, os antioxidantes podem contribuir 

significativamente no sentido de reduzir a incidência de doenças que estão relacionadas às 

reações oxidativas, tais como as doenças cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes, 

hipertensão e câncer. Os antioxidantes exógenos podem melhorar a capacidade do organismo 

para conter o estresse oxidativo, que não pôde ser corrigido pela intervenção das defesas 

antioxidantes endógenas [319].  

Os antioxidantes são compostos que podem retardar ou inibir a oxidação de lipídios 

ou outras moléculas, de forma a evitar o início ou propagação das reações em cadeia de 

oxidação [37]. Além disso, os antioxidantes quelantes podem complexar os íons metálicos 

como o cobre e ferro, visto que estes catalisam a oxidação lipídica. Os pares de elétrons 

presentes nas suas estruturas químicas podem promover esta complexação [308]. O 

desempenho dos antioxidantes in vivo depende de alguns fatores como o tipo de radicais livres 

formados e a dose ideal para se obter a proteção, pois é possível que um antioxidante atue como 
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protetor em um sistema, porém não seja eficaz na proteção ou mesmo aumente as lesões 

induzidas em outros sistemas e tecidos [311]. 

As plantas medicinais são conhecidas por apresentarem uma variedade de compostos 

bioativos com ação antioxidante. Neste sentido, estudos relacionados a estes compostos e outros 

compostos naturais tornam-se interessantes dada a crescente relevância do tema.   

 

3.1.2 Cannabis sativa L. 

 

A Cannabis sativa L. (C. sativa) (Figura 3.2) é uma planta herbácea, popularmente 

conhecida como maconha e pertence à família Cannabaceae. É cultivada principalmente na 

Ásia Central (Índia e China) e é classificada como ilegal em diversos países [321]. O uso 

medicinal desta planta é reportado a cerca de 5.000 anos atrás, em que era prescrita para fadiga, 

reumatismo e tratamento da malária [322]. Além disso, os médicos chineses utilizavam as 

sementes no tratamento de doenças inflamatórias devido à presença de óleos vegetais e 

proteínas [323]. O caule da planta contém fibras que são conhecidas como cânhamo, que são 

importantes industrialmente na produção de tecido e papel [324,325]. Entretanto, apesar de 

apresentar várias propriedades terapêuticas já comprovadas cientificamente e possuir amplo 

uso pelas indústrias, a C. sativa é historicamente a droga ilícita mais consumida no mundo 

[323]. 

 

Figura 3.2 – Cannabis sativa L. 

 

Fonte: [326]. 

 

A C. sativa tem sido utilizada ao longo dos séculos como fonte de fibras e óleo, e 

também para fins recreativos, religiosos e terapêuticos [323]. Embora  a utilização desta planta 
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seja proibida em muitos países devido às suas propriedades psicoativas, ela tem atraído a 

atenção de pesquisadores de diversas áreas, devido às suas interessantes propriedades 

farmacológicas e por exercer efeitos fisiológicos e comportamentais nos seres humanos 

[325,327].  

É uma herbácea anual dióica (flores macho e fêmea presentes em plantas separadas) 

e, em casos raros, pode ser monóica (flores de ambos os sexos estão em uma única planta), com 

caules eretos que podem atingir até 5 metros [328]. Alguns estudos relataram que as plantas do 

gênero Cannabis eram classificadas como C. sativa independente da sua origem [323].  

Contudo, recentemente foi indicado que a Cannabis indica, Cannabis ruderalis e a Cannabis 

afghanica podem ser classificadas como subespécies da C. sativa, pois apresentam 

características distintas, como coloração, tamanho, número de inflorescências, teor de 

tetrahidrocanabinol (THC) e outros canabinóides [328]. 

As flores masculinas (Figura 3.3a) não apresentam pétalas, panículas axilares ou 

terminais, e possuem cinco tépalas amarelas e cinco anteras. Entretanto, as flores femininas 

(Figura 3.3b) germinam nas axilas e terminalmente com um único perianto ovulado 

estreitamente aderente [328]. Além disso, a C. sativa é rica em tricomas, as quais são 

protuberâncias glandulares epidérmicas que cobrem as folhas, brácteas e caules da planta 

[323,328]. O grau de ramificação e a altura da planta depende de fatores hereditários, 

ambientais e da forma de cultivo [323].  

 

Figura 3.3 – Flores de Cannabis sativa L. (a) masculina e (b) feminina. 

 

Fonte: [323]. 

 

É bem conhecido que o uso recreativo da C. sativa se deve principalmente ao seu efeito 

euforizante e relaxante que pode levar a dependência [321]. Entretanto, estudos da literatura 
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comprovaram que esta planta é eficaz no tratamento de doenças em humanos, devido à 

complexidade dos constituintes químicos presentes [329,330].  

Foi demonstrado que a C. sativa pode ser eficiente no tratamento de alguns tipos de 

cânceres, como o de mama, cervical, cólon e gástrico [331]. Além disso, também proporciona 

o alívio de uma série de sintomas relacionadas a esta doença, como dor, náusea, depressão e a 

perda de apetite [331,332]. Esta planta também se mostrou promissora no tratamento de 

desordens gastrointestinais, diabetes, distúrbios do sono, doenças neurodegenerativas, como as 

doenças de Alzheimer e Parkinson, depressão, ansiedade, esclerose-múltipla e diabetes 

[174,323,333,334]. Os extratos e o óleo essencial da C. sativa também possuem propriedades 

analgésica, anti-inflamatória [335], antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas, antiviral e antioxidante em estudos in vitro e in vivo [336–339].   

Estudos clínicos e pré-clínicos comprovaram que a C. sativa pode exercer tanto efeitos 

ansiolítico quanto ansiogênico, o que depende da concentração dos canabinóides presentes em 

seus extratos brutos [340]. Foi relatado que a planta constituída principalmente por THC como 

composto majoritário pode atuar como ansiogênica, e ser ineficaz no tratamento dos transtornos 

de ansiedade. Entretanto, em baixas doses, foi observado que o THC pode exercer efeito 

ansiolítico. Além disso, estudos comprovaram o efeito ansiolítico exercido pelo canabidiol 

(CBD) tanto em diferentes modelos animais quanto em seres humanos [341].  

A C. sativa também se mostrou ser eficaz no tratamento de transtornos epiléticos 

[327,342,343]. Por exemplo, Williams e Stephens [327] demonstraram que o CBD reduziu o 

número de convulsões, assim como a sua intensidade induzidas por diferentes agentes 

convulsivantes (PTZ, pilocarpina e penicilina), em um modelo in vivo de crise generalizada 

[343,344]. Em outro estudo, o CBD administrado por via intraperitoneal, apresentou efeito 

anticonvulsivante em modelos de crise máxima induzida por eletrochoque em ratos e 

camundongos [344].  

Recentemente, devido à crise sanitária mundial causada pela doença do novo 

coronavírus 2019 (COVID-19), evidências científicas demonstraram que a C. sativa, assim 

como os canabinóides, podem ser eficazes no tratamento desta doença. Em um estudo 

preliminar realizado por Wang e colaboradores [345], foi observado que os extratos com 

elevado teor de CBD regularam negativamente os níveis de ECAII (enzima conversora de 

angiotensina 2) e TMPRSS2 (serina protease transmembranar 2), as quais são importantes vias 

de infecção do coronavírus. Em um modelo animal, foi observado que canabinóides 

apresentaram potencial para serem empregados no tratamento de infecções virais das vias 

aéreas [346]. 
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Atualmente, estão disponíveis medicamentos orais à base de canabinóides, aprovados 

em alguns países europeus para o tratamento de algumas patologias [347]. O Epidiolex® é um 

óleo predominantemente constituído por CBD, que pode ser utilizado no tratamento da 

epilepsia refratária em crianças (síndrome de Dravet e síndrome de Lennox-Gastaut) [327,348]. 

Outro exemplo é o medicamento Sativex® constituído por uma mistura (1:1) de THC e CBD 

que pode ser utilizado para aliviar a rigidez muscular e a dor neuropática na esclerose múltipla. 

Também há outros análogos sintéticos do THC como o dronabinol (Marinol®) e nabilona 

(Cesamet®) para o controle de náuseas e vômitos em pacientes oncológicos que não respondem 

aos antieméticos convencionais [348,349].  

Portanto, as interessantes propriedades farmacológicas apresentadas por esta planta 

estão relacionadas à presença de compostos psicoativos e fisiologicamente ativos na sua 

composição química, principalmente os canabinóides que estão presentes exclusivamente nas 

espécies de Cannabis [350–352]. 

 

3.1.3 Composição química da Cannabis sativa L. 

 

A composição química da C. sativa é bastante complexa e 538 compostos bioativos já 

foram identificados na planta [323,352]. Embora os canabinóides sejam os constituintes 

químicos mais abundantes presentes nas espécies de Cannabis, outros compostos pertencentes 

à diferentes classes, como os terpenóides, compostos fenólicos, flavonoides, açúcares, 

alcaloides, esteroides e compostos nitrogenados, estão presentes [321,348,351,352].  

Na literatura é relatado que 200 terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos) foram 

identificados nas flores e folhas da C. sativa [353]. Na Figura 3.4, estão apresentadas as 

estruturas químicas dos principais terpenos identificados na planta. O limoneno, o mirceno e o 

pineno são os mais abundantes e representam aproximadamente 10% do conteúdo dos tricomas 

[323,339]. Estes compostos desempenham várias funções importantes, como a defesa contra 

herbívoros e patógenos, além de serem os responsáveis pelo aroma característico da planta 

[354]. Além disso, possuem interessantes propriedades farmacológicas, como anti-inflamatória, 

antioxidante, antimicrobiana, anticonvulsivante e ansiolítica [355].  
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Figura 3.4 – Estrutura química dos principais terpenos identificados na Cannabis sativa L. 

 

Fonte: A autora.  

 

Estudos reportaram a presença de 26 flavonoides na C. sativa, como a apigenina, 

vitexina, isovitexina, luteolina, quercetina e kaempferol [352]. Além disso, podem ser 

destacados os flavonoides agliconas, como a cannaflavin-A (geranilflavona), cannaflavin-B 

(prenil flavona) e cannaflavin-C [350,356], presentes exclusivamente nas espécies de Cannabis 

(Figura 3.5). Estudos pré-clínicos comprovaram a atividade anti-inflamatória, antioxidante e 

anticâncer destes compostos, e também a eficácia no tratamento de doenças neurodegenerativas 

e infecciosas [350].  

