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RESUMO

Lippia alba é um vegetal aromatico, encontrado em praticamente todo Brasil. Conhecido
popularmente como erva cidreira, suas folhas sdo utilizadas empiricamente em infusdes,
macerados, compressas, banhos e extratos alcodlicos por apresentarem atividade calmante,
analgesica, sedativa, ansiolitica entre outras. Citral, o principal constituinte do o6leo
essencial extraido das folhas de Lippia alba (OELa), que é uma mistura do trans-isdmero
geranial e o cis-isbmero neral, apresenta muitas acbes biologicas como: analgeésicas,
ansioliticas, anticonvulsivante e sedativa. Contudo, pouco se sabe sobre a acdo do OELa e
do constituinte Citral no sistema nervoso periférico. Esse estudo objetivou avaliar as
alteragfes produzidas pela agdo do OELa e do Citral sobre a excitabilidade e
condutibilidade neural do nervo isquiatico de ratos. Foram utilizados ratos Rattus
novergicus (Wistar) de ambos 0s sexos, com massa corpérea variando entre 200-250 g, de
onde foram dissecados 0s nervos isquiaticos, mantidos a uma temperatura entre 18° C e 24°
C, numa solucdo de Locke com pH = 7,4. No nervo isquiatico, foi realizado o registro do
potencial de acdo composto (PAC) evocado por pulso de onda quadrada, com amplitude de
40 V, duragdo de 100 pus a uma frequéncia de 0,2 Hz. O PAC apresentou dois picos
positivos de ondas que denominamos de 1° e 2° componente. O OELa e o Citral inibem o
PAC de maneira concentracdo-dependente. As concentragdes trabalhadas foram 3, 10, 30,
60, 100 e 300 pg/mL. As amplitudes positivas do PAC foram bloqueadas
significantemente a partir de 10 pg/mL do OELa e do Citral. Para o primeiro e segundo
componente, a concentracdo em que se desenvolveria 50% do efeito do OELa foi de 51,34
pg/mL e 31,29 pg/mL, respectivamente. Enquanto para o Citral, essas concentracGes foram
para o0 primeiro e segundo componentes respectivamente 36,78 pug/mL e 16,70 pg/mL. A
amplitude pico-a-pico (APP) foi bloqueada de forma significante pelo OELa, a partir da
concentracdo de 30 pg/mL e pelo Citral em 10 pg/mL. Tomando por base a Clso % da
APP, verificamos que existem alteracGes na reobase e cronaxia utilizando a concentragédo
de 60 pg/mL do OELa e 30 pg/mL do Citral. A duragdo do 1° componente do PAC foi
alterada a partir da concentracdo de 60 pg/mL do OELa e de 3 pg/mL do Citral. O 2°
componente sofreu modificacdo na concentracdo de 30 pg/mL do OELa e do Citral. A
velocidade de conducdo de ambos os componentes também foi inibida a partir de 10
pg/mL do OELa, enquanto no Citral, em todas as concentragcbes para ambos 0s
componentes, a inibicdo foi estatisticamente significante. Esse estudo mostra que o OELa e
seu constituinte majoritario, o Citral, inibem a excitabilidade do nervo isquiatico de ratos.
O efeito depressor do PAC é demonstrado em menor concentracdo que em outros 6leos
essenciais, e constituintes com potencial anestésico, descritos na literatura. Diante do
exposto, concluimos que o OELa e o Citral podem ser farmacos em potencial para a
indUstria farmacéutica.

Palavras chaves: Citral, Lippia alba, nervo isquiatico, 6leo essencial, potencial de acao
composto.



ABSTRACT

Lippia alba is an aromatic plant found in almost all Brazilian territory. Popularly known as
erva cidreira, its leaves are used empirically in infusions, macerated, compresses, baths and
alcoholic extracts because of its sedative, antidepressant, anxiolytic and analgesic
properties. Citral, the main constituent of the essential oil extracted from the leaves of
Lippia alba (OELa), which is a mixture of trans-isomer geranial and the cis-isomer neral, It
presents many biological actions as: analgesic, sedative, anticonvulsant, and anxiolytic.
However, little is known about the action of OELa and the Citral constituent in the
peripheral nervous system. This study aimed to evaluate the changes produced by the
action of OELa and Citral on neural excitability and conductivity of the sciatic nerve of
rats. It was used rats Rattus novergicus (Wistar) of both sexes, with body mass varying
between 200-250 g, from which the sciatic nerves were dissected, maintained at a
temperature from 18° C to 24° C, in Locke's solution with pH = 7.4. In the sciatic nerve,
was done the record of the Compound Action Potential (CAP) evoked by square wave
pulse with amplitude of 40 V, 100 ps duration to a frequency of 0.2 Hz. The PAC
presented two positive peaks of waves called 1° and 2° components. The OELa and the
Citral inhibit the PAC in a concentration-dependent way. The worked concentrations were
3, 10, 30, 60, 100 and 300 pg/mL. The positive CAP ranges have been blocked
significantly from 10 pg/mL of the OELa and from 10 pug/mL of Citral. For the first and
second component, the concentration in which would be developed 50 % from OELa effect
was 51,34 pug/mL and 31,29 pg/mL, respectively. While for Citral, these concentrations
were for the first and second components respectively 36,78 pg/mL and 16,70 pg/mL. The
peak-to-peak amplitude (PPA) has been blocked significantly by OELa, from the
concentration of 30 pg/mL and Citral in less from 10 pg/mL. Based on a IC50 of APP, we
observed that there are changes in the rheobase and chronaxia using the concentration of
60 pg/mL of OELa and 30 pg/mL of Citral. The duration of the 1° component of the CAP
has changed from the concentration from 60 pg/mL of OELa and 3 pg/mL of Citral. The 2°
component suffered change in concentration from 30 pug/mL of OELa and from Citral, in
the same concentration. The conduction speed of both components has also been inhibited
from 10 pg/mL of OELa, while the Citral, in all concentrations for both components, the
inhibition was statistically significant. This study shows that the OELa and the Citral its
majority constituent, inhibit the excitability of sciatic nerve of rats. The CAP depressor
effect is shown in a smaller concentration than on other essential oils, and anesthetic
potential constituents, described in the literature. Because of the results, we conclude that
the OELa and the Citral can be potential drugs for the pharmaceutical industry.

Keywords: Citral, compound action potential, essential oil, Lippia alba, sciatic nerve.
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1. INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais e Bioprospec¢ao

Os primeiros conhecimentos acerca da fitoterapia datam da pré-histéria. Ha indicios
do uso de plantas por povos do periodo Paleolitico, hé cerca de 80.000 anos (COWEN, 1994).
O conhecimento acumulado desde entdo, vem sendo repassado as geracdes posteriores,
chegando de forma consistente a sociedade atual.

Hoje, plantas medicinais sdo postas a venda em feiras livres, mercados populares e
cultivadas em quintais residenciais. Este €, em alguns casos, o Unico recurso terapéutico a que
certas comunidades e grupos étnicos tém acesso (MACIEL et al., 2002).

Do ponto de vista quimico/farmacoldgico, grande parte da flora medicinal ainda é
ignorada, porém, o conhecimento popular a ela associado é fortemente incutido nos paises em
desenvolvimento (SILVA, N. et al., 2006). O saber empirico contribui de forma significativa
para o entendimento cientifico, apesar da falta de conhecimento sobre os constituintes
quimicos destes vegetais (MACIEL et al., 2002).

O crescimento na procura por farmacos provenientes de plantas medicinais tem se
acentuado em todo o0 mundo, nos Gltimos anos. Como uma op¢ao mais saudavel, ou menos
nociva, para a terapia medicamentosa nos paises desenvolvidos, ou ainda pela inacessibilidade
a medicamentos farmacoquimicos nos paises em desenvolvimento (FREITAS, 2007).

Em contrapartida, o uso improprio de drogas fitoterapicas, na automedicacdo, pode
acarretar uma gama de efeitos adversos ou colaterais, entre 0s quais estdo as
hipersensibilidades, toxicidades graves em muitos 6érgdos, e mesmo o desencadeamento de
alguns tipos de neoplasias. Pesquisas em plantas na busca por novos farmacos sdo de grande
importancia, como fonte de instrucdo aos possiveis usuarios sobre o risco/beneficio do uso
destes vegetais (MIGLIATO et al., 2006).

O Brasil é considerado o pais com a mais diversificada genética vegetal do planeta:
compreende de 15 a 25% de todas as espécies vegetais, exibindo alto grau de endemismo e
distribuindo-se em seis biomas. Ao todo, 55.000 espécies catalogadas de um nimero estimado
entre 350.000 e 550.000 existentes.

Em contrapartida, a riqueza e variedade desse banco genético e biomolecular ainda
esta em estagio inicial de conhecimento (CALIXTO, 2003; FUSELLI et al., 2003; SIMOES et
al., 2003).
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A variabilidade da flora brasileira oferece uma grande perspectiva de uso de
ferramentas biotecnoldgicas como a Bioprospeccdo molecular, que oportuniza a pesquisa, a
aplicacdo, a sustentabilidade e a preservacdo de tudo aquilo que deriva do meio ambiente. O
exemplo disso é a importancia das plantas medicinais para inddstria farmacéutica nacional,
que se esforga para encontrar substancias ativas, que possibilitem o crescimento na producao
de 6leos essenciais (STEFANINI et al., 2002).

1.2 Oleos essenciais

A expressdo Oleo essencial é utilizada para identificar liquidos oleosos volateis,
extraidos de varios orgaos do vegetal, por meios especificos. Os Gleos essenciais tem origem a
partir do metabolismo secundario do vegetal, tendo muitas vezes um papel indispensavel na
sobrevivéncia da planta, apresentam constituicdo quimica complexa, havendo mencéo da
existéncia de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,
fenois, ésteres, éteres, dxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, entre
outros. Entretanto, em sua grande maioria, sdo formados de uma mistura de derivados de
fenilpropandides ou de terpendides, com a predominéncia dos Ultimos. Comumente o0s dleos
essenciais sao dotados de aroma agradavel, sabor acre e picante e muitas vezes mostram-se
farmacologicamente ativos. Séo instaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor e
umidade, possuindo aspecto incolor quando recém-extraidos. (MATOS e FERNANDES,
1978; CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993; SIMOES et al., 1999 apud SIMOES et al., 2003;
SIQUI et al., 2000; GONCALVES et al., 2003; SILVA, A. et al., 2003; SANTURIO et al.,
2007).

Os terpendides sdo metabolitos secundarios, cuja procedéncia biossintética se da por
meio de unidades isoprenicas (Figura 1). Plantas que apresentam em seus 6leos essenciais
derivados de isoprenos, tém sido utilizadas popularmente do mesmo modo que na terapéutica,

como sedativas, tranquilizantes e anticonvulsivantes (PASSOS et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura do Isopreno

Z Z

Fonte: Reis, 2008.
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Os terpendides possuem a maior diversidade estrutural entre os produtos naturais
advindos de vegetais, com aproximadamente de 29.000 compostos identificados (ADAM e
ZAPP, 1998). Em contrapartida, certos eventos podem alterar a producéo de tais metabolitos.

Gobbo-Neto e Lopes (2007) descrevem em sua revisdo que certos fatores como:
altitude, desenvolvimento, indice pluviométrico, temperatura, solo e sazonalidade estdo
correlacionados entre si e ndo agem de maneira isolada, podendo influenciar em conjunto na
sintese de metabadlitos.

As moléculas dos constituintes ativos dos 6leos essenciais tém agido como modelo,
para que, por meio de mudancas de grupamentos moleculares e analise de relagdo entre
estrutura quimica e acdo farmacologica, descubram-se novos farmacos, com maior eficécia e
seletividade. Com a propagacdo da ciéncia e da tecnologia, o valor terapéutico das plantas
medicinais tem sido estudado e comprovado, ao ponto de sua recomendacao tornar-se cada
vez mais constante por profissionais de satde (LOPEZ, 2006).

