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RESUMO 

 

A ansiedade está relacionada a alteração nas vias de neurotransmissão. Tem-se 
que substâncias disponíveis para o tratamento apresentam múltiplos efeitos adversos. 
Assim, busca-se alternativas para o tratamento. Destacando os óleos essenciais do 
gênero Citrus, como o óleo de Citrus sinensis. O objetivo deste estudo foi examinar o 
efeito ansiolítico da inalação do óleo essencial de laranja doce (Citrus sinensis) em 
modelos de ansiedade. Bem como, a relação deste efeito com os sistemas de 
neurotransmissão. Foram utilizados camundongos machos Swiss. Os animais foram 
submetidos a 15 minutos de inalação, com óleo essencial (Citrus sinensis), antes dos 
testes Esconder Esferas, Hipofagia Induzida por Neofobia, Caixa Claro-Escuro, Labirinto 
em Cruz Elevado, Campo Aberto e Caixa de Movimentação Espontânea. 
Posteriormente, foram realizados desafios farmacológicos para testar a influência dos 
sistemas de neurotransmissão (noradrenérgico, gabaérgico, canabinóide, serotonérgico 
e nitrinérgico) no efeito tipo ansiolítico do óleo essencial. Adicionalmente foi realizada a 
análise NADPH-diaforase, no córtex cerebral dos animais. As conclusões acerca do 
estudo demonstram que o óleo essencial de Citrus sinensis apresentou efeito ansiolítico, 
no modelo de Esconder Esferas, na concentração de 5% e 10%. O teste da Caixa Claro-
Escuro indicou que o tratamento com o óleo essencial aumentou significativamente o 
tempo de permanência no lado claro. Parâmetro consistentemente relacionado, neste 
modelo, a um efeito tipo ansiolítico. O teste de Hipofagia Induzida por Neofobia 
demonstrou uma diminuição do tempo de latência para iniciar a ingesta, sendo este um 
indicativo de efeito ansiolítico. No teste do Campo Aberto os animais, não apresentaram 
alteração da atividade locomotora, sendo, entretanto, observada alteração da 
emocionalidade (diminuição significativa do número de bolos fecais). Sugerindo um 
efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis no campo aberto. E no teste do 
Labirinto em Cruz Elevado os animais demonstraram um aumento do número de 
entradas e da porcentagem de entradas nos braços abertos. Novamente, não foi 
observada alteração da atividade locomotora na caixa de movimentação o que é 
coerente com ausência de alteração do número de entradas nos braços fechados neste 
modelo, parâmetro considerado índice de atividade locomotora no modelo. Neste 
modelo, este perfil é condizente com um efeito tipo ansiolítico. O pré-tratamento com 
picrotoxina não influenciou o efeito do óleo essencial de C. sinensis no modelo esconder 
esferas, indicando a não participação GABAérgica neste efeito. O resultado do sistema 
noradrenérgico pode ser considerado inconclusivo. O pré-tratamento com WAY100635 
bloqueou o efeito tipo ansiolítico apresentado pelo óleo essencial de C. sinensis, 
indicando que o sistema serotonérgico mediaria o efeito ansiolítico do óleo essencial de 
C. sinensis. O antagonista AM251 reverteu o efeito tipo ansiolítico do óleo essencial. 
Este resultado sugere que o sistema canabinóide participe do efeito tipo ansiolítico do 
óleo essencial de C. sinensis. Novamente, o óleo essencial de C. sinensis a 5% e o 7-NI 
apresentaram efeito tipo ansiolítico no modelo esconder esferas, sem alterar 
significativamente a atividade locomotora. Observou-se que camundongos que 
receberam inalação de óleo essencial de C. sinensis apresentaram menor expressão de 
NADPH-diaforase no córtex cerebral. Este resultado é coerente com os resultados 
encontrados no modelo esconder esferas. Finalmente, a compilação de todos os 
resultados deste estudo permite sugerir que o óleo essencial de Citrus sinensis (laranja 
doce), administrado por via inalatória, apresentou efeito tipo ansiolítico em vários 
modelos de ansiedade, e tal efeito, possivelmente, parece estar sendo mediado pelos 
sistemas de neurotransmissão nitrinérgico, serotonérgico e canabinóide. 
 

Palavras-chave: Ansiedade. Óleo essencial. Citrus sinensis. Esconder Esferas. 
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ABSTRACT 

 

Anxiety is related to changes in neurotransmission pathways. It has been found 
that substances available for treatment have multiple adverse effects. Thus, alternatives 
to treatment are sought. Highlighting the essential oils of the genus Citrus, such as Citrus 
sinensis oil. The objective of this study was to examine the anxiolytic effect of inhalation 
of sweet orange essential oil (Citrus sinensis) on anxiety models. As well, the 
relationship of this effect with neurotransmission systems. Swiss male mice were used. 
The animals were submitted to 15 minutes of inhalation with essential oil (Citrus 
sinensis), before the tests Marble burying, Neophobia-Induced Hypophagia, Light-Dark 
Box, Elevated plus maze, Open Field and Spontaneous Movement Box. Subsequently, 
pharmacological challenges were performed to test the influence of neurotransmission 
systems (noradrenergic, gabaergic, cannabinoid, serotonergic and nitrinergic) on the 
anxiolytic of essential oil. In addition, NADPH-diaphorase analysis was performed in the 
cerebral cortex of the animals. The conclusions about the study showed that the 
essential oil of Citrus sinensis showed an anxiolytic effect, in the test of Hide Spheres, in 
the concentration of 5% and 10%. The Light-Dark Box test indicated that the treatment 
with the essential oil significantly increased the residence time on the light side. 
Parameter more consistently related to an anxiolytic effect. The Neophobia-Induced 
Hypophagia test demonstrated a decrease in the latency time to start the intake, which is 
indicative of an anxiolytic effect. In the open field test, the animals showed no alteration 
of the locomotor activity, but an alteration on emotional (significant decrease in the 
number of stool) was observed. Suggesting an anxiolytic effect of C. sinensis essential 
oil in the open field. And in the Elevated plus maze test the animals showed an increase 
in the number of entries and the percentage of entries in the open arms. Again, no 
change in the locomotor activity was observed in the movement box, which is consistent 
with the absence of a change in the number of entries in the closed arms in this model, a 
parameter considered as an index of locomotor activity in the model. In this model, this 
profile is consistent with an anxiolytic effect. Pretreatment with picrotoxin did not 
influence the effect of the essential oil of C. sinensis on the test of Marble burying, 
indicating the GABAergic non-participation in this effect. The outcome of the 
noradrenergic system may be considered inconclusive. Pre-treatment with WAY100635 
blocked the anxiolytic effect of C. sinensis essential oil, indicating that the serotonergic 
system would mediate the anxiolytic effect of the essential oil of C. sinensis. The AM251 
antagonist reversed the anxiolytic effect of the essential oil. This result suggests that the 
cannabinoid system participates in the anxiolytic effect of the essential oil of C. sinensis. 
Again, the essential oil of 5% C. sinensis and 7-NI presented an anxiolytic effect in the 
test of Marble burying, without significantly altering the locomotor activity. It was 
observed that mice receiving inhalation of C. sinensis essential oil showed lower 
expression of NADPH-diaphorase in the cerebral cortex. This result is consistent with the 
results found in the test of Marble burying. Finally, the compilation of all the results of this 
study suggests that the essential oil of Citrus sinensis (sweet orange), inhalation, 
presented an anxiolytic effect in several anxiety models, and this effect possibly seems 
to be mediated by Nitrinergic, serotonergic and cannabinoid neurotransmission. 
 

Key words: Anxiety. Essential oil. Citrus sinensis. Marble burying. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ANSIEDADE 

 

Sendo vista como o mal dos tempos modernos, a ansiedade tem atingido 

milhões de pessoas no Brasil e no mundo. Tendo sido subestimada por décadas, 

uma vez que as descrições da ansiedade patológica são consideradas recentes, 

levando em conta o grupo dos transtornos mentais, e só passou a ser vista com 

maior relevância no final do século XIX (BERNIK, 1999). 

Dados da Previdência Social relatam que os transtornos mentais são a 

terceira causa de afastamentos do trabalho no Brasil, atingindo gastos do INSS 

(Instituto Nacional do Seguro Social) em torno de R$ 200 milhões em pagamentos 

de benefícios anuais (BARBOSA-BRANCO et al., 2012). Levantamentos da 

Organização Mundial da Saúde mostram que existem pelo menos 264 milhões de 

pessoas no mundo que sofrem com algum transtorno de ansiedade. E que, 

atualmente, o Brasil teria o maior índice de pessoas com ansiedade. Cerca de 9,3% 

da população teria algum tipo de transtorno (OMS, 2017). 

A ansiedade é considerada uma condição de aflição e angústia em relação a 

determinadas circunstâncias decorrentes de experiências desagradáveis, 

vivenciadas em diferentes contextos no dia a dia. Passa a ser considerada 

patológica quando sua manifestação ocorre em maior proporção e constância, 

refletindo em uma série de prejuízos à vida do paciente, levando-o a procurar 

tratamento (ANDRADE; GORENSTEIN, 1998; ROSEN; SCHILKIN, 1998). 

Fisiologicamente a ansiedade é caracterizada por alterações autonômicas, 

como taquicardia e palidez, disfunções do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HPA), 

entre outros (MACKENZIE, 1989; GRAEFF, 2007). A ansiedade tem sido associada 

a alterações nas vias de neurotransmissão serotoninérgica, noradrenérgica, 

gabaérgica e dopaminérgica (MARTIM et al., 2009), além da neurotransmissão 

nitrinérgica (SPOLIDÓRIO et al., 2007) e canabinóide (MOREIRA; WOTJAK, 2010). 

No que se refere à neurobiologia da ansiedade, apesar dos avanços no 

estudo deste transtorno, as alternativas farmacológicas destinadas ao tratamento 

dos transtornos de ansiedade ainda são restritas. Os benzodiazepínicos, 

antidepressivos (tricíclicos, inibidores seletivos da recaptação de serotonina e 
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inibidores da monoamino-oxidase), anti-histamínicos e a buspirona constituem ainda 

os principais fármacos disponíveis para o tratamento dos transtornos da ansiedade 

(TONKS, 2003). Mas, recentemente, o anticonvulsivante pregabalina foi incluído 

nesta lista (BALDWIN et al., 2013). 

Além disto, ainda que as substâncias disponíveis apresentem significativa 

eficácia no tratamento da ansiedade, muitos fármacos utilizados na terapêutica 

apresentam múltiplos efeitos adversos, ocasionando a não adesão do paciente ao 

tratamento continuado (KOEN; STEIN, 2011). Assim, tem-se buscado alternativas 

que possam ser eficazes no tratamento e que causem menos efeitos adversos. 

Nesta linha, destacam-se os estudos envolvendo plantas medicinais que 

utilizam diferentes componentes presentes na sua composição. Dentre estes se 

sobressaem os óleos essenciais, cujo uso no tratamento de enfermidades remonta 

períodos históricos antigos (TYRREL, 1990). Tais óleos podem ser designados 

como uma combinação de compostos orgânicos voláteis produzidos pelas plantas, 

como metabólitos secundários. A sua obtenção se dá a partir de diferentes partes 

das plantas medicinais como frutas, flores e cascas, ou das plantas por completo 

(SIMÕES et al., 2007), submetidas a diferentes processos físicos de destilação 

(NAVARRETE et al., 2011). 

Consequentemente, diversos estudos têm sido realizados com óleos 

essenciais em modelos animais de ansiedade, utilizando camundongos e ratos. 

Estudos cujos resultados evidenciam os efeitos ansiolíticos apresentados por certos 

óleos essenciais, por via inalatória, tais como Abies sachalinensis; Alpinia zerumbet, 

Citrus aurantium L., Citrus junos, Citrus sinensis, Lavandula angustifólia, Rose e 

Santalum album L. (SOUSA et al., 2015). 

 

1.2 NEUROTRANSMISSORES E ANSIEDADE 

 

Destaca-se a influência de diferentes neurotransmissores envolvidos na 

ansiedade, como o Gaba, serotonina, noradrenalina, óxido nítrico e canabinóides. 
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1.2.1 Neurotransmissão GABA 

 

Derivado da glutamina o neurotransmissor GABA, é o principal 

neurotransmissor inibitório do sistema nervoso central (GRAEFF, 1999; 

GORENSTEIN; POMPÉIA, 1999). 

Os neurônios GABAérgicos projetam-se para várias estruturas cerebrais 

prevenindo uma atividade neural excitatória excessiva. Tal atividade é capaz de 

atuar em regiões envolvidas na modulação da ansiedade, como estruturas corticais 

do sistema límbico, tais como, hipocampo, septo, amígdala e a matéria cinzenta 

periaquedutal (BATESON, 2002; MILLAN, 2003). 

O sistema GABA apresenta receptores ionotrópicos (GABA-A e GABA-C) e 

os metabotrópicos (GABA-B). A diferença entre os tipos de receptores está 

relacionada com a sua localização, utilização e/ou tipo de segundo mensageiro e 

aspectos farmacológicos (COOPER et al., 1996).  