Os flavonoides estão presentes nas folhas, raízes, inflorescências e no caule [357], 

porém a sua distribuição pode variar com a parte da planta [358]. Por exemplo, a quercetina 

está presente em maiores concentrações nas flores das espécies masculina, enquanto o 

kaempferol pode ser detectado nas folhas das espécies femininas de C. sativa [352].  
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Figura 3.5 – Estrutura química dos flavonoides agliconas presentes nas espécies de Cannabis L. 

 

Fonte: A autora. 

 

Além dos flavonoides, também é reportada a presença de ácidos fenólicos na C. sativa 

[359]. No estudo realizado por Izzo e colaboradores [359], foram identificados alguns ácidos 

hidroxicinâmicos no extrato metanólico, como os ácidos clorogênico, cafeico, ferúlico e p-

cumárico. As estruturas químicas dos principais ácidos fenólicos identificados na planta estão 

apresentadas na Figura 3.6. 

 

Figura 3.6 – Estrutura química dos principais ácidos derivados do ácido hidroxicinâmico na Cannabis sativa L. 

 

Fonte: A autora.  
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Além dos canabinóides e dos compostos fenólicos, estilbenóides, vitaminas, proteínas, 

carboidratos, esteróides, enzimas, glicoproteínas, hidrocarbonetos e compostos nitrogenados 

também foram identificados na  C. sativa [323,360]. 

 

3.1.4 Canabinóides 

 

Os canabinóides estão presentes principalmente na resina secretada pelos tricomas 

glandulares das espécies femininas de Cannabis. Não obstante, as folhas das espécies 

masculinas possuem um número reduzido destas estruturas e, portanto, produzem pequenas 

quantidades destas moléculas [323]. Os efeitos biológicos destas moléculas nos seres humanos 

estão associados às diferentes interações destes compostos com o sistema canabinóide. A 

variação do grupo n-pentil nestas moléculas pode ocasionar grandes variações na afinidade e 

seletividade para os receptores canabinóides, assim como no seu potencial farmacológico [361]. 

Desta forma, estes compostos são os principais responsáveis pelas diversas propriedades 

farmacológicas e psicoativas exibidas pelas espécies de Cannabis [360,362] 

Os canabinóides são classificados como neutros (sem grupo carboxila) e ácidos (com 

grupo carboxila), e 120 compostos originários desta classe já foram identificados nas espécies 

de Cannabis [353,360]. Porém, na C. sativa, os principais canabinóides são derivados de 

tetrahidrocanabinóis (THCs), canabidióis (CBDs), canabinóis (CBNs), canabigeróis (CBGs), 

canabicromenos (CBCs) e canabinodióis (CBNDs) [323,361] (Figura 3.7). De maneira geral, 

estes compostos possuem 21 átomos de carbono, contudo podem haver algumas variações na 

cadeia lateral ligada ao anel aromático [361].  Na Figura 3.8 estão apresentadas as estruturas 

químicas dos principais canabinóides identificados na C. sativa: tetrahidrocanabinol (THC), 

tetrahidrocanabivarina (THCV), ácido tetrahidrocanabinólico (THCA), canabidiol (CBD), 

canabidivarina (CBDV), ácido canabidiólico (CBDA), canabigerol (CBG), canabinol (CBN) e 

canabicromeno (CBC).  
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Figura 3.7 – Estrutura química dos derivados canabinóides presentes na Cannabis sativa L. 

 

Fonte: Adaptado de [361].  

 

Figura 3.8 – Estrutura química dos principais canabinóides presentes na Cannabis sativa L. 

 
Fonte: A autora. 

 

O conteúdo de canabinóides na C. sativa é influenciado por condições ambientais e 

geográficas, como a umidade, temperatura, radiação, nutrientes presentes no solo e a presença 

de parasitas [363,364]. A temperatura tem um papel fundamental na produção de canabinóides 

na planta [365]. Além disso, foi reportado que uma exposição à alta radiação ultravioleta produz 
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quantidades significativamente maiores de THC nas plantas comparadas com aquelas que não 

foram submetidas à esta exposição [366].  

Os efeitos farmacológicos exercidos por plantas medicinais se devem também ao 

sinergismo ou interações entre os compostos bioativos e outros nutrientes presentes e não 

apenas à ação de um único composto [323,360]. Neste sentido, os efeitos terapêuticos em 

humanos da C. sativa também estão relacionados às interações entre os canabinóides e os 

demais fitoquímicos presentes na sua composição química [358]. Por exemplo, em um estudo 

realizado por Smith e colaboradores [367] foi demonstrado que os terpenos alteraram a 

farmacocinética do THC devido à um aumento na permeabilidade da barreira hematoencefálica. 

Em outro estudo, os terpenos modularam a afinidade do THC pelo receptor CB1, o que 

ocasionou um maior efeito analgésico e psicótico mediados por este canabinóides [368]. Outros 

compostos não-canabinóides podem reduzir os efeitos colaterais, como os sintomas de disforia, 

ansiedade, reações de pânico e paranoia, causados pelo THC. Por exemplo, foi observado que 

extratos brutos da C. sativa exibiram menos efeitos colaterais em estudos farmacológicos em 

animais quando comparados com o THC isolado [360,368].  

 

3.1.5 Tetrahidrocanabinol (THC) e canabidiol (CBD) 

 

O tetrahidrocanabinol (THC) (Figura 3.9a) é um composto cristalino, o de maior 

potencial psicoativo presente na C. sativa [323]. O THC interage com os receptores 

canabinóides (CB1 e CB2) no cérebro, os quais pertencem à família de receptores acoplados à 

proteína G, e produzem uma variedade de efeitos fisiológicos [348]. Já o canabidiol (CBD) 

(Figura 3.9b) não possui propriedades psicoativas, porém, exerce uma variedade de efeitos 

farmacológicos benéficos aos seres humanos [349]. Foi demonstrada a eficácia deste composto 

no tratamento de doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, cancerígenas e metabólicas, as 

quais são acompanhadas pelo estresse oxidativo e inflamação [348,369,370]. Ainda, este 

canabinóide se mostrou eficaz no tratamento de distúrbios neurológicos, como a depressão e 

distúrbios de ansiedade [371].  
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Figura 3.9 – Estrutura química do (a) tetrahidrocanabinol e (b) canabidiol.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: A autora. 

 

O CBD possui uma estrutura química semelhante ao THC (Figura 3.9), no entanto, 

ambos diferem quanto à conformação espacial, o que justifica as diferenças entre as 

propriedades farmacológicas apresentadas por estes canabinóides [372]. O THC possui uma 

estrutura relativamente plana, devido à presença de três anéis (fenol, pirano e ciclohexeno) em 

sua estrutura química, que lhe confere a característica de molécula rígida e permitir a sua ligação 

aos receptores CB1 e CB2 [349]. Já o CBD possui uma estrutura ligeiramente angular, a qual 

produz um impedimento estérico, e dificulta a capacidade deste composto em se ligar ao 

receptor CB1 [372]. Desta forma, como consequência desta diferença estrutural, o CBD exibe 

menos afinidade para este receptor, o que justifica o efeito psicoativo exercido pelo THC [372].   

O CBD contém um anel ciclohexeno (A), um anel fenólico (B), e uma cadeia lateral 

n-pentil em sua estrutura química (Figura 3.9). Pode-se observar que os dois anéis estão 

localizados em planos quase perpendiculares entre si [349]. A atividade química do CBD pode 

ser justificada principalmente devido à localização dos grupos hidroxila (OH) no anel fenólico 

nas posições C-1’ e C-5’(B), e devido ao grupo metil (CH3) na posição C-1 do anel ciclohexeno 

(A) e a cadeia pentil no C-3’do anel fenólico (B) [373]. Devido à presença dos grupos OH no 

C-1’e C-5’ (B), o CBD também pode se ligar a aminoácidos como a treonina, tirosina e 

glutamina por meio de ligações de hidrogênio [374,375]. 

Estudos da literatura já comprovaram que a proporção entre o CBD e o THC na C. 

sativa é importante para o tratamento de algumas doenças [376,377]. Desta forma, a partir da 

proporção entre estes canabinóides em uma determinada mistura, é possível obter as dosagens 

para pacientes específicos [376].  Foi comprovado que o CBD na presença do THC em 

concentrações nanomolares pode antagonizar o CB1, o que justifica as suas propriedades 

regulatórias nos efeitos adversos (euforia, náusea, diminuição da coordenação motora, 

taquicardia, e alteração do pensamento abstrato) causados pelo THC [377]. Por exemplo, foi 

(a) (b) 
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reportado que o CBD isolado não alterou a atividade locomotora, temperatura corporal ou a 

memória de camundongos. Contudo, altas doses deste composto podem potencializar as doses 

mais baixas do THC, devido a um aumento no nível de expressão do CB1 no hipocampo e 

hipotálamo. Ou seja, o CBD potencializa os efeitos farmacológicos do THC por meio de um 

mecanismo dependente do CB1 [378]. Outro estudo demonstrou que o CBD potencializou os 

efeitos antinociceptivos do THC, quando administrado em uma proporção de CBD:THC (10:1), 

mas nenhuma influência foi observada quando foi utilizada uma dose 10 vezes maior de THC 

[379]. Ainda, Klein e colaboradores [380] demonstraram que o CBD potencializou o efeito 

ansiogênico do THC (proporção 1:1) em ratos no teste de campo aberto e no labirinto em cruz 

elevado. 

 

3.1.6 Biossíntese de canabinóides nas espécies de Cannabis 

 

Todos os canabinóides são biossintetizados na C. sativa e ficam acumulados na planta 

na sua forma ácida, a qual é descarboxilada [323]. Estas reações ocorrem espontaneamente nos 

tecidos da planta, porém este processo pode ser acelerado por meio da exposição à luz e calor. 

Os canabinóides são sintetizados por vias metabólicas que partem do difosfato de farnesila para 

produzir o difosfato de geranila, o qual é condensado com o ácido olivetólico, em uma reação 

catalisada pela enzima sintase canabigerólica. A partir do produto de ácido canabigerólico, 

vários fitocanabinóides são gerados [353]. Na Figura 3.10 está apresentada a biossíntese de 

fitocanabinóides (CBD e THC) nas plantas. O difosfato de geranila e o ácido olivetólico 

(principal precursor de canabinóides) são convertidos por uma sintase em ácido canabigerólico 

(CBGA), precursor central de ácido tetrahidrocanabinólico (THCA) e ácido canabidiólico 

(CBDA), que contém uma cadeia lateral de n-pentila (C5-fitocanabinóides). A partir da 

descarboxilação (exposição à luz ou temperatura) desses precursores, são originados o THC e 

o CBD. O THC é transformado em canabinol (CBN) por meio de uma aromatização oxidativa 

e o CBN, por sua vez, pode ser fotoquimicamente rearranjado no catecol, canabinodiol (CBND) 

[353].  
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Figura 3.10 – Biossíntese dos canabinóides na Cannabis sativa L. 