A extracdo dos Oleos essenciais se d&, muitas vezes, por meio de arraste a vapor e,
também, através da técnica de prensagem do pericarpo de frutos. Praticamente todas as partes
do vegetal podem contribuir na sua producdo como cascas, flores, folhas, frutos e rizomas,
provendo compostos puros a exemplo do limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol
(CRAVEIRO e QUEIROZ, 1993; BIZZO et al., 2009).

Sua aplicabilidade na industria € ampla, estando presente na perfumaria, na cosmética,
no ramo de alimentos e na farmacologia, especialmente nas areas: dermatoldgica, antibidtica,
analgeésica, anti-inflamatoria, neurolégica e gastrointestinal. Sdo usados frequentemente na
terapéutica de patologias cardiacas, também como anticancerigenos (CRAVEIRO e
QUEIROZ, 1993; SILVA-SANTOS et al., 2008).

O uso dos 0leos essenciais por médicos da medicina ortodoxa, em casos de auséncia
de responsividade de outros tratamentos preconizados pela farmacologia cléassica, tem
aumentado muito na Europa, com bons resultados (BARATTA et al., 1998; BURT, 2004).

1.3 Lippia alba

Pertencente a familia VVerbenaceae, incluso no género Lippia, a espécie Lippia alba
(Figura 2) é um vegetal aromatico que, proveniente dos Andes (Chile, Peuru), é encontrado
em todas as areas tropicais e subtropicais da América do Sul, América Central, Ilhas
Caribenhas e na regido Sul dos Estados Unidos. No territdrio brasileiro, esta planta pode ser

encontrada em quase todas as regides, crescendo em terras arenosas, nos leitos de rios e a
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margem de lagos, em areas onde predomina o clima tropical e subtropical (MORTON 1981;
GUPTA, 1995; PASCUAL et al., 2001; ATTI-SERAFINI, 2002; JULIAO et al., 2003;
JANNUZZI et al., 2011; HENNEBELLE et al., 2008; MANICA-CATTANI et al., 2009).

O aroma exalado por Lippia alba tem relacdo direta com os constituintes majoritarios
encontrados em seu 6leo essencial, que podem variar de maneira qualitativa e quantitativa, em
funcdo de diversos fatores, tais como: estacdes do ano, época de floracdo, idade da planta,
quantidade de agua circulante, resultante da precipitacdo, fatores geograficos e climaticos
(CORREA, 1992; MATOS, 1998; TAVARES, E. et al., 2005).

Figura 2 — Lippia alba

1.3.1 Descricéo botanica

Lippia alba é uma espécie essencialmente perene, ramificada, de habito arbustivo ou
subarbustivo. Com altura variante entre 1,5 m e 2,0 m, esta planta exibe ramos finos, de
coloracdo esbranquicada, arqueados e tambem quebradicos. As flores sdo agrupadas em
inflorescéncias capituliformes de eixo curto, com tonalidade que abrange desde o azul ao
violeta (GUPTA, 1995; MATOS, 1998; LORENZI e MATQOS, 2002; BIASI e COSTA,

2003). No que diz respeito a propagacédo, cresce em terrenos arenosos e em leitos de lagos,
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lagoas, rios, agudes, em &reas que apresentam altitude de até 1.800 metros e clima tropical,
subtropical e temperado (CORREA JUNIOR, 1994; GUPTA, 1995).

1.3.2 Importancia econdmica

A potencialidade desta planta para a indlstria estd agregada as muitas possibilidades
agroindustriais como a rudimentariedade, a alta velocidade de propagacéo, rapida proliferacao
vegetativa, diversificacdo proporcionada por sua condicdo de alogamia, ainda por florescer no
decorrer de todo o ano e, também, por exibir vasta ambientacdo para muitos meios, gracas a
sua plasticidade fenotipica (YAMAMOTO, 2008).

1.3.3 Nomes populares

A denominacdo "cidreira" é usada pelo brasileiro para caracterizar vegetais de diversas
familias boténicas, cujas folhas exibem odor similar ao do limdo, e entre essas “ervas-
cidreiras” esta a Lippia Alba (JULIAO, 2003), que é identificada por uma extensa lista de
designagdes comuns, a exemplo de erva-cidreira, erva-cidreira brasileira, salva-do-Brasil,
cidreira-de-arbusto, cidreira brava, alecrim selvagem, alecrim do campo, cidr6, falsa-melissa,
cha-do-tabuleiro, salsa liméo etc. (BRAGA, 1976; GUPTA, 1995; MARTINS et al., 1995;
LORENZI e MATQS, 2002; BARBOSA et al., 2006).

1.3.4 Usos populares

Este vegetal pode ser usado para os mais diversos fins, inclusive terapéutico. Mostra
legitima importancia farmacolodgica, e geralmente se faz presente em programas voltados a
fitoterapia. Existe uma larga utilizacdo desta pela populacdo, por apresentar atividade
calmante, antiespasmadica leve, analgésica, sedativa, ansiolitica e sutilmente expectorante
(MATTOS et al.,, 2007), no tratamento de patologias cardiovasculares, gastrointestinais
(HENNEBELLE et al., 2008), moluscicida (PACIORNIK, 1990), diaforética e emenagoga
(JULIAO et al., 2003). Tavares, I. et al. (2011) relata uso pela acdo anti-inflamatéria,
antipirética, sobre enfermidades da pele, hepaticas, e no tratamento da gonorreia e da sifilis.

As folhas sdo empregadas em forma de infusdes, em chas, macerados, em preparacao
de compressa e banhos ou até em extratos alcodlicos. Possuem baixa toxicidade e sua eficacia

é atribuida aos seus constituintes ativos, entre os quais esta o 6leo essencial (DI STASI et al.,
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2002; JULIAO et al., 2003). As raizes fazem-se presentes também na medicina popular sendo
utilizadas na forma de infusdes contra tosse e constipacdes (DI STASI et al., 2002).

1.3.5 Atividades biologicas

Na literatura muitas acdes bioldgicas sdo citadas para 6leo essencial de Lippia alba,
como: a atividade antiviral (OCAZIONEZ et al., 2010), citotdxica e antifingica (MESA-
ARANGO et al., 2009), anti-mutagénica (RAMOS et al., 2003), antioxidante (STASHENKO
et al., 2004; PARODI et al., 2012), antiulcerogénica (PASCUAL et al., 2001), anestésica
(CUNHA et al.,, 2010; HELDWEIN et al.,, 2012; PARODI et al., 2012), ansiolitica
(HATANO, et al, 2012), potencializadora da atividade antibidtica (VERAS et al., 2011),
vasorrelaxante (MAYNARD et al., 2011), anticonvulsivante (VIANA et al., 2000), sedativa
(DO VALE et al., 2002), antinociceptiva e antiedematogénica (VIANA et al., 1998).

1.3.6 Constituintes quimicos

Pela auséncia de uma padronizacéo estabelecida para a diferenciagdo de quimiotipos
em Lippia alba, muitos autores tem se fundamentado na semelhanca entre os compostos
majoritarios presentes nos exemplares da espécie (JANNUZZI et al., 2010).

Hennebelle et al. (2006) mostra em seu estudo que, no oleo essencial de Lippia alba,
compostos monoterpenicos como canfora, cariofileno, carvona, B-cariofileno, 1,8-cineol,
citral, estragol, limoneno, mirceno, tagetenone e y-terpineno estdo constantemente presentes.

A composicdo quimica do 6leo essencial de Lippia alba é muito variavel. Por conta
disso, pode-se encontrar dentro da espécie varios quimiotipos, que sdo identificados e
classificados de acordo com o seu constituinte majoritario, sendo possivel que exemplares de
quimiotipos diferentes apresentem também peculiaridades na morfologia, textura foliar,
diametro e cor de suas flores (MATOS et al., 1996a; JULIAO, 2003; HENNEBELLE et al.,
2008).

Entre os quimiotipos mais conhecidos estdo o carvona, 1,8-cineol, diidrocarvona, g-
terpineno, citral, limoneno, canfora, B-cariofileno, linalol e piperitona (FESTER et al., 1954,
1961; CRAVEIRO et al., 1981; DELACASSA et al., 1990; FUN et al, 1990; GOMES et al.,
1993; MATOS, 1996a,b; FRIGHETTO et al 1998; ZOGHBI et al., 1998).

Tal riqueza quimica pode ser avaliada como benéfica para as estratégias de melhora-

mento, visto que serve de base na escolha de vegetais que atendam a vasta demanda de
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utilizacdo de Lippia alba. Em contrapartida, esta diferenca de tipos quimicos pode ser vista
como inquietante quando o foco é a fitoterapia, uma vez que aquele que faz uso sem
conhecimento da composicdo quimica do vegetal podera estar utilizando um material
inadequado para alcancar o objetivo esperado, pondo em risco sua salde. Esse tipo de
equivoco é comumente diagnosticado no Brasil envolvendo uma gama de espécies de vegetais
(JANNUZZI et al., 2010).

1.4 Citral

O Citral, ou 3,7-dimetil-2,6-octadienal, esta entre os mais importantes monoterpenos
de cadeia aberta. Do ponto de vista quimico, o Citral € uma combinacdo de dois isémeros, 0
trans-isomero geranial e o cis-isdmero neral, também chamados citral A — geranial e citral B —
neral, ambos possuem férmula molecular igual C1oH160, porém sdo estruturalmente desiguais
(Figura 3), apresentando-se na constituicio dos Oleos essenciais de muitos vegetais
(OPDYKE, 1979; ARANEDA et al., 2004).

Um intenso aroma de liméo é exalado do Citral, possuindo aplicabilidade na industria
alimenticia, presente em especial na cozinha do Sudeste Asiatico. E aplicado também na
preparacdo de perfumes e em formulagdes de detergentes (OPDYKE, 1979; RESS et al.,
2003; ARANEDA et al., 2004).

O Citral possui também acdo farmacoldgica, tal como atividade antibacteriana,
antifingica e antiparasitaria, sedativa, inseticida, desodorizante, expectorante, indutora do
apetite, espasmodica e diurética (CARLINI et al., 1986; CARBAJAL et al., 1989; RICE e
COATS, 1994; VALE et al., 1999; DO VALE et al., 2002; FISHER e PHILLIPS, 2006; KIM
etal., 2006; SANTORO et al., 2007; RAMACHANDRAN et al., 2008).

Este composto coibe a génese de dxido nitrico em lipopolissacarideo (LIN et al.,
2008). Age também (em altas concentracBes) no retardamento do efeito ansiogénico (DO
VALE et al., 2002). Detém ainda acéo anti-inflamatdria e antinociceptiva (LIN et al., 2008;
ORTIZ et al., 2010). Indicios apontam para uma possivel acdo deste sobre a sintese do acido
retindico, comprometendo a memdria espacial (DI RENZO et al, 2007; KIKONYOGO et al,
1999).

A literatura também faz mencdo ao Citral como irritante, alérgeno e sensibilizador da
pele (ROTHENBORG et al., 1977; CARDULLO et al., 1989; BASKETTER et al., 1992;
1994; ALLENBY et al., 1993; FROSCH et al.,2002).
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Figura 3- Formula estrutural do Geranial, Neral e Citral respectivamente.

Geranial (trans) | Neral (cis) |

Fonte: Adaptada de Stotz et al., 2008.