Os receptores GABA-A estão relacionados a sítio de ação de várias 

substâncias (p.ex. benzodiazepínicos) com atividades ansiolíticas, sedativas, 

anticonvulsivantes e relaxantes musculares. Estudos sugerem a existência de vários 

subtipos de receptores GABA-A e pesquisas com roedores sugerem que os diversos 

efeitos dos ansiolíticos benzodiazepínicos parecem estar ocorrendo em decorrência 

de sua ação nos diferentes subtipos desse receptor (ROWLETT et al., 2005). Os 

benzodiazepínicos utilizados no tratamento de distúrbios de ansiedade tem sua ação 

por meio da via inibitória GABAérgica (RUDOLPH; MÖHLER, 2006; SILVA, 2001). 

Os fármacos com alta afinidade pelo receptor GABA-A e que operam no 

sistema GABA são capazes de desempenhar um papel que culmina na redução da 

ansiedade; no entanto, quando se diminui a afinidade pelo receptor GABA-A, o efeito 

passa a ser inverso, ansiogênico (RIBEIRO et al., 1999). 

 

1.2.2 Neurotransmissão Serotonérgica 

 

Como um neurotransmissor, a serotonina (5-HT) atua por meio de 

receptores de membrana no sistema nervoso central (SNC) e no sistema nervoso 

periférico (SNP), além de locais não neuronais (por exemplo, sistemas: sanguíneo, 
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gastrointestinal, endócrino, sensorial e cardiovascular) (HANNON; HOYER, 2008). A 

sua ação ocorre por meio de pelo menos 13 receptores distintos acoplados à 

proteína G, sendo subdivididos em sete classes (5-HT1 a 5-HT7), com base em 

características estruturais, de transdução, operacionais e farmacológicas (HOYER et 

al., 2002; GREEN, 2006; HANNON; HOYER, 2008), sendo que o receptor 5-HT1 se 

encontra subdividido em 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1C e 5-HT1D (GREEN, 2006). 

Enquanto este grau de diversidade física ressalta claramente a importância 

fisiológica da serotonina, evidencia-se a existência de um grau ainda maior de 

diversidade operacional. Assim, o desafio para a moderna pesquisa em relação a 

serotonina tem sido, delimitar mais precisamente as propriedades dos sistemas que 

fazem essa diversidade possível (HOYER et al., 2002). 

Conforme sugerido por Coplan e Lydiard (1998), o sistema serotonérgico 

influencia e é influenciado por outros neurotransmissores em estruturas cerebrais 

essenciais para a transformação e expressão da ansiedade. Griebel (1995) destaca 

o envolvimento da serotonina na ansiedade, salientando o envolvimento dos 

diferentes subtipos de receptores serotonérgicos na gênese da ansiedade. 

No SNC a serotonina (5-HT) desempenha um papel importante em vários 

processos fisiológicos e condições patológicas, estando sua transmissão envolvida 

na regulação do humor, controle de impulso, sono, vigília, fome, libido, e funções 

cognitivas, como a memória e a aprendizagem (AKIMOVA et al., 2009). 

O sistema serotonérgico desempenha um papel importante no 

processamento neuronal da ansiedade e tem-se no receptor 5-HT1A, seu maior 

destaque nos distúrbios de ansiedade. Ainda não é certo como as alterações no 

receptor 5-HT1A em diferentes áreas do cérebro humano estão especificamente 

associadas com disfunções no processamento da ansiedade. No entanto, a 

topologia das alterações deste receptor seria um fator relevante (BAILER et al., 

2007; AKIMOVA et al., 2009). 

O receptor 5-HT1A é expresso em concentrações elevadas no sistema 

límbico, córtex temporais, e pré-frontais, e tem baixa densidade nas áreas sensoriais 

primárias. Dada a sua ampla distribuição dentro do córtex, é importante considerar 

que o receptor 5-HT1A desempenha um papel não somente nos transtornos de 

ansiedade e afetivos, mas também na regulação de uma variedade de estados 
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fisiológicos e comportamentais, incluindo medo, agressividade e impulsividade 

(AKIMOVA et al., 2009). 

Receptores pré-sinápticos 5-HT1A estão presentes nos neurônios 

serotonérgicos do núcleo dorsal e medial da rafe e agem como auto-receptores 

somatodendríticos (GROSS et. al., 2000; AKIMOVA et. al., 2009). Os receptores 

pós-sinápticos 5-HT1A estão localizados principalmente em áreas glutamatérgicas e 

gabaérgicas de neurônios piramidais em regiões límbicas e no córtex entorrinal e 

frontal (AZMITIA et al., 1996; DAVIDSON et al., 1999; ARTIGAS et al., 2006). 

Akimova et al. (2009) enfatiza que a influência do receptor 5-HT1A na 

fisiopatologia dos distúrbios de ansiedade pode ser combinada com polimorfismos 

genéticos no sistema serotoninérgico e fatores ambientais de risco, como o stress. 

Assim os transtornos de ansiedade são condições heterogêneas biologicamente 

influenciadas pela genética, epigenética e fatores ambientais. 

Evidências sugerem, como destacam Menard e Treit (1999) e Engin e Treit 

(2008), que o controle neural da ansiedade pode ser análogo em organização ao 

sistema sensório-motor, ou seja, a ansiedade é controlada por múltiplos e 

complexos sistemas distribuídos ao longo do sistema nervoso central. 

As ações da serotonina dependem do local neuroanatomico e do subtipo de 

receptor de 5-HT envolvidos (CANTO-DE-SOUZA et al., 2002; CORNELIO; NUNES-

DE-SOUZA, 2007). A 5-HT pode aumentar ou diminuir o comportamento da 

ansiedade em animais. De acordo com Graeff et al. (1997) a 5-HT aumenta a 

ansiedade, agindo sobre as estruturas prosencefálicas e na substância cinzenta 

periaquedutal (PAG). Entretanto o aumento da 5-HT estaria associado à redução do 

pânico (GRAEFF, 2002). 

Destaca-se que uma redução da função de vias prosencefálicas 

serotonérgicas, muitas vezes leva a um efeito ansiolítico, ao passo que a atividade 

aumentada destas vias normalmente resultaria em um efeito contrário, ansiogênico 

(GARDNER, 1986; CHOPIN; BRILEY, 1987). Cools et al. (2007) demonstram que 

após um processamento aversivo reforçado ocorre redução nos níveis de 

serotonina. Por sua vez, após um processamento aversivo atenuado ocorre aumento 

nos níveis de serotonina. 
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Diante da complexidade do papel da serotonina na ansiedade, conforme 

enfatizam Engin e Treit (2008) e Menard e Treit (1999), tem existido um gradativo 

interesse em estudos que visem relacionar regiões cerebrais específicas com o 

efeito ansiolítico de drogas. Filip e Bader (2009) enfatizam que o conhecimento 

deste sistema pode, eficientemente, identificar alvos serotonérgicos específicos 

capazes de auxiliar em distúrbios do sistema nervoso central (SNC), por meio de 

intervenções farmacológicas na neurotransmissão serotonérgica. Conforme apontam 

Davidson et al. (1999) o receptor 5-HT1A tem sido bem caracterizado graças à 

disponibilidade farmacológica de agonistas e antagonistas seletivos e potentes.  

Desse modo, Cools et al. (2007) reforça que não existe nenhuma dúvida 

acerca da importância da serotonina, não só em termos de modulação sensorial, 

mas também em termos de seu papel central na cognição e emoção e implicação 

em perturbações afetivas, como ansiedade. 

 

1.2.3 Neurotransmissão noradrenérgica 

 

A noradrenalina é uma monoamina que tem sido relacionada, entre outras 

funções, com o humor, sono e ansiedade. A noradrenalina estaria com sua função 

alterada nos transtornos de ansiedade, o que culminaria em aumentos ocasionais de 

sua atividade (RIBEIRO et al., 1999). Evidências demonstram que este 

neurotransmissor estaria com uma atividade alterada principalmente no transtorno 

de pânico e no estresse pós-traumático, sendo que a utilização de agonistas 

adrenérgicos (como o isoproterenol) e antagonistas alfa2-adrenérgicos (como a 

ioimbina) seriam capazes de gerar ataques de pânico frequentes e severos em 

pacientes com este transtorno (RIBEIRO et al., 1999). 

 

1.2.4 Neurotransmissão canabinóide 

 

A maioria dos estudos pré-clínicos e clínicos realizados salientam que uma 

sinalização atenuada de endocanabinoides seria capaz de promover a ocorrência de 

sintomas semelhantes aos observados nos transtornos de ansiedade e depressão 

(SAITO et al., 2010). Tem-se que a intoxicação por Cannabis, em humanos, seria 

capaz de produzir vários efeitos relacionados às emoções como euforia, redução da 
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ansiedade, alívio do estresse e aumento na sensação de bem-estar (CURRAN et al., 

2002). Tais efeitos seriam também observados em estudos com modelos animais 

(BAMBICO et al., 2009). A ampla distribuição de receptores canabinóides, 

destacando o receptor CB1, em áreas do sistema nervoso central, evidenciando sua 

atuação em regiões cerebrais relacionadas com o controle emocional, são alguns 

dos dados que apontam a participação deste sistema na regulação da ansiedade 

(FREUND et al., 2003). 

Os receptores canabinóides estão localizados em regiões do sistema 

nervoso central relacionadas com as emoções tais como, córtex pré-frontal, 

amígdala, hipocampo, estriado ventral, tálamo e hipotálamo, em humanos (GLASS 

et al., 1997; MATO; PAZOS, 2004), e roedores (HERKENHAM et al., 1990; 

HERKENHAM et al., 1991a; HERKENHAM et al., 1991b). Os receptores CB1 podem 

estar localizados em regiões com projeções excitatórias e inibitórias (FREUND et al., 

2003). Estudos têm investigado os efeitos dos receptores CB1 em testes pré-clínicos 

de ansiedade (CAGNI, 2012). 

Entretanto, a ativação dos receptores CB1 na ansiedade teria um efeito dose 

dependente, onde baixas doses gerariam efeitos ansiolíticos e altas doses 

induziriam efeitos ansiogênicos (SAITO et al., 2010). Tal efeito seria decorrência de 

uma saturação diferenciada dos receptores CB1 nas regiões cerebrais relacionadas 

com as emoções (VIVEROS et al., 2005; HILL; GORZALKA, 2009a). 

Outros estudos destacam que animais knockout para receptores CB1 

apresentariam aumento de comportamentos tipo-ansiosos em modelos animais 

(MARTIN et al., 2002; HALLER et al., 2002; HALLER et al., 2004). Além disso, 

seriam mais susceptíveis ao estresse crônico (MARTIN et al., 2002), e teriam 

respostas reduzidas a estímulos de recompensa, como o açúcar e o álcool 

(PONCELET et al., 2003). 

Estudos pré-clínicos indicaram que bloqueio crônico da sinalização, com a 

utilização de antagonistas CB1, aumenta a ansiedade e depressão (NISSEN et al., 

2008; HILL; GORZALKA, 2009b). Observou-se também que a utilização de 

antagonistas do receptor CB1 podem ocasionar efeitos ansiolíticos (GRIEBEL et al., 

2005), ansiogênicos (NAVARRO et al., 1997) ou até mesmo nenhum efeito 

(ADAMCZYK et al., 2008) em estudos pré-clínicos. Estes resultados contraditórios 

poderiam ser explicados pelas diferentes doses utilizadas, da espécie animal 
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testada, dos testes comportamentais utilizados e suas condições experimentais 

(CAGNI, 2012). 

 

1.2.5 Neurotransmissão nitrinérgica 

 

O óxido nítrico (NO) é uma molécula de sinalização que se encontra 

expressa por todo o organismo e é responsável pela regulação de vários processos 

biológicos (OLIVENZA, 2000; WULTSCH, 2007). O NO é sintetizado pelo seu 

precursor L-arginina por uma família de enzimas denominadas de NO sintases. No 

cérebro de um adulto a isoforma neuronal (nNOS) é a mais abundante (CHARLES, 

1992; RICHARD, 1994; SILVA, 2000; BARAÑANO, 2001). Estudos demonstram que 

a inibição seletiva de nNOS aumenta a neurogênese hipocampal (ZHOU, 2007). 

Ressaltando a influência do óxido nítrico, tem sido relatado que o mesmo se 

encontra envolvido com a regulação de comportamentos como a ansiedade, 

depressão e cognição (CUNNINGHAM et al., 1994; WULTSCH, 2007; KRASS, 

2010), incluindo a ansiedade (DE OLIVEIRA; DEL BEL; GUIMARÃES, 2000). 

O NO atua como um mensageiro intracelular no SNC, desempenhando um 

papel modulador em várias funções cerebrais, tais como sinapses, apoptose, 

ativação do sistema imune, neuroproteção e disfunções como neurotoxicidade 

(PRAST; PHILIPPU, 2001; NAPOLI; IGNARRO, 2003). No SNC o óxido nítrico se 

encontra presente em regiões cerebrais tais como, cerebelo, substância cinzenta 

periaquedutal dorsolateral, hipocampo, córtex cerebral, bulbo olfatório, etc. (BREDT 

et al., 1990). Estudos tem demonstrado a influência do óxido nítrico em distúrbios 

psiquiátricos, sendo que a enzima nNOS se encontra amplamente distribuída em 

diferentes regiões encefálicas relacionadas com comportamentos de medo e 

ansiedade (VINCENT; KIMURA, 1992). 

Estudos relatam que o óxido nítrico estaria exercendo um importante 

controle em estados emocionais relacionados à ansiedade e mesmo possivelmente 

estaria associado a este transtorno (GUIMARAES et al., 2005). 
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1.3 PLANTAS MEDICINAIS 

 

A utilização de plantas como medicamentos é tão antiga quanto à história da 

humanidade. Desde o início dos tempos, baseado em descobertas ao acaso, de 

forma empírica, o homem buscava na natureza uma maneira de tentar amenizar os 

males da saúde (MORS, 1982). 

