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RESUMO

Psidium glaziovianum Kiaersk, espécie endémica do Brasil, apresenta
odistribuicdo nos biomas Caatinga e Mata atlantica, entretanto ndo ha relatos sobre o
potencial medicinal nem a seguranca de uso. Diante disso, foi extraido um oleo
essencial de folhas de P. glaziovianum (PgEO), realizada a caracterizacdo quimica e
avaliado o potencial hemolitico, toxicidade aguda, subaguda e genotoxicidade, bem
como os efeitos antinociceptivo, anti-inflamatério aguda e crénico, antimicrobiano e
cicatrizante. A caracterizacdo quimica de PgEO foi realizada por Cromatografia
gasosa associada a espectrometria de massas e demonstrou que o 6leo era dominado
por 1,8-cineole (24,29%), a-pinene (19,73%) e B-pinene (17,31%). PgEO apresentou
baixa acdo hemolitica (0,33% a 1,78%) para eritrécitos de camundongos. Na
toxicidade oral aguda, o tratamento na concentracdo de 2000 mg/kg ndo promoveu
alteracdo nos parametros fisiolégicos, enquanto a concentracdo de 5000 mg/kg
promoveu alteracdes hematoldgicas, bioquimicas e histopatolégicas. A avaliacdo de
genotoxicidade demonstrou, que a concentragdo de 5000 mg/kg promoveu aumento
nos indices e frequéncia de danos de células sanguineas nucleadas, enquanto a o
tratamento de 2000 mg/kg mostrou-se seguro. No ensaio de toxicidade subaguda os
animais tratados por 28 dias com PgEO (250, 500 ou 1000 mg/kg pc vo) nao
apresentaram alterac6es hematoldgicas, bioquimicas, urinérias, histopatolégicas e
temperatura retal em ambos sexos quando comparados aos controles. Ja na
mensuracao da glicemia, os animais apresentaram uma reducao significativa, além
de aumento da concentracdo de SOD e CAT no bacgo e figado de maneira dependente
de dose, quando comparados aos controles. Adicionalmente, ao longo de 28 dias de
tratamento as diferentes concentracbes do PgEO nao promoveu alteracbes nas
atividades motora e exploratéria dos camundongos. Na avaliagdo da atividade
antinociceptiva o tratamento com PgEO (25, 50 e 100 mg/kg) reduziu as contorgdes
abdominais induzida por acido acético, o tempo de lambedura em ambas as fases do
teste de formalina, além de promover aumento do tempo de laténcia em testes
térmicos. Na investigacdo do mecanismo analgésico revelou uma agdo combinada
das vias opioidérgica e muscarinica. A agdo anti-inflamatério (PgeO 25, 50 e 100
mg/kg), no ensaio de edema de pata o PgEO foi capaz de reduzir o edema em até
89,23%. Ja no teste de peritonite o tratamento com PgEO reduziu o influxo leucdcitos
e neutréfilos, bem como a producdo de TNF-a e IL-1B. No ensaio de granuloma o
tratamento com PgEO reduziu o peso do granuloma. Na atividade antiartritica o



tratamento com PgEO (50 e 100 mg/kg) reduziu alteragcbes osteoarticulares e edema,
além dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias e o estresse oxidativo. Adicionalmente,
um gel contendo PgEO (1%) apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas, gram-negativas e fungos. Além disso, o gel foi eficaz na reducédo de
feridas experimentais em camundongos com participacéo do sistema redox e citocinas
inflamatorias. Este estudo fornece evidéncias que o PgEO apresenta baixa toxicidade
guando administrado em alta concentracdo em dose Unica e quando administrado
diariamente por até 28 dias. O tratamento com PgEO apresentou efeito no tratamento
da dor e da inflamacao aguda e crbnica, além de apresentar atividade antimicrobiana
e cicatrizante, podendo ter aplicacdes futuras farmacéutica.

Palavras-chave: Artrite. Cicatrizacdo. Inflamacdo. Myrtaceae. Seguranca de uso.



ABSTRACT

There are no data on the therapeutic potential or safety of using Psidium
glaziovianum Kiaersk, an indigenous species from Brazil that is extensively spread in
the Caatinga and Atlantic Forest biomes. The hemolytic potential, acute and subacute
toxicity, genotoxicity, and antinociceptive, acute and chronic anti-inflammatory,
antibacterial, and healing properties of an essential oil of P. glaziovianum leaves
(PgEO) were therefore assessed. Gas chromatography coupled with mass
spectrometry was used to characterize the chemical composition of PgEO, and the
results showed that 1,8-cineole (24.29%), a-pinene (19.73%), and 3-pinene (17.31%)
dominated the oil. PQEO has a negligibly hemolytic effect on mouse erythrocytes
(0.33% to 1.78%). While therapy for acute oral toxicity at a dosage of 5000 mg/kg
enhanced hematological, biochemical, and histopathological alterations, treatment at
a dose of 2000 mg/kg had no effect on the physiological parameters. The genotoxicity
assessment showed that the treatment of 2000 mg/kg was safe, however the
concentration of 5000 mg/kg encouraged a rise in the rates and frequency of damage
to nucleated blood cells. When compared to controls, the animals given PgEO for 28
days (250, 500, or 1000 mg/kg bw po) did not exhibit any changes in hematological,
biochemical, urinary, histological, or rectal temperature. When compared to controls,
the animals demonstrated a substantial decrease in blood glucose levels as well as a
dose-dependent rise in the concentration of SOD and CAT in the liver and spleen.
Additionally, during the course of the 28-day treatment period, none of the PgEO doses
promoted modifications in the mice's motor or exploratory behaviors. Treatment with
PgEO (25, 50, and 100 mg/kg) decreased abdominal writhing caused by acetic acid,
licking time in both stages of the formalin test, and promoted an increase in latency
time in heat tests when evaluating antinociceptive activity. A combination activity of the
opioidergic and muscarinic pathways was discovered during the exploration of the
analgesic mechanism. In the paw edema test, PgEO (25, 50, and 100 mg/kg) had an
anti-inflammatory effect that may decrease edema by up to 89.23%. Treatment with
PgEO in the peritonitis test decreased the generation of TNF-a and IL-1B as well as
the inflow of neutrophils and leukocytes. PgEO therapy decreased the weight of the
granuloma in the granuloma test. Treatment with PgEO (50 and 100 mg/kg) had
antiarthritic effects and decreased osteoatrticular alterations, edema, pro-inflammatory

cytokine levels, and oxidative stress. Additionally, gram-positive and gram-negative



bacteria as well as fungi were resistant to a gel containing PgEO (1%). Additionally,
the gel reduced experimental wounds in mice when the redox system and inflammatory
cytokines were involved. According to the results of this investigation, PQEO has
minimal toxicity whether taken daily for up to 28 days and in a single dosage at a high
concentration. Treatment with PgEO was successful in reducing acute and chronic
inflammation, and it also has antibacterial and healing properties, which may have

pharmaceutical uses in the future.

Keywords: Arthritis. Healing. Inflammation. Myrtaceae. Safety use.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é detento da maior biodiversidade do planeta, com mais de 45 mil
espécies vegetais catalogadas distribuidas nos 7 biomas que aqui contemplam.
Dentre esses biomas temos a Caatinga, um bioma exclusivamente brasileiro e
predominante na regido nordeste. Essa regido € marcada por clima seco e auséncia
de chuvas durante muitos meses do ano, a vegetacdo presente nessa regiao
desenvolveu adaptacdes morfologicas e fisioldgicas a essas variagdes constantes de
temperatura e ao déficit hidrico, e acabam produzindo substancias quimicas atraves
do metabolismo secundério para melhor se adequar a essas condi¢des a qual estdo
expostas (CERAVOLO et al., 2018; SANTOS et al., 2018TABARELLI, 2018; LESSA
et al., 2019).

As substancias quimicas produzidas pelas plantas sdo de grande relevancia
por apresentar caracteristicas medicinais capazes de alterar o funcionamento de
orgaos e sistemas do corpo humano (SILVA et al., 2017). Sendo assim, estas plantas
sdo consideradas como uma excelente fonte para a busca de novos compostos
farmacologicamente ativos. De maneira geral, estes materiais vegetais
aparentemente apresentam uma baixa toxicidade, quando comparados com as
drogas sintéticas, o que os torna potentes candidatos no desenvolvimento de
medicamentos (SAGAR et al, 2018, TUNGMUNNITHUM et al, 2018;
ALBUQUERQUE et al., 2021).

Devido a grande diversidade de espécies botanicas encontrada no Brasil,
diversas familias sdo descritas por apresentar potencial farmacoldgico, as quais pode-
se citar: Asteraceae (CARVALHO JUNIOR et al.,, 2018; AGUIAR et al., 2020),
Euphorbiaceae (MARTINEZ; MOSQUERA; NINO, 2017; MOURA et al., 2019),
Fabaceae (ATEBA et al., 2021), Lamiaceae (FREZZA et al., 2019) e Myrtaceae
(COSTA et al., 2020; SANTOS et al., 2020b).

A familia Myrtaceae é uma das familias com maior distribuigcdo no Brasil e no
mundo. Com predominio em regides tropicais e subtropicais, esta familia é
amplamente distribuida nos diversos biomas brasileiros, possuindo 29 géneros e
1.193 espécies descritas, sendo 4 géneros e 784 espécies Unicas dos Biomas
brasileiros, sendo o0os géneros Eugenia, Myrcia, Syzygium e Psidium 0s mais
numerosos (WILSON et al., 2011; PROENCA et al., 2020). Por apresentar importancia

econdmica, a familia Myrtaceae é cultivada em varias regioes do Brasil, tendo também
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uso na medicina popular para o tratamento de diversas doencas (OKHALE et al., 2018;
SANTOS et al., 2019; BEIDOKHTI et al., 2020; COSTA et al., 2020; ROMUALDO et
al., 2021).

Dentre os géneros com importancia medicinal na familia Myrtaceae destaca-se
0 género Psidium L. encontrado nas regides tropicais e subtropicais do mundo, e no
Brasil sdo encontradas 60 espécies (LANDRUM, 2016; TULER et al., 2020). Diversos
estudos comprovaram o potencial farmacologico de espécies desse género
(VINHOLES et al., 2017; HIRUDKAR et al., 2020; HOTTA; NEELIMA et al., 2020; JAIN
et al., 2020; PATHAK et al., 2021). Dentre as espécies de Psidium L. encontramos
Psidium glaziovianum Kiaersk, que € uma espécie endémica do Brasil, € uma arvore
de médio porte, com folhas elipticas e fruto globoso (LANDRUM, 2017; TULER et al.,
2020), e apesar do uso popular, ndo ha relatos na literatura sobre o potencial
medicinal.

Diante disso, objetivou-se avaliar a seguranca de uso de um 6leo essencial
obtido das folhas P. glaziovianum através dos testes de toxicidade aguda, subaguda
e genotoxicidade, bem como avaliar o potencial farmacolégico no tratamento da dor,

inflamacé&o aguda e crdnica, antimicrobiano e no reparo tecidual em lesdes.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Caracterizar quimicamente e avaliar a toxicidade e o potencial farmacolégico

do 6leo essencial de Psidium glaziovianum Kiaersk

2.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar quimicamente o O6leo essencial obtido das folhas de P.
glaziovianum por Cromatografia Gasosa associada ao Espectrometria de
massa (GC-MS);

e Avaliar a toxicidade aguda, subaguda e genotoxicidade em camundongos
Swiss albino utilizando parametros comportamentais, hematoldgicos,

bioquimicos e histopatologicos;

e Avaliar a influéncia do 6leo essencial nos parametros comportamentais de

exploragéo, atividade motora e ansiedade durante 28 dias de administragao;

e Avaliar o efeito antinociceptivo do 6leo essencial e possivel mecanismo de

acao;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria através de modelos experimentais de

inflamacgé&o aguda;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria cronica em modelo de artrite induzida por

Freund’s complete adjuvante (CFA);

e Preparar e caracterizar formulagdo em gel semissolida contendo Oleo

essencial de P. glaziovianum para aplicagao topica,;
e Avaliar a irritacdo dérmica de formulacdo em gel semissolida;
e Avaliar a atividade antimicrobiana do PgEO e da formulagé&o.

e Avaliar o potencial cicatrizante da formulacdo em gel semissolida sobre

lesoes.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CAATINGA, O UNICO BIOMA EXCLUSIVAMENTE BRASILEIRO

A Caatinga € uma importante zona biogeografica localizada no semiéarido
brasileiro, que ocupa uma area de aproximadamente 850 mil quildmetros quadrados
(LESSA et al., 2019). Essa regido representa cerca de 70% do territorio nordestino e
11% do territério nacional e apresenta distribuicdo principalmente nos estados do
Nordeste brasileiro, onde engloba parte de Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe, apresentando também uma
pequena distribuicdo no Sudeste do pais na regido norte do Estado de Minas Gerais,
como demonstrado na Figura 1 (QUEIROZ et al., 2006; SILVA; LEAL; TABARELLI,
2018).

Figura 1: Distribuicdo geografica da Caatinga

Fonte: O autor (2021).

O nome Caatinga tem origem na lingua indigena tupi-guarani e era aplicado
para descrever uma regido aparentemente esbranquicada e com pouca vegetacao,
fazendo mencao ao aspecto dessa regido no periodo de secas prolongadas onde as
folhas das arvores caem e ficam apenas os caules brancos e ressecos (LESSA et al.,
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2019). Essa caracteristica da vegetacdo se da devido as condi¢cbes da regido, que
apresenta déficit hidrico, baixa precipitacdo que variam entre 200 e 800 milimetros
anuais, chuvas bastante irregulares entre os meses de janeiro a maio, insolagdo média
de 2.800 horas por ano, elevadas temperaturas em torno de 25 — 30 °C submetendo
a regiao periodicamente a longos periodos de seca com temperatura do solo podendo
chegar até 60 °C (SILVA; LEAL; TABARELLI, 2018).

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2012), a Caatinga
abriga aproximadamente 27 milhdes de pessoas, se tornando a regido seca mais
povoado do mundo. Ao longo da ocupacédo desse territdério ocorreram modificacfes
gue ocasionaram em extensas degradacfes do solo e que levaram ao desequilibrio
ecolégico, influenciando nos recursos naturais e perca da biodiversidade (CHOUBIN
et al., 2017; VIEIRA et al., 2021). Mais que 50% do territério original da Caatinga ja foi
modificado, levando a diminuicdo da cobertura vegetal, tornando a Caatinga um dos
ecossistemas brasileiros mais alterados pelas atividades humanas e o terceiro bioma
mais ameacado, ficando atrds da Mata atlantica e Cerrado (SANTOS et al., 2011,
MMA, 2012).

Para evitar que a biodiversidade da Caatinga seja completamente perdida é
necessario o desenvolvimento sustentavel e controlado dessa regido. Diversas
espécies vegetais e animais sao utilizados pelos nativos para a sua subsisténcia.
Entretanto esses recursos acabam sendo explorados de forma inadequada, levando
a escassez de diversas espécies. A Caatinga apresenta um potencial que se
explorado de forma sustentavel, podera garantir o desenvolvimento dessa regiao,
promovendo a sua conservacdo e das espécies que nele vivem, garantindo a
bioprospeccéo dessa regido (RAMALHO, 2013; LEAL; TABARELLI, 2018).

Quando se trata da flora, sdo encontradas espécies altamente adaptadas as
condi¢cdes adversas da regido, como o clima, o solo e o déficit hidrico. Sendo
adaptacdes anatdomicas, funcionais e morfolégicas que garantem a sobrevivéncia das
espécies. Entre as diversas espécies da caatinga, varias plantas sao notoriamente
consideradas como medicamentosas de uso popular, sendo vendidas as folhas,
cascas e raizes, em calcadas e ruas das principais cidades, bem como mercados e
feiras livres. H4 uma ampla literatura sobre estudos etnobotéanicos que comprovam a
acao benéfica de muitas espécies encontradas na Caatinga, possibilitando uma nova
visdo para esse bioma e promovendo o interesse de novos estudos sobre a regido e
as plantas da regido (JUVIK et al., 2017; CERAVOLO et al., 2018; SANTOS et al.,
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2018).

3.2 ETNOBOTANICA E IMPORTANCIA DAS PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo mundial tem crescido
significativamente nos ultimos tempos, entretanto essa utilizacéo € tdo antiga quanto
a civiizacdo humana (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).
Historicamente a terapia com 0s recursos vegetais € relatado na medicina chinesa,
tibetana e indiana-ayurveda, com registros datados de mais de 2000 anos antes de
Cristo como o Pen Ts’ao e a colegdo de formulagdes depositadas no Museu da
Pensilvania. Ja aqui no Brasil esse conhecimento era detido principalmente pelos
indigenas, quilombolas e ribeirinhos e foram compartilhados através da transmisséo
oral entre geracbes (HELFAND; COWEN, 1990; BADKE et al., 2011; FIRMO et al.,
2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) descreve que para uma espécie
vegetal ser considerada planta medicinal € necessario que ela apresente em um ou
mais 6rgdos, substancias que possam ser utilizadas com fins terapéuticos ou que
sejam precursores de farmacos semissintéticos (WHO, 1998).

Essas substancias sdo produzidas pelo metabolismo vegetal e que séao
classificadas em dois grupos, o primeiro, grupo dos metabdlitos primarios
correspondem aos componentes essenciais para desenvolvimento, crescimento e
reproducéo das plantas, compondo esse grupo pode citar os aminoacidos, os lipidios,
carboidratos e clorofila (SHIH; MORGAN, 2020). Ja o segundo, o grupo dos
metabolitos secundarios, apresentam importante papel na defesa e protecao,
competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores,
dispersores de semente e microrganismos simbionte como também na comunicacao
entre as espécies (BANERJEE; ROYCHOUDHURY, 2017; BORGES et al., 2017).

Algumas plantas representam uma excelente fonte para a busca de novos
compostos biologicamente ativos devido a grande diversidade quimica e estrutural de
substancias que poderdo ser aplicadas farmacologicamente (HUSSEIN; EL-
ANSSARY, 2019; SHIH; MORGAN, 2020). Em relacéo as partes da planta utilizadas,
elas podem variar de acordo com o tipo de uso, geralmente as partes mais utilizadas
sdo: folhas, cascas, raizes, leite (latex), frutos e sementes (SILVA PEREIRA;
COELHO-FERREIRA, 2017).

Apesar de atualmente haver aumento na insercdo de plantas com fins
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terapéuticos, a quantidade de espécies vegetais exploradas € baixo comparada ao
montante total de espécies vegetais (BUBALO et al., 2018). Estima-se que exista
aproximadamente 500 mil espécies de plantas no mundo e o Brasil se apresenta como
0 maior detentor dessa biodiversidade, entretanto apenas pequena percentagem tem
sido investigada fitoquimicamente e farmacologicamente, sendo a maior parte desse
percentual investigado em estudos preliminares, ndo avaliando todo o seu potencial
farmacoldgico e nem a seguranca de seu uso (SILVA et al., 2017; VON WETTBERG;
DAVIS; SMYKAL, 2020; MOURA et al., 2021).

No Brasil aproximadamente 82% da populacéo utiliza de produtos a base de
plantas medicinais como fonte terapéutica (SILVA et al., 2020). Em outros paises em
desenvolvimento o uso de plantas medicinais na Atencdo Priméaria a Saude varia por
cerca de 70% a 90% da populacdo. J& nos paises desenvolvidos como Alemanha,
Canada, Italia, Franca e Suica o uso de recursos naturais € feito como terapia
complementar, alternativa ou ndo convencional, e sdo usados por 70 a 90% da
populacdo (WHO, 2011).

A busca de plantas para avaliacdo de potencial farmacolégico muitas vezes
tem como base o conhecimento etnobotanico sobre a aplicacdo de uso, no contetdo
quimico e toxicidade, na selecdo ao acaso ou pela combinacdo de varios critérios
(SALEHI et al., 2019; CHEN et al., 2020). Essas estratégias de busca de plantas com
potencial medicinal tém sido aplicadas na busca de substancias bioativas para varias
doencas, entre elas o cancer (ABU-DARWISH; EFFERTH, 2018; TAIBI, 2020), artrite
(SADIA et al., 2018), infeccbes (MACHABA; MAHLO, 2017; TARIQ et al., 2018;
SANTOS et al., 2019), diabetes (SHABAB; GHOLAMNEZHAD; MAHMOUDABADY,
2020; LANDAZURI; CHAMORRO; CORTES, 2021), hipertensdao (SAMAHA et al.,
2019), entre outras. Através desses estudos que pode desenvolver formulagdes que
podem ser aplicadas na Fitoterapia (ZHOU et al., 2018). Estima-se que pelo menos
25% de todos os medicamentos modernos s&o derivados diretamente ou
indiretamente de plantas medicinais (SOUSA; OLIVEIRA; CALOU, 2018).

A insercado de plantas medicinais na atencdo basica a saude, minimiza os
custos gerados na fabricacdo e comercializacdo de farmacos, além do mais, as
plantas medicinais apresentam alta eficiéncia e é de facil alcance. No Brasil, no ambito
do Sistema Unico de Saude (SUS) foi criada a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares pelo Ministério da Saude (MS) que tem como objetivo

ampliar as opcdes terapéuticas, e nele esta inserido o acesso a plantas medicinais,
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fitoterapicos e outros servicos relacionados (MS, 2006a). As acdes decorrentes sao
imprescindiveis para a melhoria da atencdo a saude da populagcdo, ampliacdo das
opcOes terapéuticas aos usuarios do SUS, uso sustentavel da biodiversidade
brasileira, fortalecimento da agricultura familiar, geracdo de emprego e renda,
desenvolvimento industrial e tecnoldgico, inclusdo social e regional (MS, 2006b;
RICARDO et al., 2017).

O uso de plantas medicinais € favoravel a saide humana, desde que se tenha
conhecimento integral do potencial medicinal dessas plantas (LIN et al., 2018). Para
0 uso medicinal de plantas segundo a regulamentacéo € necessaria comprovacao das
propriedades terapéuticas que |he séo atribuidas, bem como de seu grau de
toxicidade em doses compativeis com o seu emprego medicinal, através de avaliacdo
da toxicidade. A utilizagdo de forma inconsciente e exagerada pode gerar graves
danos ao organismo, por isso se faz necessario estudos farmacologicos para
determinar o potencial dessa planta (KUETE, 2014; BOSTAN; MEHRI;
HOSSEINZADEH, 2017).