 

Fonte: Adaptado de [353]. 

 

A extração de canabinóides das espécies de Cannabis pode ser realizada de maneira 

eficaz a partir de métodos descritos na literatura [381]. Sabe-se que a escolha da técnica de 

extração desempenha um papel fundamental na obtenção de compostos bioativos de plantas e, 

consequentemente, nas propriedades farmacológicas desempenhadas por extratos brutos [366]. 
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Estas técnicas são classificadas como tradicionais, como a extração por solvente e a prensagem 

a frio, e inovadoras, como a extração assistida por ultrassom, extração assistida por micro-

ondas, extração por líquido pressurizado e extração por fluido supercrítico. Um protocolo de 

extração deve ser simples, seletivo e reprodutível além de preservar as propriedades biológicas 

e terapêuticas da planta [381].  

A extração sólido-líquido é uma das formas de extração mais empregadas para a 

obtenção de canabinóides da C. sativa. Esta técnica envolve o uso de um solvente apropriado 

baseado na polaridade que possua afinidade química com o canabinóide. Estudos demonstraram 

que o etanol possui uma alta eficiência na extração destes compostos [366,382]. Outros 

solventes, como o metanol, clorofórmio, acetato de etila e hexano sozinhos, ou em combinação 

com outros solventes, também foram eficazes. Alguns fatores como o tamanho da partícula do 

material vegetal, temperatura de extração, a proporção entre solvente e material vegetal, pressão 

e o tempo empregado no processo, também influenciam diretamente na extração de compostos 

bioativos [366]. Contudo, apesar da simplicidade do procedimento, este possui algumas 

limitações, como a extração de compostos indesejáveis e, consequentemente, um baixo 

rendimento na obtenção dos compostos de interesse. Desta forma, para amenizar este problema, 

é proposto uma etapa de pós-processamento chamado de “winterização”, no qual o extrato é 

misturado com etanol e resfriado a temperaturas extremamente baixas (-40 °C), para a 

precipitação de compostos parafínicos. No final deste processo, o precipitado é removido a 

partir de uma filtração [382]. 

 

3.1.7 Atividade antioxidante do tetrahidrocanabinol, canabidiol e da Cannabis sativa L. 

 

A atividade antioxidante de diferentes extratos e do óleo essencial de C. sativa, e dos 

seus principais constituintes químicos (canabinóides) foi demonstrada em trabalhos reportados 

na literatura. No estudo realizado por Hampson e colaboradores [383], foi observado que o 

CBD e o THC foram considerados agentes neuroprotetores mais eficazes que o ácido ascórbico 

e a vitamina E, e apresentaram atividade antioxidante por voltametria cíclica. Tanto o CBD 

quanto o THC preveniram eficazmente os danos oxidativos causados por H2O2 em células 

neuronais de ratos, e também um maior efeito protetor contra a neurotoxicidade induzida por 

glutamato, devido ao seu potencial antioxidante [383].  

Em outro estudo, Chen e Buck [384] reportaram que o CBD e o THC podem atuar 

como antioxidantes em concentrações submicromolares, além de prevenirem a morte oxidativa 

em fibroblastos. Foi reportado também que o CBD exibiu neuroproteção em danos cerebrais 
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causados por álcool e também na doença de Parkinson em ratos, o que está diretamente 

correlacionado com a atividade antioxidante deste composto [385]. 

No estudo conduzido por Haykawa e colaboradores [378], o CBD foi mais potente que 

o THC em sequestrar o radical DPPH•. Giacomo e colaboradores [386] também comprovaram 

a atividade antioxidante in vitro do CBD frente aos métodos de ABTS•+, poder redutor e 

CUPRAC. Este canabinóide captura os radicais livres, e interrompe as reações em cadeia 

causadas por estas espécies, de forma a transformá-las em espécies menos reativas. Os produtos 

formados destas reações são estabilizados por estruturas de ressonância, em que os elétrons 

desemparelhados estão deslocalizados principalmente na estrutura fenólica. Isto sugere que o 

grupo hidroxila (OH) do anel fenólico do CBD seja o principal responsável pela atividade 

antioxidante [387]. Na molécula de THC, a atividade antioxidante pode ser justificada 

principalmente pela estabilidade do radical livre catiônico, que é gerado após a abstração de 

elétrons durante o processo de oxidação. Portanto,  tanto o efeito eletrônico como o efeito 

indutivo do grupo alquila, além do efeito de ressonância do grupo éter, são os principais 

responsáveis pela estabilização do radical livre catiônico [387].  

Giacomo e colaboradores [386] avaliaram os efeitos neuroprotetores do CBD e do 

CBG. Neste estudo, os astrócitos de ratos foram expostos ao H2O2 e a produção de EROs e 

apoptose foi investigada. Tanto o CBD quanto o CBG exerceram efeito neuroprotetor devido à 

sua ação antioxidante, a qual foi observada pela redução na produção de EROs, além de 

restaurarem os níveis de 5-HT no córtex. 

Recentemente, Vacek e colaboradores [388] investigaram os mecanismos químicos 

envolvidos na ação antioxidante de alguns canabinóides (CBD, CBG, CBN e CBC). A partir 

de dados teóricos e eletroquímicos, foi observado que estes compostos possuem propriedades 

elétron-doadoras e que o efeito antioxidante exercido pelo CBD é mais pronunciado quando 

comparado com os demais canabinóides analisados neste estudo. Além disso, estes mesmos 

autores sugeriram que estes compostos interagem de maneira limitada com as EROs e outras 

espécies reativas, pois o sistema endocanabinóide afeta o equilíbrio redox da célula [389].  

Comelli e colaboradores [333] verificaram que o extrato de C. sativa constituído por 

64,5% de CBD e 4% de THC protegeram contra os danos oxidativos em  modelos de ratos 

induzidos a diabetes. A administração deste extrato restaurou os níveis de glutationa (GSH) e 

reduziu a peroxidação lipídica (redução nos níveis de MDA) em fígado e, consequentemente, 

o tratamento com este extrato resultou em uma restauração do mecanismo de defesa 

antioxidante. Fouda e colaboradores [390] reportaram que, devido à ação antioxidante do CBD, 

este exerce uma proteção contra o estresse oxidativo induzido por glicose. Nafis e 
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colaboradores [337] verificaram que o óleo essencial das folhas de C. sativa também apresentou 

efeito antioxidante em estudos in vitro (DPPH•, poder redutor e beta-caroteno/ácido linoleico).  

Em um estudo recente, foi demonstrado que extratos hexânicos de diferentes cultivares 

de C. sativa apresentaram uma alta atividade antioxidante por métodos in vitro, como o DPPH•, 

ABTS•+ e poder redutor. Além disso, foi observado que estes extratos também apresentaram 

propriedades quelantes de metais de transição. Os autores atribuíram este efeito antioxidante à 

presença dos canabinóides (CBD, THC e THCA) e de outros terpenos identificados nestes 

extratos [391]. Em outro estudo, foi evidenciado que o óleo essencial obtido a partir das 

inflorescências da C. sativa também apresentou atividade antioxidante por meio de métodos 

espectrofotométricos in vitro [392].  

No estudo realizado por Raja e colaboradores [393], foi verificado que o THC atenuou 

o estresse oxidativo in vitro induzido por H2O2 em células neuronais (SY-SH5Y), devido a uma 

redução na produção de EROs. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que os extratos de 

C. sativa constituídos pelas maiores concentrações de THC também apresentaram atividade 

antioxidante e que estes podem ser promissores na redução das EROs.  

Vitorovic e colaboradores [394] demonstraram que o óleo extraído das sementes de C. 

sativa, constituído por ácidos graxos poliinsaturados (principalmente por ácidos linoleico e 

alfa-linoleico), reduziu o estresse oxidativo induzido por H2O2 em larvas de Drosophila 

melanogaster. O óleo também restaurou os níveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA, 

GSH, SOD e CAT) devido à sua ação antioxidante. 

 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Objetivo Geral 

 

Este trabalho tem como objetivo geral investigar a atividade antioxidante de diferentes 

extratos de Cannabis sativa L. assim como dos canabinóides CBD e THC (isolados e diferentes 

proporções). 

 

3.2.2 Objetivos Específicos 

 

• Obter extratos de C. sativa com diferentes proporções de CBD e THC e realizar análise 

comparativa da composição química e atividade antioxidante; 
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• Determinar o teor de compostos fenólicos e flavonoides totais nos diferentes extratos de 

C. sativa; 

• Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e dos canabinóides CBD e THC (isolados 

e diferentes proporções) por diferentes métodos espectrofotométricos e eletroquímicos; 

• Correlacionar os resultados de atividade antioxidante obtidos por métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos. 

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.3.1 Reagentes e Solventes 

 

O THC (1 mg mL-1 em metanol) foi adquirido da Cayman Chemical Company (Ann 

Arbour, MI). O reagente de Folin-Ciocalteu, ácido ascórbico (AA), ácido gálico (AG), 

quercetina (QER), galato de epigalocatequina (EGCG), resveratrol (RESV), carbonato de sódio 

(Na2CO3), ácido tricloroacético (TCA), acetato de potássio (CH3COOK), 2,2-azinobis(3-

etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH•), 

hipoclorito de sódio (NaOCl), 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), ácido bórico (H3BO3),  N,N-

dimetilformamida (DMF), ácido fosfórico (H3PO4), persulfato de potássio (K2S2O8), 

hexacianoferrato de potássio(III) (K3[Fe(CN)6), cloreto de potássio (KCl), metanol, etanol e 

cloreto férrico (FeCl3) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Oakville, ON).  

Todas as soluções foram preparadas com água deionizada, com exceção da quercetina 

e do radical DPPH•, que foram dissolvidos em metanol e etanol, respectivamente. A solução de 

TMB foi preparada a partir da dissolução da quantidade apropriada do reagente em DMF, ácido 

acético 0,80 mol L-1 e solução aquosa de KI 10 mmol L-1. As soluções dos ácidos gálico e 

ascórbico, quercetina, NaOCl, DPPH•, TMB e ABTS•+ foram preparadas apenas antes das 

análises e mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeração. 

