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RESUMO

As plantas medicinais sdo utilizadas na prevencdo de doencas desde o inicio da civilizacdo
humana e as suas propriedades terapéuticas estdo relacionadas a composicdo quimica de seus
extratos brutos. A Cymbopogon citratus (C. citratus), popularmente conhecida como capim-
limdo, ¢ utilizada em varios paises devido a sua acdo no sistema nervoso central. Entretanto,
apesar dos inimeros efeitos terapéuticos das plantas medicinais, € comprovado que alguns
extratos podem ser potencialmente toxicos para os seres humanos. Desta forma, é importante a
avaliacdo da possivel toxicidade exercida por extratos e compostos relacionados da C. citratus.
Neste estudo, a citotoxicidade de extratos e fracdes obtidos a partir de diferentes métodos de
extracdo, assim como o 6leo essencial e seus principais constituintes quimicos, citral e geraniol,
foi avaliada pelo ensaio de letalidade frente a Artemia salina, e a células sanguineas humanas
(leucdcitos e eritrocitos). As fraces acetato de etila obtidas em meios acido e basico, e apos a
prévia remocdo do Oleo essencial das folhas da planta, reduziram a viabilidade celular dos
leucdcitos. Além disso, o 6leo essencial, citral e geraniol também foram citotoxicos para estas
células na concentracdo mais alta avaliada. Estas amostras aumentaram a fragilidade osmética
dos eritrocitos, e as andlises de microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo
(MEV-FEG) revelaram que houve alteracfes na morfologia destas células. Neste trabalho, as
atividades ansiolitica e anticonvulsivante do extrato hidroalcoolico e do 6leo essencial de C.
citratus, do citral e do geraniol (isolados e em associacdo) foram avaliadas em peixe-zebra. O
teste claro/escuro demonstrou que o tratamento prévio com as amostras aumentou o tempo de
permanéncia no lado claro do aquario pelos animais, assim o tempo de laténcia para a primeira
convulsdo induzida por pentilenotetrazol (PTZ), indicando acdo ansiolitica e anticonvulsivante,
respectivamente. A mistura entre citral e geraniol nas menores concentracfes investigadas em
cada teste também apresentou efeito significativo, que foi, todavia, bloqueados quando 0s
animais foram previamente expostos a uma solucdo de flumazenil (FMZ), o que revela o
envolvimento dos receptores GABAA no mecanismo de acdo dos compostos estudados. Além
disso, o tratamento prévio dos animais com as amostras restaurou os niveis de malondialdeido
(MDA), catalase (CAT), éxido nitrico (NO) e glutationa (GSH) nos homogenatos de cérebro
apos a exposicao dos peixes ao PTZ. Neste estudo, a atividade antioxidante da Cannabis sativa
(C. sativa), uma planta utilizada para fins recreativos e medicinais em alguns paises, e dos seus
principais constituintes quimicos, canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC) (isolados e
em associacdo) 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-acido sulfénico) (ABTS™) e éacido hipocloroso (HOCI)), e métodos
eletroquimicos (voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial) foram empregados para
a avaliacdo da atividade antioxidante. Todas as amostras exibiram consideravel efeito
antioxidante em todos os métodos utilizados. Além disso, foi observado efeito sinérgico entre
estes canabindides na atividade antioxidante. Analises de correlacdo de Pearson demonstraram
uma boa correlacdo entre os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e
eletroquimicos, o que indicou que estas técnicas sdo Uteis na avaliacdo da atividade antioxidante
de canabinoides. Assim, os resultados obtidos na presente tese reforcaram a importancia das
plantas medicinais na descoberta de novos farmacos assim como comprovaram as suas
propriedades terapéuticas.

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 (HOCI)
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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APRESENTACAO

O emprego de plantas medicinais para o tratamento e prevencdo de doencas é
registrado desde a antiguidade. S&o mundialmente consumidas como medicamento de baixo
custo principalmente em paises em desenvolvimento, devido as suas propriedades
farmacoldgicas. Entretanto, muitas sdo empregadas sem a comprovacdo de seus possiveis
efeitos toxicoldgicos e adversos para os seres humanos. A Cymbopogon citratus, popularmente
conhecida como capim-limdo ou capim-santo, € consumida na forma de cha devido as suas
propriedades terapéuticas, principalmente no tratamento e prevencdo de doencas gastricas e
relacionadas ao sistema nervoso central. Esta planta € constituida por uma gama de compostos
bioativos, em que se pode destacar os polifendis e 0s terpenos presentes nos seus extratos e no
0leo essencial. Desta forma, considerando-se as propriedades terapéuticas exibidas por esta
planta e 0 seu amplo uso pela populagéo, estudos relacionados a investigacdo da toxicidade e
dessas propriedades terapéuticos séo de grande importancia.

A presente tese estd dividida em 4 capitulos, cujo conteddo serd brevemente
apresentado a seguir. Em nosso estudo anterior [1], demonstrou-se que fragdes obtidas em
acetato de etila a partir do extrato hidroalcodlico de folhas secas de Cymbopogon citratus sdo
constituidas por polifendis, e exibem promissora atividade antioxidante por diferentes métodos
in vitro. Entretanto, outros estudos sdo necessarios para avaliar o possivel efeito toxicologico
destas amostras a fim de se comprovar a sua seguranca em futuras aplicacdes. Neste sentido, o
Capitulo 1 apresenta uma introducdo geral sobre plantas medicinais, com destaque para C.
citratus. Sao apresentados estudos para avaliagdo da citotoxicidade de extratos, fragOes e do
0leo essencial desta planta, assim como para o citral e geraniol (principais terpenos presentes
no 6leo essencial) em células humanas (leucécitos e eritrocitos). Além disso, apresenta-se
resultados relacionados a avaliacdo da toxicidade de tais amostras empregando Artemia salina
como modelo in vivo. E também apresentado o efeito da remogéo do 6leo essencial das folhas
secas da planta na extracdo de compostos bioativos para as fracdes cloroférmicas e acetato de
etila (obtidas em meio &cido e basico). Além disso, sdo descritos estudos para avaliagdo de
eventuais alteracbes morfoldgicas causadas em eritrocitos causadas por todas as amostras.

O Capitulo 2 apresenta uma introducdo geral ao transtorno de ansiedade e a epilepsia,
além do emprego do peixe-zebra na investigacdo das propriedades ansiolitica e
anticonvulsivante de plantas medicinais e compostos relacionados. Neste mesmo capitulo é
abordada a avaliacdo do efeito ansiolitico e anticonvulsivante do extrato hidroalcoolico e do

6leo essencial de Cymbopogon citratus, assim como de seus constituintes quimicos, citral e
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geraniol (isoladamente ou em associacdo), em peixe-zebra como modelo in vivo. Também se
avaliou o efeito destes compostos em parametros relacionados ao estresse oxidativo na
convuls&o induzida por pentilenotetrazol (PTZ) nos animais, assim como o envolvimento dos
receptores gabaérgicos em tais efeitos. Neste sentido, este estudo corroborou o uso
etnofarmacoldgico da C. citratus para doencas relacionadas ao sistema nervoso central, e a
eficacia do peixe-zebra como modelo animal na avaliacdo de propriedades farmacologicas desta
planta e seus compostos relacionados.

O Capitulo 3 apresenta uma introducdo geral sobre a planta Cannabis sativa,
canabindides e acdo antioxidante destes compostos. Também relata o estudo da avaliacdo da
atividade antioxidante de extratos de Cannabis sativa e de seus principais constituintes
quimicos, canabidiol (CBD) e tetrahidrocanabinol (THC) isolados (e em associa¢do) por
métodos espectroscopicos (poder redutor e sequestro dos radicais DPPH*, ABTS™* e HOCI). A
acdo antioxidante destes compostos tambeém foi investigada por meio de métodos
eletroquimicos, como a voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial (VDP). Foi
demonstrado que estes canabindides atuam como antioxidantes devido as suas propriedades de
doacdo de elétron e de a&tomos de hidrogénio. Além disso, foram evidenciadas boas correlacbes
entre os resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos e eletroquimicos para os
extratos de Cannabis sativa e para as diferentes misturas entre CBD e THC, 0 que sugeriu que
estas técnicas podem ser empregadas na avaliacdo da atividade antioxidante de amostras
constituidas por canabindides.

O Capitulo 4 apresenta as conclusdes finais do trabalho e perspectivas para estudos

futuros.
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CAPITULO 1 - AVALIACAO DA TOXICIDADE DE EXTRATOS, FRACOES, OLEO
ESSENCIAL E COMPOSTOS CITRAL E GERANIOL DE Cymbopogon citratus

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Plantas medicinais

Nos tempos antigos, os remédios caseiros a base de plantas medicinais compreendiam
0s tratamentos e prevencdes mais conhecidos para diversos tipos de doencgas [2,3]. Por exemplo,
0 uso da papoula (Papaver somnniferum) e da maconha (Cannabis sativa) é reportado h4 mais
de 4.000 anos. Atualmente, as plantas medicinais ainda sdo utilizadas no tratamento de varias
doencas comuns, como as infeccbes gastrointestinais e respiratdrias, doencas de pele, na
cicatrizacdo de feridas, diarreia, hipertensao, anemia, malaria, doencas neurodegenerativas, etc
[4]. As ervas fitoterpicas incluem as folhas, flores, raizes, cascas, frutas, sementes, caules ou
outras partes de plantas que sao utilizadas na forma de cha (infuséo ou decocgéo) [2]. As plantas
medicinais tém sido recomendadas como alternativa eficaz para o tratamento e prevencgéo de
doencas devido a algumas vantagens como o0 baixo custo, acessibilidade e menos efeitos
colaterais em comparagdo com outros medicamentos [2,3].

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) define como planta medicinal “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas como
fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”. As estatisticas atuais
da OMS reportaram aproximadamente 250.000 espécies de plantas identificadas das quais
70.000 possuem propriedades medicinais. Estima-se que 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependa de preparacdes a partir de plantas para atender as suas necessidades
bésicas de saude [5]. As plantas medicinais sdo ingredientes significativos na formulagdo de
medicamentos de origem natural e na fabricacdo de produtos farmacéuticos, além de serem
importantes na sintese de moléculas mais complexas [6]. Neste contexto, as informacdes
obtidas a partir de conhecimentos de comunidades tradicionais sobre o uso das plantas
medicinais sdo comprovados com pesquisas farmacoldgicas [2,3].

No Brasil, as plantas medicinais sdo consumidas com pouca comprovacao de suas
propriedades terapéuticas ou toxicologicas, além de serem consideradas “remédios de baixo
custo”. Estima-se que aproximadamente 30% dos medicamentos terapéuticos existentes, sao
derivados de fontes naturais (plantas e microorganismos). Por exemplo, em algumas areas, 0s

medicamentos derivados das plantas chegam a 60% [6]. A riqueza de espécies vegetais, e dos
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biomas brasileiros, associada a diversidade étnico-cultural, implicou no uso extensivo de
plantas medicinais para fins curativos. Fatores como a facilidade de acesso e a compatibilidade
cultural sdo de extrema relevancia para o avango do uso de fitoterapicos [7].

Apesar de suas notaveis propriedades farmacoldgicas e terapéuticas, as plantas
medicinais sdo consumidas em todo o mundo com poucas evidéncias de seus possiveis efeitos
toxicologicos [2,8,9]. Foi comprovado em estudos in vivo e in vitro que extratos brutos e
compostos bioativos podem exibir alguma toxicidade e causar alteragGes na forma e fisiologia
das células humanas, como por exemplo nos leucdcitos e eritrocitos [10,11]. Algumas plantas
medicinais também podem causar alteragdes no material genético nas células vivas e induzir
danos a longo prazo em pacientes [4,12]. Além disso, de acordo com a classe e concentragéo
de fitogquimicos presentes nas plantas, estas podem produzir efeitos neurotoxicos, citotdxicos,
hepatotdxicos e carcinogénicos [13]. Neste sentido, pesquisas tém sido realizadas para avaliar
0s possiveis efeitos toxicoldgicos de extratos vegetais que sdo utilizados principalmente para
fins medicinais [3,14].

As plantas medicinais e seus componentes quimicos vém sendo amplamente
investigados com relagdo as suas atividades farmacoldgicas devido a interagdo dos Gltimos com
o Sistema Nervoso Central (SNC) [2]. Vérios estudos comprovaram a eficacia da utilizacéo de
produtos naturais e fitoterdpicos no tratamento de doencas devido as suas acgdes
psicoterapéuticas como antidepressivo, ansiolitico, sedativo, hipnético e analgésico [15,16]. As
propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais sdo atribuidas a sua composi¢do quimica,
gue incluem os metabdlitos secundarios presentes em seus extratos brutos [17,18]. Estes
compostos atuam de forma independente ou em sinergia, € podem interagir com oS

componentes do tecido vivo [19].

1.1.2 Metabdlitos primarios e secundarios de plantas medicinais

A incapacidade de locomocdo das plantas favoreceu o desenvolvimento de
mecanismos de defesa, 0 que é considerada uma capacidade adaptativa para lidar com situagdes
estressantes durante 0 seu crescimento e desenvolvimento [20]. As plantas respondem a
estresses e disturbios bidticos que levam ao inicio de respostas de defesa mediadas por
processos de sinalizacdo e vias, as quais envolvem a producdo de moléculas, para desempenhar
funcgdes celulares essenciais para 0s processos fisiologicos [20]. Estes processos impactam o
metabolismo primario que fornece intermediarios biossintéticos para o metabolismo

secundario, com a producao de compostos bioativos [21].
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Os metabdlitos primarios (aclcares, aminoacidos, lipideos e proteinas) exercem as
funcBes essenciais para as plantas e estdo diretamente relacionados a respiracdo, fotossintese,
crescimento e formacao de novos tecidos [22]. O metabolismo primério é semelhante em todas
as espécies de plantas, visto que derivam de um precursor comum, do qual algumas
caracteristicas sdo conservadas [23]. Além disso, estes compostos sdo essenciais como
intermediarios nas vias catabdlica e anabdlica da planta, assim como na producdo de
metabolitos secundarios [22,24].

Os metabolitos secundarios sdo moléculas organicas sintetizadas por plantas que ndo
estdo envolvidas diretamente no seu crescimento e desenvolvimento [23]. S&o produzidos a
partir dos metabdlitos primarios por uma sequéncia de reacfes quimicas catalisadas por
enzimas [21]. Estes compostos podem ser detectados em todas as partes das plantas, porém o
local da biossintese € restrito a um 6rgéo, tal qual eles sdo posteriormente transportados para
diferentes regides [25].

Os metabdlitos secundarios desempenham importantes funcées ecoldgicas nas plantas,
como a protecdo contra herbivoros e patdgenos, além de servirem como atrativos (aroma, cor e
sabor) para polinizadores [24]. Cada familia de plantas produz uma gama de compostos
quimicos, o0s quais sdo utilizados como marcadores taxondmicos na classificacdo botanica da
planta [24]. Além disso, diversos estudos ja comprovaram que estes compostos podem exercer
algum efeito bioldgico e terapéutico para os seres humanos [2,26].

A producgdo de metabdlitos secundarios em plantas medicinais pode ser influenciada
por fatores ambientais, que incluem as mudancas geoclimaticas e sazonais, além das condicdes
externas, como a temperatura, luz, umidade, radiagéo ultravioleta e nutrientes do solo [27,28].
A condicdo de coleta, secagem e armazenamento do material vegetal também influenciam no
teor destes compostos e, consequentemente, nos efeitos bioldgicos e farmacoldgicos
apresentados pelas plantas [27,28].

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em trés grupos distintos
quimicamente: terpenos e terpendides (aproximadamente 25.000 tipos), alcaldides
(aproximadamente 12.000 tipos) e compostos fendlicos (aproximadamente 8.000 tipos) [29].
Existem quatro vias principais para a sintese de metabolitos secundarios ou compostos
bioativos nas plantas: (1) via do acido chiquimico; (2) via do acido mal6nico; (3) via do &cido
mevaldnico; e (4) via do ndo mevalonato. Os alcaldides sdo produzidos por aminoacidos
aromaticos (provenientes da via do é&cido chiquimico) e por aminodcidos alifaticos

(provenientes do ciclo do &cido tricarboxilico). Os compostos fendlicos sdo sintetizados por
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meio da via do &cido chiquimico e da via do &cido mevaldnico. Os terpenos sdo produzidos a

partir da via do acido meval6nico e da via do ndo mevalonato [20,30,31].

1.1.3 Terpenos

Os terpenos sdo hidrocarbonetos naturais produzidos pelas plantas medicinais, e séo
0s principais constituintes dos o6leos essenciais. Este grupo € representado por
aproximadamente 55.000 moléculas, e é o mais complexo de produtos naturais, com uma
diversidade de estruturas quimicas e propriedades bioldgicas [32,33]. Séo classificados em
diferentes subgrupos com base no numero de unidades de isopreno (C5) como: monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) [33].

Os monoterpenos e diterpenos sdo produzidos nos plastideos, enquanto 0s
sesquiterpenos, triterpenos e tetraterpenos séo produzidos no citosol [33]. Entretanto, alguns
sesquiterpenos e diterpenos também podem ser produzidos na mitocondria. O peso molecular
e a estrutura quimica destes compostos determinam as propriedades fisicas, como a volatilidade
e as interagdes entre diferentes organismos [33].

Os terpenos sdo sintetizados a partir dos metabolitos primarios por meio de duas rotas
principais: a rota do &cido mevaldnico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP) (Figuras
1.1 e 1.2) [31,34]. Na rota do MVA, trés moléculas de acetil-CoA sdo necessarias para formar
0 é&cido mevalbnico. Esta molécula é pirofosforilada, descarboxilada e posteriormente
desidratada por uma sequéncia de reacdes enzimaticas, para produzir o IPP (pirofosfato de
isopentenila), o qual é a unidade bésica para a formacéo dos terpenos (Figura 1.1). Na rota do
MEP, o gliceraldeido-3-fosfato e dois atomos de carbono do piruvato, se condensam para
formar um intermediario de cinco carbonos, a desoxixilulose-5-fosfato. Por fim, ocorre a
reducdo desta molécula a MEP, que é eventualmente convertido por uma sequéncia de reacoes
em DMAPP (dimetialil pirofosfato), um isdmero do IPP (Figura 1.2) [33,35].
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Figura 1.1 — Biossintese dos precursores de terpenos, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalilfosfato (DMAPP)
pela rota do acido mevalénico (MVA).
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Figura 1.2 — Biossintese dos precursores de terpenos, isopentenil difosfato (IPP) e dimetilalilfosfato (DMAPP)
pela rota do metileritritol fosfato (MEP).
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O IPP e o DMAPP sdo unidades pentacarbonadas que se unem para formar moléculas
maiores. A unido do IPP com DMAPP forma uma moléecula de 10 carbonos denominada GPP
(pirofosfato de geranila), responsavel pela formacdo 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 unido a mais uma molécula de IPP
leva a formacao 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 — Biossintese de terpenos.
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1.1.4 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos sdo um grupo heterogéneo de compostos derivados do
metabolismo secundario das plantas. Estruturalmente, possuem pelo menos um anel aromatico
ao qual um ou mais grupos hidroxila (OH) estdo diretamente ligados a esta estrutura [37,38].
Englobam desde moléculas simples até aquelas com alto grau de polimerizacdo e atuam como

sequestradores dos radicais livres e quelante de metais [26,38]. Os produtos formados pela
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reacdo destes compostos com os radicais livres sdo relativamente estaveis devido a ressonancia
com o anel aromatico apresentada por eles [39].

Estes compostos sdo sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais: a rota
do acido chiquimico e a rota do acido mevaldnico, esta ultima menos significativa [35]. A rota
do &cido chiquimico converte precursores de carboidratos derivados da glicélise e da rota da
pentose fosfato em trés aminoacidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano [35,40], e é
a principal conexdo entre o metabolismo priméario e secundario nas plantas [41]. Os
aminoacidos formados ndo sdo apenas componentes cruciais da biossintese de proteinas, mas
servem também como precursores para diversos metabolitos secundarios, como 0s compostos
fendlicos, que sdo importantes para o crescimento e desenvolvimentos das plantas [41].

Os compostos fendlicos podem ser classificados como acidos fendlicos, aqueles
derivados do &cido hidroxicindmico ou do acido hidroxibenzoéico, e flavonoides. Os compostos
originados a partir do acido hidroxibenzdico sdo caracterizados pelo grupo carboxilico
substituido no fenol e séo representados pelos acidos galico, protocatecuico, vanilico e elagico
[42,43]. Entretanto, os compostos derivados do acido hidroxicindmico possuem uma cadeia
hidrocarbbnica de trés &tomos diretamente ligada ao anel aromatico e sdo representados pelos

acidos cafeico, ferulico, cindmico, sinapinico e clorogénico (Figura 1.4) [44].

Figura 1.4 — Estrutura quimica do acido hidroxicindmico e hidroxibenzoéico.
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Fonte: A autora.

Os flavonoides sdo compostos amplamente distribuidos no reino vegetal e apresentam
uma variedade de estruturas fendlicas [42,45]. Séo constituidos por dois anéis aromaticos (A e
B) conectados por um anel pirano (C) (Figura 1.5). De acordo com o grau de hidrogenacdo e
substituicdo do heterociclo, podem ser subclassificados como flavonaéis, 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 as cores atraentes apresentadas pelas flavonas e antocianinas, elas podem atuar
como sinais visuais para a atracdo de insetos para a polinizagdo. Devido a sua adstringéncia, as
catequinas e flavondis atuam como um sistema de defesa contra os insetos que séo prejudiciais
as plantas [44]. Além disso, exibem uma variedade de propriedades terapéuticas e
farmacologicas, como anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante e neuroprotetora [42]. As
principais fontes de compostos fenolicos sdo as frutas, vegetais, bebidas como o café, chas,

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-lim&o, capim-santo ou capim-cidreira, € uma planta nativa da india e pode ser cultivada
em diversos paises de clima tropical e subtropical [47]. Pertence a familia Gramineae, que
compreende aproximadamente 500 géneros e 8.000 espécies essencialmente herbaceas. E uma
graminea perene, de alto porte, que apresenta folhas em forma de tiras, com cercade 1,3 — 2,5
cm de largura e 0,9 m de comprimento. Possui coloracdo verde-palida e odor aromatico
caracteristico de limdo quando moidas, devido a presenca do citral [48]. Desenvolve-se
preferencialmente em climas quentes e tmidos com chuvas bem distribuidas [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 6leo essencial, o que agrega valor econdmico a planta [49].
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Figura 1.6 — Cymbopogon citratus.

Fonte: A autora.

A C. citratus é utilizada devido as suas propriedades terapéuticas na medicina popular,
como na prevencao e no tratamento da gripe, febre, pneumonia e problemas digestivos, além
de apresentar atividades analgésica, anti-inflamatéria 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 prevencdo e no tratamento de doencas
cardiovasculares [52-54]. Ochwang’i e colaboradores [55] e Bidinotto e colaboradores [56]
comprovaram que a C. citratus exibe atividade anticarcinogénica. Outros estudos revelaram
que esta planta é eficaz como agente antifingico, antibacteriano e antiprotozoério [48,57,58].
Recentemente, Simdes e colaboradores [59] comprovaram a atividade vasorrelaxante de
extratos da C. citratus em artérias de seres humanos, efeito que pode estar relacionado a
presenca de taninos.

Estudos de experimentos in vivo e in vitro ja comprovaram que as propriedades
benéficas da C. citratus podem estar relacionadas com a sua acdo antioxidante [1,60-62]. Por
exemplo, Campos e colaboradores [63] demonstraram que 0 extrato metandlico rico em
polifendis inibiu a producdo de EROs induzida por H202 em células endoteliais de seres
humanos. Em outro trabalho, foi verificado que as células que foram previamente tratadas com
0 extrato aquoso de C. citratus reduziram significativamente a frequéncia de aberragdes
cromossémicas induzidas por H202. Os autores atribuiram este efeito principalmente a presenca
de flavonoides, que possuem acdo antioxidante [64]. Pereira e colaboradores [62]
demonstraram que extratos das folhas de C. citratus atenuaram a peroxidacéo lipidica induzida
por diferentes pro-oxidantes em homogenatos de cérebro de ratos.

A C. citratus também exibe valor nutritivo devido & presenca de alguns minerais e

vitaminas. O fosforo e 0 potéssio estdo presentes em maiores quantidades na planta, que
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também exibe tracos 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 acdo neuroprotetora da planta pode estar relacionada a agdo
sinérgica dos seus componentes nutritivos, e dos seus constituintes volateis que estdo presentes

no 6leo essencial.
1.1.5.1 Composi¢ao quimica da Cymbopogon citratus

A composicao quimica da C. citratus é bastante diversificada j& que apresenta varios
compostos bioativos pertencentes as diferentes classes [48,65]. Estudos da literatura
identificaram compostos fenolicos (acidos fendlicos e flavonoides) nos extratos brutos de C.

citratus [1,66-68]. Na Figura 1.7 estdo apresentadas as estruturas dos &cidos fendlicos

presentes nas folhas de C. citratus.

Figura 1.7 — Estrutura quimica dos principais acidos fendlicos identificados na Cymbopogon citratus.
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Além dos &cidos fendlicos, é reportado que os extratos brutos de C. citratus séo
constituidos por flavonoides [47,69]. Por exemplo, luteolina, luteolina 6-O-glicosideo,
isoorientin, quercetina, kaempferol e apigenina foram identificados nos extratos da planta [60]
(Figura 1.8).
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Figura 1.8 — Estrutura quimica dos principais flavonoides presentes na Cymbopogon citratus.
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Cheel e colaboradores [68] identificaram os flavonoides isoorientina, isoscoparina,
swertiajaponina e isoorientina 2"-O-ramnosideo nos extratos aquoso e metandlico das folhas
secas de C. citratus. Em outro estudo, foi revelada a presenca 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 fendlicos, na literatura é reportada a presenca de taninos,
saponinas, antraquinonas, xantonas, alcaloides e esteroides em extratos de C. citratus [67,70].
Estes compostos juntamente com 0s componentes presentes no 6leo essencial também s&o

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

1.1.5.2 Oleo essencial de Cymbopogon citratus

Os 6leos essenciais sdo misturas de compostos lipofilicos extraidos de plantas
comumente por destilacdo por arraste de vapor, porém, podem ser extraidos também com
solventes organicos. Sdo constituidos majoritariamente por terpendides, e outros compostos
volateis de baixo peso molecular, tais como 0s monoterpenos e sesquiterpenos [71,72]. De

acordo com a Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO), o termo 6leo essencial se
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refere a “um produto obtido a partir da matéria-prima vegetal, seja por destilacdo com agua
ou vapor, ou do epicarpo de frutas citricas por processo mecanico, ou por destilacdo a seco”
[73].

Os terpenos séo 0s principais responsaveis pelo aroma caracteristico e propriedades
terapéuticas dos 6leos essenciais [74]. S&o liquidos de aspecto oleoso e de coloragdo amarela,
laranja ou incolor, em geral, pouco estaveis na presenca de ar, calor e luz [75]. Nas plantas, o
0leo essencial é produzido e armazenado em estruturas especializadas, como os idioblastos,
cavidades, canais e tricomas [74].

Os o6leos essenciais sdo estudados por apresentarem promissores efeitos bioldgicos,
como antioxidante, anti-inflamatorio, analgésico, anticolinesterasico, dentre outros [74] . Além
disso, ttm sido amplamente utilizados em aplicagdes bactericidas, virucidas, fungicidas,
antiparasitarias, inseticidas e cosméticas pelas industrias farmacéutica, sanitaria, cosmética,
agricola e alimenticia [75].

A composicdo quimica dos Oleos essenciais das plantas medicinais varia
consideravelmente de espécie para espécie em funcdo de parametros climaticos e fatores
agrondmicos, como a fertilizacdo, irrigacdo e a fase de desenvolvimento da planta durante a
coleta [75,76]. Além disso, o tipo de material vegetal utilizado, e 0 método de extracdo
empregado determinam o rendimento e a composicdo quimica do Oleo essencial e,
consequentemente, as suas propriedades bioldgicas [74]. Ainda, apds o isolamento do 6leo
essencial, o armazenamento deve ser cuidadoso (auséncia de luz, calor e umidade), a fim de
reduzir as reacdes de degradacdo dos componentes quimicos presentes [73]. Estes compostos
se convertem facilmente em outros, por meio de reacOes de oxidacao, isomerizacao, ciclizacdo
ou desidrogenacédo, desencadeadas enzimaticamente ou quimicamente [73].

Diferentes métodos podem ser eficientemente empregados para a extragdo do 6leo
essencial da C. citratus, como a extracdo por solventes, destilacdo a vapor, hidrodestilacéo,
hidrodestilacdo assistida por micro-ondas e extracdo por fluido supercritico [77]. Entretanto, o
método mais utilizado é a destilacdo a vapor, utilizado principalmente para materiais sensiveis
a temperatura e insollveis em agua, que podem se decompor no ponto de ebulicdo [73]. Neste
método, o vapor passa atraveés do material vegetal seco ou fresco, o que amolece as células e
permite que o 6leo essencial seja extraido na forma de vapor. A temperatura do vapor deve ser
alta o suficiente para que o 6leo possa vaporizar mas que nao danifique o material vegetal e
degrade os componentes quimicos presentes. O 6leo essencial juntamente com o vapor é

posteriormente resfriado em um condensador e coletado [77].
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Na literatura é reportada a presenca de uma variedade de terpenos presentes no 6leo
essencial das folhas de C. citratus coletada em diferentes regides [77]. Estes compostos exibem
propriedades bioldgicas e terapéuticas, como por exemplo, o mirceno, linalol e o geraniol, que
apresentam efeitos analgésicos, antibacteriano e antifungico [32]. O neral, geranial, limoneno,
mirceno e o geraniol sdo compostos marcadores (compostos quimicos responsaveis pela

atividade bioldgica) do 0leo essencial de C. citratus [78] (Figura 1.9).

Figura 1.9 — Estrutura quimica dos principais constituintes quimicos do 6leo essencial de Cymbopogon citratus.
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Fonte: A autora.

Na literatura € relatada a utilizacdo do 6leo essencial de C. citratus como conservante
alimentar, anti-inflamatorio, diurético, antioxidante, anti-carcinogénico, antidiabético e
antimicrobiano [47]. Também ¢é reportado seu uso em formulagbes farmacéutica e cosmética,
devido as suas propriedades conservante e repelente [77].

Estudos clinicos e pré-clinicos comprovaram que o 6leo essencial da C. citratus produz
diversas respostas farmacoldgicas no SNC, que resultaram em efeitos ansiolitico, analgésico,
antidepressivo, anticonvulsivante e sedativo [50,79-81]. Desta forma, o 6leo essencial pode ser
eficaz em terapias complementares, como por exemplo na aromaterapia, em que a
administracdo do Oleo é realizada por inalagdo [82].

Alguns estudos da literatura sugeriram que as propriedades farmacoldgicas
apresentadas pelo 6leo essencial da C. citratus se deve principalmente a presenca do citral na
sua composicdo quimica. Entretanto, o sinergismo entre este monoterpeno e 0s demais
componentes do 6leo 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) € uma mistura dos terpendides, aldeidos

isoméricos, neral (isdmero-Z) e geranial (isdmero-E) (Figura 1.10). Este aldeido a,B-insaturado
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volatil presente abundantemente em varias plantas medicinais e frutas citricas e € o principal
constituinte quimico do 6leo essencial de C. citratus e da casca de liméo [77]. O intenso odor
apresentado pelo citral o tornou um aditivo popular para uma variedade de detergentes,

alimentos e cosmeéticos [85].

Figura 1.10 — Estrutura quimica do neral e geranial.

3 \\O

neral geranial
Fonte: A autora.

O citral possui propriedades terapéuticas e farmacologicas, como antiespasmadica,
analgésica, anti-inflamatoria, antipirética, diurética e sedativa [86-88]. Estudos comprovaram
0 potencial deste composto no tratamento de doencas causadas por bactérias, fungo e
protozoarios [85]. Além disso, também ja foram relatados efeitos no SNC em estudos in vivo,
como ansiolitico, anticonvulsivante e antidepressivo [86,88].