Uma informacdo relevante para entender as acbes farmacoldgicas no tocante ao
mecanismo de acédo do Citral consta no estudo de Stotz et al. (2008), que comprova a acéo do
Citral pela ativacdo dos canais TRP (potencial receptor transitdério), subtipos TRPV1 e
TRPV3, TRPMS8, e TRPAL, inibicdo de longa duracdo sobre TRPV1-3 e TRPM8 e um
blogueio transitério para TRPV4 e TRPAL. O resultado propiciou ao autor sugerir que o
Citral pode mostrar-se mais atuante que a capsaicina para alodinia, comichdo, bem como

outras categorias de dor que abrangem os nervos sensoriais e superficiais da pele.

1.5 Nervos Periféricos e fibras nervosas

Os nervos periféricos sdo na realidade prolongamentos do sistema nervoso central que
integralizam as atribuicdes sensitiva e motora das margens do corpo. A unidade funcional do
nervo periférico é o neurénio formado por um corpo celular, fixado na medula ou no ganglio
espinhal, e por seu prolongamento, a fibra nervosa (Figura 4), que é constituida pelo axénio e
seu revestimento de bainha conjuntiva, chamado de endoneuro, que tem por dever resguardar

as fibras de eventuais lesdes mecanicas (FIGOLS, 2000).
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Figura 4 — Estrutura da fibra nervosa
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Fonte: Imagem obtida do site: www.medicinanet.com.br.

Podem ser encontrados neur6nios cujos ax6nios sdo envolvidos por uma camada
mielinica, gerada através de células de Schwann, nomeados como fibras mielinizadas, bem
como aqueles desprovidos desta bainha de mielina, neurdnios esses designados como fibras
amielinizadas. Naqueles mielinizados existem interrupcdes entre uma célula de Schwann e
outra, que sao chamados de n6 de Ranvier, que na verdade sdo regides onde ocorrem as trocas
ibnicas no decorrer da conducéo saltatoria do estimulo nervoso (FIGOLS, 2000).

Da coluna anterior da medula espinhal provém as fibras motoras, enquanto as fibras

sensitivas emergem da coluna e do ganglio posterior (KUMAR, 2008).

1.6 Potencial de acéo

O potencial de repouso de todas as células, inclusive os neurbnios, apresenta-se
geralmente em torno de -70 mV. Uma das caracteristicas mais significativas dos neurénios € a
capacidade de alterar rapidamente seu potencial de repouso em resposta a um estimulo
apropriado, e a resposta principal é o potencial de acdo (KOEPPEN e STANTON, 2009).


http://www.medicinanet.com.br/
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O potencial de acdo é definido como uma alteracdo rapida do potencial de membrana,
com caracteristica tudo ou nada e com posterior retorno ao potencial de repouso da membrana
(Figura 5). A geracdo do potencial de acdo acontece pela rapida abertura e seguida inativacéo
dos canais de Na* dependentes de voltagem e também pela lenta abertura e fechamento dos
canais de K dependentes de voltagem. Os potenciais de acdo sdo conduzidos ao longo da
célula através de circuitos locais de corrente, sendo assim propagado e regenerado a medida
que percorre 0 axonio, preservando, deste modo a forma e a amplitude ao passo que é
conduzido (KOEPPEN e STANTON, 2009).

A base deste fendmeno é a permeabilidade seletiva da membrana a alguns ions. Em
repouso, a membrana é mais permedvel aos ions K*, onde os valores de potencial de
membrana (mV) se aproximam do valor do potencial de equilibrio eletroquimico deste ion.
Uma vez excitada, essa permeabilidade seletiva pode modificar-se, acarretando uma inversao
da polaridade da membrana e aumento de sua permeabilidade aos ions Na®. Este Gltimo
estado propicia que o valor do potencial de membrana se aproxime do valor do potencial de
equilibrio eletroquimico do Na*. Porém, a condutancia elevada aos ions Na* logo termina e a
condutancia da membrana aos ions K" é entdo aumentada, proporcionando o retorno do
potencial de membrana ao seu estado inicial de negatividade por meio do efluxo de K" e,
especialmente, por meio de um processo denominado “inativagio do canal para Na™
(HODGKIN e HUXLEY, 1939; HODGKIN e KATZ, 1949).
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Figura 5- Alteragdes na permeabilidade da membrana originam o potencial de agéo.
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1.7 Potencial de acdo composto

Nervos periféricos e varias vias centrais sao constituidos por muitos axénios de varios
diametros, alguns mielinizados, outros ndo, em consequéncia disso as velocidades de
propagacao dos potenciais de acdo também variam, por tanto o registro do nervo revela uma
série de picos que variam com o tempo (representando a velocidade de conducdo de conjuntos
de axonios) e a amplitude do pico (representando o numero de ax6nios em cada grupo de
velocidades). Isso é denominado potencial de acdo composto (PAC) (KOEPPEN e
STANTON, 2009).

Os grupos de axonios de um determinado nervo influenciam no formato do PAC. O
PAC apresenta natureza bifasica, que € decorrente do registro realizado com um par de
eletrodos diferencial. Ao passo que o PAC se propaga atraves do nervo, cada eletrodo registra
a alteracdo de voltagem em relacdo ao outro eletrodo acarretando as fases ascendentes e
descendentes. (JUNGE, 1976).

Erlanger e Gasser apud Best e Taylor, (1990) comprovaram que o registro do potencial
de acdo composto (PAC) exibe a presenga de até trés componentes a, B € Y, que mostram a
acdo de diferentes tipos de fibras nervosas. As fibras dos nervos periféricos foram nomeadas
como grupos A, B e C, onde sdo considerados aspectos relativos as suas velocidades de
conducédo, didmetro e amplitude de resposta (Tabela 1). As fibras de diametros maiores
possuem uma velocidade de conducdo mais elevada, maior amplitude de resposta elétrica,
menor limiar de excitacdo e curta duracao da resposta e do periodo refratario (HURSH, 1939;
GASSER, 1943).

As fibras consideradas mais calibrosas séo as fibras A, e as fibras C as mais delgadas.
A velocidade de conducéo para as fibras menores se situa entre 5 m/s ou menos, enquanto
para as maiores pode atingir até 120 m/s. Essas fibras mais calibrosas detém maior amplitude
de resposta, reduzido limiar de excitagdo, menor duracdo de resposta e periodo refratario
igualmente curto. Este grupo de fibras é o que de forma quantitativa, mais colabora para o
potencial de acdo composto (BEST E TAYLOR, 1990). Tais fibras podem ser encontradas em
nervos somaticos como o isquiatico e o safeno.

As fibras A séo todas mielinizadas e subdivididas em fibras alfa (13-20 pum), fibras
beta (6-13 um), fibras gama (3-8 um) e fibras delta (1-5 um). As fibras C tém uma espessura
variante entre de 0,5-1 um e velocidade de conducéo de 0,5 a 2 m/s. O tipo de impulso
transmitido também esta relacionado com o tipo de fibra que o transmite. Fibras de condugéo

rapida, como A alfa, A beta e A gama, conduzem estimulos de propriocepcéo, tato entre
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outros, enquanto fibras A delta e C, que sdo mais lentas, conduzem estimulos dolorosos.
Sendo possivel também que a conducdo de impulsos tateis e térmicos intensos de frio e calor
sejam conduzidos por fibras A delta e estimulos quimicos, coceira e térmicos de calor e frio
sejam conduzidos por fibras C (OKESON, 2005). As fibras do tipo B sdo mielinizadas,
possuem diametros entre 1 a 3 um e velocidade de conducdo de 3 a 15 m/s. Sao
essencialmente dos nervos autondmicos pré-ganglionares. As fibras do tipo C ndo séo
mielinizadas, exibem didmetros inferiores a 1 um e velocidades de conducdo de cerca de 2
m/s, sendo geralmente identificadas em nervos cutaneos e viscerais (BEST E TAYLOR,
1990).
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TABELA 1 - Classificacdo das fibras nervosas de mamiferos. A classificacdo do grupo I a IV emprega-se

exclusivamente a fibras sensoriais.

Tipo | Grupo | Diametro | Velocidade de Conducao Funcéo
(nm) (m/s)
Aa 15-20 50-120 Fibras motoras para musculo
esquelético
Aa, la 15-20 70-120 Terminacdes primarias no fuso
muscular
Aa Ib 12-20 70-120 Aferentes no 6rgdo tendinoso de
Golgi
AP ] 5-10 30-70 Terminacdes secundarias nos fusos
musculares, tato, pressao
Ay 3-6 15-30 Inervagdo motora dos fusos
musculares
Ad I 2-5 5-25 Receptores de pressdo e dor
répida e aguda e temperatura
B 3 3-15 Pré-ganglionares
autondmicas
C 0.5-1 0.5-2 Pds-ganglionares autonémicas
(ndo-mielinizadas)
C v 0.5-1 0.5-2 Dor lenta e difusa e temperatura

(ndo-mielinizadas)

Fonte: AIDLEY, 1998.
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2. RELEVANCIA

A necessidade de descobrir novos compostos que venham a curar, amenizar ou
prevenir enfermidades que acometem a humanidade, instiga a inddstria farmacéutica a buscar
nos vegetais, compostos para a producdo de novas drogas.

O Brasil é, reconhecidamente, uma fonte de riquezas naturais. Sua flora abriga
especies de carater medicinal, como é o caso da Lippia alba, que é um vegetal presente na
fitoterapia popular por apresentar uma vasta diversidade de acdes medicinais. Na literatura,
encontramos confirmacéo da eficacia do 0leo essencial extraido de suas folhas frente a varios
disturbios que acometem o sistema nervoso central. Contudo, estudos que envolvam a acdo
desse 6leo sobre o sistema nervoso periférico ainda sdo escassos. Assim, torna-se importante
analisar a acdo tanto do Oleo essencial da Lippia alba quanto do Citral (constituinte
majoritario do vegetal a ser estudado) sobre os pardmetros eletrofisiologicos do nervo
isquidtico.

Como afirma Bennett e Xie, (1998) o nervo isquiatico € muito utilizado para estudos
gue envolvem nocicepc¢do, mais precisamente dor neuropatica. Além do mais, a acao do Citral
sobre canais TRP confirmada por Stotz e colaboradores, (2008), d& margem a pesquisas
focadas na fibra nervosa, visto que o autor centrou o seu trabalho no géanglio da raiz dorsal
(local onde se concentram 0s corpos neurais), ndo observando a atividade do composto sobre
0s axonios.

De acordo com Stotz et al., (2008) o constituinte Citral pode confirmar sua superior
utilidade se comparado a capsaicina no tocante a alodinia, comich&o, ou outros tipos de dor
que afetam os nervos sensoriais e superficiais da pele.

Por fim, ante os dados disponiveis, fica demonstrada a relevancia da proposta, que visa
contribuir para melhor avaliar das aces do 6leo essencial de Lippia alba, e do Citral sobre o
sistema nervoso periférico ao estudar as alteragcdes na condutibilidade e excitabilidade neural

no nervo isquiatico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar as alteracGes produzidas pela acdo do Oleo essencial de Lippia alba
(OELa) e do Citral sobre a excitabilidade e condutibilidade neural.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar o efeito do OELa e Citral sobre a amplitude pico-a-pico, amplitude
positiva, duracdo e velocidade de conducdo dos componentes do PAC de nervo isquiatico de

ratos;

Determinar a concentragdo que inibe 50% da amplitude pico-a-pico do PAC (Clsp)
tanto para OELa quanto para o Citral e verificar os efeitos desta concentracdo sobre o0s

parametros de cronaxia e reobase;

Comparar os efeitos do OELa nos parametros eletrofisioldgicos: reobase, cronaxia,
amplitude pico-a-pico, amplitude positiva, duracdo e velocidade de conducdo dos

componentes do PAC em nervo isquiatico com os efeitos de seu constituinte majoritario.



MATERIAL E METODOS

37




38

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

O projeto com protocolos relativos & pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais com parecer n° 01/2013.1. Todos os procedimentos estio em
conformidade com os principios regidos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de
Laboratorio (SBCAL).

