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RESUMO: As plantas medicinais sdo largamente utilizadas pelo homem no tratamento dos seus males
desde os primordios da civilizagdo. Entre as mais diversas espécies vegetais algumas tém despertado
interesse dos pesquisadores, como ¢ o caso das ‘“Plantas Aromaticas” cuja atividade tem sido atribuida aos
6leos essenciais. O R-(+)-limoneno é um monoterpeno encontrado em varias espécies de plantas aromaticas
e possui diversos efeitos farmacoldgicos, como ansiolitico e gastroprotetor. A caixa de inalagdo, sob nimero
de patente BR 10 2013 017201-4 A2, é bastante utilizada para possiveis efeitos farmacolégicos de Gleos
essenciais em animais. Este estudo tem como objetivo encontrar uma atmosfera ideal para o monoterpeno R-
(+)-limoneno quando utilizados em estudos pré-clinicos farmacolégicos. Os resultados mostraram que no
tempo de 3 minutos ndo foi possivel haver a identificacdo deste monoterpeno. A partir de 13 minutos (3,77
ng/cm®) ha o aparecimento de um pico cromatogréfico caracteristico do R-(+)-limoneno, sendo assim
confirmado pelo seu espectro de massas. Em 23 e 33 minutos as concentragdes do monoterpeno na caixa
foram de 5,92 pg/cm® e 7,56 pg/cm?®, respetivamente. O tempo de 33 minutos foi considerado como o tempo
na qual o 0leo essencial chega ao ponto de saturacdo. Porém, segundo a literatura concentra¢fes acima de
5,56 pg/cm?® promove um processo de bronconstricgdo em animais, dificultando a sua respiragdo. Portanto, a
partir desta avaliacdo, podem-se determinar concentracfes do R-(+)-limoneno para aplicacdo de estudos pré-
clinicos farmacolégicos, garantindo a eficacia e efeito desta substancia.

PALAVRAS-CHAVES: Caixa de inalacdo, padronizagdo, R-(+)-limoneno, CG-MS.
al., 2008). Os 6leos essenciais, administrados

- or via inalatoria, estimulam o0s nervos
INTRODUCAO P

olfatorios que exercem um efeito sobre o

Os efeitos da terapéutica dos oleos cérebro, o que resulta em alteracdes de

essenciais nas doengas fisicas e psicoldgicas comportamento em animais e seres humanos

sdo bem conhecidos. Estudos com (SU et al., 2009; LAWLESS, 2002). A sua

aromaterapia tém relatado as propriedades utilizacdo pode representar um método

medicinais dos aromas que vem sendo alternativo para o tratamento de patologias,

utilizados a milhares de anos por humanos tais como a ansiedade (ALMEIDA et al.
para tratamento de varias doencas (KUTLU et
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2004), convulsdes (SOUSA et al., 2006), dor
e inflamacdo (ALMEIDA et al., 2001).

O monoterpeno R-(+)-limoneno  (1-
Methyl-4-(1-methylethenyl)-cyclohexene)
(figura 1) estd presente em altas proporcoes
em frutas citricas e € comercializado por
muitos fabricantes de dleos essenciais
(MALHOTRA et al., 2009). E encontrado em
varias plantas, tais como Lippia alba (Mill.)
N. E. BROWN (Verbanaceae) (VALE et al.,
2002), Artemisia dracunculus L. (Asteraceae)
(SAYYAH et al., 2004), e em outras espécies
de plantas aromaticas. Apresenta atividade
antinociceptiva quando administrado
intraperitonealmente (AMARAL et al., 2007).
Além disso, tem sido relatada a acdo deste
monoterpeno como modulador do estresse
oxidativo e de possuir uma atividade
quimiopreventiva (MANUELE et al., 2010),
reduzindo tumores induzidos na pele de
animais (CHAUDHARY et al., 2012).
Estudos anteriores mostraram que a
administracdo do R-(+)-limoneno (0,5% e
1,0%) em camundongos por via inalatéria
produziu um efeito ansiolitico em um modelo
de labirinto em cruz elevado (LIMA et al.,
2013).
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Figura 1. Estrutura quimica do R-(+)-
limoneno.