O geraniol (3,7-dimetil-2,6-octadienol) é um importante constituinte quimico de
varios 0Oleos essenciais, juntamente com o seu estereoisomero nerol (Figura 1.11). O geraniol
puro é um Gleo transparente ou amarelo claro que se dissolve na maioria dos solventes organicos
[89]. E um dos ingredientes mais comuns presentes em fragrancias, e foi detectado em
aproximadamente 76% dos desodorantes, 41% dos detergentes e limpadores, e em 33% dos

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

Figura 1.11 — Estrutura quimica do geraniol e nerol.
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Estudos da literatura reportaram que o geraniol estd presente em aproximadamente
250 oleos essenciais de diversas plantas, como por exemplo na C. citratus, Cymbopogon
martinii, Cymbopogon winterianus e Cymbopogon nardus [91]. Além disso, este terpeno possuli
interessantes propriedades bioldgicas, como antimicrobiana, anti-inflamatéria, antioxidante e
anti-helmintica. Também € descrita a atividade anticancer deste composto contra alguns tipos
de canceres em humanos [91]. O geraniol apresentou efeito neuroprotetor, e protegeu contra 0s
danos oxidativos induzido por rotenona na Doencga de Parkinson [92].

A biossintese do geraniol em espécies de Cymbopogon ocorre em uma etapa a partir
do GPP (Figura 1.12). Primeiramente, ocorre a formacdo do geraniol mediada pela enzima
geraniol sintase. Posteriormente, o geraniol € oxidado pela enzima geraniol desidrogenase para

produzir o geranial [93,94].

Figura 1.12 — Biossintese do geraniol e citral em espécies de Cymbopogon.
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Fonte: Adaptado de [93].

1.1.7 Citotoxicidade de Cymbopogon citratus e compostos relacionados

Apesar das propriedades terapéuticas e farmacoldgicas apresentadas por plantas
medicinais, estudos in vitro e in vivo reportaram a toxicidade de extratos, 6leos essenciais e de
seus constituintes quimicos [17,95,96]. Os fitoterapicos sdo frequentemente utilizados em
conjunto com medicamentos convencionais e as interacfes cinéticas podem ser citotoxicas,
desenvolvendo efeitos colaterais indesejaveis para os seres humanos [96,97]. A toxicidade de
plantas medicinas estd diretamente relacionada com a sua composi¢do quimica, a qual é
influenciada por alguns fatores, como a época de coleta do material vegetal, nutrientes de solo
e estagio de desenvolvimento [98]. Os componentes de uma mistura, como extratos de plantas
podem interagir por meio de efeitos sinérgico e antagbnico e podem aumentar a penetragéo ou
absorcédo de outros compostos [99].

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

fixacdo 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 a citotoxicidade de
produtos naturais tém sido realizados por pesquisadores, como um primeiro passo na avaliacao
da toxicidade. O mecanismo de acdo da maioria dos compostos toxicos esta associado a
processos bioquimicos basicos comuns a todas as células, como por exemplo, a manutencéo da
integridade da membrana celular, atividade mitocondrial e sintese de proteinas [12,99].

Alguns estudos comprovaram que as bicamadas lipidicas da membrana celular séo
potenciais alvos para extratos de plantas medicinais constituidos por polifendis e terpenos
[100,101]. Estes compostos alteram a funcionalidade destas bicamadas devido as interacfes
com seus componentes [101-103]. Os compostos fendlicos podem induzir quebras no DNA,
mutacdes e aberragdes cromossomicas. Os flavonoides podem interagir com as mitocondrias,
interferir nas vias do metabolismo intermediario e/ou regular negativamente a expressao de
moléculas de adesdo [95].

Vaérias espécies de plantas medicinais demonstraram toxicidade em diferentes estudos,
dentre as quais pode-se destacar a C. citratus e seus principais constituintes quimicos [17,96].
Por exemplo, Sinha e colaboradores [104] demonstraram que altas concentracGes do 6leo
essencial de C. citratus, assim como do seu principal constituinte quimico citral, foram
genotoxicas a linfocitos humanos, devido a uma reducdo na viabilidade celular das células
tratadas com estas amostras. Em outro estudo, Koba e colaboradores [105] verificaram que o
6leo essencial extraido da C. citratus coletada na Africa foi citotoxico a células epidérmicas no
ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolio).

Chiamenti e colaboradores [106] avaliaram o efeito citotoxico do extrato
hidroalcodlico de C. citratus a células de adenocarcinoma de pulmédo humano e células de rim.
Os autores observaram que 0 extrato causou alteracdes em ambas as células, e sugeriram que
0s compostos quimicos, como os polifendis e os taninos interferiram na funcao celular. Outros
estudos sugeriram que a presenca de cumarinas, taninos, antraquinonas e saponinas
contribuiram para os efeitos toxicologicos apresentados pela C. citratus [47].

Kpoviessi e colaboradores [107], verificaram que 0 Gleo essencial de C. citratus foi
citotoxico para as células de ovario de camundongas e moderadamente toxico para as células
de fibroblastos humanos. O citral, principal componente deste 6leo, também foi toxico para
estas mesmas células. Entretanto, o pineno, que também estava presente em abundancia, nao
apresentou toxicidade para essas células. Desta forma, os autores atribuiram a presenca do citral
na citotoxicidade apresentada pelo Oleo essencial de C. citratus. Em outro estudo, foi
demonstrado que o citral induziu a uma alta citotoxicidade e genotoxicidade a leucécitos

humanos quando presente em altas concentragc6es [108].
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O geraniol também foi considerado citotoxico e genotdxico quando presente em altas
concentragdes, em estudos in vitro, para células humanas mononucleares do sangue periférico
e células de hepatoma humano [109]. Outros terpenos presentes no 6leo essencial como o
linalol, mirceno, timol, limoneno, eugenol e carvacrol exibiram efeitos toxicoldgicos em
estudos in vitro e in vivo [110].

Neste sentido, em nosso estudo anterior [1], foi demonstrado que o 6leo essencial de
C. citratus era constituido por citral e geraniol, presentes também nas fragdes cloroférmicas
obtidas por diferentes metodos de extracdo a partir do extrato hidroalcoolico. Além disso, as
fracBes em acetato de etila (obtidas em meios acido e basico) desta planta s&o ricas em
polifendis e apresentaram consideravel atividade antioxidante por diferentes mecanismos
quimicos. Portanto, considerando-se o amplo uso popular da C. citratus no tratamento e
prevencdo de doencgas, mais estudos sdo necessarios para a avaliagao da toxicidade desta planta

e seus derivados para futuras aplicagoes.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Investigar a toxicidade de extratos, fracbes e do 6leo essencial de C. citratus, além dos

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

1.2.2  Objetivos Especificos

o Avaliar a toxicidade de extratos e fracOes de C. citratus, obtidas por diferentes
métodos de extracdo, 6leo essencial, citral e geraniol em Artemia salina;

o Avaliar a citotoxicidade de extratos e fracOes de C. citratus, obtidas por
diferentes métodos de extracdo, 6leo essencial, citral e geraniol em leucdcitos e eritrocitos
humanos;

o Identificar as possiveis alteracbes morfoldgicas causadas pelas amostras de C.

citratus, citral e geraniol nos eritrcitos humanos.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Reagentes e Solugdes

Todos os reagentes empregados foram de grau analitico e utilizados sem purificagdo
prévia. O citral (95%), geraniol (98%), tert-butil-hidroperdxido (t-BHP), Azul de Trypan,
foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. Os cistos de A. salina (Artemia sp., Artemiidae) foram
obtidos da Artémia Salina do Rio Grande do Norte (Brasil).

A solucéo tampéo PBS foi preparada a partir da dissolugdo dos sais NaCl 136 mmol
L, KCI 2,68 mmol L, KH2PO4 1,47 mmol L' e NaHPO4 8,1 mmol L em &gua deionizada,
e 0 pH foi ajustado para 7,4. A solugéo tampéo Hank’s foi preparada a partir da dissolugdo dos
compostos KCI 5,4 mmol L*; NaHPO40,3 mmol L, KH2PO40,4 mmol L%, NaHCOs4,2 mmol
L, MgCl20,5 mmol L1, NaCl 122,6 mmol L, d-glucose 0,01 mmol L%, Tris-HCI 10 mmol
L e CaCl21,3 mmol L, em agua deionizada e o pH foi ajustado para 7,4. A solucgdo de lise
de hemécias foi preparada a partir da dissolucéo dos compostos NH4Cl 150 mmol L%, NaHCOs
10 mmol L*e EDTA 1 mmol L%, e o pH foi ajustado para 7,4. A solucdo tampéo TFK foi
preparada a partir da dissolucdo dos sais K2HPO4 6,1 mmol L1, KH2PO4 6,1 mmol L*e NaCl
150 mmol L, e o pH foi ajustado para 7,4. As solucGes de dextrana e glutaraldeido foram
preparadas a partir da dissolucdo e da diluicdo, respectivamente, da quantidade apropriada do
composto em solugdo tampdo PBS. A solucdo Azul de Trypan foi preparada a partir da

dissolucdo da quantidade apropriada do reagente em solugdo tampao Hanks.

1.3.2 Coleta do material vegetal

As folhas de C. citratus foram coletadas no municipio de Ponta Grossa-PR (25° 05’
427 S; 50° 09’ 43” W), no periodo de Margo a Maio de 2017, secas a temperatura ambiente na
auséncia de luz até peso constante e cortadas em pedacgos de aproximadamente 2 cm. Uma
amostra de referéncia da planta esta depositada no herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) sob o registro HUPG-21025.

1.3.3 Obtencéo dos extratos e fracdes de Cymbopogon citratus

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

por 15 minutos antes das analises. Os extratos etanolico (EtOH) e hidroalcodlico (HEtOH)
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foram preparados a partir da maceragao das folhas previamente secas durante 7 dias em frasco
ambar com os solventes etanol 99,9 % (v/v) e etanol 70 % (v/v), respectivamente. Devido aos
resultados obtidos de composi¢do quimica 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 obtencdo das fracGes, 70 g das folhas previamente secas de
C. citratus foram maceradas em frasco ambar com 1 L de etanol 70 % (v/v). O etanol foi
removido em rotoevaporador e o residuo aquoso remanescente foi filtrado a vacuo e extraido
com cloroférmio (6 x 50 mL) para a obtencdo da fracdo CHCIs F1, e em seguida, com acetato
de etila (6 x 50 mL) para a obtencéo da fracdo AcOEt F1. A fase aquosa remanescente foi

liofilizada (AQL F1). Um esquema da extracdo esta apresentado na Figura 1.13.

Figura 1.13 — Fluxograma das etapas das extra¢@es liquido-liquido para o fracionamento 1.
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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 a vacuo
e extraida com cloroférmio. Em seguida, o pH da fase aquosa remanescente foi ajustado para 8

com uma solucdo aquosa de NaOH 6 mol L-! e extraida com acetato de etila para a obtencéo da
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fragdo (AcOEt pH 8 F2). Posteriormente, o pH da solucdo aquosa resultante foi ajustado para
4 com HCI concentrado, e extraida com acetato de etila (AcOEt pH 4 F2). Um esquema de

extracdo esta apresentado na Figura 1.14.

Figura 1.14 — Fluxograma das etapas das extra¢Oes liquido-liquido para o fracionamento 2.
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Fonte: A autora.

Fracionamento 3: Primeiramente, o 6leo essencial foi removido das folhas secas de
C. citratus por meio de uma hidrodestilagdo em Clevenger. O hidrolato obtido a partir deste
procedimento foi extraido com éter etilico (4 x 20 mL) para a obtencdo do 6leo essencial. O
residuo aquoso remanescente do processo de hidrodestilacdo foi submetido as mesmas
extracOes descritas no fracionamento 2. Os solventes foram removidos e obtiveram-se as
fracGes denominadas CHCIs F3, AcOEt pH 8 F3 e AcOEt pH 4 F3. Um esquema de extracao

esta apresentado na Figura 1.15.



Figura 1.15 — Fluxograma das etapas das extra¢des liquido-liquido para o fracionamento 3.
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Fracionamento 4: As folhas da planta remanescentes do fracionamento 3 foram

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

foi extraido como descrito no fracionamento 2. Os solventes foram removidos em
rotoevaporador para a obtencdo das fragdes CHCIs F4, AcOEt pH 8 F4, AcOEt pH 4 F4. Um

esquema de extracdo esta apresentado na Figura 1.16.

Todas as fases organicas obtidas nos processos de extracdo foram secas com Na2SOa4

anidro e filtradas. Os solventes organicos foram removidos a pressdo reduzida em

rotoevaporador (a aproximadamente 40 °C), e as fragcOes foram ressuspendidas em solvente

apropriado para as analises de toxicidade.
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Figura 1.16 — Fluxograma das etapas das extra¢des liquido-liquido para o fracionamento 4.
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1.3.4 Avaliacdo da toxicidade de Cymbopogon citratus, citral e geraniol frente a Artemia
salina

Para a determinacdo da toxicidade dos extratos, das frac6es e do 6leo essencial de C.
citratus, além dos padrdes citral e geraniol, foram empregadas larvas de A. salina de acordo
com 0 meétodo proposto por Meyer e colaboradores [111]. Inicialmente, as larvas de A. salina
foram cultivadas em um aquario com solucdo saturada de agua salina a 25 °C (19 g de sal
marinho em 1L de &gua destilada). Apos 48 horas da ecloséo dos cistos, 0s microcrustaceos
foram transferidos com auxilio de uma micropipeta para uma microplaca de 24 cavidades com
solucdo marinha. Em seguida foram adicionados 20 pL das amostras de C. citratus e dos
padrdes citral e geraniol, diluidos em etanol, a diferentes concentracdes (25 — 1.000 pug mL™1).
A placa foi incubada a temperatura ambiente por 24 horas e, posteriormente, foram contados
0s numeros de microcrustaceos mortos. A DLso foi calculada a partir da curva da porcentagem

de mortalidade em funcéo das concentracdes avaliadas. Como controle positivo foi utilizada
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solucdo aquosa de K2Cr207 (25 — 1.000 pg mL™t) e como controle negativo etanol 99.5% (v/v).

As analises foram realizadas em triplicata.

1.3.5 Viabhilidade celular de leucdcitos humanos

Inicialmente, o sangue foi coletado em tubos heparinizados de doadores voluntarios
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (CAAE 98156118.2.0000.0105). Os leucdcitos
foram separados a partir de 8 mL de sangue e posterior repouso, por 1 hora a temperatura
ambiente, com 2 mL de uma solucdo de dextrana 0,5% (m/v), diluida em solugdo tampéo PBS
1% (m/v). O sobrenadante foi descartado e, em seguida foi realizada uma centrifugacéo a 2.000
x g por 10 minutos. A fase superior foi removida, e o pellet remanescente foi lavado com uma
solucéo para lise de hemacias. O tubo foi homogeneizado, deixado em repouso por 5 minutos,
centrifugado a 2.000 x g por 2 minutos e o pellet foi novamente lavado com a solucéo para lise
de hemacias. Por fim, o pellet foi ressuspendido em 2 mL de solu¢do tampdo Hanks pH 7,4 e a
concentracéo de leucdcitos foi ajustada para 2x10° leucécitos mL.

A viabilidade celular dos extratos, fracdes e 6leo essencial de C. citratus, e para 0s
padrdes citral e geraniol foi avaliada em leucdcitos humanos de acordo com o método descrito
por Mischell e Shiingi [112]. Inicialmente, foram adicionados 2,5 pL das amostras na
concentracdo de 200 pg mL em 497,5 pL da suspensdo celular de leucécitos e as misturas
foram incubadas em banho termostatico por 3 horas a 37 °C. Apo6s a incubagédo, 50 pL de cada
suspensdo celular foi adicionada a um volume de 50 pL de uma solu¢do Azul de Trypan 0,4%
(m/v) e novamente deixada em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. A viabilidade
celular foi determinada microscopicamente em uma camara de Neubauer. O numero de células
viaveis foi dividido pelo nimero total de células e multiplicado por 100. Uma solucéo aquosa
de tert-butil hidroperéxido (t-BHP) a 1 mmol L foi utilizado como controle positivo, enquanto
etanol 99,9% (v/v) ou &gua destilada como controle negativo. As andlises foram realizadas em

triplicata.

1.3.6 Fragilidade osmdtica em eritrécitos humanos

O sangue foi coletado em tubos com EDTA de doadores voluntarios da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG). Os eritrocitos foram separados a partir da centrifugagdo do
sangue a 2.500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente e o plasma foi descartado. Os

eritrocitos foram lavados trés vezes com solucdo tampéo TFK e centrifugados a 2.500 x g.
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A fragilidade osmética dos eritracitos foi estimada por meio da medida da resisténcia a
lise por aumento na concentracdo de solucdes salinas de acordo com o método proposto por
Godal e Heisto [113]. Inicialmente, foram misturados 500 pL da suspensdo de eritrdcitos, 100
UL dos extratos, fracoes, 6leo essencial, citral e geraniol (1 — 400 pug mL1) e 900 L de solugédo
tamp&o TFK 6,1 mmol L. Em seguida, estas misturas foram incubadas por 3 horas a 37 °C em
banho termostatizado. Apos este periodo de incubacgéo, os tubos com os eritrocitos previamente
tratados e ndo tratados foram homogeneizados, centrifugados a 2.500 x g por 10 minutos, e 0s
sobrenadantes foram descartados. Os eritrécitos foram lavados por mais duas vezes com 1 mL
de solucéo tampdo TFK 6,1 mmol L™, centrifugados a 2.500 x g por 2 minutos e a fase superior
foi descartada. Em seguida, 7,5 pL dos eritrdcitos tratados e ndo tratados foram adicionados a
tubos contendo 1,5 mL de solugdes aquosas de NaCl 0 — 0,9% (m/v). Estas misturas foram
incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, homogeneizadas e centrifugadas a 2.500 x
g por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma microplaca de 96 pogos 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 eritrocitos e agua destilada.
As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados como

porcentagem em relacdo ao controle.

1.3.7 Microscopia Eletrénica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG)

Apds 3 horas de incubacdo a 37 °C (como descrito no item 1.3.6), os eritrocitos tratados
e ndo-tratados com as amostras de C. citratus e com os padrdes citral e geraniol foram fixados
com solucéo de glutaraldeido 3 % (v/v) durante 1 hora a 4 °C, e os tubos foram periodicamente
homogeneizados. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g durante 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. Os eritrocitos foram lavados trés vezes com solugéo tampéo PBS
para remover o glutaraldeido remanescente. Em seguida, os eritrécitos foram desidratados com
solucdes de etanol (25 — 99,9 %) (v/v). Por fim, as amostras foram adicionadas em stubbs de
aluminio, secas e revestidas com uma fina camada de ouro por pulverizagdo catddica, seguida
por analise de FESEM em um microscopio TESCAN MIRA 3 a 10 kV.

1.3.8 Andlise Estatistica

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

como média + desvio padrdo (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 analises

estatisticas.

1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1 Toxicidade frente a Artemia salina

Diversas plantas medicinais sdo popularmente consumidas devido aos seus efeitos
benéficos, dos quais muitos ja foram comprovados cientificamente. Contudo, sdo poucos 0s
estudos que avaliam o0s seus possiveis efeitos toxicoldgicos. Desta forma, 0s ensaios que
avaliam a toxicidade sdo importantes para garantir a seguranca na utilizagdo de extratos
vegetais, principalmente, aqueles que sdo usados para fins medicinais. Além disso, estudos
demonstraram que compostos bioativos presentes em altas concentragdes nos extratos, podem
apresentar certa toxicidade [114,115].

Um metodo bastante utilizado na avaliacdo da toxicidade de extratos vegetais é a partir
do ensaio com A. salina (Figura 1.17), pois € um método simples, rapido, e requer pouca
quantidade de amostra para os testes [116-118]. Estudos da literatura demonstraram que 0S
resultados obtidos por este ensaio exibiram uma elevada correlacdo com aqueles realizados em
ratos [119,120]. Este modelo pode ser utilizado como um ensaio preliminar na avaliagdo de
extratos que podem apresentar alguma atividade biol6gica, como anticancer e antifungica [111].
Além disso, foi demonstrado que extratos obtidos de diferentes plantas medicinais foram
considerados tdxicas por meio deste método [121-123]. As membranas da A. salina sao
constituidas por fosfolipidios, como a cardiolipina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina,
dentre outros lipidios [124]. Desta forma, 0s compostos presentes em amostras de produtos

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

Figura 1.17 — Artemia salina.

Fonte: [125].
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Na Tabela 1.1 estdo apresentados os valores da DLso no ensaio de toxicidade frente a
A. salina obtidos para os extratos, fracGes e 6leo essencial de C. citratus, e para 0s compostos
isolados citral e geraniol. De acordo com Meyer e colaboradores [111] e Bussman e
colaboradores [126], valores de DLso na faixa de 500 — 1.000 g mL*séo considerados de baixa
toxicidade, valores entre 100 — 500 pg mL* de moderada toxicidade, e valores inferiores a 100
g mL como de alta toxicidade. Entretanto, uma amostra é considerada atéxica quando o valor
de DLso é superior a 1.000 pug mL*. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1.1,
os extratos INF e EtOH, e as fragdes CHCIs F1, AQL F1, CHCIs F3, AcOEt pH 8 F3, AcOEt
pH 8 F4, ndo apresentaram toxicidade frente a este método, pois os valores da DLso foram
superiores a 1.000 pg mL. Porém, foi observado que o extrato HEtOH e as fragdes AcOEt F1,
AcOEt pH 8 F2, AcOEt pH 4 F2, AcOEt pH 4 F3, CHCI3 F4, e AcOEt pH 4 F4 exibiram uma
moderada toxicidade para a A. salina (p < 0,05), com valores de DLso que variaram de 146,12
— 433,15 pg mL* (Tabela 1.1).

Alguns compostos presentes em plantas medicinais, como os flavonoides, &cidos
fenolicos, taninos, alcaloides, esteroides e as saponinas, sao considerados toxicos para a A.
salina e podem ser os responsaveis pelo efeito citotdxico apresentado por extratos [127]. Em
nosso trabalho anterior, foi verificado que as fracGes obtidas em acetato de etila eram
constituidas por uma alta concentragdo de compostos fendlicos [1], o que pode justificar a
toxicidade observada neste ensaio. O efeito sinérgico dos constituintes quimicos presentes
nestas misturas também pode estar relacionado com a toxicidade das amostras de C. citratus.
Além disso, é reportado que estes microcrustaceos sdo altamente vulneraveis a toxinas nos

primeiros estagios de desenvolvimento [128].



Tabela 1.1 - Valores de DLsy para os extratos, fracfes e 6leo essencial de Cymbopogon citratus, citral e

geraniol frente a Artemia salina.

Amostras DLso (ug mL™1)*
Controle (agua) >1000
Controle (etanol) >1000

K2Cr07 26,38+12,09 a
INF >1000
EtOH >1000
HEtOH 433,15+30,75 b
CHCI; F1 >1000
AcOEt F1 440,64+60,18 b
AQL F1 >1000
AcOEt pH 8 F2 313,06+6,49 ¢
AcOEt pH 4 F2 146,12+22,05 d

CHCI; F3 >1000
AcOEt pH 8 F3 >1000
AcOEtpH 4 F3 281,93t2,43 ¢

CHCI; F4 400,09+52,60 b
AcOEt pH 8 F4 >1000
AcOEt pH 4 F4 255,86+14,88

Oleo essencial 61,19+18,66 f
Citral 37,62+9,83 a
Geraniol 71,03+11,76 f

50

* Valores apresentados como a média + desvio padrao (n=3).
Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna diferem pelo teste Tukey a p < 0,05.

Alguns estudos demonstraram uma correlacdo positiva entre a citotoxicidade e a
lipofilicidade de flavonoides [129,130]. O numero de grupos hidroxila no anel B dos
flavonoides € inversamente correlacionado com a lipofilicidade destes compostos. A alta
afinidade pelas bicamadas lipidicas pode ser parcialmente atribuida as suas estruturas rigidas e
coplanares devido ao seu sistema conjugado [131]. Portanto, a passagem por meio das
membranas celulares, de natureza lipidica ou proteica, é determinada por sua lipossolubilidade.
Substancias hidrofilicas (como a rutina) tém mais dificuldade em atravessar a barreira imposta
pela membrana celular, ao contrario de substancias lipofilicas que sdo mais facilmente
incorporadas por ela [131].

A partir dos dados contidos na Tabela 1.1, foi possivel verificar que o 6leo essencial
de C. citratus, assim como o citral e o geraniol (componentes majoritarios presentes no éleo
essencial) [1] foram considerados toxicos neste ensaio, com valores de DLso inferiores a 100
g mL1. Portanto, o efeito sinérgico destes terpenos com 0s compostos minoritarios pode
justificar a toxicidade do 6leo essencial neste modelo [127], visto que estes podem atravessar
as membranas celulares e penetrar no interior da célula. Na literatura é relatado que os 6leos
essenciais de diferentes plantas medicinais também exibiram toxicidade neste ensaio [123,127]
e que 0s monoterpenos podem interagir com os componentes das membranas celulares da A.
salina [132]. Sabe-se que a toxicidade exibida por dleos essenciais de plantas medicinais

depende diretamente da sua composi¢do quimica, a qual é influenciada pela posicao geogréfica,
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variagdes sazonais e ecoldgicas, método de extracdo empregado e a parte da planta utilizada
nas extracoes [126].

No entanto, vale ressaltar que os dados obtidos no ensaio da A. salina sdo preliminares
para a investigacao do potencial toxicologico de plantas medicinais e, portanto, ndo podem ser
correlacionados com o potencial toxicolégico para humanos. Este invertebrado possui um
sistema organico primitivo e ndo possui sistema imunoldgico adaptativo, o que limita 0 seu uso
para avaliar a toxicidade em seres humanos [133]. Assim, testes citotdxicos 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, fracfes e do 6leo essencial
de C. citratus, assim como do citral e do geraniol foi investigada em células humanas

(leucdcitos e eritrocitos).

1.4.2 Citotoxicidade em leucdcitos humanos

O ensaio da citotoxicidade em leucocitos por meio do método da exclusdo com o
corante Azul de Trypan é frequentemente empregado na avaliagdo da toxicidade de extratos
provenientes de plantas [136-138]. Neste ensaio, é possivel determinar o nimero de células
viaveis presentes em uma suspensdo celular. O seu principio 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 estdo apresentados os resultados da porcentagem de leucécitos vidveis
expostos aos extratos, fracdes e ao 6leo essencial obtidos a partir das folhas de C. citratus, e
para 0s compostos isolados citral e geraniol. Nao foi observada uma reducdo significativa na
viabilidade celular ap6s 3 horas de exposicdo dos leucdcitos aos extratos (INF, EtOH e
HEtOH), e as fracdes obtidas nos fracionamentos 1, 2 e 3 na concentragdo de 200 pg mL™?
guando comparada ao controle, exceto para a fracdo cloroférmica CHCI3 F1. A ndo toxicidade
dos extratos pode ser justificada devido a alta hidrofilicidade dos componentes presentes e, com
iss0, baixa incorporacdo na membrana celular lipidica.

No entanto, ap6s o tratamento dos leucocitos com a fragdo CHCIs F1 e o 6leo essencial
na concentragdo de 200 ug mL%, foi verificada uma redugdo no nimero de células viaveis (p <
0,05). Foi demonstrado que estas amostras eram constituidas pelos terpenos citral e geraniol
[1], que também reduziram o nimero de leucocitos vidveis na suspensdo celular (Tabela 1.2).

Assim, pode-se inferir que a presenca destes compostos podem ser 0s responsaveis pela
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citotoxicidade exibida por esta fracdo e pelo 6leo essencial. Entretanto, estas amostras na
concentracdo de 400 pg mL* exibiram citotoxicidade comparavel ao controle t-BHP (Tabela
1.2), enquanto na concentracdo de 100 pug mL 1 ndo houve diferenca estatistica com o controle.

Além disso, a viabilidade celular dos leucocitos também foi diminuida para todas as
fragdes obtidas no fracionamento 4 (CHClIs F4, AcOEt pH 8 F4 e AcOEt pH 4 F4), na qual o
o0leo essencial foi previamente removido das folhas (Tabela 1.2). Em nosso estudo anterior, foi
demonstrado que estas fracGes apresentaram um maior teor de compostos fenolicos, comparado
com aquelas obtidas nos fracionamentos 1, 2 e 3 [1]. Desta forma, as fracGes que exibiram um
maior teor destes compostos também foram citotoxicas para os leucdcitos (Tabela 1.2). Neste
caso, sugere-se que a prévia remocao do 6leo essencial das folhas de C. citratus facilitou a
extracdo de compostos que interagem com o0s componentes da membrana celular [1]. Na
literatura € demonstrado que uma alta concentracdo destes compostos pode levar a
citotoxicidade de extratos, devido a sua interacdo com 0s componentes da membrana, como 0s
lipidios e as proteinas [102,114,130,140].

Na Tabela 1.2 também estdo apresentados os resultados da viabilidade celular para as
fragdes CHCIs F4, AcOEt pH 8 F4 e AcOEt pH 4 F4, em diferentes concentragdes (100 e 400
g mL1), os quais exibiram citotoxicidade na concentragdo de 200 pg mL. Foi possivel
observar que houve um aumento no numero de células invidveis com o aumento da
concentracdo destas amostras (p < 0,05). No entanto, na concentra¢do mais baixa (100 ug mL"
1) para as fragdes CHCIs F4, AcOEt pH 8 F4, AcOEt pH 4 F4, o nimero de células viaveis foi

comparavel ao controle.



53

Tabela 1.2 — Viabilidade celular da Cymbopogon citratus, citral e geraniol em leucocitos humanos apds 3 horas

de exposicao a 37 °C.

AMostras Concentracdes | Viabilidade celular
(ug mL) (%)

Controle (agua) - 98,00+1,20a
Controle (etanol) - 97,33+ 0,60 a
t-BHP 1 mmol L! 56,60+ 1,73 ¢
INF 97,33+1,15a
EtOH 200 97,67 +0,58 a
HEtOH 97,67 +0,58 a
100 83,67+534a
CHCI; F1 200 62,33+8,72b
400 52,53+7,94 ¢
AcOEt F1 200 92,30+ 3,60 a
AQL F1 95,67 +4,04a
AcOEt pH8 F2 200 96,33+ 1,53 a
AcOEt pH4 F2 97,33+ 1,16 a
CHCI3F3 96,67+ 1,53 a
AcOEt pH8 F3 200 89,33+9,10a
AcOEt pH4 F3 96,67 +2,33a
100 83,67+534a
CHCI;F4 200 71,20+4,36 b
400 25,00 +3,61d
100 94,67 £5,67 a
AcOEt pH8 F4 200 80,34+1,15b
400 63,67 £11,93 ¢
100 95,10+7,80a
AcOEt pH4 F4 200 79,00 +6,51 b
400 66,34+ 3,52 ¢
100 89,30+ 3,61a
Oleo essencial 200 72,67 +10,70b
400 49,40+ 6,93 ¢
100 96,45+ 4,30 a
Citral 200 75,65+2,87b
400 55,67 +3,70 ¢
100 93,00+ 3,42a
Geraniol 200 62,84 +1,00b
400 43,34 £592 ¢

*QOs resultados foram expressos como média + desvio padrédo (D.P) de trés 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 a sua citotoxicidade

bem conhecida [141,142]. Os efeitos citotoxicos deste composto sdo atribuidos a dois principais

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

podem induzir a produgdo de EROs (como o H202 e OH") na presenca de Fe?* celular, que

acelerara as reacOes em cadeia de peroxidacgdo lipidica e danos ao DNA e ii) a alteragdo no

metabolismo da glutationa (GSH) que leva a altas concentracGes de célcio citosolico e,

consequentemente, lesdo da membrana [142]. Estes radicais livres depletam as reservas
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intracelulares de tidis e GSH e os sistemas antioxidantes, 0 que por sua vez, leva a morte celular
[141].

1.4.3 Fragilidade osmdtica em eritrécitos humanos

Neste trabalho, a citotoxicidade das amostras de C. citratus e dos padrdes citral e
geraniol também foi avaliada em eritrécitos humanos, que sdo as células responsaveis pelo
transporte de oxigénio no organismo [143]. O ensaio da fragilidade osmatica 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
alteracdes na estrutura e na fisiologia dos eritrocitos [146,147].