A aplicação de plantas medicinais como fonte de alívio para doenças pode 

ser percebida em documentos de civilizações primitivas na China, Índia e Europa. 

Acredita-se, portanto, que as farmacopéias tradicionais foram elaboradas ao longo 

de muitos séculos de experimentação onde o conhecimento empírico acumulado foi 

preservado e transmitido de geração em geração (ELISABETSKY; SETZER, 1985). 

Nesse processo, os povos primitivos propiciaram a identificação de espécies, 

gêneros, bem como das partes dos vegetais que se adequavam ao uso medicinal 

(LÉVI-STRAUSS, 1989). 

Em virtude de eventos históricos, o estudo das plantas medicinais ficou 

estagnado por um longo período (MARTINS et al., 2000). Durante o século XIX, o 

uso das ervas ficou mais restrito, com o advento de medicamentos obtidos por meio 

de processos químicos industriais. No século XX, nas guerras mundiais, o interesse 

pelas plantas medicinais voltou devido à necessidade de obter remédios eficazes e 

de baixo custo para múltiplas enfermidades (HOTESTTMANN et al., 2003). 

No Brasil, o uso das plantas como medicamento teve influência das culturas 

indígena, africana e européia. A flora brasileira foi descoberta por cientistas 

estrangeiros, especialmente os naturalistas, que realizavam grandes expedições 

científicas no Brasil desde o descobrimento pelos portugueses até ao final do século 

XIX (DI STASI, 1996; MARTINS et al., 2000; SILVA, 2004). A cultura e o uso das 

plantas medicinais no Brasil pela população ocorreram, em geral, no decorrer de 

gerações, por meio da passagem de conhecimentos adquiridos pelos antepassados. 

Desse modo, destaca-se grande quantidade de plantas medicinais 

existentes em todas as partes do mundo e em especial no Brasil, devido à grande 

biodiversidade existente. Porém, mesmo com a utilização recorrente de plantas 

medicinais, realizada a milhares de anos para tratamento de inúmeras doenças, os 

mecanismos de ação na maioria das vezes são desconhecidos. Assim, o estudo 

desses mecanismos e dos princípios ativos presentes nas plantas medicinais tornou-
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se uma opção na busca de novas alternativas terapêuticas para diferentes 

patologias existentes (HOSTETTMANN et al., 2003). 

 

1.4 ÓLEOS ESSENCIAIS 

 

O uso dos óleos essenciais como agentes medicinais é conhecido desde a 

antigüidade. Há registros pictóricos de seis mil anos atrás, entre os egípcios, de 

práticas religiosas associadas à cura de males, e à busca de bem estar físico, por 

meio dos aromas obtidos de partes específicas de certos vegetais, como resinas, 

folhas, flores, sementes e cascas. As substâncias aromáticas também já eram 

populares na China e Índia, centenas de anos antes da era cristã, quando eram 

incorporados em incenso, poções e vários tipos de acessórios. No entanto, foi 

apenas a partir da Idade Média, através do processo de destilação, introduzido pelos 

cientistas muçulmanos, que se iniciou a real comercialização de materiais 

aromáticos (TYRREL, 1990). 

A primeira referência do uso médico de plantas e óleos, o Kraüterburch, foi 

publicada em 1551, pelo alemão Alan Lonicir. O termo Aromaterapia foi proposto 

pelo químico francês Gatefossé, a partir da experiência em acelerar sua própria 

convalescença das queimaduras sofridas após um grave acidente em seu 

laboratório, por meio do uso da essência de lavanda (SIANI et al., 2012). 

Há cerca de duas décadas, vem se consolidando nos meios científicos o 

termo Aromacologia, que trata do estímulo, por intermédio do olfato, ao sistema 

límbico e ao hipotálamo. O primeiro responsável pelo controle do comportamento 

emocional e impulsos motivacionais do ser humano, e o segundo, controlador da 

maioria das funções vegetativas e endócrinas do corpo (CORAZZA, 2000). 

A Aromacologia lida com os efeitos resultantes de estímulos alcançados por 

vias olfativas até o cérebro. Não trata dos efeitos alcançados por intermédio da 

introdução de agentes ativos na corrente sangüínea, nem tão pouco da ingestão ou 

da absorção transdérmica, resultante da aplicação por massagem (JELINEK, 1994). 

Os experimentos com o sistema olfativo e inalações são principalmente 

conduzidos por pesquisadores e especialistas do Japão, dos Estados Unidos e da 

Europa. Fora a indústria de cosméticos, poucos trabalhos foram desenvolvidos 
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sobre a aplicação tópica dos óleos, e são concentrados em seus efeitos 

terapêuticos, associados às práticas de massagens em pacientes hospitalizados. A 

maior parte da pesquisa realizada com óleos essenciais ingeridos é executada pelas 

indústrias de alimentos e bebidas, e não visam exatamente seus aspectos 

farmacológicos (BUCKLE, 1993). 

O termo óleo essencial foi definido no século XVI por Paracelso, médico e 

alquimista suíço, para quem o componente efetivo de uma droga era a “quinta 

essência”. Os óleos essenciais podem ser extraídos de várias partes das plantas 

como frutas, flores, cascas, ou ainda de plantas inteiras (TROMBETTA et al., 2005; 

EDRIS, 2007). 

São caracterizados quimicamente como misturas complexas de compostos 

orgânicos voláteis produzidos como metabólitos secundários nas plantas, de 

compostos de baixo peso molecular. Alguns se apresentam altamente voláteis, 

capazes de gerar sabores e/ou aromas, constituídos por diferentes substâncias 

químicas, como, principalmente, monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanóides, 

ésteres, álcool, aldeídos, fenóis e hidrocarbonetos. Fisicamente, se apresentam no 

estado liquido a temperatura ambiente, com aspecto incolor ou claro. Não se 

misturam à água, e podem ser extraídos de diferentes modos, como hidrodestilação, 

destilação a vapor, CO2 supercrítico, ou com a utilização de solventes orgânicos ou 

gorduras (RAI; CARPINELLA, 2006; BRASIL, 2007; MALUF, 2008; NAVARRETE et 

al., 2011). 

Parte das propriedades farmacêuticas descritas para plantas medicinais são 

creditadas aos óleos essenciais (OE). O óleo obtido de uma planta serve como 

característica para aquela espécie. Mesmo que óleos diferentes apresentem 

compostos iguais qualitativamente, diferenças quantitativas farão com que aquele 

óleo tenha propriedades químicas e biológicas diferentes dos demais (TROMBETTA 

et al., 2005; EDRIS, 2007). 

Dentre os óleos essenciais, os cítricos são extraídos das cascas e podem 

ser utilizados na indústria dando sabor em bebidas, sorvetes e outros alimentos, e 

na fabricação de cosméticos, como sabonetes e perfumes (SANTOS et al., 2003). 

Esses óleos são também bastante utilizados em tratamentos médicos, sendo 

conhecidos por exibir propriedades antimicrobianas, antifúngica, antibacteriana, 

antiviral e antiparasitária (REHMAN et al., 2007), além de serem utilizados para 
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minimizar distúrbios do sistema nervoso central, tais como anticonvulsivante 

(ALMEIDA et al., 2011), antidepressivo (KOMORI et al., 1995) e ansiolítico 

(LEHMER et al., 2000; LEE et al., 2011; GOES et al., 2012). 

 

1.4.1 Gênero Citrus 

 

Citrus é um gênero de plantas que faz parte da ordem Sapindales, família 

Rutaceae, subfamília Aurantiodeae que engloba cerca de 150 gêneros e 2000 

espécies (ANWAR et al., 2008). Os exemplares desde gênero são originários da 

Ásia e devido às condições favoráveis para o seu desenvolvimento, foram 

introduzidos no Brasil pelos portugueses (DONADIO et al., 2005). São espécies 

cultivadas em mais de 100 países ao redor do mundo, em áreas tropicais e 

subtropicais, em que as temperaturas são sempre quentes (SINGH; RAJAM, 2009). 

A família Rutaceae é composta por plantas subarbustivas ou arbóreas. Esta 

família apresenta folhas alternadas, estípulas ausentes, providas de glândulas 

oleíferas. Possui árvores com espinhos. Inflorescências perfumadas, pentâmeras, ou 

tretâmeras, diclamídeas, cíclicas e hermafroditas. Fruto seco capsular de um tipo 

especial, o esperídio (Citrus), indeiscente, com grande desenvolvimento de células 

papiliformes que formam o endocarpo e que se tornam suculentos englobando as 

sementes (JOLY, 1985). 

Os Citrus são arbustos ou árvores de tamanho pequeno a médio, com cerca 

de 6m de altura, embora algumas espécies atinjam 15m (MANNER et al., 2006). As 

flores são brancas e aromáticas e frutos do tipo baga, contendo vesículas 

preenchidas por um suco de grande interesse comercial (MAGALHÃES JUNIOR et 

al., 2005). 

O Gênero Citrus é composto por 16 espécies que inclui: tangerinas (Citrus 

reticulata), toranjas (C. grandis Osbeck), laranja-azeda (C. aurantium L.), laranja-

doce (C. sinensis (L.) Osbeck), limas (C. aurantifolia [Christm.] Swingle), cidras (C. 

medica L.), limões (C. limon Burm. f.) e pomelos (C. paradisi Osbeck) (SWINGLE, 

1967). 
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Os Citrus estão entre as mais importantes árvores frutíferas do mundo e o 

seu processo de produção e consumo tem aumentado consideravelmente desde os 

meados da década de 1980 (STEUER et al., 2001). 

As espécies deste gênero (Citrus) são ricas em flavonóides, óleos voláteis, 

cumarinas e pectinas. A maioria dos compostos flavônicos são heterosídeos de 

flavanonas (hesperidosídeo, neohesperidosídeo, naringosídeo, eriodictiosídeo). 

Ocorrem também outros flavonóides, como a diosmina e o rutosídeo (BRUNETON, 

1999). Por conseguinte, em decorrência de sua ampla distribuição, facilidade de 

cultivo e extração, as espécies cítricas têm se tornado alvo de estudos e pesquisas 

que buscam elucidar as propriedades terapêuticas associadas aos seus compostos. 

 

1.4.2 Óleo Essencial de Laranja doce (Citrus sinensis) 

 

O termo fruta é aplicado à estrutura que cerca, protege ou guarda as 

sementes até estarem maduras, no estágio da reprodução das espécies botânicas 

em todo o reino vegetal (TAYLOR, 2005). Dessa forma, a laranja doce é um dos 

mais favorecidos frutos do mundo, suas folhas são persistentes, com coloração 

verde-clara quando novas e passam para o verde mais escuro à medida que 

envelhecem. Sua forma é elíptica-oval (7-15cm), seu fruto é uma baga (fruto 

carnudo simples, no qual a parede do ovário inteiro amadurece em um pericarpo 

comestível), dividido em epicarpo (casca com cor verde a amarelo), mesocarpo e 

endocarpo dividido em câmaras, podendo ser globulosos ou subglobulosos (DE 

ARAÚJO et al., 2003). 

A laranja doce é rica em óleos voláteis, flavanóides, cumarinas e pectinas 

(BRUNETON, 1999; YU et al., 2005), vitamina C (acido ascórbico) e terpenóides 

(OTHA; HIROSE, 1966), com propriedades potenciais de promoção à saúde (YU et 

al., 2005). Ao chá das folhas se atribui propriedades sudorífera, antigripal, 

carminativa, para insônia, calmante e antiespasmódica. O chá da casca e dos frutos 

é indicado contra má digestão (LORENZI; MATOS, 2002). 

Segundo Silva-Santos et al. (2002; 2006) o óleo essencial (OE) de laranja, 

extraído do pericarpo do fruto, é um subproduto da indústria do suco. Derivados do 

OE de laranja são utilizados na indústria farmacêutica no geral, além de materiais de 

limpeza, em produtos alimentícios como balas e bebidas. O rendimento máximo da 
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extração de óleos cítricos é de 0,4%, ou seja, para cada tonelada de fruta 

processada são obtidos 4kg de óleo. 

Este óleo essencial contém compostos com propriedades potencialmente 

terapêuticas importantes (VALE et al., 1999; 2002). O óleo de laranja doce (C. 

sinensis), (ILUSTRAÇÃO 1), apresenta como princípios ativos hidrocarbonos, 

monoterpenos, sesquiterpenos e aldeídos (DUGO et al., 2010), salientando que a 

estes princípios ativos são atribuídos seus potenciais efeitos terapêuticos. 

 

ILUSTRAÇÃO 1 – Citrus sinensis E ÓLEO ESSENCIAL COMERCIAL 

                                            

FONTE: http://www.alamy.com/stock-photo/orange-tree-citrus-sinensis.html; 
http://loja.bioessencia.com.br/10-ml-ct-9b16, 2015. 

 

Destacando que no óleo essencial de laranja doce, utilizado neste estudo 

apresentou como princípios ativos, a partir da análise cromatográfica, o composto 

majoritário limoneno com 92,23%, além de compostos minoritários como mirceno 

com 0,78%, cis óxido de limoneno com 1,55%, trans óxido de limoneno com 0,94%, 

trans p-menta-2,8-dien-1-ol com 0,51%, cis pmenta-2,8-dien-1-ol com 0,55%, 

carvona com 0,74%, cis carveol com 0,83% e trans carveol com 0,71%. 