Pesquisas envolvendo a exposigdo
prolongada do R-(+)-limoneno por via
inalatéria devem ser mais realizados uma vez
que o limoneno possui muitas aplicacdes
comerciais e tem sido apresentado como
solventes ambientais (ROLSETH et al.,
2002).

A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS) € um
método analitico que combina as duas
técnicas para identificar substancias diferentes
dentro de uma amostra de teste. Aplicacdes de
GC-MS incluem a deteccdo de drogas,
investigagdo de incéndio, analise ambiental,
investigacdo explosivos e identificagdo de
amostras desconhecidas (DORAMN et al.,
2010).

Portanto, este estudo tem como objetivo
realizar a avaliagdo do monoterpeno R-(+)-
limoneno na caixa de inalagdo com o fim de
correlacionar a atmosfera ideal para a
utilizacdo desta substancia em experimentos

com animais.
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METODOLOGIA

Caixa de inalacéo

A caixa de inalacdo de dimensdes 36,5
cm X 28,5 cm X 31 cm é constituida de
acrilico revestida com o material aluminio. As
duas paredes de maior largura contém quatro
furos com 2 cm de didmetro cada um. Este
aparato possui uma tampa também constituida
de acrilico e revestida de aluminio. A tampa é
toda perfurada com a finalidade de permitir
uma entrada dos gases que compdem o ar
facilitando a respiragdo do animal. A caixa de
inalagcdo utilizada tem como ndmero de
depdsito de patente BR 10 2013 017201-4
A2.

Realizagdo dos experimentos

Na caixa de inalacdo foi injetado com
uma microseringa Hamilton 50 pL de R-(+)-
limoneno (97%) no orificio localizado no
centro da tampa. Em seguida ap6s um periodo
de saturacdo inicial de 3 minutos, foram
retiradas aliquotas de 10 pL da atmosfera do
sistema gasoso em estudo utilizando uma
microseringa nos intervalos de tempos: 3 min,

13 min, 23 min e 33 min.

Parametros cromatograficos
Os cromatogramas foram obtidos de um
cromatografo a gas diretamente interfaciado

com um espectrébmetro de massas (Shimadzu
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GC-MS-QP5050A). Coluna capilar com fase
estaciondria de 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de diametro interno e
0,25 pum de espessura do filme, fabricada pela
J & W Scientific.

A programacdo de temperatura inicial
foi de 70°C a 105 °C (8°C/min) depois segue
até 250°C (40°C/min), e temperatura de
interfaciamento de 250°C; apresentando
tempo de programacdo de 9,0 min. A
temperatura do injetor foi de 250°C, o hélio
foi utilizado como gas de arraste a um fluxo
de 1,5 mL/min, com raz&o de Split de 1:5. O

volume de injecdo foi de 10 pL.

A ionizacdo dos componentes foi
realizada por impacto eletrénico a 70 eV, com
detector de 1,25 Kv. O espectrometro foi
operado no modo SCAN, varrendo uma faixa
de massas de 45 a 450 u.m.a. A temperatura
da fonte de ions foi de 280 °C. A identificacdo
dos compostos foi realizada comparando seus
espectros de massas com 0S espectros
existentes no banco de dados do equipamento
(biblioteca Willey/NBS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os O6leos essenciais, 0 R-(+)-
limoneno é um monoterpeno prevalente em
varios Oleos essenciais que apresenta agdes
deste em nivel de SNC: atividade
anticonvulsivante (VIANA et al., 2000) ),
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antinociceptiva (AMARAL et al., 2007) e
ansiolitica (LIMA et al., 2013).