Os eritrdcitos foram utilizados para avaliar a estabilidade de membranas, uma vez que
a sua lise libera a proteina hemoglobina, cuja concentracdo pode ser medida
espectrofotometricamente [148]. Esta estabilidade osmotica esta correlacionada com a sua
resisténcia a lise, devido a variacdo na tonicidade de solucBes aquosas, e pode ser medida por
meio da liberacdo da hemoglobina ap6s um determinado periodo de incubagdo do sangue [148].
Nas solucgdes salinas hipotdnicas, os eritrécitos absorvem a agua do meio externo e incham,
com a consequente desintegracdo da membrana celular e liberagdo da hemoglobina intracelular
(Figura 1.18). Em solucGes de NaCl nas concentracdes de 0,5% e acima, a membrana
plasmatica dos eritrdcitos normalmente permanece estavel e nenhuma hemdlise detectavel
ocorre [149]. Entretanto, se algum composto ou agente externo ao qual os eritrocitos estdo
expostos desestabilizar de alguma forma a membrana celular, é esperado que as células sofram

hemolise nas concentragdes salinas acima do normal [148].

Figura 1.18 — Estrutura de um eritrdcito normal e hemdlise.
HEMOLISE

Eritrocito Esferdcito Ruptura
(normal) do eritrocito
Fonte: Adaptado de [150].

A influéncia dos extratos, fracGes e do 6leo essencial de C. citratus na fragilidade

osmotica dos eritrocitos € demonstrada nas Figuras 1.19, 1.20, 1.21, 1.22 e 1.23. De maneira
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geral, apds 3 horas de exposi¢do aos extratos e fracdes, a fragilidade osmética ndo foi induzida
a diferentes concentraces de NaCl (0 — 0,9%) (m/v), quando comparado ao seu respectivo
controle. Ou seja, ndo foram detectadas alteracdes na integridade das membranas dos
eritrocitos. Estes resultados indicaram que os compostos quimicos dos extratos de C. citratus
ndo causaram alteracOes extensas na proteina das membranas e na estrutura lipidica das células.
Contudo, pode-se perceber que a concentragdo mais alta (400 pg mLt) das fragdes CHCIs F3,
CHCIs F4, AcOEt pH 8 F3 e AcOEt pH 8 F4 (Figuras 1.22 e 1.23) ocasionaram um leve
aumento na fragilidade osmética nas soluc@es de NaCl (0,50 — 0,60%) (m/v) (p < 0,05). Estas
alteracdes na integridade da membrana podem estar relacionadas aos compostos presentes nas
fracdes, que sdo capazes de interagir com os constituintes da membrana, e podem modificar o
transporte de ions ou o equilibrio de transporte osmatico.

Figura 1.19 — Fragilidade osmética dos eritrocitos tratados com os extratos de Cymbopogon citratus a) INF; b)
EtOH e c) I-EEOH, apos 3 horas de exposicdo a 37 °C.
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Como j& mencionado, a presenca dos terpenos (citral e geraniol) nas fracdes
cloroférmicas pode ser responsavel pelo efeito observado. Além disso, os polifendis podem ter
contribuido para a citotoxicidade apresentada pelas fracOes acetato de etila, pois estes
compostos possuem afinidade com a camada lipidica da membrana celular [103]. Estes
compostos podem formar ligagdes de hidrogénio com os componentes da membrana
plasmatica, com os grupos hidroxila (OH) como doadores de atomos de hidrogénio e 0s &tomos

de oxigénio presentes no fosfolipidio como aceitadores de hidrogénio [103].

Figura 1.20 — Fragilidade osmética dos eritrocitos tratados com fragdes de Cymbopogon citratus a) CHCIs F1; b)
AcOEt Fl1 2e“c) AQL F1 apés 3 horas de exposi¢do a 37 °C.
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Figura 1.21 — Fragilidade osmdtica dos eritrdcitos tratados com as fragdes de Cymbopogon citratus. a) AcOEt pH
8 F2 e b) AcOEt pH 4 F2 ap6s 3 horas de exposicdo a 37 °C.
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Figura 1.22 — Fragilidade osmética dos eritrdcitos tratados com as fragdes de Cymbopogon citratus. a) CHCI; F3;
b) Aﬁ?ﬂEt pH 8 F3 e ¢) AcOEt pH 4 F3 apds 3 horas de exposicao a 37 °C.
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Figura 1.23 — Fragilidade osmética dos eritrdcitos tratados com as fragdes de Cymbopogon citratus. a) CHCI; F4;

b) AcOEt q2H08 F4 e ¢) AcOEt pH 4 F4 ap6s 3 horas de exposicdo a 37 °C.

(a) 3 Controle
2 1004 _ 3 Veiculo
33 | [Adds =3 50pgmL’
E o 804 - =3 100 pg mL'!
= 3 200 pgmL’
] 604 =1 400 pgmL’
33
S= 407
£ » :
[ 20 - T _—
o onfnol oonaall ooneall Aoneaf oonoad
} | — — — — — —
0% 0,40% 0,50% 0,55% 0,60% 0,90%
120 Concentragdes de NaCl (m/v)
(b) 1 Controle
= 100+ 3 Veiculo
= - _ 3 50pugmL’
22 ol IIII . d | 1 3 100 ugmL’
5= =3 200 ugmlL!
29 60 B3 400 ugmL’
22 4 .
ZE * T
E T ®
L 20 —
. [IIIIII‘III'II‘Iﬁ ﬂﬁnlr‘ln[[l ﬁﬁﬁlﬁnﬁ fafaaf AnAane
[l ] L | L [ 1 ] L [ L 1 L (]
" 0%  040%  050%  055% 0,60% C T 0.90%
50 Concentragdes de NaCl (m/v)
(c) 1 Controle
= 1004 3 Veiculo
%-—- ‘1"11 ;'[I 3 50pugmL?
2 so0d[] il 3 100 pgmL’
ER =1 200 ugmL’
£8 60+ B 400 pgmL’
= 9
—
S 47
]
i 204
o I‘Il‘ln_ﬂﬁﬂ AANAAR Annfine AN Onnann
L 1 1 I L i L i L [ L [ L [
" 0%  040%  050%  055% 0,60% 0,90%

Concentragdes de NaCl (m/v)
Fonte: A autora.

A partir do gréfico apresentado na Figura 1.24a, foi possivel observar que ap6s 3 horas

de exposicao dos eritrcitos as concentragdes mais baixas de 6leo essencial (50 — 200 pg mL-

1), ndo houve a inducédo da fragilidade osmética. Um baixo valor na fragilidade osmética se

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

mais alta empregada (400 pg mL) foi possivel verificar que houve a liberacdo da hemoglobina

para as solucdes de NaCl nas concentragdes de 0 — 0,65% (m/v). O aumento da hemélise na

curva da fragilidade osmdtica (Figura 1.24) pode estar relacionada a interacdo do 6leo essencial

na regulacéo e difusdo através da membrana dos eritrocitos. Desta forma, na concentracéo de

400 pg mL! as substancias passaram pela membrana e alteraram a homeostase celular [151].
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Figura 1.24 — Fragilidade osmética dos eritrocitos tratados com a) 6leo essencial de Cymbopogon citratus; b) citral
e ¢) geraniol apds 3 horas de exposigéo a 37 °C a diferentes concentragoes.
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Alguns estudos observaram alteragdes morfoldgicas quando avaliaram o efeito da
exposicdo dos eritrocitos a dleos essenciais de plantas medicinais [152]. No trabalho conduzido
por Barros e colaboradores [152] foi demonstrado que os 6leos essenciais de Piper aduncum e
Cinnamomum zeylanicum interagiram com as substancias das membranas, o que alterou as
estruturas das células e comprometeu a difusdo celular. Além disso, os 6leos essenciais também
podem levar a uma perda dos fosfolipidios, os quais formam a estrutura basica da bicamada
lipidica, 0 que resulta em uma dissolu¢do da membrana [152].

Foi observado também que apds a exposicdo dos eritrocitos ao citral e geraniol nas
concentragdes mais baixas, ndo ha um aumento na fragilidade osmética (Figura 1.24b e 1.24c).

Estes resultados sugeriram que estes compostos nestas concentragdes causaram poucos danos
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nas membranas celulares dos eritrocitos. Por outro lado, nas concentragcGes mais altas de citral
(400 pg mL1) e geraniol (200 ug mLt) foi observado um aumento pronunciado na fragilidade
osmotica (p < 0,05). Sugere-se que a reatividade quimica do citral leva a sua capacidade de
iniciar a hemolise em eritrocitos, um efeito que foi atribuido ao aumento da producdo de

radicais livres associada a uma reducao nos niveis de glutationa (GSH) [153].

1.4.4 Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG)

Sabe-se que a estrutura e a funcdo das membranas dos eritrocitos podem ser alteradas
por sua interacdo com espécies exdgenas, as quais podem estar associadas a hemolise
[151,154]. Como mencionado anteriormente, 0s extratos e compostos isolados de plantas
medicinais podem interagir com os componentes da bicamada lipidica presente na membrana
dos eritrocitos, como por exemplo os fosfolipidios [101]. Desta forma, analises de MEV-FEG
foram realizadas a fim de se observar se os extratos, fracdes e o 6leo essencial de C. citratus,
assim como o citral e o geraniol, poderiam promover alteracGes na morfologia dos eritrocitos
humanos nas concentra¢cdes mais altas utilizadas no teste da fragilidade osmética.

A Figura 1.25a apresenta a forma biconcava padrdo exibida pelos eritrocitos ndo
tratados e para o controle, que foi incubado com etanol (veiculo) (Figura 1.25b). Além disso,
observou-se que os extratos, INF, EtOH e HEtOH na concentracdo de 400 pg mL™* ndo
alteraram a morfologia padrdo dos eritrocitos apds a sua exposi¢do durante 3 horas a 37 °C
(Figura 1.25).

Entretanto, as imagens obtidas pelas andlises de MEV-FEG revelaram alteracGes
morfologicas na estrutura biconcava dos eritrocitos apos a sua exposi¢do durante 3 horas as
fracBes de C. citratus. Foi observado que as fragcbes em cloroférmio e acetato de etila induziram
a formacdo de estomatocitos (caracterizados por protrusdes arredondadas convexas ou
espiculas). Em nosso estudo anterior [1] foi verificado que a fracdo CHClIs F1 era constituida
por monoterpenos, como o citral e o geraniol, que sdo compostos apolares, que podem interagir
com os componentes da membrana plasmética. Desta forma, a presenca destes compostos pode
contribuir para as alteracbes na morfologia eritrocitaria apos os tratamentos com as fracoes
cloroférmica (Figura 1.25). Entretanto, essas fracbes ndo induziram a hemolise no teste da
fragilidade osmética.

As fracGes acetato de etila de C. citratus sdo constituidas por polifendis (flavonoides
e &cidos fendlicos), como a quercetina, apigenina, catequina, luteolina e pelos acidos

clorogénico, galico e cafeico [1]. Os flavonoides sdo compostos lipofilicos, que podem induzir
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a alteracfes na morfologia dos eritrocitos, ao interagir com proteinas da membrana celular e,
consequentemente, na formacdo de equindcitos. Além disso, as fracbes 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 alteracGes na morfologia dos
eritrocitos apos a exposicado a estas fragdes (Figura 1.25). Entretanto, foi possivel verificar que
quando os eritrocitos foram expostos as fracdes na concentracéo de 200 pg mL*, ndo houve
alteracfes na estrutura normal bicbncava, exceto para as fragdes cloroférmicas, CHCIs F1 e
CHCIs F3.

Figura 1.25 — Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG) dos eritrocitos humanos
previamente tratados a 37 °C durante 3 horas com (a) PBS; (b) etanol; (c) INF; (d) EtOH; (e) HEtOH; (f) CHCIs
F1; (g) AcOEt F1; (h) AQL F1; (i) AcOEt pH 8 F2; (j) AcOEt pH 4 F2; (k) CHCIs F3; (I) AcOEt pH 8 F3; (m)
AcOEt pH 4 F3; (n) CHCI; F4; (0) AcOEt pH 8 F4 e (p) AcOEt pH 4 F4 de Cymbopogon citratus na concentracao
de 400 pg mL™1.

Fonte: A autora.
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Figura 1.26 — Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG) dos eritrécitos humanos
previamente tratados a 37 °C durante 3 horas com (a) PBS; (b) etanol; (c) INF; (d) EtOH; (e) HEtOH; (f) CHCIs
F1; (9) AcOEt F1; (h) AQL F1; (i) AcOEt pH 8 F2; (j) AcOEt pH 4 F2; (k) CHCI; F3; (I) AcOEt pH 8 F3; (m)
AcOEt pH 4 F3; (n) CHCI; F4; (0) AcOEt pH 8 F4 e (p) AcOEt pH 4 F4 de Cymbopogon citratus na concentragdo
de 200 pg mL2.

Fonte: A autora.

Apds a exposicdo dos eritrocitos ao 6leo essencial de C. citratus (Figura 1.27), foi
observado orificio de ruptura, que resultou na formacao de esferostomatocitos com multiplos
vacuolos intracelulares. Os 6leos essenciais de plantas medicinais podem alterar a morfologia
dos eritrécitos, devido a presenca de uma mistura de compostos apolares em sua composi¢do
quimica. Além disso, o 6leo essencial deste estudo é predominantemente constituido por citral
e geraniol, os quais também ocasionaram altera¢Ges na morfologia dos eritrécitos (Figura 1.27).
Portanto, o sinergismo entre estes compostos e outros terpenos presentes no 6leo essencial de

C. citratus pode ser o responsavel pelos efeitos observados neste estudo.
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Quando os eritrocitos foram expostos ao citral, foi visualizada a conversdo em
equinocito (forma esferoidal com espiculas curtas e estreitas de tamanho semelhante e
uniformemente espagadas) (Figura 1.27). Segal e Milo-Golzweig [155] sugeriram que a
hemolise causada pelo citral em eritrcitos esta relacionada tanto a peroxidacao lipidica de
acidos graxos poliinsaturados da membrana celular, quanto a deple¢do da glutationa (GSH).
Além disso, o geraniol (400 ug mL™1) causou a lise e alterou a morfologia dos eritrécitos na
concentragdo de 200 pg mL* (Figura 1.27). Estudos reportaram que a presenca de grupo
hidroxila (OH) nos terpenos promove 0s maiores efeitos hemoliticos e citotoxicos, quando
comparados com 0s compostos que possuem apenas um grupo carbonila (C=0) [156]. Portanto,
os resultados obtidos no presente estudo concordam com os obtidos por Mendanha e
colaboradores [156], que demonstraram que os alcoois terpienol e mentol foram altamente

hemoliticos quando comparados as cetonas mentona e pulegona.
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Figura 1.27 — Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo (MEV-FEG) dos eritrécitos humanos
previamente tratados a 37 °C durante 3 horas com (a) leo essencial 100 pg mL™; (b) 6leo essencial 200 pg mL;
(c) bleo essencial 400 pug mL* de Cymbopogon citratus (d) citral 100 pg mL™%; (e) citral 200 ug mL; (f) citral
400 pug mL%; (g) geraniol 100 pg mL2; (h) geraniol 200 pg mL™ e (i) geraniol 400 pg mL™.

Fonte: A autora.

Na hipétese apresentada por Alhanaty e Sheetz [151] foi sugerido que as mudancas na
forma dos eritrécitos sdo devidas a expansao diferencial das duas monocamadas da membrana
dos globulos vermelhos causada por moléculas exdgenas. Desta forma, os estomatocitos sdo
formados quando as moléculas se difundem na monocamada interna, enquanto os equindcitos
espiculados sdo formados quando as moléculas interagem com a camada externa. Assim, como
as amostras de C. citratus induziram a formacdo de equindcitos, pode-se sugerir que 0S
compostos foram inseridos na membrana externa do eritrocito.

Foi proposto que antioxidantes de amostras de plantas podem atuar como pro-
oxidantes. Esse comportamento dependera de suas concentracfes e da identidade de cada

composto da amostra [104]. Os efeitos antioxidantes apresentados pelas fragdes de acetato de
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etila [1] foram observados em menor concentracdo quando comparados aos utilizados nos
ensaios de citotoxicidade neste estudo. Desta forma, os resultados obtidos sugeriram que 0s
extratos, fragdes e o 6leo essencial de C. citratus podem ser empregados em aplicagdes
farmacéuticas e industriais em baixas concentracdes, sem efeitos citotoxicos em células

humanas.

1.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste trabalho, foi demonstrado que os extratos de C. citratus ndo foram considerados
toxicos no ensaio de letalidade frente a A. salina. Entretanto, algumas fracfes em acetato de
etila obtidas em condicbes &cida e bésica, e cloroférmicas obtidas por meio de diferentes
métodos de extracdo, foram toxicas devido aos baixos valores de DLso. Além disso, o 6leo
essencial, assim como 0s seus principais constituintes quimicos, citral e geraniol foram
potencialmente tdxicos neste modelo in vivo.

De maneira geral, os extratos e as fragdes de C. citratus ndo reduziram a viabilidade
celular de leucocitos humanos. No entanto, a prévia remocao do 6leo essencial das folhas secas
da planta potencializou a extracdo de compostos bioativos nas fracdes acetato de etila em
condi¢des acida e basica, com consequente efeito toxicoldgico para estas células nas maiores
concentracdes utilizadas neste estudo. Além disso, o citral e o geraniol também foram
citotdxicos para os leucocitos, 0 que sugere que estes compostos contribuiram no efeito
apresentado pelo 6leo essencial.

Foi demonstrado que algumas fracBes acetato de etila e cloroférmicas, assim como o
o6leo essencial de C. citratus, citral e geraniol na maior concentracdo avaliada aumentaram a
fragilidade osmotica nos eritrocitos. Isto se deve a presenca de compostos lipofilicos que podem
interagir com os componentes das membranas celulares. Além disso, analises de MEV-FEG
permitiram observar as alteragcbes causadas pelas amostras estudadas na morfologia
eritrocitaria.

Como conclusdo deste capitulo, mais estudos sdo necessarios no tocante ao efeito
toxicologico in vivo e propriedades biologicas destas fracbes, além da identificacdo dos

compostos bioativos responsaveis pelo efeito observado pelas fragdes neste estudo.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DO EFEITO ANSIOLITICOE
ANTICONVULSIVANTE DO EXTRATO HIDROALCOOLICO, DO OLEO
ESSENCIAL E DOS COMPOSTOS CITRAL E GERANIOL DE Cymbopogon
citratus EM PEIXE-ZEBRA

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Distarbios de ansiedade

Os distarbios de ansiedade fazem parte das doencas psiquiatricas mais frequentes em
humanos e podem ser o resultado da exposicéo ao estresse cronico [157]. Estes distarbios se
referem a um grupo de transtornos mentais caracterizados por sentimentos de ansiedade e medo,
0 que inclui o transtorno de ansiedade generalizada (TAG), transtorno de panico, fobias,
transtorno de ansiedade social, transtorno obsessivo compulsivo (TOC) e transtorno de estresse
pos-traumatico (TEPT). Assim como no caso da depressao, os sintomas podem variar de leves
a graves e o tempo da ocorréncia do transtorno € variavel [158]. Contudo, estes distdrbios
compartilham caracteristicas comportamentais e fisioldgicas comuns [159]. Em sua forma
patologica, 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 séo semelhantes aos da depresséo, e a ansiedade pode dar origem a depressédo. No
entanto, os distarbios de ansiedade séo raramente autodiagnosticados, enquanto a depressao é
frequentemente reconhecida pelos pacientes. Aproximadamente 50% dos pacientes
reconheceram a depresséao, enquanto que apenas 20% reconheceram a ansiedade [161].

De maneira geral, a principal caracteristica dos transtornos de ansiedade é o medo
excessivo, que pode incluir ataques de panico. Na maioria dos casos, 0s transtornos de
ansiedade se iniciam durante a infancia, adolescéncia ou no inicio da idade adulta e sdo mais
comum em mulheres [157]. Além disso, estudos relataram que o desenvolvimento dos
disturbios de ansiedade pode também depender de uma predisposicdo genética [159].

Os pacientes com transtorno de ansiedade generalizada relatam alguns sintomas fisicos
como a sudorese, taquicardia, tremores, opressao no térax ou epigastro, tensdo muscular,
enxagueca, doenca gastrointestinal, condicdes alérgicas e respiratdrias, dentre outras doencas
cronicas [162]. Além disso, a ansiedade tem um consideravel impacto econdémico na sociedade,
devido a um maior uso nos servicos de salde e uma diminui¢do da produtividade no trabalho
[161].
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Alteracbes na transmissdo neuronal dos sistemas gabaérgico, serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgicos sao considerados importantes na fisiopatologia da ansiedade
e depressédo [159]. Varias regides cerebrais estdo envolvidas nestes transtornos, dentre as quais
podem ser destacadas a amigdala, o hipocampo e o cértex pré-frontal, e o tratamento pode
variar de acordo com o tipo de transtorno de ansiedade [163].

Os ansioliticos sdo os farmacos empregados para o tratamento dos disturbios de
ansiedade em humanos. Os benzodiazepinicos, como o clonazepam, diazepam, lorazepam, e 0
bromazepam sdo as drogas mais utilizadas no tratamento da ansiedade [164]. Os
benzodiazepinicos ligam-se ao receptor benzodiazepinico num local de ligag&o alostérico que
fica situado entre as subunidades a e y do receptor GABAA, e modulam a condutancia do ion
Cl pelo canal central de cloro. Desta forma, aumentam o fluxo do CI- induzido pelo GABA e
aumentam a funcdo do GABAA no cérebro [165].

Entretanto, o uso exacerbado de benzodiazepinicos nos tratamentos dos disturbios de
ansiedade assim como para outras doengas, induz ao desenvolvimento de tolerancia, a qual se
manifesta na forma de uma reducdo na eficacia destas drogas [165]. Estudos sugerem que a
tolerancia resulta da expressdo diminuida dos receptores GABAA nas sinapses. Uma
interrupcdo abrupta do tratamento com os benzodiazepinicos apds a sua administracdo crénica
pode ocasionar abstinéncia, caracterizada por confusdo, ansiedade, agitacéo e insonia [166].
Por exemplo, os efeitos colaterais do clonazepam estdo relacionados a dose administrada no
tratamento, e incluem a sonoléncia, letargia, ataxia e tontura. A sobredosagem deste farmaco

pode levar ao desenvolvimento de confuséo, reducédo dos reflexos ou coma [164].

2.1.2 Epilepsia

A epilepsia é uma das doencas neurologicas mais comuns no mundo e, segundo dados
da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), afeta aproximadamente 50 milhGes de pessoas de
todas as idades [167]. O risco de morte prematura € trés vezes maior em pessoas com este
disturbio quando comparado com a populacdo em geral, além de afetar consideravelmente a
qualidade de vida dos pacientes [168]. Aproximadamente 80% das pessoas com epilepsia vivem
em paises de renda baixa e média, e grande parte ndo tem acesso aos tratamentos [167].
Contudo, ndo existe uma causa especifica para a epilepsia, porém, lesdes no momento do
nascimento, lesdes cerebrais traumaticas, infec¢bes cerebrais, como a meningite ou encefalite,

parecem estar envolvidos no desenvolvimento desta doencga [168,169].
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De acordo com a classificagdo da International League Against Epilepsy (ILAE)
(2017), ha alguns grupos etioldgicos para a epilepsia: genética, estrutural, infecciosa,
metabdlica e desconhecida [169]. A genética se refere a epilepsia resultante de uma mutacéo
genética definida ou presumida; a estrutural se refere a anormalidades visiveis em estudos de
neuroimagem; a infecciosa se refere a um processo infeccioso que resulta em epilepsia; a
metabolica quando a epilepsia é resultado direto de um disturbio metabdlico conhecido, o qual
se refere a manifestagdes ou alteracdes bioquimicas, como erros inatos do metabolismo [170].

A epilepsia é caracterizada por convulsdes espontaneas recorrentes ndo provocadas,
que envolve neurbnios hiperexcitaveis, e estd associada a disfungdes cerebrais, que ocasionam
diversas comorbidades comportamentais [171]. Ainda, pode ser definida como um conjunto de
diferentes tipos de convulsdes, originadas por varios mecanismos, que tém em comum a
descarga repentina, excessiva e sincronizada dos neuronios cerebrais [172]. Portanto, durante
um episodio epilético ha um desequilibrio entre a neurotransmissao inibitéria mediada por
GABA, e a neurotransmissdao mediada por glutamato excitatéria [170]. Desta forma, esta
atividade elétrica anormal pode ocasionar uma variedade de eventos, que incluem a perda da
consciéncia, movimentos anormais, comportamento atipico ou desigual, ou percepcdo
distorcida [172].

O fendtipo de cada crise epilética é determinado pelo ponto de origem da
hiperexcitabilidade e do seu grau de disseminacgéo no céerebro [171], ou seja, o local de origem
dos disparos neuronais anormais € responsavel pelos sintomas que serdo produzidos nos
pacientes [170]. Por exemplo, se o cortex motor estiver envolvido, o paciente podera sofrer de
movimentos anormais ou convulsdo generalizada. Entretanto, as crises ocasionadas nos lobos
parietal ou occipital podem incluir alucinacdes visuais, auditivas e olfatorias [172].

As crises epiléticas podem ser focais (inicio em uma regido restrita do encéfalo) ou
generalizada (as descargas se originam concomitantemente nos dois hemisferios) (Figura 2.1)
[168]. As crises focais podem ser simples, em que a consciéncia € preservada durante a crise

epilética, ou complexa generalizada, quando ha a perda da consciéncia. [172].
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Figura 2.1 — Representacgdo das crises epiléticas. Eletroencefalograma (EEG) de um (a) cérebro sem convulsoes;
(b) cérebro com convulsées parciais e (c) cérebro com convuls@es generalizadas.
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Fonte: Adaptado de [173].

A classificacdo adequada das crises € de extrema importancia para o tratamento correto
da epilepsia, pois a eficacia dos medicamentos anticonvulsivantes depende do tipo de crise de
cada paciente [170,172,174]. Dentre os farmacos tradicionalmente utilizados no tratamento
desta doenca pode-se destacar, o fenobarbital, a fenitoina, a carbazepina, o valproato e os
benzodiazepinicos [170].

Os benzodiazepinicos se ligam aos receptores GABA inibitorios para reduzir a taxa de
disparos durante as crises epiléticas agudas. S&o utilizados com maior frequéncia nas crises
miocl6nicas, nas crises parciais e tonico-clonicas generalizadas [175]. Os farmacos que
reduzem as crises epiléticas atuam por diferentes mecanismos de a¢cdo, como no blogueio dos
canais voltagem-dependentes (Na* ou Ca?*), potenciacdo dos impulsos inibitérios gabaérgicos,
ou na interferéncia da transmissao excitatéria do glutamato [176]. Entretanto, a maioria dos
anticonvulsivantes possui multiplos alvos no SNC e apresentam mais de um mecanismo de
acao [177].

Estudos indicaram que aproximadamente 30% dos pacientes com epilepsia nédo
respondem adequadamente as drogas antiepiléticas [178]. Contudo, este problema pode ser
superado a partir da combinacdo de drogas antiepiléticas, principalmente aquelas que exibem
sinergismo em modelos experimentais de epilepsia. Desta forma, esta falha terapéutica
estimulou pesquisas intensivas sobre novos medicamentos antiepiléticos. Os fitoterapicos
podem desempenhar um papel importante no desenvolvimento de novos farmacos

anticonvulsivantes e ansioliticos para pacientes farmacorresistentes [162,178-180].
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2.1.3 Produtos naturais com propriedades ansiolitica e anticonvulsivante

Na maioria dos casos, as drogas empregadas para 0s tratamentos dos transtornos de
ansiedade e epiléticos podem ocasionar efeitos adversos, o que justifica a busca por fontes
naturais de substancias que sejam eficientes para estes tratamentos, de baixo efeito colateral
[161,181]. Por exemplo, 0s benzodiazepinicos como o diazepam e o clonazepam podem causar
amnésia, sedacdo, dependéncia, e interacdo com agentes depressores do SNC [182]. A longo
prazo, os inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS) podem levar ao choque
cardiovascular que pode ser fatal, além de causar insdnia, amnésia e agitacdo [183].

As plantas medicinais possuem diferentes classes de compostos bioativos que s&o
responsaveis por suas atividades farmacolodgicas e, desta forma, sdo consideradas de grande
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos [184,185]. Estudos clinicos e pré-clinicos
comprovaram que os alcaldides, terpenos, flavonoides, acidos fendlicos, lignanas, cinamatos e
as saponinas possuem efeito ansiolitico e anticonvulsivante [178,180].

Na Figura 2.2 é ilustrado que diferentes classes de fitoquimicos sdo capazes de inibir
a transmissao excitatoria e reduzir a ansiedade devido a ligagéo no receptor GABAA [185,186].
Estes compostos causam uma hiperpolarizacdo da membrana por permitir o influxo de anions
CI, seguido por uma inibicdo na transmissao excitatoria e, consequentemente, uma reducdo da
ansiedade [161,180].

Figura 2.2 — Fitoquimicos como ligantes dos receptores GABAA .
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Uma variedade de extratos e Oleos essenciais provenientes das plantas medicinais
possuem propriedades ansiolitica e anticonvulsivante [80,86,187-189]. Na literatura, €
demonstrado que a C. citratus e seus constituintes quimicos exerceram estes efeitos em
diferentes modelos. Por exemplo, Costa e colaboradores [79] demonstraram que o Oleo
essencial apresentou atividade ansiolitica em ratos no teste de labirinto em cruz elevado. Além
disso, quando os animais foram previamente tratados com o flumazenil, houve uma reverséo
da ansidlise causada pelo 6leo essencial, o que sugeriu 0 envolvimento dos receptores GABAA
neste efeito. Estes dados corroboraram os reportados por Blanco e colaboradores [190], que
também observaram que o 6leo essencial potencializou o efeito ansiolitico do clonazepam
quando os ratos foram tratados com uma mistura destes compostos. Em outro estudo, Goes e
colaboradores [191] demonstraram a eficacia do 6leo essencial da C. citratus como ansiolitico
em aromaterapia. Recentemente, foi reportado que o extrato aquoso das folhas de C. citratus
atenuou a ansiedade, de sintomas semelhantes a depressdo, e o déficit de memaria induzido por
estresse de derrota social em camundongos [61].

No estudo conduzido por Silva e colaboradores [192], o 6leo essencial de C. citratus
exibiu atividade anticonvulsivante em trés modelos de convulsdo (PTZ, pilocarpina e
estricnina), devido a um aumento no tempo de laténcia para a primeira convulsdo em ratos que
receberam o 6leo. Além disso, este efeito foi bloqueado pelo tratamento com flumazenil, o que
sugeriu o envolvimento dos receptores GABAA no mecanismo de acdo do efeito
anticonvulsivante.

Além dos extratos de C. citratus, também é comprovado que 0s seus constituintes
quimicos, como os terpenos e compostos fendlicos, apresentam efeitos ansiolitico e
anticonvulsivante [193]. Por exemplo, o citronelal aumentou o tempo de laténcia, inibiu a
convulséo e mortalidade de camundongos na convulséo induzida por PTZ e picrotoxina [194].
O efeito anticonvulsivante deste monoterpeno esta relacionado a sua agdo como agonista do
receptor GABAA, além de modular os receptores glutamatérgicos e bloguear o canal de Na*
dependente de voltagem [195]. Além disso, foi reportado que este composto atenuou a
inflamacdo e o estresse oxidativo em camundongos [195]. O limoneno exibiu efeito ansiolitico
no teste labirinto em cruz elevado, e os receptores GABAAa estdo envolvidos no mecanismo de
acao deste terpeno [196].

O citronelol aumentou o tempo de laténcia para a primeira convulsdo, e reduziu a taxa
de convulsdo e mortalidade em camundongos, induzida por PTZ e eletrochogque maximo
(EMC). Este efeito esta relacionado a uma atenuagdo na excitabilidade neuronal e,

consequentemente, na convulsdo [197]. Quintans-Junior e colaboradores [86] demonstraram
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que o citral aumentou o tempo de laténcia para a primeira convulsdo induzida por PTZ em ratos.
Além disso, este terpeno também foi eficiente na prevencdo de convulsdes ténicas induzidas
por EMC neste mesmo modelo animal. O geraniol reduziu a convulséo e a mortalidade em
camundongos quando administrado por via intraperitoneal [198]. Este efeito pode ser explicado
devido a capacidade deste terpeno em bloquear o receptor 5-HT [199]. Foi reportado também
que a complexacdo do geraniol com a beta-ciclodextrina aprimorou o efeito anticonvulsivante
do geraniol [198].

