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Resumo 

 

CHAVES NETO, GABRIEL. Estudo não-clínico do efeito ansiolítico do óleo 

essencial de Citrus aurantium L. em um complexo de inclusão com β-

ciclodextrina. 2021. 105f.  (Tese). Programa de Pos Graduação em Desenvolvimento 

e Inovação Tecnológica Em Medicamentos – PPGDITM 

 

A ansiedade tem aumentado de maneira significativa na população mundial, o que 

tem incentivado a busca por alternativas inovadoras que atuem no tratamento. 

Pesquisas com óleo essencial do Citrus aurantium L. (OEC) tem apresentado 

resultados com efeitos ansiolíticos tanto em grupos animais como em grupos 

humanos. Porém limitações em relação ao uso, a sua preservação, estocagem e 

quantificação da dosagem afetam a eficiência da terapêutica. O uso potencial de 

complexos de Ciclodextrinas como carreadores de fármacos tem sido explorado com 

sucesso na produção de medicamentos, melhando as características físico-quimicas. 

O estudo tem como objetivo avaliar o potencial ansiolítico do complexo de inclusão 2-

hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CD) contendo OEC. A preparação do complexo de 

inclusão foi desenvolvida pelo método de liofilização usando o modelo de liofilizador 

Alpha 1-2 LD plus. O limoneno (LIM), principal composto do OEC, com HP-β-CD na 

razão molar (1: 1M) foi disperso em etanol usando um agitador de laboratório por 48 

horas em temperatura ambiente (25° C) para permitir a formação de complexos e 

evitar a perda de voláteis na atmosfera. Foram realizados ensaios farmacológicos não 

clínicos utilizando camundongos distribuídos em grupos experimentais e grupos 

controle submetidos ao teste de labirinto de cruz elevado, teste da placa perfurada, 

teste de esconder esferas, e teste rota-rod. Foram observados resultados satisfatórios 

do efeito ansiolítico do OEC complexado em HP-β-CD, com a indicação de uma 

potencialização do efeito com doses de 500 mg/kg e 250 mg/kg complexadas, 

sugerindo menores perdas no processo farmacocinético.  

Palavras chave: Ansiedade, óleos voláteis, Critrus, Ciclodextrinas, Tecnologia 

Farmacêutica 
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Abstract 

CHAVES NETO, GABRIEL. Non-clinical study of the anxiolytic effect of Citrus 

aurantium L. essential oil in an inclusion complex with β-cyclodextrin. 2021. 

105f. (Tese). Programa de Pos Graduação em Desenvolvimento e Inovação 

Tecnológica Em Medicamentos – PPGDITM 

 

Anxiety has increased significantly in the world population, which has encouraged the 

search for innovative alternatives that act in the treatment. Research with essential oil 

of Citrus aurantium L. (OEC) has shown results with anxiolytic effects in both animal 

and human groups. However, limitations regarding use, preservation, storage and 

dosage quantification affect the efficiency of the therapy. The potential use of 

cyclodextrin complexes as drug carriers has been successfully explored. The study 

aims to evaluate the anxiolytic potential of the inclusion complex 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin (HP-β-CD) containing OEC. The preparation of the inclusion complex was 

developed by the lyophilization method using the Alpha 1-2 LD plus lyophilizer model. 

Limonene (LIM), the main OEC compound, with HP-β-CD in molar ratio (1: 1M) was 

dispersed in ethanol using a laboratory shaker for 36 hours at room temperature (25 ° 

C) to allow the formation of and avoid the loss of volatiles in the atmosphere. Non-

clinical pharmacological tests were carried out using mice distributed in experimental 

groups and control groups submitted to the elevated plus maze test, perforated plate 

test, sphere hide test, and route-rod test. Satisfactory results of the anxiolytic effect of 

the OEC complexed in HP-β-CD were observed, with the indication of an potentiation 

of the effect with doses lower than 500 mg / kg and 250 mg / kg complexed, suggesting 

lower losses in the pharmacokinetic process. 

Keywords: Anxiety; Citrus aurantium; Essential oils; Cyclodextrin; Inclusion complex. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A ansiedade desempenha uma resposta de adaptação do organismo a 

situações especificas, normalmente de um perigo interno ou externo iminente, 

manifestando um estado de tensão, apreensão e desconforto, podendo ser resposta 

a estresse ou a estímulo ambiental. Estudos apontam um aumento significativo da 

presença de sintomas ansiosos na população, muitos fatores são indicados como 

responsáveis por esse aumento, destacando às profundas transformações ocorridas 

no âmbito econômico, social e cultural (BRAGA et al., 2010; FREITAS, 2013).  

Alterações emocionais e fisiológicas são observadas em momentos ansiosos; 

emocionais tais como o medo, insegurança, apreensão, presença de pensamento 

catastrófico, bem como o aumento do período de vigília ou alerta, já as fisiológicas 

podem apresentar-se através dos sinais e sintomas, tais como taquicardia, palidez, 

taquipnéia, tensão muscular, desordens intestinais, tontura, tremores, dentre outros. 

Pode ser propulsora do desempenho nas atividades, desde que dentro da 

normalidade nas experiências humanas (ANDRADE et al., 2013; BRAGA et al., 2010). 

Karino e Laros (2014) apontam que as manifestações da ansiedade dependem 

do enfrentamento dos indivíduos às situações que estes consideram desafiadoras. Na 

presença de um estímulo causador de ansiedade, a pessoa passa a apresentar 

reações fisiológicas desagradáveis, a postura fica tensa e a expressão facial cansada, 

associada a dores de cabeça, acarretando o envolvimento de componentes 

fisiológicos, comportamentais e cognitivos.  

Considera-se um estado de ansiedade normal quando este consiste numa 

resposta adaptativa do organismo, propulsora do desempenho e com componentes 

psicológicos e fisiológicos, sendo a frequência e a intensidade em que esses 

componentes ocorrem, parâmetros fundamentais na caracterização da ansiedade 
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como normal ou patológica, Quando a resposta ao estímulo causador da ansiedade 

torna-se desproporcional, de forma frequente, a ansiedade torna-se patológica 

(BRAGA, 2011; KARINO; LAROS, 2014). 

Os transtornos de ansiedade estão entre as condições psiquiátricas mais 

prevalentes nos Estados Unidos e no Brasil e estão presentes na maioria das 

populações estudadas. Os benzodiazepínicos e antidepressivos têm sido utilizados 

nos últimos 45 anos como fármacos de escolha para o tratar as diversas formas de 

ansiedade, e apesar de apresentarem benefícios, os efeitos colaterais são 

predominantes, incluindo amnésia anterógrada e dependência física (SADOCK, 2012; 

VIANA et al., 2016). 

Devido aos efeitos colaterais apresentados nos tratamentos convencionais, 

pesquisas apontam que 43% dos pacientes que apresentam transtornos de ansiedade 

usam alguma forma complementar de terapia e, por isso, pesquisas buscam encontrar 

alternativas medicinais que apresentem efeitos ansiolíticos mais específicos com 

menores danos ao indivíduo (ERNST, 2006; VIANA et al., 2016). 

Em busca por alternativas inovadoras que atuem no tratamento da ansiedade, 

pesquisas têm comprovado efeitos ansiolíticos de óleos essenciais (OE) utilizados 

tradicionalmente pela população de vários países no tratamento de problemas 

relacionados com o sistema nervoso, especialmente sintomas de ansiedade (COSTA 

et al., 2013; VIANA et al., 2016). 

Os OE são produtos voláteis de origem vegetal, obtidos por processo físico, 

como destilação por arraste com vapor de água, destilação a pressão reduzida ou 

outro método dependendo da localização no vegetal. Podem ser encontrados em 

todas as estruturas vegetais, sendo mais frequente em flores, folhas e frutos. 

Atualmente são utilizados nas indústrias alimentícias farmacêuticas, cosmética, e 

importante destaque na aromaterapia (HENRIQUES; SIMÕES-PIRES; APEL, 2009; 
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VIANA eta al., 2016). A Aromaterapia é um importante instrumento para profissionais 

de saúde que podem diversificar a fim de proporcionar uma terapia mais confortável, 

essa prática tem aumentado ao longo dos anos em comparação com outras 

abordagens terapêuticas, apresenta menos efeitos adversos e maior adesão ao 

tratamento, melhorando o bem-estar físico, emocional e espiritual, sendo um método 

não invasivo e barato (VIANA et al., 2016). 

Estudos mostram a utilidade da aromaterapia, obtendo redução dos níveis de 

ansiedade e estresse após terapias com OE em diversos grupos sociais 

(DOBETSBERGER; BUCHBAUER, 2011; LYRA; NAKAI; MARQUES, 2010). Dentre 

espécies que podem ser úteis no tratamento da ansiedade destaca-se a espécie 

Citrus aurantium L. pertencente à família Rutaceae, popularmente conhecido como 

"laranja amarga" (PIMENTA et al., 2016). O óleo essencial de Citrus aurantium L. 

(OEC) tem como composto majoritário o limoneno (HENRIQUES; SIMÕES-PIRES; 

APEL, 2009). Pesquisas não clínicas utilizando camundongos, resultaram em efeitos 

ansiolíticos observados a partir do comportamento dos animais ao inalarem o OEC 

(CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002; DE MORAES PULTRINI; ALMEIDA 

GALINDO; COSTA, 2006; LEITE et al., 2008). 

Em humanos, o OEC repetiu os efeitos encontrados nas pesquisas com 

animais. Em um estudo clínico, realizado com pacientes portadores de leucemia 

mieloide crônica, a análise dos resultados sob os parâmetros psicológicos e 

fisiológicos demonstrou um efeito ansiolítico do OE (PIMENTA et al., 2016). 

Administrado por nebulização, o OEC apresentou um efeito ansiolítico agudo em 

usuários de crack em situação de abstinência (CHAVES NETO et al., 2017). 

Uma das limitações em relação ao uso dos OE´s é quanto a sua preservação 

e estocagem, pois grande parte dos componentes é sensível ao calor e à oxidação, 

além de que a alta volatilidade dificulta a padronização da dosagem a ser administrada 
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por aromaterapia. Diversas estratégias são empregadas para prolongar a estabilidade 

dos óleos essenciais, a complexação em ciclodextrinas (CD´s) tem sido utilizada como 

ferramenta para proteção e modulação da liberação de substâncias. Vem sendo 

aplicada com sucesso na proteção de substâncias sensíveis à temperatura, oxidação, 

umidade e reações indesejáveis, permitindo melhor potencial de uso (AGUIAR et al., 

2014). 

A 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina (HP-β-CD), também chamada β-Ciclodextrina 

(β-CD), é a comumente utilizada, pois pode hospedar moléculas de massa molecular 

entre 100 e 400 g/mol em sua cavidade, faixa que compreende a massa molecular da 

maioria das moléculas de interesse. São solúveis em água e possuem a capacidade 

de formar complexos de inclusão reversíveis com moléculas apolares, incrementando 

de forma exponencial sua solubilidade em meio aquoso (AGUIAR et al., 2014; 

VENTURINI et al., 2008). 