3.3 FAMILIA MYRTACEAE: UMA IMPORTANTE FAMILIA BOTANICA

O nome Myrtaceae é derivado do Latim “myrtus” e numa traducdo direta
significa perfume, fazendo alusdo ao aroma exalado pelas flores e pelos dleos
essenciais presentes (WATSON; DALLWITZ, 1999). As plantas dessa familia
geralmente sédo arboreas ou arbustivas, apresentando de 2 metros de altura até varias
dezenas de metros. Apresentam folhas opostas decussadas, flores com um nimero
de pecas florais multiplo de 4 ou 5 e flores com colora¢do predominantemente branca
ou creme, ocasionalmente com pecas florais roseas, magenta ou vermelhas. Os frutos
sdo bagas apresentando uma ou mais sementes por fruto (JIE; CRAVEN, 2006;
WILSON et al., 2011).

A familia Myrtaceae estd inserida na ordem Myrtales e compreende
aproximadamente 6.000 espécies distribuidas em 132 géneros (GOVAERTS, 2008;
CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Essa familia apresenta distribuicdo nas regifes
tropicas e subtropicais do mundo, ndo sendo encontrada apenas na Antartida
(GOVAERTS, 2008). No Brasil essa familia € importante componente da flora
brasileira, sendo dominante em diferentes tipos de vegetacao, possuindo 29 géneros
e 1.193 espécies descritas, sendo 4 géneros e 784 espécies Unicas dos Biomas
brasileiros (PROENCA et al., 2020).
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No Brasil sdo encontrados os seguintes géneros: Acca, Accara, Algrizea,
Blepharocalyx, Calycolpus, Calycorectes, Calyptranthes, Calyptrogenia,
Campomanesia, Chytraculia, Curitiba, Eugenia, Marlierea, Mitranthes, Mosiera,
Myrceugenia, Myrcia, Myrcianthes, Myrciaria, Myrrhinium, Myrteola, Myrtus,
Neomitranthes, Pimenta, Plinia, Psidium, Siphoneugena, Syzygium e Ugni. Sendo 0s
géneros Eugenia, Myrcia, Psidium e Syzygium os mais numerosos (TULER et al.,
2020).

Andlises filogenéticas moleculares das Myrtaceae resultaram que espécies
dessa familia sdo agrupadas em duas subfamilias: Myrtoideae que compreende 15
tribos e que agrupa as espécies com folhas opostas e frutos carnosos e
Leptospermoideae que compreende 2 tribos e cujos membros produzem capsulas
secas. Dentre as tribos de Myrtoidea destaca-se Myrteae, que € a tribo mais diversa
dentro e apresenta o maior numero de géneros (51) e espécies (2500), representando
metade da biodiversidade da familia (WILSON et al., 2001; BIFIN et al., 2010).

A tribo Myrteae apresenta maior biodiversidade ao longo da costa litordnea do
Brasil, nas Guianas e no Caribe (MCVAUGH, 1968). Essa tribo foi ainda classificada
em trés subtribos com base na morfologia do embrido: Eugeniinae (hipocétilo mais
curto que os cotilédones, indistinguivel em alguns géneros; cotilédones carnudos que
Sao0 grossos, separados e plano-convexo ou fundido em uma massa sélida), Myrciinae
(hipocétilo com comprimento semelhante ou mais longo que os cotilédones;
cotilédones membranosos a submembranosos, ndo fundidos juntos) e Myrtinae
(cotilédones com largura semelhante ou mais estreita do que o hipocatilo; cotilédones
lineares a lanceolados ou oblongos, comprimento semelhante ou mais curto que o
hipocatilo) (OLIVEIRA BERNARDES et al., 2020).

Além dessas caracteristicas as espécies dessa familia sdo conhecidas na
indUstria madeireira, como espécies do género Eucalyptus, e sao utilizadas na
producdo de papel, postes, carvado e biomassa energética (BONDANCIA et al., 2017;
HAKAMADA et al., 2017; SILVA IGNACIO et al., 2019); outros géneros apresentam
uso na industria alimentar, como Syzygium aromaticum conhecido popularmente
como cravo-da-india e Pimenta dioica conhecida como pimenta-da-jamaica séo
empregados como especiarias (BLANCO; THIAGARAJAN et al., 2017; BATIHA et al.,
2020). Varias espécies produzem frutos comestiveis e também sdo empregados na
industria alimentar, como Psidium guajava (goiaba), Myrciaria cauliflora (jabuticaba),
Eugenia uniflora (pitanga) e Syzygium spp. (jambo) (DONADO-PESTANA et al., 2018;
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SERAGLIO et al., 2018; PAULO FARIAS et al., 2020).

Essa familia é conhecida por apresentar algumas caracteristicas excepcionais,
como o Eucalyptus regnans que é conhecido por apresentar as arvores mais altas do
mundo; jA& o género Syzygium apresenta a maior diversidade de espécies, com
estimados 1800 espécies descritas (SHENKIN et al., 2019; OLIVEIRA BERNARDES
et al., 2020).

Espécies de Myrtaceae também sdo descritas na literatura quanto ao seu uso
etnofarmacologico, sendo usadas na medicina popular para tratar varias doencas,
principalmente infeccbes (OKHALE et al, 2018; SANTOS et al, 2019;
OLOGUNDUDU; IDRIS; OLADELE, 2020), inflamacdes (GOLDONI et al., 2019;
MAZUTTI DA SILVA et al., 2019; COSTA et al., 2020), doencas cardiovasculares
(OSUNSANMI et al., 2018) e metabdlicas (SOBEH et al., 2018; BEIDOKHTI et al.,
2020; ROMUALDO et al., 2021).

3.4 O GENERO Psidium L.

Dentre os géneros da Familia Myrtaceae com importancia econémica destaca-
se 0 género Psidium L. que cresce em todas as areas tropicais e subtropicais do
mundo, adapta-se a diferentes condi¢des climéticas, mas com preferéncia por climas
secos, como apresentado na Figura 2, esse género esta distribuido em 185 espécies
no mundo, com distribuicdo desde o México até o norte da Argentina, com grande
namero de espécies no Caribe, Uruguai e Brasil (LANDRUM, 2017). Em territorio
brasileiro as espécies ocorrem desde o Amazonas até o Rio Grande do Sul,
apresentando 60 espécies, 39 delas endémicas, sendo distribuidas em todos os
dominios fitogeograficos brasileiro (LANDRUM, 2016; TULER et al., 2020).

O género Psidium L. apresenta espécies com habito subarbustivo a arbéreo,
podendo chegar até 32 metros de altura. As folhas séo simples e opostas. Ja as flores
sao axilares, podem se apresentar de forma solitaria ou agrupadas com 1-3 flores por
grupo, com pétalas de cor branca ou creme, as vezes rosadas no botéo floral. Os
frutos sdo bacodides, geralmente verdes, verde-amarelados ou amarelos, mais
raramente avermelhados, carmim escuro ou negros na maturagédo; sementes podem
apresentar diversa quantidade, variando entre 1 e 320, mas 4 a 80 é o niUmero mais
comum do género (PROENCA et al., 2010; VILLARROEL; GOMES-BEZERRA, 2015;
TULER et al., 2017; 2020).
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Figura 2: Distribuicdo geografica do género Psidium L.

Verde: Espécies nativas; Roxo: Espécies introduzidas.
Fonte: Plantas do mundo (2021).

Espécies desse género, tém se destacado em pesquisas em diversas areas,
os frutos de Psidium L. apresentam importancia agricola e sdo comumente utilizados
na industria na producéo de sucos, néctares, geléias e sorvetes por apresentar sabor
exotico, suculéncia, alta acidez e caracteristicas sensoriais Unicas (CHOUDHARY et
al., 2008; GUTIERREZ; MITCHELL; SOLIS, 2008; TANWAR; ANDALLU; CHANDEL,
2014; LI et al., 2016; ALMEIDA LOPES; CHANDEL, 2018; OLIVEIRA SILVA et al,
2018).

O uso na medicina tradicional das espécies desse género apresenta uma longa
histéria, principalmente nos paises da América do Sul, América Central, Africa e Asia
(NASCIMENTO et al.,, 2018; RODRIGUES et al.,, 2018; SADIA et al.,, 2018;
SERUNJOGI et al., 2020; WIART, 2020). Estudos etnofarmacol6gicos mais recentes
mostram que espécies do género Psidium L. é usado em muitas partes do mundo para
o tratamento de uma série de doencas e varios estudos comprovam a eficacia desses
tratamentos como distarbios gastrointestinais (WEI; LI; CHEN, 2000; ARBID; SALEH,
2019; HIRUDKAR et al., 2020; JAIN et al., 2020; LU et al.,, 2020), problemas
respiratorios (SUNDARAM; SURESH, 2019; PATHAK et al., 2021), diabetes (VALKO
et al., 2007; ILOKA et al., 2017; VINHOLES et al., 2017), hipertenséo (ELIAS et al.,
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2017; YOUSSOUFOU et al., 2020; BABATOLA et al., 2021), dor (KAKUO et al., 2018;
ALABI et al., 2019; SOUZA SAMPAIO et al., 2020) , inflamagéo (MCCOOK-RUSSELL
etal., 2012; OLANIYAN et al., 2017; HOTTA; NEELIMA, 2020), feridas (JAYAKUMARI
et al., 2018; SHETTY et al., 2019; DELORINO et al., 2020) e febre (SYARIF et al.,
2020). Sendo comumente utilizado para esses tratamentos raizes, cascas, folhas e
frutas imaturas (KAFLE et al., 2018; LUFULUABO et al., 2018; SANTOS PEREIRA et
al., 2018; MACEDO et al., 2021).

3.5 Psidium glaziovianum Kiaersk., UMA NOVA ESPECIE ENDEMICA DO BRASIL
Psidium glaziovianum Kiaersk. € uma arvore de pequeno a médio porte,
podendo chegar até aproximadamente 5 metros de altura. Esta espécie apresenta
folhas elipticas e lanceoladas com comprimento variando entre 3,8 e 7 cm, e largura
entre 1,2-2,4 cm, ja os botbes florais sdo piriformes com 4-5 mm de comprimento,
localizado na regido axilar, as flores sempre apresentam 5 pétalas. O fruto € globoso,
liso, com polpa suculenta, de cor vermelha, aromatica e acida doce, apresentando de
5 a 7 sementes, com coloracao variando de verde quando imaturos, quando maduro
o fruto pode apresentar variacbes de cor de amarelo até a cor vermelho escuro.
(LANDRUM, 2017; TULER et al., 2020).
Figura 3: Distribuicdo geogréfica de Psidium glaziovianum Kiaersk.

Fonte: Plantas do mundo (2021).
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Essa espécie € considera endémica do Brasil, a floracdo ocorre no més de
novembro e a frutificacdo entre os meses de janeiro e fevereiro (LANDRUM, 2017).
Sendo encontrada na Caatinga e Mata atlantica (Figura 3), até entdo a espécie tinha
sido descrita apenas nos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro (Regido Sudeste)
e Bahia (Regido Nordeste) (LANDRUM, 2017; TULER et al., 2020).

3.6 PROCESSO INFLAMATORIO

As caracteristicas clinicas da Inflamacéo foram descritas primeiramente em
papiros egipcios datados de mais de 3000 anos antes de Cristo (a.C.), entretanto,
apenas no primeiro século depois de Cristo (d.C.) que Aulus Cornelius Celsus (25 a.C-
50 d.C.) descreveu os sintomas, sendo entdo chamados de sinais cardinais da
inflamacé&o. Esses sinais sdo considerados o marco classico da inflamacgéo aguda, e
sdo eles: rubor (vermelhiddo), tumor (inchaco), ardor (calor) e dolor (dor).
Posteriormente, no século XIX Rudolf Virchow, observou que a associagdo dos sinais
cardinais poderiam levar o organismo a perda de funcéo, diante disso adicionou entao
um quinto sinal clinico, que seria a perda de funcéo (functio laesa). Mas s6 em 1793
gue o médico escocés John Hunter observou que a inflamacéo era uma resposta
inespecifica que tinha a funcdo de conservar ou recuperar o estado de saude do
hospedeiro e ndo uma doenca como se pensava anteriormente (SILVA, 1978;
PIKOULIS et al., 2004; KULINSKY, 2007).

A inflamacédo tem inicio quando o organismo sofre a acdo de um agente que
causa agressao, diante disso é gerado uma resposta do organismo ao dano tecidual
gue ocorre. Esse dano pode ser ocasionado por diversos agentes estimulantes, como
infeccdes, seja ela bacteriana, viral ou fungica, além das toxinas por elas produzidas;
necrose tecidual, seja ela por isquemia, traumas e lesdes fisicas e quimicas; por
corpos estranhos, como fragmentos de madeiras ou metal e sujeiras; ou reacdes
imunes, causando hipersensibilidade podendo ocasionar doencas autoimunes
(MUNOZ et al., 2017; STEWART; CHEN et al., 2018; NICHOL, 2018; SERRA et al.,
2019).

A resposta inflamatoria pode se apresentar de duas formas: aguda e cronica,
essa classificacéo vai ser baseada no tempo que a resposta se mantém e conforme
as caracteristicas que sao observadas. A resposta aguda é caracteristica por ocorrer
imediatamente apds o dano, apresentar tempo de duragdo de curto a médio e
presenca dos sinais cardinais: rubor, edema e dor, além de ser encontrado grande
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guantidade de neutrofilos e macréfagos. Ja na inflamacgéo crénica ha uma persisténcia
do agente agressor e/ou producdo exacerbada de mediadores inflamatorios, levando
a persisténcia da resposta por um tempo prolongado (HAMIDZADEH et al., 2017;
SOEHNLEIN et al., 2017; PAHWA et al., 2018; CASTANHEIRA; KUBES, 2019).

Diante do dano causado o organismo iniciara um processo de reparo, de forma
rapida e inespecifica. A primeira fase dessa resposta é o reconhecimento do agente
agressor, para isso varios receptores celulares e proteinas circulatérias sao capazes
de reconhecer microrganismos e produtos de dano celular, e provocar a inflamagéao.
Essas substancias podem ser de dois tipos: PAMPs (Pathogen Associated Molecular
Patterns/Padrbes Moleculares Associados a Patégenos, em traducdo) que séo
produzidas por agentes patogénicos biologicos; e DAMPs (Damage Associated
Molecular Patterns/Padroes Moleculares Associados ao Dano, em tradugédo) séo
produzidos em uma resposta inflamatéria ndo infeciosa (BIANCHI et al., 2007; RANG
et al., 2016).

Nos receptores celulares para microrganismos, onde as células expressam
receptores na membrana plasméatica, nos endossomos e no citosol que permitem a
percepcdo da invasao dos microrganismos em qualquer compartimento celular. O
sistema complemento também participa no reconhecimento de microrganismos e
produz mediadores de inflamacéo, uma proteina circulatéria chamada lectina ligante
de manose (mannosebinding lectin) reconhece os acucares dos microrganismos e,
entdo, promove a respectiva ingestdo e a ativacdo do sistema complemento. Ja os
receptores citosolicos tem a fungéo de percepcdo de danos celulares e reconhecem
um conjunto diverso de moléculas que séo liberadas ou alteradas como consequéncia
do dano (COSTA et al., 2012; RANG et al., 2016; SUGIMOTO et al., 2019).

AplOs o reconhecimento do agente agressor, ha o desenvolvimento e a
execucao da resposta, essa resposta tem inicio no local afetado e se estende por todo
organismo visando auxiliar na diminuicdo dos efeitos danosos para o corpo, como
também propiciar o organismo a uma adaptacado morfofisiologica. Essa resposta tem
inicio com alteracdo da microcirculacéo local, ocasionando na saida das células
sanguineas e componentes plasmaticos para o espacgo intersticial. Essa alteracao
vascular tem estimulo de varias células e derivados de proteinas plasmatica
(WALFORD; LOSCALZO, 2003; CASTANHEIRA; KUBES, 2019; COOKE, 2019).

Mastocitos plaquetas, neutréfilos e mondcitos/macréfagos participam desse

processo de resposta e sob influéncia dessas células varios mediadores quimicos sdo
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liberados. Esses mediadores podem ser de origem tecidual como as aminas

vasoativas, o fator de ativacdo plaquetaria (PAF), eicosanoides, citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos ou de origem plasmatico como o sistema
de coagulagéo, sistema complemento e cininas. Sendo ambos responsaveis pela
homeostasia do organismo e participacdo direta na resposta inflamatoria, como
apresentados no Quadro 1 (HAMIDZADEH et al., 2017; CASTANHEIRA; KUBES,

2019).

Tabela 1: Principais mediadores inflamatdrios envolvidos no processo inflamataorio.
Mediador

Acéao

Histamina

Vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular

Prostaglandinas

Vasodilatacéo, dor e febre

Quimiocinas

Quimiotaxia, ativacao de leucocitos

Cininas

Aumento da permeabilidade vascular, contragdo muscular

lisa, vasodilatacéo e dor

Leucotrienos

Aumento da permeabilidade vascular, quimiotaxia, adeséo

e ativacao de leucécitos

Complemento

Quimiotaxia e ativacdo de leucécitos, eliminagdo direta do

alvo e vasodilatacao

Citocinas (TNF, IL-1
e IL-6)

Local: ativacdo endotelial. Sistémica: febre e anormalidades

metabdlicas

Fator ativador

plaquetério

Vasodilatagdo, aumento da permeabilidade vascular,

adeséo de leucdcitos, quimiotaxia e desgranulacao

Complemento

Quimiotaxia e ativacao de leucacitos, eliminacéo direta do

alvo e vasodilatacao

Fonte: O autor (2021).

Os mediadores inflamatérios estimulam alteragdes vasculares e exsudativas na
regido da infeccdo ou lesdo, resultando em vasodilatacdo e aumento do fluxo
sanguineo destinado a maximizagdo do movimento das proteinas e leucocitos do
plasma para fora da circulacdo (Figura 4), esse processo torna a regido mais
avermelhada (rubor) devido a presenca de hemacias e a alta oxigenacédo sanguinea,

esse processo € denominado hiperemia. Além disso, o fluido extravascular
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concentrado de proteinas e residuos celulares propicia o desenvolvimento do edema
(COSTA et al., 2012; RANG et al., 2016).

Figura 4: Alteracdo da microcirculagdo local, saida de células sanguineas e

componentes plasmaticos para o espaco intersticial.
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Fonte: Kumar; Abbas; Aster (2016).

No processo de migracdo de leucdcitos, 0s mesmo migram pelos vasos sob a
influéncia das citocinas e quimiocinas. A principal funcao desses leucdcitos é eliminar
0 agente agressor e substancias estranhas, bem como os tecidos necrosados, para
execucdo desse processo se faz necessario a presenca de leucdcitos do tipo
neutroéfilos e macrofagos, pois os mesmos apresentam a capacidade de fagocitose de
corpos estranhos e danificados. Os neutrofilos predominam no processo inflamatério
nas primeiras 24 horas, apos esse periodo eles sédo substituidos pelos mondcitos, que
podem sobreviver por mais tempo e podem ser produzidos nos tecidos envolvidos na
inflamacédo (JOHNSON III et al.,, 2017; DAVID; KUBES, 2019; KUMAR; ABBAS;
ASTER, 2019).

Essas células de defesa para desempenhar a funcdo passam pelo processo de
ativacao leucocitaria que faz o reconhecimento dos corpos invasores e células mortas
e induzem a resposta de combate. Como citado anteriormente uma dessas respostas
é a fagocitose, onde os leucdcitos fazem o reconhecimento/identificagdo do corpo
estranho, se liga a ele, realiza a ingestao para posteriormente ocasionar a morte ou

degradacdo. A destruicdo é desempenhada pelas espécies reativas de oxigénio
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(ERO) e nitrogénio (RNS, reactive nitrogen species) (RANG et al., 2016; KUMAR;
ABBAS; ASTER, 2019).

Adicionalmente os leucécitos estimulam a producdo de citocinas, fatores de
crescimento que séo auxiliares no mecanismo de reparo tecidual. Entretanto, quando
produzidos e ativados de forma exacerbada essas células podem causar danos
teciduais e prolongar o processo inflamatorio, pois durante a fagocitose ha liberacéo
para o0 espaco extracelular de hidrélases acidas que lesam fibras colagenas e
glicosaminoglicanos presentes na matriz extracelular, além de gerar radicais livres
durante a cadeia respiratéria (CANEDO-DORANTES; CANEDO-AYALA, 2019;
MAXFIELD; BARBOSA-LORENZI; SINGH, 2020).

A resposta inflamatdria comeca a ter declinio apés eliminacdo dos agentes
agressores e tecidos danificados. Para que esse declinio aconteca ha influéncia do
metabolismo do acido araquiddnico, leucotrienos pés-inflamatérios, lipoxinas anti-
inflamatdrias e citocinas também anti-inflamatérias, como o fator de crescimento
transformante f (TGF-B) e a Interleucina-10 (IL-10). Além desses, a inibicdo da
producdo de fator de necrose tumoral (TNF) em macrofagos estimulada pelos
impulsos neurais também séo capazes de findar uma resposta inflamatéria (PARKER,
2017; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019).

Apesar de desejavel, nem todas as reacdes inflamatdrias com neutralizacao e
eliminacdo do agente agressor finaliza com resolucdo completa, as reacdes
inflamatérias podem apresentar trés resultados. A resolugcdo completa envolve a
remocao dos restos celulares e microrganismos, além de regeneracao tecidual
completa. Ja no reparo pela substituicdo ocorre importante dano tecidual com
impossibilidade de regeneragdo. Uma outra evolugcdo da resposta inflamatéria € a
transicéo de inflamacéo aguda para cronica, quando esta ndo consegue ser resolvida
e ha persisténcia do agente agressor (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019; NA et al.,
2019).

O processo de inflamacéao cronica € de tempo prolongado e ele pode ter origem
em diferentes tipos de situacdes, como citado no paragrafo anterior uma inflamacgéao
aguda nao resolvida pode progredir para uma inflamacao crénica, entretanto infec¢des
persistentes por microrganismos de dificil eliminag&o, ativacdo excessiva e persistente
do sistema imunolégico e exposicdo prolongada a agentes potencialmente toxicos
também sédo fatores agravantes para o desenvolvimento de inflamacéo crénica. No

processo de inflamagcdo cronica ha predominio de macrofagos, linfécitos e
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plasmadcitos. Por apresentar persisténcia do agente agressor, o dano tecidual é
continuo, entretanto nas tentativas de eliminacdo do agente e reparo tecidual ha
substituicdo do tecido danificado por tecido conjuntivo (HAMIDZADEH et al., 2017;
SOEHNLEIN et al., 2017; CASTANHEIRA; KUBES, 2019).

Tanto na inflamacéo aguda, quanto na inflamacao cronica ha manifestacéo
sistémica do organismo. Entre as caracteristicas de uma manifestacdo sistémica,
principalmente quando o agente agressor € um agente infeccioso, € possivel observar
a presenca de febre, que é caracterizado pela elevacdo da temperatura corporal em
até 4 °C. Substancias pirdgenos estimulam a producéo de citocinas como IL-1 e TNF
pelos leucdcitos, essas substancias aumentam as cicloxigenases (COX) no
hipotalamo que influenciam nas prostaglandinas, essa influéncia estimula a producéo
de neurotransmissores que reprogramam o ponto de ajuste da temperatura para um
nivel mais alto (HAMIDZADEH et al., 2017; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019).