Estudos da literatura também reportaram que os flavonoides possuem atividade
ansiolitica e anticonvulsivante [200]. Por exemplo, a apigenina se liga competitivamente ao
sitio de ligacdo dos benzodiazepinicos do receptor GABAA e apresentou atividade ansiolitica
em camundongos quando administrada por via intraperitoneal [201]. A luteolina também
apresentou efeito ansiolitico e antidepressivo neste mesmo modelo animal e esta envolvido na
modulacgéo da sinalizacédo do receptor GABAA [202].

A naringenina juntamente com a fenitoina, um farmaco utilizado para o tratamento dos
transtornos epiléticos, ofereceu uma protecdo contra convulsdes induzida por PTZ. Além disso,
aumentou nos niveis de GABA e dopamina, diminuiu os niveis de glutamato e dos
biomarcadores oxidativos (MDA), e elevou o0s niveis de GSH, SOD e CAT no hipocampo de
camundongos [203].

Os é&cidos fenolicos também demonstraram eficAcia como ansiolitico e
anticonvulsivante [204]. Por exemplo, o 4cido elagico presente nas frutas e plantas medicinais
apresentou efeito ansiolitico no teste labirinto em cruz elevado comparavel ao efeito observado
para o diazepam em ratos, e 0s receptores GABAA estdo envolvidos neste efeito [205]. Além
disso, a ansidlise foi revertida quando os animais foram previamente tratados com picrotoxin
(receptor ndo-competitivo do GABAA) e pelo flumazenil [205].

O acido rosmarinico apresentou atividade anticonvulsivante contra as convulsdes
induzidas por PTZ ou pilocarpina em camundongos. Neste estudo, foi observado um aumento
na laténcia para espasmos mioclénicos e convulsdes generalizadas quando os animais foram
tratados com estes convulsivantes [206]. Em outro estudo, o acido rosmarinico reduziu os niveis

de radicais livres e danos aos DNA na epilepsia induzida por PTZ em camundongos [207].

2.1.4 Receptor GABA

A funcdo do sistema nervoso é governada por meio de um equilibrio de sinalizagéo

excitatdria e inibitdria [175]. O GABA é o principal neurotransmissor inibitério do SNC e atua
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por meio dos receptores GABAa e GABAB. Os receptores GABAAa estdo 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 permeével ao cloreto e suprime a atividade neuronal no cérebro
[208]. Contudo, uma disfuncéo destes canais resulta em alguns distdrbios, como o de ansiedade,
epilepsia e autismo [176,209].

Os receptores ionotropicos GABAA sdo membros da superfamilia de canais idnicos
regulados por neurotransmissores. S8o proteinas transmembrana pentaméricas, que consistem
em cinco subunidades (classificadas como subtipos a, B, y € 0) dispostas em torno de um poro
central, cada uma constituida por quatro dominios que atravessam a membrana (Figura 2.3a)
[210]. Existem varios subtipos de receptores GABAA,, cujas fungdes variam com base na
combinagdo das unidades a, B, y ¢ & em um determinado receptor [211]. Na Figura 2.3b estdo
representados os principais sitios de ligacdo no receptor GABAA.

As cinco subunidades dos receptores GABAA circundam um poro iénico central
seletivo para o ion CI-, que se abre na presenca do GABA. O GABA e outros agonistas ligam-
se a dois sitios, que estdo localizados em porc¢des extracelulares do complexo receptor-canal,
na interface entre as subunidades o e . Os receptores GABAA também contém varios sitios
modulares, em que ocorre liga¢do de outros ligantes enddgenos e/ou farmacos (Figura 2.3b)
[212].

Figura 2.3 — Representagdo esquematica do receptor GABAA,. (a) Estrutura pentamérica do receptor GABAA. (b)
Principais sitios de ligagdo no receptor GABAA .

(a) Subunidade 1 (b
Benzodiazepinicos GABAe
N a2 antagonistas
C
¢ Flumazenil :
Receptor GABA, A \\ / Penicilina
2% / ‘
( \ b |
\ / Furosemida Barbituricos
W ¢ Ty A
N ‘ | )
4N )
e o

Glicocorticéides
Picrotoxina

Fonte: Adaptado de [212].

Os efeitos inibitorios do receptor GABA sdo mediados pelos receptores GABAA, que
sdo canais de cloro controlados por ligante que sd@o ativados alostericamente por
benzodiazepinicos e alguns neuroesteroides. Por exemplo, os benzodiazepinicos atuam como
moduladores alostéricos positivos, potencializando a regulacdo dos canais na presenca de

GABA. Além disso, os benzodiazepinicos aumentam a frequéncia de abertura dos canais na
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presenca do GABA. O consequente influxo aumentado de CI- provoca a hiperpolarizacdo da
membrana e diminui a excitabilidade neuronal [212].

O mecanismo de acdo de produtos naturais nos efeitos ansiolitico e anticonvulsivante
ndo é completamente esclarecido, devido a uma infinidade de efeitos biolégicos na ligacéo e na
recaptagdo das monoaminas [161,180]. Entretanto, é reportado que muitos destes compostos
possuem efeitos farmacoldgicos por apresentarem alta afinidade pelos sitios de ligacdo do
receptor GABAA, 0 que ja 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 familia Cyprinidae, € um pequeno peixe teledsteo de agua doce, de
aproximadamente 3 — 4 cm [214]. Esta espécie é propensa a formar grupos (cardumes) por
razdes sociais, como por exemplo na busca por alimentos, protecdo contra predadores e
acasalamento [215]. Além disso, exibe varios comportamentos distintos, o que permite o
desenvolvimento de estudos neuroquimicos e comportamentais [216,217]. Devido a este fato,
nos ultimos anos, o peixe-zebra vem sendo amplamente utilizado como modelo de
experimentacdo animal em pesquisas de doencas, como a epilepsia, autismo, doenca de
Alzheimer, doenga de Huntington, doenca de Parkinson, esquizofrenia, depressdo e 0s
disturbios de ansiedade [218-222]. Ainda, este peixe tem sido utilizado como modelo para
doencas genéticas que afetam os sistemas cardiovascular, nervoso e muscular. Além disso, pode

ser empregado nos estudos de cancer e diabetes [223,224].

Figura 2.4 — Peixe-zebra.

Fonte: [225].

O peixe-zebra é sensivel as principais classes de farmacos neurotrdpicos, que incluem
os ansioliticos, anticonvulsivantes, antidepressivos, alucindgenos, analgésicos e estimulantes

cognitivos, e responde de forma semelhante aos seres humanos [216]. Além disso, evidéncias
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sugerem que varios aspectos dos distarbios cerebrais que podem ser modelados nos roedores
podem ser avaliados em peixe [222,226].

O peixe-zebra se tornou atrativo por ser Gtil como um modelo animal intermediério
entre os invertebrados Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans em pesquisas [227].
E importante ressaltar que a utilizacdo de peixes como modelo experimental apresenta algumas
vantagens quando comparado a outros animais comumente empregados em pesquisas
farmacologicas, triagens genéticas e ensaios de toxicidade [228-230]. Por exemplo, tanto as
larvas quanto os peixes adultos sdo facilmente manipulaveis e podem ser mantidos em espagos
reduzidos [229]. Além disso, o custo da aquisicdo e manutencdo sdo relativamente baixos
quando comparados com 0s equipamentos exigidos para 0 uso dos animais tradicionais
utilizados em pesquisas, como os roedores [218]. A alta fecundidade, o curto tempo de gestacao
e o rapido desenvolvimento (a eclosdo ocorre dois dias apos a fertilizagdo) dos embrides
também favorecem a utilizagdo destes animais em pesquisas [229].

Ainda, este teledsteo apresenta aproximadamente 70% de homologia genética com os
seres humanos e possui uma barreira hematoencefalica com permeabilidade, o que leva a uma
alta sensibilidade aos farmacos testados [215]. Além disso, € um modelo amplamente utilizado
para pesquisas de drogas provenientes de fontes naturais em larga escala (screening) [231]. Isto
se deve a facilidade de administracdo dos compostos nos peixes (imersao), na qual as drogas
podem ser absorvidas por meio das branquias ou da pele, e devido a pequena gquantidade de
amostra a ser utilizada quando comparada a empregada em ratos [217]. Outra vantagem da
utilizacdo deste animal consiste em sua transparéncia Optica, a qual possibilita a observagédo
direta dos processos celulares e fisiologicos in vivo e em tempo real [230].

Sistemas de neurotransmissdo ja foram identificados nesta espécie, como o
glutamatérgico, colinérgico, glicinérgico, nitrérgico, dopaminérgico, serotoninérgico,
adenosineérgico, purinérgico e gabaérgico [223]. No entanto, existem diferencas notaveis entre
a morfologia e a neurofisiologia do peixe-zebra com e a dos mamiferos. O circuito tri-sinaptico
hipocampal localizado nos roedores e utilizado para a aprendizagem espacial esta ausente no
cérebro do peixe, que é entdo mediada por outras regiGes do cérebro [217]. O peixe-zebra
possui visao tetracromatica, 0 que permite o reconhecimento de uma gama de cores mais ampla
comparado com 0s seres humanos e 0os mamiferos [232].

O peixe-zebra ndo possui cortex ou hipocampo definidos, porém as estruturas analogas
no cérebro parecem ser bioquimicamente e funcionalmente semelhantes as dos mamiferos
[217]. O mesencefalo € uma estrutura relativamente pequena no cérebro, e as principais

estruturas derivadas do mesencéfalo sdo 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 as
larvas, especialmente aqueles envolvidos em interagdes sociais [219].

O peixe-zebra € descrito como uma espécie sociavel e geralmente é encontrado em
cardumes na natureza [233]. Estudos observaram que as larvas do peixe-zebra exibem
comportamentos sociais apds 10 dias da fertilizacdo. A tendéncia e preferéncia naturais do
peixe-zebra por estar em cardumes podem sugerir que a habitacdo em grupos € benéfica para
este animal [234]. Estudos da literatura demonstraram que o isolamento do peixe-zebra pode
levar a uma maior liberacdo do hormdnio cortisol e, consequentemente, um aumento da
ansiedade e hipersensibilidade quando comparado com 0s 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 util na avaliacdo de

propriedades farmacoldgicas de compostos provenientes de fontes naturais [235].

2.1.6 Utilizacdo do peixe-zebra na avaliacdo do efeito ansiolitico e anticonvulsivante de plantas
medicinais

Na literatura, é reportada a utilizagdo do peixe-zebra adulto e de suas larvas como
modelo animal alternativo na avaliacdo do efeito ansiolitico de plantas medicinais e de seus
constituintes quimicos [204, 208-211]. Além disso, este modelo se mostrou promissor na
investigacdo dos mecanismos envolvidos na acdo destes compostos [240]. Desta forma, os
testes comportamentais empregados na avaliacdo de efeitos farmacoldgicos em peixe-zebra sdo
adaptacdes 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 acido
valerénico, aumentaram de forma semelhante ao clonazepam o tempo de permanéncia no lado
claro do aquario no teste claro/escuro em peixe-zebra adulto. Os autores também verificaram
gque este mesmo extrato e seu constituinte quimico interagiram com 0s receptores
metabotropicos de glutamato (mGlur | e mGIuR 1) [242].

Benneh e colaboradores [243] investigaram o efeito ansiolitico do extrato da casca do
caule de Maerua angolensis DC (Capparaceae), obtido a partir de uma mistura de éter de
petréleo 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 abstinéncia de etanol. Além disso, também foi
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observado que o efeito ansiogénico causado no teste de estresse crénico imprevisivel foi
atenuado nestes animais. A ansiolise causada pelo extrato deste estudo foi revertida com o pré-
tratamento com flumazenil, granisetrona, ciproeptadina, metisergida e pizotifeno, o que sugeriu
o0 envolvimento dos receptores GABAA e 5-HT1-3 neste efeito.

Melo e colaboradores [244] verificaram que o extrato hidroalcodlico das folhas de
Aloysia polystachya (Verbenaceae), utilizada na medicina popular como antidepressivo e para
problemas digestivos, exibiu efeito ansiolitico em peixe-zebra. Neste estudo, quando o extrato
foi administrado na forma oral e por meio da imersdo dos animais na solugéo, foi observado
um aumento no tempo de permanéncia no lado claro do aquario no teste claro/escuro. Além
disso, este extrato também reverteu a ansiogénese induzida por cafeina, sem alterar a atividade
locomotora dos peixes.

Em outro estudo, o0 extrato obtido a partir da polpa de Artocarpus altilis (fruta-p&o)
exibiu efeito ansiolitico no teste claro/escuro em peixe-zebra [245]. Entretanto, a ansidlise ndo
foi bloqueada pelo tratamento prévio dos animais com o flumazenil. Porém, houve uma
reversdo do efeito quando os animais foram previamente expostos ao pizotifeno, granissetrom
e ciproeptadina, 0s quais sdo antagonistas do receptor de serotonina (5-HTR). Portanto, o efeito
ansiolitico exibido por este extrato é independente dos receptores GABAA, e é mediado pelos
receptores serotoninérgicos.

Em outro estudo, foi demonstrado que diferentes concentragdes do extrato aquoso de
Sceletium tortuosum (Aizoaceae) apresentaram efeito ansiolitico em larvas de peixe-zebra,
devido a um aumento no percentual de tempo gasto pelas larvas na arena central do pogo no
teste de timotaxia reversa [246]. Recentemente, foi comprovado que o extrato metandlico das
frutas Seseli devenyese (Apiaceae) apresentou efeito ansiolitico em larvas de peixe-zebra. Os
autores atribuiram este efeito a presencga das cumarinas, as quais exibiram atividade ansiolitica
neste mesmo modelo animal [247].

Na literatura também é reportada a ampla utilizacdo do peixe-zebra na avaliacdo do
efeito anticonvulsivante de plantas medicinais e compostos relacionados, assim como dos
mecanismos envolvidos na a¢do destes compostos [231,246]. Por exemplo, 0s extratos aquoso
e etanolico de Valeriana officinalis, e 0 acido valerénico apresentaram efeito anticonvulsivante
quando administrados por imersdo, em peixe-zebra adulto em um modelo de convulsédo
induzida por PTZ [237]. Além disso, foi reportado que estes extratos aumentaram
significativamente o efeito anticonvulsivante do clonazepam e fenitoina, o que sugeriu a sua

utilizag&o 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 decocgdo em Camardes no tratamento da epilepsia. Neste estudo,
a convulsdo foi induzida por PTZ em larvas de peixe-zebra, e 0 extrato hexanico exibiu o maior
efeito quando comparado aos extratos metandlico e aquoso, com uma reducdo de 93% das
convulsdes induzidas por PTZ. Os autores o atribuiram a presenca de sesquiterpenoides, 0s
quais possuem efeito antiepilético em diferentes modelos animais [197,249].

Li e colaboradores [250] avaliaram o efeito anticonvulsivante dos extratos etanolico e
acetonico de Magnolia officinalis, uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa para o
tratamento da epilepsia. Estes extratos demonstraram atividade anticonvulsivante eficaz na
convulsédo induzida por PTZ e por etilcetopentenoato em peixe-zebra adulto. Os dois principais
constituintes quimicos da planta, o magnolol e o honokiol, também apresentaram efeito
consideravel 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
cronicas [251,252]. O PTZ desenvolve efeitos convulsivos apds a administragdo repetida ou em
uma unica dose, além de afetar os sistemas neurotransmissores, como 0 gabaérgico,

adenosinérgico e o glutamatérgico em ratos, camundongos e peixe-zebra [253].

Figura 2.5 — Estrutura quimica do pentilenotetrazol (PTZ).
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Fonte: A autora.

O mecanismo pelo qual o PTZ induz atividade convulsiva ainda ndo é bem definido,
porém alguns estudos sugerem que ocorra principalmente pela interferéncia deste composto na
neurotransmissdo gabaérgica [254]. No receptor GABAA, esta interacdo resulta no influxo de
ions CI-, o que contribui para a hiperpolarizacdo neuronal rapida. O PTZ se liga ao dominio

transmembrana que reveste o iondforo, que aumenta o estado fechado do canal e,
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consequentemente, acarreta em uma excitagcdo neuronal e efeito convulsivante [252]. Contudo,
seus efeitos a longo prazo (administracdo repetitiva), incluem a regulacdo da expressao e/ou
afinidade do receptor GABA e glutamato, que gera um desequilibrio entre a excitagdo e a
inibicdo no cérebro e entdo desencadeia a epileptogénese. O PTZ também induz o estresse
oxidativo e aumenta o conteido de MDA cortical que afeta o hipocampo, 0 que resulta em
convulsdes [214,255].

Modelos de convulséo induzida por PTZ tanto em larvas quanto em peixe-zebra adulto
tém sido empregados na triagem e na identificacdo de pequenas moléculas e compostos naturais
com potencial atividade anticonvulsivante [256]. Na literatura € demonstrada uma boa
correlacdo entre os resultados obtidos em estudos que utilizam roedores e 0s observados em
peixe-zebra, na avaliacdo da atividade anticonvulsivante de moléculas induzida por PTZ [254].

O peixe-zebra apd6s 7 dias da fertilizacdo exibe alteragdes comportamentais,
eletrofisiologicas e moleculares semelhantes ao modelo de roedores em convulsdes induzidas
por PTZ [257]. Além disso, no peixe-zebra adulto é possivel a caracterizacdo de fendtipos
comportamentais semelhantes aos de convulsdo complexos, os quais sao dificeis de avaliar nas
larvas. Ainda, este modelo também permite o estudo das comorbidades relacionadas ao
comportamento relacionado a epilepsia, como as dificuldades na aprendizagem, e na
investigacao de alteracdes celulares ou moleculares associadas a atividade convulsiva [235].

Comportamento semelhante a convulsdo pode ser induzido a partir da imersdo do
peixe-zebra em uma solucdo de PTZ, o qual é absorvido pela pele, intestino ou pelas guelras e
atinge o cérebro [235,254]. Alguns estudos demonstraram mudancas na atividade locomotora
dos animais em intervalo de tempo de segundos a minutos, que séo caracterizados por uma
sequéncia de eventos convulsivos [235,258]. Na literatura é sugerido que 0 mecanismo acao
das convulsdes induzidas PTZ em peixe-zebra é semelhante ao modelo de roedor, visto que 0s
neurdnios gabaérgicos e GABA responsivos surgem em regides discretas ao longo dos

diferentes compartimentos cerebrais nos estagios embrionérios iniciais [254,257].

2.2  OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito ansiolitico e anticonvulsivante do extrato hidroalcodlico e do 6leo

essencial de Cymbopogon citratus, e dos compostos isolados citral e geraniol em peixe-zebra

(Danio rerio).
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2.2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito ansiolitico e anticonvulsivante do extrato hidroalcodlico e do 6leo
essencial de C. citratus em peixe-zebra;

o Avaliar o efeito ansiolitico e anticonvulsivante dos compostos isolados citral e geraniol
e em combinacao em peixe-zebra;

o Investigar o envolvimento dos receptores gabaérgicos no efeito ansiolitico e
anticonvulsivante das amostras estudadas;

o Avaliar os niveis dos marcadores bioquimicos envolvidos no estresse oxidativo no

efeito anticonvulsivante em cérebros de peixe-zebra.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Equipamentos e Reagentes

O citral (95%), geraniol (98%), acido tiobarbitdrico (TBA), acido nitrobenzdico
(DTNB), malondialdeido (MDA), pentilenotetrazol (PTZ), glutationa reduzida (GSH), acido
galico (AG), quercetina (QER) e o reagente de Folin-Ciocalteu, foram adquiridos da Sigma-
Aldrich®. O perdxido de hidrogénio (H202) foi adquirido da Merck®. O flumazenil (Flunexil®)
e o clonazepam (Rivotril®) foram adquiridos da Teuto e da Roche, respectivamente.

A solucdo de TBA foi preparada a partir da dissolugdo do reagente em agua deionizada
e o pH foi ajustado para 5 - 6 com HCI concentrado. A solucdo tampéo fosfato foi preparada a
partir da dissolucéo dos sais NazHPO4 10 mmol L%, KH2POs 1,76 mmol L e NaCl 137 mmol
Lt em &gua deionizada e o pH foi ajustado para 7,4. O reagente de Folin-Ciocalteu foi
preparado a partir da diluicdo do volume necessario em dgua deionizada. As solugdes de &cido
tricloroacético (TCA), sulfanilamida, cloreto de aluminio (AICIs), acetato de potassio
(CH3COOK), acido fosforico (HsPOas), N-(1-naftil) etilenodiamina e nitrito de s6dio (NaNO2)
foram preparadas a partir da dissolucdo da quantidade apropriada em agua deionizada. O
corante azul de coomassie foi preparado a partir da sua dissolu¢do em H3PO485% (v/v) e agua
deionizada e posteriormente filtrado. A albumina de soro bovino foi dissolvida em agua
deionizada. A solucédo de quercetina (QER) foi preparada a partir da dissolugdo da quantidade
apropriada em metanol. A solucdo de peroxido de hidrogénio (H202) foi preparada a partir da

diluicdo apropriada em solugdo tampéo fosfato.
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As absorbéancias das amostras foram registradas em um espectrofotdmetro de placas

Biotek pQuant® (Synergy H1 Hybrid Reader) e no espectrofotdmetro PerkinElmer Lambda®.

2.3.2 Obtencdo do extrato hidroalcodlico e do 6leo essencial de Cymbopogon citratus

As folhas de C. citratus foram coletadas no municipio de Ponta Grossa-PR (25° 05’
427 S; 50° 09’ 43”° W) no periodo de Margo a Maio de 2017, secas a temperatura ambiente na
auséncia de luz até peso constante e cortadas em pedacos de aproximadamente 2 cm. Uma
amostra de referéncia da planta esta depositada no herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) sob o registro HUPG-21025.

O extrato hidroalcoolico de C. citratus foi obtido a partir da maceracdo das folhas
previamente secas em etanol 70% (v/v) com agitacGes didrias com renovacao 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 6leo essencial das folhas de C. citratus
previamente secas foi obtido a partir de uma hidrodestilacdo em Clevenger por 2 horas. O
hidrolato obtido foi extraido com éter etilico e o solvente foi removido em rotoevaporador [1].

Para os testes comportamentais, o extrato hidroalcodlico, clonazepam e o flumazenil
foram solubilizados em 300 mL de &gua declorinada. No entanto, o 6leo essencial, o citral e 0
geraniol foram primeiramente solubilizados em 1 mL de Tween®80 0,5% (v/v) e o volume foi

completado até 300 mL com agua declorinada.

2.3.3 Determinacdo do contetdo de compostos fenolicos e flavonoides totais no extrato
hidroalcodlico de Cymbopogon citratus

O conteudo de compostos fendlicos totais no extrato hidroalcoolico de C. citratus for
determinado como descrito por Singleton e colaboradores [259]. Em uma microplaca de 96
cavidades foram adicionados o extrato, 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 100
pL de solugdo aquosa de Na2COs 7,5% (m/v). A placa foi incubada a 45 °C por 15 minutos em
estufa e a leitura da absorbancia foi realizada em um espectrofotometro de placas a 765 nm. O
teor de compostos fenolicos foi calculado a partir de uma curva analitica de &cido galico e o
resultado foi expresso em mg AG g

A determinacéo do teor de flavonoides totais no extrato hidroalcodlico de C. citratus
foi determinado como descrito por Kosalec e colaboradores [260]. Em uma microplaca de 96

cavidades foram adicionados o extrato, 4 pL de solugdo aquosa de CH3COOK 0,10 mol L%, 4
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pL de solucdo aquosa de AICls 10% (m/v) e metanol. A leitura da absorbancia foi registrada
em um espectrofotdmetro de placas a 420 nm. O teor de flavonoides foi calculado a partir de

uma curva padrdo de quercetina e o resultado foi expresso em mg QER g.

2.3.4 Manutencéo do peixe-zebra

Os peixes foram mantidos de acordo com o Instituto Nacional de Saude Guia para
Cuidados e Uso de Animais de Laboratorio do Instituto Nacional de Saude. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(protocolo nimero 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, Parana, Brasil. Os peixes foram mantidos em aquérios de vidro (100 L) com
agua declorinada, mantida sob aeracéo constante, filtracdo mecénica e quimica (25 — 27 °C; pH
7 —8; amdnia total <0,01 mg L%; nitrito <0,01 mg L), ciclo claro/escuro 14:10 horas fornecido
por lampadas fluorescentes (12 Watts; luzes acesas as 7:00 horas da manhd). Os animais foram
ambientados em laboratério por 15 dias antes da realizacdo dos experimentos. As condi¢des
quimicas da agua foram controladas com kits comerciais (pH, nitrito e aménia) (Alcon Basic,
Alcon, Brasil). Além disso, os peixes eram alimentados duas vezes ao dia com racao comercial

para peixe (Alcon).

2.3.5 Avaliacdo do efeito ansiolitico do extrato hidroalcodlico e do Oleo essencial de
Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra

2.3.5.1 Tratamentos

Para avaliar o efeito ansiolitico do extrato hidroalcoolico e do 6leo 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 - &gua ou 1 mL de solucéo de Tween®80
0,5% (v/v) dissolvido em 300 mL de agua declorinada (veiculo); 2) controle positivo —
clonazepam 0,75 mg L*; 3) extrato hidroalcodlico 1, 3 e 10 g L, éleo essencial ou o0s
compostos isolados citral e geraniol 1, 5 e 10 mg L. Os peixes foram submersos por 10 minutos
em 300 mL das respectivas solucdes e posteriormente foram realizados os testes de atividade
ansiolitica (teste claro/escuro) [261]. Todas as solugdes foram preparadas com a agua contida

no aquario moradia. As concentracOes do extrato, 0leo essencial e dos padrdes citral e geraniol
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empregadas na execucdo deste trabalho foram escolhidas com base em experimentos piloto,
que reduziram os niveis de ansiedade e ndo apresentaram efeitos letal ou sedativo no peixe-

zebra durante o experimento.

2.3.5.2 Envolvimento dos receptores GABAa no efeito ansiolitico do extrato hidroalcodlico e
do 6leo essencial de Cymbopogon citratus, citral e geraniol

Para investigar o mecanismo de a¢do no efeito ansiolitico das amostras de C. citratus
e do citral e geraniol, os peixes foram previamente tratados com flumazenil. Primeiramente, 0s
animais foram imersos na solucdo de 1,25 mg L de flumazenil por 20 minutos antes da
administracdo do 0leo essencial e do extrato hidroalcoolico de C. citratus e do citral e geraniol
por 10 minutos. As concentracdes 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 a solugéo
de flumazenil por 20 minutos e em seguida na solucdo de 0,75 mg L™ de clonazepam.
Posteriormente, cada animal foi individualmente analisado quanto a propriedade ansiolitica no

teste claro/escuro.

2.3.5.3 Teste claro/escuro

A atividade ansiolitica do extrato hidroalcodlico e do dleo essencial de C. citratus e
dos padrdes 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 aquario (18 x 9 x 7
cm) dividido em duas partes iguais, uma parte clara e outra escura (Figura 2.6). Entre as duas
partes havia uma comporta corredica de coloracao preta que era levantada do fundo do aquério.
Este aquario foi preenchido a uma altura de aproximadamente 3 cm com &gua do aquério
moradia. No momento do teste, o animal a ser avaliado foi colocado na parte clara do aquéario
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 aquéario durante 300 segundos de
observacdo. Além disso também foi registrado a laténcia para a primeira entrada no lado escuro
do aquéario e o nimero de cruzamento entre 0s compartimentos. Esses parametros foram

selecionados para avaliar o efeito ansiolitico ao invés do efeito sedativo para as amostras.
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Figura 2.6 — Aparato experimental para execucdo do teste claro/escuro em peixe-zebra.
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Fonte: A autora.

2.3.6 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante do extrato hidroalcodlico e do 6leo essencial de
Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra

2.3.6.1 Tratamentos

A atividade anticonvulsivante do 6leo essencial, e do extrato hidroalcodlico de C.
citratus e dos padrdes 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 solucdes de Oleo essencial (5, 10 e 20 mg L), extrato
hidroalcodlico (1, 2 e 3 g L), citral (5, 10 e 20 mg L1, geraniol (5, 10 e 20 mg L) ou na
associacgdo citral + geraniol (5 mg L) por 10 minutos. Em seguida, os peixes foram transferidos
para 0 aquério (13 x 15 x 10 cm) preenchido com 1 L de solu¢do aquosa de PTZ (7,5 mmol L
1) previamente preparado com agua declorinada. A atividade anticonvulsivante foi registrada
durante 20 minutos. Para este estudo, uma solucdo de clonazepam (0,75 mg L) foi utilizada
como controle positivo e o veiculo (1 mL de 0,5% (v/v) Tween80 em agua declorinada) como
controle negativo. As concentracGes empregadas para a execucao deste estudo foram escolhidas
com base em experimentos piloto. A concentracdo e o tempo de exposi¢cdo do PTZ foram
escolhidos com base naquela em que ndo causou a mortalidade do peixe-zebra. Um esquema
da realizacdo dos testes esta apresentado na Figura 2.7.

A atividade anticonvulsivante das amostras estudadas foi analisada pelo estagio de
convulsdo apresentado por cada peixe de acordo com o sistema de pontuagdo descrito por
Fontana e colaboradores [255]. Na Tabela 2.1 estdo apresentadas as descri¢es de cada estagio
comportamental utilizado para a avaliacdo da atividade anticonvulsivante. Além disso, também

foi medido o tempo de laténcia para a primeira convulsao (estagio 4) [237]. O comportamento
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de cada peixe foi registrado por uma camera (Logitech® modelo C270) colocada a cerca de 30

cm do aquario teste.

Figura 2.7 — Esquema representativo do teste de atividade anticonvulsivante em peixe-zebra induzido por
pentilenotetrazol (PTZ).
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Fonte: Adaptado de [262].

Tabela 2.1 — Estagios comportamentais semelhantes a convulsfes em peixe-zebra induzido por PTZ.

Estagio Comportamento
1 Aumento da atividade de natagdo e movimento dos opérculos
2 Movimentos para a direita e esquerda e movimentos erraticos
3 Movimentos circulares
A Comportamento semelhante a convulséo clénica
(contragdo muscular anormal, natacdo em saca-rolhas)
. Comportamento semelhante a convulsdo ténica

(perda da postura corporal no fundo do aquério)

Fonte: Adaptado de [255].

2.3.6.2 Envolvimento dos receptores GABAa na atividade anticonvulsivante do extrato
hidroalcoolico e do éleo essencial de Cymbopogon citratus, citral e geraniol

Para investigar o envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante do
extrato hidroalcodlico e do 6leo 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 solucéo de flumazenil 1,25 mg L™! por 20 minutos antes
da administracdo do extrato hidroalcodlico e éleo essencial de C. citratus, citral e/ou geraniol
por 10 minutos. O grupo controle foi exposto a solugdo de flumazenil por 20 minutos e a solugéo

de clonazepam 0,75 mg L por 10 minutos. Os animais foram analisados individualmente
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quanto a atividade anticonvulsivante como descrito no item 2.3.6.1 e foi registrado o tempo de

laténcia para a primeira convulsao (estagio 4).

2.3.7 Ensaios bioquimicos

2.3.7.1 Preparacdo do homogenato de cérebro

Os cérebros dos peixes-zebra foram imediatamente dissecados sob anestesia com gelo
apos a exposicdo ao PTZ. Em seguida, quatro cérebros foram agrupados e posteriormente
homogeneizados em um homogeneizador de vidro em uma solu¢do tampédo fosfato. Os
homogenatos foram centrifugados a 700 x g por 5 minutos a 4 °C. O teor de proteinas totais
para cada amostra foi determinado por meio do método de Bradford a partir de uma curva
padrdo de albumina de soro bovino [263]. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para

avaliar as defesas antioxidantes enzimatica e ndo-enzimatica.