O uso de complexos com β-CD e fármacos torna-se interessante por apresentar 

vantagens em comparação aos sistemas convencionais. Permite que diversos óleos 

essenciais e compostos voláteis possam ser complexados, aumentando sua 

estabilidade, solubilidade aquosa, fotoestabilidade e estabilidade térmica, além de 

protegê-los da oxidação, mascarar ou reduzir efeitos fisiológicos indesejados, além de 

reduzir sua volatilidade (AGUIAR et al., 2014; VENTURINI et al., 2008). 

Considerando as características físico-químicas do OEC, a imprecisão da 

administração por aromaterapia e perdas do OEC por volatilidade, que espalham 

rapidamente pelo ambiente ao serem retirados do recipiente de armazenamento, o 

que torna difícil a quantificação do que está sendo realmente inalado pelo indivíduo 

submetido a terapia. Surge a necessidade de avaliar o uso e potencial ansiolítico do 

OEC complexado em β-CD, como forma de garantia de estabilidade da substância. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. Critrus aurantium L. 

A espécie Citrus aurantium L. é popularmente conhecido como laranja-amarga, 

laranja-azeda ou laranjeira-cavalo, pertendente ao gênero Citrus e a família Rutaceae, 

que é formada por árvores e arbustos. Este gênero produz frutas cítricas como 

laranjas, limões e tangerinas, amplamente cultivadas nas zonas tropicais e 

subtropicais do mundon (ZOU et al. 2016).  

 

Figura 1: Citrus aurantium L. é popularmente conhecido como laranja-amarga. Fonte: 
oficinadeervas.com.br 

 

  Em um estudo de revisão, Pimenta e colaboradores (2017) descrevem 

espécies cítricas (Citrus aurantium L.; Citrus sinensis; Citrus bergamia; Citrus limon) 

e seus efeitos observados em estudos ciêntificos. Conforme a tabela 1, os autores 

demonstram que das quatro espécies cítricas do estudo, três apresentam pesquisas 

com demonstração de atividade ansiolítica, entre elas o Citrus aurantium L.. 

Compostos isolados das espécies do gênero citrus apresentam atividades a 

nível de sistema nervosos central. O limoneno é um destes compostos, que está 

presente em altas concentrações na espécie Citrus aurantium L., apresenta um 

potencial ansiolítico quando testados tanto em animais quanto em seres humanos 

(GONZALEZ, 2013; PIMENTA et al. 2016). 
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Citrus aurantium L. Gastrointestinal stimulant and general tonic. Treatment 

of central nervous system disorders like insomnia, 

anxiety, and hysteria. 

Relieve stomach cramps and constipation, combat 

stomach acidity. 

Hypoglycemic effect. 

Anti‐inflammatory. 

Anxiolytic effect. 

Citrus sinensis Sedative action. 

Anthelmintic properties. 

Treatment of liver cirrhosis. 

Antidiabetic properties. 

Anxiolytic effect. 

Citrus bergamia Antibacterial. Antifungal. Anti‐inflammatory.  

Analgesic. Antiproliferative and anticancer properties.  

Neuropsychopharmacological. Neuroprotective. 

Anxiolytic activity. 

Hypoglycemic and hypolipidemic activities. 

Citrus limon Analgesic. Anti‐anemic. Anti‐sclerotic. Antipyretic.  

                                                                                              Antiseptic. 

Emollient and moisturizer properties. 

Anti‐diarrheal. Diuretic. Intestinal mucosa protector. 

Local hemostatic. 

                                                                                              Vascular stimulant and protector. 

Antioxidant. Antiallergic. Antiviral. Anti‐inflammatory.  

Antiproliferative, antimutagenic, and anticancer 

activities. 

 

Tabela 1. Pharmacological action of different citrus species (studies in vitro and in vivo). (Pimenta, 2017) 

É comum o uso popular de Citrus aurantium L. para fins medicinais pela 

população brasileira, que descrevem o uso a partir das cascas das frutas, flores e 

folhas, utilizadas no tratamento dos distúrbios relacionados ao sistema nervoso 

central, amenizar a insônia, sintomas da ansiedade e histeria (SILVA, DREVECK, 

ZENI, 2009).  

Citrus species Pharmacological action  
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O óleo essencial de Citrus aurantium L. é amplamente usado na aromaterapia, 

é um forte líquido amargo perfumado, produzido por hidrodestilação. Estimula o 

sistema nervoso central, reduz a pressão arterial e tem sedativo, analgésico, 

antiinflamatório, antiespasmódico, efeitos carminativos, digestivos e diuréticos 

(STOHS et al, 2011; ELLOUZE et al, 2012). 

Os estudos científicos direcionam as pesquisas para investigação da ação do 

Citrus aurantium L. sobre o sistema nervoso central, mais especificamente no controle 

da ansiedade. Os resultados publicados utilizando animais e humanos tem convergido 

evidenciando efeito ansiolítico da espécie. Pesquisadores observaram que o óleo 

essencial obtido das cascas de Citrus aurantium L. demonstrou efeito ansiolítico após 

administração única em ratos, denotado pelo aumento no tempo de permanência nos 

braços abertos do labirinto em cruz elevado. (CARVALHO-FREITAS, COSTA; 

PIMENTA, 2017).  

O Citrus aurantium L. mesmo utilizado em apenas uma exposição, apresentou 

desempenho similar a um ansiolítico controle positivo. Pacientes portadores de 

leucemia mielóide crônica inalaram óleo essencial de Citrus aurantium L. no momento 

que antecede o procedimento de coleta de material medular e apresentou eficácia no 

controle de ansiedade dos pacientes submetidos ao procedimento de diagnóstico 

desagradável (PIMENTA et al. 2016). 

Conhecida milenarmente e apresentando maior números de pesquisas na 

última década, os estudos comprovam sua ação sobre o sistema nervoso central, 

especialmente sobre a ansiedade. A espécie Citrus aurantium L. apresenta um grande 

potencial a ser estudado, com a busca de mecanismos de ação e novas propriedades 

terapêuticas. 
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2.2. Complexo 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina (HP-β-CD) 

 

Diferentes polímeros são utilizados na produção de complexos de inclusão, 

entre os quais podemos destacar HP-β-CD, esta é amplamente utilizada na indústria 

farmacêutica devido a sua facilidade de acesso e baixo custo, bem como sua 

capacidade de interagir com a maioria moléculas de interesse farmacêutico. Diversas 

classes terapêuticas, tais como, antibióticos, anti-inflamatórios e anti-hipertensivos 

bem como, peptídeos, proteínas e vacinas, tem apresentado estudos promissores 

com sistema polimérico β-CD na liberação de fármacos (FREITAS, 2017; SILVA, 

2015)  

 

 

Figura 2 – 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina. Fonte: https://www.trc-canada.com/ (2020) 

A complexação de uma substância consiste no armazenamento da mesma em 

um agente encapsulante, que a depender do método utilizado transforma-se de um 

estado liquido para sólido, garantindo uma segurança da substância complexada a 

limitações pré-existentes. Aumento da estabilidade, diminuição da volatilidade e 

aromas indesejados estão entre os benefícios do processo (REBELLO, 2009; 

SCHULTZ MÜLLER, 2011). 

No desenvolvimento de fármacos, é uma alternativa satisfatória na proteção de 

substâncias sensíveis à temperatura, oxidação, umidade e reações indesejáveis, de 
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modo a facilitar manipulação, transporte e adição em formulações. Podendo ser 

utilizado na liberação controlada de fármacos por apresentar versatilidade, eficácia e 

baixo custo (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).  

A escolha do material de revestimento apropriado é responsável, em grande 

parte, pelas propriedades físicas e químicas resultantes das partículas e, 

consequentemente, esta seleção deve ser levada em consideração. Polimeros 

naturais tem sido o foco de um número crescente de estudos com potencial utilização 

como encapsulante em aplicações de pesquisas na área biomédica, tais como 

encapsulamento de células, carreamento de fármacos e engenharia de tecidos. Nos 

últimos anos as CDs têm sido amplamente utilizadas para melhorar a 

biodisponibilidade e aplicação farmacológica dos produtos naturais, como terpenos e 

OE´s (CAMPOS et al., 2019; RODRIGUES et al., 2017). 

As CD´s são oligossacarídeos cíclicos formadas durante a ação de enzimas 

sobre o amido, denominadas como ciclodextrinas glicosiltransferases, produzidas por 

diferentes microrganismos, como o Bacillus macerans, B. megaterium, B. circulans, 

B. stearothermophilus, B. alcalofílico, B. subtilis, Micrococcus varians, M. luteus e 

Klebsiella pneumoniae(VEIGA; PECORELLI; RIBEIRO, 2006).  São as α, b e γ-

ciclodextrinas, compostas por 6, 7 ou 8 unidades de glicopiranose, as mais comuns 

(AGUIAR et al., 2014; LYRA; NAKAI; MARQUES, 2010). 

As CDs foram descobertas por Villiers em 1891, a partir da digestão de 1000 g 

de amido com Bacillus amylobacter. Ele obteve cerca de 3 g de uma substância 

cristalina, a qual denominou "celulosina", por suas características semelhantes à 

celulose. Somente alguns anos depois as CDs foram detalhadas por Schardinger em 

1903, que descreveu o processo de preparação e isolamento das mesmas 

(VENTURINI et al., 2008).   



26 
 

É ao final da década de 60, que se tem o domínio do método de preparação de 

CDs em escala de laboratório e o acúmulo de informações sobre sua estrutura, 

propriedades físico-químicas, identificando propriedades de formação de complexos 

de inclusão, estudos aprofundados nesta temática se iniciaram, visando suas 

possíveis aplicações (VENTURINI et al., 2008). 

Pode-se obter complexos com CD nas fases líquidas, semi-solidas ou sólidas. 

A fase que se encontra vai indicar o método a desenvolver. Os métodos de co-

precipitação, co-evaporação, neutralização, liofilização e secagem por pulverização 

são utilizados para fase líquida, malaxagem para a semi-sólida e na fale sólida 

métodos como moagem e fluídos super-criticos. (DEL VALLE, 2004; MARTINS, 2008). 

A estrutura das CD´s proporciona a inclusão de várias moléculas orgânicas em 

sua cavidade central, resultando em complexos de inclusão fármaco-ciclodextrina. A 

complexação acontece por um processo de substituição das moléculas de água na 

cavidade central, por moléculas hóspede ou por grupos lipófilos dessa molécula que 

tenham tamanho, forma e polaridade compatíveis com a CD (PINHO et al., 2014). 