Outras manifestacdes da resposta inflamatdria incluem producéo de proteinas
da fase aguda, como a proteina C-reativa (CRP), o fibrinogénio e a proteina amiloide
sérica A(SAA). Também pode ser observado leucocitose, principalmente nas reacdes
inflamatorias infecciosas. Além de aumento da pulsacdo e da pressdo sanguinea;
diminuicdo do suor, calafrios, anorexia, sonoléncia e mal-estar, provavelmente por
causa da acao das citocinas no sistema nervoso (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019).

Os medicamentos utilizando para o tratamento da inflamagdo possuem
diversos mecanismos de acéo. A funcéo desses farmacos € inibir um ou mais de um
evento que cause a cascata de reacdes inflamatoérias, tais como as vias de sintese
dos mediadores inflamatorios: inibicdo da enzima fosfolipase A2 que atua na via do
acido araquidonico, inibicdo das enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases que Sao
precursores de prostaglandinas e leucotrienos, inibicdo de citocinas pré-inflamatérias,
diminuicdo da migracdo leucocitaria, entre outros. Contudo, boa parte dessas
medicacOes apresentam efeitos colaterais e nesse caso nao podem ser administrados
por longos periodos, havendo a necessidade de muita atencdo em seu uso
(BJARNASON et al., 2018; BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY, 2020).

Portanto, a necessidade da busca por novos farmacos com potencial anti-
inflamatorio e que apresentem o minimo de efeitos colaterais se faz necessario. Nesse
contexto, a pesquisa com plantas que apresentam potencial medicinal, principalmente
aguelas ja conhecidas popularmente, representam uma estratégia relevante no ambito

da busca por novos farmacos a serem utilizados no tratamento de inflamagdes, além
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de apresentar maior eficacia e menos efeitos colaterais ao organismo, quando
comparados aos medicamentos comercializados (AL-SNAFI et al., 2018; YATOO et
al., 2018).

3.7 DOR: FISIOPATOLOGIA E CONDI(;()ES GERAIS

Durante o processo inflamatoério, um dos sinais cardinais € a presenca de dor,
gue se caracteriza como um importante mecanismo de protecdo que possibilita a
deteccdo de estimulos nocivos para o organismo, seja eles fisicos, quimicos ou
biolégicos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019). Diante desse mecanismo Sao
estimulados sistemas que protegem os individuos de futuras lesdes. Segundo a
Associacédo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) o conceito de dor é tido como
“experiéncia sensitiva e emocional desagradavel decorrente ou descrita em termos de
lesdes teciduais reais ou potenciais” (TROUVIN; PERROT, 2020).

A dor pode ser classificada em dois tipos: aguda e cronica. A dor aguda
constitui um alerta de leséo tecidual ou de algum problema que esta se instalando ou
possa instalar, além de induzir reacdes de defesa, fuga ou remocdo do agente
causador. A dor crdnica frequentemente se estende mais do que a ativacdo do
nociceptor, refletindo lesées ou mudancas de longa duracao no sistema nervoso e é
constituida em  resposta  musculoesqueléticas e  psicocomportamental
(LAVAND’HOMME et al., 2020).

A percepcao da dor tem inicio com a transformacédo do estimulo causador em
potencial de acdo que sao transferidos, das fibras nervosas do sistema nervoso
periférico (SNP) para o sistema nervoso central (SNC). A dor tem um sistema neuronal
préprio, denominado sistema nociceptivo que possui fibras nervosas conhecidas como
Ad (A-Delta) e C e séo distribuidas nos tecidos, nas articulagdes, nos musculos, nos
0SS0s e em varios 0rgaos internos. As fibras A-Delta apresentam bainha de mielina,
que faz com que a transmissao atraves dela seja mais rapida (VANDERAH, 2007;
SOMMER; LEINDERS; UCEYLER, 2018).

Os neurdnios nociceptivos primarios fazem sinapses com interneurénios nas
respostas reflexas espinais ou em neurbnios secundarios que se projetam ao
encéfalo. As respostas nociceptivas integradas na medula espinal iniciam reflexos
protetores inconscientes rapidos que, automaticamente, retiram a area estimulada,
afastando-a da fonte do estimulo. Essas vias também chegam ao hipotalamo, e como

resultado h& estimulo para manifestacdes emocionais e neurovegetativas, como
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nauseas, vomitos e sudorese (VANDERAH, 2007; SOMMER; LEINDERS; UCEYLER,
2018).

O tratamento da dor é realizado com farmacos analgésicos, eles podem agir
inibindo prostaglandinas, diminuindo a inflamagéao, e, presumivelmente, diminuindo a
transmissao dos sinais de dor gerados no local da lesdo. Embora seja a forma de
tratamento mais comum, os medicamentos apresentam capacidade de causar varias
reacOes adversas, além de existir a possibilidade de desenvolver tolerancia e passar
a necessitar de doses cada vez maiores para obter o mesmo efeito (TAUBEN et al.,
2017; WERTLI; STEURER, 2018). Como consequéncia, 0s cientistas estao
explorando farmacos e estratégias alternativas para o alivio da dor. Nesse contexto
as plantas medicinais representam uma excelente fonte para busca desse potencial,
tendo em vista que desde a antiguidade as plantas sao utilizadas no tratamento da
dor (URITU et al., 2018; FOROUZANFAR; HOSSEINZADEH, 2018; DUTTA et al.,
2020).

3.8 PROCESSO INFLAMATORIO E REPARO TECIDUAL

A evolucédo do processo inflamatério envolve a regeneracédo do tecido, esse
processo precisa reestabelecer a arquitetura e funcionalidade do tecido apos a leséo.
O reparo do tecido pode ocorrer por dois tipos de reacdo: regeneracao quando ha
estimulo da proliferacdo das células residuais visando substituir os componentes
danificados e retornar essencialmente ao seu estado normal, para isso participam o
tecido lesado remanescente, as células endoteliais vasculares e os fibroblastos;
Quando os tecidos remanescentes ndo conseguem restituir-se vai haver maturacao
de células-tronco teciduais e consequente deposi¢cdo de tecido conjuntivo em um
processo que resulta na formagéao de cicatriz (Figura 5) (SINGH; YOUNG; MCNAUGH,
2017; SHEDOEVA et al., 2019; .

O primeiro passo envolvido no processo de reparo tecidual € a proliferacao
celular, que é estimulada pelos fatores de crescimento e controlada por ele e pela
matriz extracelular. Os fatores de crescimento sao produzidos por células préximas
ao local do dano, as fontes mais importantes desses fatores de crescimento sao 0s
macrofagos ativados pela lesao tecidual, mas as células epiteliais e estromais também
produzem alguns desses fatores (SINGH; YOUNG; MCNAUGH, 2017; ELLIS; LIN;
TARTAR, 2018).

Para execucao do processo de reparo é necessario fornecimento de nutrientes
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e oxigénio, para esse fornecimento sdo formados novos vasos sanguineos através da
angiogénese. Ja a deposicdo do tecido conjuntivo ocorre através da migracdo e
proliferacéo de fibroblastos para o local da lesé@o e deposicéo das proteinas da matriz
extracelular produzidas por essas células. A sintese de coldgeno pelos fibroblastos
tem inicio logo no comeco do reparo das feridas (dias 3 a 5) e prossegue por varias
semanas, resultando, por fim, na formacao de uma cicatriz, dependendo do tamanho
da les&o. A medida que o reparo prossegue, o nimero de fibroblastos e novos vasos
proliferativos diminui (ELLIS; LIN; TARTAR, 2018; CANEDO-DORANTES; CANEDO-
AYALA, 2019).

No processo de reparo cutaneo envolve tanto a regeneracéo epitelial quanto a
formacdao de cicatriz de tecido conjuntivo. Quando a les&o envolve apenas a camada
epitelial, o principal mecanismo de reparo € a regeneracao epitelial, também chamada
de unido primaria ou cura por primeira intencdo. Quando a perda de células ou tecidos
€ mais extensa, como ocorre em grandes feridas, abscessos, ulceracdes e na necrose
isquémica de 6rgaos, o processo de reparo envolve uma combinacdo de regeneracao
e cicatrizacdo (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2019).

Figura 5: Etapas do processo de cicatrizacao tecidual.

Tecido normal Lesdo tecidual Lesdo tecidual
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A lesdo de um tecido, primeiro induz a inflamacao, que, por sua vez, remove as células mortas
ou 0s microrganismos. Seguem-se a formacéo de tecido de granulacdo vascularizado e a
deposicdo da matriz extracelular para formar a cicatriz.

Fonte: Kumar; Abbas; Aster (2016) com modificagdes.
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O processo de cicatrizacdo pode sofrer a influéncia de varios fatores
extrinsecos e intrinsecos como diabetes, estado nutricional, aumento de presséo
local, corpos estranhos e a carateristica do tecido no qual a lesdo ocorre também séo
importantes. Entretanto, um processo infeccioso € uma das causas que provocam
maior demora no processo de reparo, pois a infeccdo aumenta a destruigao tecidual
e a necrose, exacerbando a doencga e a cicatriz final. Nestes casos, podem ocorrer
Ulceras dolorosas com descargas purulentas e com inflamacéao ao redor além disso,
a duracdo da doenca seria prolongada (LINDSAY; OATES; BOURDILLON, 2017;
WANG et al., 2018).

Algumas medicag¢fes séo aplicadas no tratamento inflamat6rio e auxiliam no
reparo tecidual, entretanto muitas vezes os medicamentos de uso sistémico néo
atingem a eficacia desejada e ndo sao capazes de combater as infeccdes secundarias
que dificultam o processo de cicatrizacdo. Diante disso, a administracdo topica de
farmacos é frequentemente utilizada quando se objetiva um efeito local, visto que
formulacdes cujo sitio de acao é restrito a superficie da pele ou as primeiras camadas
sdo capazes de manter concentracdes efetivas do farmaco no tecido alvo e o risco de
inducéo de efeitos secundarios em decorréncia de exposicao sistémica ndo ocorre.
Nesse aspecto as plantas medicinais tornam-se uma importante fonte de busca para
novos componentes ativos no controle de exacerbacdes inflamatorias cutaneas
(FIRDOUS; SAUTYA, 2018; SHEDOEVA et al., 2019).

3.9 ESTUDOS DE TOXICIDADE

A toxicidade objetiva avaliar os efeitos nocivos causados por uma determinada
substancia dentro do organismo, sendo relacionada com sua concentragéo e tempo
de permanéncia e/ou exposi¢cdo. Por meio de ensaios toxicoldgicos, ela avalia as
modificacdes que ocorre no organismo quando expostos, em condi¢des propicias, a
uma dada substancia, devendo os testes de toxicidade ser realizados de forma
padronizada e em condi¢des replicaveis (TONKENS et al., 2005; HARTUNG et al.,
2020).

As alteracBes causadas por substancias toxicas podem ser reversiveis ou nao,
dependendo da extensdo dos danos que séo causados, que podem ser moleculares,
celular, tecidual e em ultimo caso podem levar a morte do organismo. Esses danos

podem variar de acordo com caracteristicas do paciente como género, idade e estado
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de nutricional, entre outros (UGWAH-OGUEJIOFOR et al., 2019; DEYNO et al., 2020).

Diversas agéncias reguladoras apresentam protocolos para execucdo dos
testes toxicologicos, sendo o da Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD) um dos mais aceitos no mundo, sendo seguido pelas principais
agéncias reguladoras de drogas do mundo, como Food and Drug Administration
(FDA), European Medical Agency (EMA), Medicines and Healthcare products
Regulatory Agency (MHRA) e do ministério da Saude do Japéo. No Brasil, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) também segue protocolos estabelecidos
pelo OECD (MOURA et al., 2012).

Os estudos de toxicidade podem ser divididos em dois grupos: ensaios de dose
Unica, denominado de teste de toxicidade aguda que permite classificar o0 composto
de acordo com o grau de toxicidade ou letalidade, sendo capaz de determinar a dose
letal mediana (DL50). No teste de toxicidade aguda sdo observadas alteracdes no
consumo de agua, racao e massa corporea, e ao final do experimento os principais
orgaos sdao retirados para avaliacdo macroscopica e histopatoldgica, para identificar
os 6rgaos que podem ser alvos de efeitos indesejados, além de obter informacdes
suficientes para classificar a substancia e selecionar doses para estudos de longa
duracdo. A Figura 6 apresenta o protocolo estabelecido pela Organizacdo para
Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico (OECD) com orientacdes para avaliagao
da toxicidade aguda (OECD, 2001; UGWAH-OGUEJIOFOR et al., 2019).
Figura 6: Avaliacéo de toxicidade aguda de acordo com o guia da Organizacao para

Cooperacéo e Desenvolvimento Econémico (OECD, 423).
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Ja os ensaios de exposicdo a doses repetidas fornecem informacgdes sobre a
toxicidade de um produto quando administrado diariamente. Para a realizacao do teste
€ recomendado a utilizacdo de trés doses experimentais, além de utilizar animais
machos e fémeas por grupo, sendo observados alteracdes no consumo de &gua,
racdo e massa corpoérea. Ao final do experimento os principais 6rgaos sao retirados
para avaliacdo macroscopica e histopatologica e o sangue também é coletado para
andlises hematoldgicas e bioquimicas (OECD, 2008; XIU et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2019).

Os testes toxicologicos visam garantir a seguranca de uso de determinada
substancia estabelecendo limites seguros para a aplicabilidade e contribuindo para o
desenvolvimento de novos farmacos (OLIVEIRA et al., 2019). A crenca de que
produtos naturais ndo fazem mal a salude faz com que a toxicidade deles seja por
muitas vezes subestimadas. Experimentos tem demonstrado que a utilizacdo de
algumas espécies de plantas causa inumeros efeitos adversos ao organismo. Diante
disso estudos toxicol6gicos envolvendo plantas medicinais devem ser realizados
visando avaliar a sua seguranga de uso (NDHLALA et al., 2013; TARIQ et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2019; COSTA et al., 2020).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de artigos.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Members of the Psidium genus have been suggested in ethnobotanical research
Brazilian plants for the treatment of various human diseases, and some studies have already proven their popular uses through
Caatinga

research, such as Psidium glaziovianum, which is found in Brazil’s northeast and southeast regions and has
antinociceptive and anti-inflammatory properties; however, the safety of use has not yet been evaluated.

Aim of the study: This study investigated the safety of using essential oil obtained from P. glaziovianum leaves
(PgEO) in vitro and in vivo models.

Materials and methods: Cytotoxicity was evaluated in murine erythrocytes, while acute toxicity, genotoxicity
(comet assay) and mutagenicity (micronucleus test) studies were performed using Swiss albino mice.

Results: In the cytotoxicity assay, the hemolysis rate indicated a low capacity of PgEO to cause cell lysis
(0.33-1.78%). In the acute oral toxicity study, animals treated with up to up to 5000 mg/kg body weight did not
observe mortality or physiological changes. Neither dosage caused behavioral problems or death in mice over 14
days. The control and 2,000 mg/kg groups had higher feed intake and body weight than the 5,000 mg/kg PSEO
group. Erythrocyte count, hemoglobin level, mean corpuscular volume, and MCV decreased, but serum alanine
and aspartate aminotransferases increased. In the genotoxic evaluation, 5000 mg/kg PgEO enhanced nucleated
blood cell DI and DF.

Conclusions: The present study describes that PgEO can be considered well tolerated in acute exposure at doses up
to 2000 mg/kg, however the dose of 5000 mg/kg of PEEO should be used with caution.

Essential oil
Preclinical

Safety
Toxicological safety

1. Introduction

In underdeveloped and/or developing countries, the World Health
Organization reported that between 70 and 90% of the population used
medicinal plants in primary health care, while in Brazil approximately
82% of people depend on pharmaceutical products made from medicinal
plants (World Health Organization, 2011; Silva, 2020). Given that the
efficacy of using plants as a medicinal source is strongly linked to their
safety, this fact reinforces the need for research to assess the toxicity of
candidate drugs (Kuete, 2014; Bostan et al., 2017). There are already
several reports of the toxic potential of plants, in addition to the
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excessive and careless use of these medicinal herbs, which can seriously
harm the body (Lin et al., 2018; Tabarraei et al., 2019; Deyno et al.,
2021).

Throughout the globe, Psidium species are utilized to treat a wide
range of illnesses. Sprouts of the species P. acutangulum are made as
decoctions, according to ethnopharmacological research, and are used
to cure digestive diseases including diarrhea and dysentery (Pedrollo
etal., 2016; Palheta et al., 2017). In folk medicine, P. cattleyanum leaves
are used to treat illnesses of the respiratory (Jacqueline et al., 2011;
Bolson et al., 2015), genitourinary (Abreu et al., 2015), and digestive
systems (Tomazi et al., 2014; Brito et al., 2017). Similarly, P. guineense
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leaves and stem are used to treat headaches, sore throat, flu, diarrhea,
dysentery, and headaches (Santana et al., 2016; Silva et al., 2018).

According to ethnopharmacological research, several investigations
have shown pharmacological activities of this genus, such antioxidant
(Dacoreggio et al., 2019; Nascimento et al., 2021), antimicrobial (Huang
et al., 2021; Dias et al., 2019), anti-inflammatory (Houel et al., 2015;
Nascimento et al., 2021; Yu et al., 2022), antinociceptive (Souza Sam-
paio et al., 2020), cytotoxic (Barradas et al., 2022; Bezerra et al., 2022)
and insecticides (Abrao et al., 2022). However, few studies have eval-
uated the toxicity of the genus and its possible effects on long-term use
(Castro et al., 2015; Manekeng et al., 2019; Delorino, 2020; Nascimento
et al., 2021).

Among the genus, the species Psidium glaziovianum Kiaersk., a small
to medium-sized tree, considered endemic to Brazil and found in the
Caatinga and Atlantic Forest, has been demonstrating its pharmaco-
logical potential, as in reports it showed antinociceptive and anti-
inflammatory activity (Costa et al., 2022); however, safety of use has
not been evaluated. Thus, in this study, the essential oil extracted from
the leaves of P. glaziovianum was submitted to biological safety tests
involving acute toxicity, genotoxicity and mutagenicity in mice.

2. Materials and methods
2.1. Plant collection and identification

The leaves of Psidium glaziovianum Kiaersk (http://www.theplantlist.
org/tpll.1/record/kew-166734) were collected in December 2019 (dry
time) in the Caatinga region of Pernambuco, Brazil, in the municipality
of Exu (07° 30'43” S 39° 43'27” W) and identified by Dr. Marcos
Eduardo Guerra Sobral. Exsicata was placed as sample 93,728 at the
Instituto Agronomico de Pernambuco (IPA) Herbarium Dardano de
Andrade Lima. The plant sample was entered under the registration
number AO8E18B in the National System for the Management of Genetic
Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen).

2.2. Essential oil extraction

P. glaziovianum leaves were hydrodistilled to produce the EO (PgEO),
and gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS) was used to
characterize the oil. An aliquot of PgEO (1 L) was injected into an Agi-
lent 5975C GC/MSD mass spectrometer fitted with a fused silica capil-
lary column DB-5 unpolished Agilent J; W (30 m 0.25 mm film:
thickness: 0.25 m) with helium as the carrier gas at a flow rate of 1 mL/
min to analyze its chemical makeup. The temperature rose by 4 °C/min
from a starting point of 50 °C-230 °C.

Retention indices were used to identify chemical ingredients, and
data from the GC-MS system’s mass spectrum library (MassFinder 4,
scientific consulting Dr. Hochmuth, Hamburg, Germany) and Mass
Spectral Library NISTO8 were compared (ChemSW Inc. Fairfield, CA,
USA). Three separate experiments were conducted, and the procedure
was done in triplicate.

PgEO contains a complex chemical profile, with the presence of 48
compounds, representing 98.22% of composition and the majority of the
compounds were identified with 1,8-cineol (24,29%), a-pineno
(19,73%) e p-pineno (17,31%) (Costa et al., 2022).

2.3. In vivo experiments

Swiss mice males and female, weighing between 30 and 35g, and
maturing between 8 and 10 weeks, were utilized for the testing. The
research has received approval from the Ethics Committee on Animal
Use of the Federal University of Pernambuco (no 122/2019) and all
execution processes have been carried out in line with Brazilian law on
animal testing and internationally accepted principles for laboratory
animal use.
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2.4. Hemolytic activity assessment

Toxicological screening of PgEO was assessed in the hemolytic ac-
tivity assay as described by Costa et al. (2020). Briefly, a cardiac
puncture was performed in anesthetized mice and then transferred to a
tube containing ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) and centri-
fuged at 3,000 rpm for 10 min. Subsequently, the cell pellet was ho-
mogenized with saline solution to a concentration of 2% (v/v). Different
concentrations of PgEO (0.250-10.0 mg/mL) were added in 96-well
plates and incubated for 60 min at 28 °C. with the erythrocyte solu-
tion in triplicate. After the incubation period, a new centrifugation was
performed under the same conditions as mentioned and the supernatant
was collected to determine the hemoglobin released in a spectropho-
tometer UV/VIS (Erkin Elmer-Lambda 650) at 540 nm. For the positive
control, Triton X was used.

2.5. Acute oral toxicity

2.5.1. Experimental procedure

The acute toxicity tested recommendations in Protocol 423 of the
Organization for Economic Cooperation and Development, 2001. For
this, healthy female mice (n = 5 per group) were fastened 6 h and
randomly grouped into three distinct groups receiving treatment oral at
single dose with saline or PgEO (2,000 or 5,000 mg/kg). Immediately
after the administration of substances, animals were observed individ-
ually as the general behavioral changes during the period of 4 h.
Throughout 14 days of testing, the weight, water consumption and
occurrence of deaths was recorded. At the end of the experiment, the
animals were anesthetized (80 mg/kg ketamine and 20 mg/kg xylazine,
i.p.) and submitted to the opening of the abdominal cavity for cardiac
puncture of blood and macroscopic analysis of internal organs to see any
potential alterations in size, color, tumor presence, and hemorrhages.
The organs (liver, kidney and spleen) were removed, weighed and their
masses expressed in absolute (g) and relative terms (g/10g mass of an-
imal), subsequently, histological analysis was performed (Oliveira et al.,
2019). Finally, the median lethal dose (LD50) was stipulated.

2.5.2. Hematological and biochemical analysis

Blood was collected using a 1 mL disposable syringe and a portion
was immediately transferred to a tube containing EDTA (ethylenedi-
amine tetraacetic acid) for hematological examination by automated
hematology analyzer and optical microscopy. The parameters evaluated
were: red blood cell (RBC), hemoglobin (HB), hematocrit (HCT), mean
corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), and
mean hemoglobin concentration (MCHC). As well as white blood cell
(WBC), segmented leukocyte (SEG), lymphocyte (LYM), and monocyte
(MON).