 

3.3.2 Obtenção dos extratos de Cannabis sativa 

 

Os extratos de C. sativa E1, E2, E3, E4, E5 e E6 foram obtidos a partir de diferentes 

cultivares da planta e posterior extração com dióxido de carbono supercrítico como descrito por 

Rovetto e Aieta [395] e purificados por meio da winterinização e destilação molecular [396]. 

Os extratos e o CBD foram gentilmente cedidos e analisados por meio de Cromatografia Gasosa 

Acoplada ao Espectrômetro de Massas (CG-EM) pela Lupos Biotechnology Inc. (Toronto, ON) 
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e foram utilizados como recebidos. Além disso, neste estudo também foi avaliada a atividade 

antioxidante do CBD e THC puros e das misturas em diferentes proporções CBD:THC (90:10; 

75:25; 50:50; 25:75 e 10:90 (m/m)). 

 

3.3.3 Determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais dos extratos de Cannabis sativa 

 

O conteúdo de composto fenólicos totais para os extratos de C. sativa foi determinado 

com o reagente de Folin-Ciocalteu como descrito por Singleton, Orthofer e Lamuela-Ravento 

[259]. Em uma microplaca de 96 cavidades foram adicionados os extratos previamente diluídos 

em etanol, 100 µL do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 125 µL de solução aquosa de 

Na2CO3 7,5% (m/v). A placa foi incubada a 45 ˚C por 15 minutos e a leitura foi realizada em 

espectrofotômetro de placas a 765 nm. O teor de compostos fenólicos foi calculado a partir de 

uma curva analítica de ácido gálico e o resultado foi expresso em mg de ácido gálico (AG) g-1 

de extrato. As análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.3.4 Determinação do conteúdo de flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa 

 

A determinação do conteúdo de flavonoides totais foi realizada a partir da 

complexação com o íon alumínio como descrito por Kosalec e colaboradores [260]. Em uma 

microplaca de 96 cavidades foram adicionados os extratos previamente diluídos em etanol, 

metanol, 4 µL de uma solução aquosa de CH3COOK (0,1 mol L-1), 4 µL de solução aquosa de 

AlCl3 10% (m/v) e 112 µL de água deionizada. A leitura da absorbância foi realizada em 

espectrofotômetro de placas a 420 nm. O conteúdo de flavonoides totais foi calculado a partir 

de uma curva analítica de quercetina e o resultado foi expresso em mg QER g-1 de extrato. As 

análises foram realizadas em triplicata. 

 

3.3.5 Avaliação do poder redutor dos extratos de Cannabis sativa 

 

O potencial redutor dos extratos de C. sativa foi avaliado pelo método descrito por 

Mathew e Abraham [397]. Em tubos, foram adicionados 625 µL de tampão fosfato de potássio 

pH 6,6 (0,2 mol L-1), 200 µL dos extratos diluídos em etanol em diferentes concentrações (1 – 

1.000 µg mL-1) e 625 µL de solução aquosa de K3Fe(CN)6 1% (m/v). Esta mistura foi incubada 

por 20 minutos a 50 ˚C em banho termostatizado e, em seguida, foram adicionados 625 µL de 

solução aquosa de TCA 10% (m/v). Os tubos foram centrifugados a 3.000 × g por 10 minutos 
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e foram transferidos 625 µL do sobrenadante para novos tubos aos quais foram adicionados 

625 µL de água deionizada e 250 µL de solução aquosa de FeCl3 0,1% (m/v). As leituras foram 

realizadas em espectrofotômetro a 700 nm e como controle foram utilizados o AA, RESV e 

EGCG. Como branco, foi realizado o mesmo procedimento descrito, mas na ausência dos 

extratos. 

 

3.3.6 Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa, CBD e THC pelo 

método de DPPH• 

 

A atividade antioxidante dos extratos de C. sativa, CBD, THC e das diferentes 

proporções entre CBD:THC foi determinada por meio da capacidade das amostras em 

sequestrar o radical estável DPPH• segundo o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e 

Berset [398]. Em uma microplaca de 96 cavidades foram adicionadas as amostras a diferentes 

concentrações (10 – 750 g mL-1) e 100 L de solução de 160 mol L-1 DPPH• em etanol. A 

placa foi incubada por 30 minutos em ausência de luz e a leitura da absorbância foi realizada 

em 518 nm. Como branco foi utilizada uma mistura de etanol e os extratos ou compostos a 

diferentes concentrações. A atividade antioxidante foi expressa em CI50 (concentração 

necessária para inibir 50% dos radicais DPPH•) e como controle foram utilizados o AA, Resv 

e EGCG. A porcentagem de inibição do radical DPPH• foi calculada a partir da seguinte relação: 

 

𝐼(%) = 100 − [
(𝐴𝑏𝑠𝐴𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜)  ×  100

𝐴𝑏𝑠𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
] 

 

Onde Absamostra é a absorbância obtida na presença das diferentes concentrações das 

amostras e Abscontrole é aquela na ausência das amostras. A partir dos resultados obtidos para a 

porcentagem de inibição para cada uma das concentrações de cada uma das amostras 

analisadas, foi construída a curva de porcentagem de inibição versus a concentração das 

amostras. A partir da equação obtida, foi possível calcular o valor CI50, que é a concentração 

dos extratos ou amostras necessária para inibir 50% do radical DPPH•. As análises foram 

realizadas em triplicata. 

 

 

 

 



141 

 

3.3.7 Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa, CBD e THC pelo 

método de ABTS•+ 

 

A atividade antioxidante dos extratos de C. sativa, CBD, THC e das diferentes 

proporções entre CBD:THC foi avaliada pela capacidade que estes compostos apresentam em 

capturar o radical ABTS•+ de acordo com o método descrito por Pellegrini e colaboradores 

[399]. Primeiramente os radicais ABTS•+ foram gerados a partir da reação de 7 mmol L-1 de 

ABTS com 88  L de 140 mmol L-1 K2S2O8 por 12 – 16 horas antes dos experimentos. Em uma 

microplaca de 96 cavidades foram adicionadas as amostras a diferentes concentrações (1 – 12,5 

g mL-1) que foram misturados com solução tampão fosfato de sódio 10 mmol L-1 (pH 7,4) e 

100 L de solução de ABTS•+. A placa foi incubada por 15 minutos em ausência de luz e a 

leitura da absorbância foi realizada em 734 nm. Como branco foi utilizada uma mistura de 

tampão fosfato de sódio e os extratos ou compostos a diferentes concentrações. A atividade 

antioxidante foi expressa em CI50 (concentração necessária para inibir 50% dos radicais 

ABTS•+) e como controle foram utilizados o AA, Resv e EGCG. A porcentagem de inibição do 

radical ABTS•+ foi calculada a partir da relação descrita no item 3.3.6 e calculado o CI50. 

 

3.3.8 Avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa, CBD e THC pelo 

método de HOCl 

  

A atividade antioxidante foi avaliada com base na habilidade que os extratos de C. 

sativa, CBD, THC e as diferentes proporções entre CBD:THC apresentam em capturar HOCl 

de forma a impedir que oxide o TMB de acordo com o método descrito por Costa e 

colaboradores [400]. As amostras a diferentes concentrações (1 - 12,5 g mL-1) foram 

misturadas com solução tampão fosfato de sódio 50 mmol L-1 (pH 7,4) e 50 L de solução de 

NaOCl 0,01% (v/v), e então incubadas por 10 minutos em ausência de luz. Em seguida, 50 L 

de solução de TMB 2,8 mmol L-1 foi adicionado e a leitura da absorbância foi realizada a 652 

nm. A atividade antioxidante foi expressa em CI50 (concentração necessária para inibir 50% da 

formação de HOCl) e como controle foram utilizados o AA, Resv e EGCG. A porcentagem de 

inibição do radical HOCl foi calculada a partir da relação descrita no item 3.3.6 e calculado o 

CI50. 
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3.3.9 Avaliação da atividade antioxidante por métodos eletroquímicos 

 

Medidas de voltametria cíclica (VC) e de voltametria de pulso diferencial (VPD) 

foram realizadas à temperatura ambiente empregando-se um potenciostato/galvanostato 

µAutolab 128N (EcoChemie) e o software NOVA 2.1. Todos os experimentos foram realizados 

em uma célula eletroquímica contendo um eletrodo de carbono vítreo (ECV) como eletrodo de 

trabalho, um eletrodo Ag/AgCl saturado como eletrodo de referência e um fio espiral de platina 

como eletrodo auxiliar. Como eletrólito suporte, empregou-se solução tampão Britton-

Robinson (BR) 0,04 mol L-1 em metanol a 30% (v/v). Antes da realização das medidas 

voltamétricas, a superfície do ECV foi polida com suspensão de alumina (granulometrias 1,0 

µm e 0,3 µm), seguido por banho ultrassônico em água ultrapura por 5 minutos e secagem sob 

fluxo de N2. 

 

3.3.10 Análise Estatística 

 

Os resultados das análises foram expressos como a média ± desvio padrão. Os dados 

foram analisados estatisticamente por ANOVA e as médias dos grupos foram comparadas pelo 

teste Tukey e p < 0,05 foi considerado significativo para todos os casos. O programa GraphPad 

Prism 5.0 foi utilizado para as análises estatísticas. As correlações entre os dados foram 

calculadas a partir da correlação de Pearson. 

 

3.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.4.1 Conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa 

 

No presente estudo, a atividade antioxidante e a composição química de seis extratos 

de C. sativa com diferentes teores de canabinóides foi avaliada por meio de métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos. Além disso, a atividade antioxidante também foi 

investigada para o CBD e THC, assim como o efeito de misturas com diferentes proporções 

entre estes compostos. É importante a avaliação da atividade antioxidante de amostras por meio 

de diferentes métodos, pois auxilia na elucidação dos mecanismos pelos quais os compostos 

agem. Dentre estes mecanismos, o sequestro de radicais é um dos mais comuns [401]. Neste 

sentido, esta propriedade foi avaliada para os canabinóides THC e CBD e para os extratos de 

C. sativa por meio de diferentes métodos in vitro. 
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O conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais para os extratos de C. sativa 

estão apresentados na Tabela 3.1. Foi observado que todos os extratos são constituídos de 

polifenóis (flavonoides e não-flavonoides). No entanto, devido ao baixo teor de flavonoides, 

sugere-se que os não-flavonoides estão presentes em maiores proporções nos extratos. Os 

extratos E1 e E4 exibiram os maiores teores de compostos fenólicos quando comparados com 

os demais extratos (p < 0,05) (Tabela 3.1). Na literatura é reportado que alguns flavonoides 

foram identificados nos extratos de C. sativa, como a apigenina, quercetina e a luteolina [352], 

os quais são compostos que possuem uma alta atividade antioxidante, devido à habilidade que 

estes compostos apresentam em sequestrar radicais livres, quelar metais e inibir a ocorrência 

da peroxidação lipídica [38]. 