As metodologias experimentais foram efetivadas nas dependéncias do Laboratorio de
Eletrofisiologia localizado no Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas (ISCB) da
Universidade Estadual do Ceard (UECE).

4.2 Delineamento da pesquisa

A pesquisa realizada é de cunho experimental randomizada e quantitativa. Modelos
animais foram veiculos para a aquisicdo de informacdes relativas a acdo farmacoldgica das
substancias examinadas.
4.3 Oleo essencial de Lippia alba

O oleo essencial de Lippia alba foi fornecido pelo Prof. Dr. Sergio Horta e analisado
por meio da técnica de cromatografia gas-liquida acoplada a espectrometria de massa sob
responsabilidade do Dr. Craveiro no Parque de Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC)
da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.4 Citral

O Citral, o agente solubilizante, assim como todos os sais empregados no preparo das

solugdes, foram obtidos junto a Sigma-Aldrich (St. Louis-EUA).

4.5 Animais

Para a efetivagdo dos experimentos, foram utilizados ratos da variedade Wistar (Rattus

novergicus), adultos, com massa corporal entre 200 e 350g, de ambos 0s sexos, escolhidos
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randomicamente, oriundos do biotério do Instituto Superior de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Estadual do Ceara.

Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em
ambiente com temperatura de 22 = 3°C, ciclo claro/escuro de 12 horas com livre acesso a
agua potavel e ragdo especifica para roedores, como orientam as diretrizes bioéticas
(BAZZANO, 2006) e as normas e procedimentos de biosseguranga para biotérios
(CARDOSO, 1998-2001).

4.6 Solugéo nutritiva

No intuito de nutrir o tecido nervoso fez-se uso de solucdo de Locke modificada com
composicdo em milimolar (mM): - NaCl: 140, KCI. 5,6, MgCIZ: 1,2, CaCIZ: 2,2, Tris-

Hidroximetil-Aminometano (TRIS): 10, Glicose: 10. O pH da solucdo de Locke foi ajustado
para 7,4 + 0,01 utilizando Hidroxido de sodio (NaOH) ou Acido cloridrico (HCI) a

temperatura ambiente.
4.7 Drogas

Para a preparacdo do 6leo essencial Lippia alba e do Citral, ambos de consisténcia
oleosa, foi necessario, inicialmente, solubiliza-lo em dimetilsulféxido (DMSQO) a 0,2% da
totalidade da solucdo e em seguida dilui-lo em solucdo de Locke modificada para obter as
concentragOes de trabalho almejadas (300, 100, 60, 30, 10 e 3 pg/mL).

4.8 Obtencao do tecido

Os animais foram sacrificados em atmosfera de CO,, em seguida, cautelosamente
submetidos a cirurgia de dissecagdo dos nervos isquidticos da origem a insercdo (Figura 6).
Ao término da extracdo, foram imediatamente acondicionados em solucdo de Locke

modificada, & temperatura ambiente, até 0 momento de sua utilizacéo.
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Figura 6 — Nervo isquiatico e seus ramos

Fonte: Adaptada de Souza, 2011.

4.9 Registro extracelular

Para a obtencdo dos registros do PAC (Figura 7), a cdmara de registro (camara de
Harvard) foi preenchida com 8 ml de solucdo de Locke e 0 nervo posicionado
horizontalmente sobre os eletrodos de platina desta cAmara. Uma al¢a de aproximadamente 20
milimetros do nervo ficou submersa na preparacdo a fim de que, por capilaridade, a solucéo,
bem como as drogas (OELa e Citral) nas concentragdes estabelecidas, fossem administradas
ao tecido. A camara foi mantida hermeticamente fechada para evitar a desidratacdo da
preparacao.

Uma das extremidades do nervo foi eletricamente estimulada por pares de eletrodos
acoplados a um estimulador de Grass, modelo S-48 (Grass Instrument Co.; Quincy, MA,
USA), por meio de uma unidade isoladora de estimulo Grass, modelo SIU 4678 (Grass
Instrument Co.). O pulso gerado pelo estimulador foi do tipo onda quadrada, com amplitude
de 40 Volts, duragdao de 100 ps e aplicados a uma frequéncia de 0,2 Hz, que ao chegar a
preparacao e evocou o potencial de acdo que se propagou ao longo do nervo isquiatico.

O PAC evocado foi coletado por eletrodos de registro na outra extremidade do nervo.
O sinal foi aumentado em 1000X por um amplificador (AM 01/UECE) de alta impedancia de
entrada e visualizado em osciloscopio (KENWOOD, modelo CS4125).

Uma placa de interface anadlogo-digital (A/D) (DIGIDATA 1322A) possibilitou a

transformacéo, leitura e armazenamento do sinal em um computador por meio do software
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(AxonScope, da Axon Instruments Inc., Foster City, CA, USA) para posterior analise dos
dados.

O registro extracelular e a armazenagem dos dados foram realizados de acordo com
técnicas descritas na literatura (WEINREICH et al.,1995; ALBUQUERQUE et al., 1996).

Figura 7 - Esquema ilustrativo do “set up” para registro extracelular do Potencial de A¢do Composto.

A- camara de Harvard; B- eletrodos de estimulo; C- unidade isoladora de estimulo; D- estimulador; E- eletrodos
de registro; F- amplificador; G- osciloscopio; H- placa de interface anadlogo-digital. Fonte: adaptado de: Silva-
Alves, 2009.

O protocolo experimental utilizado na coleta dos dados teve duracdo aproximada de 8
horas, periodo em que comprovadamente o tecido se mantém viavel, ndo interferindo assim
nos resultados expressos. Como descrito por Cruz, (2000) durante este tempo 0 nervo
isquiatico de rato, mantido em uma camara hermeticamente fechada sob estimulacdo, mantém
estaveis seus valores de amplitude pico-a-pico e de velocidade de condugéo.

Os nervos isquidticos passaram por um periodo de estabilizagdo de 120 minutos,
tempo geralmente superior ao necessario para que ocorram completas alteracbes nas
amplitudes ou se comprovem as auséncias de modificacdo do potencial de agdo composto.

Posteriormente & estabilizacéo, decorreu o periodo de experimentacdo (administragcdo

do OELa e do Citral nas concentracdes de 3, 10, 30, 60, 100 e 300 pg/mL) onde o nervo
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permaneceu exposto aos farmacos durante 180 minutos, objetivando a evidencia¢do do estado
estacionario do respectivo efeito. Em seguida realizou-se o periodo de lavagem (180 min),
tempo reservado para a recuperacdo dos parametros alterados pela droga. Ao final do
experimento o comprimento do tecido nervoso entre os eletrodos de estimulacdo e registro foi

mensurado para determinagéo da velocidade de conducéo.
4.10 Andlise Eletrofisiolégica

O efeito do OELa e do Citral sobre a condutibilidade nervosa foi avaliado atraves das
mudangas observadas na amplitude pico-a-pico, amplitude positiva, duracdo e na velocidade
de conducdo dos componentes do potencial de acdo composto evocado. A caracterizacdo das
alteracdes da excitabilidade nervosa foi obtida através da avalicdo da reobase e cronaxia. A
analise de todos os dados se deu por meio do software Clampift, da Axon Instruments Inc.,
Foster City, CA, USA.

4.10.1 Amplitude Positiva

A amplitude positiva foi obtida através do pico que expressa a maxima positividade

de cada componente (Figura 8).

Figura 8 - Tracado ilustrativo do calculo da amplitude positiva do 1° e 2° componentes.

1° componente 2° comnonente

N/

Fonte: SOUSA, D. G., 2013.
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4.10.2 Amplitude Pico-a-Pico (APP)

A amplitude pico a pico foi estabelecida por meio da soma da maior amplitude
positiva com o modulo da maior amplitude negativa, alcancadas no registro do potencial de
acdo composto (Figura 9). Segundo Meiri, (1985) a amplitude pico-pico é proporcional ao
namero de axdnios responsaveis pela conducéo do impulso em uma dada velocidade.

Figura 9- Tracado ilustrativo do calculo da amplitude pico-a-pico.

1° componente T 2° componente

N/
_M

Fonte: SOUSA, D.G., 2013.

4.10.3 Velocidade de Conducéo

Para determinar a velocidade de conducdo nervosa, foi utilizada a distancia percorrida
pelo potencial de acdo composto, a partir do eletrodo de estimulo mais proximo ao ponto de
imersdo do nervo na preparacgdo, até o termino de seu percurso, no ultimo eletrodo de registro
(Figura 10).

Figura 10- cAmara de Harvard.

Eletrodos — £ é)-" '5} '5} & 6} & / \ Eletrodos
L 7 Fil 7 7 7 . de
de & 7 r ry 7 71 / ]
estimule F, registro
", /
. /
o rd ) /
v

CAMARA de HARVARD

Fonte: adaptada de Mendonca, 2006.
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Para definicdo de tempo utilizado para o calculo da velocidade de conducéo, foi usado
o intervalo de tempo compreendido entre o ponto de inicio do artefato de estimulo verificado
no grafico de registro, e 0 ponto onde a curvatura ascendente do grafico de potencial de acdo
composto alcanca o ponto maximo da amplitude.

A velocidade de condugdo dos componentes foi determinada pela razdo entre a
distancia percorrida pelo potencial de acdo composto (distancia entre eletrodos — vide acima)
e o intervalo de tempo entre o ponto inicial do artefato de estimulo e o pico positivo de cada

componente (Figura 11).

Figura 11- Tracado ilustrativo do célculo da velocidade de conducédo do 1° e 2° componentes.

1° componente " 2° componente

Tamanho donervo (mm)

T; e T2 (ms)

NV =

T

T, e T, = o tempo usado para o célculo da velocidade de condugdo do primeiro e segundo componente,
respectivamente. Fonte: SOUSA, D.G., 2013.

4.10.4 Reobase

Tida como a voltagem limiar capaz de produzir uma resposta ativa com uma longa
duragéo do pulso (1000 ps), a reobase foi medida aumentando-se a amplitude (voltagem) do

pulso de onda quadrada até obterem-se os primeiros sinais da geracdo de potencial de acéo.

4.10.5 Cronaxia

Determina a menor duragdo do estimulo com amplitude (voltagem) igual ao dobro do
valor da reobase, capaz de desencadear o potencial de agdo. Portanto, a cronaxia indica a
duracéo limiar para uma resposta ativa quando se utiliza um pulso de voltagem igual ao dobro

da reobase. (Figura 12).
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Figura 12 - Curva de Excitabilidade

Intensidade

Tempo de actuacio

(a) Reobase e (b) Cronaxia. Fonte: Menezes, 2004

4.11 Analise estatistica dos dados

A andlise estatistica foi expressa tomando como base a média * erro padrdo da média.
A letra “n” representa o total de experimentos. Para a analise estatistica e confec¢do dos
graficos foi utilizado o software SigmaPlot® (versdo 11.0, Systat Software). Na comparagéo
entre duas amostras foram utilizados o teste t-student pareado. Enquanto para comparacdes
maultiplas realizou-se a analise de variancia (ANOVA) de uma via, prosseguindo-se de teste
para contraste (Dunnett’s ou Dunn’s). Sendo consideradas diferencas significativas valores de
P <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Analise quimica do 6leo essencial

A andlise da composicdo quimica do OELa revelou a presenca de 10 compostos, sendo
0 Geranial (41.81%) e o Neral (34.11%) seus constituintes majoritarios (tabela 2).

Tabela 2 — Constituintes quimicos do éleo essencial das folhas de Lippia alba.