Diante disto, Faturi et al. (2010) destaca que o exemplar de óleo essencial 

de laranja doce (Citrus sinensis) utilizado em seu estudo também apresentou o 

monoterpeno (limoneno) em maior porcentagem e associa a este o efeito ansiolítico 

observado em modelos animais de ansiedade. 

O estudo clínico de Goes et al. (2012), apresentou propriedades ansiolíticas 

em voluntários, com o uso do óleo essencial de laranja doce. O odor do óleo de 

Citrus sinensis, foi capaz de reduzir o estado ansioso em estudo realizado com 35 

pacientes (LEHRNER et al., 2000). Adicionado a isso outro estudo demonstrou 

também melhora do humor, maior tranquilidade além da diminuição da ansiedade 

em 50 pacientes testados (LEHRNER et al., 2005). E em estudo clínico controlado e 
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randomizado, observou-se que crianças tiveram a diminuição do cortisol salivar e 

isto associado a uma melhora do estado de ansiedade (JAFARZADEH et al., 2013). 

Demonstrando, assim, que o óleo essencial de Citrus sinensis poderia apresentar 

uma alternativa acerca do tratamento da ansiedade. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jafarzadeh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23930255


28 

 

2 JUSTIFIVATIVA 

 

Óleos essenciais de cítricos, espécies do gênero Citrus, são ricos em 

flavonóides, óleos voláteis, cumarinas e pectinas (BRUNETON, 1999). Estudos com 

estes óleos essenciais têm demonstrado que os mesmos possuem atividades 

biológicas como antimicrobiana, antifúngica, antibacteriana, antiviral e antiparasitária 

(REHMAN et al., 2007), além de propriedades antidepressivas e ansiolíticas (LOPES 

et al., 2011). Com comprovada atividade ansiolítica destacam-se os óleos cítricos de 

Citrus sinensis, Citrus aurantium e Citrus limon (FATURI et al., 2010; LOPES et al., 

2011; COSTA et al., 2013). 

Particularmente em relação ao óleo essencial de Citrus sinensis, pode-se 

observar o estudo de Faturi et al. (2010), que utilizando o óleo essencial em modelos 

animais de ansiedade (labirinto em cruz elevado e caixa claro-escuro), por via 

inalatória, apontou o limoneno como principal composto volátil (97,66%) identificado 

na amostra utilizada, atribuindo ao mesmo o efeito ansiolítico observado. Resultado 

corroborado pelo estudo de Lima et al. (2013), que ao utilizar o princípio ativo 

limoneno, observou atividade tipo ansiolítica no modelo do labirinto em cruz elevado. 

Dentre as alternativas para pesquisa de novos fármacos, tem-se nas plantas 

medicinais um representativo arcabouço de possibilidades terapêuticas devido à 

diversidade de substâncias ativas encontradas. Contudo, os mecanismos de ação, 

correspondentes à atividade farmacológica, na maioria das vezes, são 

desconhecidos (HOSTETTMANN et al., 2003). Este fato leva à investigação, não só 

dos princípios ativos (substância ou conjunto delas que é responsável pelos efeitos 

terapêuticos) presentes nas plantas, como também dos mecanismos de ação 

envolvidos. 

Sendo assim, espera-se com o presente estudo contribuir para o 

conhecimento acerca do mecanismo de ação do óleo essencial de laranja doce e 

consequentemente, a compreensão da fisiopatologia do transtorno; o 

desenvolvimento de novos fármacos com novo mecanismo de ação; e a 

possibilidade de associação de medicamentos com diferentes mecanismos de ação 

aumentando assim a potenciação. 

Justifica-se ainda em virtude das limitações acerca da terapêutica 

farmacológica atual do transtorno de ansiedade generalizada, visando à descoberta 
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de novas fontes terapêuticas e, assim, despertar o advento de estudos pré-clínicos e 

clínicos capazes de corroborar com a formulação de medicamentos que tenham 

eficácia, efetividade e eficiência. Medicamentos, que possam trazer maior adesão do 

paciente ao tratamento, em virtude do aparecimento de menos efeitos adversos e, 

assim, melhor qualidade de vida. 

Assim, no presente trabalho assume-se como propósito analisar o efeito tipo 

ansiolítico do óleo essencial de laranja doce (Citrus sinensis) em modelos animais 

de ansiedade, como Esconder Esferas, Caixa Claro-Escuro, Hipofagia Induzida por 

Neofobia, Campo Aberto e Labirinto em Cruz Elevado (aumentando a validade dos 

resultados), apontando sua relação com os mecanismos de neurotransmissão 

serotoninérgicos, gabaérgicos, noradrenérgicos, nitrinérgicos e canabinóides. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o efeito ansiolítico do óleo essencial de laranja doce (Citrus 

sinensis), por via inalatória, em modelos animais de ansiedade, apontando sua 

relação com os mecanismos de neurotransmissão por meio da co-administração de 

fármacos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Verificar o efeito ansiolítico de concentrações crescentes do óleo essencial de 

laranja doce (Citrus sinensis), em camundongos, no modelo Esconder 

Esferas; 

 Avaliar o efeito ansiolítico do óleo essencial de laranja doce em modelos de 

ansiedade: Labirinto em Cruz Elevado, Hipofagia Induzida por Neofobia e 

Caixa Claro-Escuro; 

 Avaliar a atividade locomotora e sedação: Campo Aberto e Caixa de 

Movimentação Espontânea; 

 Analisar se o efeito ansiolítico do óleo essencial de laranja doce, no modelo 

de Esconder Esferas, é alterado pela administração prévia de: 

o Picrotoxina, antagonista receptor GABA-A; 

o WAY 100635, antagonista receptor 5HT-1A; 

o L-arginina, precursor NO; 

o Ioimbina, antagonista receptor alfa2; 

o AM251, antagonista receptor CB1; e 

 Analisar o NADPH-diaforase no córtex cerebral. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados para o desenvolvimento deste trabalho camundongos 

adultos machos Swiss (30-45g), fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciências 

biológicas da UFPR. Os animais foram mantidos em condições controladas de luz 

(ciclo claro-escuro de 12 horas) e temperatura (21±1 °C), com comida e água ad 

libitum. Para cada experimento realizado no estudo, foram utilizados animais 

ingênuos. 

No estudo adotou-se medidas para utilizar o menor número de animais 

possível e de minimizar o seu sofrimento. Os procedimentos foram realizados de 

acordo com a Lei número 11.794 (Lei Arouca) e o protocolo experimental foi 

aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFPR, pelo número 803. 

 

4.2 DROGAS E TRATAMENTOS 

 

As drogas administradas: 

 Óleo essencial de Citrus sinensis (Bioessência, Jaú, Brasil) nas 

concentrações de 1; 2,5; 5; e 10% em propilenoglicol (v/v); 

 Acetato de amila (Sigma), essência de banana, utilizada como odor neutro 

que não produz alteração comportamental tipo ansiolítica, na concentração de 

5% em propilenoglicol (v/v); 

 Diazepam (União Química, Brasil), modulador alostérico positivo do GABA no 

receptor GABA-A, 1 mg/kg, i.p, dissolvida em água destilada (CHIOCA et al., 

2013); 

 Picrotoxina (Sigma), antagonista receptor GABA-A, 0,5 mg/kg, i.p, dissolvida 

em salina (CHIOCA et al., 2013); 

 8-OH-DPAT (Sigma), agonista do receptor 5-HT1A, 3,0 mg/kg, i.p, dissolvido 

em salina (CHIOCA et al., 2013); 
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 WAY100635 (Sigma), antagonista receptor 5HT-1A, 3,0 mg/kg, i.p, dissolvido 

em salina (CHIOCA et al., 2013); 

 Ioimbina (Sigma), antagonista receptor alfa2, 1,0 mg/kg, i.p, dissolvida em 

salina (NICOLAS et al., 2006); 

 Nortriptilina (Eurofarma, São Paulo, Brasil), inibidor da recaptação de NA, 15 

mg/kg, i.p dissolvida em salina; 

 WIN 55,212-2 (Sigma), agonista CB1, 1 mg/kg, i.p, dissolvido em 2% de 

tween 80 em salina (CASAROTTO et al., 2010); 

 AM251 (Sigma) antagonista receptor CB1, 1mg/kg, i.p, dissolvido em 2% de 

tween 80 em salina (CASAROTTO et al., 2010); 

 7-nitroindazole (7-NI; Sigma), inibidor da NOS, 10 mg/kg, i.p, dissolvido em 

óleo de milho e mantido em gelo (UMATHE et al., 2009); e 

 L-arginina (Sigma), precursor NO, 200 mg/kg, i.p, dissolvida em salina 

(UMATHE et al., 2009; CHIOCA et al., 2013). 

Todas as drogas foram preparadas minutos antes dos experimentos e 

administradas no volume de 10 ml/kg de peso. 

Inicialmente foi realizada uma curva dose-resposta com diferentes 

concentrações de óleo essencial de C. sinensis (1 a 10%) no modelo Esconder 

Esferas, utilizando-se o diazepam como controle positivo e acetato de amila como 

controle negativo. Em seguida, foram realizados experimentos com outros modelos 

de ansiedade (Labirinto em Cruz Elevado, Caixa-Claro Escuro etc.) e, 

posteriormente, foram feitas avaliação de cada sistema de neurotransmissão 

associado ao efeito do óleo essencial de laranja doce, sendo eles, sistema 

gabaérgico, sistema noradrenérgico, sistema serotonérgico, sistema canabinóide e 

sistema nitrinérgico. 

 

4.3 MÉTODO PARA INALAÇÃO 

 

Para a realização da inalação os animais foram acondicionados dentro de 

um recipiente plástico com tampa (32X24X32cm) (FOTO 1). Os camundongos foram 

mantidos por 15 minutos na inalação e imediatamente após foram colocados no 
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experimento teste. Água destilada (controle), acetato de amila 5% (odor neutro) e 

óleo essencial de C. sinensis (OECs) nas concentrações de 1,0, 2,5, 5,0 e 10% (v/v), 

em volume constante de 1ml, foram instilados sobre um chumaço de algodão (0,7 a 

0,8g), que foi colocado dentro do recipiente plástico. Cada algodão foi utilizado 

apenas uma vez e renovado para cada inalação. 

 

FOTO 1 – CAIXA DE INALAÇÃO 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4 MODELOS COMPORTAMENTAIS 

 

4.4.1 Modelos de Ansiedade 

 

4.4.1.1 Esconder Esferas 

 

O teste de esconder esferas se baseia no comportamento característico de 

cobrir com cepilho novos objetos (p.ex. esferas de vidro) colocados no ambiente do 

camundongo, o que ocorria devido à aversão em decorrência de situações aversivas 

aos animais, como objetos nocivos, alimentos associados como desagradáveis, 

sendo descrito como um comportamento defensivo que reflete um estado de 

ansiedade dos animais (WILKIE et al., 1979) 

O modelo é utilizado para detectar efeitos ansiolíticos de drogas. Por 

exemplo, moduladores alostéricos positivos do receptor GABA-A como o diazepam 

(ARCHER et al., 1987; BROEKKAMP et al., 1986; GYERTYAN, 1995) tendem a 

diminuir o número de esferas escondidas (BROEKKAMP et al., 1986). 
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Um procedimento alternativo proposto Njung'e e Handley (1991) que 

mediram a atividade locomotora em experimentos separados, mostraram que, em 

contraste com a ioimbina, o diazepam e a zimelidina tinham a capacidade de reduzir 

o número de esferas escondidas sem afetar a atividade locomotora. Estes dados 

demonstram que tal modelo seria sensível a ansiolíticos e antidepressivos com 

atividade ansiolítica (NICOLAS et al., 2006). Portanto, a combinação do teste de 

esconder esferas com medições da atividade locomotora teriam a capacidade de 

melhorar a validade preditiva para drogas com ação tipo-ansiolítica. Além disso, 

permite limitar o número de animais utilizados e, por conseguinte, pode ser utilizado 

como um modelo de rastreio valioso para a detecção de compostos com efeitos 

ansiolíticos (NICOLAS et al., 2006). 

O modelo consiste em colocar camundongos individualmente no centro de 

uma caixa de polietileno (40X34X16cm), forrada com 5cm de cepilho, contendo 24 

esferas de vidro (15mm de diâmetro) distribuídas uniformemente pela periferia da 

caixa (5cm das paredes) (FOTO 2). Após um período de 20 minutos, o animal foi 

removido da caixa e foi contado o número de esferas com pelo menos 2/3 da sua 

superfície coberta por cepilho. Após cada procedimento a caixa foi trocada para o 

próximo animal e as esferas limpas com álcool 10%. 

 

FOTO 2 – CAIXAS DO EXPERIMENTO ESCONDER ESFERAS 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4.1.2 Caixa Claro-Escuro 

 

O teste de transição Claro-Escuro foi inicialmente descrito por Crawley e 

Goodwin (1980) para investigar as propriedades ansiolíticas de determinadas 

drogas. O modelo baseia-se na aversão inata que os roedores têm por áreas 
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iluminadas. Os efeitos ansiolíticos dos benzodiazepínicos e de agonistas dos 

receptores 5-HT1A já foram detectadas nesse modelo animal (BOURIN; HASCOET, 

2003). 