 

Tabela 3.1 –  Conteúdo de compostos fenólicos e flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa. 

Extratos 
Fenólicos totais 

(mg AG g-1)* 

Flavonoides totais 

(mg QER g-1)* 

E1 101,1 ± 10,3 a 24,0 ± 3,8 a 

E2 96,9 ± 4,8 b 24,1 ± 4,4 a 

E3 92,8 ± 2,6 b 15,9 ± 0,6 b 

E4 107,7 ± 1,8 a 5,2 ± 1,0 c 

E5 88,8 ± 1,8 b 13,7 ± 1,2 b 

E6 99,8 ± 1,4 a 14,1 ± 0,9 a 

*Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes (a-c) em cada 

coluna diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05. AG = ácido gálico; QER = quercetina. 
Fonte: A autora. 

 

Os perfis de canabinóides dos seis extratos de C. sativa investigados neste estudo 

revelaram que todos são constituídos por CBD e THC como os componentes majoritários em 

diferentes proporções (Tabela 3.2). Contudo, também foram identificados o CBC, CBG e CBN 

como componentes minoritários nos extratos (Figura 3.11). Na literatura, é demonstrado que a 

combinação de canabinóides com compostos não-canabinóides como os polifenóis em extratos 

de C. sativa podem aumentar os efeitos benéficos do CBD e reduzir os efeitos adversos 

induzidos pelo THC [352]. 

 

Tabela 3.2 – Cromatografia gasosa acoplada ao espectrômetro de massas (CG/EM) dos extratos de Cannabis sativa 

provenientes da Lupos (Canadá). 

Compostos (%) E1 E2 E3 E4 E5 E6 

CBD N.D N.D N.D 87,1 0,4 56,7 

THC 72,9 81,1 71,8 9,6 46,1 3,4 

CBC 1,2 0,7 2,1 N.D N.D N.D 

CBG 7,7 3,1 4,5 1,2 N.D 1,0 

CBN 3,9 0,7 0,9 0,4 0,5 0,1 

N.D: Não detectado. 

Fonte: A autora. 
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Figura 3.11 – Estrutura química dos canabinóides identificados nos extratos de Cannabis sativa. 

 

Fonte: A autora. 

 

Neste estudo, o teor de compostos fenólicos totais dos extratos de C. sativa foi 

determinado por meio da utilização do reagente de Folin-Ciocalteu (Figura 3.12), método 

extensivamente empregado para a quantificação de compostos fenólicos, principalmente na 

área de química de produtos naturais, pois é simples, preciso e sensível. Este método é baseado 

na redução de um composto fenólico em meio alcalino. O reagente de Folin-Ciocalteu consiste 

em uma mistura dos ácidos fosfomolibdico e fosfotunsgtico, no qual o molibdênio está no 

estado máximo de oxidação (VI) e apresenta coloração amarela no complexo Na2MoO4.2H2O. 

Na presença de agentes redutores como os compostos fenólicos (P) ocorre a formação de um 

complexo azul molibdênio-tungstênio [(PMoW11O4)4-] em que o molibdênio é reduzido e passa 

ao estado de oxidação (V) devido ao elétron que foi doado pelo composto fenólico. 

 

Figura 3.12 – Reação de oxirredução entre o ácido gálico e o íon molibdato (VI) (um dos componentes do reagente 

de Folin-Ciocalteu). 

 
Fonte: A autora. 
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O conteúdo de flavonoides totais dos extratos de C. sativa foi determinado por meio 

da complexação com o íon alumínio (Figura 3.13). O princípio deste método é que o AlCl3 

pode formar complexos estáveis com o grupo ceto do C-4 e com os grupos OH em C-3 ou C-5 

das flavonas e flavonóis. Ainda, o AlCl3 pode formar complexos lábeis com os grupamentos 

ortodiidroxil dos anéis A ou B dos flavonoides. Na Figura 3.13 está apresentada a complexação 

do íon Al3+ com as moléculas do flavonoide quercetina com a formação de um complexo estável 

de coloração amarela, a qual está relacionada com a concentração destes compostos presentes 

em uma determinada amostra. 

 

Figura 3.13 – Reação de complexação do flavonoide quercetina com o cloreto de alumínio (AlCl3). 

 
 

Fonte: A autora. 

 

3.4.2 Avaliação do poder redutor dos extratos de Cannabis sativa 

 

Uma forma comumente utilizada na avaliação da atividade antioxidante dos extratos é 

a habilidade dos compostos em reduzir [Fe(CN)6]3- a [Fe(CN)6]4- com a formação do complexo 

azul intenso denominado Azul da Prússia, Fe4[Fe(CN)6]3, na presença de íons Fe3+ [397].  Como 

demonstrado na Figura 3.14, todos os extratos atuaram como doadores de elétrons devido à 

presença de agentes redutores na sua composição química. Neste método, foi observado um 

aumento nos valores de absorbância com o aumento das concentrações dos extratos, devido à 

formação do complexo Azul da Prússia. Contudo, os extratos E1 e E6 exibiram maior atividade 

antioxidante comparado com os outros extratos. 
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Figura 3.14 – Poder redutor dos extratos de Cannabis sativa e dos controles ácido ascórbico (AA), resveratrol 

(Resv) e galato de epigalocatequina (EGCG). Os dados mostram a média ± desvio padrão de três experimentos 

realizados em duplicata. 

 
Fonte: A autora. 

 

3.4.3 Determinação da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH•, ABTS•+ e HOCl 

  

Nas Tabelas 3.3 e 3.4 estão apresentados os valores de atividade antioxidante (CI50) 

obtidos nos ensaios de DPPH•, ABTS•+ e HOCl. O CBD possui atividade antioxidante maior 

que o THC no ensaio de DPPH•, devido ao menor valor de CI50 (p < 0,05). Estes dois compostos 

são isômeros, porém o CBD possui dois grupos hidroxila (fenóis), enquanto o THC apresenta 

apenas um grupo hidroxila (Figura 3.15). Desta forma, esta diferença estrutural pode explicar 

a maior atividade antioxidante do CBD, por este método, em relação ao THC. Além disso, isto 

pode ser justificado pela dificuldade de doação de um átomo de hidrogênio para neutralizar este 

radical. Alguns compostos reagem mais lentamente com o DPPH•, enquanto com outros 

compostos a reação é mais rápida. No estudo conduzido por Marsicano e colaboradores [402] 

foi observado que os canabinóides que possuem hidroxilas fenólicas, como o CBN, CBD e 

THC (Figura 3.11), são potentes antioxidantes quando comparados aos compostos nos quais 

este grupo está ausente. De fato, estudos demonstraram que a atividade antioxidante exibida por 

este método está correlacionada com a presença, o número e a posição de grupos hidroxilas nos 

compostos [45]. Além disso, foi possível observar esta tendência na atividade antioxidante para 

os padrões (AA, Resv e EGCG) utilizados no presente estudo (Tabela 3.4) (Figura 3.15). Este 

estudo também demonstrou que houve um aumento da ação antioxidante do THC (redução dos 

valores de CI50) com o aumento da quantidade de CBD nas diferentes proporções de CBD:THC 

estudadas (Tabela 3.3), no método de DPPH•. 
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Tabela 3.3 – Atividade antioxidante (CI50) das diferentes proporções de CBD:THC obtida pelos métodos de 

DPPH•, ABTS•+ e HOCl. 

CBD:THC 

(m/m) 
DPPH• 

(CI50 µg mL-1)* 

ABTS•+ 

(CI50 µg mL-1)* 

HOCl 

(CI50 µg mL-1)* 

CBD 128,8  9,2 a 5,7 ± 0,4 b 2,4 ± 0,2 a 

THC 230,2  14,1 b 5,4 ± 0,5 b 4,6 ± 1,0 b 

90:10 162,2  18,1 a 6,7 ± 1,7 c 2,8 ± 0,1 a 

75:25 164,6  25,6 a 4,3 ± 0,7 a 2,8 ± 0,4 a 

50:50 150,1  30,3 a 4,8 ± 0,3 a 5,0 ± 0,8 b 

25:75 169,3  9,2 a 6,2 ± 0,3 b 4,6 ± 0,4 b 

10:90 250,9  9,3 b 4,4 ± 0,3 a 3,5 ± 0,3 b 

*Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes (a-c) em cada 

coluna diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05. 

Fonte: A autora. 

 

Foi possível observar diferenças na atividade antioxidante dos extratos de C. sativa no 

ensaio de DPPH• (Tabela 3.4). Os extratos E1 e E4 apresentaram as maiores atividades 

antioxidante (menores valores de CI50) comparados com os outros extratos, o que pode ser 

atribuído à presença dos maiores teores de compostos fenólicos e canabinóides nestes extratos 

(p < 0,05). Contudo, o extrato E1 é constituído predominantemente por THC e exibiu o menor 

valor de CI50 comparado com o CBD (Tabela 3.4). Neste caso, a presença dos polifenóis pode 

ter aumentado a atividade antioxidante deste extrato. Além disso, também pode ser atribuído 

ao efeito sinérgico entre os compostos presentes nos extratos e pode ser responsável por suas 

propriedades biológicas. Um composto isolado pode mudar suas propriedades biológicas na 

presença de outros compostos presentes nos extratos [365]. A presença de compostos fenólicos 

nos extratos pode justificar a atividade antioxidante, visto que estes compostos podem 

neutralizar os radicais DPPH•, ou seja, podem atuar como doadores de átomos de hidrogênio 

[38].  
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Tabela 3.4 - Atividade antioxidante (CI50) de extratos de Cannabis sativa e dos controles (ácido ascórbico, 

resveratrol e epigalocatequina-3-galato) obtida pelos métodos de DPPH•, ABTS•+ e HOCl. 