2.3.7.2 Determinagdo dos niveis de malondialdeido (MDA)

Os niveis de MDA nos homogenatos de cérebro foram estimados como descrito por
Wilbur e colaboradores [264]. Os homogenatos (50 pL) foram misturados com 100 uL de TCA
15% (m/v) e centrifugados a 2.500 x g a 4 °C por 10 minutos. Em seguida, foi adicionado uma
solucdo de TBA 0,6% (m/v) e as misturas foram incubadas em &gua em ebulicdo em banho
termostatizado por 30 minutos. Os tubos foram resfriados a temperatura ambiente, extraidos
com n-butanol e centrifugados a 3.000 x g por 10 minutos. Os niveis de MDA foram calculados
a partir de uma curva analitica de MDA. Os valores de absorbancia foram registrados em
espectrofotdbmetro a 532 nm e os resultados foram expressos como pmol MDA mg* de

proteina.

2.3.7.3 Determinacéo dos niveis de glutationa (GSH)

Os niveis de GSH nos homogenatos foram estimados como descrito por Ellman [265].
Primeiramente, os homogenatos (20 pL) foram misturados com solucdo aquosa de TCA 10%
(m/v) e centrifugados a 1.000 x g durante 10 minutos a 4 °C. Em seguida, os sobrenadantes
obtidos foram misturados com solugdo de DTNB 10 mmol L. Ap6s 1 hora de incubacédo a

temperatura ambiente, os valores de absorbancia foram registrados em espectrofotdmetro a 412
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nm. Os niveis de GSH foram calculados a partir de uma curva analitica de GSH e os resultados

foram expressos como nmol SH mg de proteina.

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 utilizagdo do H202 como substrato. Inicialmente, uma solugdo tampéo fosfato
de potassio (50 mmol L *; pH 7,0) foi misturada com os homogenatos de cérebro (10 pL). Em
seguida, foi adicionado H202 (3 mmol L) e os valores de absorbancia foram monitorados em
espectrofotdmetro a 240 nm por 2 minutos em intervalo de 30 segundos. Os resultados foram

expressos como pmol H202 mint mg de proteina.

2.3.7.5 Determinacdo do conteudo de Oxido nitrico (NO)

O contetdo 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 pL) foi misturado
com o reagente de Griess (sulfanilamida 1% (m/v), HsPO4 5% (v/v), N-(1-naftil) etilenodiamina
0,1% (m/v)) em uma proporgédo 1:1 e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e na
auséncia de luz. A concentracédo de nitrito nos homogenatos foi estimada a partir de uma curva
analitica de NaNO.. Os valores de absorbancia foram registrados em espectrofotémetro a 543

nm e os resultados foram expressos como pmol NO mg* de proteina.

2.3.8 Anadlise Estatistica

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para a realizacdo das andlises estatisticas.
Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pela comparacdo multipla de
Dunn. Os resultados obtidos (tempo de permanéncia no lado claro do aquario, tempo de laténcia
e namero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro) foram apresentados como a

média * erro padrdo da média (EP).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

2.4.1 Avaliacdo do efeito ansiolitico do extrato hidroalcodlico e do dleo essencial de
Cymbopogon citratus, citral e geraniol em peixe-zebra

Neste trabalho, o efeito ansiolitico do extrato hidroalcodlico e do dleo essencial de C.
citratus, assim como dos padrdes citral e geraniol foi avaliado por meio do teste claro/escuro
em peixe-zebra, visto que a preferéncia por ambientes escuros € uma rea¢do tipica deste animal
e representa uma estratégia de defesa desta espécie [227,233]. Neste teste, quando 0s peixes
sdo expostos individualmente a diferentes ambientes, é esperado que apresentem
comportamentos ansiosos moderados [268]. Neste estudo, os peixes foram removidos do
aquério moradia e colocados individualmente nas solucdes 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 a ansiedade quando em um ambiente novo [269].
Esse comportamento pode ser explicado ao se levar em consideragdo que esses animais
consistem em uma espécie que vive em cardume e tém a tendéncia de formar e permanecer em
grupos [218].

Neste trabalho, foi avaliado o comportamento associado ao efeito ansiolitico e a
atividade locomotora do peixe-zebra no teste claro/escuro. Desta forma, foram analisados o
tempo de permanéncia no lado claro do aquario, o tempo de laténcia para explorar o lado escuro
do aquério (medida da espontaneidade para explorar novos ambientes), e 0 namero de
transicdes entre os compartimentos claro e escuro para cada peixe, 0S quais Sao
comportamentos associados ao efeito ansiolitico e atividade locomotora. O aumento no tempo
de permanéncia no lado claro do aquario reflete um comportamento menos ansioso e é um
indicativo do efeito ansiolitico induzido pelas amostras avaliadas [227,233].

O clonazepam (Figura 2.8) é o agente ansiolitico mais comumente empregado no
tratamento dos transtornos de ansiedade e foi utilizado como controle positivo na concentracéo
de 0,75 mg L [165]. Como esperado, foi observado um aumento no tempo de permanéncia no
lado claro do aquério para o grupo de animais previamente expostos a este farmaco, quando
comparado com o grupo controle (p < 0,05) (Figura 2.9). Por outro lado, ndo foram observadas
alteragfes no numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro, assim como para
o tempo de laténcia quando comparado com o grupo controle (Figura 2.9). Portanto, como néao

foi observada uma diminuicdo no nimero de cruzamentos entre os compartimentos claro e
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escuro, pode-se inferir que o clonazepam na concentracdo empregada ndo exibiu efeito sedativo
significativo neste sistema [227]. Desta forma, estas observacGes demonstraram a adequacao
do peixe-zebra como modelo animal para avaliar as propriedades ansioliticas das amostras de

C. citratus.

Figura 2.8 — Estrutura quimica do clonazepam.

Cl

Fonte: A autora.

Inicialmente, foi analisado o possivel efeito ansiolitico de diferentes concentracdes das
amostras de C. citratus, assim como para os padrdes citral e geraniol, com a finalidade de
descartar algum efeito letal ou sedativo. Demonstrou-se nas Figuras 2.9 e 2.10 que 0s grupos
de peixes previamente expostos a estes compostos exibiram efeito ansiolitico, pois houve um
aumento no tempo de permanéncia na parte clara do aquario quando comparados aos Seus
respectivos grupos controle.

Os oOleos essenciais de plantas medicinais sdo os principais produtos utilizados em
aromaterapia como alternativa aos ansioliticos e antidepressivos comuns no tratamento dos
transtornos de ansiedade [82,270]. Neste trabalho, foi demonstrado que o grupo de peixes
expostos ao 6leo essencial na concentragdo de 10 mg L* causou uma significativa ansiélise (p
< 0.001) (Figura 2.9a), devido ao aumento no tempo de permanéncia no lado claro do aquario
qguando comparado ao grupo controle. Porém, ndo foram observadas alteragdes no nimero de
cruzamentos entre 0s compartimentos claro e escuro e no tempo de laténcia apds a
administracdo do Oleo essencial (Figuras 2.9b e 2.9c), o que indicou que ndo houveram

alteragOes na atividade locomotora dos animais [227].
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Figura 2.9 — Efeitos do (a, b, c) dleo essencial e do (d, e, f) extrato hidroalcoolico de Cymbopogon citratus no
comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (n=14 animais/grupo), no tempo de permanéncia no lado
claro do aquario, tempo de laténcia para explorar o lado escuro e o nimero de cruzamentos entre 0s
compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relac&o ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste
segéggo pelo post hoc teste de Dunn).
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Fonte: A autora.

A ansidlise observada pode ser atribuida a presenca do citral (18,57%), geraniol
(22,02%) e linalol (20,59%), visto que sdo os principais constituintes quimicos do 6leo
essencial de C. citratus identificados por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas (CG-EM) [1]. Os resultados obtidos estdo de acordo com os da literatura em ratos, em

que foi verificado um aumento na frequéncia de entrada e no tempo de permanéncia nos bracos
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abertos no teste de labirinto em cruz elevado (uma medida de ansiedade em ratos, pois sugere
a aversdo dos animais a espacos abertos), o que indicou um efeito ansiolitico do dleo essencial
[79,190].

Neste estudo, foi demonstrado que o extrato hidroalcoolico 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 0s grupos de animais previamente expostos ao extrato
nas concentracdes de 3 e 10 g L™ (p < 0,01; p < 0,001) permaneceram por mais tempo na parte
clara do aquario quando comparados com o grupo controle. Contudo, houve um aumento no
tempo de laténcia para explorar o lado escuro do aquéario para o grupo de animais expostos ao
extrato na concentragdo de 10 g L (p < 0,001). Além disso, o tratamento na concentracdo de 3
g L' aumentou o nimero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro (p < 0,05), 0
que indicou uma tendéncia do grupo de peixes para explorar os compartimentos do aquario e,
consequentemente, o efeito ansiolitico do extrato nesta concentracéo [227].

Foi verificado que o extrato hidroalcodlico é constituido por compostos fendélicos
(38,50 + 2,30 mg AG g extrato) e flavonoides (15,70 + 1,40 mg QER g! extrato). Em nosso
estudo anterior, as analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) revelaram que
este extrato € constituido por polifendis, como a apigenina, luteolina, &cido clorogénico, rutina
e quercetina [1]. Além disso, também foi demonstrado que a fragcdo cloroférmica obtida a partir
do fracionamento do extrato hidroalcodlico de C. citratus era constituida por citral e geraniol,
0 que indicou que estes compostos estdo presentes no extrato hidroalcodlico. Portanto, a
presenca de polifendis (acidos fenolicos e flavonoides), terpenos e a a¢ao sinérgica entre esses
compostos podem estar envolvidas no efeito ansiolitico observado para o extrato deste estudo.
A presenca simultanea de uma ampla gama de compostos bioativos em extratos de plantas
medicinais pode potencializar sua acdo em multiplos mecanismos celulares, potencializando a
sua eficacia terapéutica [271].

Na literatura, foram demonstradas as propriedades ansiolitica e anti-depressiva para
alguns flavonoides, como a apigenina e a quercetina, os quais se ligam seletivamente e com alta
afinidade aos receptores benzodiazepinicos como o GABAA [185]. Além disso, diversos
estudos comprovaram que estes compostos estdo envolvidos na modulacdo dos receptores
GABAA e também exibem efeitos sedativo e anticonvulsivante [185,186]. Vale ressaltar que o0s
polifendis podem atuar como ansioliticos devido a algumas caracteristicas quimicas como a
lipofilicidade, a qual facilita a passagem por meio da barreira hematoencefalica [272,273].

Neste estudo, também foram investigados o efeito ansiolitico dos padrdes citral e

geraniol para verificar a contribuicdo destes compostos no efeito ansiolitico do 6leo essencial
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de C. citratus (Figura 2.10). Observou-se um aumento no tempo de permanéncia no lado claro
do aquério para os grupos de animais que foram expostos a estes compostos na maior
concentracéo avaliada (10 mg L) quando comparado com o grupo controle (p < 0,001) (Figura
2.10a e 2.10d), o que sugere um efeito ansiolitico desses monoterpenos. Além disso, ndo houve
alteracdes na atividade locomotora dos animais quando expostos a estes compostos, pois 0
tempo de laténcia ndo foi alterado nos grupos, exceto para o citral na concentracdo de 10 mg L~
! (Figura 2.10). Ainda, o nimero de cruzamentos entre 0s compartimentos claro e escuro nao
foi alterado para o citral na concentracdo de 10 mg L, o que indicou nenhuma alteracdo na
atividade locomotora e a auséncia de efeito sedativo. Além disso, houve um aumento no nimero
de cruzamentos para o geraniol na concentracdo de 10 mg L™, o que indicou uma tendéncia dos
peixes em explorar um novo ambiente (p < 0,05) (Figura 2.10f). Desta forma, como o citral e
0 geraniol sdo 0s componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de C. citratus, o seu
efeito ansiolitico pode ser justificado, em parte, a presenga destes compostos.

O efeito ansiolitico da mistura entre citral e geraniol nas menores concentracdes
avaliadas também foi investigada neste estudo (Figura 2.11). Quando as concentracfes
ineficientes de citral (1 mg L!) e geraniol (1 mg L) foram administradas juntas, foi observado
um aumento no tempo de permanéncia no lado claro do aquéario para o grupo de animais
expostos a esta mistura, quando comparado com o grupo controle (p < 0,001), o que indicou
um efeito ansiolitico (Figura 2.11a). Além disso, ndo houve diferenca estatistica para o tempo
de laténcia para explorar o lado escuro do aquério e no nimero de cruzamentos entre 0s
compartimentos quando comparado com o grupo controle, o que indicou que esta mistura nao
alterou a atividade locomotora dos animais e que ndo 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 existéncia de sinergismo em relacdo ao efeito ansiolitico entre
compostos presentes nos Oleos essenciais de plantas medicinais [274]. Ainda, estes dados
também ajudaram a comprovar o efeito sinérgico dos constituintes quimicos e a justificar o
efeito ansiolitico do 6leo essencial e do extrato hidroalcodlico.

Contudo, os resultados obtidos contrastam com os reportados por Vale e colaboradores
[88], em que foi verificado que o citral exibiu efeito sedativo e ndo reduziu os niveis de
ansiedade em ratos. As diferencas observadas podem ser atribuidas aos diferentes modelos

animais empregados nos estudos, os quais exibem niveis 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 permanéncia no lado claro do aquario, tempo de laténcia para
explorar o lado escuro e o nimero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01;

***<(),001 em relacéo ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn).
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Figura 2.11 — Efeitos da (a, b, ¢) mistura citral e geraniol (1 mg L) no comportamento do peixe-zebra no teste
claro/escuro (n=14 animais/grupo) no tempo de permanéncia no lado claro do aquario, tempo de laténcia para
explorar o lado escuro e o nimero de cruzamentos entre 0s compartimentos claro e escuro. ** < 0,01; ***<0,001
em relacdo ao grupo controle (létr)%skal—Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn).
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Foi demonstrado por meio de modelos animais de ansiedade, que compostos de
diferentes classes derivados de plantas medicinais exibem propriedades ansioliticas.
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 inala¢do de linalol causou um efeito ansiolitico em camundongos
[276]. Portanto, € possivel que alguns componentes lipofilicos volateis (ndo polares)
produzidos por plantas podem atravessar a barreira hematoencefalica e também modular as vias
de sinalizacdo envolvidas na ansiedade e depressdo [200]. Entretanto, quando ratos foram
tratados com citral, foi observado efeito sedativo, mas nenhuma reducdo nos niveis de
ansiedade foi verificada [88].

Desta forma, as diferencas entre os resultados aqui obtidos e os estudos da literatura,
podem ser devidas aos modelos animais empregados, as doses avaliadas e a via de
administracdo da amostra. Na maioria das pesquisas com peixe-zebra, a administracdo de
compostos ou medicamentos é feita por meio da imerséo dos animais nas solucdes. Este méetodo
tem algumas vantagens quando comparado a injecdo, utilizada nos roedores. O estresse causado
aos peixes quando tratados por imerséo € consideravelmente menor do que no caso dos roedores
tratados por injecdo. Com isto, eventuais alteragdes nos dados comportamentais poderiam ser
minimizadas [277]. Além disso, a resposta ao estresse do peixe-zebra é semelhante a dos seres
humanos, que usam o cortisol como principal horménio 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 ansioliticas de amostras de C.
citratus e compostos relacionados. Além disso, estes animais apresentam algumas importantes
vantagens quando comparados aos animais tradicionalmente empregados em pesquisas
farmacoldgicas [279]. Por exemplo, 0s custos de aquisicdo e manutencdo sdo mais baixos
quando comparados aos utilizados para roedores [218,261]. Outras vantagens sdo a facilidade
de administracdo de medicamentos em peixes (imersdo), o que elimina o estresse da injecao.
Além disso, esses animais podem ser usados para a triagem inicial de produtos naturais, visto
que este modelo pode levar a uma obtencdo mais rapida de resultados em comparagdo com 0s
roedores. As quantidades de amostras necessarias para 0s testes com o peixe-zebra sdo

inferiores as utilizadas para os roedores [232].

2.4.2 Investigagdo do envolvimento dos receptores GABAaA no efeito ansiolitico de
Cymbopogon citratus, citral e geraniol

O GABAA é o principal neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central e esta
envolvido em varios processos neurofisioldgicos [280,281]. Seus receptores sdo canais de

cloreto heterogéneos dependentes de GABA que possuem locais de ligacao para compostos que
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modificam alostericamente o canal, como os benzodiazepinicos [210]. Além disso, a afinidade
dos benzodiazepinicos pelos receptores GABAA é determinada pela natureza das subunidades
o ey, sendo que possuem diferentes estruturas de subunidades em diferentes regides do cérebro,
portanto, sua sensibilidade aos moduladores alostéricos pode variar [281]. Devido a
heterogeneidade estrutural dos receptores GABAA, varios compostos naturais tém propriedades
moduladoras destes receptores [208].

Desta forma, com a finalidade de avaliar o possivel mecanismo envolvido no efeito
ansiolitico 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
especifico do receptor GABAA que pode rapidamente reverter os efeitos ansiolitico, sedativo e
hipnético dos benzodiazepinicos, como por exemplo o clonazepam [165]. Como verificado na
Figura 2.13, a prévia exposicao a este farmaco reverteu o efeito ansiolitico do clonazepam
quando comparado com o grupo que recebeu apenas esta droga, devido a reducéo no tempo de
permanéncia dos animais no lado claro do aquério (p < 0,05). Além disso, o tempo de laténcia
e 0 numero de cruzamentos entre os compartimentos ndo foi alterado para este grupo, o que

validou o experimento utilizado neste estudo (Figura 2.13).

Figura 2.12 — Estrutura quimica do flumazenil.
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Fonte: A autora.
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Figura 2.13 — Efeitos da exposicdo do flumazenil 1,25 mg L (FMZ) prévia ao (a, b, c) 6leo essencial e ao (d, e,
f) extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (N=14
animais/grupo) no tempo de permanéncia no lado claro do aquario, tempo de laténcia para explorar o lado escuro
e 0 numero de cruzamentos entre os compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relagéo ao
gruggocontrole (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc teste de Dunn).
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Neste sentido, as concentracbes 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 hidroalcodlico a fim de descartar algum efeito
sedativo ou alteracdo na atividade locomotora dos animais. Como pode ser verificado nas

Figuras 2.13 e 2.14, o efeito ansiolitico do 6leo essencial e do extrato hidroalcoolico de C.
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citratus, assim como para o citral e geraniol foi antagonizado com a coadministracdo do
flumazenil. Além disso, também foi verificado que a prévia exposicdo ao flumazenil

antagonizou o efeito ansiolitico observado para a mistura entre o citral e geraniol (Figura 2.15).

Figura 2.14 — Efeitos da exposicdo do flumazenil 1,25 mg L (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 permanéncia no lado
claro do aquario, tempo de laténcia para explorar o lado escuro e o nimero de cruzamentos entre 0s
compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relacdo ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste
segéggo pelo post hoc teste de Dunn).
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Figura 2.15 — Efeitos da exposicdo do flumazenil 1,25 mg Lt (FMZ) préviaa (a, b, ¢) mistura entre citral e geraniol
(1 mg L) no comportamento do peixe-zebra no teste claro/escuro (N=14 animais/grupo) no tempo de permanéncia
no lado claro do aquario, tempo de laténcia para explorar o lado escuro e 0 nimero de cruzamentos entre 0s
compartimentos claro e escuro. *<0,05; ** < 0,01; ***<0,001 em relac&o ao grupo controle (Kruskal-Wallis teste
seguido pelo post hoc teste de3Dunn).
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Essas observagbes podem ser explicadas pela reducdo do tempo gasto no
compartimento claro do aquério 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, ndo houve alteracdes no tempo de laténcia e no namero de cruzamentos
entre 0s compartimentos claro e escuro. Este resultado sugere um possivel envolvimento do
receptor GABAA no efeito ansiolitico observado. O flumazenil € um antagonista competitivo
que inibe os efeitos farmacoldgicos dos benzodiazepinicos e ndo benzodiazepinicos no SNC,
pois interage com maior afinidade com o local receptor de benzodiazepina no complexo
receptor GABA-benzodiazepinico. Como resultado, esta droga desloca a ligacdo da
benzodiazepina ao receptor e reverte seus efeitos farmacoldgicos [182].

Os resultados aqui obtidos estdo de acordo com aqueles observados no estudo
realizado por Costa e colaboradores [79], em que foi verificado que a coadministracdo do
flumazenil antagonizou o efeito ansiolitico do 6éleo essencial de C. citratus em ratos. Estudos
revelaram que os 0Oleos essenciais sdo uma fonte de moduladores do sistema gabaérgico e de
canais de ions cloro [187,282,283]. Além disso, estudos da literatura também demonstraram
que o prévio tratamento com flumazenil reverteu o efeito ansiolitico de extratos de plantas
constituidos por polifendis [185]. Alguns trabalhos sugerem que os grupos elétron-retiradores
e 0s anéis aromaticos dos polifendis estdo envolvidos na maior afinidade destes compostos
pelos receptores benzodiazepinicos [186,284].

Os resultados obtidos para o citral e o geraniol corroboraram estudos da literatura, 0s
quais mostraram que 0s terpenos exercem seu efeito ansiolitico via sistema gabaérgico [285].
Desta forma, compostos que possuem estruturas quimicas similares podem apresentar
interacdes similares com o0s receptores cerebrais. No estudo realizado por Kessler e
colaboradores [286] foi avaliado o efeito na modulacéo dos receptores GABA de terpenos com
estruturas quimicas semelhantes. Os autores observaram uma modulacao positiva quando estes
compostos apresentavam um grupo hidroxila (OH), comparado com aqueles em que este grupo
estava ausente. Tais observacdes podem explicar os resultados obtidos neste trabalho, em que
a prévia exposicao ao flumazenil reverteu a ansidlise observada para o citral e o geraniol. Hall
e colaboradores [285] observaram que os terpenos com o grupo OH foram mais efetivos na
modulagéo dos receptores GABA comparados com as cetonas, entdo sugeriram uma interacdo
polar entre o terpeno e o receptor [285]

Os resultados obtidos neste estudo reforgam o uso da C. citratus no tratamento dos

transtornos de ansiedade na medicina popular na forma de cha e na aromaterapia, além de
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também mostrar o emprego do peixe-zebra como modelo animal na avaliacéo das propriedades

ansioliticas de extratos e compostos relacionadas a esta planta.

2.4.3 Avaliacdo da atividade anticonvulsivante de Cymbopogon citratus, citral e geraniol em
peixe-zebra

A atividade anticonvulsivante do oOleo essencial e do extrato hidroalcodlico de C.
citratus, e dos padrdes citral e/ou geraniol foi investigada por meio de convulsdes 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 inibicdo da atividade dos receptores GABAA. O
PTZ bloqueia o influxo de CI- mediado por GABA no SNC, por meio de uma interacdo
alostérica no canal de CI- levando a inducgédo de convulsdes em animais [287,288].

Estudos da literatura demonstraram que uma Unica exposicao ao PTZ é capaz de causar
comportamentos semelhantes aos de convulsdo em peixe-zebra [237,255]. Desta forma, quando
os peixes foram imersos na solucéo de PTZ 7,5 mmol L™ por 20 minutos, foi possivel observar
varios estagios de convulsdes (estagios 1 — 5) (Tabela 2.1). Inicialmente, foi observado um
aumento pronunciado na atividade de natag&o, seguido por movimentos tipo clénico (nado saca-
rolhas e imobilidade) e perda de postura, os quais sdo comportamentos semelhantes as crises
clénicas e tdnicas [255,257,258].

Neste estudo, o tempo de laténcia para a primeira convulséo (estagio 4), induzida por
PTZ foi analisada para 0s grupos de peixes previamente tratados com o 0leo essencial e extrato
hidroalcodlico de C. citratus, citral e/ou geraniol. As Figuras 2.16 e 2.17 demonstraram que 0S
grupos de peixes previamente tratados com o 6leo essencial (OE) (20 mg L) (p < 0,001),
extrato hidroalcodlico (E1) (3g L) (p <0,001), e com os padrdes citral (20 mg L) (p <0,010)
e geraniol (20 mg L) (p < 0,001), por 10 minutos prolongaram o tempo para a primeira
convulsdo (estagio 4), quando comparado com o grupo controle ou veiculo. Além disso, o grupo
de animais previamente tratado com a mistura de citral (5 mg L) e geraniol (5 mg L) (CIT +
GER) apresentou um aumento no tempo de laténcia para a primeira convulsdo (estagio 4)

quando comparado com o grupo veiculo (p < 0,010) (Figura 2.17).
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Figura 2.16 — Tempo de laténcia para a primeira convulsdo (estagio 4) induzida por PTZ 7,5 mmol L™ para os
grupos de peixes previamente expostos ao (a) dleo essencial (OE) (5, 10 e 20 mg L), (b) extrato hidroalcodlico
(E1) (1, 2 e 3 g L) e para o controle positivo clonazepam (CLZ) 0,75 mg L e o efeito do pré-tratamento com
flumazenil (FMZ). Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo dos experimentos (N = 12 animais
por grupo). **p < 0.01 ou *** p < 0.001 vs veiculo ou grupo controle. (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc
teste de Dunn).
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Neste estudo, o clonazepam 0,75 mg L foi utilizado como controle positivo, e como
esperado o tempo de laténcia para a primeira convulsao foi significativamente prolongado em
comparagdo com o grupo controle (p < 0,001). Além disso, 0 pré-tratamento dos animais com
o veiculo (1 mL de Tween80 0,5% (v/v) em &agua declorinada), ndo apresentou efeitos
significativos no tempo de laténcia para a primeira convulsdo quando comparado com o grupo

que foi exposto apenas na dgua declorinada.
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Figura 2.17— Tempo de laténcia para a primeira convulséo (estagio 4) induzida por PTZ 7,5 mmol L para os
grupos de peixes previamente expostos ao (a) citral (5, 10 e 20 mg L), (b) geraniol (5, 10e 20 mg L) e (c) CIT
+ GER (5 mg L) e para o controle positivo clonazepam (CLZ) 0,75 mg L e o efeito do pré-tratamento com
flumazenil (FMZ). Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrao dos experimentos (N = 12 animais
por grupo). **p < 0.01 ou *** p < 0.001 vs veiculo ou grupo controle. (Kruskal-Wallis teste seguido pelo post hoc
teste de Dunn)
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As Figuras 2.18, 2.19 e 2.20 representam a porcentagem de animais em fun¢éo do

tempo de exposicdo ao PTZ 7,5 mmol L1, para a ocorréncia dos estagios de convulséo (1 — 5)
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para as concentracOes das amostras estudadas que aumentaram o tempo de laténcia para a
primeira convulsdo. A Figura 2.18a demonstrou que 100% dos animais atingiram o estagio 4
em 120 segundos apds a exposicao ao PTZ. Entretanto, as convulsdes foram atenuadas quando
os peixes foram previamente tratados com clonazepam 0,75 mg L tal que as porcentagens de
animais que atingiram os estagios 4 e 5 ap6s 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 6leo essencial (20 mg L) (estagio 4: 720 segundos, 100%; estagio 5: 720 segundos,
75%) (Figura 2.19a), extrato hidroalcodlico (3 g L) (estagio 4: 690 segundos, 92%; estagio 5:
690 segundos, 75%) (Figura 2.19b), citral (20 mg L) (estagio 4: 480 segundos, 100%; estagio
5: 720 segundos, 92%) (Figura 2.20a), geraniol (20 mg L) (estagio 4: 630 segundos, 92%;
estagio 5: 750 segundos, 60%) (Figura 2.20b) e CIT + GER (5 mg L) (estagio 4: 630 segundos,
100%; estagio 5: 660 segundos, 84%) (Figura 2.20c). Desta forma, foi possivel observar que o
estagio 5 (comportamento semelhante a convulsdo tonica) ndo 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 estagios (1 — 5) em funcdo do tempo. (a) PTZ 7,5 mmol

L, (b) veiculo e (c) clonazepam 0,75 mg L.
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Figura 2.19 — Porcentagem de animais que atingiram os estagios (1 —5) em funcdo do tempo previamente tratados

com (a) 6leo essencial (20 mg L) e (b) extrato hidroalcodlico 3 g L™ e expostos ao PTZ 7,5 mmol L durante 20
minutos.
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Figura 2.20 — Porcentagem de animais que atingiram os estagios (1 —5) em funcdo do tempo previamente tratados
com (a) citral (10 mg L), (b) geraniol (10 mg L), (c) citral + geraniol (5 mg L) e expostos ao PTZ 7,5 mmol

L durante 20 minutos.
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Os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura, em que o 6leo essencial de C.

citratus obtido a partir das folhas secas exibiu efeito anticonvulsivante em convuls@es induzidas

por PTZ em camundongos [190,192]. Em nosso estudo anterior, foi demonstrado que o 6leo

essencial e o extrato hidroalcodlico de C. citratus eram constituidos por terpenos e polifendis,
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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 aromaéticas produzem
compostos bioativos que sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica e modular as
alteracbes neuronais envolvidas nas convulsdes e, desta forma, atuar como agentes
neuroprotetores [204].

As propriedades anticonvulsivantes do citral e geraniol, que s&o os principais terpenos
presentes no Oleo essencial de C. citratus, também foram investigadas [1]. Foi possivel observar
gue 0S grupos de peixes previamente expostos a estes compostos exibiram um aumento na
laténcia para a primeira convulséo (estagio 4) (Figura 2.17). Além disso, esses terpenos também
reduziram a porcentagem de animais que atingiram o estagio 5 (Figura 2.20). Portanto, esses
resultados podem explicar o efeito anticonvulsivante observado para o 6leo essencial de C.
citratus.

Os resultados observados para o citral e o geraniol também justificam o efeito
anticonvulsivante apresentado pelo extrato hidroalcodlico de C. citratus. Em nosso estudo
anterior foi demonstrado que este extrato além de ser constituido por acidos fenélicos como o
acido galico, o &cido clorogénico e &cido rosmarinico, e por flavonoides como a quercetina,
luteolina, apigenina e rutina, também era constituido por citral e geraniol [1]. Portanto, a
presenca de polifendis, terpenos e o sinergismo entre estes compostos podem justificar os
resultados comportamentais para 0 grupo de animais previamente tratados com o extrato
hidroalcoolico.

Foi observado que o tratamento com as concentragfes mais baixas para o citral e o
geraniol (5 mg L) avaliada neste estudo ndo prolongou o tempo de laténcia para a primeira
convulsdo (estagio 4). No entanto, quando o grupo de peixes foi previamente tratado com uma
mistura composta por citral (5 mg L) e geraniol (5 mg L), foi observado um aumento no
tempo de laténcia para a primeira convulsdo para este grupo de peixes. Neste sentido, este
resultado enfatiza a ideia de que a atividade anticonvulsivante do 6éleo essencial de C. citratus

pode ser atribuida a um efeito sinérgico entre seus principais componentes volateis.

2.4.4 Investigacdo do envolvimento dos receptores GABAA no efeito anticonvulsivante de
Cymbopogon citratus, citral e geraniol

O é&cido gama aminobutirico (GABA) € o principal neurotransmissor inibitorio

envolvido nos processos epiléticos [176]. Os receptores GABAAa sdo 0s canais de proteinas
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pentameéricas que possuem sitios para compostos que alteram alostericamente o canal de CI-
[290]. Além disso, os receptores GABAA séo responsaveis pela transmissao sinaptica inibitoria
do SNC de vertebrados [176].

Para investigar o envolvimento dos receptores GABAAa no efeito anticonvulsivante
apresentado pelas amostras estudadas, 0s grupos de peixes foram primeiramente tratados com
flumazenil antes de serem expostos ao Oleo essencial, extrato hidroalcoolico, citral e/ou
geraniol (Figuras 2.16 e 2.17). O flumazenil € um antagonista dos receptores GABAA e reverte
o efeito anticonvulsivante dos benzodiazepinicos, como o clonazepam. Como esperado, 0
flumazenil 1,75 mg L bloqueou o efeito anticonvulsivante do clonazepam 0,75 mg L%, ja que
houve uma reducdo no tempo de laténcia para a primeira convulsao (estagio 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 Lt dos animais por 20 minutos, reduziu significativamente o tempo
de laténcia para a primeira convulsdo (estagio 4), exibida pelo 6leo essencial (20 mg L),
extrato hidroalcoolico (3 g L), citral (20 mg L), geraniol (20 mg L'1), e para a mistura citral
e geraniol (5 mg L™1), em comparacdo com aqueles que ndo 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
ansiolitico, em que foi verificado o envolvimento destes receptores na ansidlise causada pelas
amostras. Os resultados observados também concordaram com Silva e colaboradores [192], em
que o efeito anticonvulsivante do 6leo essencial foi bloqueado pelo tratamento com flumazenil

em camundongos.