O instrumento consiste em uma caixa com dois compartimentos iguais, 

conectados por uma pequena porta (FOTO 3). Um compartimento é iluminado, 

colocando uma luz de 60W, e o outro escuro. Coloca-se o animal no compartimento 

claro. Cada animal permanece explorando ambos os compartimentos por 5 min. e 

vários parâmetros foram analisados: o número de transições entre os 

compartimentos, o tempo gasto em cada compartimento e latência para a primeira 

transição. O número total de transições parece ser um índice de atividade 

locomotora, ao passo que o aumento seletivo no número de transições do ambiente 

escuro para o claro e um maior tempo de permanência no lado claro são 

considerados índices de atividade tipo-ansiolítica. 

 

FOTO 3 – APARATO DO EXPERIMENTO CAIXA CLARO-ESCURO 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4.1.3. Hipofagia Induzida por Neofobia 

 

Tal experimento representa um poderoso modelo com validade para 

avaliação de drogas potencialmente ansiolíticas (DULAWA; HEN, 2005). Este 

modelo refere-se à inibição da alimentação produzida pela exposição à novidade. 

Avaliação da hiponeofagia tipicamente envolve apresentar a roedores comida em 

um ambiente ansiogênico, tal como um campo aberto ou gaiola desconhecida para 

medir a latência para alimentar e/ou quantidade consumida. Os animais são 

privados de alimentos antes do experimento ou são treinados para consumir um 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dulawa%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15890403
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produto altamente palatável (DULAWA; HEN, 2005). Os tratamentos ansiolíticos 

diminuem a latência e aumentam o consumo, enquanto os tratamentos ansiogênicos 

aumentam a latência e diminuem o consumo no novo ambiente (DULAWA; HEN, 

2005). 

A redução da alimentação em resposta a um ambiente, denominado 

"hiponeofagia", tem uma longa história na avaliação da emocionalidade e ansiedade 

(DULAWA; HEN, 2005). Hall (1934) observou uma relação inversa entre alimentação 

e defecação em animais expostos a um novo ambiente. Os paradigmas baseados 

em hiponeofagia são testes de conflito nos quais os animais enfrentam uma escolha 

entre aproximar-se e consumir um alimento desejável, em ambiente novo, e evitar o 

novo ambiente. Este modelo é tido como etologicamente relevante, não requerendo 

treinamento complexo, não causando estímulos dolorosos, sendo simples de 

conduzir e rentáveis, no sentido de se conseguir resultados satisfatórios (BELZUNG 

et al., 2001; BLANCHARD et al., 1998). 

Os paradigmas do modelo de hiponeofagia demonstram boa validade para 

avaliação dos efeitos tipo-ansiolíticos de fármacos. O modelo foi padronizado por 

Soubrie e colaboradores (1975), proposto para avaliação de comportamentos do 

tipo-ansiogênico/ansiolítico (SOUBRIE et al., 1975; STEPHENS, 1973; POSCHEL et 

al., 1974; DULAWA et al., 2004). 

Este modelo foi empregado em duas versões. Na primeira versão os animais 

permaneceram em jejum de 16h, antes do experimento. Foram colocadas dentro 

das caixas viveiros com peletes de ração previamente pesados. Passados 30min os 

animais foram retiradas das caixas e foi pesada a quantidade de ração consumida, 

pelo diferença do peso do pelete (g) antes e pelo peso do pelete (g) depois. 

Na segunda versão os animais foram colocados em uma caixa diferente da 

caixa viveiro, forrada com cepilho, e disposta uma placa de petri com ração 

previamente pesada, no centro da caixa (FOTO 4). A caixa foi colocada em uma 

sala iluminada, com a adição de uma iluminação com uma lâmpada de 60W, 

direcionada para o interior da caixa. Os animais foram mantidos em jejum de 24h 

antes do início do experimento, sendo mantido o acesso irrestrito à água. No 

momento do teste o animal foi colocado dentro da caixa e observado durante 30min. 

Os parâmetros analisados nesse experimento foram a quantidade de ração ingerida 

(similar a versão 1) e a latência para início da ingesta. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dulawa%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15890403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dulawa%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15890403
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dulawa%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15890403
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FOTO 4 – APARATO DO EXPERIMENTO HIPOFAGIA INDUZIDA POR NEOFOBIA 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4.1.4 Labirinto em Cruz Elevado 

 

Atualmente, o labirinto em cruz elevado figura entre os modelos animais de 

ansiedade mais utilizados para o estudo experimental de drogas ansiolíticas. 

Desenvolvido por Handley e Mithani (1984) e posteriormente validado para estudos 

de farmacologia, fisiologia e comportamento por Pellow et al. (1985), o modelo 

explora o conflito entre a tendência natural de roedores de explorar ambientes novos 

e a aversão natural dos roedores a altura e espaços abertos (CRUZ; LANDEIRA-

FERNANDEZ, 2012). 

Este modelo consiste numa estrutura feita em madeira, em formato de cruz, 

composta por dois braços abertos (30X10cm) perpendiculares a dois braços 

fechados (escuros) (30X10X25cm). Os braços emergem do centro da plataforma 

(10x10cm), sendo que o aparato é elevado a 45cm do chão, FOTO 5 (LISTER, 

1987). Para evitar que os animais caiam, os braços abertos são cercados por um aro 

de madeira de 0,5cm de altura. O modelo consiste em colocar o camundongo na 

plataforma central, voltado para um dos braços abertos. 

Neste modelo os animais tendem a explorar mais os braços fechados que os 

abertos. A tendência de evitar os braços abertos se deve mais ao espaço aberto do 

que a altura. Ansiolíticos como os benzodiazepínicos aumentam as porcentagens de 

entradas e tempo gasto nos braços abertos, enquanto drogas ansiogênicas 
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promovem efeito oposto. Esses índices clássicos de ansiedade no modelo não são, 

contudo, sensíveis a drogas serotonérgicas (CRUZ et al., 1994; SETEM et al., 1999). 

Neste modelo considera-se que o animal está num dos braços quando 

estiver com as quatro patas no mesmo braço do labirinto. O experimento teve 

duração de 5min e os experimentos foram filmados para registro do número de 

entradas nos braços abertos e fechados e do tempo de permanência em ambos os 

braços. O número de entradas nos braços fechados foi considerado índice de 

atividade locomotora, e o comportamento tipo ansioso pela porcentagem de 

entradas nos braços abertos [% entrada nos braços abertos = número de entradas 

nos braços abertos/total de entradas (abertos e fechados) x 100] e da porcentagem 

de tempo em que o animal permance nos braços abertos (LISTER, 1987; BARETTA 

et al., 2012; CHIOCA et al., 2013). 

 

FOTO 5 – APARATO DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4.2 Atividade Locomotora/Exploratória 

 

4.4.2.1 Campo Aberto 

 

O experimento do campo aberto é realizado em uma arena circular ou 

quadrada cercada por paredes de forma que o animal não possa fugir. O assoalho e 

marcado com pequenos quadrantes, o que permite a quantificação da atividade 
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locomotora do animal. Esse modelo foi desenvolvido por Hall (1934) sugerindo que a 

defecação e a atividade motora do animal no campo aberto seria um indicativo de 

seu estado emocional. Alta defecação e baixa atividade locomotora indicariam a 

ansiedade do animal. Pode-se também utilizar a atividade locomotora do animal no 

centro do campo aberto como medida mais seletiva de ansiedade, enquanto a 

atividade locomotora na periferia do aparato como um indicador da atividade 

locomotora do animal. O efeito de drogas ansiolíticas tem sido amplamente 

demonstrado nesse modelo (CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). 

No âmbito experimental, é possível avaliar os índices de ansiedade através 

de diferentes modelos comportamentais dos quais se destaca este modelo do 

campo aberto que é também empregado na avaliação do comportamento 

exploratório de roedores, sendo um instrumento válido para medir ansiedade, 

investigando aspectos comportamentais, fisiológicos e farmacológicos (SCHMITT; 

HIEMKE, 1998). Assim este modelo possibilita avaliar respostas comportamentais 

tais como a atividade motora, comportamentos exploratórios e emocionalidade 

(HALL, 1934; SIMON et al., 1994; POLTYREV et al.,1996). 

O aparato do Campo Aberto utilizado neste experimento é constituído de 

uma arena circular (50X63cm), dividida em 25 regiões, sendo 9 regiões centrais e 16 

regiões periféricas (FOTO 6). Os camundongos foram colocados individualmente no 

centro do Campo Aberto e foram observados por 5min para registrar a freqüência de 

locomoção (medida que é avaliada pelo número de quadrantes que o animal cruzar 

com as 4 patas) e também o número de bolos fecais, como um parâmetro de 

emocionalidade. Após o experimento, a arena foi limpa com solução de água-álcool 

10% antes de colocar o próximo animal. O experimento foi filmado para análise 

posterior. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Poltyrev%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8809495
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FOTO 6 – APARATO DO CAMPO ABERTO 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.4.2.2 Caixa de Movimentação Espontânea 

 

A Caixa de Movimentação Espontânea é utilizada para medir a atividade 

locomotora dos animais, verificando se os tratamentos realizados são capazes de 

alterar a locomoção, causando uma hiperlocomoção, hipolocomoção (efeito 

sedativo), ou nenhuma alteração locomotora. 

Os animais foram colocados individualmente no interior de uma caixa 

(40X20 X26cm) a qual possui um sistema sensível a movimentação, devido a 

presença de três fotocélulas nas suas paredes (FOTO 7), e o número de 

interrupções dos feixes foi registrado por um período de 5 minutos (TONELLI et al., 

2013). 

 

FOTO 7 – APARATO DO EXPERIMENTO CAIXA DE MOVIMENTAÇÃO ESPONTÂNEA 

 

FONTE: A autora (2016). 
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4.4.3 NADPH-diaforase 

 

O óxido nítrico (NO) tem sido reconhecido como um neuromediador neuronal 

com inúmeras funções no sistema nervoso central. A distribuição dos neurônios que 

apresentam o NO pode ser analisada através de métodos histoquímicos como a 

histoquímica do NADPH-diaforase que permite indicar a localização da enzima óxido 

nítrico sintase (NOS) no sistema nervoso (evidenciado pela atividade da 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato diaforase - NADPH-d). Tem sido 

demonstrado que a enzima óxido nítrico sintase causa evidenciação neuronal 

através da redução do nitroblue tetrazolium na presença de β-nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato reduzido (NADPH-reduzido), indicando que a histoquímica da 

NADPH-diaforase pode ser usada como marcador de neurônios nitrérgicos 

(SANTER, 1994; HOPE et al., 1991). 

 

4.4.3.1 Remoção e congelamento do tecido 

 

Os animais utilizados para esta análise não foram utilizados em nenhum 

experimento anterior. Para a análise os animais passaram primeiramente pela 

inalação com óleo essencial, por 15min, e foram imediatamente sacrificados e os 

encéfalos foram removidos e fixados em solução de PFA 4%, pH 7,4, por 5 dias e 

crioprotegidos em solução de sacarose 30% por 72h na temperatura de 4 graus. 

Posteriormente, foi realizado o congelamento em nitrogênio líquido e foram mantidos 

em freezer a -20 graus até o processamento do tecido. 

 

4.4.3.2 Secções cerebrais 

 

Os encéfalos foram cortados em criostato Leica ® na espessura de 25µm na 

temperatura em torno de -20 graus nas regiões de interesse. A estrutura de 

interesse, córtex, foi identificada pelo Atlas Paxinos e Franklin (1997). 
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4.4.3.3 NADPH-diaforase reação histoquímica 

 

As secções cerebrais foram incubadas em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,4, 

contendo 0,3% de Triton-X100, 0,1 mg/ml e nitrobluetetrazolium 1,0 mg/ml β-NADPH 

a 37°C durante 2h no escuro. Em seguida, as secções foram lavadas em tampão 

fosfato e montadas em lâminas para observação em microscopia ótica. 

As lâminas foram scaneadas pelo Labconfocal do Setor de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal do Paraná, utilizando o software MetaSystems 

Image Viewer – Version 2.0. Posteriormente, foram tiradas fotos e quantificados os 

neurônios marcados por meio do programa ImageJ. As medições foram realizadas 

bilateralmente. Não foi detectada diferença entre os hemisférios do número de 

células NADPH-diaforase. Foram observados 40 campos ao acaso, de cada animal 

de todos os grupos, e contados os neurônios NADPH-diaforase reativos. 

 

4.5 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

4.5.1 Avaliação do Efeito Tipo Ansiolítico 

 

QUADRO 1 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS/CURVA DOSE-RESPOSTA (EXPERIMENTO 1) 

Grupos Administração Modelos Comportamentais 

Veículo inalação 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação 

Espontânea 

C.sinensis 1% inalação 

C.sinensis 2,5% inalação 

C.sinensis 5% inalação 

C.sinensis 10% inalação 

Acetato de amila 5% inalação 

Diazepam Intraperitoneal (i.p.) 

FONTE: A autora (2016). 
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ILUSTRAÇÃO 2 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO ESCONDER ESFERAS 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 2 – ESQUEMA CAIXA CLARO-ESCURO 

Grupos Administração Modelos Comportamentais 

Veículo inalação Caixa Claro-Escuro 

Caixa de Movimentação 

Espontânea 

C.sinensis 5%* inalação 

Diazepam Intraperitoneal (i.p.) 

FONTE: A autora (2016). 

 

ILUSTRAÇÃO 3 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO CAIXA CLARO-ESCURO 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 
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QUADRO 3 – ESQUEMA CAMPO ABERTO 

Grupos Administração Modelos Comportamentais 

Veículo inalação 

Campo Aberto C.sinensis 5%* inalação 

Diazepam Intraperitoneal (i.p.) 