Extratos e 

compostos 

DPPH• 

(CI50 µg mL-1)* 

ABTS•+ 

(CI50 µg mL-1)* 

HOCl 

(CI50 µg mL-1)* 

E1 141,9±10,2 c  5,8±1,0 c 3,5±0,7 b 

E2 202,8±7,8 d 7,0±0,6 d 6,4±0,2 d 

E3 238,3±14,1 d 5,2±0,8 c 6,5±0,5 d 

E4 147,3±18,7 c 3,4±0,8 b 3,0±0,3 b 

E5 640,1±16,9 e 7,1±0,5 d 4,0±0,2 c 

E6 229,8±21,3 d 5,0±0,6 c 2,9±0,2 b 

AA 4,6±0,4 a 4,0±0,1 b 3,1±0,4 b 

Resv 21,4±0,2 b  1,6±0,2 a 0,5±0,1 a 

EGCG 2,3±0,4 a 1,4±0,1 a 0,14±0,01 a 

*Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna 

diferem (a-e) pelo teste de Tukey a p < 0,05. AA = ácido ascórbico; Resv = resveratrol; EGCG = galato de 

epigalocatequina. 

Fonte: A autora. 

 

Figura 3.15 – Estrutura química dos controles ácido ascórbico (AA), resveratrol (Resv) e epigalocatequina-3-

galato (EGCG). 

 
Fonte: A autora. 

 

Ainda, foi possível observar a influência da presença de CBD na atividade antioxidante 

dos extratos de C. sativa e verificou-se um aumento neste efeito (redução nos valores de CI50) 

quando os teores de CBD eram maiores nos extratos (Tabela 3.4). Este fato pode ser observado 

quando se comparou a capacidade antioxidante obtida para os extratos E3 e E6 (p < 0,05). Além 

disso, os extratos E5 e E6 são constituídos de aproximadamente 50% de THC e 50% de CBD 

(Tabela 3.2), respectivamente. No entanto, o extrato E6 exibiu uma atividade antioxidante 

superior à do extrato E5, o qual apresentou o menor efeito antioxidante comparado aos demais 

extratos estudados no método (radical DPPH•) (p < 0,05). 
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Figura 3.16 – Porcentagem de inibição dos radicais DPPH• para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol 

(CBD), tetrahidrocanabinol (THC) e proporções CBD:THC. Os resultados apresentam a médiadesvio padrão de 

3 experimentos independentes realizados em triplicata. 

 
 

           
        Fonte: A autora.  

 

O radical livre de coloração púrpura 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH•) foi utilizado a 

partir da sua dissolução em etanol. Neste método, quando uma molécula de DPPH• recebe um 

átomo de hidrogênio a partir de um composto com propriedades antioxidante para se tornar 

uma molécula estável, ocorre uma descoloração da solução devido à formação de 2,2-difenil-

picrilhidrazila a 518 nm (Figura 3.17) [398]. Desta forma, esta descoloração indica a capacidade 

do antioxidante de inibir o radical DPPH•. Este radical contém um elétron desemparelhado, mas 

por possuir três anéis aromáticos em sua estrutura, pode ser estabilizado por ressonância e 

tornar-se um radical estável. Uma deslocalização estendida adicional por ressonância pode ser 

realizada pelos três grupos nitro (NO2) e os dois átomos de nitrogênio (Figura 3.18). 
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Figura 3.17 – Reação genérica entre o radical DPPH• e um antioxidante (A-H) genérico (ArOH). 

 
 

Fonte: A autora. 

 

Figura 3.18 – Estabilização do radical DPPH• por meio da ressonância. 

 
Fonte: A autora. 

 

O ensaio de ABTS•+ (Figura 3.19) foi utilizado a fim de se avaliar a transferência de 

elétrons dos compostos presentes nos extratos de C. sativa [403]. Como apresentado na Tabela 

3.3 tanto o CBD quanto o THC exibiram atividades antioxidantes maiores, porém similares, o 

que indicou que estes compostos podem atuar como antioxidantes por meio do mecanismo de 

doação de elétrons. No entanto, quando foi avaliado este efeito para as diferentes proporções 

de CBD:THC, foi verificado tanto aumento quanto diminuição nas atividades antioxidantes, 

quando comparadas aos compostos puros (Figura 3.19; Tabela 3.3). Por exemplo, a proporção 

10:90 (m/m) CBD:THC aumentou a atividade antioxidante para o CBD e o THC. Por outro 

lado, a proporção 90:10 (m/m) diminuiu o efeito observado para estes canabinóides isolados. 

Desta forma, pode-se sugerir um efeito sinérgico e antagônico entre estes compostos quando 

são analisados os resultados obtidos no ensaio de ABTS•+. Este efeito pode ser explicado devido 

a possível formação de um complexo intermolecular resultante da interação entre o CBD e o 

THC, a qual pode aumentar ou diminuir as propriedades antioxidantes de misturas dependendo 

da razão avaliada [404]. Além disso, estes resultados podem ser uma consequência de 
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mecanismos de regeneração entre estes canabinóides quando ambos estão presentes 

simultaneamente nas misturas. Estes processos de regeneração podem também auxiliar no 

aumento ou diminuição do efeito antioxidante observado para as diferentes misturas analisadas 

[404].  

 
Figura 3.19 – Porcentagem de inibição dos radicais ABTS•+ para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol 

(CBD), tetrahidrocanabinol (THC) e proporções CBD:THC. Os resultados apresentam a média  desvio padrão 

de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. 

 
 

        
        Fonte: A autora.  

 

Todos os extratos de C. sativa apresentaram atividade antioxidante no ensaio de 

ABTS•+ (Figura 3.19; Tabela 3.4), porém, o extrato E4 apresentou efeito tão potente quanto o 

padrão ácido ascórbico. Já os demais extratos contêm diferentes proporções de CBD e THC e 

polifenóis, o que pode explicar os efeitos antioxidantes obtidos neste ensaio. Quando se 

comparam os dados das Tabelas 3.3 e 3.4 observa-se que o extrato E4 apresenta 

aproximadamente 90:10 (m/m) da proporção de CBD:THC e o efeito verificado por este extrato 
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foi semelhante àquele obtido para a mistura. Além disso, o E4 apresentou maior atividade 

antioxidante do que os canabinóides CBD e THC isolados. Desta forma, a presença de 

polifenóis neste extrato levou a um aumento da atividade antioxidante frente ao método de 

ABTS•+. 

O ensaio de ABTS•+ baseia-se na habilidade que os antioxidantes possuem em 

transferir elétrons para reduzir este radical. No entanto, este radical livre é preparado a partir da 

reação do ABTS com o oxidante K2S2O8 seguido de armazenamento em ausência de luz durante 

12 – 6 horas (Figura 3.20). O ABTS•+ é um radical de coloração verde, que na presença de um 

antioxidante, ocorre uma redução nos valores de absorbância a 734 nm [399]. 

 

Figura 3.20 – Oxidação do ABTS com K2S2O8 para a geração do radical ABTS•+. 

 
Fonte: A autora. 

 

O HOCl é um oxidante forte envolvido em processos inflamatórios que causam danos 

aos tecidos. Foi observado que o CBD e o THC possuem atividade antioxidante pelo método 

da inibição do HOCl (Figura 3.21; Tabela 3.3). Resultados semelhantes aos obtidos no ensaio 

de ABTS•+ foram observados neste estudo para as diferentes proporções de CBD:THC. 

Algumas proporções aumentaram este efeito, enquanto outras pareceram atenuar a atividade 

antioxidante (Tabela 3.3). Além disso, foi observado que todos os extratos exibiram atividade 

antioxidante e podem ser considerados inibidores da formação de HOCl (Tabela 3.4). Conforme 

observado no ensaio anterior, sugere-se que os canabinóides e polifenóis presentes podem ser 

os responsáveis pelo efeito observado para os extratos estudados. 
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Figura 3.21 – Porcentagem de inibição do HOCl para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol (CBD), 

tetrahidrocanabinol (THC) e proporções CBD:THC. Os resultados apresentam a média  desvio padrão de 3 

experimentos independentes realizados em triplicata. 

 

 
 

          
Fonte: A autora.  

 

Neste método, a ação antioxidante de um determinado composto depende da sua 

capacidade em capturar o HOCl/OCl-, impedindo-o de oxidar o TMB. Entretanto, quando este 

composto é oxidado, um cromóforo azul com valor máximo de absorbância a 652 nm é 

originado em solução (Figura 3.22). Portanto, uma redução nos valores de absorbância neste 

comprimento de onda indicam uma maior atividade antioxidante, ou seja, uma maior 

capacidade de um determinado composto em sequestrar o HOCl [400]. 
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Figura 3.22 – Reação de detecção colorimétrica de ClO- pela oxidação de 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB). 

 
Fonte: A autora. 

 

3.4.4 Determinação da atividade antioxidante por voltametria cíclica e voltametria de pulso 

diferencial 

 

A atividade antioxidante do CBD, THC, das diferentes proporções entre estes 

canabinóides e dos extratos de C. sativa foi também avaliada por métodos voltamétricos (VC e 

VPD). Tais técnicas consistem em ferramentas úteis para prover informações sobre a atividade 

antioxidante de compostos e extratos naturais devido à sua simplicidade, resposta rápida, 

sensibilidade e utilização de pequenos volumes de amostra. O sistema geral mais comumente 

empregado para a realização de medidas eletroquímicas está representado esquematicamente 

na Figura 3.23. Uma célula eletroquímica contendo um conjunto de três eletrodos (eletrodo de 

trabalho, eletrodo auxiliar e eletrodo de referência) imersos em um eletrólito (que contém as 

espécies a serem estudadas) é conectada a um potenciostato, o qual é responsável por aplicar 

perturbações de corrente ou potencial ao sistema e registrar as respostas observadas. As reações 

eletroquímicas de interesse (oxidação e/ou redução) ocorrem na interface do eletrodo de 

trabalho com o eletrólito, enquanto o eletrodo de referência é empregado como referência de 

potencial. O eletrodo auxiliar, por sua vez, é responsável por realizar processos redox opostos 

aos que acontecem na superfície do eletrodo de trabalho [405]. 

De maneira geral, em um experimento voltamétrico, uma varredura de potencial (E) é 

aplicada a um eletrodo de trabalho em relação a um eletrodo de referência e a corrente elétrica 

(I) que flui pelo sistema como consequência desta aplicação de potencial é registrada [406]. Se 

a medida é realizada na presença de um composto ou extrato que apresenta atividade 

antioxidante, picos de corrente são observados no voltamograma resultante (gráfico de E vs. I) 

[407]. Uma vez que tais compostos são facilmente oxidáveis, os picos de corrente representam 

tais processos de oxidação e ocorrem, em sua maioria, em regiões positivas de potencial 
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(potenciais anódicos). Neste caso, baixos valores de potencial de oxidação correspondem a uma 

alta habilidade dos compostos em doar elétrons e então atuar como agentes antioxidantes 

[408,409].  