TEOR (%) COMPOSTO

41,81 GERANIAL

34,11 NERAL

9,85 1-LIMONENE

8,92 CARVONE

2,05 GAMMA-TERPINENE

1,00 BENZENE, 1-METHYL-3-(1-METHYLETHYL)
0,72 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE

0,58 ALPHA-HUMULENE

0,50 LINALOOL

0,47 BETA-PINENE
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5.2 Valores controle dos parametros eletrofisioldgicos do nervo isquiatico

Ao estimular nervos isquiaticos a 0,2 Hz, os valores controles referentes a amplitude

pico-a-pico, amplitude positiva, duracéo e velocidade de conducgéo estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Tabela de valores controle

Controle (n)

APP 7,13+ 0,27 mV 87

Amplitude positiva — 1° componente 549+ 0,21 mV 81
Amplitude positiva — 2° componente 2,24+ 0,13 mV 81
Duracéo — 1° componente 0,40 = 0,01 mV 81
Duracéo — 2° componente 0,78 £ 0,03 m/s 81
Velocidade — 1° componente 85,40 + 2,34 m/s 81
Velocidade — 2° componente 30,84 £1,11 m/s 81
Reobase 3,49+ 0,22V 17

Cronaxia 51,52 + 2,34 ps 17
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5.3 Efeitos do OELa e Citral sobre o PAC do nervo isquiatico de ratos.

O d6leo e o Citral apresentou uma reducdo da amplitude da primeira e segunda
componente do potencial de acdo composto (Figura 13). O efeito depressor concentracdo
dependente foi constatado tanto para o0 OELa quanto para o Citral. Na concentracdo de 300
pg/mL de ambas as drogas foi possivel observar o bloqueio total do 1° e 2° componente, com
recuperacdo parcial do 1° componente aos 180 minutos de lavagem.

Figura 13- Tracados representativos do efeito do OELa e do Citral na concentragdo de 300 pg/mL sobre o PAC
de nervo isquiatico de ratos.

CONTROLE DROGA - 180 min RECUPERAQ.E\O
3ImVv
A
3ms
©
@)
B
|
x —
=
@)

OELa na concentracdo de 300 pg/mL (A), e Citral na concentracdo de 300 pg/mL (B). Controle (coluna da
esquerda), aos 180 minutos de exposi¢do (coluna do centro), aos 180 minutos de recuperacdo (coluna da direita).
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A concentracdo de 60 pg/mL tanto do OELa quanto do Citral bloquearam

aproximadamente 50 % das amplitudes do PAC, e mostraram uma recuperagédo total do 1°

componente e parcial do 2° componente (Figura 14).

Figura 14- Tragados representativos do efeito do OELa e do Citral na concentracéo de 60 pg/mL sobre o PAC de
nervo isquidtico de ratos.

CONTROLE DROGA -180 min RECUPERA(;AO

A

©
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OELa na concentragdo de 60 pg/mL (A), e Citral na concentracdo de 60 pg/mL (B). Controle (coluna da
esquerda), aos 180 minutos de exposi¢éo (coluna do centro), aos 180 minutos de recuperacdo (coluna da direita).
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5.4 Efeito do OELa e do Citral sobre a amplitude positiva do primeiro componente do
PAC.

O OELa e o Citral apresentaram efeito depressor concentracdo-dependente para as
amplitudes positivas do primeiro componente do PAC (Figura 15a). Sendo que o Citral
apresentou um bloqueio mais rdpido se comparado ao OELa em todas as concentracGes
analisadas, exceto em 3 pg/mL do OELa (n=4) e do Citral (n=5) que ndo se mostrou
estatisticamente significante em comparacdo ao controle (ANOVA e Teste t pareado).

Ao fim de 180 minutos de exposic¢ao do nervo isquiatico ao OELa, houve um bloqueio
da amplitude positiva do 1° componente para 84,65 + 5,55 (n=5), 66,00 £ 7,91 (n=7), 43,27
6,79 (n=8), e 38,02 * 8,83% (n=13) em comparacdo ao controle, nas concentracdes de 10, 30,
60 e 100 pg/mL respectivamente. As reducBGes foram estatisticamente significantes em
comparacéo ao controle (p < 0,05, ANOVA e teste t pareado).

Semelhante ao OELa, o Citral bloqueou a amplitude positiva do 1° componente, ao
fim de 180 minutos de exposi¢cdo do nervo isquiatico, para 71,68 + 9,89 (n=8), 64,30 £ 5,19
(n=7), 44,35 + 7,18 (=8) e 3,67 % 3,16 % (n=4) do valor do controle nas concentracoes de 10,
30, 60 e 100 pg/mL respectivamente (Figura 15b). Os valores apresentaram diferenca
estatistica significante em relagdo ao controle (p < 0,05, ANOVA e teste t pareado).

A concentracdo de 300 pg/mL do OELa (n=6) e do Citral (n=6) inibiu totalmente o
primeiro componente, sendo que com o OELa o blogueio total se deu em média aos 150

minutos e na presenca do Citral aos 90 minutos de exposi¢do do nervo.
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Figura 15 — Tempo de curso do efeito do OELa e do Citral sobre a amplitude positiva do primeiro componente
do PAC.
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Os dados foram expressos em percentuais do controle e estdo apresentados como média + erro padrdo da média.

*(P < 0,05) representa significAncia do OELa em comparacdo ao controle; # (P < 0,05) do Citral em relag8o ao
controle (ANOVA ou Test t pareado).
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5.5 Efeito do OELa e do Citral sobre a amplitude positiva do segundo componente do
PAC.

Ao final dos 180 minutos de exposi¢do do nervo isquiatico ao OELa e ao Citral, a
amplitude positiva do segundo componente foi significantemente reduzidas em todas as
concentragdes, exceto para a de 3 pg/mL (n=5) (ANOVA e Teste t pareado).

Nas concentracdes de 10, 30, 60 e 100 pg/mL do OELa o segundo componente foi
inibido do valor do controle para 76,90 + 10,46 (n=5), 49,89 * 8,75 (n=7) 35, 02 £ 5,62 (n=8)
e 17,15 £ 5,76% (n=13) respectivamente. O bloqueio total se deu na concentragdo de 300
pg/mL, aos 120 minutos de exposicao do nervo a droga (Figura 16a).

Enquanto o Citral nas mesmas concentracdes de 10, 30, 60 pug/mL reduziu a amplitude
do componente para 54,94 + 9,38 (n=8), 39,93 + 10,25 (n=7) e 23,73 £ 5,65% (n=8) do
percentual do controle respectivamente.

Nas concentragdes de 100 e 300 pg/mL de Citral foi observada uma reducédo total da
amplitude positiva do segundo componente em relacdo ao controle, sendo que em 100 pg/mL
o bloqueio total foi apresentado aos 90 minutos e para 300 pg/mL de Citral o mesmo foi

notado durante a primeira a hora de exposi¢ao do nervo (Figura 16b).
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Figura 16 - Tempo de curso efeito do OELa e do Citral sobre a amplitude positiva do segundo componente do

OELa
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Os dados foram expressos em percentuais do controle e estdo apresentados como média + erro padrdo da média.
*(P < 0,05) representa significancia do controle com o OELa; # (P < 0,05) do controle com o Citral. (ANOVA

ou Test t pareado).
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5.6 Cl 50 % do efeito do OELa e do Citral sobre os componentes do PAC.

Estabelecemos também a concentracdo em que se obteria 50 % do bloqueio da
amplitude positiva dos componentes do PAC. Para o primeiro e segundo componente, a
concentragdo em que se desenvolveria 50% do efeito do OELa foi de 51,34 pg/mL e 31,29
pg/mL, respectivamente (Figura 17a). Enquanto para o Citral, essas concentragdes foram para
0 primeiro e segundo componentes respectivamente 36,78 pug/mL e 16,70 pg/mL (Figura
17h).

Todas as concentracGes do OELa recuperaram, sendo que a concentragdo de 10 pug/mL
foi a Unica que recuperou totalmente em ambos 0s componentes. Foi possivel observar que o
primeiro componente mostrou um melhor retorno aos parametros do controle.

Comportamento parecido foi demonstrado pelo Citral, que ndo mostrou recuperacao
apenas para o segundo componente na concentragdo de 300 pg/mL. Da mesma forma que
para 0 OELa a concentracdo de 10 pug/mL foi a Gnica que ao final do tempo destinado para a
recuperacdo teve sua amplitude positiva reestabelecida para ambos os componentes.

Nenhuma das recuperacdes para o0 OELa (60, 100 e 300 pug/mL), e para o Citral (30,
60, 100 e 300 pg/mL) as quais se aplicou o teste estdtico ANOVA, mostrou-se
estatisticamente semelhante ao controle, exceto para o segundo componente submetido a 300
pg/mL de Citral. Para as demais concentrages foi aplicado o teste t pareado, ndo sendo

possivel a comparacéo da recuperacdo com o controle (Anexo — Tabelas - 3, 4, 5 e 6).
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Figura 17 — Curva concentracéo resposta do OELa e do Citral sobre a amplitude positiva dos componentes do
PAC.
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Concentragdes de 3, 10, 30, 60, 100 e 300 pg/mL do OELa e do Citral sobre as amplitudes positivas do PAC em
nervo isquiatico de ratos, apds 180 minutos de exposi¢do. Os dados foram expressos em percentuais do controle
e estdo apresentados como média + erro padrdo da média. *(P < 0,05) representa significancia do OELa em
relacdo ao controle; # (P < 0,05) do Citral em comparagéo ao controle (ANOVA ou Test t pareado).
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5.7 Efeito e recuperacdo do OELa e do Citral sobre a APP do PAC.

A APP na presenca do OELa e do Citral sofreu um decréscimo de carater
concentracdo-dependente (Figura 18).

Na concentracdo de 3 pg/mL (n=4) do OELa nédo provoca reducdo da APP, ao passo
que esse efeito depressor sobre a APP comegou a ser observado na concentragdo de 10
pug/mL (n=5) para o OELa, porém somente a partir de 30 pg/mL que reduziu para (62,83 £
7,10 n=7) (Teste t pareado; p < 0,05) essa reducdo foi considerada estatisticamente
significante em relacdo ao controle. Ao final dos 180 minutos de exposic¢do as concentracoes
de 60 e 100 pg/mL a APP foi reduzida respectivamente para 49,51 + 8,34 % (n=8) e 38,11 +
8,43 % (n=13), mostrando-se estatisticamente significante em relacdo ao controle (p < 0,05,
ANOVA; Dunnett's). O bloqueio completo da APP foi obtido na concentracdo de 300 pg/mL
(n=6) (p < 0,05, ANOVA; Dunn's). A concentragdo de 1000 pg/mL blogueio totalmente a
APP do PAC.

Semelhante ao que foi visto para o0 OELa, o Citral na concentracdo de 3 pg/mL (n=5)
ndo demonstrou efeito inibidor sobre a APP. A partir da concentracdo de 10 pg/mL o Citral
reduziu para 84,09 + 5,38 % (n=6) a APP apresentando diferenca estatistica em comparacédo
ao controle (Teste t pareado; p < 0,05). Em 30 pg/mL (n=7) a APP foi reduzida para 61,62 +
4,91 % do valor do controle (p < 0,05, ANOVA,; Dunnett's). Enquanto em 60 pg/mL (n=7) a
APP diminuiu sua amplitude para 39,17 + 6,58 % (n=8) se comparado ao controle (p < 0,05,
ANOVA; Dunnett's). Na concentracdo de 100 pg/mL (n=7) ao final dos 180 minutos de
exposicao a droga, a APP caiu para 2,95 + 2,54 % (n=4) em comparacdo ao controle (p <
0,05, ANOVA; Dunn's). Aos 90 minutos a concentracdo de 300 pug/mL de Citral (n=6) inibiu
totalmente a APP do PAC do nervo isquidtico de ratos (p < 0,05, ANOVA; Dunn’s). A
concentracdo de 1000 pg/mL foi incluida no estudo apenas com o intuito de mostrar uma
continuidade da curva concentragdo-efeito da APP, tanto para o OELa (n=3) e quanto para o
Citral (n=3).