Os complexos de inclusão formados com CD apresentam uma característica 

de solubilidade em água, sendo reversíveis com moléculas apolares. O preço razoável 

da ciclodextrina também propicia seu uso, e assim diversos OE´s e compostos voláteis 

passaram a ser complexados com ciclodextrinas (AGUIAR et al., 2014). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Geral 

• Avaliar o efeito ansiolítico em camundongos do óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em um complexo de inclusão com 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 

 

3.2. Específicos 

• Realizar cromatografia gasosa acoplada ao espectometro de massas para 

avaliar a composição do OEC; 

• Desenvolver sistema complexo de inclusão com HP-β-CD incorporando OEC; 

• Realizar avaliação comportamental em modelos experimentais clássicos de 

ansiedade (Labirinto de Cruz Elevado, Campo Aberto, Placa Perfurada e 

Esconder Esferas) do complexo de inclusão HP-β-CD com OEC; 

• Avaliar comprometimento motor e/ou miorelaxante em modelo experimental 

(Rota-rod) do complexo de inclusão HP-β-CD com OEC. 
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4. MATERIAIS E MÉTODO 

4.1.  Desenvolvimento do complexo de inclusão Citrus aurantium L. e 2-hidroxipropil-

β-ciclodextrina (HP- β-CD) 

O processo de desenvolvimento do complexo OEC e HP-β-CD foi realizado em 

parceria com o Laboratório de Neurociências e Ensaios Farmacológico (LANEF) da 

Universidade Federal de Sergipe – UFS.  

4.1.1. Substâncias 

As substâncias utilizadas foram a HP-β-CD; C54H102O39; pureza ≥ 98%, 

adquirida na Sigma-Aldrich (EUA), o diazepam (Sigma –USA) e o OEC, adquirido na 

By-Samia Aromaterapia (Brasil), apresenta as seguintes características: composição 

Química – 90% de LIM; coloração – amarelo forte a alaranjado; odor – cítrico, 

refrescante e penetrante; aspecto: líquido límpido; densidade a 20oC: 0,8300 – 0,8500 

g/mL; índice de refração a 20oC: 1,4710 – 1,4750; solúvel em etanol.  

4.1.2. Preparação do complexo de inclusão contendo óleo essencial de Citrus 

autantium L. e 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina  

A preparação do complexo de inclusão foi desenvolvida pelo método de 

liofilização usando o modelo de liofilizador Alpha 1-2 LD plus. O LIM, principal 

composto do OEC, com HP-β-CD na razão molar (isto é, 1: 1M) foi disperso em etanol 

usando um agitador de laboratório por 36 h em temperatura ambiente ( 25° C) para 

permitir a formação de complexos e evitar a perda de voláteis na atmosfera. A solução 

foi congelada a -20° C e liofilizada a -50° C. As amostras liofilizadas foram 

armazenadas em recipientes fechados dentro de um exsicador (CAMPOS et al., 

2019).    
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4.2. Parâmetros cromatográficos 

Os cromatogramas foram obtidos de um cromatógrafo a gás diretamente 

interfaciado com um espectrômetro de massas (Shimadzu GC-MS-QP5050A). Coluna 

capilar com fase estacionária de 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano com 30 m de 

comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 µm de espessura do filme, fabricada 

pela J & W Scientific. A programação de temperatura inicial será de 70 ºC a 105 ºC (8 

ºC/min) depois segue-se até 250ºC (40 ºC/min), e temperatura de interfaciamento de 

250 ºC; com tempo de programação de 9,0 min. À temperatura do injetor será de 250 

ºC, utilizando o hélio como gás de arraste a um fluxo de 1,5 mL/min, com razão de 

Split de 1:5. O volume de injeção será de 10 µL. A ionização dos componentes será 

realizada por impacto eletrônico a 70 eV, com detector de 1,25 Kv. O espectrômetro 

será operado no modo SCAN, varrendo uma faixa de massas de 45 a 450 u.m.a. A 

temperatura da fonte de íons será de 280 ºC. A identificação dos compostos será 

realizada comparando seus espectros de massas com os espectros existentes no 

banco de dados do equipamento. 

4.3. Desenvolvimento do estudo não clínico 

 

O ensaio farmacológico não clínico foi realizado no Laboratório de 

Psicofarmacologia - CCS/UFPB, com apoio da Unidade de Produção Animal (UPA) 

Prof. Thomas George vinculado ao Instituto de Pesquisa em Fármacos – IPFARM, da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

Antecedendo cada procedimento foi realizada a higienização do(s) aparelho(s) 

teste com álcool a 70% e durante os experimentos foi utilizado álcool a 10% (de baixa 

graduação). Todos os procedimentos experimentais foram analisados e previamente 

aprovados pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais (CEUA) do Iperfarm/UFPB, 

sob a certidão nº 086/2017. 
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4.3.1. Animais 

Para as metodologias realizadas no Laboratório de Psicofarmacologia foram 

utilizados Camudongos (Mus musculus) Swiss, albinos, adultos, machos (figura 2), 

pesando entre 25 a 35 gramas, com aproximadamente 3 meses de idade, fornecidos 

pela UPA Prof. Thomas George – CCS/UFPB. Todos agrupados em gaiolas de 

polietileno, mantidos sob condições controladas de temperatura de 21± 2o C, 

obedecendo ao ciclo claro e escuro e ausência de ruídos estressores, sem uso de 

qualquer medicamento, os animais não passaram por procedimentos anteriormente e 

tiverem livre acesso à comida (tipo pellets) e água, a fim de minimizar variáveis. 

Os animais foram agrupados de acordo com o tratamento e posteriormente 

distribuídos conforme o teste de avaliação, onde um animal não pode ser avaliado em 

mais de um teste. As doses dos grupos tratados foram definidas de acordo com a 

literatura. (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002b; DE MORAES PULTRINI; 

ALMEIDA GALINDO; COSTA, 2006). 

• Grupo Controle: Composto por 06 animais que receberam uma solução salina (1 

ml/kg); 

• Grupo β-CD pura: Composto por 06 animais tratados com complexo de inclusão 

β-CD sem o OEC incorporado.  

• Grupo Diazepam: 06 animais tratados com diazepam (1 mg/kg). 

• Grupo Citrus 1 g/kg: 06 animais tratados com 1 g/kg do OEC;  

• Grupo Citrus 500 mg/kg: 06 animais tratados com 500 g/kg do OEC;  

• Grupo Citrus 250 mg/kg: 06 animais tratados com 250 mg/kg do OEC;  

• Grupo Citrus/β-CD 1 g/kg: 06 animais tratados com 1 g/kg do complexo de 

inclusão β-CD com OEC; 

• Grupo Citrus/β-CD 500 mg/kg: 06 animais tratados com 500 g/kg do complexo de 

inclusão β-CD com OEC; 
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• Grupo Citrus/β-CD 250 mg/kg: 06 animais tratados com 250 mg/kg do complexo 

de inclusão β-CD com OEC; 

Os tratamentos foram administrados por gavagem (VO) nos grupos 

Experimentais, grupo β-CD pura e no grupo Controle, e por via intraperitoneal no 

grupo diazepam, 30 min antes dos testes.  

  

 

Figura 3 - Camudongos (Mus musculus) Swiss, albinos, adultos, machos. Arquivo pessoal (2020). 

4.3.2. Testes de avaliação da atividade ansiolítica  

- Testes 

• Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE) 

O LCE (Insight® - modelo EP 150), observado na figura 3, é um aparato feito 

em acrílico, de cor cinza com quatro braços, sendo dois braços com paredes laterais 

e sem cobertura (braços fechados), medindo 30 cm x 5 cm x 15 cm, colocados 

perpendicularmente a dois braços desprovidos de paredes laterais (braços abertos) 

com o mesmo comprimento e largura. Cada braço é posicionado a 90º do braço 

adjacente e cruzam-se numa área central onde o animal é posicionado. O labirinto é 

apoiado sob um suporte com 38,5 cm elevado em relação ao solo. (LEITE et al., 

2008b). 
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Este teste tem como finalidade verificar os possíveis efeitos ansiolíticos ou 

ansiogênicos das substâncias, uma vez que fármacos ansiolíticos levam o animal ao 

aumento do número de entradas e o tempo de permanência nos braços abertos 

(BARETTA et al., 2012).  

Após meia hora de administração dos tratamentos, os animais serão levados 

ao LCE. Os animais serão colocados, individualmente, na plataforma central de frente 

para um dos braços abertos do labirinto, sendo o número de entradas e o tempo de 

permanência em cada tipo de braço registrado por um período de 5 minutos. 

Considerando-se entrada nos braços quando o animal encontrar-se com as quatro 

patas dentro dos limites dos mesmos (LEITE et al., 2008). 

 

Figura 4 - Labirinto em Cruz Elevado. Arquivo pessoal (2020).  

• Teste da Placa Perfurada 

 O aparelho consiste em uma caixa quadrada de acrílico transparente (50 X 50 

X 30 cm) de 10 cm de altura, com 8 orifícios de 2 cm de diâmetro, equidistantes um 

dos outros e das bordas (figura 4) (ALMEIDA, 2006). 
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O teste baseia-se na observação de que a atividade de mergulhos dos animais 

é inversamente proporcional ao estado de ansiedade. Cada animal será colocado 

individualmente na placa perfurada por um tempo de 5 minutos, sendo registrado o 

número de mergulhos nos orifícios da placa (ALMEIDA, 2006). 

 

 

Figura 5 – Aparelho Placa Perfurada. Arquivo pessoal (2020). 

 

• Teste de Esconder Esferas 

 Nesse teste, verificam-se possíveis alterações comportamentais de drogas que 

possam promover um perfil ansiogênico ou ansiolítico. Isto é determinado pelo 

aumento ou diminuição do comportamento de esconder esferas de vidro na serragem. 

A administração de drogas ansiolíticas reduz o comportamento de recobrir as esferas 

de vidro (ALMEIDA, 2006). 

O aparato consiste em uma caixa de polietileno (46,5 X 31 X 16 cm – 

comprimento, largura e altura) recoberta por uma camada de serragem, sobre a qual 

será distribuída homogeneamente 25 esferas de vidro (figura 5). Os animais serão 
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colocados individualmente na caixa, e ao final de 10 min, registra-se o número de 

esferas escondidas na serragem (ALMEIDA, 2006). 

 

 

Figura 6 – Teste de Esconder esferas. Esferas distribuídas na serragem. 

 

• Campo aberto  

O teste do campo aberto (figura 6) é realizado em uma arena circular cercada 

por paredes de forma que o animal não possa fugir. O assoalho é marcado com 

pequenos quadrados, o que permite a quantificação da atividade locomotora do 

animal. Alta defecação e baixa atividade locomotora indicam a ansiedade do animal. 