Neste trabalho, para as medidas da atividade antioxidante das amostras estudadas por 

meio de VC e VPD, um eletrodo de carbono vítreo (ECV) foi empregado como eletrodo de 

trabalho. O ECV é amplamente utilizado para aplicações eletroanalíticas devido à sua boa 

estabilidade mecânica e eletroquímica, o que permite sua aplicação para o estudo de moléculas 

em uma ampla janela de potencial [406].  

 

Figura 3.23 – Célula eletroquímica com os três eletrodos conectados ao potenciostato/galvanostato µ-Autolab 

conectados a um computador para aquisição de dados.  

 
Fonte: A autora. 

 

A voltametria cíclica (VC) é a técnica mais comumente utilizada para a caracterização 

de sistemas eletroativos, pois pode prover informações qualitativas úteis sobre o 

comportamento eletroquímico e mecanismos redox dos compostos sob investigação, além de 

fornecer evidências sobre a cinética de transferência de elétrons [407]. A VC envolve a 

aplicação de varreduras cíclicas de potencial em um intervalo pré-determinado, tanto no sentido 

anódico (menores potenciais para maiores potenciais, onde processos de oxidação ocorrem, 

relacionados aqui à capacidade antioxidante das moléculas estudadas) quanto no sentido 

catódico (maiores valores para menores valores de potencial, viabilizando a ocorrência de 

processos de redução) [406,407,410].  

Na Figura 3.24, apresenta-se o comportamento voltamétrico do CBD e do THC sobre 

o ECV. Na ausência dos canabinóides, nenhum pico de corrente foi identificado. No entanto, 

picos de oxidação bem definidos, em torno de +0,5 V (vs. Ag/AgCl), foram observados quando 

estes compostos foram adicionados à célula eletroquímica. Tais picos podem ser atribuídos à 

oxidação dos canabinóides na superfície do eletrodo. A presença de picos anódicos em baixos 
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valores de potencial confirma a alta atividade antioxidante dos compostos e dos extratos 

estudados. Uma vez que não foram observados picos catódicos durante a varredura reversa, 

pode-se dizer que os mecanismos de oxidação são irreversíveis na faixa de potencial analisada 

[409]. 

 

Figura 3.24 – Voltamogramas cíclicos obtidos para o eletrodo de carbono vítreo (ECV) na ausência e na presença 

de 18 μmol L-1 de canabidiol (CBD) ou tetrahidrocanabinol (THC) em meio de tampão BR 0,04 mol L-1 (pH 7,0) 

contendo 30% (v/v) de metanol (velocidade de varredura: 50 mV s-1).  

 

Fonte: A autora.  

 

De acordo com a literatura [367,411–413], o comportamento voltamétrico do THC é 

similar ao apresentado pelos fenóis: na primeira etapa, um elétron e um próton são removidos 

da molécula de THC, o que leva a formação de um radical neutro estabilizado por ressonância. 

A seguir, estes radicais sofrem reações de polimerização para fornecer os produtos finais, os 

quais permanecem adsorvidos na superfície do eletrodo (Figura 3.25). Não há relatos na 

literatura a respeito do mecanismo de oxidação eletroquímica do CBD. No entanto, acredita-se 

que seja semelhante ao do THC, visto que ambos possuem, pelo menos, um grupo hidroxila em 

suas estruturas.  
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Figura 3.25 – Mecanismo de oxidação do tetrahidrocanabinol (THC). 

 

Fonte: A autora. 

 

A adsorção de produtos poliméricos resultantes da oxidação tanto do CBD quanto do 

THC foi evidenciada a partir de um decréscimo pronunciado na intensidade dos picos de 

oxidação destes compostos após o primeiro ciclo voltamétrico. Este comportamento foi também 

confirmado a partir da realização de medidas de VC em diferentes valores de velocidade de 

varredura (Figura 3.26). É conhecido que processos redox que ocorrem segundo um mecanismo 

adsortivo em relação ao eletrodo de trabalho apresentam valores de corrente de pico anódico 

(Ipa) que variam de modo linear com o valor da velocidade de varredura (ν), segundo a equação:  

 

𝐼𝑝 =  
𝑛2𝐹2

4𝑅𝑇
 𝐴 𝛤 𝜈  

 

Onde: n é o número de elétrons transferidos na reação; F é a constante de Faraday 

(96485,3365 C mol -1); R é a constante universal dos gases ideais (0,082 atm L mol-1 K-1); A é 

a área do eletrodo (em cm2); 𝛤 é a concentração da espécie eletroativa adsorvida na superfície 

do eletrodo (mol cm-2) e 𝜈 é a velocidade de varredura de potencial (em V s-1) [405,406]. 

Como pode ser observado na Figura 3.26, tanto o CBD quanto o THC apresentaram 

picos de oxidação que variaram linearmente com o valor da velocidade de varredura, 

evidenciando a adsorção dos produtos poliméricos na superfície do ECV após a oxidação das 

moléculas mencionadas. Comportamentos semelhantes foram observados em trabalhos prévios 

descritos na literatura [410,413,414].  

 

 

 

 

 

Produtos 

poliméricos 
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Figura 3.26 – Voltamogramas cíclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial (10 mV s-1 a 

250 mV s-1) em um eletrodo de carbono vítreo (ECV) na presença de 18 μmol L-1 de (a) CBD e (b) THC (eletrólito: 

solução tampão BR pH 7,0 contendo 30% (v/v) de metanol). Relações de Ipa vs. ν para o (c) CBD e (d) THC.  

 

 
 

Fonte: A autora. 

 

Com o intuito de se determinar a atividade antioxidante do CBD, THC e extratos de 

C. sativa de modo mais preciso e com maior sensibilidade, medidas de VPD foram empregadas. 

A VPD é baseada na aplicação de potencial na forma de pulsos, e medições de corrente são 

realizadas antes e depois da aplicação de cada pulso, o que permite uma melhor discriminação 

entre a corrente capacitiva (corrente de fundo) e a faradaica (resultante de processos redox). 

Neste sentido, a contribuição capacitiva para a corrente total é minimizada, enquanto que a 

corrente faradaica é maximizada [367], o que gera um aumento global na sensibilidade do 

método [406]. Diferentemente da VC, na VPD apenas um sentido de varredura é aplicado por 

medida, gerando picos de corrente de formato gaussiano na presença de espécies eletroativas 

[406]. Os resultados obtidos a partir das medidas de VPD na presença das amostras de interesse 

são apresentados na Figura 3.27. Similarmente ao observado nas medidas de VC, picos de 

a) b) 

c) d) 
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corrente na faixa de 0,4 a 0,5 V foram observados tanto para os extratos de C. sativa quanto 

para o CBD e THC e suas misturas em diferentes proporções.  

 

Figura 3.27 – Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o eletrodo de carbono vítreo (ECV) na ausência e 

na presença de (a) 1,1 μg mL-1 dos diferentes extratos de Cannabis sativa e (b) 1,1 μg mL-1 das proporções 

CBD:THC (amplitude de potencial: 50 mV, tempo do pulso de potencial: 50 ms, intervalo: 500 ms) em meio de 

tampão BR (pH 7.0) contendo 30% (v/v) de metanol. 

     
Fonte: A autora. 

 

Assim como observado nos ensaios empregando métodos espectroscópicos, verificou-

se uma atividade antioxidante pronunciada para os extratos analisados também por VPD. Os 

picos observados dizem respeito sobretudo à oxidação tanto do CBD quanto do THC presentes 

nos extratos na superfície do ECV. A Tabela 3.5 apresenta os valores de potencial de pico 

anódico (Epa) para cada amostra estudada.  

 

Tabela 3.5– Valores dos potenciais de pico anódico (Epa) obtidos por voltametria de pulso diferencial (VPD) para 

os extratos de Cannabis sativa.  

Extratos Epa (mV)* 

E1 429,6 ± 2,1 a 

E2 493,7 ± 2,9 c 

E3 423,7 ± 3,0 a 

E4 413,7 ± 2,7 a 

E5 517,0 ± 2,9 d 

E6 451,3 ± 2,9 b 

*Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes (a-d) em cada 

coluna diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05. 

Fonte: A autora. 

 

Assim como mencionado anteriormente, os extratos de C. sativa também são 

constituídos de polifenóis e a presença destes compostos juntamente com os canabinóides 

podem contribuir para as propriedades antioxidantes observadas nos ensaios eletroquímicos. 

Além disso, a similaridade nos potenciais de oxidação dos extratos estudados indicou que estes 



160 

 

poderiam ter uma composição análoga em termos de espécies eletroativas. Entretanto, verifica-

se que os extratos E1, E3 e E4 foram os que apresentaram menores valores de Epa, o que pode 

ser atribuído à sua maior atividade antioxidante comparando-se com os demais extratos. As 

diferenças de intensidade entre os picos de corrente podem ser justificadas devido à existência 

de possíveis interações entre moléculas de CBD e THC e outros compostos fenólicos presentes 

nos extratos. Tais interações podem ter afetado o transporte de tais canabinóides à superfície 

do ECV, o que gerou as diferenças observadas na intensidade dos picos.  

Ao se analisar os valores de Epa obtidos por VPD para o CBD e o THC puros (Tabela 

3.6), foi observado que a atividade antioxidante apresentada pelo CBD foi ligeiramente superior 

à apresentada pelo THC, uma vez que o valor de Epa para o CBD foi inferior ao obtido para o 

THC (p < 0,05). Estes resultados corroboraram os obtidos nos ensaios de DPPH• e HOCl e isto 

pode ser uma consequência do maior número de grupos hidroxilas fenólicas na molécula de 

CBD comparado ao THC. Em relação às diferentes proporções CBD:THC, foi observada uma 

tendência similar aos resultados obtidos nos ensaios de ABTS•+ e HOCl, com cada proporção 

analisada apresentando resultados de Epa estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05). 

Portanto, a técnica de VPD também permitiu comprovar a existência de efeitos sinérgicos e 

antagônicos entre tais moléculas (Tabela 3.6) em relação ao seu poder antioxidante. 

Novamente, as diferenças nas intensidades dos picos de corrente podem ser consequência de 

alterações no transporte de tais moléculas à superfície do eletrodo de trabalho dependendo da 

proporção analisada.  

 

Tabela 3.6 – Valores dos potenciais de picos anódicos (Epa) obtidos por análises de voltametria de pulso diferencial 

(VPD) para o CBD, THC e para as diferentes proporções. 