For biochemical analysis, another portion of the blood was trans-
ferred to a tube containing separator gel without anticoagulants and
subjected to centrifugation at 3000 rpm for 10 min to obtain serum and
stored at —20 °C until the analysis was performed. The biochemical
parameters evaluated were: blood urea nitrogen (BUN), albumin (ALB),
creatinine (CRE), aspartate aminotransferase (AST), alanine amino-
transferase (ALT), total cholesterol (CT), triglycerides (TG), total protein
(TP), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl transferase (GGT),
and bilirubin (BIL) were measured.

2.5.3. Histopathology analysis

Using light microscopy, histological examinations of the kidneys,
liver, and spleen of mice from the control group and the PgEO treatment
groups were carried out. Organ sections were dried by a graded ethanol
series (70-100 percent), fixed in buffered formalin (10% v/v), cleaned
in xylene, and then embedded in paraffin. In the spinning microtome, 5
mm sections were cut, which were then transferred to a slide in a his-
tology bath. A microscope and digital camera were used to study the
samples (Oliveira et al., 2019).
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2.5.4. Morphometric evaluation

For morphometric evaluation of the liver, a grid with 100 test points
was used and placed in the histological sections stained with
hematoxylin-eosin. Three slides were counted, so that 10 fields per slide
were counted, using the 40x objective, totaling 5,000 points per group.
The non-lobular proportion (portal space, centrilobular veins, branches
of the hepatic vein) and the lobular proportion (hepatocytes, sinusoids,
Disse space and bile ducts) were observed (Ribeiro et al., 2020).

In the evaluation of the kidney, ten random glomeruli were analyzed
with evidence of the equatorial region per slide and three slides per
group were analyzed. To obtain the glomerular area, the cursor was
positioned in the central area of the glomerulus, establishing an external
circular line, coinciding with the glomerular tuff, the same methodology
was used to determine the Bowman capsule. The glomerular and Bow-
man’s capsule volumes were calculated using the equation 4/3xr3 to
calculate the volume of the sphere, where "r" represents the radius
(Ribeiro et al., 2020).

2.6. Genotoxicity tests

2.6.1. Experimental procedure

Using peripheral blood from Swiss albino mice, the comet assay and
micronucleus (MN) test were conducted to determine if the PgEO causes
genetic harm and mutagenesis. Three experimental groups of five mice
each were created using male mice. The treatment groups were given
PgEO at 2000 and 5000 mg/kg body weight via gavage, whereas the
negative control (NC) group received 0.5 mL deionized water. The an-
imals were given ketamine (100 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg)
intraperitoneally to make them unconscious 48 h after the treatment,
and blood was drawn by a retro-orbital puncture. The animals were then
put to euthanized using heavy dosages of anesthetics (ketamine 300 mg/
kg and xylazine 30 mg/kg) (Santos Souza et al., 2021).

2.6.2. Comet assay

The comet test was used in accordance with the Tice et al. (2000)
recommended procedure to assess the genetic damage to nucleated
blood cells. Initial homogenization of 15 pL of blood with 100 pL of
low-melting point (0.5 percent LM) agarose was followed by the deposit
of this combination on slides covered in conventional 0.5 percent
agarose. The slides were placed at 4 °C for 10 min with a coverslip on
them. Slides were immersed in a lysis solution (2.5 M sodium chloride
[NaCl], 100 mM ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA], 10 mM Tris,
1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 13) for 48 h after cooling with the
coverslips removed.

The slides were first lysed, then placed in an alkaline electrophoresis
buffer (1 M NaOH and 200 mM EDTA disodium salt, pH 13), where they
were left for 20 min. Following this, the slides were electrophoresed in a
horizontal chamber for 20 min at 300 mA and 32 V. The slides were
fixed for 5 min in 100% ethanol after being neutralized for 15 min in 0.4
M Tris-HCI buffer at pH 7.5. The slides were stained with a 30 pL
ethidium bromide solution (0.0002% w/v) to make the nucleoids
visible. Using an AlexaFluor 546 filter and a Zeiss-imager M2 fluorescent
microscope with a 40x magnification objective, the studies were carried
out. Beginning with the blood collection, all operations were carried out
in a red-lit environment.

A total of 100 nucleoids from each animal were analyzed in order to
quantify DNA damage. According on the percentage of DNA in the comet
tail and head, each nucleus was divided into one of five categories: 0 (no
damage), 1 (minimal apparent damage), 2 (medium damage), 3 (me-
dium high damage), and 4 (high damage) (Collins et al., 2008). Each
animal was assessed for two factors during the study of the 100 nucle-
oids: the damage index (DI) and frequency of damage (DF). For each
animal studied, the DF values ranged from O to 100 whereas the DI
values ranged from O (no harm) to 400 (highest damage) (Collins et al.,
2008; Sousa Coelho et al., 2018).
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2.6.3. Micronucleus test

Each animal’s blood (5 pL) was placed on slides that had been treated
with acridine orange and then covered with a coverslip (Hayashi et al.,
1990). A total of 2000 polychromatic erythrocytes (PCEs) were exam-
ined on three prepared slides for each animal to confirm the presence of
micronuclei. A fluorescent microscope (Zeiss-imager, M2) with a 40x
magnification objective and an AlexaFluor 488 filter was used for the
study (OECD, 2016).

2.7. Statistical analysis

The GraphPad Prism® version 8.0 was used to analyze the data and
expressed as mean values with standard deviation (+SD). One-way
analysis of variance (ANOVA) was used to determine statistically sig-
nificant differences before Bonferroni’s or Dunnett’s test (when neces-
sary). The findings of the genetic damage tests (MN, DI, and DF) were
examined by performing a Wilcoxon test comparison of the PgEO and
NC group. This comparison was carried out to determine whether or not
there was a significant difference between the three groups (R software).
The level of significance established in all tests was set at P < 0.05.

3. Results and discussions

Costa et al. (2022) reported that ingestion of P. glaziovianum leaves
essential oil resulted in a decrease in nociception and inflammation of
mice. In the present work, we investigated the effect of this essential oil
(previously characterized as mentioned in section 2.2) oral toxicity and
genotoxicity in mice.

The application of natural products can be limited if its composition
is toxic to an organism; thus, the toxicity of PgEO was preliminarily
assessed in erythrocytes using the hemolysis test. The hemolysis rate
ranged from 0.33% to 1.78%, indicating the low hemolysis capacity of
PgEO. As there was no damage to erythrocytes in the in vitro test, acute
oral toxicity of PgEO was tested in mice at concentrations of 2,000 and
5,000 mg/kg. At both concentrations, the mice did not exhibit behav-
ioral changes, temperature changes, signs of cyanosis, lacrimation,
hypnosis, and anesthesia. Furthermore, no mortality was observed
during the 14 days of the experiment. However, there was a reduction in
the response to touch, as evidenced in the first hour. Regarding feed
intake and absolute body weight, a significant reduction (p < 0.05) was
observed in the 5,000 mg/kg PgEO treatment group compared with that
in the control group (Table 1).

Teo et al. (2002) reported that the potential toxic effects of natural
products can be verified when indicators such as body weight of the
treated animals exceed a 10% loss. In this study, the animals in the group
treated with 5,000 mg/kg PgEO showed a body weight reduction of
6.5%; thus, PgEO was not classified as toxic. The control group and the
group treated with 2,000 mg/kg PgEO did not exhibit any behavioral or
physiological changes. Thus, the lethal dose (LD50) was determined to
be above 5,000 mg/kg. Overall, PgEO was classified as less toxic or
non-toxic, according to the classification of the Globally Harmonized
System of Classification and Labeling of Chemicals, and thus, its use is
safe (OECD, 2001).

Other Psidium species demonstrated low toxicity in the oral toxicity

Table 1
Evaluation of food and water consumption and weight gain of animals from
control and treated with the Psidium glaziovianum Essential Oil (PgEO) per os.

Treatments Water consumed  Food consumed  Absolute weight

Control 100.36 + 3.60 50.95 + 2.06 36.80 + 0.81

PgEO 2,000 mg/kg  96.18 + 2.75 48.95 + 0.36 36.40 + 1.20
5,000 mg/kg  95.41 + 1.84 42.80 + 1.60* 34.40 + 1.40*

Legend: PgEO: Psidium glaziovianum Essential Oil. Values represent the mean +
SEM (n = 5/group). *Indicates significant difference (p < 0.05) were found in
comparison with control.
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assay. In the reports by Castro et al. (2015) the oral administration of the
essential oil of P. cattleianum did not promote death to animals treated at
doses of 100, 200 and 500 mg/kg. Nascimento et al. (2021) described
that in the 14-day evaluation, the hydromethanolic extract of
P. guineense at doses of 500 and 2000 mg/kg did not cause death or
changes in the hippocratic parameters or clinical signs that indicated
toxicity. Similarly, Manekeng et al. (2019) describes that treatment in a
single dose with 5,000 mg/kg of methanolic extract of P. guajava bark
did not promote mortality or signs of toxicity in animals, determining
the LDsy above 5000 mg/kg.

The results of the hematological analyses (Table 2) demonstrated a
significant reduction (p < 0.05) in erythrocyte count, hemoglobin level,
mean corpuscular volume, and mean corpuscular hemoglobin concen-
tration in the group treated with PgEO at a concentration of 5,000 mg/
kg compared with those in the control group. These results indicate that
PgEO at this concentration negatively affects red blood cells, thereby
destabilizing the integrity of the membrane or even causing cell lysis
(Oliveira et al., 2015; Costa et al., 2020). The group treated with 2,000
mg/kg PgEO exhibited parameters similar to those of the control group
(p > 0.05).

The results of biochemical analyzes showed that the group treated
with 2,000 mg/kg of PEEO did not show significant changes (p > 0.05)
compared to the control group. However, treatment with 5,000 mg/kg
of PgEO promoted a significant increase (p < 0.05) in serum levels of
alanine aminotransferase and aspartate aminotransferase (Table 3) in
mice, indicating possible liver damage (Campelo et al., 2013). The other
parameters evaluated were similar to the control group (p > 0.05).

No changes in color and texture were observed in the visceral organs
of mice treated with 2,000 or 5,000 mg/kg PgEO compared with control
group. Additionally, no significant differences in the relative weights of
kidneys, liver, and spleen in PGEO treated mice was noted when
compared with the controls (Table 4). In the histological analysis of the
hepatic tissue (Fig. 1), the 2,000 mg/kg PgEO and control groups pre-
sented architecture with normal characteristics, showing regular hepa-
tocyte cords and caliber centrilobular veins supported by loose
connective tissue. However, treatment with 5,000 mg/kg PEEO pro-
moted an increase in the space of Disse, an area of communication be-
tween different liver cells, including natural killer cells that attack
infected or injured cells (Wisse et al., 1997). This fact may be related to
the metabolism of PgEO in the liver, causing disturbances in the hepa-
tocytes, and this corroborates the results of biochemical analyses that
showed an increase in liver transaminase levels in the 5,000 mg/kg
PgEO treatment group.

Microscopic analysis of the kidney (Fig. 1) of the animals treated
with PgEO and saline solution showed well-defined cortical and med-
ullary zones and preserved architecture. The renal glomeruli had a

Table 2
Hematological parameters of mice treated with the Psidium glaziovianum
Essential Oil (PEEO).

Parameter Control PgEO

2,000 mg/kg 5,000 mg/kg
Red blood cells (105/mm?®) 9.23 + 0.72 9.06 + 1.12 8.75 + 0.62*
Hematocrit (%) 43.61 +2.33  46.44 +1.54  44.69 + 1.07
Hemoglobin (g/dL) 15.61 + 0.81 15.12 + 0.72 13.86 + 0.56*
MCV (%) 4772 +2.86  47.41 +1.38  44.06 + 0.62*
MCH (%) 16.78 +0.82  16.54+0.21 1573 + 0.55
MCHC (%) 35.43+1.78 35.69+1.21  32.30 + 0.97*
White blood cells (103/mm?®)  8.23 +1.21 8.46 + 1.24 9.96 + 1.12
Segmented (%) 51.43+1.38 50.46 +1.13  50.31 + 1.67
Lymphocytes (%) 37.44 £ 0.78 38.20 £ 1.12 38.38 £ 1.01
Monocytes (%) 10.33+0.95 10.85+1.09 10.07 + 1.18

Legend: PgEO: Psidium glaziovianum Essential Oil. MCV: mean corpuscular vol-
ume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular hemo-
globin concentration; Values represent the mean + SEM (n = 5/group). (¥)
Indicates significant difference (p < 0.05) in comparison with control.
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Table 3
Biochemical parameters of blood of mice treated with the Psidium glaziovianum
Essential Oil (PgEO).

Parameter Control PgEO
2,000 mg/ 5,000 mg/kg
kg
Albumin (g/dL) 4.77 £ 0.27 4.66 +0.26  4.42 +0.23
Alanine aminotransferase (U/L) 67.9 + 2.33 73.2 £3.44 92.9 + 0.61*
Aspartate aminotransferase (U/  102.3 + 108.2 + 143.5 +

L) 2.93 3.92 0.73*

Alkaline phosphatase (U/L) 13.2+0.86 13.3+£0.71 12.6 + 0.34

Gamma-glutamyl transferase 10.39 + 11.1 £ 0.41 11.3 £ 0.72
0.32

Total protein (g/dL) 5.21 £0.72 5.33 £ 0.69 5.43 £0.53

Blood urea nitrogen (mg/dL) 36.6 + 0.52 36.7 £ 0.76 35.7 +£0.71

Creatinine (mg/dL) 0.29 +0.11 0.31 £ 0.17 0.29 +0.13

Bilirubin (mg/dL) 0.17 +£ 0.01 0.21 £+ 0.03 0.22 + 0.02

Cholesterol total (mg/dL) 113.4 + 115.3 + 116.7 +1.79
1.97 1.98

Triglycerides (mg/dL) 1325 + 133.4 + 129.8 +1.26
1.95 1.89

Legend: PgEO: Psidium glaziovianum Essential Oil. Values represent the mean +
SEM (n = 5/group). (*) indicates significant difference (p < 0.05) in comparison
with control.

Table 4

Evaluation of the relative weight (g/10 g animal body weight) of mice treated
with the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of 2,000 or
5,000 mg/kg.

Control PgEO
2,000 mg/kg 5,000 mg/kg
Liver 2.19 + 0.09 217 £0.11 2.19 £0.11
Kidney 0.32 + 0.04 0.33 £ 0.03 0.30 £ 0.04
Spleen 0.29 + 0.03 0.30 £+ 0.03 0.29 £+ 0.04

Values represent the mean + SEM (n = 5/group). No significant differences (p >
0.05) were found in comparison with control.

homogeneous Bowman capsule without changes; however, a slight in-
crease in the caliber of the proximal contorted tubules was observed in
the group of animals treated with a higher concentration of PgEO but
with reversible characteristics. Thus, treatment with a high concentra-
tion of PgEO did not promote nephrotoxicity, corroborating the lack of
changes in the serum levels of creatinine and urea. Histological analysis
of the spleen of animals treated with PgEO and saline solution showed
well-defined nodules (Fig. 1).

Thus, due to the presence of small histopathological changes in the
liver and kidney, a morphometric analysis was performed on the target
structures of the organs (Table 5). In animals treated with PgEO 5,000
mg/kg, an increase in the space of Disse associated with an increase in
lobular parenchyma was evidenced in the liver. Such alterations
possibly occurred due to the presence of xenobiotics that promotes the
increase of phagocytic cells (Kupffer cells) and alters the processes of
metabolization of substances. In the kidneys, treatment with the highest
dose of PgEO promoted an increase in the volume of contorted tubules,
thus leading to disturbances in the process of reabsorption of substances
and changes in urinary osmolarity. Treatment with 2,000 mg/kg PgEO
maintained the liver and kidney structures, similar to those in the
control.

In the genotoxic evaluation the damage index (DI) and frequency of
damage (DF) of nucleated blood cells between the NC group and the
group that received PgEO at a dose of 2000 mg/kg were not significantly
different, according to the comet test. Comparing the PgEO 5000 mg/kg
group to the CN group, the PgEO group demonstrated an increase
(Fig. 2).

In the micronucleus test only the 2000 mg/kg group did not cause a
statistically significant increase in micronucleated PCEs at the test
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SPLEEN

Fig. 1. Histopathological analysis of the liver, kidney and spleen of mice in the control and treated with Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of

2,000 or 5,000 mg/kg.

Legend: Livers: centrilobular vein (cv) is seen in all images. The hepatocyte bundles were preserved and ordered. The space of Disse is present in all images
(arrowhead) with a slight increase in the treatment with 5000 mg/kg of pgEO. Kidneys: Renal glomeruli (Gr) and contorted tubules (short arrows) with no changes
are visible in the control groups and groups treated with PgEO. Treatment with 5000 mg/kg PgEO promoted an increase in light from twisted tubes. Spleen: The
lymph nodes (Nd) are well defined in the control and treated groups. Hematoxylin and eosin staining was performed. Magnification: 100x for the spleen and 400 x

for the other organs.

concentration when the CN group was contrasted with the PEEO treated
groups. The 5000 mg/kg concentration demonstrated a significant dif-
ference (Fig. 3).

Genotoxic tests are significant toxicological evaluations because they
may be used to identify chromosomal damage caused by chemicals as
well as genotoxic damage that has accumulated in response to the
danger of a complex combination of pollutants (Purpura et al., 2021).
The increased frequency of micronucleus formation and comet forma-
tion is related to the risk of developing cancer (Shin et al., 2020). These
tests are routinely carried out on medications and different herbal
remedies to evaluate the potential of these substances to interact with
nucleic acids and induce irreversible damage or mutations (Moura et al.,
2020; Tao et al., 2022). These results presented validate the idea that
PgEO at a concentration of 2000 mg/kg is safe to use, which means such
a compound can be explored for the development of the pharmaceutical
industry.

4. Conclusion

The oral treatment demonstrated low acute toxicity and did not

cause genetic damage even at high concentrations, according to our
research. However, changes in hematological, biochemical, DI and DF
parameters of the comet assay and an increase in the number of
micronuclei were seen in the 5000 mg/kg treatment group, suggesting
that PgEO is not recommended at this dose. In light of these findings, it is
possible that PgEO, at least within the dosage range utilized in the
current investigation, may be used safely for the development of tradi-
tional pharmaceuticals and herbal medicines. However, future studies of
toxicity in repeated doses are essential to investigate possible cumula-
tive effect of treatment with P. glaziovianum.
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Table 5
Effect on the liver and kidney of mice treated with the Psidium glaziovianum
Essential Oil (PgEO).

Parameter Control PgEO
2,000 mg/kg 5,000 mg/kg
Liver
Lobular parenchyma 81.54 + 2.17 82.95 + 2.38 90.29 +
3.23*
Non-lobular parenchyma 12.33 + 2.36 14.23 +2.23 13.78 + 3.37
Kidney
Glomerular diameter (pm) 134.61 + 136.11 + 137.43 +
10.31 12.33 12.21
Glomerular volume (pm?) 137.09 + 138.99 + 141.12 +
7.76 9.45 10.54
Bowman’s capsule diameter 160.91 + 159.56 + 163.38 +
(um) 5.37 7.31 8.61
Bowman'’s capsule volume 171.53 + 168.71 + 175.55 +
(um®) 8.95 7.78 8.92
Contorted tubule (pm3) 158.58 + 159.63 + 187.69 +
8.83 6.78 7.65*

Legend: Values represent the mean + SEM. (*) Indicates significant difference (p
< 0.05) in comparison with control.
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Fig. 2. Results of micronucleus tests and comet assay in the control group and the groups treated with Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of

2,000 and 5,000 mg/kg.

Legend: PCE: polychromatic erythrocytes; NC: negative control; 2000 mg/kg: Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentration of 2,000; 5000 mg/kg:
Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentration of 5,000. The stars represent the means; p values are shown in bars only when comparison was statistically

significant (p < 0.05).
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Fig. 3. Results of comet assay in the control group and the groups treated with Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of 2,000 and 5,000 mg/kg.
Legend: 2000 mg/kg: Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentration of 2,000; 5000 mg/kg: Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentration

of 5,000.
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: The genus Psidium L. has a great diversity of
species with medicinal application; however, few species had their safety evaluated or
safe limits for use were established. Psidium glaziovianum is a species found only in
Brazil, native to the northeast and southeast regions of the country and has reports of
antinociceptive and anti-inflammatory effects.

Aim of the study: This study investigated the toxicity of repeated doses of essential oil
from the leaves of Psidium glaziovianum (PgEO) as well as the influence of the
treatment on the exploratory and locomotor capacity of mice.

Materials and methods: PgEO were orally administered daily for 28 days at
concentrations of 250, 500 and 1000 mg/kg in male and female Swiss mice.
Hematological, biochemical and histopathological parameters were evaluated, as well
as temperature, blood glucose, urinalysis and oxidative stress. Additionally, on days 0,
14 and 28, the mice were evaluated for the influence of PgEO treatment on the
exploratory and locomotor capacity of mice in the open field, rota-rod and elevated plus
maze tests.

Results: The results demonstrate that treatment with PQEO at different concentrations
(250, 500 and 1000 mg/kg) did not show signs of toxicity or affect water and feed
intake, weight, hematological and biochemical parameters, in addition to promoting

improvement in levels of antioxidant enzymes in mice. Additionally, administration of
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PgEO in repeated doses did not promote exploratory or locomotor changes in the
animals.

Conclusions: This study provides information that treatment with PgEO administered
in repeated doses for 28 days has low toxicity without promoting disturbances in the

nervous system, in addition to stimulating the production of antioxidant enzymes.

Keywords: Behavioral Assessment; Caatinga; Oxidative stress; Repeated dose
toxicity; Subacute toxicity.

1. Introduction

Medicinal plants have been applied in the treatment of various diseases and
serve as sources for the development of new medicines. Its use has increased
significantly due to its low cost, in addition to the associated popular knowledge
(Delorino et al., 2020; Costa et al., 2022). Secondary metabolites, a vital component
of medicinal plants, which may be responsible for biological actions, some of which
may have therapeutic potential, while others may have harmful consequences (Lin et
al., 2018; Deyno et al., 2021).

Essential oils are one of the extractive products of numerous secondary
metabolites generated by plants. These have been used in the field of health and
healthcare for a considerable amount of time (Campelo, et al., 2013; Diniz et al., 2019;
Costa et al., 2020). On the other hand, kidney and liver toxicity associated with the
ingestion of some therapeutic plants have been reported, especially when ingested in
large doses or on consecutive days (Taghizadeh et al., 2017; Adokoh et al., 2019;
Stojanovic et al., 20190.