2.4.5 Parametros bioquimicos

Evidéncias experimentais demonstraram claramente que um desequilibrio no estado
oxidativo do cérebro € um fator que contribui para a inducéo e propagacéo da epilepsia [291].
O cérebro ¢ vulneravel ao estresse oxidativo devido ao seu alto consumo de oxigénio e alto teor
de &cidos graxos poli-insaturados, que sdo suscetiveis a peroxidacao lipidica [292]. A convulséo
induzida por PTZ pode aumentar ainda mais o estresse oxidativo no cérebro, o que altera o
metabolismo dos fosfolipidios da membrana e posterior liberagdo de radicais livres [293].

O estresse oxidativo € o0 mecanismo mais proeminente no desenvolvimento e
progressao da epilepsia e de outras doencas [294]. A atividade convulsiva durante a epilepsia
diminui 0 mecanismo de defesa antioxidante no cérebro e aumenta a producéo de radicais livres,

0 que induz pronunciadamente o desenvolvimento do estresse oxidativo [295]. Na literatura, é
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controverso se 0 estresse oxidativo é uma causa ou consequéncia da epilepsia, entretanto ha
uma producéo excessiva de EROs que contribui para os danos cerebrais [168,296]. Além disso,
a superproducdo destas espécies resulta na interrupcdo gradual da homeostase do Ca?*
intracelular, que modula a excitabilidade neuronal e a transmissdo sinaptica, o que torna os
neurdnios mais vulneraveis ao estresse e a consequente falha da energia e perda neuronal [296].

Na literatura, € comprovado o efeito neuroprotetor exercido por antioxidantes, devido
a um aumento de atividade de enzimas antioxidantes enddgenas, niveis aumentados de
antioxidantes ndo-enzimaticos enddgenos e marcadores de estresse oxidativo reduzidos em
modelos de epilepsia [295]. As células possuem sistemas antioxidantes que as protegem contra
0 excesso de EROs no organismo, como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a
glutationa (GSH) que sequestram os radicais livres [297]. Desta forma, a atividade da enzima
CAT e os niveis de marcadores de estresse oxidativo (MDA, NO e GSH) foram avaliados nos
homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados com o 6leo essencial e o extrato
hidroalcodlico de C. citratus, e com os compostos isolados citral e/ou geraniol, e posteriormente

expostos a solucdo de PTZ.

2.4.5.1 Quantificacdo de MDA nos homogenatos de cérebro

Na literatura foi comprovado que as convulsdes induzidas por PTZ ocasionaram um
aumento na peroxidac&o lipidica no cérebro de animais utilizados como modelo de epilepsia
[298]. O MDA é um dos produtos finais da oxidacao dos acidos graxos poli-insaturados e seus
niveis sdo uma medida da peroxidagdo lipidica induzida por radicais livres em amostras de
tecido [264]. Os resultados obtidos revelaram que houve um aumento nos niveis de MDA em
homogenatos de cérebro do grupo que foi exposto apenas ao PTZ, o que demonstra que houve
uma producéo de radicais livres durante as convulsdes induzidas por PTZ.

No entanto, quando os animais foram previamente tratados com o 6leo essencial e 0
extrato hidroalcoodlico de C. citratus, citral e/ ou geraniol houve uma redugdo nos niveis de
MDA quando comparado com 0 grupo apenas exposto ao veiculo ou dgua declorinada (Figura
2.21), o que sugeriu uma diminuicdo significativa na peroxidacdo lipidica dos animais. Estudos
revelaram que a C. citratus € capaz de reduzir a peroxidacdo lipidica induzida por diferentes
agentes, e essa propriedade esté relacionada com a atividade antioxidante desta planta [1,62].
O efeito do 6leo essencial e o extrato hidroalcodlico de C. citratus, citral e/ou, geraniol nos
niveis 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 niveis de MDA quando
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comparado com o grupo controle (ou veiculo) (p < 0,001). Por outro lado, o pré-tratamento com
as amostras de C. citratus e 0os compostos relacionados atenuou significativamente o aumento

dos niveis de MDA em comparagdo 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 6leo essencial (OE) (20 mg L) e extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L™), citral (20
mg L), geraniol (20 mg L), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L™ e para o
controle clonazepam (CLZ) 0,75 mg L. *** p < 0,001 e ** p < 0,01 vs grupo controle.
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Fonte: A autora.

O teor de MDA em homogenatos de tecidos de animais pode ser quantificado a partir
da reacdo com o TBA, que leva a formacdo de um cromoforo de coloracéo rosa que absorve a
540 nm. O MDA ¢ um dos principais produtos de decomposic¢éo dos hidroperoxidos de acidos
graxos poliinsaturados, formado durante o processo oxidativo [299,300]. A reacdo entre o TBA

e 0 MDA esté apresentada na Figura 2.22.

Figura 2.22 — Reacdo entre o acido tiobarbitdrico (TBA) e o malondialdeido (MDA).
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2.4.5.2 Niveis de GSH nos homogenatos de cérebro

O GSH é um antioxidante endégeno ndo enzimatico que reage com os radicais livres
a fim de promover a sua estabiliza¢do. Na Figura 2.22 € demonstrado que os niveis de GSH nos
homogenatos cerebrais foram significativamente inferiores para o grupo de animais exposto ao
PTZ quando comparado com o grupo controle ou veiculo (p < 0,01), o que sugere que houve
um aumento na geracéao de radicais livres durante as convulsdes induzidas por PTZ. A deplecéo
desse composto durante episodios epilépticos pode aumentar o estresse oxidativo, o que
aumenta os radicais livres [301]. Por outro lado, o nivel de GSH foi restaurado para 0s grupos
de peixes que foram previamente tratados com Oleo essencial (20 mg L) e extrato
hidroalcodlico (3 g L) de C. citratus, citral (20 mg L), geraniol (20 mg L) e a mistura citral
e geraniol (5 mg L), em comparacdo com o grupo PTZ (Figura 2.23). Desta forma, pode-se
inferir que 0 aumento nos niveis de GSH e a reducéo nos niveis de MDA para estes grupos seja
devido as propriedades antioxidantes das amostras estudadas.

Pode-se destacar que, todas as amostras foram mais eficazes que o clonazepam na
reducdo e elevacdo dos niveis de MDA e GSH, respectivamente (Figura 2.23). Estudos da
literatura demonstraram que as drogas antiepilépticas possuem efeito antioxidante, porém nos
processos metabolicos estas drogas podem produzir metabdlitos reativos que podem aumentar
a formacdo de EROs. Além disso, um tratamento de longo prazo com antiepiléticos pode elevar
a producdo de radicais livres nas células neuronais, o que aumenta 0s danos oxidativos [295].
Portanto, esses dados destacam a importancia da descoberta e da investigacdo de novas

moléculas terapéuticas na prevencgdo de convulsdes 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 6leo essencial
(OE) (20 mg L™) e extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L™), citral (20 mg L), geraniol (20
mg L), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L™?) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L™ e para o controle clonazepam
0,75mg L. ** p< 0,01 e * p < 0,05 vs grupo controle.
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Fonte: A autora.

O método para a determinacdo de GSH no tecido é baseado na reacdo de GSH com
DTNB (também conhecido como reagente de Ellman), que leva a formacdo de um croméforo
denominado &cido 2-nitro-5-mercapto-benzéico (TNB) de coloragdo amarela com absorcéo a
412 nm (Figura 2.24) [265,302].

Figura 2.24 — Mecanismo de deteccdo da glutationa (GSH).

NO,
HOOC
COOH
NH o O
o 2 H J\ S\ N02
OH )
HS
COOH acido 2-nitro-5-mercapto-benzdico
glutationa (GSH) NO, (TNB)

acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico)
(DTNB)

Fonte: A autora.
2.4.5.3 Atividade da enzima catalase (CAT)

Em modelos de convulsdo, enzimas antioxidantes como a catalase (CAT) mostraram

protecdo em cérebros de animais contra os danos oxidativos [303]. Esta enzima catalisa a
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degradacédo de H20: a 4gua e oxigénio molecular [266]. Ao realizar esta decomposicao, a CAT
neutraliza a acdo toxica do H20: e equilibra a sua producdo no organismo.

Estudos demonstraram que a atividade desta enzima é depletada em tecidos cerebrais
guando animais sdo expostos ao PTZ, mas que os antioxidantes podem atenuar esta reducédo
[304]. A Figura 2.25 apresenta os resultados obtidos para a atividade da enzima CAT nos
homogenatos de cerebro de peixe. Foi observado que a CAT foi significativamente reduzida no
grupo PTZ em comparagdo com o grupo controle ou veiculo (p < 0,01). Contudo, o tratamento
prévio com o 6leo essencial (20 mg L) e o extrato hidroalcodlico de C. citratus (3 g L™1), citral
(20 mg L), geraniol (20 mg L) e a mistura citral e geraniol (5 mg L) restaurou a atividade

desta enzima, 0 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 6leo essencial (OE) (20 mg L) e extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L),
citral (20 mg L), geraniol (20 mg L), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L
e para o controle clonazepam 0,75 mg L™X. ** p< 0,01 e * p < 0,05 vs grupo controle.
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Fonte: A autora.

2.4.5.4 Conteudo de 6xido nitrico 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 lipidios insaturados e 0 DNA. A
Figura 2.26 demonstra que a exposi¢do ao PTZ aumentou significativamente os niveis de NO
para 0s homogenatos de cérebro do grupo PTZ quando comparado com o grupo controle ou
veiculo (p < 0,001). Estudos revelaram que as convulsdes induzidas por PTZ produzem
alteracdes no metabolismo do NO, o que resulta na peroxidacéo lipidica e induz a atividade

epilética [305,306]. Neste estudo, foi observado que o tratamento prévio com o 6leo essencial
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(20 mg L) e o extrato hidroalcodlico (3 g L) de C. citratus, citral (20 mg L), geraniol (20
mg L) e a mistura citral e geraniol (5 mg L) atenuaram a formagdo de NO nos homogenatos

de cérebro em relacéo ao grupo PTZ.

Figura 2.26 — Contetido de NO nos homogenatos de cérebro de peixe-zebra previamente tratados com o 6leo
essencial (OE) (20 mg L) e extrato hidroalcodlico de Cymbopogon citratus (E1) (3 g L), citral (20 mg L),
geraniol (20 mg L1), citral + geraniol (CIT+GER) (5 mg L) e expostos ao PTZ 7,5 mmol L e para o controle
clonazepam 0,75 mg L%, *** P < 0,001 vs grupo controle.
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Na Figura 2.27 estdo apresentadas as reacOes para a deteccdo indireta de NO em
amostras biologicas com o reagente de Griess. Este procedimento envolve a determinacéo
espectrofotométrica de seus produtos de decomposicao estaveis (NOs e NO2’). Neste método o
NOs ¢ primeiramente reduzido a NO2 0 qual reage com a sulfanilamida em meio &cido. O diazo
composto formado reage com N-(1-naftil)etilenodiamina, o que gera um composto de coloracéo

vermelho intenso que absorve em 540 nm [267,307].



117

Figura 2.27 — Reacdo para deteccdo de NO.
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2.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste trabalho, foi demonstrado que o 6leo essencial e o extrato hidroalcodlico de C.
citratus apresentaram efeito ansiolitico no teste claro/escuro e anticonvulsivante em convulsdes
induzidas por PTZ em peixe-zebra. Os principais constituintes do oOleo essencial, citral e
geraniol, também apresentaram efeitos nestes mesmos modelos. Além disso, quando estes
terpenos foram misturados nas menores concentragdes avaliadas em cada estudo, foi observado
um efeito sinérgico tanto na propriedade ansiolitica quanto anticonvulsivante.

O tratamento prévio dos peixes com o flumazenil durante 20 minutos de exposi¢do
bloqueou os efeitos ansiolitico e anticonvulsivante, o que sugeriu o envolvimento dos
receptores GABAA no mecanismo de agdo do 6leo essencial e do extrato hidroalcodlico de C.
citratus, assim como do citral e geraniol (e em associagéo).

Todas as amostras estudadas atenuaram a formacdo de MDA e NO, e restauraram 0s
niveis de CAT e GSH nos homogenatos de cérebro dos peixes-zebra ap0s a exposicdo ao
convulsivante PTZ. Portanto, estes resultados sugeriram que 0s mecanismos antioxidantes estéo
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 niveis dos parametros
bioquimicos avaliados neste estudo.

Os resultados obtidos indicaram que o peixe-zebra pode ser utilizado como um modelo
animal alternativo na investigacdo das propriedades ansiolitica e anticonvulsivante de amostras
de C. citratus e compostos relacionados. Além disso, 0s resultados estdo de acordo com 0 uso

etnofarmacologico desta planta medicinal para disturbios relacionados ao sistema nervoso
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central. No entanto, mais estudos sdo necessarios para verificar o envolvimento de outros
receptores nas atividades ansiolitica e anticonvulsivante demonstradas por estas amostras.
Além disso, o extrato hidroalcodlico sera posteriormente explorado para isolar os compostos

ativos que podem ser os responsaveis pelos efeitos observados em peixe-zebra.
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CAPITULO 3- AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS
DE Cannabis sativa E DE SEUS PRINCIPAIS CONSTITUINTES POR MEIO DE
METODOS ESPECTROSCOPICOS E ELETROQUIMICOS

3.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.1 Espécies reativas de oxigénio e antioxidantes

O oxigénio é primordial para a oxidacdo de compostos organicos e producdo de
energia nos seres vivos. A principal via de metabolismo no organismo envolve a redugéo do
oxigénio a agua. No entanto, uma parte do oxigénio é metabolizada e leva a geracdo de outras
moléculas [308]. As espécies reativas de oxigénio (EROSs) e as espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs) sdo produzidas principalmente como resultado do metabolismo aerdbico e exercem um
papel fundamental no organismo humano, como o fornecimento de energia, controle da pressao
sanguinea, sinalizacdo celular, desintoxicacdo e funcdo imunoldgica, quando presentes em
concentracdes baixa e moderada [309].

No entanto, quando ha uma producéo excessiva de EROs em relagdo a capacidade de
defesa antioxidante do organismo, manifesta-se o estresse oxidativo, o qual é caracterizado pelo
rompimento dos processos normais de sinalizagdo redox da célula, o que conduz a efeitos
negativos como a homeostase e a morte celular (Figura 3.1) [308,310]. Este fenémeno contribui
substancialmente para o desenvolvimento de vérias condi¢Ges e doencgas, como a hipertenséo,
diabetes, distdrbios neuroldgicos, doencas pulmonares e cancer [309]. Contudo, os efeitos
deletérios destas espécies podem ser combatidos pela acdo dos antioxidantes enzimaticos e nao-
enzimaticos presentes no organismo humano [311]. Foi reportado que o estresse oxidativo esta
correlacionado com mais de 100 doencas, seja como a origem ou como o resultado. O estresse
oxidativo foi definido como “um disturbio no equilibrio entre pro-oxidante e antioxidante em
favor das espécies oxidantes, levando a danos potenciais”. Portanto, este fendbmeno se deve a
uma maior producdo de radicais livres e a uma atividade reduzida do sistema de defesa

antioxidante protetor [312].
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Figura 3.1 - Representagdo de uma célula “normal” e célula atacada por espécies reativas de oxigénio.
Estresse oxidativo pode causara

Célulanormal morte celular

EROs danifiéafn todos

Os componentes da célula
Fonte: Adaptado de [313].

Os radicais livres sdo espécies quimicas altamente reativas, que podem apresentar um
elétron desemparelhado no seu orbital mais externo, e possuem existéncia 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 6xido nitrico (NO*), anion superédxido (O2), hidroxila (HO"), peroxil (ROO")
e alcoxil (RO") ou como espécies ndo-radicalares que incluem uma variedade de substancias,
como o acido hipocloroso (HOCI), perdxido de hidrogénio (H202), perdxidos organicos
(ROOH) e aldeidos (HCOR) [315].

- Radical superdxido (O2): E gerado principalmente nas mitocondrias, microssomas
e peroxissomas, a partir da reducdo do O2. Este radical ndo apresenta alta reatividade, o que
limita a sua difusdo na membrana celular. E originado a partir de processos metab6licos ou apos
a “ativagdo” do oxigénio por irradiagdo fisica. Além disso, ¢ considerado uma ERO primaria
que interage com outras moléculas para gerar EROs secundarias. Também estd envolvido na
producdo de HO" na reacdo de Haber-Weiss. Contudo, este radical € importante para as células
de defesa e na auséncia do Oz 0 organismo fica desprotegido contra as infeccdes causadas por
virus, bactérias e fungos. Além disso, pode agir como antioxidante, pois pode reduzir as
semiquinonas para que possam retornar as suas atividades metabdlicas nas células [315].

- Per6xido de hidrogénio (H202): E extremamente deletério, devido a sua participacio
das reacOes que produzem o HO*, como por exemplo a reacdo de Fenton. Além disso, pode
causar danos as células mesmo em concentragdes relativamente baixas (10 umol L) [310]. O
H202 possui uma meia-vida longa, e, portanto, é capaz de atravessar as camadas lipidicas e
reagir com metais de transicdo, e com a membrana dos eritrocitos [314].

- Radical hidroxila (HO"): E o radical mais reativo presente nos sistemas bioldgicos,
com meia-vida bastante curta, de aproximadamente 10-° segundos, o que torna dificil o seu

sequestro in vivo e Ihe confere alta afinidade com outras moléculas [310]. O HO* é um poderoso
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agente oxidante que pode reagir com moléculas organicas e inorganicas das células, como 0s
aminodcidos, proteinas, lipidios, DNA e &cido ribonucleico (RNA). Além disso, pode iniciar a
oxidacdo dos &cidos 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 reacdo de Fenton, reacdo do H202com o ion ferroso

(Fe?*), ou pela reacdo de Haber-Weiss, pela interacdo do H202 com o Oz [310].

Reacdo de Fenton: H202 + Fe?* > Fe®* + HO" + OH-
Reacdo de Haber-Weiss: Oz + H202 > O2 + OH" + OH"

- Acido hipocloroso (HOCI): E uma das EROs mais fortes produzidas pela ativagéo
dos neutrofilos e mondcitos. E um forte oxidante com a habilidade de gerar EROs como o0 HO*
e esta envolvido em processos inflamatdrios e infecciosos que pode causar danos aos tecidos
[316,317]. A presenca da enzima mieloperoxidase (MPO) leva a producdo de HCIO devido a
interagdo entre H20: e cloretos [318], de acordo com a equagéo abaixo:

MPO

H202+ ClI" - HCIO + HO®

- Oxido nitrico (NO): E uma ERN com meia-vida curta devido & sua rapida oxidac&o
a nitrito e nitrato. E produzido pela oxidac&o de um dos 4tomos terminais de nitrogénio da L-
arginina. Nesta reacdo catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase a L-arginina é convertida a
oxido nitrico e L-citrulina. O NO pode reagir com algumas EROs, como o0 H202e HCIO, para
produzir moléculas como 0 N203, NO2 e NOs. Ainda, 0 NO pode reagir com o Oz e produzir
peroxinitrito (ONOO") [310].

NO + Oz -> ONOO

A forma protonada do peroxinitrito (ONOOH) é um poderoso agente oxidante que
pode causar a deplecdo de grupos SH e a oxidagdo de moléculas de forma semelhante ao HO".
Além disso, causa danos ao DNA, oxidacdo de proteinas e a nitracdo de residuos de
aminoacidos em proteinas [310].

A produgdo continua de EROs no organismo pode resultar em danos oxidativos aos
componentes celulares e em alteracdes das suas func¢des [315]. Dentre os alvos bioldgicos mais

susceptiveis, pode-se destacar a membrana lipidica, as proteinas e o DNA [310]. As membranas
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celulares sdo altamente vulneraveis a oxidacdo, devido as altas concentra¢des de acidos graxos
[311]. As proteinas presentes nas membranas também séo alvos para as EROs, principalmente
aquelas que contém grupos sulfidrila (SH), os quais sdo oxidados ap0s a interacdo com o H20z,
levando a perda da atividade enzimatica e alteracdo nas funcdes celulares [315]. Além disso,
também pode ocasionar modificacbes permanentes na estrutura do DNA, acarretar na
mutagénese, carcinogénese e envelhecimento [311].

Antioxidantes sdo compostos que, quando presentes em baixa concentragdo quando
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne a oxida¢do do mesmo [308].
Estes compostos podem retardar ou inibir a oxidacao de lipideos e outras moléculas, a fim de
evitar a propagacao de reacdes de oxidacdo em cadeia [310]. Desta forma, compostos com
propriedades antioxidantes apresentam diversas propriedades terapéuticas, ja que podem
neutralizar EROs e radicais livres produzidos pelo organismo [319]. A funcao dos antioxidantes
implica na redugéo do estresse oxidativo, de mutacdes do DNA e dos danos celulares [312].

O excesso de radicais livres pode ser combatido pelos antioxidantes ja presentes no
organismo, como 0s enzimaticos catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD), ou 0s nao-
enzimaticos como a glutationa reduzida (GSH). Além destes antioxidantes, o organismo
também utiliza aqueles obtidos da dieta, como as vitaminas A e C e os polifendis [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 doencas, as quais sdo consequéncias dos danos causados pelo
excesso de EROs no organismo [310]. Assim, os antioxidantes podem contribuir
significativamente no sentido de reduzir a incidéncia de doencas que estdo relacionadas as
reacOes oxidativas, tais como as doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes,
hipertensdo e cancer. Os antioxidantes exdgenos podem melhorar a capacidade do organismo
para conter o estresse oxidativo, que ndo pdde ser corrigido pela intervencdo das defesas
antioxidantes endogenas [319].

Os antioxidantes sdo compostos que podem retardar ou inibir a oxidacéo de lipidios
ou outras moléculas, de forma a evitar o inicio ou propagacdo das reacbes em cadeia de
oxidacdo [37]. Além disso, os antioxidantes quelantes podem complexar os ions metalicos
como o cobre e ferro, visto que estes catalisam a oxidacdo lipidica. Os pares de elétrons
presentes nas suas estruturas quimicas podem promover esta complexacdo [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 protecao, pois € possivel que um antioxidante atue como
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protetor em um sistema, porém ndo seja eficaz na protecdo ou mesmo aumente as lesdes
induzidas em outros sistemas e tecidos [311].

As plantas medicinais sdo conhecidas por apresentarem uma variedade de compostos
bioativos com agdo antioxidante. Neste sentido, estudos relacionados a estes compostos e outros

compostos naturais tornam-se interessantes dada a crescente relevancia do tema.

3.1.2 Cannabis sativa L.

A Cannabis sativa L. (C. sativa) (Figura 3.2) é uma planta herbacea, popularmente
conhecida como maconha e pertence a familia Cannabaceae. E cultivada principalmente na
Asia Central (india e China) e é classificada como ilegal em diversos paises [321]. O uso
medicinal desta planta é reportado a cerca de 5.000 anos atras, em que era prescrita para fadiga,
reumatismo e tratamento da maléria [322]. Além disso, os médicos chineses utilizavam as
sementes no tratamento de doencas inflamatdrias devido a presenca de Oleos vegetais e
proteinas [323]. O caule da planta contém fibras que sdo conhecidas como canhamo, que séo
importantes industrialmente na producdo de tecido e papel [324,325]. Entretanto, apesar de
apresentar varias propriedades terapéuticas ja comprovadas cientificamente e possuir amplo
uso pelas industrias, a C. sativa é historicamente a droga ilicita 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 6leo, e

também para fins recreativos, religiosos e terapéuticos [323]. Embora a utilizacdo desta planta
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seja proibida em muitos paises devido as suas propriedades psicoativas, ela tem atraido a
atencdo de pesquisadores de diversas areas, devido as suas interessantes propriedades
farmacoldgicas e por exercer efeitos fisiologicos e comportamentais nos seres humanos
[325,327].

E uma herbacea anual didica (flores macho e fémea presentes em plantas separadas)
e, em casos raros, pode ser mondica (flores de ambos os sexos estdo em uma Unica planta), com
caules eretos que podem atingir até 5 metros [328]. Alguns estudos relataram que as plantas do
género 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
caracteristicas distintas, como coloracdo, tamanho, numero de inflorescéncias, teor de
tetrahidrocanabinol (THC) e outros canabindides [328].

As flores masculinas (Figura 3.3a) ndo apresentam pétalas, paniculas 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 Unico perianto ovulado
estreitamente aderente [328]. Além disso, a C. sativa é rica em tricomas, as quais Sao
protuberancias glandulares epidérmicas que cobrem as folhas, bracteas e caules da planta
[323,328]. O grau de ramificacdo e a altura da planta depende de fatores hereditarios,

ambientais e da forma de cultivo [323].

Figura 3.3 — Flores de Cannabis sativa L. (a) masculina e (b) feminina.

Fonte: [323].

E bem conhecido que o uso recreativo da C. sativa se deve principalmente ao seu efeito

euforizante e relaxante que pode levar a dependéncia [321]. Entretanto, estudos da literatura
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comprovaram que esta planta é eficaz no tratamento de doencas em humanos, devido a
complexidade dos constituintes quimicos presentes [329,330].

Foi demonstrado que a C. sativa pode ser eficiente no tratamento de alguns tipos de
canceres, como o de mama, cervical, colon e gastrico [331]. Além disso, também proporciona
o alivio de uma série de sintomas relacionadas a esta doenga, como dor, ndusea, depressao e a
perda de apetite [331,332]. Esta planta também se mostrou promissora no tratamento de
desordens gastrointestinais, diabetes, distdrbios do sono, doengas neurodegenerativas, como as
doencas de Alzheimer e Parkinson, depressdo, ansiedade, esclerose-multipla e diabetes
[174,323,333,334]. Os extratos e o 6leo essencial da C. sativa também possuem propriedades
analgésica, anti-inflamatoria [335], antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, antiviral e antioxidante em estudos in vitro e in vivo [336-339].

Estudos clinicos e pré-clinicos comprovaram que a C. sativa pode exercer tanto efeitos
ansiolitico quanto ansiogénico, o que depende da concentracdo dos canabinodides presentes em
seus extratos brutos [340]. Foi relatado que a planta constituida principalmente por THC como
composto majoritario pode atuar como ansiogénica, e ser ineficaz no tratamento dos transtornos
de ansiedade. Entretanto, em baixas doses, foi observado que o THC pode exercer efeito
ansiolitico. Além disso, estudos comprovaram o efeito ansiolitico 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
numero de convulsbes, 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 maxima induzida por eletrochoque em ratos e
camundongos [344].

Recentemente, devido a crise sanitaria mundial causada pela doenga do novo
coronavirus 2019 (COVID-19), evidéncias cientificas demonstraram que a C. sativa, assim
como o0s canabindides, podem ser eficazes no tratamento desta doenga. Em um estudo
preliminar realizado por Wang e colaboradores [345], foi observado que 0s extratos com
elevado teor de CBD regularam negativamente os niveis de ECAII (enzima conversora de
angiotensina 2) e TMPRSS2 (serina protease transmembranar 2), as quais sdo importantes vias
de infeccdo do coronavirus. Em um modelo animal, foi observado que canabindides
apresentaram potencial para serem empregados no tratamento de infecgdes virais das vias
aéreas [346].
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Atualmente, estdo disponiveis medicamentos orais a base de canabindides, aprovados
em alguns paises europeus para o tratamento de algumas patologias [347]. O Epidiolex® é um
6leo predominantemente constituido por CBD, que pode ser utilizado no tratamento da
epilepsia refrataria em criancas (sindrome de Dravet e sindrome de Lennox-Gastaut) [327,348].
Outro exemplo é o medicamento Sativex® constituido por uma mistura (1:1) de THC e CBD
que pode ser utilizado para aliviar a rigidez muscular e a dor neuropética na esclerose multipla.
Também ha outros anélogos sintéticos do THC como o dronabinol (Marinol®) e nabilona
(Cesamet®) para o controle de nauseas e vomitos em pacientes oncolégicos que ndo respondem
aos antieméticos convencionais [348,349].

Portanto, as interessantes propriedades farmacologicas apresentadas por esta planta
estdo relacionadas a presenca de compostos psicoativos e fisiologicamente ativos na sua
composicao quimica, principalmente os canabindides que estdo presentes exclusivamente nas
espécies de Cannabis [350-352].

3.1.3 Composicao quimica da Cannabis sativa L.

A composi¢do quimica da C. sativa é bastante complexa e 538 compostos bioativos ja
foram identificados na planta [323,352]. Embora os canabindides sejam 0s constituintes
quimicos mais abundantes presentes nas espécies de Cannabis, outros compostos pertencentes
a diferentes classes, como o0s terpendides, compostos fenodlicos, flavonoides, agUcares,
alcaloides, esteroides e compostos nitrogenados, estdo 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, estdo apresentadas as
estruturas quimicas dos principais terpenos identificados na planta. O limoneno, o mirceno e o
pineno sdo 0s mais abundantes e representam aproximadamente 10% do contetido dos tricomas
[323,339]. Estes compostos desempenham vérias fungdes importantes, como a defesa contra
herbivoros e patdgenos, além de serem 0s responsaveis pelo aroma caracteristico da planta
[354]. Além disso, possuem interessantes propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria,

antioxidante, antimicrobiana, anticonvulsivante e ansiolitica [355].
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Figura 3.4 — Estrutura quimica dos principais terpenos identificados na Cannabis sativa L.
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Fonte: A autora.

Estudos reportaram a presenca 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-clinicos comprovaram a atividade anti-inflamatéria, antioxidante e
anticancer destes compostos, e também a eficacia no tratamento de doencas neurodegenerativas
e infecciosas [350].

Os flavonoides estdo presentes nas folhas, raizes, inflorescéncias e no caule [357],
porém a sua distribuicdo pode variar com a parte da planta [358]. Por exemplo, a quercetina
esta presente em maiores concentragdes 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 quimica dos flavonoides agliconas presentes nas espécies de Cannabis L.
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Fonte: A autora.

Além dos flavonoides, também ¢é reportada a presenca de acidos fendlicos na C. sativa
[359]. No estudo realizado por 1zzo e colaboradores [359], foram identificados alguns acidos
hidroxicinamicos no extrato metandélico, como os acidos clorogénico, cafeico, ferulico e p-
cumarico. As estruturas quimicas dos principais acidos fendlicos identificados na planta estdo

apresentadas na Figura 3.6.

Figura 3.6 — Estrutura quimica dos principais acidos derivados do acido hidroxicinamico na Cannabis sativa L.
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Fonte: A autora.
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Além dos canabinoides e dos compostos fendlicos, estilbendides, vitaminas, proteinas,
carboidratos, esteroides, enzimas, glicoproteinas, hidrocarbonetos e compostos nitrogenados

também foram identificados na C. sativa [323,360].

3.1.4 Canabindides

Os canabindides estdo presentes principalmente na resina secretada pelos tricomas
glandulares das espécies femininas de Cannabis. Nao obstante, as folhas das espécies
masculinas possuem um numero reduzido destas estruturas e, portanto, produzem pequenas
quantidades destas moléculas [323]. Os efeitos biologicos destas moléculas nos seres humanos
estdo associados as diferentes interacOes destes compostos com o sistema canabindide. A
variagdo do grupo n-pentil nestas moléculas pode ocasionar grandes variacdes na afinidade e
seletividade para os receptores canabindides, assim como no seu potencial farmacologico [361].
Desta forma, estes compostos sdo 0s principais responsaveis pelas diversas propriedades
farmacoldgicas e psicoativas exibidas pelas espécies de Cannabis [360,362]

Os canabindides sédo classificados como neutros (sem grupo carboxila) e acidos (com
grupo carboxila), e 120 compostos originarios desta classe ja foram identificados nas espécies
de Cannabis [353,360]. Porém, na C. sativa, os principais canabindides sdo derivados de
tetrahidrocanabinois (THCs), canabidiois (CBDs), canabindis (CBNs), canabigerois (CBGS),
canabicromenos (CBCs) e canabinodidis (CBNDs) [323,361] (Figura 3.7). De maneira geral,
estes compostos possuem 21 atomos de carbono, contudo podem haver algumas variacfes na
cadeia lateral ligada ao anel aromatico [361]. Na Figura 3.8 estdo apresentadas as estruturas
quimicas dos principais canabindides identificados na C. sativa: tetrahidrocanabinol (THC),
tetrahidrocanabivarina (THCV), &cido tetrahidrocanabindlico (THCA), canabidiol (CBD),
canabidivarina (CBDV), acido canabidiolico (CBDA), canabigerol (CBG), canabinol (CBN) e
canabicromeno (CBC).
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Figura 3.7 — Estrutura quimica dos derivados canabindides presentes na Cannabis sativa L.
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Fonte: Adaptado de [361].