CBD:THC 

(m/m) 
Epa (mV)* 

CBD 448,2 ± 1,0 d 

THC 463,2 ± 0,8 e 

90:10 438,1 ± 1,0 c 

75:25 420,0 ± 0,3 b 

50:50 488,4 ± 0,1 f 

25:75 503,5 ± 0,1 g 

10:90 423,0 ± 0,1 a 

*Valores apresentados como a média ± desvio padrão (n=3). Médias seguidas por letras diferentes (a-g) em cada 

coluna diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05. 

Fonte: A autora. 
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3.4.5 Correlação entre os resultados de atividade antioxidante obtidos pelos métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos 

 

Uma boa correlação negativa foi observada entre o teor de compostos fenólicos e a 

atividade antioxidante (CI50) obtida pelos métodos de DPPH• (r = -0,7724) e ABTS•+ (r = -

0,8180) para os extratos de C. sativa (Tabela 3.7). Neste caso, a presença de compostos 

fenólicos pode ser, em parte, responsável pelo efeito antioxidante observado para os extratos. 

Entretanto, uma baixa correlação foi verificada para o conteúdo de flavonoides totais e a 

atividade antioxidante pelos métodos utilizados nesse estudo. Isso sugere que os não-

flavonoides, assim como os canabinóides, contribuem para a atividade antioxidante observada 

para os extratos. Além disso, uma baixa correlação foi observada entre os métodos de HOCl, 

DPPH•, ABTS•+ ou DPV (Epa) para os extratos, o que indica que os antioxidantes que reagem 

rapidamente com os radicais in vivo (como o HOCl) podem reagir lentamente ou serem inertes 

aos radicais DPPH• e ABTS•+. Desta forma, as diferentes classes de compostos que estão 

presentes nos extratos podem, de fato, possuírem diferentes mecanismos de ação antioxidante. 

 

Tabela 3.7 – Correlação de Pearson entre o conteúdo de compostos fenólicos totais, conteúdo de flavonoides totais 

e atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa obtida por métodos espectrofotométricos e 

eletroquímicos. 

 
Fenólicos 

totais 

Flavonoides 

totais 
DPPH• ABTS•+ HOCl DPV 

Fenólicos 

totais 
1 -0,2074 -0,7724 -0,8180 -0,5221 -0,6793 

Flavonoides 

totais 
 1 -0,1914 0,3751 0,2004 0,2443 

DPPH•   1 0,7327 -0,0042 0,7629 

ABTS•+    1 0,3540 0,9064 

HOCl     1 0,2165 

DPV      1 

Fonte: A autora. 

 

As análises de correlação de Pearson revelaram uma boa correlação entre a atividade 

antioxidante obtida para os métodos de DPPH• e ABTS•+ (r = 0,7327), DPPH• e DPV (r = 

0,7629) e ABTS•+ e DPV (r = 0,9064) para os extratos de C. sativa (Tabela 3.7). Estes resultados 

sugerem que estes extratos são constituídos por compostos doadores de átomos de hidrogênio 

e elétrons, o que justifica a alta atividade antioxidante. As análises de correlação de Pearson 

também demonstraram uma boa correlação entre os métodos de ABTS•+ e DPV (r = 0,8994) e 

HOCl e DPV (r = 0,7734) para as diferentes proporções entre CBD e THC (Tabela 3.8). Como 

mencionado anteriormente, sugere-se que o CBD e o THC podem exercer seus efeitos 



162 

 

antioxidantes por meio da doação de átomos de hidrogênio e de elétrons. Contudo, uma baixa 

correlação foi observada entre o ensaio de DPPH• e os resultados obtidos pelos ensaios 

eletroquímicos. Isto pode ser justificado devido pelo fato de que os canabinóides podem reagir 

lentamente com os radicais DPPH•. As diferenças entre os resultados obtidos pelos métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos podem ser explicadas como devidas aos diferentes 

mecanismos envolvidos na ação antioxidante do CBD e THC. 

 
Tabela 3.8 – Correlação de Pearson entre a atividade antioxidante obtida pelos métodos espectrofotométricos e 

eletroquímicos para as proporções entre CBD:THC. 

 DPPH• ABTS•+ HOCl DPV 

DPPH• 1 -0,4294 0,2730 -0,2934 

ABTS•+  1 0,6492 0,8994 

HOCl   1 0,7734 

DPV    1 

Fonte: A autora. 

 

3.5 CONCLUSÕES PARCIAIS 

 

Neste estudo, foi demonstrado que extratos de C. sativa são constituídos por 

canabinóides, compostos fenólicos e flavonoides, e apresentaram promissora atividade 

antioxidante por métodos espectrofotométricos (poder redutor, DPPH•, ABTS•+ e HOCl) e 

eletroquímicos (VC e VPD). Entretanto, diferenças no efeito foram observadas de acordo com 

o método utilizado e a constituição química de cada extrato. Os resultados revelaram um baixo 

teor de flavonoides, o que sugeriu que os extratos são constituídos principalmente por não-

flavonoides. O extrato E1 apresentou o maior teor de polifenóis quando comparado com os 

demais extratos deste estudo.  

As diferentes proporções entre CBD e THC também exibiram efeito antioxidante nos 

métodos utilizados. Entretanto, no ensaio de DPPH• foi observado que o CBD exibiu maior 

efeito comparado ao THC, devido à sua maior habilidade em doar átomos de hidrogênio para 

estabilizar este radical. Além disso, observou-se que as proporções formadas principalmente 

por CBD exibiram os maiores efeitos. Os resultados também sugeriram que os polifenóis 

presentes nos extratos parecem contribuir na ação antioxidante. 

Todos os extratos de C. sativa exibiram atividade antioxidante no ensaio de ABTS•+ e 

poder redutor, o que sugeriu que estes atuam como doadores de elétrons neste efeito. O CBD e 

o THC, assim como as suas diferentes proporções, também exibiram efeito considerável por 

este método. Entretanto, a proporção formada por 10:90 (m/m) (CBD:THC) exibiu o maior 
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efeito, enquanto a proporção 90:10 (m/m) (CBD:THC) apresentou o menor efeito, quando 

comparados com os resultados dos canabinóides isolados. Além disso, todas as amostras 

analisadas também foram eficientes no sequestro de HOCl e resultados similares aos obtidos 

no ensaio de ABTS•+ foram observados. 

Neste estudo, verificou-se que os extratos de C. sativa apresentaram atividade 

antioxidante por métodos eletroquímicos, e os resultados sugeriram que estes são constituídos 

por espécies eletroativas semelhantes, já que apresentaram valores de potencial de oxidação 

análogos. Como observado nos ensaios de ABTS•+ e HOCl, dependendo da razão entre CBD e 

THC, houve um aumento ou redução na atividade antioxidante destes canabinóides. Ainda, foi 

observada uma boa correlação entre os resultados obtidos pelos métodos eletroquímicos e 

espectrofotométricos. 

Este estudo permitiu concluir que os extratos de C. sativa e de seus principais 

constituintes químicos apresentaram atividade antioxidante por diferentes métodos, e atuam 

como doadores de elétrons e átomos de hidrogênio. Ainda, dependendo da razão entre CBD e 

THC presente em uma amostra, pode-se verificar um aumento ou redução da atividade 

antioxidante. Além disso, este trabalho permitiu concluir que as técnicas eletroquímicas podem 

ser eficazmente empregadas na avaliação de amostras contendo canabinóides. No entanto, mais 

estudos são necessários em relação à atividade antioxidante in vivo destas amostras. 
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CAPÍTULO 4 – CONCLUSÕES FINAIS E PERSPECTIVAS 

 

4.1 CONCLUSÕES FINAIS 

 

Neste trabalho foi avaliada a citotoxicidade de extratos, frações e do óleo essencial de 

C. citratus, assim como dos principais terpenos (citral e geraniol) presentes nesta planta. Foi 

demonstrado que as frações acetato de etila, as quais mostraram uma potente atividade 

antioxidante avaliada por diferentes métodos in vitro e com altos teores de polifenóis, foram 

consideradas citotóxicas para as células humanas apenas em altas concentrações. O citral, 

geraniol e o óleo essencial também foram citotóxicos e interagiram com os componentes das 

membranas dos eritrócitos apenas em concentrações elevadas. Vale ressaltar que os extratos e 

frações exibiram atividade antioxidante [1] em concentrações inferiores às avaliadas neste 

trabalho.  

O peixe-zebra mostrou ser um modelo animal alternativo eficiente na avaliação dos 

efeitos ansiolítico e anticonvulsivante de extratos provenientes da C. citratus, assim como de 

compostos relacionados. Neste estudo, foi demonstrado que os receptores GABAA estão 

envolvidos nos efeitos observados para estas amostras. Entretanto, mais estudos são necessários 

para investigar o envolvimento de outros receptores nos efeitos. Portanto, os resultados obtidos 

corroboraram o uso tradicional da C. citratus na prevenção de distúrbios relacionados ao SNC.  

De maneira geral, os resultados obtidos no presente trabalho evidenciaram o efeito 

sinérgico entre compostos isolados em determinadas misturas, como o citral e o geraniol, nos 

efeitos ansiolítico e anticonvulsivante, e o CBD e THC na atividade antioxidante, por métodos 

espectrofotométricos e eletroquímicos. Além disso, os extratos de C. sativa também são 

constituídos por polifenóis e canabinóides, e a mistura entre estes compostos ocasionou um 

aumento no efeito antioxidante. Por fim, as técnicas eletroquímicas se mostraram uma 

ferramenta útil na avaliação da atividade antioxidante de extratos de C. sativa e de 

canabinóides.  

 

4.2 PERSPECTIVAS 

 

Os resultados promissores obtidos com os extratos de C. citratus e C. sativa 

apresentados abriram novas perspectivas de estudo que podem ser exploradas em trabalhos 

futuros, tanto em relação à extração de compostos bioativos, quanto à avaliação de outras 

atividades biológicas e toxicidade destas plantas. Entre tais perspectivas, pode-se citar: 
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• Emprego de novos procedimentos de extração, assim como de solventes para a 

identificação de componentes bioativos; 

• Avaliação da toxicidade das frações das plantas e dos compostos isolados em modelos 

in vivo; 

• Avaliação de outros mecanismos envolvidos nos efeitos ansiolítico e anticonvulsivante 

das amostras de C. citratus, citral e geraniol; 

• Investigação do efeito neuroprotetor dos extratos de C. sativa, assim como dos 

compostos isolados CBD e THC em células humanas neuronais. 
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ANEXO A – APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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