FONTE: A autora (2016). 

 

ILUSTRAÇÃO 4 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO CAMPO ABERTO 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 4 – ESQUEMA HIPOFAGIA INDUZIDA POR NEOFOBIA 

Grupos Administração Modelos Comportamentais 

Veículo inalação Hipofagia Induzida por Neofobia  

Caixa de Movimentação 

Espontânea 

C.sinensis 5%* inalação 

Diazepam (versão 1) Intraperitoneal (i.p.) 

FONTE: A autora (2016). 
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ILUSTRAÇÃO 5 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO HIPOFAGIA INDUZIDA POR NEOFOBIA 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 5 – ESQUEMA LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

Grupos Administração Modelos Comportamentais 

Veículo inalação Labirinto em Cruz Elevado 

Caixa de Movimentação 

Espontânea C.sinensis 5%* inalação 

FONTE: A autora (2016). 

 

ILUSTRAÇÃO 6 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 
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4.5.2 Avaliação dos Sistemas de Neurotransmissão no efeito tipo ansiolítico da 

inalação do óleo essencial de laranja doce 

 

Para avaliação do comportamento tipo ansioso, nesta etapa optou-se por 

utilizar o modelo Esconder Esferas. Ao final de cada experimento, os camundongos 

foram submetidos à caixa de movimentação espontânea. 

 

QUADRO 6 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS - SISTEMA NORADRENÉRGICO 

Grupos Modelos Comportamentais 

Veículo/Veículo 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação Espontânea 

Ioimbina/Veículo 

Veículo/C.sinensis 5%* 

Ioimbina/C.sinensis 5%* 

Veículo/Nortriptilina 

Ioimbina/Nortriptilina 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 7 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS - SISTEMA GABAÉRGICO 

Grupos Modelos Comportamentais 

Veículo/Veículo 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação Espontânea 

Picrotoxina/Veículo 

Veículo/C.sinensis 5%* 

Picrotoxina/C.sinensis 5%* 

Veículo/Diazepam 

Picrotoxina/Diazepam 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 8 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS - SISTEMA CANABINÓIDE 

Grupos Modelos Comportamentais 

Veículo/Veículo 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação Espontânea 

AM251/Veículo 

Veículo/C.sinensis 5%* 

AM251/ C.sinensis 5%* 

Veículo/WIN 55,212-2 

AM251/WIN 55,212-2 

FONTE: A autora (2016). 
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QUADRO 9 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS - SISTEMA SEROTONÉRGICO 

Grupos Modelos Comportamentais 

Veículo/Veículo 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação Espontânea 

WAY100635/Veículo 

Veículo/C.sinensis 5%* 

WAY100635/C.sinensis 5%* 

Veículo/8-OH-DPAT 

WAY100635/8-OH-DPAT 

FONTE: A autora (2016). 

 

QUADRO 10 – ESQUEMA ESCONDER ESFERAS - SISTEMA NITRINÉRGICO 

Grupos Modelos Comportamentais 

Veículo/Veículo 

Esconder Esferas 

Caixa de Movimentação Espontânea 

L-arginina/Veículo 

Veículo/C.sinensis 5%* 

L-arginina/C.sinensis 5%* 

Veículo/7-NI 

7-NI/L-arginina 

FONTE: A autora (2016). 

 

ILUSTRAÇÃO 7 – DELINEAMENTO DOS EXPERIMENTOS ESCONDER ESFERAS (SISTEMAS DE 
NEUROTRANSMISSÃO) 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 
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QUADRO 11 – ESQUEMA DA ANÁLISE PARA O TESTE NADPH-DIAFORASE 

Grupos Análise NADPH-diaforase 

Veículo 
Foram preparadas lâminas com cortes histológicos 

do tecido cerebral e realizada a técnica do NADPH-

diaforase C.sinensis 5%* 

FONTE: A autora (2016). 

 

ILUSTRAÇÃO 8 – DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO PARA ANÁLISE NADPH-DIAFORASE 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: A autora (2016). 

 

4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Todos os dados foram expressos como média ± erro padrão da média. Para 

análise estatística dos dados paramétricos, foi utilizada ANOVA de uma via (ou 

quando necessário ANOVA de duas vias) seguida do post-hoc de Newman-Keuls. 

Em análises de apenas dois grupos estatísticos, foi utlizado o teste t de Student. Em 

todas as análises, foram consideradas como diferenças estatísticas significantes, 

p<0,05. 

 

                                                   
*Concentração escolhida a partir do experimento 1. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 AVALIAÇÃO DO EFEITO DO ÓLEO ESSENCIAL DE LARANJA DOCE (Citrus 

sinensis) 

 

5.1.1 Esconder Esferas 

 

Foi observado, que as concentrações mais elevadas (5% e 10%) do óleo 

essencial de laranja doce (Citrus sinensis) e o grupo diazepam (controle positivo) 

apresentaram uma redução significativa do número de esferas escondidas em 

relação ao grupo veículo e ao grupo acetato de amila (p<0,05; FIGURA 1A). Não foi 

observada diferença significativa entre as concentrações do óleo essencial 

analisadas, assim como também não se observou diferença significativa entre os 

grupos veículo e acetato de amila (p<0,05). Na caixa de movimentação não foi 

observada nenhuma alteração locomotora entre os grupos analisados (p<0,05; 

FIGURA 1B). 

Desse modo, com base nos resultados encontrados neste experimento, foi 

definida a concentração de 5% do óleo essencial de laranja doce para a realização 

dos demais experimentos. 
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FIGURA 1 – Efeito de diferentes concentrações do óleo essencial de laranja doce no modelo de 
esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). Dados representam média +/- EPM, do 
número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do número de interrupções dos feixes durante 
5 min. (B); n= 10 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com o grupo veículo; # p< 0,05 
comparando com o grupo acetato 5%. 

 



50 

 

5.1.2 Caixa Claro-Escuro 

 

Neste experimento observa-se, que os animais do grupo diazepam e do 

grupo óleo essencial 5%, apresentaram um aumento significativo do tempo de 

permanência no lado claro em relação ao grupo veículo (p<0,05; FIGURA 2A). 

Concomitantemente, os animais dos grupos diazepam e óleo, apresentaram uma 

diminuição significativa da permanência de tempo no lado escuro em comparação 

com o grupo veículo (p<0,05; FIGURA 2B). Não foram observadas diferenças 

significativas no número de cruzamentos entre os lados claro e escuro, (p<0,05; 

FIGURA 2C), assim como não foi detectado nenhuma alteração no tempo para 

efetuar o primeiro cruzamento, (p<0,05; FIGURA 2D). Nota-se que não foi 

constatado nenhum prejuízo motor entre os grupos analisados, como se pode 

perceber na análise da caixa de movimentação (p<0,05; FIGURA 2E). 
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FIGURA 2 – Efeito da concentração de 5% do óleo essencial no modelo da caixa claro-escuro 
(A/B/C/D) e na caixa de movimentação (E). Dados representam média +/- EPM, tempo de 
permanência no lado claro (A); tempo de permanência no lado escuro (B); número de cruzamentos 
(C) e tempo para o primeiro cruzamento (D), ou do número de interrupções dos feixes durante 5 min. 
(E); n= 10 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com o grupo veículo. 

 

5.1.3 Campo Aberto 

 

No campo aberto observa-se uma diminuição significativa do número de 

bolos fecais nos grupos diazepam e óleo essencial de laranja em relação ao grupo 

veículo (p<0,05; FIGURA 3A). Observa-se também uma diminuição significativa, do 

peso (g) dos bolos fecais nos grupos diazepam e óleo em comparação com o grupo 

veículo (p<0,05; FIGURA 3B). Nenhuma alteração locomotora (número de 

cruzamentos totais) foi encontrada no experimento do Campo aberto (p<0,05; 

FIGURA 3C). 
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FIGURA 3 – Efeito do óleo essencial de laranja doce 5% no campo aberto (A/B/C). Dados 
representam média +/- EPM, do número de bolos fecais (A), peso dos bolos fecais (B) durante 5 min. 
ou no número de cruzamentos no campo aberto durante 5 min. (C); n= 10 - 11 camundongos / grupo. 
*p<0,05 comparando com o grupo veículo. 

 

5.1.4 Hipofagia Induzida por Neofobia 

 

Foi observado na primeira versão, que o grupo diazepam apresentou um 

aumento significativo do consumo de ração (primeiro experimento de neofobia - 

realizado na caixa viveiro), e o grupo óleo essencial de laranja apresentou uma 

diminuição do consumo desta ração em relação ao grupo diazepam. E não houve 

diferença entre o grupo óleo e o grupo veículo (p<0,05; FIGURA 4A). Nota-se que 

não houve alteração da atividade locomotora, na caixa de movimentação (p<0,05; 

FIGURA 4B). 
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FIGURA 4 – Efeito do óleo essencial de laranja doce 5% no modelo de neofobia alimentar (A) e na 
caixa de movimentação (B). Dados representam média +/- EPM, do consumo de ração durante 30 
min.(A) com jejum de 16h ou do número de interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 8 - 10 
camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com o grupo veículo, # p< 0,05 comparando com o grupo 
diazepam. 
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Na segunda versão, realizado em um ambiente diferente da caixa viveiro, 

com jejum de 24h, constatou-se que não houve diferença no consumo de ração (g) 

(FIGURA 5A), mas foi encontrada diferença significativa na latência para ingesta dos 

animais do grupo óleo em relação ao grupo veículo (p<0,05; FIGURA 5B). 
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FIGURA 5 – Efeito do óleo essencial de laranja doce 5% no modelo de neofobia alimentar, com jejum 
de 24h. Dados representam média +/- EPM, do consumo de ração durante 30 min.(A) ou da latência 
para iniciar a ingesta (B); número de interrupções dos feixes durante 5 min. (C); n= 8 camundongos / 
grupo. *p<0,05 comparando com o grupo veículo. 

 

5.1.5 Labirinto em Cruz Elevado 

 

No modelo do Labirinto em Cruz Elevado, o grupo óleo essencial de laranja 

5%, apresentou um aumento significativo do número de entradas e da porcentagem 

de entradas nos braços abertos (FIGURA 6A e FIGURA 6C, respectivamente), em 

relação ao grupo veículo (p<0,05). Não foi observada diferença no tempo de 

permanência nos braços abertos (FIGURA 6B) e nem na porcentagem de tempo 
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gasto nos braços abertos (FIGURA 6D). Também não foi encontrada diferença no 

número de entradas nos braços fechados (FIGURA 6E). E da mesma maneira não 

foi detectada diferença locomotora na caixa de movimentação (FIGURA 6F). 
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FIGURA 6 – Efeito do óleo essencial de laranja doce 5% no modelo do labirinto em cruz elevado 
(A/B/C/D/E) e na caixa de movimentação (F). Dados representam média +/- EPM do número de 
entradas nos braços abertos (A); tempo de permanência nos braços abertos (B); % entrada nos 
braços abertos (C); % tempo nos braços abertos (D); e cruzamentos caixa de movimentação (F); n= 6 
camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com o grupo veículo. 
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5.2 AVALIAÇÃO DOS SISTEMAS DE NEUROTRANSMISSÃO NO EFEITO DO 

ÓLEO ESSENCIAL DE LARANJA DOCE (Citrus sinensis) 

 

5.2.1 Sistema Noradrenérgico 

 

Na avaliação do Sistema Noradrenérgico (FIGURA 7A), os grupos veículo/ 

ioimbina (1mg/Kg), nortriptilina/veículo, óleo/veículo, nortripitilina/ioimbina 

(15mg/Kg/1mg/Kg) e óleo/ioimbina apresentaram uma diminuição do número de 

esferas escondidas em relação ao grupo veículo/veículo (p<0,05). Não foram 

encontradas diferenças significativas na locomoção dos animais analisados, na 

caixa de movimentação (p<0,05; FIGURA 7B). 
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FIGURA 7 – Efeito do pré-tratamento com ioimbina (1mg/Kg, i.p.) sobre o efeito do óleo essencial de 
laranja doce 5% no modelo de esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). Dados 
representam média +/- EPM, do número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do número de 
interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 7 – 10 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com 
o grupo veículo/veículo.  
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5.2.2 Sistema Gabaérgico 

 

Na avaliação da participação do Sistema Gabaérgico, nota-se que os grupos 

diazepam/veículo (1mg/Kg), óleo/veículo e óleo/picrotoxina apresentaram uma 

diminuição significativa do número de esferas escondidas em relação ao grupo 

veículo/veículo (p<0,05; FIGURA 8A). Também foi observada diferença significativa, 

com diminuição do número de esferas escondidas, nos grupos diazepam/veículo; 

óleo/veículo e óleo/picrotoxina em relação ao grupo veículo/picrotoxina (p<0,05). Já 

na caixa de movimentação (FIGURA 8B), não foi encontrada nenhuma diferença 

significativa na locomoção entre os grupos. 
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FIGURA 8 – Efeito do pré-tratamento com picrotoxina (0,5mg/Kg, i.p.) sobre o efeito do óleo essencial 
de laranja doce 5% no modelo de esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). Dados 
representam média +/- EPM, do número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do número de 
interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 10 – 11 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando 
com o grupo veículo/veículo; #p<0,05 comparando com o grupo veículo/picrotoxina/; xp<0,05 
comparando com o grupo diazepam/picrotoxina. 
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5.2.3 Sistema Canabinóide 

 

Na FIGURA 9A, pode-se observar a avaliação da participação do Sistema 

Canabinóide. O grupo óleo/veículo apresentou uma diminuição do número de 

esferas escondidas em relação ao grupo veículo/veículo (p<0,05). Os grupos WIN/ 

veículo (1mg/Kg), veículo/AM251 (1mg/Kg), WIN/AM251 e o grupo óleo/AM251 não 

apresentaram diferenças significativas em relação ao grupo veículo/veículo. Na 

caixa de movimentação (FIGURA 9B) não foi constatada nenhuma alteração 

significativa da atividade locomotora entre os grupos analisados. 
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FIGURA 9 – Efeito do pré-tratamento com AM251 (1mg/Kg, i.p.) sobre o efeito do óleo essencial de 
laranja doce 5% no modelo de esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). Dados 
representam média +/- EPM, do número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do número de 
interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 8 – 9 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando o 
grupo óleo/veículo com o grupo veículo/veículo.  