Pode-se também utilizar a atividade locomotora do animal no centro do campo aberto 

como medida da 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. (ALMEIDA, 

2006; CRUZ; LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012). 
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Figura 7 – Aparelho de Campo Aberto. Arquivo pessoal (2020). 

 

• Teste Rota-rod (RRT) 

Teste que é utilizado para a detecção do comprometimento motor devido a 

agentes farmacológicos. O aparelho (figura 7) consiste em uma barra de plástico não 

escorregadia, 3,0 cm de diâmetro, rodando a 5 Rpm. Cada camundongo foi colocado 

no aparelho para avaliar a capacidade de caminhar na barra rotativa por 1 min, com 

uma tolerância de até três quedas (COSTA et al., 2013b; DE MORAES PULTRINI; 

ALMEIDA GALINDO; COSTA, 2006b). 

Para evitar um viés de incapacidade não relacionada ao tratamento 

medicamentoso, os animais foram avaliados em um teste de rotina, 24 horas antes do 

Início do procedimento experimental. Apenas os animais que realizaram 

satisfatoriamente nesta avaliação inicial foram avaliados no RRT (COSTA et al., 

2013). 
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Figura 8 – Aparelho de Teste Rota-rod (RRT). Arquivo pessoal (2020). 

 

4.4. Planejamento de medidas para amenizar dor, estresse ou outro sofrimento 

Para a realização dos experimentos foram utilizados roedores provenientes da 

UPA Prof. Dr. Thomas na UFPB. Em todos os procedimentos experimentais foram 

utilizados grupos de 6 animais, e a administração das substâncias-testes por via oral 

e intraperitoneal. Após o período experimental, os ratos e camundongos foram pré-

anestesiados com acepromazina (3 mg/kg), e anestesiados com uma mistura de 

cloridrato de cetamina (100 mg/kg) e cloridrato de xilazina (20 mg/kg) por via 

intraperitoneal, em dose suficiente para eliminar o reflexo corneal (Rev. Assoc. Med. 

Bras. 2010 ). Após a ausência do reflexo corneal, administrou-se 2 mL/kg de cloreto 

de potássio e os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical (DAMY 

et al., 2010). Todos os procedimentos desde o início do estudo até o momento de 

eutanásia foram realizados para evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos 

animais. 
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4.5. Análise de dados 

Para a análise estatística dos resultados, foi utilizado o GraphPadPrism 

(version 6.00, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Os dados quantitativos 

foram submetidos ao teste de normalidade, resultando positivamente, na sequencia 

os grupos foram comparados por análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste 

exato de Fisher. Os resultados foram considerados significativos quando 

apresentarem um nível de significância de 95% (p≤ 0,05).  
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5. RESULTADOS 

5.1. Controle Analítico do Óleo Essencial de Citrus Aurantium L. 

Os picos dos compostos analisados estão representados na figura 8a, sendo o 

Limoneno o composto majoritário, evidenciado pelo maior pico, com um tempo de 

retenção de 8,9 min e área 48124161, correspondendo a 97,99 % do óleo essencial 

analisado. A figura 8b representa o espectro de massa do composto Limoneno com 

peso moleculuar 136 m-z, tendo como pico base 68 m-z. Foi calculado o índice de 

Kovats (1029) e comparado com a literatura, conforme tabela 2.  

 

(a)

 

(b)

 

Figura 9. (a) Cromatograma do Óleo Essencial de Citrus aurantium L. (By Samia); (b) Espectro 

de massas do Limoneno, mostrando o pico base em 68 m/z. 
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Nome Pico Tempo de 

Retenção 

Área Área % Indice de 

Kovats - 

Calculado 

Indice de 

Kovats - 

Literatura 

Limoneno 68 8,9 min 48124161 97,99 1029 1031 

Tabela 2: Identificação do composto majoritário Limoneno.  

 

5.2. Avaliação do efeito ansiolítico do complexo de inclusão com óleo essencial de 

Citrus aurantium L.em modelos experimentais de ansiedade  

 

Os resultados do teste de LCE são apresentados na Figura 10. Após os 

tratamentos os camundongos foram avaliados quanto ao número de entradas nos 

Braços Abertos do Labirinto (A), assim como o Tempo de Permanência nos Braços 

Abertos (B).  Após o tratamento único, o Citrus 1,0 g/kg, o grupo de Citrus/β-CD 1,0 

g/kg e o DZP a 1,0 mg/kg aumentaram significativamente (p < 0,0017) o número de 

entradas nos Braços Abertos do Labirinto em comparação ao grupo Controle e o grupo 

β-CD Pura. Os camundongos do grupo Controle apresentaram uma média de 4 (0,5) 

entradas nos Braços Abertos do Labirinto, Camundongos do grupo β-ciclodextrina 

obtiveram média de 6 (1,02) entradas. O grupo tratado com OEC. 1,0 g/kg apresentou 

média 9 (1,19) entradas segundos. O grupo tratado com o Citrus/β-CD 1,0 g/kg obteve 

média de entradas de 10 (1,2), assim como o grupo tratado com Diazepan, também 

com 10 (1,7) entradas. Observa-se uma diferença significativa entre o grupo Citrus 

250 mg/kg e o grupo Citrus/β-CD 250 mg/kg, com o segundo grupo apresentando um 

maior número de entradas nos braços abertos. 
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Figura 10. Efeitos no teste de Labirinto de Cruz Elevado (LCE) após tratamento único com os grupos 

Controle: Solução Salina; Citrus 1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus 500 mg/kg : óleo 

essencial de Citrus aurantium L.; Citrus 250 mg/kg : óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus/β-CD 

1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 500 

mg/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 250 

mg/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Diazepan 1,0 

mg/kg; β-ciclodextrina Pura. (A) número de entradas do camundongo nos braços abertos do labirinto; 

(B) Tempo de permanência do camundongo nos braços abertos do labirinto. Os resultados são 

expressos em média e erro padrão. *Diferença significativa (p ≤ 0,05) em comparação com o grupo 

controle; #Diferença significativa (p ≤ 0,05) em comparação com o grupo Citrus 250 mg/kg (ANOVA). 

 

Quanto ao tempo de permanência nos Braços Abertos (B), Figura 10.  Após o 

tratamento único, o Citrus 1,0 g/kg, os três grupos de Citrus/β-CD (1,0 g/kg; 500 mg/kg, 

250 mg/k) e o DZP a 1,0 mg/kg aumentaram significativamente (p < 0,0001) o tempo 
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de permanência nos Braços Abertos do Labirinto em comparação ao grupo Controle, 

Citrus 500 mg/kg, Citrus 250 mg/kg e o grupo β-CD pura. Os camundongos do grupo 

Controle apresentaram uma média de 49,7 (2,96) segundos nos Braços Abertos do 

Labirinto, o grupo Citrus 500 mg/kg apresentou média de 49,9 (2,8) segundos, o Citrus 

250 mg/kg obteve média de 22,8 (2,97) segundos, Camundongos do grupo β-CD pura 

permaneceram em média 57,6 (9,04) segundos. O grupo que recebeu o DZP como 

tratamento, obteve média de permanência de 87,4 (9,1) segundos. O grupo tratado 

com OEC 1,0 g/kg apresentou média de permanência de 89,4 (6,48) segundos. Os 

grupos tratados com o Citrus/β-CD (1,0 g/kg; 500 mg/kg, 250 mg/k) obtiveram média 

de tempo de permanência em segundos de 103 (6,96), 95,2 (9,35), 114 (9,17), 

respectivamente. 

Os resultados do teste de Campo Aberto são apresentados na Figura 11. Após 

os tratamentos os camundongos foram avaliados quanto ao Tempo de Grooming (A), 

Tempo de Ambulação (B) e Tempo de Rearing (C).  Após o tratamento único, o Citrus, 

Citrus/β-CD 500 mg/kg e o DZP a 1,0 mg/kg aumentaram significativamente (p < 

0,0001) o Tempo de Grooming (A), com média de 55 (11,4) segundos e 66 segundos 

(10,7), respectivamente, em comparação ao grupo Controle, média de 10 (2,5) 

segundos, e o grupo β-CD Pura, 19 (4,2) segundos de média. Quanto ao Tempo de 

Ambulação (B) no campo aberto os três grupos de Citrus/β-CD (1,0 g/kg; 500 mg/kg, 

250 mg/k) e o DZP a 1,0 mg/kg apresentaram diferença significativa (p < 0,0001) do 

grupo Controle e o grupo β-CD Pura. Os três primeiros apresentaram média de tempo 

de ambulação de 86 (2,96), 86 (4,5) e 98 (5,5) segundos, respectivamente, o diazepan 

apresentou média de 132 (18,4) segundos, grupo controle com média de 46,5 (1,3), 

grupo β-CD Pura com média 52,3 (4,8) segundos. 

Na avaliação do tempo de Rearing, embora se observe um discreto aumento 

na média de tempo dos grupos tratados, não foram observadas diferenças 
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significativas atribuídas ao efeito das substâncias estudadas, assim como o controle 

positivo, o DZP.  
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Figura 11. Efeitos no teste de Campo Aberto após tratamento único com os grupos Controle: Solução 

Salina; Citrus 1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus/β-CD 1 g/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 500 mg/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 250 mg/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Diazepan 1,0 mg/kg; β-ciclodextrina Pura. (A) 

Tempo de grooming do camundongo no Campo Aberto; (B) Tempo de ambulação do camundongo no 

Campo Aberto; (C) Tempo de Rearing do camundongo no Campo Aberto. * p ≤ 0,05 em comparação 

com o grupo controle (ANOVA). 

 

A figura 12 apresenta a média do número de esferas escondidas por cada grupo 

do estudo. Os grupos Citrus 1,0 g/kg, Citrus/β-CD 1,0 g/kg e DZP a 1,0 mg/kg 
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apresentaram diferença significativa (p < 0,0001) quando comparados ao grupo 

Controle. O grupo tratado com OEC apresentou média de 0,6 (0,3) esferas 

escondidas, seguido do grupo Citrus/β-CD 1,0 g/kg com média de 1,7 (0,4) e o grupo 

DZP com média de 0,8 (0,4) esferas. O grupo controle escondeu em média 5,3 (1,47) 

esferas.   

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

1 0

T ra ta m e n to s

N
ú

m
e

r
o

 d
e

  
E

s
f
e

r
a

s

 -c ic lo d e x tr in a  P u ra

C o n tro le

C itru s  1 g /k g

C itru s / -C D  1 g /k g

C itru s / -C D  5 0 0 m g /k g

C itru s / -C D  2 5 0 m g /k g

D ia z e p a m  1  m g /k g

***
***

**

Figura 12. Efeitos no teste de Esconder Esferas após tratamento único com os grupos Controle: 

Solução Salina; Citrus 1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus/β-CD 1 g/kg: óleo essencial 

de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 500 mg/kg: óleo essencial 

de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 250 mg/kg: óleo essencial 

de Citrus aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Diazepan 1,0 mg/kg; β-ciclodextrina 

Pura. Diazepan 1,0 mg/kg; Microparticula Pura. * p ≤ 0,05 em comparação com o grupo controle 

(ANOVA). 