Ethnopharmacological studies show that species of the genus Psidium are used
worldwide in the treatment of diseases, in which studies report the effectiveness;
however, few studies have reported the toxicity of this genus (Vinholes et al., 2017,
Kakuo et al., 2018; Shetty et al., 2019; Delorino et al., 2020; Babatola et al., 2021).
Among the Psidium species with pharmacological potential is Psidium glaziovianum
Kiaersk., a small to medium-sized tree, endemic to the Caatinga and Atlantic Forest of
Brazil (Landrum, 2017; Tuler et al., 2021). Costa et al.,, (2022) reported the
antinociceptive and anti-inflammatory potential of the essential oil from the leaves of
P. glaziovianum, however there are no reports of toxicity in repeated doses.

Therefore, the essential oil obtained from the leaves of P. glaziovianum was
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administered orally for 28 days, aiming to evaluate the safety of use considering
physiological, biochemical, hematological and morphological parameters. Additionally,

the influence on the central nervous system of male and female mice was investigated.

2. Materials and methods
2.1 Plant material

Leaves of Psidium glaziovianum Kiaersk (Myrtaceae) were collected in
December 2019 (dry season) in the municipality of Exu (07° 30 '43 'S 39° 43 27" W),
Pernambuco, Brazil, Caatinga region. Exsicata was deposited in the Dardano de
Andrade Lima Herbarium of the Pernambuco Agronomic Institute (IPA), sample
93,728. The plant material was registered in the National System for the Management
of Genetic Heritage and Associated Traditional Knowledge (SisGen), under number
AOBE18B.

2.2 Essential oil extraction

Essential oil from leaves of P. glaziovianum (PgEO) was obtained according to
procedures by Costa et al., 2022. Briefly, the leaves were cleaned and dried and
subjected to the hydrodistillation process (900g in 3L of water) for 4 hours. Then, the
oil was characterized by gas chromatography - mass spectrometry (GC/MS) showing
48 components constituting 98.22% of the content. The major compounds identified
were 1,8-cineol (24.29%), a-pinene (19.73%) and B-pinene (17.31%) (Costa et al.,
2022).

2.3 In vivo experiments

For the tests male and female Swiss mice were used, weighing between 30 and
359, aged between 8 and 10 weeks. All procedures were performed in accordance
with Brazilian legislation for animal experimentation and the study has a favorable
opinion by the Ethics Committee on Animal Use of the Federal University of
Pernambuco (n° 122/2019).

2.3 Repeated Dose 28-Day Oral Toxicity
2.3.1 Experimental procedure
Mice were separated into four groups, each group containing 5 males and 5

females (n = 10) and received the following treatments for 28 days: PgEO (250 mg/kg,
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500 mg/kg or 1000 mg/kg) or NaCl 0, 9% (Control). The animals were monitored daily
for 28 days, water consumption, feed consumption, signs of toxicity (piloerection,
diarrhea and changes in locomotor activity) and mortality were observed. Body weight,
body temperature and glycemic index were evaluated weekly (OECD, 2008). On the
29th day the animals were euthanized, the urine was collected for analyzes of physical-
chemical parameters and sedimentoscopy. Then, the animals were anesthetized
(ketamine solution 75 mg/kg and xylazine 15 mg/kg) and blood was collected from the
inferior vena cava for analysis of hematological and biochemical parameters. Kidneys,

liver and spleen were collected, weighed and processed for histopathological analysis.

2.3.2 Hematological and biochemical analysis

For hematological analyses, peripheral blood was collected in a tube containing
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) and analyzes were performed immediately
using an automatic hematology analyzer and optical microscopy. Parameters included
red blood cell (RBC) count, hemoglobin (HB), hematocrit (HCT), mean corpuscular
volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean hemoglobin concentration
(MCHC), and white blood cell differential (WBC) segmented leukocyte (SEG),
lymphocyte (LYM) and monocyte (MON) counts.

For biochemical analyses, blood was collected in a tube without anticoagulant
and centrifuged at 3000 rpm for 10 min to obtain serum. The following parameters were
determined: albumin (ALB), blood urea nitrogen (BUN), creatinine (CRE), aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol (TC),
triglycerides (TG), total protein (TP), alkaline phosphatase (ALP), gamma-glutamyl
transferase (GGT) and bilirubin (BIL).

2.3.3 Necropsy and histopathology analysis

Histological analyzes of the kidneys, liver and spleen of mice in the control group
and in the PgEO treatment groups were performed by optical microscopy. Organ
sections were fixed in buffered formalin (10%, v/v), dehydrated by a graded ethanol
series (70-100%), cleared in xylene, and embedded in paraffin. Histological slices (5
pm) were stained with hematoxylin-eosin and mounted using resin coverslips. Samples
were observed using a microscope (Nikon, Japan) coupled to a digital camera (Motic

Incorporation, Hong Kong).



58

2.3.4 Assessment of temperature and blood glucose

On days 0, 7, 14, 21, and 28 after the initiation of therapy, temperature and
glycemic index were assessed. The animals were kept at room temperature (25 °C)
for temperature monitoring, and the thermometer bulb was put into the anus to
measure the temperature. The blood was drawn from the animals' tails and tested

using a glucometer to determine the glycemic index (Oliveira et al., 2019).

2.3.5 Physical-chemical analyzes and urine sedimentoscopy

Urine was collected from the bladder using a syringe and the following
parameters were analyzed: volume, color, appearance, pH, density, proteins, ketones,
urobilinogen, glucose, hemoglobin, nitrite, epithelial cells, leukocytes, red blood cells,

crystals, cylinders and mucus filaments.

2.3.6 Analyzes of oxidative stress

Liver, kidney and spleen homogenates (500 ug) were prepared in 50 mM Tris-
HCl pH 7.4 containing 1 mM EDTA, 1 mM sodium orthovanadate and 2 mM
phenylmethanesulfonyl fluoride and centrifuged at 2500 rpm for 10 minutes at 4° C.
The supernatant was collected and used in oxidative stress analyses. Determination
of total protein content was performed as described by Bradford (1976). Lipid
peroxidation was evaluated by estimating the level of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), with the results expressed in nmol of malondialdehyde (MDA)
per mg of protein (Ohkawa et al., 1979). Superoxide dismutase (SOD) activity was
measured by evaluating the inhibition kinetics of epinephrine autoxidation according to
absorbance at 480 nm, with tissue SOD enzymatic activity expressed in U/mg of
protein. Catalase activity (CAT) was measured at 240 nm to monitor the change in
absorbance between the first and sixth minute, tissue CAT enzymatic activity is

expressed in mU/mg protein (Beers and Sizer, 1952).

2.4 Evaluation of Adverse Effects on Behavior and Locomotor Activity

The mice used in the evaluation of toxicity in repeated doses (n=10) were
submitted to behavioral evaluation tests. Exploratory capacity in the open field test,
forced locomotor capacity through the rota-rod test and anxiety-like behavior in the
elevated plus maze test were evaluated, according to the procedures described below.

The animals were submitted to tests on days 0, 14 and 28 of treatment.
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2.4.1 Open field

The animals were placed individually in a circular acrylic arena measuring 30
cm in height x 30 cm in diameter and at the base divided into 12 quadrants. The mice
were evaluated for a period of 5 minutes, with horizontal exploration recorded through
the number of crossings of the quadrants (Crossing) and vertical exploration (Rearing)
(Archer, 1973).

2.4.2 Rota-rod

To evaluate the time of forced locomotion, the animals were subjected to a
rotating bar (7 rpm) and the time that the mice managed to remain on top of the bar for
up to 180 seconds was evaluated (Dunham, 1957).

2.4.3 Elevated Plus-Maze Test

To evaluate the possible effects of PQEO treatment, the mice were placed
individually in the maze apparatus consisting of two open arms (50x10cm) and two
closed arms (50x10x40 cm). During 5 minutes, the number of entries and the time
spent in the open and closed arms were recorded. Next, the anxiety index was
determined, following the formula: Anxiety Index = 1 - [(time spent in open arms/total
time in maze) + (number of open arm entries/total maze entries) /2]. Anxiety index
values range from 0 to 1, and increasing the index expresses anxiety-like behavior
(Kraeuter et al., 2019).

2.5 Statistical analysis

The data obtained were analyzed using GraphPad Prism® version 8.0 and
expressed as mean £ SD or mean £ SEM. Statistically significant differences were
calculated using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni or
Dunnett's test (when necessary). Values were considered significantly different at
p<0.05.

3. Results and discussion

In a previous study, the essential oil from the leaves of P. glaziovianum was
characterized using GC-MS and 48 compounds were identified, including 1,8-cineol
(24.29%), a-pinene (19.73%) and B-pinene (17 .31%) the majority. It was suggested
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that these compounds promoted antinociceptive and anti-inflammatory effects in
animal models (Costa et al., 2022). Thus, in this study we investigated for the first time,
the effect of oral administration in repeated doses, as well as the possible adverse
effects using the same previously characterized sample.

3.1 Effect of PQEO on physiological and behavioral parameters

Animals treated with PgEO at doses of 250, 500 and 1000 mg/kg for 28
consecutive days did not show behavioral changes (piloerection, diarrhea and changes
in locomotor activity) or death. The treatment of male and female mice with PgEO did
not compromise the final weight gain (Figure 1), however, in the first week of
evaluation, the females in the PgEO 1000 mg/kg group did not gain weight, a situation
that was reversed after the second week. Soldin and Mattison (2009) described that
females have a 1.5-1.7 times greater risk than males of suffering an adverse drug
reaction, which explains greater sensitivity to PQEO. On the other hand, Deyno et al.
(2021) demonstrated that the reversal in weight gain can be considered an indication
that PgEO is a low toxicity oil even when administered in high concentrations to
females.

Regarding feed intake, the females in the PgEO 1000 mg/kg group showed a
decrease in the amount of feed consumed during the first week, however water
consumption was similar to the control group (Figure 2). In the other treated groups,
food and water consumption during the test period was similar to the control group (p
<0.05). Despite showing a change in feed intake in the first week, the pattern of water
and feed intake in the following weeks contributes to the final weight of the animals
and classifies PgEO with low toxicity, considering that toxic substances significantly
alter feed intake and water, as observed in the studies using the essential oil of the
leaves of Echinops kebericho (Deyno et al., 2021) and in the study with the aqueous

extract of the leaves of Chrysobalanus icaco (Ribeiro et al., 2020).

3.2 Effect of PgEO treatment on serum glucose and temperature

The temperature and glycemic index of male and female mice in the control and
PgEO-treated groups were evaluated weekly (Figure 3). Some toxic substances,
inflammatory or infectious agents or endotoxins stimulate an increase in body
temperature by deregulating thermoregulatory centers in the hypothalamus (Salvemini

et al., 1996). However, in the present study, there was no difference between the rectal
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temperature of the groups treated with PQEO and the control group, nor between the
groups of males and females (Figure 3 A and B) in which, all remaining close to the
normal body temperature for mice (36.6 °C) (Reitman, 2018).

The glycemic index of male and female mice treated with PgEO at a
concentration of 500 and 1000 mg/kg had a decrease when compared with the control
group (p < 0.05), a fact that did not occur with the treatment groups with the lowest
concentration (250mg/kg). According to Negri (2005), substances that severely
decrease blood glucose can promote hypoglycemic shocks and thus consider them

toxic, a fact that was not observed with PgEO treatment.

3.3 Effect of PgEO treatment on hematological and biochemical parameters

The analyzes of hematological and biochemical parameters are essential to
assess the toxicity of a substance in repeated exposure studies (OECD, 2008).
Analyzes of hematological parameters are important due to the sensitivity of the
hematopoietic system to toxic agents, which can interfere in the process of cell
differentiation and even in circulating blood cells (Silva et al., 2012). Biochemical
parameters, on the other hand, evaluate the function of organs and changes in values
may indicate possible damage caused by the test substance (Silva et al., 2019).

The results of the hematological analyzes shown in Table 1 show that no
significant differences were found in the analyzed parameters, indicating that PQEO
does not influence cell production and differentiation, as well as circulating blood cells.
Similarly, absence of toxic effects was also observed in the biochemical parameters
as shown in Table 2.

The results obtained suggest that PgEO does not have a toxic effect on the
hematopoietic system or is capable of causing organ damage in order to alter
biochemical markers. Manekeng et al. (2019), described that oral administration for 28
days of the methanolic extract of P. guajava bark promoted an increase in serum levels
of AST, total cholesterol, LDL cholesterol and urea at concentrations of 250, 500 and
1000 mg/Kg.

The results presented in Table 3 demonstrate that there are no significant
differences in the density and pH of the urine of the animals treated with different
concentrations of PQEO when compared to the animals in the control group. Urinary
glucose, bilirubin, ketone bodies, proteins, urobilinogen, nitrite and blood were absent

in treated and untreated mice for both sexes. Thus, these findings corroborate the
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biochemical parameters of peripheral blood, indicating that treatment with PgEO does
not cause kidney damage.

Urine can contain important information about various aspects of the body,
where any decompensation, disorder or disease can influence its composition and
appearance. Therefore, urine analysis is used to aid in the diagnosis of changes in the
body (Piech and Wycislo, 2018). For example, an aqueous extract obtained from the
stem of P. gounellei was also evaluated for its ability to cause changes in the urine,
and only at a concentration of 1000 mg/kg was there the presence of proteins in the
samples of both sexes, possibly indicating kidney damage (Oliveira et al., 2019),

different from what was observed in the study with PgEO.

3.4 Histopathological evaluation

According to the OECD (2008), when evaluating the toxicity of a substance, it
is necessary to analyze the influence of that substance on the organs and possible
histological alterations. Therefore, the kidneys, liver and spleen of control and PgEO-
treated mice were collected. In the macroscopic analysis, no changes in color or
texture were observed in the organs of the treated animals when compared to the
animals in the control groups. Additionally, the administration of PQEO was not able to
alter the absolute mass of organs in treated mice compared to animals in control
groups (Table 4).

Histopathological examination of the organs did not reveal significant changes
in the organs of male (Figure 4) and female (Figure 5) mice. Analysis of liver sections
showed hexagonal arrangement of hepatocytes in lobules around a central vein. The
kidney presented glomerulus and Bowman's capsule and renal tubules without
alterations. Spleen sections showed normal lymphoid tissues with appropriate
distinction between red and white pulps. The results of the present study suggest that

repeated oral administration of PQEO is as safe for male as for female mice.

3.1 Assessment of oxidative stress

The influence of PgEO treatment on the oxidative system is shown in Table 5.
The results demonstrate that the administration of PgEO for 28 days did not alter MDA
levels in the liver, spleen and kidney of mice of both sexes for all concentrations tested,
compared to the control group (p<0.05). A significant increase in SOD activity in the

liver, kidney and spleen in the 500 and 1000 mg/Kg PgEO treatments when compared
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to the control (p<0.05). In the quantification of CAT activity levels, there was a
significant increase in the three organs evaluated for concentrations above 500 mg/kg.

Some substances that have toxic effects on the body promote an imbalance
between increased production of oxidizing compounds and decreased antioxidants,
leading to the oxidation of biomolecules and causing tissue damage leading to loss of
organ function (Pizzino et al., 2017; Krishnaiah et al., 2021). On the other hand,
increased production of SOD and CAT are indicative of antioxidant activity promoting
dismutation Oz to H20 and Oz, consequently inhibiting oxidative damage caused by
free radicals (Barbosa et al., 2010; Nanda and Madan 2021). These data may suggest
that PgEO in high doses may protect the liver, spleen and kidney of males and females

against free radicals.

3.3 Evaluation of Adverse Effects on Behavior and Locomotor Activity

The neurotoxicity of substances must be evaluated because these often alter
the functionality of the organism, modifying the normal state of cognition, alertness and
coordination, and may cause lethargy, coma and even death (Tisserand and Balacs,
1996; Priestley et al., 2003; Rojas-Armas et al., 2019). In order to evaluate the effect
of the treatment for 28 days with PgEO on the nervous system, the exploratory and
locomotor capacity tests of the animals were investigated on days 0, 14 and 28 and
the results are shown in Table 6.

In the open field test, general parameters of central action of a drug are
evaluated, since the animal in a new environment tends to explore it, and a decrease
in this parameter would indicate a possible sedative effect (Karim et al., 2015; Diniz et
al., 2019). The results presented in Table 6 demonstrate that there was no significant
difference (p>0.05) in locomotor or exploratory activity, since the number of quadrant
crossings and vertical exploration in the groups treated with PgEO and the control
group in both genders were similar on the days of treatment evaluated.

Additionally, the animals were submitted to the rotating bar test (rota-rod). This
test is often used in the initial stages of selection of bioactive substances and in drug
development, as it evaluates the action of these substances on the motor coordination
of animals (Bohlen et al., 2009). The results of the rota-rod test (table 6) show that
there was no impairment in the motor coordination of the mice treated with the different
concentrations of PgGEO when compared with the respective control groups in both

genders.
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The elevated plus maze test, on the other hand, is used to detect substances
that have psychoactive or anxiolytic characteristics, and is based on the natural fear of
rodents of heights and open spaces, so when subjected to this test, animals tend to
avoid open arms (Oliveira Junior et al., 2018). The results indicated in Table 6 show
that the behavior of the mice treated with PQEO and the control group did not show
agitation or anxiolytic behavior. This finding is due to the fact that in both groups the
number of entries and the time spent in the closed arms were greater than in the open
arms, resulting in the calculated anxiety indices (table 6) not being close to 1 (indicating
behavioral alteration).

Diniz et al. (2019) described that acute treatment with essential oil from Annona
vepretorum leaves promoted anxiolytic and sedative effect. Oliveira Junior et al. (2018)
demonstrated that the essential oil of Croton conduplicatus was able to change the
behavior of mice in the elevated plus maze test. Monteiro et al., (2019) demonstrated
that treatment with the essential oil of Hyptis martiusii was able to decrease exploration
time in the open field, however, it did not cause changes in the number of entries to
the open arms compared to the control group in the elevated plus maze. This variety
in the pharmacological effect can be explained by the great structural diversity of the

constituents of essential oils (Passos et al., 2009).

Conclusion

In summary, treatment with PgEO did not promote signs of toxicity or death in
mice of both sexes when administered orally in repeated doses for 28 days.
Furthermore, treatment with concentrations of 500 and 1000 mg/kg promoted a
hypoglycemic effect. In addition to being safe, treatment with PgEO did not cause
changes in the animals' exploratory and locomotor capacity. In general, PgEO can be
considered well tolerated on repeated dose exposures over 28 days. This work
contributes to the knowledge of the toxicity of plants of the genus Psidium, which until

Nnow are scarce.
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Figures
Figure 1: Effect of the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) on the body weight

of males (A) and females (B).
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PgEOQ: Psidium glaziovianum Essential Oil. Values represent the mean + SEM (n=5/group).



Figure 2: Consumption of water and food by male and female mice treated with

Psidium glaziovianum essential oil (PgEO).
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Figure 3: Evaluation of glycemia and temperature in male and female mice treated

with Psidium glaziovianum essential oil (PgEO).
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Figure 4: Histopathological analysis of the liver, spleen and kidney of mice males in the control group and the groups treated with
Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of 250, 500 and 1,000 mg/kg.
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Figure 5: Histopathological analysis of the liver, spleen and kidney of mice females in the control group and the groups treated with
Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) at concentrations of 250, 500 and 1,000 mg/kg.




Table 1: Effect of the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) on hematological parameters of mice male and female.

76

PgEO

Control
Parameter 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Males Females Males Females Males Females Males Females
RBC (10%/mm?3) 8.64+0.49 8.61+0.32 8.66+0.32 8.41+0.38 8.31+0.62 8.94+0.73 8.62+0.45 8.57+0.85
HCT (%) 44.16£0.55 44.54+0.35 45.09+0.67 45.17+0.89 44.43+0.67 46.07+0.41 46.52+0.56 45.76+0.52
HB (g/dL) 14.37+0.65 15.42+0.52 16.11+0.52 14.79+0.56 16.33+0.75 15.49+0.34 16.62+0.80 15.33+0.76
MCV (%) 49.12+0.36 48.31+0.48 49.76+0.46 49.12+0.57 51.08+0.65 50.52+0.57 51.65+0.56 49.17+0.77
MCH (%) 16.68+0.47 16.21+0.41 15.73+0.35 17.11+0.43 16.78+0.43 15.43+0.54 17.13+0.62 16.09+0.44
MCHC (%) 36.78+0.38 37.45+0.89 37.23+0.57 37.67+£0.77 36.97+0.58 38.03+0.41 37.55+0.78 38.43%0.67
WBC (103/mm?3) 8.45+1.33 9.76+£1.07 10.12+1.21 9.35#1.79 10.78+0.99 11.07+£1.12 10.54+1.13 9.52+0.88
SEG (%) 61.44+0.88 59.83+0.73 59.52+0.45 61.44+1.08 61.01+0.97 59.31+0.81 58.89+1.07 60.76+0.72
LYM (%) 41.86+0.67 40.20+0.67 42.42+0.61 43.23+1.21 39.78+0.51 41.17+0.66 39.75+0.85 40.87+1.13
MON (%) 12.48+0.76 13.50+0.45 11.96+0.74 11.56+0.53 13.12+0.43 11.65+0.75 13.45+0.82 12.13+0.59

RBC: red blood cells; HCT: hematocrit; Hb: hemoglobin; MCV: mean corpuscular volume; MCH: mean corpuscular hemoglobin; MCHC: mean corpuscular

hemoglobin concentration; WBC: white blood cells; SEG: segmented; LYM: lymphocytes; MON: monocytes. Values represent the mean + SEM (n = 3/group).

Values represent the mean + SEM (n=5/group). p <0.05 in comparison with control.