58 

 

 

5.2.4 Sistema Serotonérgico 

 

A avaliação da participação do Sistema Serotonérgico pode ser observada 

na FIGURA 10A. O agonista serotonérgico 8-OH-DPAT (3mg/Kg) e o antagonista 

WAY100635 (3mg/Kg), apresentaram uma diminuição significativa do número de 

esferas escondidas em relação aos grupos veículo/veículo, óleo/veículo, óleo/WAY e 

8-OH-DPAT/WAY (p<0,05). Destaca-se também que a inalação com o óleo 

essencial de laranja (óleo/veículo) apresentou diminuição significativa do numero de 

esferas escondidas em relação ao grupo veículo/veículo (p<0,05), enquanto que o 

grupo óleo/WAY apresentou um aumento significativo do número de esferas 

escondidas em relação ao grupo óleo/veículo (p<0,05). Os tratamentos realizados 

não causaram alteração locomotora nos animais, na caixa de movimentação 

(FIGURA 10B). 
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FIGURA 10 – Efeito do pré-tratamento com WAY (3mg/Kg, i.p.) sobre o efeito do óleo essencial de 
laranja doce 5% no modelo esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). Dados 
representam média +/- EPM, do número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do número de 



59 

 

interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 7 – 10 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando com 
o grupo veículo/veículo; # p<0,05 comparando com o grupo óleo/WAY; xp<0,05 comparando com o 
grupo 8-OH-DPAT/WAY. 

 

5.2.5 Sistema Nitrérgico 

 

Na avaliação da participação do Sistema Nitrérgico (FIGURA 11A), a L-

arginina (200mg/Kg) apresentou diminuição do número de esferas escondidas em 

relação aos grupos veículo/veículo; 7-NI/L-arginina; óleo/L-arginina, e os grupos 7-NI 

(10mg/Kg), 7-NI/veículo e 7-NI/L-arginina apresentaram diminuição significativa do 

número de esferas escondidas comparado ao grupo veículo/veículo (ambos p<0,05). 

O grupo óleo/L-arginina, apresentou uma diminuição significativa do número de 

esferas escondidas em relação ao grupo veículo/veículo (p<0,05). O grupo óleo 5% 

(óleo/veículo) apresentou diminuição significativa no número de esferas escondidas 

comparado ao grupo veículo/veículo; 7-NI/L-arginina e óleo/L-arginina (p<0,05). Na 

caixa de movimentação (FIGURA 11B) não foi observada nenhuma diferença 

significativa entre os grupos, indicando que os tratamentos realizados não induziram 

nenhuma alteração locomotora. 
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FIGURA 11 – Efeito do pré-tratamento com L- arginina (200mg/Kg, i.p.) sobre o efeito do óleo 
essencial de laranja doce 5% no modelo esconder esferas (A) e na caixa de movimentação (B). 
Dados representam média +/- EPM, do número de esferas escondidas durante 20 min. (A) ou do 
número de interrupções dos feixes durante 5 min. (B); n= 9 – 11 camundongos / grupo. *p<0,05 
comparando com o grupo veículo/veículo; #p<0,05 comparando com o grupo 7-NI/L-arginina; xp<0,05 
comparando com o grupo óleo/L-arginina.  

 

5.2.6 NADPH – diaforase 

 

Em relação à intensidade de neurônios positivos para a reação de NADPH-

diaforase, na região do córtex cerebral, os animais do grupo óleo 5% apresentaram 

uma diminuição da intensidade de neurônios positivos em relação ao grupo veículo 

(p<0,05). 
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FIGURA 12 – Intensidade da coloração de NADPH-diaforase de neurônios do córtex (A), fixados 15 
min após a inalação com o óleo essencial de laranja doce 5% e representação dos neurônios 
marcados positivamente na região cortical (B/B’), reação do NADPH-diaforase, no grupo veículo e 
óleo, respectivamente. Dados representam média +/- EPM, do número de neurônios corados, em 40 
campos analisados por animal. n = 5 camundongos / grupo. *p<0,05 comparando o grupo óleo 5% 
com o grupo veículo. 

 
QUADRO 12 – SÍNTESE DOS RESULTADOS DO TRABALHO 

OBJETIVOS 
VIAS DE 

NEUROTRANSMISSÃO 
MODELOS 

SÍNTESE DOS 
RESULTADOS 

Avaliar o efeito tipo ansiolítico 

de concentrações crescentes 

do óleo essencial de Citrus 

sinensis (laranja doce) no 

modelo Esconder Esferas. 

_____ Esconder Esferas Efeito tipo ansiolítico 
(concentração 5% e 10%) 

Avaliar o efeito tipo ansiolítico 

do óleo essencial de C sinensis 

no Labirinto em Cruz Elevado, 

Neofobia Alimentar, Campo 

Aberto e Caixa Claro-Escuro. 

_____ 

Caixa claro-escuro 
Efeito tipo ansiolítico 

Neofobia Alimentar Efeito tipo ansiolítico 

Labirinto em cruz 
elevado 

Efeito tipo ansiolítico 

Campo Aberto Efeito tipo ansiolítico 

Analisar a participação dos 

sistemas de neurotransmissão 

no efeito tipo ansiolítico do óleo 

essencial de C. sinensis 

Sistema Noradrenérgico 

Esconder Esferas 

Inconclusivo 

Sistema Canabinóide 
Envolvimento no efeito tipo 

ansiolítico 

Sistema Gabaérgico 
Não envolvimento no efeito 

tipo ansiolítico 

Sistema Serotonérgico 
Envolvimento no efeito tipo 

ansiolítico 

Sistema Nitrinérgico 
Envolvimento no efeito tipo 

ansiolítico 

FONTE: Resultados encontrados na pesquisa (2014; 2015; 2016). 

100 µm 
_______
_ 

B’ B 

  100 µm 
_______
_ 
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6 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo buscou-se demonstrar o efeito tipo ansiolítico do óleo 

essencial de Citrus sinensis (laranja doce) em diferentes modelos animais e avaliar 

os possíveis mecanismos envolvidos neste efeito. Nesse sentido, o presente estudo 

corroborou o efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis no modelo de 

claro/ escuro e no labirinto em cruz elevado como observado por Faturi e 

colaboradores (2010) em ratos, mas também o estendendo a uma outra espécie 

animal (camundongos) e a outros modelos animais, como o esconder esferas e a 

neofobia alimentar. Portanto, todos estes dados reforçam o potencial efeito 

ansiolítico deste óleo essencial, pois indicam a sua consistência em diferentes 

modelos e espécies (SOUSA et al., 2015). Os experimentos comportamentais com 

desafios farmacológicos indicaram a participação dos sistemas serotonérgico, 

canabinóide e nitrérgico no efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de laranja. Este 

efeito nitrérgico é reforçado pela redução da NADPH-diaforase após inalação do 

óleo essencial. 

Inicialmente realizou-se uma curva concentração-resposta do óleo essencial 

C. sinensis no modelo esconder esferas (FIGURA 1A), sendo que as concentrações 

mais elevadas (5% e 10%) reduziram o número de esferas escondidas, enquanto 

concentrações menores (1 e 2,5%) não foram efetivas. Portanto, observou-se um 

efeito concentração-dependente. Estas concentrações não alteraram a atividade 

locomotora dos camundongos, sendo que este resultado negativo na atividade 

locomotora com a concentração de 5% foi consistentemente replicado nos 

experimentos posteriores. Diante destes resultados, pode-se sugerir um efeito tipo 

ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis no modelo de esconder esferas nas 

concentrações de 5 e 10%, sendo que a concentração de 5% do óleo essencial foi 

escolhida para emprego nos outros modelos de ansiedade. 

No modelo da caixa claro-escuro os camundongos que receberam inalação 

com o óleo essencial de C. sinensis apresentaram um aumento significativo do 

tempo de permanência no lado claro (FIGURA 2A). Por outro lado, o óleo essencial 

de C. sinensis não alterou a latência para o primeiro cruzamento nem o número total 

de cruzamentos. Embora estes últimos parâmetros sejam eventualmente associados 

a efeito ansiolítico, o tempo gasto no lado claro é o parâmetro mais 
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consistentemente relacionado a um efeito tipo ansiolítico (HOSCÖET et al., 2001). 

Além disto, o diazepam apresentou o mesmo perfil neste modelo. Na caixa de 

movimentação não se observou alteração da locomoção, o que é coerente com 

ausência de efeito na latência para o primeiro cruzamento, que pode ser um índice 

de efeito sedativo (HOSCÖET et al., 2001). Os dados deste experimento reforçam a 

hipótese do efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis. 

No modelo de hipofagia induzida por neofobia o óleo essencial de C. 

sinensis reduziu a latência para início do consumo, mas não alterou a quantidade de 

ração consumida. Novamente, o óleo essencial não alterou a atividade locomotora 

dos camundongos. Embora o resultado com o diazepam tenha apresentado um 

perfil um pouco diferente (com aumento da quantidade de ração consumida), o 

resultado com o óleo essencial de C. sinensis indica um efeito tipo ansiolítico 

(DULAWA; HEN, 2005). É interessante notar que neste experimento, um efeito 

sedativo não acarretaria efeito tipo ansiolítico falso-positivo, o que ocorreria nos 

outros modelos de ansiedade utilizados no presente estudo, mas um efeito tipo 

ansiogênico falso-positivo (aumento da latência para iniciar o consumo). A inclusão 

do modelo da hipofagia induzida por neofobia no presente estudo foi baseada nesta 

diferença da influência da sedação neste modelo em relação aos demais modelos 

de ansiedade utilizados. 

Por fim, avaliou-se o potencial ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis no 

labirinto em cruz elevado, modelo de ansiedade mais empregado na literatura. Os 

resultados demonstraram que os animais que foram submetidos à inalação do óleo 

essencial de C. sinensis 5% apresentaram maior porcentagem de entradas nos 

braços abertos. Novamente, não foi observada alteração da atividade locomotora na 

caixa de movimentação o que é coerente com ausência de alteração do número de 

entradas nos braços fechados no labirinto em cruz elevado, parâmetro considerado 

índice de atividade locomotora no modelo. Neste modelo, este perfil é condizente 

com um efeito tipo ansiolítico, o que corrobora estudo de Faturi et al. (2010) e está 

alinhado com os resultados observados no presente estudo. 

Outro modelo utilizado para avaliação do potencial ansiolítico do óleo 

essencial de C. sinensis foi o campo aberto. Embora este modelo seja 

freqüentemente empregado para avaliação da locomoção e comportamentos 

exploratórios dos animais, ele também pode ser utilizado para analisar a 
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emocionalidade (HALL, 1934; ARCHER, 1973). Os parâmetros associados à 

ansiedade/ emocionalidade seriam a exploração da área central do campo aberto e 

o número de bolos fecais eliminados (LEITE et al., 2008). Os resultados encontrados 

indicam que os camundongos tratados com óleo essencial de C. sinensis não 

apresentaram alteração da atividade locomotora (número de áreas percorridas), 

sendo, entretanto, observada alteração da emocionalidade (diminuição significativa 

do número de bolos fecais). Estes resultados sugerem um efeito tipo ansiolítico do 

óleo essencial de C. sinensis no campo aberto. 

Na análise da participação dos sistemas de neurotransmissão envolvidos no 

efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de laranja optou-se pelo emprego de uma 

abordagem farmacológica comportamental, através do uso de fármacos inibidores 

(e.g. antagonistas) de determinado sistema, avaliando se ocorre uma diminuição 

deste efeito tipo ansiolítico (p.ex. SINNATHAMBIE et al., 2013; YOUNG et al. 2006; 

ICHIMARU et al., 1995; SHIMADA et al., 1995; IMAIZUMI et al., 1994). 

O modelo escolhido foi o esconder esferas, pois este modelo é bem 

validado, mostrou-se sensível ao efeito do óleo essencial de C. sinensis, é de fácil e 

rápida execução e permite a realização de vários sujeitos experimentais 

simultaneamente. 