O tempo de observacao da recuperacdo da APP para o OELa e para o Citral foi de 180
minutos. Todas as concentragdes estudadas mostraram-se parcialmente reversiveis ao final do
tempo estipulado, sendo que OELa apresentou maior reversdo em todas se comparado ao
Citral. Apenas a concentracdo de 300 pg/mL do Citral se mostrou estatisticamente diferentes
do valor controle (p < 0,05, ANOVA,; Dunn's) (Anexo — Tabelas — 7 e 8).



Figura 18 — Curva concentragdo-efeito do OELa e do Citral sobre a APP do PAC.
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Os dados foram expressos em percentuais do controle e estdo apresentados como média + erro padrdo da média
n= 87. *(P < 0,05) representa significancia do OELa em comparagdo ao controle. # (P < 0,05) significancia do

Citral em comparacéo ao controle (ANOVA e Test t pareado).
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5.8 Efeito do OELa e do Citral sobre a reobase e cronaxia do PAC.

Na curva concentracdo-efeito da APP foi possivel identificar desde a concentracao que
ndo esbocou nenhum bloqueio, a concentracdo de efeito intermediario, até a obtencdo da
concentracdo que inibiu completamente a APP, permitindo o célculo da concentracdo em que
se obtém 50% do blogueio (Clsp) (Figura 19).

Figura 19 — Equacdo logistica de quatro parametros
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Fonte: SIGMA PLOT, 2013.

A equacdo nos permitiu identificar que os valores de Clso para 0 OELa e para o Citral
que foram respectivamente (53,19 pg/mL e 35,05 pg/mL).

Em meio a todas as concentracdes avaliadas, 60 pg/mL de OELa e 30 pg/mL de Citral
foram as que apresentaram efeitos intermedidrios mais aproximados aos valores da
concentracdo na qual ocorre 50 % do efeito inibitoério (Clsg) da APP. Sendo, por tanto,
utilizadas para a coleta da reobase e cronaxia

Para o0 OELa em situacgdo controle o valor da reobase foi de 3,10 £ 0,08 V (n=7), ao
término dos 180 minutos de exposi¢do do nervo a droga esse valor subiu para 3,70 + 0,09 V
(Figura 20a). A cronaxia no controle foi de 45,71 + 2,98 us (n=7), ao final dos 180 minutos
passou a 61,14 + 6,80 us (Figura 20b). Estes valores foram estatisticamente diferentes do
controle.

A alteracdo no valor da reobase foi completamente revertida apds o periodo de

lavagem (ANOVA,; Dunn's). Enquanto o valor da cronaxia foi parcialmente reestabelecido.
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Figura 20 - Efeito e recuperacdo do OELa sobre a reobase e cronaxia do PAC.
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Tempo controle, aos 180 minutos de exposi¢do do nervo isquiatico a 60 pg/mL do OELa e ap6s 180 minutos de
lavagem. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, n=7. *(P < 0,05) comparado ao
controle (ANOVA; Dunn's; Teste t pareado).

Para o Citral na concentracdo de 30 pg/mL, a reobase variou de 3,83 = 0,40 V (n=9)
no controle, para 4,66 + 0,54 V ao final dos 180 minutos de exposi¢do do nervo a droga
(Figura 21a). A cronaxia no controle apresentou 55,33 = 3,15 ps (n=9) e ao final dos 180
minutos de exposicdo ao Citral passou a 65,22 + 5,26 ps (Figura 21b). A reducdo da

excitabilidade para ambos os parametros foi considerada significante em relacdo ao controle
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(Teste t pareado). A recuperacdo dos efeitos do Citral sobre a reobase e a cronaxia se deu de
forma parcial ao final dos 180 minutos.

Figura 21 - Efeito e recuperacdo do Citral sobre a reobase e cronaxia do PAC.
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lavagem. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (n=9). #(P < 0,05) comparado ao
controle (Teste t pareado).
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5.9 Efeito do OELa e do Citral sobre a duragio dos componentes do PAC.

A duracdo das componentes do PAC foi outro parametro onde os efeitos tanto do
OELa quanto Citral foram observados.

Em relagdo a duracdo da conducgdo nervosa do primeiro componente, ao término de
180 minutos de exposig¢do do nervo ao OELa foi observado um aumento da duracdo para
106,40 + 3,34 (n=5), 115,42 + 8,05 (n=5), 118,71 + 7,54 (n=7), 143,83 + 7,76 (n=8) e 161,46
+ 30,68 % (n=13) do valor controle nas concentracdes de 3, 10, 30, 60 e¢ 100 ug/mL
respectivamente. Em 300 pg/mL, devido a grande reducdo da amplitude ndo foi possivel
mensurar a duracdo da onda. Apenas as concentragdes de 60 ¢ 100 pg/mL em comparagdo ao
controle apresentaram diferenca estatistica significante.

O segundo componente também foi influenciado pelo OELa. Quando o nervo
isquiatico foi exposto as concentracdes de 3, 10, 30, 60 e 100 ug/mL, teve sua duracdo
alterada respectivamente para 103,92 + 6,46 (n=5), 106,63 + 4,19 (n=5), 146,74 + 15,17
(n=7), 143,66 + 12,40 (n=8) e 157,13 = 27,81 % (n=13) do valor percentual do controle. No
caso do segundo componente a concentracdo de 300 pg/mL inibiu a amplitude ao ponto de
impossibilitar a mensuracdo da duracdo. As alteracbes foram significantes para as
concentragdes de 30 e 60 pg/mL (ANOVA ¢ Teste t pareado) (Figura 22a).

Para o Citral, a duracéo ao término de 180 minutos de exposic¢éo do nervo isquiatico a
droga, foi aumentada para 106,49 + 2,32 (n=5), 127,44 + 4,74 (n=8), 132,65 £ 5,67 (n=7) e
163,74 £ 11,72 % (n=8) do percentual do controle respectivamente.

Ao final dos 180 minutos de exposic¢do do nervo ao Citral, o segundo componente do
PAC teve a duracdo alterada significativamente a partir da concentragdo de 30 pug/mL (205,98
+ 27,10 % n=7). Apenas as concentracdes de 30 e 60 pg/mL apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao percentual do controle. Ndo foi possivel analisar a duracdo nas
concentragdes de 100 e 300 pg/mL do Citral, por conta do grande bloqueio na amplitude
positiva de ambos os componentes do PAC. (Figura 22b).
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Figura 22 — Efeito do OELa e do Citral sobre a duracdo dos componentes do PAC.
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Os dados foram expressos em percentuais do controle e estdo apresentados como média + erro padrdo da média.
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com o Citral (ANOVA).
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A recuperagdo dos efeitos do OELa e do Citral sobre os componentes do PAC foi
parcial, exceto os efeitos do Citral na concentracdo de 300 pg/mL sobre o segundo
componente do PAC que ndo esbocou nenhuma recuperacdao. Apés o periodo de lavagem o
primeiro componente do PAC apresentou uma melhor recuperacao dos efeitos do OELa e do

Citral em todas as concentragdes (Anexo - Tabelas — 9, 10, 11 e 12).

5.10 Efeitos do OELa e do Citral sobre a velocidade de conducdo dos componentes do
PAC.

A velocidade de condugdo dos componentes do PAC foi reduzida de maneira
concentracdo dependente tanto pelo OELa quanto pelo Citral.

A concentracdo de 3 pg/mL (n=4) do OELa ndo apresentou reducdo significante da
velocidade condugdo de nenhum dos componentes do PAC. J& 10 pg/mL (n=5) do OELa a
reducdo foi estatisticamente significante para o primeiro (85,85 + 3,87 %) e segundo (86,93 £
2,68 %) componente. Em 30 pg/mL (n=7) o OELa reduziu significativamente a velocidade
de conducdo do primeiro e do segundo componente para 80,66 + 1,96 e 74,92 + 3,38 % do
valor controle. Enquanto nas concentracfes de 60 (n=8) e 100 pg/mL (n=13) houve inibigédo
da velocidade de condugéo do primeiro componente para 74,65 + 1,95 e 81,04 £ 2,03 %, e do
segundo para 72,98 + 1,58 e 79,52 + 3,67 respectivamente. Em presenca de 300 pug/mL (n=6)
a amplitude foi totalmente bloqueada, impossibilitando a mensuracdo da velocidade de
conducéo (p<0,05, ANOVA e Teste t pareado) (Figura 23a).

Todas as concentracdes estudadas para o Citral apresentaram diferenca estatistica
sobre a velocidade de condugdo de ambos os componentes (p<0,05, ANOVA e Teste t
pareado). Nas concentracdes de 3, 10, 30 e 60 pug/mL de Citral o primeiro componente foi
reduzido respectivamente para 93,95 + 1,83 (n=5), 81,46 + 2,93 (n=8), 84,89 + 2,74 (n=7) e
72,00 £ 4,14 % (n=8). O segundo componente nas mesmas concentragdes inibiu para 93,05 +
1,26 (n=5), 88,83 + 5,80 (n=8), 84,64 + 5,65 (n=7) e 66,58 £ 6,64 % (n=8) do percentual do
controle (Figura 23b).

Nas concentracfes de 100 e 300 pg/mL reduziram as amplitudes de tal maneira que

impossibilitou a analise da velocidade de conducdo de ambos 0os componentes.
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Figura 23 - Efeitos do OELa e do Citral sobre a velocidade de condug¢éo dos componentes do PAC.
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Os dados estdo expressos em valores percentuais em relagdo ao controle, apds 180 min de exposi¢do a droga.
Dados apresentados como média + erro padrdo da média. *P< 0,05 OELa comparado ao controle e #P< 0,05
Citral comparado ao controle (ANOVA e Teste t pareado).
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Em relagdo a recuperagdo da velocidade de condugdo do primeiro e do segundo
componente, tanto o OELa quanto o Citral ao final dos 180 minutos de lavagem tiveram seus
efeitos parcialmente revertidos, exceto o efeito de 300 pug/mL do Citral sobre o segundo
componente do PAC (Anexo — Tabelas — 13, 14, 15 e 16).
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6. DISCUSSAO

A descoberta mais importante deste estudo foi que o OELa e seu constituinte
majoritario, o Citral (mistura do trans-isdmero geranial e o cis-isbmero neral), inibem a
excitabilidade do nervo isquiatico de ratos. O efeito depressor se deu de forma concentracdo
dependente, reduzindo a APP, amplitude positiva, velocidade de condugdo dos componentes
do PAC e aumentando a duracdo, a cronaxia e a reobase. A literatura internacional nada trata
a respeito do efeito do OELa e/ou Citral sobre o nervo isquiatico, confirmando o ineditismo

do estudo.

6.1 Efeito do OELa e Citral sobre o PAC.

De acordo com a classificacdo de Erlanger e Gasser o nervo isquiatico é composto em
sua maioria por fibras do tipo A de subtipos Aa, AP, Ay e Ag, e fibras ndo mielinizadas do
tipo C. Essas fibras exibem diferencas de diametro, velocidade, limiar de excitabilidade e
possivelmente populacdes de canais para Na' distintos. (NOKES et al., 1991; CATTERAL e
MACKIE, 1996; JUNGE, 1976).

Os estudos de Junge, (1976), mostraram no PAC a existéncia de trés picos distintos (a,
B e y), com a exibindo o menor limiar de excitacdo e a velocidade de conducdo mais alta,
sendo o diametro da fibra nervosa proporcional a velocidade apresentada em cada pico. Desta
maneira tomando por base a velocidade de conducdo dos componentes do PAC é possivel
determinar os tipos de fibras que contribuem para a formacao de cada pico.