Table 2: Effect of the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) on biochemical parameters of mice male and female.
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PgEO

Control
Parameter 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Males Females Males Females Males Females Males Females
ALB (g/dL) 3.33+0.55 3.43+0.26 3.64+0.49 3.70+0.34 3.68+0.41 3.54+0.41 3.53+0.41 3.64+0.56
ALT (U/L) 60.42+0.43 58.13+0.44 57.92+0.49 56.54+0.58 57.50+0.53 59.74+0.32 58.71+0.58 57.79+£0.64
AST (U/L) 98.23+0.23 101.10+0.61 104.3+0.55 99.8+0.65 101.5+0.71 100.4+0.53 101.4+0.62 99.8+0.71
ALP (U/L) 97.50+3.78 101.83+2.54  98.06+6.33 99.62+8.52 100.25+7.50 102.19+4.34 101.15+3.27 102+4.72
GGT 12.41+0.73  12.50%0.84 13.54+0.71 13.54+0.71 11.97+0.58 10.98+0.78 12.78%0.64 12.41+0.81
TP (g/dL) 7.59+0.42 7.49+0.51 6.94+0.73 7.21+0.77 7.13+0.77 7.83+0.69 7.64+0.63 6.92+0.55
BUN (mg/dL) 54.58+0.82 53.63+0.76 56.94+1.12 53.78+1.08 55.53+0.73 55.57+0.83 56.14+0.56 55.56+0.53
CRE (mg/dL) 0.36+0.18 0.34+0.15 0.31+0.21 0.33+0.24 0.35+0.14 0.31+0.14 0.33+0.09 0.35+0.08
BIL (mg/dL) 0.16+0.07 0.18+0.04 0.19+0.05 0.17+0.04 0.19+0.05 0.19+0.06 0.18+0.04 0.19+0.04
CT (mg/dL) 106.41+9.45 104.82+10.26 106.54+11.33 104.14+10.34 108.31+9.87 110.73+9.44 108.34+9.91 104.43+8.77
TG (mg/dL) 107.57+5.65 105.71+6.63 106.67+7.28 107.10+9.31 105.32+6.24 102.93+8.45 105.70+11.09 103.15%+8.97

ALB: albumin; ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; ALP: alkaline phosphatase; GGT: gamma-glutamyl transferase; TP: total

protein; BUN: blood urea nitrogen; CRE: creatinine; BIL: bilirubin; CT: cholesterol total; TG: triglycerides. Values represent the mean + SEM (n = 5/group). (*)

indicates significant difference (p < 0.05) in comparison with control.



Table 3: Effect of the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) on urinalysis of mice male and female.
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PgEO

Control
Parameter 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Males Females Males Females Males Females Males Females
Density 1.020+0.05 1.015+0.05 1.020+0.05 1.020+0.05 1.020+0.00 1.015+0.00 1.020+0.05 1.015+0.05
Glucose - - - - - - - -
Bilirubin - - - - - - - -
Ketones - - - - - - - -
pH 6.7+0.3 6.5+0.3 6.6+0.2 6.6+0.2 6.5+0.3 6.7+0.4 6.7+0.3 6.8+0.3
Protein - - - - - - - -

Urobilinogen

Nitrite

Blood

(-): absent. (+): present. Values represent the mean + SEM (n=5/group)

. p <0.05 in comparison with control.



Table 4: Effects of oral administration of Psidium glaziovianum essential oil (PgEQO) on organ weight.
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PgEO
Control
Organ 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg
Males Females Males Males Females Males Females
Kidney (g) 0.25+0.06 0.19+0.04 0.26+0.04 0.20+0.05 0.25+0.03 0.19+0.05 0.24+0.04 0.21+0.03
Liver (g) 2.54+0.18 2.14+0.16 2.48+0.28 2.12+0.19 2.43+0.29 2.09+0.22 2.51+0.21 2.15+0.28
Spleen (g) 0.38+0.09 0.25+0.11 0.36+0.11 0.27+0.10 0.33+0.09 0.30+0.09 0.35+0.10 0.32+0.02

Values represent the mean + SEM (n=5/group). p < 0.05 in comparison with control.
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Table 5: Effect of the Psidium glaziovianum essential oil (PgEO) on Malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and

catalase (CAT) levels in organs of mice.

PgEO

Control
Parameter 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Males Females Males Females Males Females Males Females
Liver
MDA 6.13+1.14 5.63+0.86 6.56+0.78 5.77+0.54 5.92+0.92 5.81+0.83 5.98+0.76 5.51+0.69
SOD 12.63+0.63 11.94+0.55 12.81+0.54 11.88+0.71 14.71+0.58* 15.65+0.06* 14.94+0.59* 14.92+0.51*
CAT 0.48+0.11 0.42+0.09 0.45+0.08 0.46+0.09 0.67+0.10* 0.68+0.11* 0.69+0.11* 0.70+0.08*
Spleen
MDA 1.23+0.22 1.25+0.31 1.17+0.12 1.24+0.21 1.23+018 1.25+0.31 1.23+0.18 1.26+0.26
SOD 0.61+0.08 0.60+0.09 0.80+0.10*  0.78+0.08*  0.83+0.08* 0.79+0.07* 0.80+0.05* 0.81+0.08*
CAT 3.61+0.18 3.52+0.13 3.57+0.19 3.48+0.14 3.92+0.16* 3.83+0.15* 3.99+0.13* 3.80+0.11*
Kidney
MDA 4.44+0.78 4.50+0.73 4.38+0.72 4.32+0.67 4.38+0.66 4.59+0.64 4.46+0.56 4.48+0.69
SOD 0.66+0.17 0.63+0.14 0.69+0.15 0.71+0.13 0.89+0.05* 0.86+0.08* 0.95+0.10* 0.91+0.11*
CAT 0.023+0.004 0.022+0.009 0.021+0.008 0.021+0.009 0.042+0.004* 0.048+0.009* 0.041+0.007* 0.043+0.006*

Malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Values represent the mean + SEM (n = 5/group). (*) indicates significant difference

(p < 0.05) in comparison with control.



Table 6: Effects of oral administration of Psidium glaziovianum essential oil (PgEQO) on behavioral assessment.
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PgEO

Control
Parameter 250 mg/kg 500 mg/kg 1000 mg/kg

Males Females Males Females Males Females Males Females
Crossing
Day 0 49.6745.31 41.33+3.91 50.1345.06 42.45+3.23 44.45+3.91 42.97+1.88 47.77+2.31 42.56%2.73
Day 14 47.35+4.29 42.51+3.78 48.51+3.34 42.12+2.81 46.33+3.39 45.3314.47 43.20+3.91 44.42+2.27
Day 28 46.89+3.79 44.11+5.24 48.77+4.10 42.99+4.19 43.14+4.61 43.78+4.07 43.45+3.27 44.76%£3.78
Rearing
Day 0 8.34+1.31 8.23+0.56 9.14+1.01 8.17+1.16 8.91+1.53 8.13+0.77 9.14+1.26 8.23+0.56
Day 14 8.35+0.89 9.15+0.75 10.16%£1.46 9.97+1.93 10.33t1.24 8.33+0.48 10.01+1.20 8.44+0.76
Day 28 9.17+1.23 8.17+0.74 9.64+1.17 8.54+0.67 10.01+1.01 8.77+0.69 10.25+0.73 8.63+0.69
Rota-rod
Day 0 179.4+0.89 179.4+0.54 178.6+1.51 178.8+0.83 179.2+0.44 179.6+x0.54 178.2+2.16 177.4+1.51
Day 14 179.2+0.83 179.0+1.22 178.8+1.30 178.8+0.83 179.4+0.54 179.8+0.44 179.2+0.83 179.4+0.54
Day 28 179.2+0.54 179.4+0.54 179.0+1.00 179.0+0.70 179.0+0.70 178.6+1.51 179.4+0.54 178.8+0.83
Anxiety index
Day 0 0.45+0.05 0.54+0.04 0.49+0.06 0.47+0.07 0.50+0.10 0.45+0.04 0.59+0.09 0.48+0.08
Day 14 0.47+0.07 0.50+0.08 0.49+0.07 0.49+0.08 0.54+0.11 0.54+0.07 0.48+0.08 0.54+0.08
Day 28 0.47+0.08 0.51+0.09 0.53+0.06 0.48+0.12 0.52+0.09 0.51+0.07 0.52+0.07 0.57+0.10

Values represent the mean £ SEM (n=5/group). p < 0.05 in comparison with control.
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Abstract

Plants of the genus Psidium have been employed in “in natura” consumption and agroindustry, and owing to the diversity
of phytochemicals, the development of new pharmaceutical forms has received remarkable research interest. In this study,
the essential oil obtained from Psidium glaziovianum (PgEO) leaves were evaluated antinociceptive and anti-inflammatory
activities were evaluated in mouse models. Initially, PeEO was characterized by gas chromatography—mass spectrometry
and gas chromatography with flame ionization detection, and the profile was dominated by sesquiterpene compounds. In
the evaluation of acute antinociceptive activity (abdominal contortions induced by acetic acid, formalin, tail immersion, and
hot plate tests), PeEO promoted a reduction in nociception in the chemical and thermal models. Additionally, the potential
underlying mechanism was investigated using pain pathway blockers, and the results revealed a combined action of opi-
oidergic and muscarinic pathways. The anti-inflammatory potential was confirmed by anti-edematogenic action, reduced
cell migration, pro-inflammatory cytokine production, and granuloma formation in chronic processes. This study provides
evidence that PgEO can be effective for the treatment of pain and acute and chronic inflammation.

Keywords Myrtaceae - Aragid-doce - Antinociceptive activity - Anti-inflammatory activity - Essential oil
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Introduction

Inflammation is a process defined as a protective response
against external agents caused by injury or the action of
microorganisms. Such a process is mediated by the acti-
vation of immune cells, production of pro-inflammatory
cytokines, increased nitric oxide (NO) and prostaglandin
E2 (Maleki et al. 2019; Kim et al. 2020). However, dereg-
ulation and overproduction of these factors can trigger
acute or chronic inflammatory diseases, causing exces-
sive damage to the body (Kotas and Medzhitov 2015).
In this context, therapeutic control by steroidal and non-
steroidal anti-inflammatory drugs is recommended; how-
ever, adverse effects are reported, such as gastritis, ulcers,
renal failure and drug hepatitis (Drini 2017; Bjarnason
et al. 2018).

In the event of an inflammatory process, pain is seen as
one of the main collateral signs, represented as an unpleas-
ant emotional clinical manifestation associated with tis-
sue damage (Raja et al. 2020). Clinically, analgesics are
highly effective; however, adverse effects on the body are
evidenced, such as constipation, nausea, vomiting, respira-
tory depression and sedation (Baldo and Rose 2020). Thus,
prospecting for new effective compounds, with no toxicity
and minimal adverse effects for the treatment of pain and
inflammation has become the focus of research in recent
years (Maleki et al. 2019).

In this scenario, ethnopharmacological studies of
medicinal plants have been pointed out as effective alter-
natives for the treatment of several inflammatory diseases
(Tasneem et al. 2019). Such plants have a variety of bio-
active compounds that vary according to the extraction
method, and thus essential oils have aroused great indus-
trial interest because they present in addition to a source
of compounds with biological properties, they can have
food, food, etc. (Costa et al. 2017).

The genus Psidium, which belongs to the family Myrta-
ceae, has a high therapeutic potential for pain and inflam-
mation (Santos et al. 1998; Sekhar et al. 2014; Souza et al.
2019). In Brazil, this genus is widely distributed in the
north, northeast, and southeast regions, is prevalent in the
Amazon, Atlantic Forest, Cerrado, and Caatinga regions,
and has been applied for “in natura” consumption and
in agricultural and pharmaceutical industries (Calvi et al.
2017; Tuler et al. 2019). Psidium glaziovianum is a small-
to medium-sized tree that reaches up to 5 m in height, with
pinnate compound leaves, 4—65 cm leaflets, smooth, dark
red to purple oval fruit with sweet acid red pulp, and 5-7
seeds (Landrum 2017).

Considering that there are no pharmacological activity
studies of P. glaziovianum and based on the anti-inflam-
matory and antinociceptive potential described in the
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literature for the genus Psidium, we evaluate the thera-
peutic potential in pain and inflammation of P. glaziovi-
anum leaves essential oil in mice. In addition, the chemical
composition of the essential oil was determined for the
first time.

Materials and methods
Vegetal material and essential oil extraction

The plant species was collected on 17 Oct 2019, in the
municipality of Exu, Pernambuco, Brazil (7° 21 '16, 3 "S
39° 53’15, 5" O) and identified by Dr. Marcos Eduardo
Guerra Sobral and Herbério Dérdano de Andrade Lima from
the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA/PE) under
number 93,728 and access registration in the National Sys-
tem for the Management of Genetic Heritage and Associ-
ated Traditional Knowledge (SisGen). To obtain the oil, P.
glaziovianum Kiaersk leaves were sanitized with plenty of
distilled water and dried under a temperature of 25 °C. Then,
the leaves were partially broken and submitted to the hydro-
distillation apparatus (Clevenger) to obtain the essential oil
from leaf leaves of P. glaziovianum (PgEO).

Gas chromatography-mass spectrometry (GC/MS)

To determine the chemical composition of PgEo, an aliquot
(1 pL) was injected into gas chromatography (GC) equip-
ment associated with Agilent 5975C GC/MSD mass spec-
trometry (MS), equipped with a fused silica capillary col-
umn DB- 5 unpolished Agilent J; W (30 m X 0.25 mm film:
thickness: 0.25 pm) using helium as the carrier gas at a flow
rate of 1 mL/min. The initial temperature was set at 50 °C
to a temperature of 230 °C (rise of 4 °C/min).

Chemical constituents were determined from retention
indices and compared with the data available in the mass
spectral library of the GC-MS system (MassFinder 4, sci-
entific consultancy Dr. Hochmuth, Hamburg, Germany) and
Mass Spectral Library NIST08 (ChemSW Inc. Fairfield, CA,
USA). The process was carried out in triplicate and three
independent experiments.

Ethical permission and approval

All the experimental procedures are in accordance with the
Brazilian laws for animal experimentation and were submit-
ted to the Animal Ethics Committee of the Universidade
Federal de Pernambuco and received a favorable opinion
in accordance with protocol no 122/2019. Male mice (Mus
musculus) weighing 30-40 g, with an average of 60 days
of life, were obtained at the bioterium of the Keizo Asami
Immunopathology Laboratory (LIKA) and adapted for 2
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weeks at the Animal Experimentation Laboratory of the bio-
chemistry department of Federal University from Pernam-
buco, Brazil, under a 12-h light—dark cycle and a controlled
temperature of 24 °C. Before the experimental procedures,
the animals were fasted for 6 h with water ad libitum.

Antinociceptive activity

For each test, the male mice were selected in a randomized
form in six distinct treatment groups (n=6): Group I: saline
solution (0.9% per os); Group II, Il and IV: PgEO (25, 50
or 100 mg/kg/bw/per os), respectively; Group V and VI:
Morphine (10 mg/kg/i.p) or indomethacin (20 mg/kg/i.p),
respectively.

Due to the difference of route of administration, saline
and PgEO were given 1 h before the start of the tests, while
the standard drugs, morphine and indomethacin were
applied 30 min before the experiences.

Acetic acid-induced abdominal writhing test

Abdominal contortion test was based according to methods
described by Oliveira et al. (2018). After the treatments,
mice received an acetic acid solution (0.85% v/v) intra-
peritoneally (0.1 mL/10 g b.w) and immediately placed in
a polyethylene box to record the number of contortions in
the corresponding interval from 5 to 15 min after injection.

Formalin test

For evaluation in the formalin test, the mice received 20 pL
of formalin (2.5%, v/v) in the subplantar region of the right
hind paw. The time spent by the animal licking its paw was
recorded during the first 5 min (first phase), and in the cor-
responding interval of 15-30 min following (second phase)
after the formalin injection. The results were expressed as
the mean + standard deviation (SD) of the licking-time.

Tail immersion

The animals (36 male mice) used in the study were pre-
selected 24 h before the experiments by immersing their
tails in warm water (55 + 1 °C), those who kept their tails
immersed for more than 5 s were excluded, and the animals
selected were separated into groups (n=6). The selected
animals received treatment and had their tails immersed in
warm water at times 0, 30, 60, 90 and 120 min after treat-
ment and the latency time for a discomfort reaction was
recorded, not exceeding 20 s (Khatun et al. 2015).

Hot plate

Twenty-four hours before the experiments, the animals
were pre-selected, using a hot plate device (Insight, Bra-
zil) maintained at 55+ 0.5 °C, those that did not show a
discomfort reaction in less than 5 s were excluded and the
selected animals were divided into groups (n=6). On the
day of the experiment, the animals were treated and sub-
jected to the hot plate test, the latency time for a discom-
fort reaction (paw or jump) was recorded, not exceeding
20 s (Khatun et al. 2015).

Investigation of possible mechanisms of antinociceptive
activity

To assess the antinociceptive mechanism, the animals
were pre-treated intraperitoneally with naloxone 2 mg/kg
(non-selective opioid receptor antagonist), atropine 1 mg/
kg (muscarinic receptor antagonist), glibenclamide 5 mg/
kg (channel blocker K*), prazosin 1 mg/kg (-1 adrenergic
antagonist), or 1 mg/kg yohimbine (a-2 adrenergic antago-
nist). Subsequently, the animals were treated with PgEO
(100 mg/kg v.o0.), saline solution (0.9% v.0.) or morphine
(10 mg/kg i.p.) and were submitted to the formalin test, as
described in item 2.5.2.

Anti-inflammatory activity

To evaluate the effect of the treatment with PgEO in
inflammation, the paw edema, peritonitis and granuloma
models were investigated. For this, in each test, male mice
were divided into circling groups (n=35): Group I: Saline
Solution (0.9% per os); Group II, III and IV: PgEO (25,
50 or 100 mg/kg/bw/per os), respectively; Group V: Indo-
methacin (20 mg/kg/i.p). Saline and PgEO were given
60 min before the start of the tests, and indomethacin was
applied 30 min before the experiences.

Carrageenan-induced paw edema

The animals had the volume of their hind legs measured by
plethysmometry. Subsequently, the animals were treated
and paw edema was induced using 2% carrageenan (15 pL)
which was injected into the subplantar region of the right
paw. The difference between the initial volume of the legs
and the volume at times 1, 2, 3 and 4 h was determined and
the change was calculated: Percentage change = [(Final
volume of the paw-Initial volume of the paw)/(Initial vol-
ume of the paw))] X 100 (Winter et al. 1962).
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Peritonitis

Initially the animals received their respective treatments
and then a 1% carrageenan solution (100 pL/10 g animal)
was applied intraperitoneally. After 4 h of application of
the phlogistic agent, the animals were sacrificed and 2 mL
of heparinized PBS was injected into the peritoneal cav-
ity, and immediately afterwards, the exudate was removed.
The leukocyte count of the peritoneal lavage was performed
using a hematological analyzer and expressed as a percent-
age in relation to the control (Lapa et al. 2008). Additionally,
the quantification of cytokine levels in the peritoneal fluid
(TNF-a and IL-1p) was performed (Oliveira et al. 2016).

Granuloma assay

The animals used in the study had four cotton pellets
implanted in the dorsal region (10 mg/each) and were treated
for 10 days with saline or different concentrations of PgEO.
On the 11th day, the animals were euthanized and the cot-
ton pellets were removed and dried in an oven (37 °C/24 h)
and then weighed again. Subsequently, the cotton granules
were homogenized and protein quantification was performed
using the biuret method in a spectrophotometer (550 nm)
and a standard solution of 40 mg/mL of albumin was used
as a positive control (Swingle and Shideman 1972).

Statistical analysis

The data obtained were analyzed using GraphPad Prism®
version 8.0 and expressed as mean values with standard
deviation (+ SD). Statistically significant differences were
calculated using the one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni or Dunnett’s test (when neces-
sary). Values were considered significantly different at
p <0.001 for antinociceptive and anti-inflammatory tests.

Results and discussion
Chemical characterization

The chemical characterization of PgEO was performed
using GC-MS. It was identified and quantified 48 com-
pounds, accounting for 98.22% of the total oil components.
Among these, 1.8-cineole (24.29%), a-pinene (19.73%), and
B-pinene (17.31%) were the most abundant compounds, as
shown in Table 1.

To the best of our knowledge, this is the first report on
the chemical composition of the essential oil extracted from
P. glaziovianum leaves, and the composition was dominated
by monoterpenes. The essential oil of the leaves of Psidium
spp., such as P. guajava (Souza et al. 2017), P. guineense
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(Nascimento et al. 2018), P. brownianum (Souza et al. 2019),
and P. myrtoides (Macédo et al. 2020), predominantly con-
tain monoterpene compounds.

Antinociceptive activity
Acetic acid-induced abdominal contortion test

Treatment with PgEO at different concentrations proved to
be effective in reducing the number of acetic acid-induced
abdominal contortions (Fig. 1). The groups treated with
PgEO at concentrations of 100, 50, and 25 mg/kg demon-
strated a reduction (p <0.001) of 96.47,75.89, and 61.17%,
respectively. The positive control groups treated with mor-
phine and indomethacin showed reductions of 98.83 and
85.88%, respectively, compared with the negative control
group (p <0.001).

Similar results were observed in a study using the essen-
tial oil from the leaves of P. brownianum at a concentration
of 200 mg/kg, which was effective in reducing contortions
by 41.79% (Souza et al. 2019). In a study by Santos and Rao
(2000) using 1,8-cineole, a major compound in PgEO, the
compound at a concentration of 200 mg/kg could reduce
abdominal contortions by 53% compared with the control
group.

The results obtained in the abdominal contortion test
induced by acetic acid were satisfactory but had little speci-
ficity (Oliveira et al. 2018). Therefore, to focus on the poten-
tial antinociceptive action, PgEO was subjected to formalin,
tail immersion, and hot plate tests.