Considerando os sistemas de neurotransmissão relacionados ao potencial 

efeito ansiolítico de um fármaco, o sistema gabaérgico tem grande relevância, pois 

este sistema de neurotransmissão inibitória tem influência supressiva sobre vias de 

neurotransmissão noradrenérgica e serotonérgica, sendo estes três sistemas mais 

freqüentemente associados à ansiedade (MARTIJENA, 2002; MILLAN, 2003). Por 

exemplo, drogas benzodiazepínicas, como o diazepam, que são eficazes no 

tratamento do transtorno de ansiedade generalizada e utilizadas na validação de 

modelos animais de ansiedade, têm como mecanismo de ação uma ação 

modulatória alostérica positiva no receptor GABA-A, aumentando a inibição 

GABAérgica (MILLAN, 2003). No estudo de uma possível mediação GABAérgica no 

efeito do óleo essencial de C. sinensis foi utilizada a picrotoxina, um antagonista 

GABAérgico. O pré-tratamento com picrotoxina não influenciou o efeito do óleo 

essencial de C. sinensis no modelo esconder esferas, indicando a não participação 

deste sistema neste efeito. O diazepam foi utilizado como controle positivo e o 

bloqueio de seu efeito ansiolítico pela picrotoxina validou o procedimento 



65 

 

empregado. Este resultado é interessante, pois a busca por novos ansiolíticos tem 

procurado fármacos com novos mecanismos de ação, particularmente por fármacos 

sem ação GABAérgica, mecanismo freqüentemente associado aos efeitos adversos 

dos benzodiazepínicos (MICHELINI et al., 1996; ARGYROPOULOS; NUTT, 1999; 

LADER, 1999). 

Considerando que os dados evidenciaram a não participação do sistema 

gabaérgico no efeito tipo ansiolítco do óleo essencial de C. sinensis, foi conduzida a 

análise do sistema noradrenérgico. Millan (2003) enfatiza que projeções 

noradrenérgicas ascendentes são responsáveis por inervar regiões cerebrais 

envolvidas na resposta da ansiedade. As vias serotonérgicas e noradrenérgicas têm 

sido destacadas em estudos sobre a neurobiologia e sobre o tratamento do 

transtorno de ansiedade generalizada, como exemplificado pela eficácia e grande 

utilização dos antidepressivos (MILLAN, 2003). 

Na avaliação do sistema noradrenérgico foram utilizadas a nortriptilina 

(inibidor seletivo da recaptação de NA) e a ioimbina (antagonista receptor alfa2). 

Observou-se que a ioimbina não bloqueou o efeito tipo ansiolítico do óleo essencial 

de C. sinensis, que seria indicativo do não envolvimento deste sistema no efeito 

ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis. Entretanto, a ioimbina também não foi 

eficaz em bloquear o efeito ansiolítico da nortriptilina, questiona a capacidade do 

procedimento empregado em avaliar a participação do sistema noradrenérgico. 

Portanto, o resultado com o óleo essencial de C. sinensis pode ser considerado 

inconclusivo. 

A ioimbina tem sido utilizada para induzir ansiedade em humanos 

(CHARNEY, 1983) e para produzir efeitos ansiogênico em vários modelos animais 

de ansiedade (PELLOW, 1985a; PELLOW, 1985b). Assume-se que muitas ações 

comportamentais da ioimbina surgem de um aumento da atividade noradrenérgica 

central secundário ao bloqueio dos receptores alfa2 pré-sinápticos (PAPESCHI, 

1975; HOEHN-SARIC, 1982). Evidências sugerem que a ação ansiogênica da 

ioimbina estaria relacionada com os sistemas noradrenérgicos e dopaminérgicos 

(CHARNEY et al., 1984; CHARNEY et al., 1987; JOHNSTON; FILET, 1989). 

Entretanto, no presente estudo observou-se um efeito tipo ansiolítico da ioimbina. 

Entretanto, a mesma ioimbina, segundo Millan (2003), pode estar associada a 

efeitos tipo ansiolíticos, quando bloqueia os receptores alfa2 adrenérgicos pós-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoehn-Saric%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6124225
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sinápticos. Nesta linha, Cole e colab. (1995) observaram que a ioimbina induziu 

efeito tipo ansiolítico no modelo do labirinto em cruz elevado. 

O estudo da participação serotonérgica no efeito tipo ansiolítico do óleo 

essencial de C. sinensis avaliou-se a participação dos receptores 5-HT1A, alvo 

celular da ação ansiolítica da buspirona (CHOPIN; BRILEY, 1987; JANN, 1988; 

CARLI et al., 1989) e, frequentemente, associado a ação tipo ansiolítica de vários 

fármacos, como por exemplo do óleo essencial de lavanda e de Citrus aurantium, 

(CHIOCA et al., 2013; COSTA et al., 2013). Nesta etapa empregou-se o 

WAY100635, antagonista dos receptores 5-HT1A. O pré-tratamento com WAY100635 

bloqueou o efeito tipo ansiolítico apresentado pelo óleo essencial de C. sinensis, 

indicando que o sistema serotonérgico mediaria o efeito ansiolítico do óleo essencial 

de C. sinensis. O bloqueio do efeito tipo ansiolítico do 8-OH-DPAT pelo WAY100635 

validou o procedimento empregado. Curiosamente, embora o WAY100635 tenha 

sido capaz de bloquear o efeito ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis e do 8-

OH-DPAT, quando administrado isoladamente ele também induziu efeito tipo 

ansiolítico. 

Em estudo realizado por Nunes-de-Souza et al. (2002), onde os animais 

receberam infusões no hipocampo ventral de WAY100635, observou-se um 

aumento da exploração dos braços abertos e redução da avaliação de risco. Estes 

efeitos foram observados na ausência de significativa de alterações na atividade 

locomotora. Os resultados sugerem que os receptores 5-HT1A pós-sinápticos no 

hipocampo ventral (mas não dorsal) desempenham um papel significativo na 

mediação da ansiedade (NUNES-DE-SOUZA et al., 2002), ressaltando a 

possibilidade de ocorrência de efeito ansiolítico do antagonista WAY100635. 

O sistema endocanabinóide tem sido relacionado com transtornos 

psiquiátricos, como ansiedade e depressão, atuando em várias regiões do cérebro, 

como hipocampo e amígdala (HERKENHAM et al., 1990). Os neurotransmissores 

canabinóides (p.ex. anamdamida) atuam em receptores canabinóides CB1 e CB2, 

sendo o CB1 mais frequentemente associado à ansiedade. Nesta linha, o sistema 

canabinóide tem despertado interesse como alvo potencial para desenvolvimento de 

novos fármacos ansiolíticos (HALL; SOLOWIJ, 1998; BRAIDA et al., 2006; PATEL; 

HILLARD, 2006; RUTKOWSKA et al., 2006). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rutkowska%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16702621
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No presente estudo a participação do sistema canabinóide no efeito 

ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis foi avaliada empregando-se o WIN 

55,212-2, agonista do receptor canabinóide CB1, e o AM251, antagonista receptor 

CB1. Neste experimento, tanto o agonista, quanto o antagonista canabinóide não 

alteraram o número de esferas escondidas, embora o WIN 55,212-2 tenha 

apresentado uma tendência não significante. Por outro lado, o antagonista AM251 

reverteu o efeito tipo ansiolítico do óleo essencial. Este resultado sugere que o 

sistema canabinóide participe do efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de C. 

sinensis. Embora o controle positivo (WIN 55,212-2) não tenha reduzido o número 

de esferas escondidas, não sendo possível avaliar a efetividade da administração do 

AM251 no bloqueio do receptor CB1, o bloqueio do efeito do óleo essencial pelo 

AM251 já seria suficiente para indicar esta mediação. 

Na avaliação da neurotransmissão nitrinérgica empregou-se o pré-

tratamento com L-arginina, precursor do NO, no efeito tipo ansiolítico do óleo 

essencial de C. sinensis, utilizando-se o 7-NI, inibidor da NOS, como controle 

positivo. Adicionalmente, avaliou-se também o efeito da inalação óleo essencial de 

C. sinensis na expressão de neurônios positivos ao NADPH-diaforase no córtex 

cerebral. 

Novamente, o óleo essencial de C. sinensis a 5% e o 7-NI apresentaram 

efeito tipo ansiolítico no modelo esconder esferas, sem alterar significativamente a 

atividade locomotora. O pré-tratamento com a L-arginina foi capaz de bloquear os 

efeitos do óleo essencial e do 7-NI, uma vez que, os grupos óleo ou 7-NI + L-

arginina não apresentaram alterações significativas do número de esferas 

escondidas em relação ao grupo óleo + veículo. Protocolos similares têm sido 

utilizados para avaliar a mediação nitrérgica no efeito tipo ansiolítico de fármacos. 

Por exemplo, a L-arginina reverteu o efeito ansiolítico dos antidepressivos no 

labirinto em cruz elevado e no campo aberto (BEIJAMINI et al., 2006) e também no 

modelo esconder esferas (CHIOCA et al., 2013). Além disso, o pré-tratamento com 

L-arginina bloqueou o efeito dos antidepressivos citalopram e paroxetina, inibidores 

seletivos de recaptação de serotonina, no comportamento de esconder esferas 

(KRASS et al., 2010). Do mesmo modo, inibidores da nNOS (por exemplo, 7-NI) 

induziram efeito ansiolítico no modelo de labirinto em cruz elevado (VOLKE et al., 

1995; DUNN et al., 1998) e no modelo esconder esferas (KRASS et al., 2010). 



68 

 

Adicionalmente, na avaliação do sistema nitrérgico, utilizou-se o método da 

NADPH-diaforase. Hope et al. (1991) enfatizam que a histoquímica do NADPH-

diaforase permite indicar a localização da enzima óxido nítrico sintase (NOS) no 

sistema nervoso. Esta reação serve também para detectar mudanças da atividade 

da NOS em neurônios, sendo que a intensidade da reação varia em diferentes 

grupos de células cerebrais, como, por exemplo, uma maior intensidade de 

coloração nos neurônios do córtex cerebral do que nos neurônios do estriado 

(MORRIS et al., 1997). Finalmente, em tecidos fixados com formaldeído, como no 

presente estudo, a NADPH-diaforase marca exclusivamente neurônios também 

marcados com NOS (DEL BEL; GUIMARÃES, 2000). 

Assim, no presente estudo, observou-se que camundongos que receberam 

inalação de óleo essencial de C. sinensis apresentaram menor expressão de 

NADPH-diaforase no córtex cerebral que camundongos controles. Este resultado é 

coerente com os resultados encontrados no modelo de esconder esferas. 

Finalmente, a compilação de todos os resultados deste estudo permite 

sugerir que o óleo essencial de Citrus sinensis (laranja doce), administrado por via 

inalatória, apresentou efeito tipo ansiolítico em vários modelos de ansiedade, e tal 

efeito, possivelmente, parece estar sendo mediado pelos sistemas de 

neurotransmissão nitrinérgico, serotonérgico e canabinóide. 

Estudos indicam que o óxido nítrico teria a capacidade de modular vários 

sistemas de neurotransmissão no sistema nervoso central, tais como a serotonina, a 

dopamina, o GABA e o glutamato (LORRAIN et al., 1993; STRASSER et al., 1994; 

SEGOVIA et al., 1997; WEGENER et al., 2000). Além disso, o óxido nítrico poderia 

atuar na síntese de serotonina, via triptofano hidroxilase (KUHN et al., 1996), 

influenciando também sua liberação (KAEHLER et al., 1999). Além disso, Chanrion e 

Colaboradores (2007) demonstraram que a interação física entre o transportador de 

serotonina e a nNOS teria uma modulação recíproca. Esta interação pode ser 

observada comportalmente pelo bloqueio do efeito tipo antidepressivo da inibição da 

nNOS com a depleção de serotonina (HARKIN et al., 2003; WEGENER, et al., 2003; 

GIGLIUCCI et al., 2010). 

Estes dados reforçam os achados encontrados em nosso estudo, onde 

temos a influência dos sistemas nitrinérgico e serotonérgico no efeito ansiolítico 

encontrado para o óleo essencial de C. sinensis, ressaltando também a influência do 
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sistema canabinóide neste efeito. Portanto, pode-se sugerir uma possível interação 

destes sistemas, atuando em regiões cerebrais relacionadas à ansiedade, 

modulando assim os mecanismos de neurotransmissão, culminando no efeito 

ansiolítico apresentado pelo óleo essencial. 

Assim sendo, considerando que o efeito tipo ansiolítico do óleo de C. 

sinensis não envolve o receptor GABA-A (e seu sítio benzodiazepínico), há a 

perspectiva de que ele não induza sedação (conforme observado no presente 

estudo), prejuízos de memória ou risco de abuso/dependência. Mais ainda, em 

relação ao seu uso clínico, a facilidade da administração dos óleos essenciais por 

via inalatória permitiria o seu emprego em situações de ansiedade antecipatória, 

como, por exemplo, na sala de espera de consultórios odontológicos (LEHRNER et 

al., 2000; LEHRNER et al., 2005), o que seria uma vantagem adicional em relação 

aos fármacos ansiolíticos atuais. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 A inalação do óleo essencial de C. sinensis (laranja doce) apresentou 

efeito tipo ansiolítico nos modelos Esconder Esferas, Caixa Claro-Escuro, 

Campo Aberto, Hipofagia Induzida por Neofobia e no Labirinto em Cruz 

Elevado. 

 Nas doses com efeito tipo ansiolítico não foram observados efeitos 

sedativos. 

 O sistema de neurotransmissão gabaérgico não está envolvimento no 

efeito tipo ansiolítico do óleo essencial de C. sinensis. 

 O sistema serotonérgico (possivelmente mediado pelo receptor 5HT1A), 

canabinóide (possivelmente mediado pelo receptor CB1) e o sistema 

nitrérgico (inibição) participam do efeito tipo ansiolítico do óleo essencial 

de C. sinensis. 
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ANEXO 1 – ANÁLISE DO ÓLEO ESSENCIAL Citrus sinensis 
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