Em nossos registros do PAC, foi possivel identificar a presenca de dois componentes.
Ao calcular a velocidade de conducdo de cada onda, conseguimos diferenciar os tipos de
fibras presentes em cada pico. No primeiro componente a velocidade de conducdo foi em
média de 85,40 + 2,34 m/s, velocidade esta caracteristica das fibras motoras do subtipo Aa. O
segundo componente apresentou velocidade média de 30,84 + 1,11 m/s sendo, portanto,
composto por fibras sensoriais mielinizadas do tipo AP e motoras do tipo Ay.

Os resultados revelaram que OELa e o Citral promovem o bloqueio total do PAC,
agindo sobre as fibras mielinizadas que contribuem para a formacéao tanto do primeiro quanto
do segundo componente.

O Citral é o constituinte majoritario do OELa e ambos apresentam efeitos similares,
sendo que, em todos os parametros analisados o Citral mostrou-se mais potente, indicando ser

ele o responsavel pelo efeito depressor da excitabilidade demonstrado pelo 6leo.
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Apesar do OELa e o Citral apresentarem efeito sobre os dois componentes do PAC, os
dados mostram um bloqueio mais pronunciado sobre o segundo componente indicando uma
maior acdo sobre fibras sensoriais. Esses dados foram confirmados pela obtencéo da Clsy do
OELa e do Citral sobre a amplitude positiva do PAC, que para o primeiro componente foi
51,34 e 31, 29 pg/mL, respectivamente, e para o segundo componente foram 36,78 e 16,70
pg/mL, respectivamente, sugerindo um possivel efeito anestésico do OELa, assim como do
Citral. Esta constatacdo corrobora com os achados de Staiman e Seeman (1977), que
observaram que as fibras mielinizadas de pequeno didametro se mostram mais susceptiveis aos
anestésicos locais classicos como benzil alcool, lidocaina e tetrodoxina.

Mendes (2012) também constatou, em seus estudos, essa preferéncia do 6leo essencial
de Lippia sidoides (OELs) e seus constituintes: Timol e carvacrol por fibras de menor
didmetro.

Sabendo que o OELa e o Citral agem sobre fibras A alfa, A beta e gama, que sdo
fibras de conducéo rapida, podemos inferir que ambos demonstram uma ag&o inibitdria sobre
0 sistema somatosensorial. Quanto a APP, esta foi inibida de forma significante pelo OELa a
partir da concentracdo de 30 pg/mL, e o Citral, neste parametro, apresentou uma inibicéo
significativa iniciando na concentragdo de 10 pg/mL.

Um dado importante, € que a diferenga no percentual de blogueio foi aumentando
concomitantemente ao aumento da concentracdo. Essa diferenca se acentua a partir de 60
pug/mL, onde, ao final dos 180 minutos de exposicdo ao OELa e ao Citral, a APP cai para
(49,51 + 8,34% e 39,17 + 6,58%) respectivamente, enquanto na concentracao de 100 pg/mL a
inibicdo para o OELa e para o Citral foram, respectivamente (38,11 + 8,43 e 2,95 + 2,54%). O
Citral apresentou um efeito depressor mais rapido que o OELa em comparagdo controle. Em
300 pg/mL, o Citral efetuou o blogueio total da APP nos primeiros 90 minutos de exposicao,
enguanto esse efeito, na mesma concentracdo do OELa, s6 pode ser constatado, em média,
aos 180 minutos de exposicéo.

Se levarmos em consideracao o fato do OELa conter, em média, 75 % de Citral em sua
constituicdo, essa diferenca pode, mais uma vez, provar a influéncia do Citral sobre essa
inibicdo provocada pelo OELa.

Diferente do resultado obtido por Lima-Accioly et al. (2006), ao estudar o o6leo
essencial de Croton nepetaefolius (OECn) e seu constituinte majoritario o 1,8 cineol, a
pesquisa revelou uma inibicdo da APP pelo OECn, em uma concentracdo menor (500
pg/mL), se comparada ao 1,8 cineol, que s6 apresentou efeito significante a partir da

concentragdo de 614 pg/mL.
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Nossos dados sd@o semelhantes aos observados por Mendes (2012) para o Gleo
essencial de Lippia sidoides (OELs) e seu constituinte majoritario o timol (66,7% da
amostra), onde um efeito concentracdo dependente foi identificado para ambos os compostos.
Também uma reducao significante da APP foi obtida na concentracdo de 60 pug/mL do OELSs.
Em relagdo aos efeitos do OELs do timol, o ultimo mostrou-se mais potente na inibicdo da
APP do PAC. Esses resultados permitiram ao autor atribuir o efeito do OELs a presenca do
timol.

A recuperacdo se mostrou mais dificil para o Citral na maioria dos parametros
analisados, talvez pelo fato de ser ele o principal responsavel pelo blogueio, e estar presente
em menor proporcao no OELa.

Lima-acioly, 2006 aponta o fato do dleo essencial de Créton nepetaefolius (OECn)
recuperar em menor proporgao que seu constituinte majoritario o 1,8 cineol como um indicio
de que o 1,8 cineol ndo é o Unico responsavel pelo efeito depressor da excitabilidade do
OECn.

Quando comparamos o efeito do OELa, sobre a APP, concluimos que este apresenta
um potencial de inibicdo maior que o relatado para outros 6leos essenciais, como o de Alpinia
zerumbet (OEAZz) que mostra bloqueio total da APP em concentragdes superiores a 600
pg/mL (LEAL-CARDOSO et al., 2004) e para o OECn que inibiu por completo a APP do
PAC na concentracdo de 1000 pg/mL. O mesmo € percebido para o Citral, em equipara¢do ao
1,8 cineol (LIMA-ACCIOLY et al., 2006).

A Cls correspondente ao OELa (53,19 pg/mL ou 0,35 mM) foi mais alta que a do
Citral (35,05 pg/mL ou 0,23 mM), confirmando o efeito mais pronunciado do constituinte em
relacdo ao 6leo, e também maior se comparado ao terpeno carvacrol que exerce 50 % de seu
efeito na concentracdo de 0,50 mM (JOCA et al., 2010).

Houve uma clara reducdo da excitabilidade nervosa, quando em presenca do OELa e
do Citral, evidenciado pelo aumento significativo da reobase e cronaxia, sendo necessario um
estimulo mais intenso e de maior duracdo para desencadear um potencial de acéo.

Efeitos de reducdo da excitabilidade foram descritos para outros 6leos esséncias como
0 Oleo essencial de Alpina zerumbet, o 6leo essencial de Croton nepetaefolius, e o Gleo
essencial de Lippia sidoides, e para alguns terpenos tais como terpineol, estragol, 1,8-cineol,
eugenol, metileugenol, timol, carvacrol e linalol (MOREIRA et al., 2001; LEAL-CARDOSO
et al., 2004; LIMA-ACCIOLY et al., 2006; MENDONCA, 2006; MOREIRA-LOBO et al.,
2010; LEAL-CARDOSO et al. 2010; JOCA et al., 2012; MENDES, 2012).
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A duracdo e a velocidade de conducgdo foram outros parametros dos componentes
analisados. Na duracdo o Citral alterou de maneira mais evidente nos componentes que 0
OELa. Entretanto, na velocidade de conducao das fibras do nervo isquiatico foi demonstrada a
alteracdo nos dois componentes do PAC a partir da concentracdo de 10 pg/mL do OELa.
Valor muito menor, se comparado a outros 6leos esséncias como o OELS, que reduziu esse
parametro na concentracdo de 30 pg/mL, e de OECz e do OEAz demonstrando efeito
significante em concentraces na ordem de centenas de microgramas por mL (LEAL-
CARDOSO et al., 2004; LIMA-ACCIOLY et al., 2006; MENDES, 2012).

O Citral mostra efeito depressor da velocidade de condugdo em 3 pg/mL.
Transformado em milimolar, esse valor equivale a 0,01mM, exibindo inibicdo em uma
concentracdo muito inferior & do OELa. Outros constituintes provenientes de vegetais, como
1,8 cineol, timol, carvacrol, estragol, linalol e terpineol, também apresentaram esse efeito
inibitério (MOREIRA et al, 2001; LEAL-CARDOSO et al., 2004; LIMA-ACCIOLY et al.,
2006; LEAL-CARDOSO et al., 2012; MENDES, 2012).

Um dado interessante € que tanto para o OELa quanto para o Citral a partir da
concentracdo de 10 pg/mL ndo houve um estado estacionario do bloqueio do PAC. Mesmo
aos 180 minutos de exposicdo foi possivel observar que as amplitudes continuavam a
decrescer.

Efeito similar foi observado para o eugenol sobre os componentes, onde o autor relata
gue mesmo apos 3 horas de exposicdo do nervo a concentra¢fes acima de 0,2mM de eugenol,
o0 estado estacionario ndo foi atingido (MOREIRA-LOBO et al., 2010). Diferente do que foi
constatado para o estragol e o terpineol (MOREIRA et al., 2001; LEAL-CARDOSO et al.,
2004).

Ao realizar a conversdo de 10 pug/mL de Citral em milimolar, observamos que essa
concentracdo corresponde a 0,06 mM. Portanto, em uma concentracdo menor o Citral mostra
um efeito depressor maior mais pronunciado que o eugenol.

O intuito do trabalho ndo foi verificar o mecanismo de acdo do OELa e do seu
constituinte, mas o possivel efeito do bloqueio do PAC por esses compostos. Entretanto,
podemos sugerir que esse efeito se dé por uma agdo direta sobre os canais de Na* ou mesmo
de forma indireta, como, por exemplo, despolarizando a membrana ao agir sobre 0s canais de
K*. A acgdo poderia ser semelhante a outros estudos, com outros compostos, por exemplo, 0
carvacrol e o estragol, que mostraram inibicdo direta dos canais para sodio dependentes de
voltagem, sugerindo uma atuagcdo como um anestésico local (JOCA et al, 2012, SILVA-

ALVES, 2009), e que também apresentaram um efeito similar ao nosso sobre o PAC.
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A recuperagdo dos parametros analisados se deu dentro de um tempo estabelecido de
180 min e esse restabelecimento se mostrou de forma lenta e parcial, especialmente para o
Citral. O carater parcial desta recuperacdo indica que a instalacdo dos efeitos € mais rapida do
que a recuperacdo. O lento processo da recuperacdo talvez seja explicado pela alta
lipossolubilidade da molécula do Citral que, ao interagir profundamente com a membrana
lipidica, necessita de um tempo maior para ser desprendida dos multiplos envoltérios.

Uma investigacdo mais aprofundada é necessaria para que se possa explicar o
mecanismo exato pelo qual OELa ou o Citral deprimem a excitabilidade nervosa.

Nossos resultados corroboram com aquilo que é relatado na literatura sobre a atividade
anestésica de Lippia alba (CUNHA et al., 2010; HELDWEIN et al., 2012; PARODI et al.,
2012), mostrando que Lippia alba e seu constituinte Citral sdo compostos promissores para 0
desenvolvimento de novas drogas com acéo anestésica.