Formalin test

In the first phase, oral treatment with PgEO at concentrations
of 100, 50, and 25 mg/kg significantly reduced the licking
time of the formalin-injected paw, compared with the con-
trol, by 79.03, 68.53, and 41.95%, respectively (Fig. 2). Mor-
phine significantly decreased the licking time by 86.51%,
whereas indomethacin did not present a significant differ-
ence in the licking time compared with that in the control.
In the second phase of the test, treatment with PgEO at con-
centrations of 100, 50, and 25 mg/kg reduced the paw licking
time by 83.45, 70.59, and 46.78%, respectively. The positive
controls indomethacin (20 mg/kg) and morphine (10 mg/kg)
significantly reduced the licking time by 91.99 and 86.30%,
respectively, compared with the control (p <0.001).
Similar results were observed in a study on the essen-
tial oil from P. brownianum, which showed a capacity to
reduce licking in both phases of the formalin test, with
a reduction of 49.02% in the first phase and 68.04% in
the second phase, at a concentration of 100 mg/kg (Souza
et al. 2019). The essential oil of P. pohlianum showed
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Table 1 Che.mice.ll composition Compounds RI* RI® % Compounds RI? RIP %
of the essential oil obtained
from the leaves of P. o-thujene 924 926 0.84  a-copaene 1374 1376 0.46
glaziovianum (PgEO) «-pinene 932 932 1973  p-bourbonene 1387 1385 04
Camphene 946 945 0.23 B-elemene 1389 1392 0.24
Verbenene 961 952 0.11 (E)-caryophyllene 1417 1420 2.83
B-pinene 974 974 17.31 copaene < f3-> 1430 1433 1.56
Myrcene 988 991 1.24 cis-cadina-1(6),4-diene 1461 1458 1.25
a-phellandrene 1002 1003 0.17 dauca-5,8-diene 1471 1470 1.51
a-terpinene 1014 1015 0.53 germacrene D 1480 1482 1.16
1,8-cineole 1026 1030 24.29 Bicyclogermacrene 1500 1497 1.78
(Z)-p-ocimene 1032 1038 0.08 y-cadinene 1513 1515 0.35
(E)-p-ocimene 1044 1048 0.17 §-cadinene 1522 1525 2.09
y-terpinene 1054 1058 0.74 trans-cadina-1,4-diene 1533 1533 0.09
terpinolene 1086 1087 0.4 a-cadinene 1537 1539 0.12
Linalool 1095 1100 0.46 a-calacorene 1544 1544 0.12
endo-fenchol 1114 1112 0.05 Elemol 1548 1550 2.55
a-campholenal 1123 1225 0.07 Spathulenol 1577 1579 0.83
trans-pinocarveol 1135 1236 0.32 caryophyllene oxide 1582 1585 0.79
pinocarvone 1160 1162 0.12 Viridiflorol 1592 1593 0.24
terpinen-4-ol 1174 1176 0.65 Guaiol 1600 1599 0.23
a-terpineol 1186 1190 2.04 Ledol 1602 1605 0.25
Myrtenal 1195 1195 0.34 10-epi-y-eudesmol 1622 1621 0.26
Verbenone 1204 1209 0.05 y-eudesmol 1630 1633 2.9
myrtenyl acetate 1324 1326 0.05 epi-a-muurolol 1640 1643 0.78
a-cubebene 1348 1350 0.08 B-eudesmol 1649 1652 5.31
Total 98,22
RI°=Retention rate determined; RI’=Retention index specialized literature; % =area of compost relative
to PgEO
" 35+ 180
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'_E 20- =1 PgEO (100 mgrkg) °§> 1204 = PgEO (100 mg/kg)
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z % =83 Morphine (10 mg/kg) o e Morphine (10 mg/kg)

Fig. 1 Antinociceptive effect of P. glaziovianum essential oil (PgEO)
on abdominal contortion induced by acetic acid. P. glaziovianum
essential oil. Values represent the mean+SEM. *p <0.001 compared
with control, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett’s test

reductions of 84% and 100% in the first and second phases,
respectively (Santos et al. 1996).

These results indicate that PgEO has a strong periph-
eral and central mechanism of action in pain. Lenarddo
et al. (2016) demonstrated that drugs with mainly central
action mechanisms, such as opioids and narcotics, inhibit
both phases of formalin-induced pain. To confirm the

1° Phase

2° Phase

Fig.2 Antinociceptive effect of P. glaziovianum essential oil
(PgEO) on both phases of the formalin assay. Values represent the
mean+SEM. *p <0.001 compared with control, one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test

hypothesis that PgEO functions via these mechanisms,
immersion tests of the tail and hot plate were performed.

Tail immersion test

The tail immersion test is used to assess the action of drugs
on the central nervous system and is highly sensitive to
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opiate drugs (Khatun et al. 2015; Oliveira et al. 2018). The
latency time of animals treated with PgEO or morphine
significantly increased (p <0.001) compared with that of
the control group after 30 min of treatment (Fig. 3). At
60 min, the groups treated with PgEO at concentrations of
100, 50, and 25 mg/kg showed maximum efficiency in the
latency time of 96.65, 86.65, and 69.11%, respectively. The
group treated with the standard drug (morphine) showed
efficiencies of 96.65, 97.5, 93.3, and 94.15% at 30, 60, 90,
and 120 min after treatment, respectively. On the basis of
these findings, it can be concluded that PgEO has antino-
ciceptive activity with a central action mechanism, similar
to morphine.

Hot plate test

Treatment with PgEO at concentrations of 100, 50, and
25 mg/kg increased the time spent in the plate by 90,
76.65, and 58.30%, respectively, compared with the con-
trol at 60 min after treatment. The morphine-treated group
showed an increase in plate latency time by 95.80% in the
first 30 min (Fig. 4). PgEO prolonged the latency time at all
concentrations tested, indicating a possible action on the
supraspinal mechanisms (Le Bars et al. 2001).

Evaluation of mechanisms of antinociceptive activity

The results presented in Fig. 5 demonstrate that animals pre-
treated with glibenclamide (K + channel blocker), prazosin
(a-1 adrenergic antagonist), or yohimbine (a-2 adrenergic
antagonist) and subsequently treated with 100 mg/kg PeEO
showed no significant difference (p>0.001) from the group
treated with PgEO 100 mg/kg alone. However, when the
animals were previously treated with naloxone (an opioid
antagonist), there was a partial reversal of the antinocicep-
tive effect of PgEO, reducing the activity in the first phase to
20.04% and in the second phase to 34.87%. This suggested
that the antinociceptive action involves the opioid system.

25+
204 1 _ i
s | H HE .-
E15q | b &H: = Control
g 104 : @E B8 Morphine (10 mg/kg)
s 2l 71 = PoEo (100 mgikg)
© 2IE
- 5 BE ) m PgEO (50 mgikg)
0 %[ PgEO (25 mglkg)

30 60 90 120
Time of exposure (min)

Fig.3 Antinociceptive effect of P. glaziovianum essential oil (PgEO)
in the tail-immersion assay. Values represent the mean+ SEM.
*p<0.001 compared with control, one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s test
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Fig.4 Antinociceptive effect of P. glaziovianum essential oil (PgEO)
in the hot-plate test. Values represent the mean+SEM. *p <0.001
compared with control, one-way analysis of variance (ANOVA) fol-
lowed by Dunnett’s test

Additionally, pretreatment with atropine, an antagonist of
muscarinic receptors, reversed PgEO antinociceptive activ-
ity, with no significant difference from the control group
(»<0.001), suggesting that PgEO can also act as a probable
agonist of muscarinic receptors.

Liapi et al. (2007) reported that 1,8-cineole isolated from
the essential oil of Eucalyptus camaldulensis leaves did not
show a reversal in the antinociceptive activity of nalox-
one. In contrast, B-pinene isolated from E. camaldulensis
reversed the antinociceptive activity when the animals were
pretreated with naloxone, demonstrating that this compound
acts via the opioid route.

Anti-inflammatory activity
Carrageenan-induced paw oedema

The reduction in abdominal contortions induced by acetic
acid and the licking time in the second stage of the formalin
test after treatment with PgEO indicated an anti-inflamma-
tory effect (Guihon et al. 2011). The results demonstrated
that compared with the control group, the groups treated
with PgEO showed a significant reduction (p <0.001) in the
volume of paw edema in the first hour, with 89.23, 83.53,
and 59.22% inhibition at PgEO concentrations of 100, 50,
and 25 mg/kg, respectively. The group treated with indo-
methacin showed a reduction in edema volume of 88.44%.
The activity of PgEO and indomethacin in the inhibition of
edema remained constant during the 4-h test (Fig. 6).
Psidium spp. have been proven to be efficient in inhibiting
carrageenan-induced paw edema; for example, the essential
oil obtained from P. guineense leaves when tested at con-
centrations of 30, 100, and 300 mg/kg showed a reduction
of 48.48, 51.03, and 59.46%, respectively (Nascimento et al.
2018). Furthermore, 1,8-Cineole showed an anti-edemato-
genic effect, and at a dose of 400 mg/kg, it reduced edema
by 46% (Santos and Rao 2000). Thus, it is suggested sug-
gest that the anti-edematogenic activity of PgEO can be
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Fig. 5 Investigation of mechanisms of antinociceptive activity of the
P. glaziovianum essential oil (PgEO) in the formalin test. Nal, Nalox-
one (2 mg/kg); Glib, Glibenclamide (5 mg/kg); Atro, Atropine (1 mg/
kg); Yoh, Yohimbine (1 mg/kg); Praz: Prazosin (1 mg/kg). Values
represent the mean+SEM. *p <0.001 compared with control, one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test

attributed to the presence of 1,8-cineole, which significantly
inhibits the production of cytokines (Martins et al. 2017).

Peritonitis

In the carrageenan-induced peritonitis model, animals
treated with PgEO at concentrations of 100, 50, and 25 mg/
kg showed a significant decrease in the migration of the
total number of leukocytes (83.95, 71.60, and 61.72%,
respectively) and neutrophils (77.35, 67.92, and 58.49%,

=3 Control

=3 PgEO (100 mg/kg)

mm PgEO (50 mg/kg)
PgEO (25 mg/kg)

z8 Indomethacin (20 mg/kg)

Time (h)

Fig.6 Anti-inflammatory effect of different concentrations of P.
glaziovianum essential oil (PgEO) on paw edema induced by carra-
geenan. Values represent the mean + SEM. *p <0.001 compared with
control, one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dun-
nett’s test

respectively), whereas the indomethacin group showed a
reduction in leukocyte migration by 79.01% and neutro-
phils by 71.69% (Table 2). The essential oil from P. guajava
leaves at a concentration of 100 mg/kg reduced eosinophil
migration by 76% (Siani et al. 2013).

As shown in Fig. 7, PgEO at all concentrations tested
significantly decreased (p <0.001) the production of TNF-a
and IL-1p in comparison with the control. In a study by
Ehrnhofer-Ressler et al. (2013), 1,8-cineole at a concentra-
tion of 1.5 pg/mL was applied to monocytes stimulated with
LPS and showed a significant reduction of 99 and 84% in the
TNF-a and IL-1f levels, respectively.

Granuloma assay

In the granuloma assay, which mimics a chronic inflamma-
tion profile, PgEO at concentrations of 100, 50, and 25 mg/
kg caused a significant reduction (p <0.001) in the mass of
granulomatous tissue by 75.13, 50.25, and 27.50%, whereas
indomethacin reduced the pellet mass by 54.41%, compared
with the control. The amount of proteins present in the
granuloma was reduced at all concentrations of PgEO, with
100 mg/kg being the most effective, showing a reduction of
48.15%. The standard medication, indomethacin, decreased
the amount of proteins present in the granuloma by 38.28%
(Table 3).
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Fig.7 Anti-inflammatory effect of P. glaziovianum essential oil
(PgEO) on the levels of TNF-a and IL-1f in the peritoneal fluid
after treatment with carrageenan solution. Values represent the
mean+SEM. *p <0.001 compared with control, one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test

Table 2 Effect of vehicle (saline), PgEO (25, 50 and 100 mg/kg) and indomethacin (20 mg/kg) administered orally on leukocyte migration and
neutrophil in peritoneal fluid of female mice in carrageenan-induced peritonitis

Treatments Dose (mg/kg) Leukocytes (10%/mL) Inhibition (%) Neutrophils (103/mL) Inhibition (%)
Vehicle - 8.1+0.9 - 5.3+0.5 -
Indomethacin 20 1.7+0.6* 79.01 1.5+0.3* 71.69
PgEO 100 1.3+0.9% 83.95 1.2+0.4% 77.35

50 2.3+0.6% 71.60 1.7+0.4% 67.92

25 3.1+£0.7* 61.72 2.2+0.3% 58.49

Values represent the mean + SEM. *p <0.001 compared with Control, one-way ANOVA followed by Dunnett’s Test
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Table 3 Effects of oral treatment with PgEO in mice subjected to
granulomatous lesion induced by the implantation of cotton pellets

Treatments Dose (mg/kg) Mass of pallets (g)  Protein
Vehicle - 0.193+0.013 0.081+0.01
Indomethacin 20 0.088 +0.010* 0.050+0.03*
PgEO 100 0.048 +£0.006* 0.042+0.02%*
50 0.096 +£0.007* 0.054+0.01*
25 0.140+0.008* 0.066+0.01*

Values represent the mean+SEM. *p <0.001 compared with Control,
one-way ANOVA followed by Dunnett’s Test

Santos and Rao (2000) reported that 1,8-cineol at a dose
of 400 mg/kg reduced up to 37% of the granuloma forma-
tion induced by cotton pellets after 7 days of treatment.
They also reported that both the wet weight and dry weight
of the granulation tissue around the pellets were signifi-
cantly lower in the group treated with 1,8-cineol than in
the group treated with indomethacin.

Based on these results, the hypothesis hypothesized that
the anti-inflammatory effect of PgEO can be attributed to
the composition of 1,8-cineole and a-pinene in improving
the inflammatory condition in the tests (Tiirkez and Aydin
2016; Martins et al. 2017).

Conclusions

The essential oil extracted from P. glaziovianum leaves
predominantly contained monoterpenes, with 1,8-cin-
eole, a-pinene, and p-pinene being the most abundant
compounds. PgEO showed antinociceptive action with
peripheral and central action mechanisms, possibly act-
ing through the opioidergic and muscarinic pathways.
Additionally, PgEO was effective in combating acute and
chronic inflammation. Overall, PgEO proved to be effec-
tive for the treatment of pain and inflammation.
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Resumo

Milhdes de pessoas em todo o mundo sofrem de artrite reumatdéide (AR), que
pode ser causada por causas ambientais e genéticas, como estresse, esforco repetido
e tabagismo. O método de terapia muitas vezes tem resultados ineficazes ou pode ter
efeitos colaterais prejudiciais. Diante disso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a
capacidade do Oleo de Psidium glaziovianum (PgEOQ) para tratar camundongos com
AR provocada pelo Adjuvante Completo de Freund (CFA). De acordo com os achados,
a medicacdo nas doses de 50 e 100 mg/kg pode prevenir as alteracdes
osteoarticulares provocadas pela CFA e diminuir o edema em camundongos com
artrite. Citocinas proé-inflamatérias e estresse oxidativo, dois componentes adicionais
diretamente ligados ao desenvolvimento da patologia, também puderam ser
diminuidos pela terapia. Assim, com base em nossos achados, a administragcéo oral

de PgEO parece reduzir significativamente os sintomas da artrite.

Palavras-chaves: Antiartritico; Anti-inflamatério; Caatinga; Estresse oxidativo,

Inflamacéao.
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1. Introducéo

A artrite reumatéide (AR) afeta milhdes de individuos em todo o mundo,
podendo atingir individuos de qualquer idade, embora seja mais comum em mulheres
e pessoas com mais de 40 anos (Chen et al., 2019). A AR é causada por fatores
genéticos e ambientais, como estresse, esforco repetitivo e tabagismo (Yarwood et
al., 2016). Nos estagios finais, desenvolvem-se rigidez articular e deformidades
0sseas, além disso, os mediadores pré-inflamatérios como as citocinas e o estresse
oxidativo sédo responsaveis pela destruicdo 6ssea na membrana sinovial, gerando
transtono nas articulacdes (Guo et al., 2018).

O procedimento terapéutico da AR é baseado no uso de anti-inflamatorios nao
esteroides (AINESs), glicocorticoides e medicamentos antirreumaticos modificadores
da doenca (DMARDS), entretanto, alguns pacientes ndo respondem eficientemente ao
tratamento, e 0 uso a longo prazo destas terapias podem produzir sérios efeitos
adversos gastrointestinais e renais (Siebert et al., 2015; Lee et al., 2022). Diante disso,
a busca por novos compostos com potencial agdo antiartritico, baratos e seguros se
faz necessario. Como alternativa, as plantas medicinais tém se apresentado como
estratégia promissora, tendo em vista que algumas plantas sdo usadas para tratar
diversos tipos de doencas, incluindo inflamac¢des (Tseuguem et al., 2019; Shamlan et
al., 2021).

Psidium é um género da familia Myrtaceae, e inclui 118 espécies aceitas em
todo o mundo (The Plant List, 2022). Com distribuicdo em regifes tropicais e
subtropicais do mundo, este género é conhecido por possuir diversas atividades
bioldgicas, como analgésica (Alabi et al., 2019; Souza Sampaio et al., 2019; Costa et
al., 2022), antiinflamatéria (Naseer et al., 2018; Nascimento et al., 2021; Costa et al.,
2022), gastroprotetora (Ibeh et al., 2022; Shady et al., 2022), antimicrobiana (Arroyo
et al., 2020; Zandona et al., 2020; Chaturvedi et al., 2021), entre outros. Dentre estas
espécies, temos Psidium glaziovianum, popularmente conhecida como araca-pitanga,
cresce nas regides nordeste e sudeste do Brasil, e foi relatada atividades
antinociceptiva e anti-inflamatoria, além de apresentar baixa toxicidade aguda para
camundongos (Costa et al., 2022).

Assim, diante dos relatos de efeito anti-inflamatorio em diferentes ensaios em
camundongos descritos por Costa et al., (2022), o objetivo do presente estudo foi
avaliar o potencial antiartritico (inflamacéo cronica) de 6leo essencial obtido de folhas

de Psidium glaziovianum em AR induzidos por Adjuvante Completo de Freund (CFA)
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em camundongos.

2. Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal e extragdo do 6leo essencial

As folhas de Psidium glaziovianum Kiaersk (Myrtaceae) foram coletadas em
dezembro de 2019 (periodo de seca) no municipio de Exu (07° 30 '43 "S 39° 43 27"
W), Pernambuco, Brasil, regido da Caatinga. Exsicata foi depositado no Herbério
Dardano de Andrade Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), amostra
93,728. O material vegetal foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), no niumero AOSE18B.

O odleo essencial foi obtido de folhas de P. glaziovianum (PgEO) por
hidrodestilacao foi caracterizado por cromatografia em fase gasosa - espectrometria
de massa (GC/MS), os resultados descritos anteriormente por Costa et al. (2022), com
a presenca de 48 compostos, representando 98,22% da composicdo e dominada por
1,8-cineol (24,29%), a-pineno (19,73%) e B-pineno (17,31%).

2.2 Experimentos in vivo

Para os testes foram utilizados Camundongos Swiss fémeas, pesando entre 30
e 35g e com idade entre 8 e 10 semanas. Os animais foram alojados em salas com
temperatura controlada (22—25 °C) sob um ciclo claro/escuro de 12/12 h e receberam
agua e comida ad libitum. Todos os procedimentos de execucédo estao de acordo com
as legislacbes brasileiras para experimentacdo animal e o estudo tem parecer
favoravel pela Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (n°® 122/2019).

2.3 Modelo de inflamacéo crénica induzida por Adjuvante Completo de Freund
(CFA)

Camundongos Swiss fémeas tiveram o tamanho de suas patas traseira direita
medidas e foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (n = 6/grupo) e nos dias um
e quatro foi injetado 20 pl de CFA (suspensao de Mycobacterium tuberculosis em 6leo)
na pata traseira direita (intraplantar). Do sétimo ao vigésimo dia ap6s a inducéo inicial
da artrite os animais receberam os seguintes tratamentos: Grupo |: PgeEO 25 mg/kg
v.0.; Grupo II: PgeO 50 mg/kg v.o.; Grupo Ill: PgeO 100 mg/kg v.o.; Grupo IV:
Indometacina 4 mg/kg i.p. (controle positivo); Grupo V: NaCl 0,9% v.o. (controle
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negativo). No 21° dia ap0s a primeira inducéo da artrite, todos os camundongos foram

sacrificados por anestesia para a coleta da pata e do soro por punc¢éo cardiaca.

2.4 Medicédo do tamanho do edema

O tamanho da pata foi medido usando um paquimetro eletrénico nos dias 0, 7,
9, 11, 13, 15, 17, 19 e 21 apo6s a administracdo inicial do CFA. Resumidamente, 0s
camundongos foram contidos e o diametro da pata foi medido no espaco entre todas
as almofadas das patas da parte de tras (superficie dorsal) até a frente (superficie

plantar) da pata.

2.5 Imagens Macroscépicas e Radiograficas

No 21° apds a inducdo inicial da artrite por CFA foram capturadas imagens
macroscopicas e radiograficas das patas dos camundongos. Inicialmente os animais
foram anestesiados com xilazina a 2% (1 mg/kg) e cetamina a 10% (50 mg/kg, via i.p.)
e posicionados em decubito ventral, logo em seguida as patas foram fotografadas para
evidencia dos edemas. Posteriormente os animais foram transferidos para obtencao
das radiografias da projecéo plantar. Para a realizacédo das radiografias foi utilizado o
aparelho de Raio-x Kodak com resolucao de 2000/40x com abertura do diafragma da

magquina de 2,6 cm e o tempo de exposi¢cdo dos animais de 60 segundos.

2.6 Medicéo dos niveis de citocinas no soro

No 21th dia ap6s a inducao da artrite com CFA e apés anestesia, foi realizado
coleta de sangue por puncdo cardiaca nos camundongos. Em seguida, o soro foi
obtido apds centrifugacéo a 3000 rpm por 15 min. Os niveis de TNF-a e IL-1B no soro
foram medidos por kits de ELISA de acordo com as instru¢bes fornecidas pelo
fabricante. Os resultados sdo expressos como pictogramas de citocinas por mililitro

de soro (pg/ml).

2.7 Analise do estresse oxidativo

A determinacgédo do conteudo total de proteinas do soro sanguineo foi realizada
como descrito por Bradford (1976). A peroxidacéo lipidica foi avaliada estimando-se o
nivel de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), sendo os resultados
expressos em nmol de malondialdeido (MDA) por mg de proteina (Ohkawa et al.,

1979). A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi medida avaliando-se a cinética
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de inibicdo da autoxidacdo da epinefrina de acordo com a absorbancia a 480 nm,
sendo a atividade enzimética da SOD do tecido expressa em U/mg de proteina. A
atividade de catalase (CAT) foi medida a 240 nm para monitorar a mudanca na
absorbancia entre o primeiro e o sexto minuto, a atividade enzimatica do tecido CAT

€ expressa em mU/mg de proteina (Beers e Sizer, 1952).

2.8 Avaliacéo da atividade antioxidante in vitro

O potencial antioxidante de PgEO foi avaliado por diferentes métodos utilizando
concentragdes variando de 31,25 a 1000 ug/mL. Os métodos de inibicao de radicais
foram DPPH (2,2-Difenil-1-picril-hidrazil) (Brand-Williams; Cuvelier; Berset 1995) e
ABTS (2,2-azino-bis (acido 3-etilbenzo-tiazolina-6-sulfénico)) (Re et al., 1999). O acido
ascorbico foi o padrao utilizado como controle positivo. A porcentagem de inibigéo (1%)
foi calculada pela seguinte equacao: 1% = [(Ac-As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a
absorbancia do controle e As é a absorbancia da amostra. As concentracdes das
amostras responsaveis por 50% da diminui¢éo da atividade inicial do radical livre (ICso)
foram calculadas por meio de regressao linear.

O método Fosfomolibdénio foi utilizado para determinar a capacidade
antioxidante total (TAC). A capacidade antioxidante das amostras foi calculada como
atividade antioxidante relativa em relacdo ao acido ascérbico, calculada pela formula:
CAT% = [(Aa-Ac) / (Aaa-Ac)] x 100, onde Aa é a absorbancia do amostra, Ac é a
absorbancia do controle e Aaa é a absorbéancia do acido ascérbico (Aguilar; Pineda;
Prieto, 1999).