Figura 3.8 — Estrutura quimica dos principais canabinoides presentes na Cannabis sativa L.
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Fonte: A autora.

O conteldo de canabindides na C. sativa € influenciado por condi¢des ambientais e
geogréficas, como a umidade, temperatura, radiagdo, nutrientes presentes no solo e a presenca
de parasitas [363,364]. A temperatura tem um papel fundamental na producéo de canabindides

na planta [365]. Além disso, foi reportado que uma exposicéo a alta radiacéo ultravioleta produz



131

quantidades significativamente maiores de THC nas plantas comparadas com aquelas que néo
foram submetidas a esta exposicao [366].

Os efeitos farmacol6gicos exercidos por plantas medicinais se devem também ao
sinergismo ou interacfes entre 0s compostos bioativos e outros nutrientes presentes e nao
apenas & acdo de um unico composto [323,360]. Neste sentido, os efeitos terapéuticos em
humanos da C. sativa também estdo relacionados as interagcdes entre os canabindides e 0s
demais fitoquimicos presentes na sua composi¢do quimica [358]. Por exemplo, em um estudo
realizado por Smith e colaboradores [367] foi demonstrado que os terpenos alteraram a
farmacocinética do THC devido a um aumento na permeabilidade da barreira hematoencefalica.
Em outro estudo, os terpenos modularam a afinidade do THC pelo receptor CB1, o que
ocasionou um maior efeito analgésico e psicotico mediados por este canabindides [368]. Outros
compostos ndo-canabinoides podem reduzir os efeitos colaterais, como os sintomas de disforia,
ansiedade, reacdes de panico e paranoia, causados pelo THC. Por exemplo, foi observado que
extratos brutos da C. sativa exibiram menos efeitos colaterais em estudos farmacoldgicos 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 o0s receptores
canabindides (CB1 e CB2) no cérebro, os quais pertencem a familia de receptores acoplados a
proteina G, e produzem uma variedade de efeitos fisiologicos [348]. J& o canabidiol (CBD)
(Figura 3.9b) ndo possui propriedades psicoativas, porém, exerce uma variedade de efeitos
farmacologicos benéficos aos seres humanos [349]. Foi demonstrada a efic&cia deste composto
no tratamento de doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, cancerigenas e metabolicas, as
quais sdo acompanhadas pelo estresse oxidativo e inflamacdo [348,369,370]. Ainda, este
canabindide se mostrou eficaz no tratamento de disturbios neurolégicos, como a depressao e
disturbios de ansiedade [371].
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Figura 3.9 — Estrutura quimica do (a) tetrahidrocanabinol e (b) canabidiol.

Fonte: A autora.

O CBD possui uma estrutura quimica semelhante ao THC (Figura 3.9), no entanto,
ambos diferem quanto a conformacdo espacial, o que justifica as diferencas entre as
propriedades farmacoldgicas apresentadas por estes canabindides [372]. O THC possui uma
estrutura relativamente plana, devido a presenca de trés anéis (fenol, pirano e ciclohexeno) em
sua estrutura quimica, que Ihe confere a caracteristica de molécularigida e permitir a sua ligacéo
aos receptores CB1 e CB2 [349]. Ja 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 consequéncia desta diferenca 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 fendlico (B), e uma cadeia lateral
n-pentil em sua estrutura quimica (Figura 3.9). Pode-se observar que 0s dois an€is estdo
localizados em planos quase perpendiculares entre si [349]. A atividade quimica do CBD pode
ser justificada principalmente devido a localizagcdo dos grupos hidroxila (OH) no anel fendlico
nas posic¢des C-1" e C-5’(B), e devido ao grupo metil (CHs) na posi¢do C-1 do anel ciclohexeno
(A) e a cadeia pentil no C-3’do anel fendlico (B) [373]. Devido a presenca dos grupos OH no
C-1’e C-5" (B), o CBD também pode se ligar a aminodcidos como a treonina, tirosina e
glutamina por meio de ligacdes de hidrogénio [374,375].

Estudos da literatura ja comprovaram que a proporcao entre o CBD e o THC na C.
sativa é importante para o tratamento de algumas doencas [376,377]. Desta forma, a partir da
proporc¢do entre estes canabindides em uma determinada mistura, é possivel obter as dosagens
para pacientes especificos [376]. Foi comprovado que o CBD na presenca do THC em
concentragdes nanomolares pode antagonizar o CB1, o que justifica as suas propriedades
regulatérias nos efeitos adversos (euforia, nausea, diminuicdo da coordenagdo motora,

taquicardia, e alteracdo do pensamento abstrato) causados pelo THC [377]. Por exemplo, foi



133

reportado que o CBD isolado néo alterou a atividade locomotora, temperatura corporal ou a
memoria de camundongos. Contudo, altas doses deste composto podem potencializar as doses
mais baixas do THC, devido a um aumento no nivel de expressdo do CB1 no hipocampo e
hipotdlamo. Ou seja, 0 CBD potencializa os efeitos farmacolégicos do THC por meio de um
mecanismo dependente do CB1 [378]. Outro estudo demonstrou que o0 CBD potencializou 0s
efeitos antinociceptivos do THC, quando administrado em uma proporc¢ao de CBD:THC (10:1),
mas nenhuma influéncia 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
ansiogénico do THC (proporcédo 1:1) em ratos no teste de campo aberto e no labirinto em cruz

elevado.

3.1.6 Biossintese de canabindides nas espécies de Cannabis

Todos os canabindides sdo biossintetizados na C. sativa e ficam acumulados na planta
na sua forma &cida, a qual é descarboxilada [323]. Estas reacdes ocorrem espontaneamente nos
tecidos da planta, porém este processo pode ser acelerado por meio da exposicédo a luz e calor.
Os canabinoides sdo sintetizados por vias metabdlicas que partem do difosfato de farnesila para
produzir o difosfato de geranila, o qual é condensado com o acido olivet6lico, em uma reacéo
catalisada pela enzima sintase canabigerdlica. A partir do produto de &cido canabigerolico,
varios fitocanabinoides sdo gerados [353]. Na Figura 3.10 esta apresentada a biossintese de
fitocanabinoides (CBD e THC) nas plantas. O difosfato de geranila e o acido olivetolico
(principal precursor de canabinoides) sdo convertidos por uma sintase em &cido canabigerélico
(CBGA), precursor central de &cido tetrahidrocanabindlico (THCA) e acido canabididlico
(CBDA), que contém uma cadeia lateral de n-pentila (C5-fitocanabindides). A partir da
descarboxilacdo (exposicdo a luz ou temperatura) desses precursores, sao originados o0 THC e
0 CBD. O THC é transformado em canabinol (CBN) por meio de uma aromatizacdo oxidativa
e 0 CBN, por sua vez, pode ser fotoquimicamente rearranjado no catecol, canabinodiol (CBND)
[353].
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Figura 3.10 — Biossintese dos canabinoides na Cannabis sativa L.

I |
X x X Po P
0 1707170
o O
pirofosfato de fernasila (FPP)
farnesil difosfato sintase I
4 N
O O O O
P D .
O/I\Ofl\o- N AN TN A
o & e} é_o é_o
pirofosfato de isopentenila (IPP) pirofosfato de dimetilalia (DMAPP)
geranil difosfato sintase
OH O
P. P OH
= ~"0" 5oL
HO
pirofosfato de geranila (GPP) 4cido olivetdlico
canabigerol sintase
OH O
x> X OH
HO

acido canabigerdlico (CBGA)

sintase do acido sintase do acido
tetrahidrocanabindlico canabididlico

H OH
HO
acido tetrahidrocanabinélico (THCA) &cido canabididlico (CBDA)
K ffffffffff néo-enzimatico---------- K
Ce,

HO
canabinol (CBN) tetrahidrocanabinol (THC) canabidiol (CBD)

Fonte: Adaptado de [353].

A extracdo de canabindides 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
extracdo desempenha um papel fundamental na obtencédo de compostos bioativos de plantas e,

consequentemente, nas propriedades farmacoldgicas desempenhadas por extratos brutos [366].
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Estas técnicas sdo classificadas como tradicionais, como a extracdo por solvente e a prensagem
a frio, e inovadoras, como a extracdo assistida por ultrassom, extracdo assistida por micro-
ondas, extracdo por liquido pressurizado e extragao por fluido supercritico. Um protocolo de
extracdo deve ser simples, seletivo e reprodutivel além de preservar as propriedades bioldgicas
e terapéuticas da planta [381].

A extracdo solido-liquido é uma das formas de extracdo mais empregadas para a
obtencdo de canabindides da C. sativa. Esta técnica envolve o uso de um solvente apropriado
baseado na polaridade que possua afinidade quimica com o canabinoide. Estudos demonstraram
que o etanol possui uma alta eficiéncia na extracdo destes compostos [366,382]. Outros
solventes, como o metanol, cloroférmio, acetato de etila e hexano sozinhos, ou em combinacao
com outros solventes, também foram eficazes. Alguns fatores como o tamanho da particula do
material vegetal, temperatura de extracao, a proporcao entre solvente e material vegetal, presséo
e 0 tempo empregado no processo, também influenciam diretamente na extracdo de compostos
bioativos [366]. Contudo, apesar da simplicidade do procedimento, este possui algumas
limitacGes, como a extracdo de compostos indesejaveis e, consequentemente, um baixo
rendimento na obtencdo dos compostos de interesse. Desta forma, para amenizar este problema,
€ proposto uma etapa de pos-processamento chamado de “winterizagdo”, no qual o extrato é
misturado com etanol e resfriado a temperaturas extremamente baixas (-40 °C), para a
precipitacdo de compostos parafinicos. No final deste processo, o precipitado é removido a

partir de uma filtragdo [382].

3.1.7 Atividade antioxidante do tetrahidrocanabinol, canabidiol e da Cannabis sativa L.

A atividade antioxidante de diferentes extratos e do dleo essencial de C. sativa, e dos
seus principais constituintes quimicos (canabindides) foi demonstrada em trabalhos reportados
na literatura. No estudo realizado por Hampson e colaboradores [383], foi observado que o
CBD e o0 THC foram considerados agentes neuroprotetores mais eficazes que o &cido ascorbico
e a vitamina E, e apresentaram atividade antioxidante por voltametria ciclica. Tanto o CBD
quanto o THC preveniram eficazmente os danos oxidativos causados por H202 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 concentra¢fes submicromolares, além de prevenirem a morte oxidativa

em fibroblastos. Foi reportado também que o CBD exibiu neuroprotecdo em danos cerebrais
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causados por alcool e também na doenca de Parkinson em ratos, 0 que estd diretamente
correlacionado com a atividade antioxidante deste composto [385].

No estudo conduzido por Haykawa e colaboradores [378], o CBD foi mais potente que
0 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 canabindide captura os radicais livres, e interrompe as reacfes em cadeia
causadas por estas espécies, de forma a transforma-las em espécies menos reativas. Os produtos
formados destas reacdes séo estabilizados por estruturas de ressonancia, em que os elétrons
desemparelhados estdo deslocalizados principalmente na estrutura fendlica. Isto sugere que o
grupo hidroxila (OH) do anel fenolico do CBD seja o principal responsavel pela atividade
antioxidante [387]. Na molécula de THC, a atividade antioxidante pode ser justificada
principalmente pela estabilidade do radical livre cationico, que € gerado apos a abstracédo de
elétrons durante o processo de oxidagdo. Portanto, tanto o efeito eletrdbnico como o efeito
indutivo do grupo alquila, além do efeito de ressonancia do grupo éter, sdo 0s principais
responsaveis pela estabilizacao do radical livre catidnico [387].

Giacomo e colaboradores [386] avaliaram os efeitos neuroprotetores do CBD e do
CBG. Neste estudo, os astrocitos de ratos foram expostos ao H20:2 e a producdo de EROs e
apoptose foi investigada. Tanto 0 CBD quanto o CBG exerceram efeito neuroprotetor devido a
sua acdo antioxidante, a qual foi observada pela reducdo na producdo de EROs, além de
restaurarem os niveis de 5-HT no cortex.

Recentemente, Vacek e colaboradores [388] investigaram 0s mecanismos quimicos
envolvidos na agdo antioxidante de alguns canabindides (CBD, CBG, CBN e CBC). A partir
de dados tedricos e eletroquimicos, 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 canabindides 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 endocanabindide afeta o equilibrio redox da célula [389].

Comelli e colaboradores [333] verificaram que o extrato de C. sativa constituido por
64,5% de CBD e 4% de THC protegeram contra os danos oxidativos em modelos de ratos
induzidos a diabetes. A administracdo deste extrato restaurou os niveis de glutationa (GSH) e
reduziu a peroxidacao lipidica (reducdo nos niveis de MDA) em figado e, consequentemente,
0 tratamento com este extrato resultou em uma restauragdo do mecanismo de defesa
antioxidante. Fouda e colaboradores [390] reportaram que, devido a agdo antioxidante do CBD,

este exerce uma protecdo contra 0 estresse oxidativo induzido por glicose. Nafis e
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colaboradores [337] verificaram que o dleo essencial das folhas de C. sativa também apresentou
efeito antioxidante em estudos in vitro (DPPH", poder redutor e beta-caroteno/acido linoleico).

Em um estudo recente, foi demonstrado que extratos hexanicos 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 transi¢do. Os autores atribuiram este efeito antioxidante a
presenca dos canabindides (CBD, THC e THCA) e de outros terpenos identificados nestes
extratos [391]. Em outro estudo, foi evidenciado que o Oleo essencial obtido a partir das
inflorescéncias 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
0 estresse oxidativo in vitro induzido por H202 em células neuronais (SY-SH5Y'), devido a uma
reducdo na producgdo de EROs. Neste mesmo estudo, os autores verificaram que os extratos de
C. sativa constituidos pelas maiores concentracdes de THC também apresentaram atividade
antioxidante e que estes podem ser promissores na reducdo das EROs.

Vitorovic e colaboradores [394] demonstraram que o 6leo extraido das sementes de C.
sativa, constituido por acidos graxos poliinsaturados (principalmente por acidos linoleico e
alfa-linoleico), reduziu o estresse oxidativo induzido por H202 em larvas de Drosophila
melanogaster. O 6leo também restaurou os niveis de marcadores do estresse oxidativo (MDA,
GSH, SOD e CAT) devido a sua acdo 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 canabindides CBD e THC (isolados e diferentes
proporcoes).

3.2.2 Objetivos Especificos

o Obter extratos de C. sativa com diferentes proporc¢des de CBD e THC e realizar anélise

comparativa da composi¢do quimica e atividade antioxidante;
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o Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais nos diferentes extratos de
C. sativa;
o Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e dos canabinoides CBD e THC (isolados

e diferentes propor¢oes) por diferentes métodos espectrofotométricos e eletroquimicos;
o Correlacionar os resultados de atividade antioxidante obtidos por métodos

espectrofotométricos e eletroquimicos.

3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1 Reagentes e Solventes

O THC (1 mg mL"* em metanol) foi adquirido da Cayman Chemical Company (Ann
Arbour, MI). O reagente de Folin-Ciocalteu, acido ascorbico (AA), acido galico (AG),
quercetina (QER), galato de epigalocatequina (EGCG), resveratrol (RESV), carbonato de sddio
(Na2CQg), acido tricloroacético (TCA), acetato de potassio (CH3COOK), 2,2-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-acido  sulfénico) (ABTS), 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"),
hipoclorito de s6dio (NaOCI), 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB), &cido bérico (HsBOs), N,N-
dimetilformamida (DMF), &cido fosforico (HsPOas), persulfato de potassio (K2S20s),
hexacianoferrato de potassio(lll) (Ks[Fe(CN)s), cloreto de potéssio (KCI), metanol, etanol e
cloreto férrico (FeCls) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Oakville, ON).

Todas as solucbes foram preparadas com &gua deionizada, com excecdo da quercetina
e do radical DPPH", que foram dissolvidos em metanol e etanol, respectivamente. A solucéo de
TMB foi preparada a partir da dissolu¢do da quantidade apropriada do reagente em DMF, cido
acético 0,80 mol L e solugdo aquosa de KI 10 mmol L. As solucdes dos acidos galico e
ascorbico, quercetina, NaOCI, DPPH*, TMB e ABTS™* foram preparadas apenas antes das

analises e mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeracéo.

3.3.2 Obtencdo 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 extracdo com dioxido de carbono supercritico como descrito por
Rovetto e Aieta [395] e purificados por meio da winterinizacdo e destilacdo molecular [396].
Os extratos e 0 CBD foram gentilmente cedidos e analisados por meio de Cromatografia Gasosa

Acoplada ao Espectrometro 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 propor¢des CBD:THC (90:10;
75:25; 50:50; 25:75 e 10:90 (m/m)).

3.3.3 Determinac&o do contetdo de compostos fendlicos totais dos extratos de Cannabis sativa

O contetido de composto fenolicos 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 diluidos
em etanol, 100 pL do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v/v) e 125 uL de solugdo aquosa de
Na2COs 7,5% (m/v). A placa foi incubada a 45 °C por 15 minutos e a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro de placas a 765 nm. O teor de compostos fendlicos foi calculado a partir de
uma curva analitica de acido galico e o resultado foi expresso em mg de acido galico (AG) g

de extrato. As andlises foram realizadas em triplicata.

3.3.4 Determinacéo do contetido de flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa

A determinacdo do conteldo de flavonoides totais foi realizada a partir da
complexacdo com o ion aluminio como descrito por Kosalec e colaboradores [260]. Em uma
microplaca de 96 cavidades foram adicionados os extratos previamente diluidos em etanol,
metanol, 4 uL de uma solucéo aquosa de CH3COOK (0,1 mol L), 4 pL de solugdo aquosa de
AICI3 10% (m/v) e 112 pL de agua deionizada. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro de placas a 420 nm. O contetdo de flavonoides totais foi calculado a partir
de uma curva analitica de quercetina e o resultado foi expresso em mg QER g de extrato. As

analises foram realizadas em triplicata.

3.3.5 Avaliacédo 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 pL de tampéo fosfato de potassio
pH 6,6 (0,2 mol L), 200 pL dos extratos diluidos em etanol em diferentes concentracoes (1 —
1.000 pg mL1) e 625 pL de solucéo aquosa de KaFe(CN)s 1% (m/v). Esta mistura foi incubada
por 20 minutos a 50 °C em banho termostatizado e, em seguida, foram adicionados 625 pL de

solucdo aquosa de TCA 10% (m/v). Os tubos foram centrifugados a 3.000 x g por 10 minutos
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e foram transferidos 625 pL do sobrenadante para novos tubos aos quais foram adicionados
625 pL de agua deionizada e 250 pL de solucéo aquosa de FeCls 0,1% (m/v). As leituras foram
realizadas em espectrofotdometro a 700 nm e como controle foram utilizados 0 AA, RESV e
EGCG. Como branco, foi realizado o mesmo procedimento descrito, mas na auséncia dos

extratos.

3.3.6 Avaliacdo 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
proporcOes entre CBD:THC foi determinada por meio da capacidade das amostras em
sequestrar o radical estdvel DPPH* segundo o método descrito por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset [398]. Em uma microplaca de 96 cavidades foram adicionadas as amostras a diferentes
concentragdes (10 — 750 ug mL1) e 100 pL de solucéo de 160 umol L't DPPH* em etanol. A
placa foi incubada por 30 minutos em auséncia de luz e a leitura da absorbancia foi realizada
em 518 nm. Como branco foi utilizada uma mistura de etanol e os extratos ou compostos a
diferentes concentracdes. A atividade antioxidante foi expressa em Clso (concentracdo
necessaria para inibir 50% dos radicais DPPH") e como controle foram utilizados o AA, Resv

e EGCG. A porcentagem de inibicao do radical DPPH" foi calculada a partir da seguinte relacao:

(AbSAmostra - AbSBranco) x 100

1(%) = 100 —
AbsControle

Onde Absamostra € @ absorbancia obtida na presenca das diferentes concentracfes das
amostras e Abscontrole € aquela na auséncia das amostras. A partir dos resultados obtidos para a
porcentagem de inibicdo para cada uma das concentracdes de cada uma das amostras
analisadas, foi construida a curva de porcentagem de inibi¢do versus a concentracdo das
amostras. A partir da equacédo obtida, foi possivel calcular o valor Clso, que é a concentracdo
dos extratos ou amostras necessaria para inibir 50% do radical DPPH". As analises foram

realizadas em triplicata.
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3.3.7 Avaliacdo 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
proporcdes 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 reacdo de 7 mmol L de
ABTS com 88 puL de 140 mmol L K2S20s por 12 — 16 horas antes dos experimentos. Em uma
microplaca de 96 cavidades foram adicionadas as amostras a diferentes concentragdes (1 — 12,5
ug mL1) que foram misturados com solucéo tampao fosfato de sédio 10 mmol L (pH 7,4) e
100 uL de solucdo de ABTS™". A placa foi incubada por 15 minutos em auséncia de luz e a
leitura da absorbancia foi realizada em 734 nm. Como branco foi utilizada uma mistura de
tampdo fosfato de sddio e os extratos ou compostos a diferentes concentragGes. A atividade
antioxidante foi expressa em Clso (concentragdo necessaria para inibir 50% dos radicais
ABTS"") e como controle foram utilizados o AA, Resv e EGCG. A porcentagem de inibic¢do do

radical ABTS"* foi calculada a partir da relacdo descrita no item 3.3.6 e calculado o Clso.

3.3.8 Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa, CBD e THC pelo
método de HOCI

A atividade antioxidante foi avaliada com base na habilidade que os extratos de C.
sativa, CBD, THC e as diferentes proporc¢des entre CBD:THC apresentam em capturar HOCI
de forma a impedir que oxide o TMB de acordo com o método descrito por Costa e
colaboradores [400]. As amostras a diferentes concentragdes (1 - 12,5 ug mL?) foram
misturadas com solucdo tampao fosfato de sédio 50 mmol L (pH 7,4) e 50 uL de solucéo de
NaOCI 0,01% (v/v), e entdo incubadas por 10 minutos em auséncia de luz. Em seguida, 50 uL
de solucdo de TMB 2,8 mmol L foi adicionado e a leitura da absorbancia foi realizada a 652
nm. A atividade antioxidante foi expressa em Clso (concentragdo necessaria para inibir 50% da
formag&o de HOCI) e como controle foram utilizados 0 AA, Resv e EGCG. A porcentagem de
inibicdo do radical HOCI foi calculada a partir da relacéo descrita no item 3.3.6 e calculado o
Clso.
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3.3.9 Avaliacdo da atividade antioxidante por métodos eletroquimicos

Medidas de voltametria ciclica (VC) e de voltametria de pulso diferencial (VPD)
foram realizadas a temperatura ambiente empregando-se um potenciostato/galvanostato
HAutolab 128N (EcoChemie) e o software NOVA 2.1. Todos os experimentos foram realizados
em uma célula eletroquimica contendo um eletrodo de carbono vitreo (ECV) como eletrodo de
trabalho, um eletrodo Ag/AgCl saturado como eletrodo de referéncia e um fio espiral de platina
como eletrodo auxiliar. Como eletrolito suporte, empregou-se solucdo tampédo Britton-
Robinson (BR) 0,04 mol L* em metanol a 30% (v/v). Antes da realizacdo das medidas
voltamétricas, a superficie do ECV foi polida com suspensédo de alumina (granulometrias 1,0
um e 0,3 um), seguido por banho ultrassénico em agua ultrapura por 5 minutos e secagem sob

fluxo de Na.

3.3.10 Analise Estatistica

Os resultados das analises foram expressos como a média + desvio padrdo. 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 andlises estatisticas. As correlacdes entre os dados foram

calculadas a partir da correlagdo de Pearson.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Conteudo de compostos fendlicos e flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa

No presente estudo, a atividade antioxidante e a composic¢do quimica de seis extratos
de C. sativa com diferentes teores de canabindides foi avaliada por meio de métodos
espectrofotométricos e eletroquimicos. Além disso, a atividade antioxidante também foi
investigada para o CBD e THC, assim como o efeito de misturas com diferentes proporcdes
entre estes compostos. E importante a avaliagio da atividade antioxidante de amostras por meio
de diferentes métodos, pois auxilia na elucidacdo dos mecanismos pelos quais 0s compostos
agem. Dentre estes mecanismos, o0 sequestro de radicais € um dos mais comuns [401]. Neste
sentido, esta propriedade foi avaliada para os canabindides THC e CBD e para os extratos de

C. sativa por meio de diferentes métodos in vitro.



143

O conteudo de compostos fendlicos e flavonoides totais para os extratos de C. sativa
estdo apresentados na Tabela 3.1. Foi observado que todos os extratos sao constituidos de
polifendis (flavonoides e ndo-flavonoides). No entanto, devido ao baixo teor de flavonoides,
sugere-se que 0s ndo-flavonoides estdo presentes em maiores proporcdes nos extratos. Os
extratos E1 e E4 exibiram os maiores teores de compostos fenolicos 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],
0S quais sdo compostos que possuem uma alta atividade antioxidante, devido a habilidade que
estes compostos apresentam em sequestrar radicais livres, quelar metais e inibir a ocorréncia

da peroxidacao lipidica [38].

Tabela 3.1 — Contetido de compostos fendlicos e flavonoides totais dos extratos de Cannabis sativa.

Extratos Fendlicos totais | Flavonoides totais
(mg AG g)* (mg QER gH)*
El 101,1+10,3a 240+38a
E2 969+48b 241+44a
E3 928+26b 159+0,6 b
E4 107,7+18a 52+10c
E5 88,8+1,8b 13,7+1,2b
E6 998+14a 141+09a

*Valores apresentados como a média + desvio padrdo (n=3). Médias seguidas por letras diferentes (a-c) em cada
coluna diferem pelo teste de Tukey a p < 0,05. AG = 4cido gélico; QER = quercetina.
Fonte: A autora.

Os perfis de canabindides dos seis extratos de C. sativa investigados neste estudo
revelaram que todos sé@o constituidos por CBD e THC como 0s componentes majoritarios em
diferentes proporcdes (Tabela 3.2). Contudo, também foram identificados o CBC, CBG e CBN
como componentes minoritarios nos extratos (Figura 3.11). Na literatura, € demonstrado que a
combinacéo de canabindides com compostos ndo-canabindides como os polifendis 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 espectrdmetro de massas (CG/EM) dos extratos de Cannabis sativa
provenientes da Lupos (Canada).

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 34
CBC 1,2 0,7 2,1 N.D N.D N.D
CBG 7,7 3,1 45 1,2 N.D 1,0
CBN 3,9 0,7 0,9 0,4 0,5 0,1

N.D: Nao detectado.
Fonte: A autora.
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Figura 3.11 — Estrutura quimica dos canabindides identificados nos extratos de Cannabis sativa.

HO
CBC

CBG CBN

Fonte: A autora.

Neste estudo, o teor de compostos fenolicos totais dos extratos de C. sativa foi
determinado por meio da utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteu (Figura 3.12), método
extensivamente empregado para a quantificacdo de compostos fendlicos, principalmente na
area de quimica de produtos naturais, pois é simples, preciso e sensivel. Este método é baseado
na reducdo de um composto fendlico em meio alcalino. O reagente de Folin-Ciocalteu consiste
em uma mistura dos acidos fosfomolibdico e fosfotunsgtico, no qual o molibdénio estd no
estado méximo de oxidacdo (V1) e apresenta coloracdo amarela no complexo Na2M004.2H20.
Na presenca de agentes redutores como os compostos fendélicos (P) ocorre a formacao de um
complexo azul molibdénio-tungsténio [(PMoW1104)*] em que o molibdénio é reduzido e passa

ao estado de oxidacdo (V) devido ao elétron que foi doado pelo composto fendlico.

Figura 3.12 — Reacdo de oxirreducao entre o &cido galico e o ion molibdato (V1) (um dos componentes do reagente
de Folin-Ciocalteu).

COOH

N32CO3
——

COoO
HO~ i “OH HO i OH
OH OH
CoOr CoO
+ 2Mo® + 2Mo® + 2H*
HO OH 0 OH
OH 0

Fonte: A autora.
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O contetdo de flavonoides totais dos extratos de C. sativa foi determinado por meio
da complexacdo com o ion aluminio (Figura 3.13). O principio deste método é que o AICIs
pode formar complexos estaveis com o grupo ceto do C-4 e com os grupos OH em C-3 ou C-5
das flavonas e flavonois. Ainda, o AICls pode formar complexos labeis com os grupamentos
ortodiidroxil dos anéis A ou B dos flavonoides. Na Figura 3.13 esta apresentada a complexacéo
do ion AI** com as moléculas do flavonoide quercetina com a formagéo de um complexo estavel
de coloracdo amarela, a qual esta relacionada com a concentracdo destes compostos presentes

em uma determinada amostra.

Figura 3.13 — Reacdo de complexacdo do flavonoide quercetina com o cloreto de aluminio (AICIs).
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Fonte: A autora.

3.4.2 Avaliacédo do poder redutor dos extratos de Cannabis sativa

Uma forma comumente utilizada na avaliacao da atividade antioxidante dos extratos é
a habilidade dos compostos em reduzir [Fe(CN)s]* a [Fe(CN)e]* com a formagéo do complexo
azul intenso denominado Azul da Prussia, Fes[Fe(CN)e]s, na presenca de ions Fe3* [397]. Como
demonstrado na Figura 3.14, todos os extratos atuaram como doadores de elétrons devido a
presenca de agentes redutores na sua composicdo quimica. Neste método, foi observado um
aumento nos valores de absorbancia com o aumento das concentra¢fes dos extratos, devido a
formacgé&o do complexo Azul da Prussia. Contudo, os extratos E1 e E6 exibiram maior atividade

antioxidante comparado com 0s outros extratos.
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Figura 3.14 — Poder redutor dos extratos de Cannabis sativa e dos controles acido ascorbico (AA), resveratrol
(Resv) e galato de epigalocatequina (EGCG). Os dados mostram a média + desvio padrdo de trés experimentos
realizados em duplicata.
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Fonte: A autora.

3.4.3 Determinacdo da atividade antioxidante pelos métodos de DPPH*, ABTS" e HOCI

Nas Tabelas 3.3 e 3.4 estdo apresentados os valores de atividade antioxidante (Clso)
obtidos nos ensaios de DPPH*, ABTS*" e HOCI. O CBD possui atividade antioxidante maior
gue o THC no ensaio de DPPH*, devido ao menor valor de Clso (p < 0,05). Estes dois compostos
sdo isémeros, porém o CBD possui dois grupos hidroxila (fendis), enquanto o THC apresenta
apenas um grupo hidroxila (Figura 3.15). Desta forma, esta diferenca estrutural pode explicar
a maior atividade antioxidante do CBD, por este método, em relagdo ao THC. Além disso, isto
pode ser justificado pela dificuldade de doacdo de um atomo de hidrogénio para neutralizar este
radical. Alguns compostos reagem mais lentamente com o DPPH®, enquanto com outros
compostos a reacdo € mais rapida. No estudo conduzido por Marsicano e colaboradores [402]
foi observado que os canabindides que possuem hidroxilas fendlicas, como o CBN, CBD e
THC (Figura 3.11), sdo potentes antioxidantes quando comparados aos compostos nos quais
este grupo esta ausente. De fato, estudos demonstraram que a atividade antioxidante exibida por
este metodo esta correlacionada com a presenca, 0 numero e a posi¢édo de grupos hidroxilas nos
compostos [45]. Além disso, foi possivel observar esta tendéncia na atividade antioxidante para
os padrdes (AA, Resv e EGCG) utilizados no presente estudo (Tabela 3.4) (Figura 3.15). Este
estudo também demonstrou que houve um aumento da acdo antioxidante do THC (reducéo dos
valores de Clso) com 0 aumento da quantidade de CBD nas diferentes propor¢des de CBD:THC
estudadas (Tabela 3.3), no método de DPPH".
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Tabela 3.3 — Atividade antioxidante (Clso) das diferentes propor¢des de CBD:THC obtida pelos métodos de
DPPH’, ABTS'* e HOCI.