Os resultados obtidos justificam o uso etnofarmacoldgico deste vegetal no tratamento
da inflamacdo e dor, legitimando as propriedades farmacoldgicas de Lippia alba no que

concerne a analgesia periférica.
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7. CONCLUSOES

o OELa e o Citral deprimem de maneira concentracdo dependente a excitabilidade
nervosa do nervo isquiatico de ratos.

o Os efeitos do OELa e do Citral foram mais pronunciados sobre o segundo
componente, indicando uma maior acdo sobre as fibras sensoriais.

o A inibicdo do PAC pelo OELa e pelo Citral, se da em menor concentra¢do do que em
outros 0leos essenciais, e constituintes com potencial anestésico descritos na literatura.

o A Clso da APP para o OELa foram em média 53 e 35 pg/mL respectivamente.

o A concentracdo do OELa e do Citral mais proximas da Clsy foram 60 e 30 pg/mL
respectivamente.

o O OELa na concentracdo de 60 pg/mL e o Citral na concentracdo de 30 pg/mL
alteraram a reobase e cronaxia significantemente.

o Em todos os pardmetros analisados (amplitude positiva, amplitude pico-a-pico,
duracdo, velocidade de conducdo, reobase e cronaxia) o Citral mostrou efeito mais

pronunciado que o OELa.
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PARQUE DE DESENVOLV!MENTO TECNOLOG ICO

LAUDO DE ANALISE

N° DO LAUDO: 001/17.07.2012

INTERESSADO: PEDRO - UECE -
IDENTIFICAGAO DA AMOSTRA RECEBIDA: OLEO ESSENCIAL DE CIDREIRA

ANALISE: DETERMINACAO DE COMPOSTOS.

METODO: CROMATOGRAFIA GAS-LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSA.

RESULTADOS:
PICO|R.TIME | TEOR(%) | PROBABILIDADE | COMPOSTO
DE ACERTO(%)
1 7.992 0.47 86 BETA-PINENE
2 8.508 |0.72 88 6-METHYL-5-HEPTEN-2-ONE
3 10.208 |1.00 92 BENZENE, 1-METHYL-3-(1-
METHYLETHYL)
4 10.508 |9.85 92 1-LIMONENE
5 11.775 |2.05 90 GAMMA-TERPINENE
6 13.883 |0.50 86 LINALOOL
7 21.658 |34.11 85 NERAL
8 21.792 |8.92 96 CARVONE
9 23.325 |41.81 92 GERANIAL
10 |33.867 |0.58 82 ALPHA-HUMULENE

Estes dados referem-se apenas a estas amostras e n30 tem valor extrapolativo para outras
Amostras ou lotes do mesmo produto.

Fortaleza, 17 de julhg de 2012.
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TABELA 4 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a amplitude positiva do 1° componente. Os valores estéo
expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P < 0,05 comparado
ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE POSITIVA

Concentracéo de

0 min (Controle)

Apds 180 min de exposicdo ao

Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) OELa (1° componente) (Recuperacéo)
3 100 101,60 + 6,21 101,60 + 6,21
10 100 *84,65 + 5,55 112,84 + 26,77
30 100 *66,00 + 7,91 92,45 + 16,26
60 100 *43,27 £ 6,79 85,16 + 9,39
100 100 *38,02 + 8,83 81,53+ 31,51
300 100 *0,00 = 0,00 44,00 + 11,37
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TABELA 5 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a amplitude positiva do 2° componente. Os valores estéo
expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P < 0,05 comparado
ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE POSITIVA

Concentracéo de

0 min (Controle)

Apds 180 min de exposicdo ao

Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) OELa (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 104,07 + 3,18 104,07 + 3,18
10 100 *76,90 + 10,46 70,53 +18,71
30 100 *49,89 + 8,75 95,30 + 27,04
60 100 *35,02 £ 5,62 72,84 + 22,45
100 100 *17,15+5,76 77,11+ 32,22
300 100 *0,00 + 0,00 9,78 +4,09
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TABELA 6 — Efeito e recuperacdo do Citral sobre a amplitude positiva do 1° componente. Os valores estéo
expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P < 0,05 comparado
ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE POSITIVA

Concentracéo de

0 min (Controle)

Apds 180 min de exposicdo ao

Apds 180 min de lavagem

Citral (ng/mL) Citral (1° componente) (Recuperacéo)
3 100 102,06 *+ 2,66 102,06 + 2,66
10 100 #71,68 + 9,89 115,16 + 18,41

30 100 #64,30 + 5,19 77,92 + 0,00

60 100 #4435+ 7,18 80,67 + 15,16

100 100 #3,67 £ 3,16 34,45 + 8,06

300 100 #0,00 £ 0,00 23,69 + 8,72
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ANEXO V

TABELA 7 — Efeito e recuperacdo do Citral sobre a amplitude positiva do 2° componente. Os valores estéo
expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P < 0,05 comparado
ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE POSITIVA

Concentracéo de . Apds 180 min de exposicdo ao | Apds 180 min de lavagem
OELa (pg/mL) 0 min (Controle) Citral (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 102,77 + 4,32 102,77 + 4,32
10 100 #54,94 + 9,38 128,06 + 15,77
30 100 #39,93 + 10,25 41,80 + 5,40
60 100 #23,73 + 5,65 59,76 + 14,60
100 100 #0,00 £ 0,00 14,79 + 4,76
300 100 #0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
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ANEXO VI

TABELA 8 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a amplitude pico-a-pico. Os valores estdo expressos em
percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P < 0,05 comparado ao controle
(ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE PICO-A-PICO

Concentracéo de ) Apds 180 min de exposicdo ao | Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) 0 min (Controle) OELa (Recuperacéo)

3 100 101,65 + 5,88 101,65+ 5,88

10 100 85,64 + 5,58 87,38 + 38,84

30 100 *62,83 +7,10 92,91 +19,16

60 100 *49,51 + 8,34 87,27 £ 10,17

100 100 *38,11 + 8,43 54,88 + 22,76

300 100 *0,00 + 0,00 28,51 + 7,89
1000 100 *0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
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TABELA 9 — Efeito e recuperacdo do Citral sobre a amplitude pico-a-pico. Os valores estdo expressos em
percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P < 0,05 comparado ao controle
(ANOVA) e (Teste t-pareado).

AMPLITUDE PICO-A-PICO

Concentracdo de

0 min (Controle)

Apds 180 min de exposicdo ao

Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) Citral (Recuperacéo)
3 100 102,98 + 3,51 102,98 + 3,51
10 100 #84,09 + 5,38 109,22 + 10,82
30 100 #61,62 £ 4,91 61,62 + 4,91
60 100 #39,17 + 6,58 54,19 £ 15,21
100 100 #2,95 + 2,54 29,08 + 6,76
300 100 #0,00 £ 0,00 12,88 + 6,56
1000 100 #0,00 + 0,00 0,00 £ 0,00
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ANEXO VIII

TABELA 10 — Efeito e recuperacéo do OELa sobre a dura¢do da onda do 1° componente do PAC. Os valores
estdo expressos em percentuais do controle, representados como média *+ erro padrdo da média. *P < 0,05
comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

DURACAO
Concentracéo de . Apo6s 180 min de exposicdo ao | Apos 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) 0 min (Controle) OELa (1° componente) (Recuperacéo)
3 100 106,40 + 3,34 106,40 + 3,34

10 100 115,42 + 8,05 118,96 + 9,77

30 100 118,71 + 7,54 95,81+ 7,76

60 100 *143,82 + 7,76 110,96 + 7,86

100 100 *161,46 *+ 30,68 113,57 + 3,56

300 100 - 125,72 £ 5,82
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ANEXO IX

TABELA 11 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a duracdo da onda do 2° componente do PAC. Os valores
estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P < 0,05
comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

DURACAO
Concentracéo de ) Ap6s 180 min de exposi¢do ao | Apos 180 min de lavagem
OELa (pg/mL) 0 min (Controle) OELa (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 103,92 + 6,46 103,92 + 6,46
10 100 106,63 + 4,19 117,57 + 21,19
30 100 *146,74 + 15,17 122,84 + 19,45
60 100 *143,66 + 12,40 114,68 + 21,18
100 100 *157,13 £ 27,81 91,37 5,70
300 100 -- 192,11 + 27,96
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ANEXO X

TABELA 12 — Efeito e recuperagdo do Citral sobre a duracéo da onda do 1° componente do PAC. Os valores
estdo expressos em percentuais do controle, representados como média * erro padrdo da média. #P < 0,05
comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

DURACAO
Concentracéo de . Ap6s 180 min de exposi¢do ao | Apo6s 180 min de lavagem
OELa (pg/mL) 0 min (Controle) Citral (1° componente) (Recuperacéo)

3 100 #106,49 + 2,32 106,49 + 2,32

10 100 #127,44 + 4,74 114,89 + 5,65

30 100 #132,65 + 5,67 128,08 + 8,50

60 100 #163,74 + 11,72 126,53 + 11,75
100 100 -- 129,91 + 16,31
300 100 -- 179,83 + 11,72
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ANEXO XI

TABELA 13 — Efeito e recuperagdo do Citral sobre a duracdo da onda do 2° componente do PAC. Os valores
estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P < 0,05
comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

DURACAO
Concentracéo de . Ap6s 180 min de exposi¢do ao | Apos 180 min de lavagem
OELa (pg/mL) 0 min (Controle) Citral (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 96,72 + 3,12 96,72 + 3,12
10 100 118,89 + 12,66 118,50 + 6,62
30 100 #205,98 + 27,10 137,69 + 2,18
60 100 #136,09 + 17,95 147,32 + 14,02
100 100 -- 152,36 + 66,76
300 100 -- --
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ANEXO XIlI

TABELA 14 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a Velocidade de conducéo do 1° componente do PAC. Os
valores estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P <
0,05 comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

VELOCIDADE DE CONDUCAO

Concentracéo de ) Apds 180 min de exposicdo ao | Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) 0 min (Controle) OELa (1° componente) (Recuperacéo)
3 100 95,54 +1,51 95,54 +1,51

10 100 *85,85 + 3,87 82,17 + 28,96

30 100 *86,19 £ 5,77 108,54 + 8,17

60 100 *74,65 +1,95 107,36 + 11,94
100 100 *81,04 + 2,03 91,91 +5,63
300 100 -- 88,28 + 7,61
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TABELA 15 — Efeito e recuperacdo do OELa sobre a Velocidade de conducéo do 2° componente do PAC. Os
valores estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. *P <
0,05 comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

VELOCIDADE DE CONDUCAO

Concentracédo de

0 min (Controle)

Ap6s 180 min de exposi¢do ao

Apo6s 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) OELa (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 92,28 + 2,29 92,28 + 2,29

10 100 *86,93 + 2,68 66,35 + 23,31

30 100 *80,70 + 6,44 102,65 + 11,33

60 100 *72,98 + 1,58 101,93 £ 9,62

100 100 *79,52 + 3,67 99,63+ 11,51

300 100 -- 86,38 + 10,57
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TABELA 16 — Efeito e recuperagdo do Citral sobre a Velocidade de conducdo do 1° componente do PAC. Os
valores estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P <
0,05 comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

VELOCIDADE DE CONDUCAO

Concentracéo de

0 min (Controle)

Apds 180 min de exposicdo ao

Apds 180 min de lavagem

OELa (pg/mL) OELa (1° componente) (Recuperacéo)
3 100 #91,21 + 3,12 91,21 +3,12
10 100 #81,46 + 2,93 104,04 +7,07

30 100 #84,89 + 2,74 85,03 + 3,42

60 100 #72,00 £ 4,14 86,85+ 7,28

100 100 -- 88,35+ 15,72

300 100 -- 78,65 + 5,30
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ANEXO XV

TABELA 17 — Efeito e recuperagdo do Citral sobre a Velocidade de conducdo do 2° componente do PAC. Os
valores estdo expressos em percentuais do controle, representados como média + erro padrdo da média. #P <
0,05 comparado ao controle (ANOVA) e (Teste t-pareado).

VELOCIDADE DE CONDUCAO

Concentracéo de ) Apds 180 min de exposicdo ao | Apds 180 min de lavagem
OELa (pg/mL) 0 min (Controle) OELa (2° componente) (Recuperacéo)
3 100 #90,01 + 3,20 90,01 + 3,20
10 100 #88,83 * 5,80 94,72 + 2,91
30 100 #84,64 + 5,65 82,14 + 2,66
60 100 #66,58 *+ 6,64 76,67 = 3,48
100 100 -- 87,37 + 14,08
300 100 -- --