No teste Placa Perfurada (Figura 13) observa-se o número de mergulhos dos 

camundongos nos espaços perfurados da placa.  Apenas o DZP 1,0 mg/kg apresentou 

diferença significativa (p < 0,0001) dos grupos Controle e β-CD Pura. Os dois últimos 

apresentaram média de 14 (1,3) e 21 (2,1) mergulhos, respectivamente, o grupo que 

recebeu DZP 1,0 mg/kg apresentou média de 32 (2,5) mergulhos. O grupo Citrus 1,0 

g/kg apresentou média de 9 (1,4) mergulhos, seguido de Citrus/β-CD 1,0 g/kg com 

média de 8 (0,8) mergulhos. Destaca-se os grupos Citrus/β-CD 500 mg/kg e 250 
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mg/kg que apresentaram médias mais elevadas, 17 (1,3) e 19 (2,3) mergulhos, 

respectivamente, com diferença significativa comparadas ao grupo Citrus 1,0 g/kg. 
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Fig. 13. Efeitos no teste Placa Perfurada após tratamento único com os grupos Controle: Solução 

Salina; Citrus 1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus/β-CD 1 g/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 500 mg/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Citrus/β-CD 250 mg/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Diazepan 1,0 mg/kg; β-ciclodextrina Pura. (A) 

Tempo de ambulação do camundongo na Placa; (B) número de Mergulhos do camundongo nos 

espaços perfurados da Placa. * p ≤ 0,05 em comparação com o grupo controle; #Diferença significativa 

(p ≤ 0,05) em comparação com o grupo Citrus 1 g/kg (ANOVA). 

 

Na avaliação do comprometimento motor devido aos agentes farmacológicos 

administrados nos camundongos, o teste Rota rod (Figura 14) apresenta resultados 

satisfatórios que sugerem o não comprometimento motor por parte do OEC, assim 

como sua apresentação no complexo com β-CD. Para os resultados são verificados 

os tempos de permanência no Rota Rod após 60 min, 90 min e 120 min após 

administração. Os resultados se evidenciam pelo maior tempo de permanência dos 

grupos Controle, Citrus 1 g/kg, Citrus/β-CD 1 g/kg e β-CD Pura em relação ao DZP, 

com diferença significativa no tempo de 60 min (A) e 90 min (B). O DZP é um fármaco 

com efeito ansiolítico que interfere na parte motora animal. Na aferição do tempo de 

permanência com 120 min de administração nos grupos, considera-se que o DZP não 
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apresentava mais efeito nos camundongos, visto que a diferença estatística entre os 

grupos foi finalizada, tendo os camundongos apresentado tempo de permanência 

similar em todos os grupos estudados.  
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Figura 14. Efeitos no teste Rota Rod após tratamento único com os grupos Controle: Solução Salina; 

Citrus 1 g/kg: óleo essencial de Citrus aurantium L.; Citrus/β-CD 1 g/kg: óleo essencial de Citrus 

aurantium L. em complexo de inclusão β-ciclodextrina; Diazepan 1,0 mg/kg; β-ciclodextrina Pura. (A) 

Tempo de permanência no Rota Rod após 60 minutos. (B) Tempo de permanência no Rota Rod após 

90 minutos. (C) Tempo de permanência no Rota Rod após 120 minutos . * p ≤ 0,05 em comparação 

com o grupo controle (ANOVA). 

 

 

 



49 
 

 

 

 

 

 

 

Discussão 

 

  



50 
 

6. DISCUSSÃO 

 

A literatura apresenta uma variedade de óleos essenciais que desempenharam 

um efeito ansiolítico em deferentes modelos animais (Achillea wilhemsii, Angelica 

sinensis, Alpinia zerumbet, Celastarus paniculatus, Chamaecyparis obtuse, Citrus 

aurantium, Citrus aurantium subsp. bergamia, Citrus janus, Citrus latifolia, Citrus 

reticulate, Citrus sinensis, Cymbopogon citratus, Copaifera reticulate, Ducrosia 

anethifolia, Foeniculum vulgare, Lavendula angustifolia, Lippia alba, Spiranthera 

odoratissima e Stachys tibetica). Sousa e colaboradores (2015) fazem destaque ao 

Citrus aurantium L., que pode ser encontrado com diferentes vias de administração e 

com efeitos significativos em vários modelos animais, estudos que foram corroborados 

por diferentes grupos de pesquisa (DE SOUSA et al., 2015).  

Os achados no Labirindo em cruz elevado identificados neste estudo, 

corroboraram com pesquisas anteriores, Montoya e colaboradores (2008) sugerem 

efeito ansiolítico do OEC (1 g/kg), que se reflete no aumento do tempo gasto nos 

braços abertos do labirinto e aumento do número de entradas e da porcentagem de 

entradas nos braços abertos, os autores sugerem o uso do Citrus aurantium L. como 

asiolítico pelo comportamento observado (MONTOYA et al., 2008).  

Como apresentado, neste estudo o Tempo de Permanência nos Braços 

Abertos do Labirinto foi maior nos grupos tratados com o óleo essencial de Citrus 1,0 

g/kg, os três grupos Citrus/β-CD (1,0 g/kg; 500 mg/kg, 250 mg/kg) e o DZP a 1,0 

mg/kg, com diferença significativa do grupo controle. Destaca-se que os grupos Citrus 

500 mg/kg e 250 mg/kg não apresentaram uma diferença significativa do grupo 

controle quanto ao tempo de permanência, divergindo dos grupos complexados, o que 

sugere uma potencialização do efeito do OEC nessa apresentação.  
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O LCE se encontra entre os modelos animais de ansiedade mais utilizados e 

com melhor resposta para o estudo experimental de drogas ansiolíticas. Foi 

desenvolvido por Handley e Mithani e posteriormente validado por (PELLOW et al., 

1985). O modelo aplica a tendência natural de roedores explorarem ambientes novos 

e o medo natural que apresentam a altura e espaços abertos. A ação de drogas 

ansiolíticas permite um maior tempo de permanência nos braços abertos do labirinto, 

assim como um maior número de entradas, inibindo o medo e ansiedade (CRUZ; 

LANDEIRA-FERNANDEZ, 2012).  

Ao avaliar o efeito ansiolítico em camundongos expostos à inalação de óleo 

essencial das cascas de Citrus aurantium L., Leite (2008), observou redução da 

ansiedade, assim como redução do estresse psicológico de forma segura. O óleo 

essencial induziu um aumento significativo no tempo em que os animais 

permaneceram nos braços abertos do labirinto, bem como uma tendência a 

diminuição do tempo em que permaneceram nos braços fechados, quando 

comparados aos animais controle, o que corrobora com nossos achados. Leite e 

colaboradores (2008), considerando que ratos ansiosos não se socializam, destaca o 

tempo de interação social ativa dos animais expostos à inalação do óleo de citrus, 

com diferenças significativas em relação ao tempo de interação dos animais controle, 

sendo essa diferença de tempo observada também com os animais que receberam o 

padrão. 

Neste estudo, quanto ao número de entradas nos Braços Abertos do Labirinto, 

o grupo óleo essencial de Citrus 1,0 g/kg, o grupo Citrus/β-CD 1,0 g/kg e o diazepam 

a 1,0 mg/kg apresentaram maior número de entradas, com diferença significativa do 

grupo controle, cabe destaque ao observar as múltiplas comparações do teste, o 

grupo Citrus/β-CD 250 mg/kg apresentou um número de entradas nos braços do 
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labirinto mais elevado que o grupo Citrus 250 mg/kg, com diferença significativa, 

reiterando uma potencialização do efeito do OE na apresentação microencapsulada.  

 No teste de caixa claro-escuro, realizado por Costa, (2013) os resultados 

revelaram um aumento significativo da quantidade de tempo gasto na câmara de luz 

após a administração de uma dose única de citrus aurantium L. quando comparado 

ao grupo controle. Um aumento em parâmetros exploratórios foram observados após 

o tratamento com diazepam e com óleo essencial. O uso de flumazenil, agonistas 

gabaergicos, sugerem que a atividade ansiolítica do citrus aurantium foi mediada pelo 

sistema serotoninérgico (receptores 5-HT1A). O tratamento agudo não mostrou 

atividade no teste de natação forçada, sensível aos antidepressivos, como também 

não foi observado nenhum comprometimento locomotor ou sinais de toxicidade ou 

alterações bioquímicas, exceto uma redução nos níveis de colesterol, foram 

observados após o tratamento com o óleo essencial (COSTA et al., 2013). 

No teste de Campo Aberto realizado neste estudo, o Citrus/β-CD (500 mg/kg) 

e o diazepam a (1 g/kg) aumentaram significativamente do Tempo de Grooming dos 

camundongos em comparação ao grupo Controle e o grupo β-CD Pura. Em roedores, 

o grooming atua na termorregulação, higienização do pelo e socialização, o aspecto 

que mais tem se destacado é a sua relação com o contexto estressor em que ocorre, 

tornando-o potencialmente informativo nos estudos sobre ansiedade animal 

(ESTANISLAU, 2012; KALUEFF et al., 2016). 

Estanislau et al., (2013), observando comundongos em teste de campo aberto, 

considerando uma situação de aversividade em declínio ao longo do tempo, visto que 

a habituação reduziria essa aversividade, os animais apresentaram menor atividade 

de limpeza no inicio do teste, mostrando aumentos graduais até cerca da metade da 

duração da sessão. Destaca-se que exposições em níveis diferentes parecem 
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produzir efeitos distintos sobre o grooming, o aumento da ansiedade e/ou medo, 

estimulação do circuito da amígdala ou administração de medicamentos ansiogênicos, 

provavelmente impedirão o aparecimento de grooming (FERNÁNDEZ-TERUEL; 

ESTANISLAU, 2016).  

Quanto ao Tempo de Ambulação no campo aberto, os três grupos de Citrus/β-

CD (1,0 g/kg; 500 mg/kg, 250 mg/k) e o DZP a 1,0 mg/kg apresentaram diferença 

significativa do grupo Controle e o grupo β-CD Pura. Não observa-se aumento da 

ambulação no grupo Citrus 1,0 g/kg, o que representa uma possível potencialização 

do efeito do critrus aurantium L. no complexo β-CD. Corroborando com achados de 

Leite e colaboradores (2008), que não observaram resultados que diferiram em 

relação à deambulação dos grupo tratado com óleo essencial de citrus e o grupo 

controle, assim como o tempo de criação ou congelamento não foi alterado.  

Quanto ao teste de esconder esferas, os grupos Citrus 1,0 g/kg, Citrus/β-CD 

1,0 g/kg e DZP a 1,0 mg/kg apresentaram diferença significativa do grupo Controle. 