Com um metodo inovador foram
realizados a quantificacdo do R-(+)-limoneno
na caixa de inalagdo a fim de correlacionar a
atmosfera ideal para a utilizagdo da substancia
em experimentos com animais. Os
cromatogramas e 0s espectros de massa
obtidos a partir da padronizagdo da caixa de
inalacio com o R-(+)-limoneno estdo
representados nas figuras 2 a 6. A partir dos
valores das areas dos picos em funcdo da
concentragdo de limoneno padrdo pode-se
chegar a equacdo linear: y = 144098x —
137498 com r? 0.9996. A partir desta equagdo
as concentracbes do limoneno foram
calculadas para os tempos 13, 23 e 33 minutos

(tabela 1).

O ponto de amostragem inicial (3
minutos) resultou na ndo identificagédo do R-
(+)-limoneno na atmosfera da caixa (tabela 2
e figura 2). A identificacdo foi possivel apos
10 min da aplicacdio do R-(+)-limoneno
obtendo uma concentracdo de 3,77 pg/cm®
(figura 3). O espectro de massa (figura 6)
mostra 0 pico base evidenciando a molécula
do R-(+)-limoneno (MM = 136 g/mol).

Tabela 1: Parametros analiticos da cinética de
disperséo do limoneno.

Coleta (ng/cm?®)
LT1 3 min - -
LT2 13 min |405,586| 3,77
LT3 23 min (714,868 5,92
LT4 33 min [952,220| 7,56

Pontos de  |Pardmetros Analiticos

Amostragem | Tempo de |JArea | Conc.
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Figura 2: Cromatograma no tempo de 3 min
para identificacdo e quantificacdo do R-(+)-
limoneno.

No tempo de 23 min apos a injecdo do
composto dentro da caixa obteve-se uma
concentragdo de 5,92 pg/cm®. A concentragdo
de saturacdo do composto volatil (7,56

ng/cm®) ocorreu no ponto 33 min.
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Figura 3: Cromatograma no tempo de 13 min
para identificacdo e quantificacdo do R-(+)-
limoneno.
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Figura 4. Cromatograma no tempo de 23 min
para identificacdo e quantificacdo do R-(+)-
limoneno.
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Figura 5: Cromatograma no tempo de 33 min
para identificacdo e quantificacdo do R-(+)-
limoneno.
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Figura 6: Espectro de massas nos tempos de
13, 23 e 33 min para identificacdo e
quantificacdo do R-(+)-limoneno.

Larsen et al. (2000) mostraram que
exposicdo de camundongos por 30 minutos ao
limoneno causa uma bronconstricdo em
concentracbes acima de 556 pg/cm®
(LARSEN et al., 2000). A bronconstri¢éo
aumenta a resisténcia ao fluxo do ar e diminui
a quantidade de ar fresco que chega aos
alvéolos, gerando um quadro de hipdxia
(GUYTON & HALL, 2011;
SILVERTHHRN, 2010). A queda no
suprimento de oxigénio a célula cessa a
fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias
gerando uma queda nos niveis celulares de
ATP (NELSON & COX, 2002). A auséncia
de energia levard a uma série de mudangas
metabdlicas e morfologicas na célula.
Inicialmente a atividade ATPase Na'/K*
dependente é bloqueada e isso leva a
completa perda de homeostasia ibnica da
celula. A auséncia de ATP leva a inatividade
da bomba de Ca** e o aumento na
concentragido de Na® leva a inatividade do
trocador Na*/Ca*" ocorrendo um aumento na

quantidade de Ca?* citoplasmatico gerando
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contragdo da musculatura dos bronquios
(GOLAN et al., 2009).

CONCLUSOES

Os dados encontrados a partir da
quantificdio do monoterpeno R-(+)-limoneno
na caixa de inalacdo de compostos ou
misturas volateis, mostrou-se que foi possivel
identificar este 6leo essencial a partir de 13
minutos apos a injecdo inicial. Em 33 minutos
foi considerado o tempo de saturacdo do Oleo
essencial. Portanto, a partir desta avaliacao,
podem-se determinar concentragdes do R-(+)-
limoneno para aplicacdo de estudos pré-
clinicos farmacoldgicos, garantindo a eficécia

e efeito desta substancia.
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