CBD:THC DPPH’ ABTS™ HOCI
(m/m) (ClopgmLY* | (ClopgmLh* | (Clep pg mLA)*
CBD 1288+9,2a 57+0,4Db 24+02a
THC 230,2+14,1b 54+05b 46+10b
90:10 162,2+18,1a 6,7+x1,7¢C 28+0,1a
75:25 164,6 + 25,6 a 43+0,7a 28+04a
50:50 150,1+ 30,3 a 48+0,3a 50+08b
25:75 169,3+9,2a 6,2+0,3b 46+04b
10:90 250,9+9,3b 44+0,3a 35+0,3b

*Valores apresentados como a média + desvio padrdo (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 possivel observar diferencas 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 Clso) comparados com 0s outros extratos, o que pode ser
atribuido a presenca dos maiores teores de compostos fendlicos e canabindides nestes extratos
(p < 0,05). Contudo, o extrato E1 é constituido predominantemente por THC e exibiu 0 menor
valor de Clso comparado com o CBD (Tabela 3.4). Neste caso, a presenca dos polifendis pode
ter aumentado a atividade antioxidante deste extrato. Além disso, também pode ser atribuido
ao efeito sinérgico entre 0s compostos presentes nos extratos e pode ser responsavel por suas
propriedades bioldgicas. Um composto isolado pode mudar suas propriedades bioldgicas na
presenca de outros compostos presentes nos extratos [365]. A presenca de compostos fendlicos
nos extratos pode justificar a atividade antioxidante, visto que estes compostos podem
neutralizar os radicais DPPH®*, ou seja, podem atuar como doadores de atomos de hidrogénio
[38].
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Tabela 3.4 - Atividade antioxidante (Clsg) de extratos de Cannabis sativa e dos controles (&cido ascoérbico,
resveratrol e epigalocatequina-3-galato) obtida pelos métodos de DPPH’, ABTS* e HOCI.

Extratos e DPPH® ABTS™ HOCI
COMpostos (Clso pg mLY)* | (Clso ug mLY* | (Clsp pg mL1)*
El 141,9+10,2 ¢ 58+10c 3,5£0,7b
E2 202,8+7,8 d 7,0£0,6 d 6,4+0,2 d
E3 238,3t14,1d 5,2+0,8 c 6,5+0,5d
E4 147,3+18,7 ¢ 3,4+0,8 b 3,0£0,3b
E5 640,1+16,9 e 7,1£0,5d 4,0+0,2 c
E6 229,8+21,3d 5,0£0,6 ¢ 2,940,2 b
AA 4,61£0,4 a 4,0+0,1 b 3,1+0,4 b
Resv 21,4+0,2b 1,6+0,2a 0,5+0,1a
EGCG 2,3t0,4a 1,4+0,1a 0,14+0,01 a

*Valores apresentados como a média + desvio padrdo (n=3). Médias seguidas por letras diferentes em cada coluna
diferem (a-e) pelo teste de Tukey a p < 0,05. AA = 4cido ascdrbico; Resv = resveratrol; EGCG = galato de
epigalocatequina.

Fonte: A autora.

Figura 3.15 — Estrutura quimica dos controles &cido ascorbico (AA), resveratrol (Resv) e epigalocatequina-3-
galato (EGCG).
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Fonte: A autora.

Ainda, foi possivel observar a influéncia da presenca de CBD na atividade antioxidante
dos extratos de C. sativa e verificou-se um aumento neste efeito (reducdo nos valores de Clso)
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 sdo constituidos de aproximadamente 50% de THC e 50% de CBD
(Tabela 3.2), respectivamente. No entanto, o extrato E6 exibiu uma atividade antioxidante
superior a do extrato E5, o qual apresentou 0 menor efeito antioxidante comparado aos demais

extratos estudados no método (radical DPPH*) (p < 0,05).
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Figura 3.16 — Porcentagem de inibi¢do dos radicais DPPH" para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol
(CBD), tetrahidrocanabinol (THC) e propor¢des CBD:THC. Os resultados apresentam a média+desvio padréo de
3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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Fonte: A autora.

O radical livre de coloracdo purpura 2,2-difenil-picril-hidrazil (DPPH") foi utilizado a
partir da sua dissolucdo em etanol. Neste método, quando uma molécula de DPPH* recebe um
atomo de hidrogénio a partir de um composto com propriedades antioxidante para se tornar
uma molécula estavel, ocorre uma descoloracao da solucdo devido a formacao de 2,2-difenil-
picrilhidrazila a 518 nm (Figura 3.17) [398]. Desta forma, esta descoloragéo indica a capacidade
do antioxidante de inibir o radical DPPH". Este radical contém um elétron desemparelhado, mas
por possuir trés anéis aromaticos em sua estrutura, pode ser estabilizado por ressonancia e
tornar-se um radical estavel. Uma deslocalizacao estendida adicional por ressonancia pode ser

realizada pelos trés grupos nitro (NOz) e os dois d&tomos de nitrogénio (Figura 3.18).
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Figura 3.17 — Reacdo genérica entre o radical DPPH* e um antioxidante (A-H) genérico (ArOH).
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Fonte: A autora.

Figura 3.18 — Estabilizagéo do radical DPPH* por meio da ressonancia.
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Fonte: A autora.

O ensaio de ABTS™" (Figura 3.19) foi utilizado a fim de se avaliar a transferéncia de
elétrons dos compostos presentes nos extratos de C. sativa [403]. Como apresentado na Tabela
3.3 tanto 0 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
doagdo de elétrons. No entanto, quando foi avaliado este efeito para as diferentes proporgdes
de CBD:THC, foi verificado tanto aumento quanto diminuicdo nas atividades antioxidantes,
guando comparadas aos compostos puros (Figura 3.19; Tabela 3.3). Por exemplo, a proporcéao
10:90 (m/m) CBD:THC aumentou a atividade antioxidante para o0 CBD e o THC. Por outro
lado, a proporc¢do 90:10 (m/m) diminuiu o efeito observado para estes canabindides isolados.
Desta forma, pode-se sugerir um efeito sinérgico e antagdnico entre estes compostos quando
sdo analisados os resultados obtidos no ensaio de ABTS"™. Este efeito pode ser explicado devido
a possivel formacdo de um complexo intermolecular resultante da interacdo entre 0 CBD e 0
THC, a qual pode aumentar ou diminuir as propriedades antioxidantes de misturas dependendo

da razdo avaliada [404]. Além disso, estes resultados podem ser uma consequéncia de
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mecanismos de regeneracdo entre estes canabindides quando ambos estdo presentes
simultaneamente nas misturas. Estes processos de regeneracdo podem também auxiliar no

aumento ou diminuicéo do efeito antioxidante observado para as diferentes misturas analisadas
[404].

Figura 3.19 — Porcentagem de inibicéo dos radicais ABTS™ para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol
(CBD), tetrahidrocanabinol (THC) e propor¢es CBD:THC. Os resultados apresentam a média + desvio padréo
de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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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 tdo potente quanto o
padrdo acido ascorbico. Ja os demais extratos contém diferentes proporcdes de CBD e THC e
polifendis, o que pode explicar os efeitos antioxidantes obtidos neste ensaio. Quando se
comparam o0s dados das Tabelas 3.3 e 3.4 observa-se que o extrato E4 apresenta

aproximadamente 90:10 (m/m) da propor¢do de CBD:THC e o efeito verificado por este extrato
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foi semelhante aquele obtido para a mistura. Além disso, 0 E4 apresentou maior atividade
antioxidante do que os canabindides CBD e THC isolados. Desta forma, a presenca de
polifendis 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
reacdo do ABTS com o oxidante K2S20sseguido de armazenamento em auséncia de luz durante
12 — 6 horas (Figura 3.20). O ABTS* € um radical de coloracdo verde, que na presenca de um

antioxidante, ocorre uma reducdo nos valores de absorbancia a 734 nm [399].

Figura 3.20 — Oxidag&o do ABTS com K,S,0s para a geracao do radical ABTS"".
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Fonte: A autora.

O HOCI é um oxidante forte envolvido em processos inflamatorios que causam danos
aos tecidos. Foi observado que o CBD e o THC possuem atividade antioxidante pelo método
da inibicdo do HOCI (Figura 3.21; Tabela 3.3). Resultados semelhantes aos obtidos no ensaio
de ABTS" foram observados neste estudo para as diferentes propor¢cdes de CBD:THC.
Algumas proporgdes 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 formacéo de HOCI (Tabela 3.4). Conforme
observado no ensaio anterior, sugere-se que os canabindides e polifenois presentes podem ser

os responsaveis pelo efeito observado para os extratos estudados.
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Figura 3.21 — Porcentagem de inibicdo do HOCI para (a) extratos de Cannabis sativa e (b) canabidiol (CBD),
tetrahidrocanabinol (THC) e propor¢es CBD:THC. Os resultados apresentam a média + desvio padrdo de 3
experimentos independentes realizados em triplicata.
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Fonte: A autora.

Neste método, a acdo antioxidante de um determinado composto depende da sua
capacidade em capturar o HOCI/OCI-, impedindo-o de oxidar o TMB. Entretanto, quando este
composto é oxidado, um cromdforo azul com valor maximo de absorbancia a 652 nm é
originado em solucdo (Figura 3.22). Portanto, uma reducdo nos valores de absorbancia neste
comprimento de onda indicam uma maior atividade antioxidante, ou seja, uma maior

capacidade de um determinado composto em sequestrar o HOCI [400].
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Figura 3.22 — Reacdo de deteccao colorimétrica de CIO™ pela oxidacdo de 3,3”,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB).
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Fonte: A autora.

3.4.4 Determinacdo da atividade antioxidante por voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial

A atividade antioxidante do CBD, THC, das diferentes proporcbes entre estes
canabinoides e dos extratos de C. sativa foi também avaliada por métodos voltamétricos (VC e
VPD). Tais técnicas consistem em ferramentas Uteis para prover informacges sobre a atividade
antioxidante de compostos e extratos naturais devido a sua simplicidade, resposta rapida,
sensibilidade e utilizacdo de pequenos volumes de amostra. O sistema geral mais comumente
empregado para a realizacdo de medidas eletroquimicas esta representado esquematicamente
na Figura 3.23. Uma célula eletroquimica contendo um conjunto de trés eletrodos (eletrodo de
trabalho, eletrodo auxiliar e eletrodo de referéncia) imersos em um eletrélito (que contém as
espécies a serem estudadas) é conectada a um potenciostato, o qual é responsavel por aplicar
perturbacdes de corrente ou potencial ao sistema e registrar as respostas observadas. As reagoes
eletroquimicas de interesse (oxidacdo e/ou reducdo) ocorrem na interface do eletrodo de
trabalho com o eletrolito, enquanto o eletrodo de referéncia é empregado como referéncia de
potencial. O eletrodo auxiliar, por sua vez, é responsavel por realizar processos redox opostos
aos que acontecem na superficie 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 relagdo a um eletrodo de referéncia e a corrente elétrica
(1) que flui pelo sistema como consequéncia desta aplicacdo de potencial é registrada [406]. Se
a medida € realizada na presenca de um composto ou extrato que apresenta atividade
antioxidante, picos de corrente sdo observados no voltamograma resultante (gréafico de E vs. 1)
[407]. Uma vez que tais compostos sdo facilmente oxidaveis, os picos de corrente representam

tais processos de oxidacdo e ocorrem, em sua maioria, em regides positivas de potencial



155

(potenciais anddicos). Neste caso, baixos valores de potencial de oxidacéo correspondem a uma
alta habilidade dos compostos em doar elétrons e entdo 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 vitreo (ECV) foi empregado como eletrodo de
trabalho. O ECV é amplamente utilizado para aplicacGes eletroanaliticas devido a sua boa
estabilidade mecénica e eletroquimica, o que permite sua aplicacdo para o estudo de moléculas

em uma ampla janela de potencial [406].

Figura 3.23 — Célula eletroquimica com os trés eletrodos conectados ao potenciostato/galvanostato p-Autolab
conectados a um computador para aquisi¢do de dados.
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Fonte: A autora.

A voltametria ciclica (VC) é a técnica mais comumente utilizada para a caracterizacao
de sistemas eletroativos, pois pode prover informacgBes qualitativas Uteis sobre o
comportamento eletroquimico e mecanismos redox dos compostos sob investigacdo, além de
fornecer evidéncias sobre a cinética de transferéncia de elétrons [407]. A VC envolve a
aplicacdo de varreduras ciclicas de potencial em um intervalo pré-determinado, tanto no sentido
anodico (menores potenciais para maiores potenciais, onde processos de oxidagdo ocorrem,
relacionados aqui a capacidade antioxidante das moléculas estudadas) quanto no sentido
catodico (maiores valores para menores valores de potencial, viabilizando a ocorréncia de
processos de reducdo) [406,407,410].

Na Figura 3.24, apresenta-se o comportamento voltamétrico do CBD e do THC sobre
0 ECV. Na auséncia dos canabinoides, nenhum pico de corrente foi identificado. No entanto,
picos de oxidacdo bem definidos, em torno de +0,5 V (vs. Ag/AgCl), foram observados quando
estes compostos foram adicionados a célula eletroquimica. Tais picos podem ser atribuidos a

oxidacdo dos canabinoides na superficie do eletrodo. A presenca de picos anddicos em baixos
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valores de potencial confirma a alta atividade antioxidante dos compostos e dos extratos
estudados. Uma vez que ndo foram observados picos catddicos durante a varredura reversa,
pode-se dizer que os mecanismos de oxidacgdo sdo irreversiveis na faixa de potencial analisada
[409].

Figura 3.24 — Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de carbono vitreo (ECV) na auséncia e na presenca
de 18 pmol L™ de canabidiol (CBD) ou tetrahidrocanabinol (THC) em meio de tamp&o BR 0,04 mol L (pH 7,0)
contendo 30% (v/v) de metanol (velocidade de varredura: 50 mV s).
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Fonte: A autora.

De acordo com a literatura [367,411-413], o comportamento voltamétrico do THC é
similar ao apresentado pelos fendis: na primeira etapa, um elétron e um préton sdo removidos
da molécula de THC, o que leva a formacéo de um radical neutro estabilizado por ressonancia.
A seguir, estes radicais sofrem reagdes de polimerizacéo para fornecer os produtos finais, os
quais permanecem adsorvidos na superficie do eletrodo (Figura 3.25). N&o héa relatos na
literatura a respeito do mecanismo de oxidacéo eletroquimica 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 oxidag&o do tetrahidrocanabinol (THC).
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A adsorcdo de produtos poliméricos resultantes da oxidacao tanto do CBD quanto do
THC foi evidenciada a partir de um decréscimo pronunciado na intensidade dos picos de
oxidacdo destes compostos apds o primeiro ciclo voltamétrico. Este comportamento foi também
confirmado a partir da realizagédo de medidas de VC em diferentes valores de velocidade de
varredura (Figura 3.26). E conhecido que processos redox que ocorrem segundo um mecanismo
adsortivo em relacdo ao eletrodo de trabalho apresentam valores de corrente de pico anodico

(Ipa) que variam de modo linear com o valor da velocidade de varredura (v), segundo a equagao:

n?F?

4RTAI“V

Ip =

Onde: n € o numero de elétrons transferidos na reacdo; F é a constante de Faraday
(96485,3365 C mol 1); R é a constante universal dos gases ideais (0,082 atm L mol* K1); A é
a area do eletrodo (em cm?); I' é a concentracdo da espécie eletroativa adsorvida na superficie
do eletrodo (mol cm?) e v é a velocidade de varredura de potencial (em V s ) [405,406].

Como pode ser observado na Figura 3.26, tanto o CBD quanto o THC apresentaram
picos de oxidagdo que variaram linearmente com o valor da velocidade de varredura,
evidenciando a adsor¢do dos produtos poliméricos na superficie do ECV apds a oxidacao das
moléculas mencionadas. Comportamentos semelhantes foram observados em trabalhos prévios
descritos na literatura [410,413,414].
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Figura 3.26 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial (10 mV st a
250 mV st) em um eletrodo de carbono vitreo (ECV) na presenca de 18 umol L™ de (a) CBD e (b) THC (eletrdlito:
solugdo tampéo BR pH 7,0 contendo 30% (v/v) de metanol). Relages de Ipa vs. v para o (¢) CBD e (d) THC.
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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 aplicacdo de potencial na forma de pulsos, e medi¢des de corrente sdo
realizadas antes e depois da aplicacdo de cada pulso, o que permite uma melhor discriminagao
entre a corrente capacitiva (corrente de fundo) e a faradaica (resultante de processos redox).
Neste sentido, a contribuicdo capacitiva para a corrente total € 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 presenca de espécies eletroativas
[406]. Os resultados obtidos a partir das medidas de VPD na presenga das amostras de interesse
sdo apresentados na Figura 3.27. Similarmente ao observado nas medidas de VC, picos de
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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 0 CBD e THC e suas misturas em diferentes proporcdes.

Figura 3.27 — Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o eletrodo de carbono vitreo (ECV) na auséncia e
na presenca de (a) 1,1 pg mL™ dos diferentes extratos de Cannabis sativa e (b) 1,1 pg mL™* das proporcdes
CBD:THC (amplitude de potencial: 50 mV, tempo do pulso de potencial: 50 ms, intervalo: 500 ms) em meio de
tampédo BR (pH 7.0) contendo 30% (v/v) de metanol.
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Fonte: A autora.

Assim como observado nos ensaios empregando métodos espectroscépicos, verificou-
se uma atividade antioxidante pronunciada para os extratos analisados também por VPD. Os
picos observados dizem respeito sobretudo & oxidagéo tanto do CBD quanto do THC presentes
nos extratos na superficie do ECV. A Tabela 3.5 apresenta os valores de potencial de pico

anodico (Epa) para cada amostra estudada.

Tabela 3.5— Valores dos potenciais de pico anddico (Epa) obtidos por voltametria de pulso diferencial (VPD) para
o0s extratos de Cannabis sativa.

Extratos | Epa (MV)*
El 4296+21a
E2 493,7+29¢c
E3 423,7+3,0a
E4 4137+ 2,7a
E5 517,0+29d
E6 451,3+29b

*Valores apresentados como a média * desvio padrao (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 séo
constituidos de polifendis e a presenca destes compostos juntamente com os canabindides
podem contribuir para as propriedades antioxidantes observadas nos ensaios eletroquimicos.

Além disso, a similaridade nos potenciais de oxidacdo dos extratos estudados indicou que estes
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poderiam ter uma composi¢do analoga em termos de espécies eletroativas. Entretanto, verifica-
se que os extratos E1, E3 e E4 foram os que apresentaram menores valores de Epa, 0 que pode
ser atribuido a sua maior atividade antioxidante comparando-se com os demais extratos. As
diferencas de intensidade entre os picos de corrente podem ser justificadas devido a existéncia
de possiveis interagcdes entre moléculas de CBD e THC e outros compostos fenolicos presentes
nos extratos. Tais interacGes podem ter afetado o transporte de tais canabinoides a superficie
do ECV, o que gerou as diferengas 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
a apresentada pelo THC, uma vez que o valor de Epa para 0 CBD foi inferior ao obtido para o
THC (p <0,05). Estes resultados corroboraram os obtidos nos ensaios de DPPH* e HOCI e isto
pode ser uma consequéncia do maior nimero de grupos hidroxilas fendlicas na molécula de
CBD comparado ao THC. Em relacdo as diferentes propor¢cdes CBD:THC, foi observada uma
tendéncia similar aos resultados obtidos nos ensaios de ABTS™" e HOCI, com cada proporgéo
analisada apresentando resultados de Epa estatisticamente diferentes entre si (p < 0,05).
Portanto, a técnica de VPD também permitiu comprovar a existéncia de efeitos sinérgicos e
antagonicos entre tais moléculas (Tabela 3.6) em relacdo ao seu poder antioxidante.
Novamente, as diferengas nas intensidades dos picos de corrente podem ser consequéncia de
alteracdes no transporte de tais moléculas a superficie do eletrodo de trabalho dependendo da

proporgdo analisada.

Tabela 3.6 — Valores dos potenciais de picos anddicos (Ep.) obtidos por anélises de voltametria de pulso diferencial
(VPD) para o CBD, THC e para as diferentes proporcdes.

i Epa (MV)*
CBD 4482+1,0d
THC 4632 +0,8 ¢
90:10 4381+1,0¢
75:25 420,0 £0,3 b
50:50 488,4+0,1f
25:75 503,5+0,1
10:90 4230+01a

*Valores apresentados como a média + desvio padrdo (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 Correlagdo entre os resultados de atividade antioxidante obtidos pelos métodos
espectrofotométricos e eletroquimicos

Uma boa correlacdo negativa foi observada entre o teor de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante (Clso) 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 presenca de compostos
fenolicos pode ser, em parte, responsavel pelo efeito antioxidante observado para os extratos.
Entretanto, uma baixa correlacdo foi verificada para o contetdo de flavonoides totais e a
atividade antioxidante pelos métodos utilizados nesse estudo. Isso sugere que 0S nao-
flavonoides, assim como os canabindides, contribuem para a atividade antioxidante observada
para os extratos. Além disso, uma baixa correlacdo foi observada entre os métodos de HOCI,
DPPH*, ABTS"" ou DPV (Epa) para os extratos, o que indica que os antioxidantes que reagem
rapidamente com os radicais in vivo (como o HOCI) podem reagir lentamente ou serem inertes
aos radicais DPPH' e ABTS™. Desta forma, as diferentes classes de compostos que estdo

presentes nos extratos podem, de fato, possuirem diferentes mecanismos de acdo antioxidante.

Tabela 3.7 — Correlacao de Pearson entre o conteido de compostos fenolicos totais, contetido de flavonoides totais
e atividade antioxidante dos extratos de Cannabis sativa obtida por métodos espectrofotométricos e
eletroquimicos.

Fendlicos Flavonoides

. , DPPH' ABTS™ HOCI DPV
totais totais
Fenclicos 1 -0,2074 -0,7724 -0,8180 -0,5221 -0,6793
totais
Flavonoides 1 -0,1914 0,3751 0,2004 0,2443
totais
DPPH" 1 0,7327 -0,0042 0,7629
ABTS™ 1 0,3540 0,9064
HOCI 1 0,2165
DPV 1

Fonte: A autora.

As andlises de correlacdo de Pearson revelaram uma boa correlacéo 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 sao constituidos por compostos doadores de &tomos de hidrogénio
e elétrons, o que justifica a alta atividade antioxidante. As analises de correlacdo de Pearson
também demonstraram uma boa correlacdo entre os métodos de ABTS™ e DPV (r = 0,8994) e
HOCI e DPV (r = 0,7734) para as diferentes proporcdes entre CBD e THC (Tabela 3.8). Como
mencionado anteriormente, sugere-se que o0 CBD e o THC podem exercer seus efeitos
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antioxidantes por meio da doacdo de atomos de hidrogénio e de elétrons. Contudo, uma baixa
correlacdo foi observada entre o ensaio de DPPH" e os resultados obtidos pelos ensaios
eletroquimicos. Isto pode ser justificado devido pelo fato de que os canabindides podem reagir
lentamente com os radicais DPPH'. As diferencas entre os resultados obtidos pelos métodos
espectrofotométricos e eletroquimicos podem ser explicadas como devidas aos diferentes

mecanismos envolvidos na acéo antioxidante do CBD e THC.

Tabela 3.8 — Correlagdo de Pearson entre a atividade antioxidante obtida pelos métodos espectrofotométricos e
eletroquimicos para as proporcgdes entre CBD:THC.

DPPH* ABTS™ HOCI DPV
DPPH* 1 -0,4294 0,2730 -0,2934
ABTS™ 1 0,6492 0,8994
HOCI 1 0,7734
DPV 1

Fonte: A autora.

3.5 CONCLUSOES PARCIAIS

Neste estudo, foi demonstrado que extratos de C. sativa sdo constituidos por
canabindides, compostos fenolicos e flavonoides, e apresentaram promissora atividade
antioxidante por métodos espectrofotométricos (poder redutor, DPPH*, ABTS" e HOCI) e
eletroquimicos (VC e VPD). Entretanto, diferencas no efeito foram observadas de acordo com
0 método utilizado e a constituicdo quimica de cada extrato. Os resultados revelaram um baixo
teor de flavonoides, o que sugeriu que os extratos sdo constituidos principalmente por néo-
flavonoides. O extrato E1 apresentou o maior teor de polifendis quando comparado com 0s
demais extratos deste estudo.

As diferentes proporcdes 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 a sua maior habilidade em doar atomos de hidrogénio para
estabilizar este radical. Alem disso, observou-se que as propor¢des formadas principalmente
por CBD exibiram os maiores efeitos. Os resultados também sugeriram que os polifendis
presentes nos extratos parecem contribuir na agdo antioxidante.

Todos os extratos de C. sativa exibiram atividade antioxidante no ensaio de ABTS™" e
poder redutor, 0 que sugeriu que estes atuam como doadores de elétrons neste efeito. O CBD e
0 THC, assim como as suas diferentes proporcdes, também exibiram efeito consideravel por

este método. Entretanto, a proporcdo formada por 10:90 (m/m) (CBD:THC) exibiu o maior
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efeito, enquanto a propor¢do 90:10 (m/m) (CBD:THC) apresentou o menor efeito, quando
comparados com os resultados dos canabindides isolados. Além disso, todas as amostras
analisadas também foram eficientes no sequestro de HOCI 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 eletroquimicos, e os resultados sugeriram que estes séo constituidos
por espécies eletroativas semelhantes, ja que apresentaram valores de potencial de oxidacdo
analogos. Como observado nos ensaios de ABTS™" e HOCI, dependendo da razéo entre CBD e
THC, houve um aumento ou reducdo na atividade antioxidante destes canabinoides. Ainda, foi
observada uma boa correlagdo entre os resultados obtidos pelos métodos eletroquimicos e
espectrofotométricos.

Este estudo permitiu concluir que os extratos de C. sativa e de seus principais
constituintes quimicos apresentaram atividade antioxidante por diferentes métodos, e atuam
como doadores de elétrons e atomos de hidrogénio. Ainda, dependendo da razéo entre CBD e
THC presente em uma amostra, pode-se verificar um aumento ou reducdo da atividade
antioxidante. Além disso, este trabalho permitiu concluir que as técnicas eletroquimicas podem
ser eficazmente empregadas na avaliacdo de amostras contendo canabindides. No entanto, mais

estudos sdo necessarios em relacao a atividade antioxidante in vivo destas amostras.
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CAPITULO 4 - CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

4.1 CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho foi avaliada a citotoxicidade de extratos, fragdes e do dleo essencial de
C. citratus, assim como dos principais terpenos (citral e geraniol) presentes nesta planta. Foi
demonstrado que as fracOes acetato de etila, as quais mostraram uma potente atividade
antioxidante avaliada por diferentes métodos in vitro e com altos teores de polifendis, foram
consideradas citotoxicas para as células humanas apenas em altas concentragdes. O citral,
geraniol e o 6leo essencial também foram citotdxicos e interagiram com 0s componentes das
membranas dos eritrocitos apenas em concentra¢Ges elevadas. Vale ressaltar que os extratos e
fraches exibiram atividade antioxidante [1] em concentracfes inferiores as avaliadas neste
trabalho.

O peixe-zebra mostrou ser um modelo animal alternativo eficiente na avaliagdo dos
efeitos ansiolitico e anticonvulsivante de extratos provenientes da C. citratus, assim como de
compostos relacionados. Neste estudo, foi demonstrado que os receptores GABAA estdo
envolvidos nos efeitos observados para estas amostras. Entretanto, mais estudos sao necessarios
para investigar o envolvimento de outros receptores nos efeitos. Portanto, os resultados obtidos
corroboraram o uso tradicional da C. citratus na prevencdo de disturbios 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 ansiolitico e anticonvulsivante, e 0 CBD e THC na atividade antioxidante, por métodos
espectrofotométricos e eletroquimicos. Além disso, os extratos de C. sativa também sao
constituidos por polifendis e canabinoides, e a mistura entre estes compostos ocasionou um
aumento no efeito antioxidante. Por fim, as técnicas eletroquimicas se mostraram uma
ferramenta Gtil na avaliagdo da atividade antioxidante de extratos de C. sativa e de

canabindides.

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 relagdo a extracdo de compostos bioativos, quanto a avaliacdo de outras

atividades bioldgicas e toxicidade destas plantas. Entre tais perspectivas, pode-se citar:
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o Emprego de novos procedimentos de extragdo, assim como de solventes para a

identificacdo de componentes bioativos;

o Avaliacéo da toxicidade das fracfes das plantas e dos compostos isolados em modelos
in vivo;
o Avaliacéo de outros mecanismos envolvidos nos efeitos ansiolitico e anticonvulsivante

das amostras de C. citratus, citral e geraniol;
o Investigacdo do efeito neuroprotetor dos extratos de C. sativa, assim como dos

compostos isolados CBD e THC em células humanas neuronais.
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fendlicos de C. citratus. Portanto, torna-se importante determinar sua seguranca para possivel utilizacéo em
preparagoes fitomeédicas. Desta forma,

considerando o amplo uso popular e os efeitos bioldgicos da C. citratus, o objetivo deste projeto de pesquisa
é avaliar a possivel toxicidade dos

extratos e fragbes desta planta em células humanas por meio dos ensaios de viabilidade celular

(citotoxicidade) e fragilidade osmotica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatoria:
Em anexo e de acordo com as normas da resolucéo 466/2012

Enderego: Av_ Gen Carlos Cavalcanti, n® 4748 UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 116-B
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UF: PR Municipio: PONTA GROSSA
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Enviar o relatdrio final ao término do projeto por notificacéo via plataforma Brasil para evitar pendéncias

Conclusoes ou Pen
Aprovado

déncias e Lista de Inadequacodes:

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 10/08/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1136068.pdf 22:08:17
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 10/08/2018 |ANA CAROLINA Aceito

22:03:00 | MENDES HACKE
Projeto Detalhado / | Projetodetalhado.doc 10/08/2018 |ANA CAROLINA Aceito
Brochura 21:52:05 |MENDES HACKE
Investigador
Qutros CurriculoLattesRomaianaPicada.pdf 10/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
21:50:26 | MENDES HACKE
Qutros CurriculoLattesAnaHacke.pdf 10/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
21:48:38 | MENDES HACKE
Qutros autorizacaodoutorado.pdf 10/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
10:07:51 |MENDES HACKE
Declaracdo de declaracaopesquisador2.pdf 07/08/2018 |ANA CAROLINA Aceito
Pesquisadores 22:01:59 | MENDES HACKE
Declaragdo de declaracaopesquisador1.pdf 07/08/2018 |ANA CAROLINA Aceito
Pesquisadores 21:59:32  |MENDES HACKE
Brochura Pesquisa |Projeto.doc 07/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
20:14:20 | MENDES HACKE
TCLE/ Termos de |[TCLE.docx 01/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
Assentimento / 15:47:58 |MENDES HACKE
Justificativa de
Auséncia
Cronograma Cronograma.docx 01/08/2018 | ANA CAROLINA Aceito
15:46:34 | MENDES HACKE

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco: Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748 UEPG, Campus Uvararanas, Bloco M, Sala 116-B

Bairro: Uvaranas
UF: PR Mu

Telefone: (42)3220-3108
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nicipio: PONTA GROSSA
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PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVACAO

Processo CEUA - 052/2016

Protocolo UEPG — 9064/2016

Titulo — Projeto de pesquisa “determinagdo da composi¢do quimica e atividade
antioxidante dos extratos de Cymbopogon citratus e avaliagdo da sua agdo
ansiolitica e/ou anticonvulsivante em peixes zebrafish (Danio rerio).

Interessado: Edmar Miyoshi

Data de Entrada — 07/06/2016
Resultado: Aprovado

Data/Prazo — 14/10/2016 a 14/10/2018

Consideragoes

Prezado Professor Edmar Miyoshi

Em relagdo & utilizagdo de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUAdeliberou pela sua aprovagao, por dois anos, a utilizagcao de trezentos e vinte e dois
peixes.

Ponta Grossa, 14 de outubro de 2016.

Atenciosamente,

\~ K\/ G Dr 2, 3’\ = V“’Vb o,

Profa. Dra. Dionizia Xavier Scomparin
COORDENADORA