Tratamento com óleo essencial (0,5 e 1,0 g /kg) e DZP (2,0 mg / kg) diminuíram 

significativamente a número de esferas escondidas após administração única e 

tratamentos repetitivos. O teste é um modelo experimental baseado no 

comportamento defensivo desencadeado em roedores em resposta estímulos 

aversivos. O procedimento experimental parece relacionado ao transtorno obsessivo-

compulsivo, caracterizado pela obsessão, pensamentos recorrentes que levam a 

ansiedade e desconforto acentuados, ou compulsão, comportamento estereotipado 

ou rituais para aliviar a ansiedade.  Drogas ansiolíticas suprimem o comportamento 

de esconder as esferas, embora outras classes de drogas também reduzam ou 

extinguam esta exibição defensiva, indicando ausência de especificidade 

farmacológica (DE MORAES PULTRINI; ALMEIDA GALINDO; COSTA, 2006). 
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No teste Placa Perfurada destaca-se os grupos Citrus/β-CD 500 mg/kg e 250 

mg/kg que apresentaram médias de mergulho mais elevadas, com diferença 

significativa comparadas ao grupo não complexado Citrus 1,0 g/kg. A potencialização 

do efeito de uma substancia complexada é observada em outras pesquisas. Em um 

estudo utilizando Citral, um monoterpeno e o principal composto do óleo essencial de 

Cymbopogon citratus, conhecido como “capim-limão”, observou-se os efeitos anti-

hiperalgésicos e anti-inflamatórios do Citral em complexos de inclusão de β-CD em 

modelos animais. As amostras demonstraram atividade anti-hiperalgésica e anti-

inflamatória devido à redução dos níveis totais de leucócitos, ressaltando que o Citral 

em complexos de inclusão de β-CD apresentou melhores efeitos farmacológicos entre 

as amostras avaliadas, demonstrando um potencial para o desenvolvimento de 

produtos para o tratamento de reações inflamatórias e dolorosas (CAMPOS et al., 

2019). 

Camargo e colaboradores (2018), em um estudo similar, avaliou os efeitos 

cardiovasculares do Linalol, um álcool monoterpeno presente em algumas plantas 

medicinais aromáticas com atividades biológicas, complexado em β-CD. O complexo 

de inclusão contendo Linalol no β-CD produziu um perfil anti-hipertensivo mais 

elevado quando comparado à forma não complexadas. Os resultados sugeriram um 

potencial efeito anti-hipertensivo e complexo se tornou importante para melhorar a 

atividade cardiovascular (CAMARGO et al., 2018). 

 O desenvolvimento de um complexo de OEC com β-CD com resultados 

ansiolíticos positivos em animais se torna promissor para futuras pesquisas e 

desenvolvimento de fármacos para humanos, visto que pesquisas em humanos com 

o óleo essencial não complexado já apresentam resultados promissores.  
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Um estudo clínico realizado com pacientes que aguardavam atendimento 

odontológico, expos os indivíduos a inalação do óleo essencial de laranja na sala de 

espera, os indivíduos que foram expostos ao óleo se apresentaram mais calmos e 

com um menor nível de ansiedade estado (LEHRNER et al., 2005). Goes e 

colaboradores, 2012, obtiveram resultados que mostraram propriedades ansiolíticas 

do óleo essencial de laranja doce em indivíduos saudáveis ao desenvolverem uma 

tarefa ansiogênica, evidenciadas pela diferença significativa dos níveis de ansiedade 

estado entre o grupo expostos ao aroma e grupo controle (GOES et al., 2012). 

Em um estudo com a flor de Citrus aurantium L. deslilada, duas horas antes do 

procedimento, pacientes apresentaram redução na ansiedade pré-operatória na 

cirurgia ambulatorial (AKHLAGHI et al., 2011). Outro estudo realizado com pacientes 

portadores de leucemia mielóide crônica no momento que antecede o procedimento 

de coleta de material medular, pode-se observar que pacientes que inalaram o OEC 

apresentaram uma diminuição da ansiedade e permaneceram relaxados durante o 

procedimento (PIMENTA et al., 2016). 

Ao avaliar o OEC inalado por usuário de crack em abstinência, Chaves neto e 

colaboradores (2017), apresentaram efeito ansiolítico do óleo em um grupo que 

convive diariamente com ansiedade em seus diferentes níveis, sendo um dos 

problemas enfrentados no período de abstinência e de manutenção do abandono das 

drogas. Um estudo clínico apresentou a eficácia da aromaterapia usando OEC na 

síndrome pré-menstrual, podendo ser eficaz como um novo método terapêutico para 

as emoções e sintomas da TPM (CHAVES NETO et al., 2017; HEYDARI et al., 2018). 

Os resultados da presente pesquisa, no teste rota rod, demonstram que o OEC, 

assim como na apresentação complexada em β-Ciclodextrina, apresentam efeito 

ansiolítico sem interferir ou apresentar comprometimento motor nos camundongos. 



56 
 

Carvalho-Freitas e Costa, (2002), apresentaram que camundongos tratados com as 

mesmas doses de óleo essencial usadas no presente trabalho não mostrou 

comprometimento da deambulação espontânea. Assim como Pultrini, 2006, que 

conclui que o OEC apresenta atividade ansiolítica em roedores sem qualquer 

comprometimento motor, mesmo após 15 dias consecutivos de tratamento 

(CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002; DE MORAES PULTRINI; ALMEIDA 

GALINDO; COSTA, 2006) 
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7. CONCLUSÃO 

 

• Com o método utilizado, foi possível desenvolver um sistema de complexo de 

inclusão com 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina incorporando óleo essencial de 

Citrus aurantium L..  

• Foram observados resultados satisfatórios do efeito ansiolítico do OEC 

complexado em 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina, o que se mostra um achado 

importante por garantir a admistração de doses sem perdas por volatilidade. 

•  O estudo acrescenta a observação do efeito ansíolitico com doses de 500 mg/kg 

e 250 mg/kg complexadas, que não é observado nas mesmas doses com OE 

puro, um melhor aproveitamento dos princípios ativos. 

• O comprometimento motor não foi afetado, observado no teste rota-rod, que 

apresenta um achado desejado para uma substância de ação ansiolítica.  

• O desenvolvimento de um complexo de óleo essencial de Citrus aurantium L. 

com 2-hidroxipropil-β-Ciclodextrina com resultados ansiolíticos positivos em 

animais se torna promissor para futuras pesquisas e desenvolvimento de 

medicamentos para humanos.  
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Abstract 

Anxiety in the world population has increased significantly; the problem has encouraged studies 

regarding innovative alternatives for treatment. Research with Citrus aurantium L. essential oil 

(CEO) has revealed positive results with anxiolytic effects in both animals and humans. 

However, certain limitations affect its storage and preservation, its efficiency in therapy, and 

determination of adequate posologies. The potential use of cyclodextrins as drug carriers has 

been successfully explored. This study aims to assess the anxiolytic potential of a CEO/2-

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD) inclusion complex. Preparation of the inclusion 

complex was performed using the Alpha 1-2 LDplus lyophilizer. To allow formation, and avoid 

loss of volatiles to the atmosphere, Limonene (LIM), the main compound in CEO, together with 

HP-β-CD in a molar ratio of (1: 1M) was dispersed in ethanol for 36 hours using a laboratory 

shaker at room temperature (25°C). Non-clinical murine pharmacological tests were performed 

for anxiety assessment in experimental and control groups. To assess anxiety and motor 

impairment, the animals were evaluated using the elevated plus maze, open field, and rota-rod 

tests. Satisfactory results of the anxiolytic effect of the OEC complexed in HP-β-CD were 

observed, with the indication of an potentiation of the effect with doses lower than 500 mg / kg 

and 250 mg / kg complexed, suggesting improvement in the anxiolytic properties of the OEC. 
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1. Introduction 

Anxiety has increased significantly in the world population. Many factors have been 

indicated as responsible for this change, and they include profound economic, social, and 

cultural change. Anxiety is regarded as a state of tension, apprehension, and discomfort, which 

originates as a response to imminent internal or external danger, to stress, or to some 

environmental stimulus (1,2).  

Study (3) point out that manifestations of anxiety depend on how individuals cope with 

situations they consider challenging. In the presence of an anxiety-causing stimulus, the person 

begins to present unpleasant physiological reactions, the posture becomes tense, the facial 

expression is stressed, and associated headaches may cause involvement of physiological, 

behavioral, and cognitive components. 

Anxiety disorders are present in most populations studied, yet in the United States, they 

are among the most prevalent psychiatric conditions. Benzodiazepines have been used in recent 

years as drugs of choice to treat the various forms of anxiety, and more recently, antidepressants 

have become an option. Yet, although they have benefits, side effects are frequent and include 

anterograde amnesia and physical dependence (4,5). 

Studies have found that due to the side effects often presented by conventional 

treatments, up to 43% of patients with anxiety disorders use some form of complementary 

therapy. And thus medicinal alternatives which present specific anxiolytic effect, and yet are 

less harmful to the individual are now being sought (5,6). 

In the search for innovative pharmacological alternatives to treat anxiety, various scientific 

investigations have demonstrated the anxiolytic effects of essential oils. In many countries, 

essential oils have been traditionally used as folk medicine to treat problems related to the 

nervous system, especially symptoms of anxiety (5,7). 

Essential oils, obtained from plants through physical processes are volatile. Of species 

that can be used to treat anxiety, essential oil from Citrus aurantium L. popularly known as 

"bitter orange" (Rutaceae) (8) contains a majority fraction of limonene. As observed from 

animal behavior when inhaling Citrus aurantium L. essential oil (CEO), non-clinical rat studies 

have demonstrated its anxiolytic effects (9–11). The effects of CEO in humans have verified 

those found in research with animals (8,12). 
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In relation to the use of essential oils, one of the limitations is preservation and storage, 

this, since most of the components are sensitive to heat and oxidation. In addition, their high 

volatility makes aromatherapy dosages difficult to standardize.  

The inclusion of substances in complexes with HP-β-CD has been studied to improve 

the safety and efficacy of products, since it can increase the solubility, permeability and 

chemical stability of various compounds, such as essential oils, medicines and volatile products 

(13). 

The potential use of cyclodextrins as drug carriers has been successfully explored, 

improving the physicochemical characteristics of drugs. They are cyclic oligosaccharides, 

obtained by the action of the enzyme cyclodextrin glycosyltransferase by the degradation of 

starch. Due to its ease of access and low cost, HP-β-CD is widely used in the pharmaceutical 

industry, in addition to its ability to interact with most molecules of pharmaceutical interest 

(14). 

The use of complexes with HP-β-CD and drugs is important because it presents 

advantages compared to conventional systems. The present manuscript aims to evaluate the 

anxiolytic effect of the EOC in an HP-β-CD inclusion complex, seeking a system with 

anxiolytic potential that presents a reduction in the preservation, storage and volatility 

limitations of the OEC. 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1. The Citrus aurantium L. and 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin complex 

 

Development of the CEO and HP-β-CD complex was carried out in partnership with the 

Neuroscience and Pharmacological Tests Laboratory (LANEF), at Sergipe Federal University 

of - UFS. 

 

2.1.2. Substances 

 

2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin (HP-β-CD; C54H102O39; purity ≥ 98%) was 

purchased from Sigma-Aldrich (USA), Diazepam (Sigma –USA), Citrus aurantium L. essential 

oil (CEO), presenting the following characteristics: chemical composition - 90% limonene; 

color - strong yellow to orange; odor - citrus, refreshing and penetrating; aspect: clear liquid; 
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density: 0.8300 - 0.8500 g/mL at 20°C; refractive index at 20°C: 1.4710 - 1.4750; and soluble 

in ethanol, was purchased from By -Samia Aromatherapy (Brazil).  

 

2.1.3. Preparation of the Citrus autantium L. essential oil/2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin inclusion complex  

 

Preparation of the inclusion complex was performed by lyophilization using the Alpha 

1-2 LDplus lyophilizer. Limonene (LIM), the main CEO compound, and HP-β-CD in a molar 

ratio of 1: 1M was dispersed in ethanol using a laboratory shaker for 36 hours at room 

temperature (25°C), allowing formation and avoiding loss of volatiles to the atmosphere. The 

solution was frozen at -20°C and lyophilized at -50°C. The lyophilized samples were stored in 

closed containers inside a desiccator (15). 

A lyophilization method was used to prepare CEO/HP-β-CD according to the literature 

(15,16), distilled water (20 mL) containing 1: 1 molar ratios (CEO: HP-β-CD) was mixed. The 

solution was stirred using a magnetic stirring device operating at 150 rpm (Quimis Q 261A21, 

Brazil) at room temperature for 36 hours. After mixing, the solution was frozen to - 50°C and 

lyophilized in a freeze dryer until all moisture was sublimated. The lyophilized powder was 

stored in closed containers inside a desiccator at 25°C. 

 

2.2. Development of the non-clinical study 

 

A non-clinical pharmacological trial at the Psychopharmacology Laboratory - Health 

Sciences Center - CCS of Paraíba Federal University of (UFPB) was performed. All 

experimental procedures were previously analyzed and approved by the Ethics Committee on 

the Use of Animals (CEUA) of Iperfarm/UFPB, under certificate No. 086/2017. The study was 

developed according to the ARRIVE guidelines (17). 

Swiss mice (Mus musculus), albinos, adults, males, weighing between 25 and 35 grams, 

and approximately 3 months of age were supplied by the Prof. Thomas George Vivarium - 

CCS/UFPB.  

Swiss mice (Mus musculus) were used; albinos, adults, males, weighing between 25 and 

35 grams, at approximately 3 months of age, healthy, and supplied by the Prof. Thomas George 

- CCS/UFPB vivarium. 

All were grouped in polyethylene cages, kept under controlled conditions of temperature 

of 21 ± 2°C, obeying a light and dark cycle and absence of stressful noises, and without using 
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any medication. The animals had not previously undergone any procedures, and had free access 

to food (pellet type) and water, in order to minimize variables. 

The animals were randomly divided into groups of 06 according to treatments and later 

distributed according to evaluation testing. The experimental groups were grouped into the 

Control group, treated with saline solution; the experimental groups - Citrus 1 g/kg,  Citrus 500 

mg/kg and Citrus 250 mg/kg, treated with Citrus aurantium L. essential oil; the experimental 

groups - Citrus/β-CD 1 g/kg; Citrus/β-CD 500 mg/kg; Citrus/β-CD 250 mg/kg, treated with 

Citrus aurantium L. essential oil in a 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin inclusion complex; the 

Diazepan 1.0 mg/kg group, and the pure β-cyclodextrin group. 

 

2.3. Tests 

2.3.1 Elevated Plus Maze Test (EPM) 

 

The elevated plus maze (Insight® - model EP 150) is an apparatus made of acrylic, gray 

in color with four arms, two of which present side walls without covers (called closed arms), 

and two which are open planks. Each arm is positioned at 90º, and they cross at the center, 

where the animal is placed (9).  

The test aims to verify possible anxiolytic or anxiogenic effects of administered 

substances; anxiolytic drugs lead to increases in the number of entries and time spent in the 

open arms (18). 

At half an hour from administration of the treatments, the animals were taken to the 

EPM. The animals were individually placed on the central platform facing one of the open arms 

of the maze. The number of entries and the length of stay in each type of arm were recorded for 

a period of 5 minutes. Entry into an arm was considered when all four legs of the animal meets 

were within its boundary (9).  

 

2.3.2 Open field 

The Open field test is carried out in a walled circular arena so that the animal cannot 

escape. The floor is marked with small squares, which allow quantification of the animal's 

locomotor activity. High defecation and low locomotor activity indicate the animal's anxiety. 

The animal's locomotor activity in the center of the open field is used as a more selective 

measure of anxiety. Locomotor activity in the periphery of the apparatus being normal, suggests 

that a further increase of time spent on the periphery is a principal indicator of anxiety. The 

effect of anxiolytic drugs, such as diazepan, has been largely demonstrated in this model (19). 
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2.3.3 Rota-rod test (RRT) 

 

This test is used to detect motor impairment due to pharmacological agents. The device 

consists of a non-slip plastic bar, 3.0 cm in diameter, running at 5 rpm. Each mouse is placed 

on the device to assess its ability to continue on the rotating bar for 1 minute, with a tolerance 

of up to three falls (7,11)). 

To avoid disability bias (unrelated to the drug treatments), the animals were evaluated 

in a routine test, and 24 hours before the start of the experimental procedure the animals 

performing satisfactorily in the initial evaluation were evaluated in the RRT (7). 

 

2.4. Data analysis 

 

For statistical analysis of the results, GraphPadPrism (version 6.00, GraphPad Software 

Inc., San Diego, CA, USA) was used. Quantitative data were subjected to the normality test. 

With a positive result, the data were compared using analysis of variance (ANOVA) followed 

by Fisher's exact test, and presented as averages with the standard error in parentheses. The 

results were considered significant at a level of 95% (p≤ 0.05). 

 

3. Results 

After the treatments, the mice were evaluated for the Number of Entries (Figure 1A), 

and the Length of Stay in the open arms of the Elevated Plus Maze  (EPM) (Figure 1B). After 

a single treatment, the Citrus 1.0 g/kg, Citrus/β-CD 1.0 g/kg, and diazepam 1.0 mg/kg groups 

presented a significantly increased (p <0.0017) number of entries in the open arms of the EPM 

compared to the Control and pure β-cyclodextrin groups. The mice in the Control group 

presented an average of 4 (0.54) entries in the open arms of the maize. Mice in the β-

cyclodextrin group presented an average of 6 (1.02) entries. The group treated with Citrus 

aurantium L. essential oil 1.0 g/kg presented an average of 9 (1.19) entries. The group treated 

with Citrus/β-CD 1.0 g/kg presented an average of 10 (1.23) entries, as did the group treated 

with diazepam, with 11 (1.73) entries. There was a significant difference between the Citrus 

250 mg/kg group and the Citrus/β-CD 250 mg/kg group; the latter presented a greater number 

of entries in the open arms. 



75 
 

 

Figure 1. Effects measured in the Elevated Plus Maze test (EPM) after single treatment. Control group: 

Saline solution; Citrus 1 g/kg: Citrus aurantium L. essential oil; Citrus 500 mg/kg: Citrus aurantium L. 

essential oil; Citrus 250 mg/kg: Citrus aurantium L. essential oil; Citrus/β-CD 1 g/kg: Citrus aurantium 

L. essential oil in inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; Citrus/β-CD 500 mg/kg: 

Citrus aurantium L. essential oil in inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; Citrus/β-

CD 250 mg/kg: Citrus aurantium L. essential oil in inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-

cyclodextrin; Diazepam 1.0 mg/kg; Pure β-cyclodextrin: 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin. (A) Number 

of mouse entries into the open arms of the maze; (B) Time of permanence of the mouse in the open arms 

of the maze. The results are expressed as mean and standard error. * Significant difference (p ≤ 0.05) 

compared to the control group; # Significant difference (p ≤ 0.05) compared to the Citrus 250 mg/kg 

group (ANOVA).  

As for the permanence time in the EPM open arms (figure 1B), Citrus 1.0 g/kg, the three 

Citrus/β-CD (1.0 g/kg; 500 mg/kg, 250 mg/k) groups, and diazepam at 1.0 mg/kg presented 

significantly increased (p <0.0001) permanence times in the open arms of the EPM as compared 

to the Control group, Citrus 500 mg/kg, Citrus 250 mg/kg, and the pure β-cyclodextrin group. 

The mice in the Control group presented an average of 50 (2.96) seconds in the open arms of 

the maze, the Citrus group 500 mg/kg presented an average of 50 (2.81) seconds, the Citrus 

250 mg/kg obtained an average of 23 (2.97) seconds. Mice from the pure β-cyclodextrin group 

remained on average 58 (9.04) seconds. The group that received diazepam as a treatment 

presented an average stay of 87 (9.14) seconds. The group treated with CEO 1.0 g/kg presented 

an average stay of 89 (6.48) seconds. The groups treated with Citrus/β-CD (1.0 g/kg; 500 
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mg/kg, 250 mg/k) presented average respective permanence times in seconds of 103 (6.96), 95 

(9.35), and 114 (9.17).  

The results of the Open Field test are shown in Figure 2. After the treatments, the mice 

were evaluated for Grooming Time (A), Ambulation Time (B), and Rearing Time (C). After 

the single treatment, Citrus/β-CD 500 mg/kg and diazepam at 1.0 mg/kg significantly increased 

(p <0.0001) Grooming Time (A), with an average of 55 (11.44) seconds and 66 (10.68) seconds 

respectively, as compared to the Control group average of 10 (2.53) seconds, and the Pure β-

cyclodextrin group average of 19 (4.21) seconds. As for Ambulatory Time (B) in the Open 

Field test, the three groups of Citrus/β-CD (1.0 g/kg; 500 mg/kg, and 250 mg/k) and diazepam 

at 1.0 mg/kg presented a difference (p <0.0001) from the Control group and the Pure β-

cyclodextrin group. The first three presented respective average ambulation times of 86 (2.96), 

86 (4.51), and 98 (5.59) in seconds, the diazepam group presented an average of 132 (18.41) 

seconds, the control group presented an average of 46 (1.32) seconds, the pure β-cyclodextrin 

group presented an average of 52 (4.85) seconds. 

Evaluating Rearing time, although a slight increase was observed in the average time of 

the treated groups, no significant differences attributable to the effect of the studied substances, 

nor for diazepam, the positive control were observed. 
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Figure 2-. Effects on Open Field test results after a single treatment. Control: Saline Solution; Citrus 1 

g/kg: Citrus aurantium L. essential oil; Citrus/β-CD 1 g/kg: Citrus aurantium L. essential oil in an 

inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; Citrus/β-CD 500 mg/kg: Citrus aurantium L. 

essential oil in an inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; Citrus/β-CD 250 mg/kg: 

Citrus aurantium L. essential oil in an inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; 

Diazepam 1.0 mg/kg; Pure β-cyclodextrin: 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin. (A) Grooming time in the 

Open Field; (B) Ambulation time in the Open Field; (C) Rearing time in the Open Field. * p ≤ 0.05 as 

compared to the control group (ANOVA). 

Assessing motor impairment (due to the administered pharmacological agents), there 

was a longer permanence time recorded for the Control, Citrus 1 g/kg, Citrus/β-CD 1 g/kg, and 

Pure β-cyclodextrin groups as compared to diazepam, with a significant difference for the 60 

minute (A) and 90 minute (B) time periods. diazepam presents an anxiolytic effect which also 

interferes with the animal locomotor activity. From measurements of permanence time at 120 

minutes from administrations, it was considered that diazepam presented no further effect on 

the mice, since the statistical difference between the groups was gone, with the mice (in all 

groups studied) presenting similar permanence time. In the tests performed, no adverse effects 

were observed that could be attributed to the EO or its complexed form. 
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Figure 3. Effects on the Rota Rod test results after a single treatment. Control: Saline solution; Citrus 1 

g/kg: Citrus aurantium L. essential oil; Citrus/β-CD 1 g/kg: Citrus aurantium L. essential oil in an 

inclusion complex with 2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin; Diazepam 1.0 mg/kg; Pure β-cyclodextrin: 2-

hydroxypropyl-β-cyclodextrin. (A) Length of stay on the Rota Rod after 60 minutes. (B) Length of stay 

on the Rota Rod after 90 minutes. (C) Length of stay on the Rota Rod after 120 minutes. * p ≤ 0.05 

compared to the control group (ANOVA).  

 

4. Discussion 

For the objective of understanding etiological factors, mechanisms, and disease 

treatments, using animal species as models has been effective despite difficult extrapolation of 

such results to humans. The limitations for investigating a human disease may involve ethical 

or aspects inherent to the disease itself, as well as the mode of investigation (20). Animal models 

using mice to investigate drugs with an anxiolytic profile are considered a viable option, since 

such models are capable of reproducing behavioral and pathological characteristics interpreted 

using anxiety syndrome characteristics. The species was chosen based on its biological, 

behavioral, and genetic makeup (21,22). 

According to the Brazilian Guideline for the Care and Use of Animals for Scientific and 

Didactic Purposes (DBCA) of the National Council for Animal Experimentation Control 
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(CONCEA), a reduction in the number of animals used should not be at the expense of loss of 

reliability in the results. According to the CONCEA definition, the present study is 

characterized as presenting a low Degree of Invasiveness (GI1); experiments that cause little or 

no discomfort or stress (23). 

The literature presents a variety of essential oils with anxiolytic effects in different 

animal models. Research highlights Citrus aurantium L., which can be used in different 

administration routes, with significant effects in various animal models, and with results 

corroborated by different research groups (24). 

The EPM findings corroborate previous research. Study (25) indicates anxiolytic effect 

for CEO (1 g/kg), as reflected in an increased time spent in the open arms of the EPM, and an 

increase in the number of and percentage of entries in the open arms. Due to the observed 

behavior, the authors suggest CEO as an anxiolytic. 

The permanence time in the open arms of the EPM was longer in the groups treated with 

1.0 g/kg Citrus essential oil, the three Citrus/β-CD groups (1.0 g/kg; 500 mg/kg, 250 mg/kg), 

and diazepam at 1.0 mg/kg, with significant differences from the control group. It is noteworthy 

that for the length of stay, the 500 mg/kg and 250 mg/kg Citrus groups presented no significant 

differences from the control group, differing from the 500 mg/kg and 250 mg/kg groups 

complexed with β-CD. This suggests CEO enhancement effects in these presentations. 

The results observed, potentiated in groups treated with complexed EOC reiterate the 

effect of the studied substance and the safety of its complexation, since such effects are not 

observed with β-CD without EOC. Studies demonstrate that the proposed complexation method 

with β-CD is effective, economical and improves the physical-chemical character of limonene, 

a major component of the EOC (14,26,27). Monoterpenes, including limonene, when 

complexed with β-CD and its derivatives present better stability, thus improving efficiency 

compared to non-complexed monoterpenes, a result attributed to the stability and 

bioavailability provided by β-CB (28,29).  

Study (30) attributes that the inclusion of substances in complexes has been able to 

improve the characteristics of the drug, such as bioavailability, solubility and stability; 

increasing activity and effectiveness, which corroborates the results presented. Experimental 

evidence is demonstrated that cyclodextrin improves the anxiolytic properties of OEC, an 

innovative finding.  

In a study using Citral, a monoterpene, and the principal compound found in the 

essential oil of Cymbopogon citratus, known as "lemongrass", were observed (in animal 
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models) anti-hyperalgesic and anti-inflammatory effects for Citral/β-cyclodextrin inclusion 

complexes. The samples demonstrated anti-hyperalgesic and anti-inflammatory activity, being 

due to reductions in total leukocyte levels. Of the samples evaluated, the Citral in β-cyclodextrin 

inclusion complexes presented the best pharmacological effects (15). 

For the EPM tests, the 1.0 g/kg Citrus essential oil group, the 1.0 g/kg Citrus/β-CD 

group, and 1.0 mg/kg diazepam treated mice presented more entries in the open arms, with a 

significant difference from the control group. A study (10) that evaluated  anxiolytic effects in 

rats exposed by inhalation to essential oil from the shells of Citrus aurantium L., observed safe 

reductions in anxiety and psychological stress. Corroborating our findings, the essential oil 

induced a significant increase in the time that the animals remained in the open arms of the 

maze, as well as a tendency to decrease the time spent in the closed arms, as compared to the 

control animals. 

Research shows that in addition to finding significant anxiolytic activity in the EOC (7), 

in addition to finding significant anxiolytic activity in the EOC, present results that strongly 

suggest involvement of 5-HT 1a receptors, a subtype of serotonin receptors. This presents a 

possible path for EOC activity. Citrus aurantium L. reinforces serotonergic pathways to increase 

the effect of serotonin in synaptic clefts, this leads to continued tranquility and reduced anxiety 

in the laboratory animals (31). 

It is noteworthy when observing the multiple comparisons of the test, the 250 mg/kg 

Citrus/β-CD group presented a higher number of entries into the open arms of the EPM than 

the 250 mg/kg Citrus group, presenting a significant difference, and reiterating the potentiation 

effect of the complexed Citrus essential oil presentation. Researchers (32), evaluated the 

cardiovascular effects of Linalool, (a monoterpene alcohol present in certain aromatic medicinal 

plants with biological activity), when complexed in β-cyclodextrin. The Linalool in β-

Cyclodextrin inclusion complex produced a higher antihypertensive profile than the non-

complexed form, suggesting potent antihypertensive effects important to cardiovascular 

activity.  

In the Open Field test, Citrus/β-CD (500 mg/kg) and diazepam at (1 g/kg) significantly 

increased the Grooming Time of the mice as compared to the Control group and the β-CD Pure 

group. In rodents, grooming involves thermoregulation, hair hygiene, and socialization. 

Grooming stands out most for its relationship to stress, when it occurs, and is potentially 

informative for studies in animal anxiety (33).  
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A study carried out with mice exposed to the open field test (34), observing mice in an 

open field test, observed a situation of declining averseness over time, (habituation might 

reduce averseness), the animals presented less grooming activity at the beginning of the test, 

with gradual increases of up to about half of the session’s duration. Exposures at different levels 

are highlighted for appearing to produce different effects on grooming, increased anxiety, 

and/or fear, stimulation of the amygdala circuit, and administration of anxiogenic drugs, would 

likely prevent grooming.  

As for Ambulation Time in the open field, the three groups: Citrus/β-CD (1.0 g/kg, 500 

mg/kg, and 250 mg/kg), and diazepam at 1.0 mg/kg presented significant differences from the 

Control and the pure β-CD groups. There was no increase in ambulation for the 1.0 g/kg Citrus 

group; this implies possible potentiation of the effect of Citrus aurantium L. when in the HP-

β-CD complex. It also corroborates the findings (9), did not observed no changes in relation to 

the ambulation of a group treated with CEO and the control group; rearings and freezing times 

revealed no changes as well.  

 Research with CEO in humans is promising, in a study carried out with patients with 

chronic myeloid leukemia (in the moments preceding collection of spinal material), it was 

observed that patients inhaling CEO present a decrease in anxiety and remain relaxed during 

the procedure (8). Evaluating CEO inhaled by crack users (in abstinence), study (12), 

demonstrated the anxiolytic effect of the oil in a group living daily with anxiety in different 

levels. The problem of anxiety is faced during the period of abstinence, maintenance, and final 

abandonment of drugs. A clinical study presented the effectiveness of aromatherapy using CEO 

for premenstrual syndrome (PMS); it may well be effective as a new therapeutic method for the 

emotions and symptoms of PMS (35). 

The rota rod test results in the present research demonstrate that CEO alone, and in the 

HP-β-CD complex as well, presents anxiolytic effects without motor impairment in the mice. 

The literature (10) shows that mice treated with the same doses of CEO, presented no 

impairment in spontaneous ambulation. Another study (11) also concluded that CEO presents 

anxiolytic activity in rodents, yet without motor impairment, even after 15 consecutive days of 

treatment. 

This is a non-clinical study, so all data are preliminary, needing more in-depth studies 

for greater solidity of the results presented. In the clinic, anxiety is diagnosed and evaluated 

mainly by patients' reports, indicating the subjective nature, which brings a limitation to animal 

models of anxiety. The use of fewer animals in the present study is also one of its limitations, 

for being a representative sample, for obtaining reliable results. 
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5. Conclusion 

Satisfactory results for the anxiolytic effect of CEO complexed with HP-β-CD were 

observed, an important finding for ensured dose administration without losses due to volatility. 

The study also indicates a potentiation effect for doses lower than 500 mg/kg and 250 mg/kg 

when complexed, suggesting lower losses of active ingredient during the pharmacokinetic 

process. It is also noteworthy that motor impairment was not affected; a desired finding for a 

substance with anxiolytic action. The development of a CEO/HP-β-CD complex with positive 

anxiolytic results in animals is promising for future research and development of medicines for 

humans. 
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