2.9 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi feita usando o software Graph Pad Prism versao 8.0. A
ANOVA de uma via seguida do pGs-teste de Tukey foi utilizada ao analisar os dados
de uma variavel independente. Os dados foram expressos como média = SEM, e p

<0,001 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados e Discusséo

Em estudo anterior o PGQEO se mostrou eficaz no tratamento da inflamacéao
aguda e no ensaio de inflamagéao crénica no ensaio de granuloma (Costa et al., 2022).
Diante disso, utilizando a mesma amostra, avaliamos o efeito de tratamento de PgEO

sobre um modelo de inflamacéo crénica induzida por Adjuvante Completo de Freund
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(CFA). O modelo de camundongo com artrite induzida por CFA € um exemplo bem
conhecido de uma articulacdo artritica dolorosa que resulta em comportamentos
relacionados a inflamacéo, como aumento do edema, citocinas pro-inflamatérias, peso
reduzido e diminuicdo do uso da articulacdo artritica (Montilla-Garcia et al., 2017,
Heimfarth et al., 2022).

A injecao intra-articular repetida de CFA induziu uma inflamacao articular de
longa duragédo com a articulagdo marcadamente inchada e as alteragdes acumuladas
foram consistentes com inflamag&o cronica. O tratamento durante 14 dias com PgEO
nas concentracdes de 25, 50 e 100 mg/kg promoveram uma diminuicdo significativa
(p<0,001) em relacdo ao controle negativo dos sinais inflamatorios, medida como
tamanho do edema artritico a cada dois dias, conforme observado na Figura 1.

Apés duas aplicacbes de CFA os animais do grupo controle apresentaram
tamanho do edema em 15,03+0,22 e ap06s 14 dias o grupo apresentou tamanho médio
em 15,63+0,56, mantendo o edema articular. Ja os grupos tratados com PgEO nas
concentracdes de 25, 50 e 100 mg/kg apresentaram tamanhos dos edemas no dia 7
em 15,56+0,13; 15,58+0,25 e 15,68+0,06, respetivamente. Apds 14 dias de
tratamento, em comparacdo ao grupo controle negativo os edemas reduziram
significativamente (p <0,001) para tamanhos médios de 14,40%+0,10 (25 mg/kg),
13,45+0,06 (50 mg/kg) e 12,96+0,13 (100 mg/kg). Ja a Indometacina (4mg/kg)
apresentou no dia 7 média inicial do tamanho em 15,40+0,06 e reduziu o tamanho do
edema para 13,03+0,07.

Estudo anterior demonstrou que outras espécies de Psidium spp. sdo eficazes
na prevencdo do edema de pata induzido por outros agentes flogistico diferentes do
CFA; por exemplo, a administracdo oral do PgEO ¢é eficaz na reducado do edema de
pata induzida por carragenina de camundongos, os resultados demonstram reducao
do edema em 89.23% na concentracdo de 100 mg/kg (Costa et al., 2022). Quando
avaliado nas dosagens de 30, 100 e 300 mg/kg, o 6leo essencial das folhas de P.
guineense apresentou redugéo do edema em 48,48, 51,03 e 59,46%, respectivamente
(Nascimento et al. 2018).

Essa atividade antiedematogénica do PgEO pode estar associado aos
compostos majoritarios presentes no 6leo. Santos e Rao (2000) descreveram que 0
tratamento com 400 mg/kg de 1,8-cineol diminuiu 0 edema em 46%. Martins et al.
(2017) também descreveu que 1,8-cineol suprime fortemente a geracao de citocinas,

fator responsavel pelo efeito edematogénico. Adicionalmente, Khoshnazar et al.,
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(2019) evidenciou que o a-pineno (50 e 100 mg/kg) provocou uma diminuicao
significativa no tamanho do edema. Além disso, o B-pineno (50 m/kg) reduziu
significativamente o edema de pata na 42 hora de avaliagdo em 36% (Santos et al.,
2022).

A andlise do edema e de imagem radiografica sdo métodos utilizados para
avaliar a gravidade e o desenvolvimento das doencas articulares crbnicas. Estas
metodologias sdo consideradas como principais abordagens utilizadas na pratica
clinica para o diagndstico e prognéstico de individuos acometidos por determinadas
doencas osteoarticulares (Choi et al., 2011). Assim, para correlacionar com a pratica
clinica no diagnostico da AR, ao final do tratamento no modelo experimental de AR
induzida por CFA os edemas das patas foram fotografados seguido de realizacao de
exames radiolégicos para verificar se 0 agente indutor promoveu alteracdes
osteoarticular, bem como se o tratamento com o PgEO reduziu os danos gerados nos
animais (Figura 2).

Os animais dos grupos controle e tratados com PgEO na dose de 25 mg/kg
apresentaram aumento significativo dos tecidos moles. J& os animais tratados com
PgEO nas concentracdes de 50 e 100 mg/kg e o grupo tratado com indometacina (4
mg/kg) apresentaram aumento dos tecidos menores que 0S grupos controles e
tratados com PgEO 25 mg/kg. Quando comparada ao grupo controle e aos que
receberam a dose de 25 mg/kg, a terapia foi capaz de evitar alteracdes
osteoarticulares provocadas pela droga indutora, além de minimizar o edema (Figura
2).

Os grupos PgEO 25 mg/kg e controle apresentam um espago entre as
articulacdes, de acordo com a interpretacdo das imagens radiograficas fornecidas,
evidenciando que a inoculagéo de CFA ocasionou aumento do tamanho do edema.
Essas alteragbes foram observadas no presente estudo, bem como em pesquisas
anteriores com o mesmo agente inflamatério (Shamlan et al., 2021; Gupta et al., 2022;
Lee et al., 2022). O impacto irritante da CFA é o que causa o0 primeiro aumento do
edema, uma caracteristica observada em todos os animais, e 0 espessamento do
tecido mole (Montilla-Garca et al., 2017).

Kany et al., (2019) descreveu que o estado patoldégico da artrite esta
diretamente ligado ao aumento dos mediadores pro-inflamatorios, pois estes séo
cruciais para o0 inicio e a progressao da artrite. Além disso, diversas células

inflamatoérias presentes no liquido sinovial produzem citocinas pré-inflamatorias,
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desempenhando um papel importante na destruicdo da cartilagem articular do tecido
adjacente e do 0sso, tais como TNF-a e outras interleucinas IL-13 e IL-6 (Chen et al.,
2019; Ou et al.,, 2019; Liu et al., 2020). Diante disso, avaliamos a influencia do
tratamento com PgEO no perfil inflamatorio dos camundongos submetidos ao ao
ensaio antiartritico.

Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que o tratamento com
PgEO em diferentes concentragdes (25, 50 e 100 mg/kg) reduziu os niveis de citocinas
pré-inflamatérias em comparacdo ao grupo controle (p<0,001). TNF-a apresentou
reducdo de 29,72%, 74,52% e 81,19%, nas concentracfes de 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente. Ja IL-1 apresentou reducao de 19,96% (25 mg/kg), 46,64% (50
mg/kg) e 59,81% (100 mg/kg). A indometacina reduziu TNF-a e IL-18 em 85,41% e
63,98%, respectivamente.

Esses resultados estdo de acordo com o observado por Aiyalu et al. (2017),
qgue afirmaram que o aumento dos niveis séricos de TNF-a, IL-1a e IL-18 € uma
caracteristica da artrite, logo, uma reducdo nesses mediadores diminui os danos
inflamatorios. Anteriormente o PgEO se mostrou eficaz na reducdo dos niveis de
citocinas pré-inflamatérias nos ensaios de inflamacéo aguda (Costa et al., 2022). Além
disso, em um modelo animal de inflamacédo pulmonar induzida por LPS, o 1,8-cineol
inibiu TNFa, IL-1B, além de aumentar a citocina anti-inflamatéria IL-10 nos tecidos
pulmonares (Greiner et al., 2013).

Aliado ao perfil inflamatorio, o estresse oxidativo € um fator fundamental no
agravamento da doenca articular inflamatéria crénica (Pizzino et al., 2017; Krishnaiah
et al., 2021). Tanto as espécies reativas de oxigénio (EROs), quanto a peroxidacdo
lipidica e a diminuicdo nas defesas antioxidantes estdo envolvidas nos processos
metabolicos do organismo e alteracbes nesses compostos causam danos aos
componentes celulares e teciduais (Fonseca et al., 2019; Behl et al., 2021).

Assim, na tabela 1 apresenta dados que o tratamento com PgEO atenua o
estresse oxidativo nos animais artriticos. Os animais do grupo controle apresentaram
elevacao dos niveis de MDA, enquanto os niveis dos antioxidantes endégenos SOD
e CAT diminuiram. Por outro lado, os resultados demonstram que 0s animais com
artrite e tratados com PgEO nas concentracdes de 50 e 100 mg/kg apresenta
diminuicdo dos niveis de MDA em 42,03 e 47,25%, respectivamente, quando
comparados aos animais do grupo controle. Ja os niveis de SOD aumentaram em
253,19 e 288,95%, enquanto os niveis de CAT aumentaram 382,60 e 386,95%,
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respectivamente. Os animais tratados com PgEO na concentracédo de 25 mg/kg nao
apresentaram diferenca significativa do grupo controle.

Estudos recentes sobre a atividade antioxidante de 6leos essenciais in vivo
relataram atividade em enzimas antioxidantes (catalases, SOD, glutationa redutase
(GR), heme oxigenase 1 (HO1), glutationa peroxidase (GPx)) (Birmann et al., 2022;
Meng et al., 2022; Sallam et al., 2022). Suplementarmente, 1,8-cineol ao ser aplicado
em mondcitos humanos normais estimulados com soro fetal de vitela (FCS) in vitro
inibiu O2 (-53%) e H202 (-48%), compostos envolvidos no estresse oxidativo
(Juergens et al., 2018). Além disso, o a-pineno (100 mg/kg) restaurou a funcéo da
superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase e reduziu a concentracao de
MDA (Khoshnazar et al., 2019).

Dada a relevancia do estresse oxidativo na patogénese de doencas
inflamatorias, avaliamos as propriedades antioxidantes do PgEO usando diferentes
métodos in vitro: DPPH, ABTS e TAC (Tabela 2). O 6leo inibiu os radicais DPPH e
ABTS com ICso de 39,47 e 122,10 ug/mL, respectivamente. No ensaio que avalia a
capacidade antioxidante total o PQEO apresentou alto potencial antioxidante total, com
inibicdo de 87,32% quando comparado ao acido ascorbico.

Uma abordagem para o tratamento da AR é empregar antioxidantes, tendo em
vista que os radicais livres s@o espécies quimicas que possuem um elétron
desemparelhado capazes de destruir lipidios de membrana, proteinas, DNA e até
mesmo tecidos cartilaginoso e 6sseo (Arulselvan et al., 2016). Portanto, os
tratamentos que reduzem os niveis de oxidantes e/ou aumentam o0s niveis de
antioxidantes tém grande potencial como medicamentos anti-inflamatoérios para o
tratamento de varios disturbios relacionados ao estresse oxidativo (Fonseca et al.,
2019). Nesse sentido, a terapia antioxidante com plantas medicinais como P.
glaziovianum pode possivelmente oferecer novas opg¢des de tratamento

adjuvante/complementar visando um melhor controle da doenca.

Concluséo

O presente estudo explorou a eficiéncia do PGEO no tratamento da artrite e 0s
resultados indicam que a terapia nas concentragfes de 50 e 100 mg/kg € capaz de
evitar alteracdes osteoarticulares provocadas pela CFA, além de minimizar o edema
de camundongos artriticos. Adicionalmente, o tratamento foi capaz de reduzir os niveis

de citocinas pré-inflamatérias e o estresse oxidativo, fatores diretamente relacionados
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com o desenvolvimento da patologia. Diante disso, nossos resultados sugerem que a

administracdo oral de PgEO apresenta significativo efeito anti-artritico.
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Figura 1: Efeito da administracdo durante 14 dias de PgEO no edema artritico

induzido por CFA
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Figura 2: Imagens macroscopicas e Imagens radiolégicas do efeito da administracao

durante 14 dias de PgEO no edema artritico induzido por CFA.
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Figura 3: Efeito da administracdo durante 14 dias de PgEO nos niveis de TNF-a e IL-

1B na artrite induzido por CFA.
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Tabela 1: Efeito do 6leo essencial de Psidium glaziovianum (PgEQO) nos niveis de
malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em

camundongos com artrite.

PgEO Indomethacin
Parameter Control

25mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg 4 mg/kg

MDA 12.04+0.78  11.56+0.81 6.98+0.70* 6.35+0.44* 5.20+0.21*
SOD 3.44+0.57 4.01+0.63  8.71+0.77* 9.94+0.81* 8.44+0.69*
CAT 0.23+0.11 0.30+0.09 0.88+0.11* 0.89+0.09* 1.33+0.12*

Malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Os valores representam a média

+ SEM (n = 5/grupo). (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) em comparagéo com o controle.



Tabela 2: Atividades antioxidantes usando os métodos ABTS, DPPH e TAC.

ICs0 (Mg/mL) %
Samples Inhibition
DPPH ABTS TAC
PgEO 39,41 122,10 87,32
Ascorbic acid 12,74 72,54 100

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazila; ABTS: 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico; TAC:
Capacidade Antioxidante Total IC50: Concentracdo de PgEO ou Acido Ascorbico necessaria para

diminuir a concentracao inicial em 50%.
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Resumo

Feridas sdo danos fisicos, quimicos, biolégicos ou mesmo relacionados a
procedimentos médicos na pele ou nas mucosas. Um dos grandes problemas no
tratamento de feridas é o desenvolvimento de infecgbes, pois causam danos
sistémicos ao paciente, retardando a recuperagdo da lesdo. A fim de acelerar o
processo de cicatrizagdo, atualmente existe o interesse em encontrar medicamentos
gue possam interagir com o tecido ferido e combater as infec¢cdes associadas.
Anteriormente o O6leo essencial de P. glaziovianum (PgEO) demonstrou ter
propriedades antinociceptivas e anti-inflamatorias, bem como toxicidade oral minima.
Diante disso, nosso objetivo foi avaliar o impacto da aplicacdo tépica de uma
formulacdo de gel contendo PgEO em feridas excisionais de camundongos.
Adicionalmente uma avaliacdo antimicrobiana in vitro também foi realizada. Os
resultados desta pesquisa demonstram que o gel contendo 6leo essencial de P.
glaziovianum tem acao contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como
fungos. Além disso, os resultados mostram que a terapia com gel de PQEO melhora a

cicatrizacdo de feridas na pele, presumivelmente como consequéncia de sua
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capacidade de estimular enzimas antioxidantes e inibir citocinas pro-inflamatorias. O
gel também demonstrou minima toxicidade eritrocitaria e irritacdo cutanea, o que pode

ser promissor para futuros estudos pré-clinicos e clinicos em varios tipos de feridas.

Palavras-Chaves: Antibacteriano; Antifungico; Caatinga; Cicatrizacdo de feridas;

Estresse oxidativo.

1. Introducéo

As feridas sdo danos causados na pele ou nas mucosas causada por algum
trauma fisico, quimico, biolégico ou até mesmo por procedimentos médicos. A
cicatrizacdo de feridas € uma reacdo natural do corpo formada como uma resposta
tecidual a lesao, ela é um processo dividido em trés fases interativas e sobrepostas:
fase inflamatoria, fase de proliferacdo ou de granulacao e fase de remodelacéo ou de
maturacao (Saporito et al., 2018; Salas-Oropeza et al., 2020; Andji¢ et al., 2022).

Durante o tratamento de feridas um dos maiores problemas esta no surgimento
de infeccdes, pois retardam a cicatrizacdo da lesdo, acarretando em prejuizos
sistémicos para o portador. Ainda, é valido destacar que a proliferacdo da carga
microbiana, sobrecarrega a resposta do sistema imunolégico podendo levar a
colonizacgdo critica e até a sepse (Wang et al., 2021; Alanazi et al., 2022).

Anualmente as despesas médicas aumentam para o tratamento de feridas,
representando uma presséao financeira consideravel no sistema de saude global, e
assim, aumentando o interesse na busca de medicamentos capazes de interagir com
o tecido lesado, tendo por objetivo acelerar o processo cicatricial (Andji¢ et al., 2022).
Com isso, alguns tem sido realizado estudos com plantas medicinais com énfase no
processo de cicatrizacdo e com finalidade de trazer novas alternativas terapéuticas
para o tratamento de feridas cutédneas (Farahpour et al., 2020; Andji¢ et al., 2022).

Psidium glaziovianum Kiaersk. € uma arvore de pequeno a médio porte, sendo
considera espécie endémica do Brasil e com distribuicdo na Caatinga e Mata atlantica
(Landrum et al., 2017). Anteriormente, um 6leo essencial de folhas de P. glaziovianum
(PgEO) foi descrita por apresentar atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria (Costa
et al., 2022) e por apresentar baixa toxicidade oral (Costa et al., 2023).

Assim, em vista que PgEO apresenta efeito anti-inflamatério e sendo a

inflamagéo como uma fase crucial do processo cicatricial, avaliamos o efeito do
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tratamento topico de uma formulacédo em gel contendo o PgEO em feridas excisionais

em camundongos. Adicionalmente, uma avaliacao antimicrobiana in vitro foi realizada.

2. Materiais e Métodos
2.1 Material vegetal e extracdo do 6leo essencial

As folhas de Psidium glaziovianum Kiaersk (Myrtaceae) foram coletadas em
dezembro de 2019 (periodo de seca) no municipio de Exu (07° 30 '43 "S 39° 43 '27"
W), Pernambuco, Brasil, regido da Caatinga. Exsicata foi depositado no Herbario
Dardano de Andrade Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), amostra
93,728. O material vegetal foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), no numero AOSE18B.

O oOleo essencial foi obtido das folhas de P. glaziovianum (PgEO) por
hidrodestilacao e caracterizado por cromatografia em fase gasosa - espectrometria de
massa (GC/MS), os resultados foram publicados anteriormente por Costa et al. (2022),
contendo 48 compostos e representando 98,22% da composicdo dominada pela
presenca de 1,8-cineol (24,29%), a-pineno (19,73%) e B-pineno (17,31%).

2.2 Preparacao do gel contendo PgEO

Inicialmente adicionou-se 7,6 g de agua destilada e 0,05 g de Carbopol ® 940
e submeteu-se ao processo de homogeneizagdo usando Ultra-Turrax (Modelo T-10,
IKA ® , Alemanha) a 13.000 rpm durante 5 min. O 6leo essencial das folhas de P.
glaziovianum (0,1 g) foi adicionado ao propilenoglicol (0,2 g) e a agitacéo foi mantida
a 13.000 rpm durante 5 minutos. Por fim, os conservantes propilparabeno (Nipazol —
0,025 g) e metilparabeno (Nipagin — 0,025 g) foram adicionados, mantendo-se a
agitacao por mais 1 minuto. O gel obtido foi chamado PgEO-gel 1%.

2.3 Caracterizagcao do PgEO-gel

O PgEO-gel foi avaliado para detectar modificagdes visiveis ou instabilidades
tais como cor e separacao de fases. A analise foi realizada 24 h apés o preparo. O
teste de resisténcia a centrifugacao foi realizado submetendo a amostra a rotagdes
crescentes de 980, 1800 e 3000 rpm durante mesmo periodo em cada rotacdo (5 min),
a temperatura ambiente (25 °C). O valor de pH foi mensurado em pHmetro (pH 21,
Hanna instruments) e devidamente pré-calibrado a temperatura ambiente. Para

determinacao da viscosidade foi utilizado o viscosimetro (Rotavisc hi-vi ll, IKA ®) com
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spindle 1 e rotacdo adequada (5 rpm), em temperatura ambiente estabilizada.

2.4 Experimentos in vivo

Para os testes foram utilizados Camundongos Swiss machos, pesando entre
30 e 35g e com idade entre 8 e 10 semanas. Os animais foram alojados em salas com
temperatura controlada (22—-25 °C) sob um ciclo claro/escuro de 12/12 h e receberam
agua e comida ad libitum. Todos os procedimentos de execucédo estao de acordo com
as legislacOes brasileiras para experimentacdo animal e o estudo tem parecer
favoravel pela Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (n° 122/2019).

2.5 Avaliacédo da capacidade hemolitica do PgEO-gel

A triagem toxicologica do PgEO-gel foi avaliada no ensaio de atividade
hemolitica conforme descrito por Costa et al, (2020). Resumidamente, uma punc¢ao
cardiaca foi realizada em camundongos anestesiados e, em seguida, transferida para
um tubo contendo acido etilenodiamino tetraacético (EDTA) e centrifugado a 3.000
rpm por 10 min. Posteriormente, o pellet celular foi homogeneizado com solucéo salina
até uma concentracdo de 2% (v/v). Diferentes concentracdes do PgEO-gel (0,250 -
10,0 mg/mL) foram adicionadas em placas de 96 pocos e incubadas por 60 minutos a
28 °C com a solucdo de eritrécitos em triplicata. Apds o periodo de incubacéo, nova
centrifugacgéo foi realizada nas mesmas condigdes mencionadas e o sobrenadante foi
coletado para determinagdo da hemoglobina liberada em leitor de espectrofotdmetro

a 540 nm. Para o controle positivo foi utilizado o Triton X.

2.6 Irritacdo dérmica aguda

O teste de irritacdo dérmica aguda foi realizado em camundongos Swiss
machos. O protocolo experimental foi conduzido de acordo com as diretrizes 404 da
Organizacao para Cooperagcdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE, 2002). Os
camundongos foram agrupados em um unico grupo (n=3) e 500 mg de PgEO gel
foram aplicados topicamente nas areas raspadas. Os animais foram observados
quanto a mortalidade e alguns sinais de toxicidade (tremores, salivacdo, convulsdes
e diarreia) ou efeitos deletérios na pele (irritacdo, edema, prurido e eritema) com
atencao especial nas primeiras 4 horas e depois uma vez ao dia por um periodo de
14 dias.



118

2.7 Cepas microbianas

Para a avaliacéo da atividade antimicrobiana, foram utilizadas quatro cepas de
bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213; S. aureus UFPEDA
670; S. epidermidis UFPEDA 183 e Enterococcus faecalis UFPEDA 138), sete cepas
de bactérias gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922; E. coli UFPEDA 224;
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603; K. pneumoniae UFPEDA 396; Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853; P. aeruginosa UFPEDA 416 e Proteus mirabilis UFPEDA
737) e cinco espécies de Candida (Candida albicans URM 5852; C. krusei URM 6391,
C. glabrata URM 6343; C. tropicalis URM 6557 e C. parapsilosis URM 6711). As cepas
ATCC foram obtidas da American Type Culture Collection, as cepas UFPEDA foram
obtidas da colecdo de microrganismos do Departamento de Antibioticos da
Universidade Federal de Pernambuco e os fungos foram obtidos da colecdo de
culturas URM (Universidade Recife Mycologia) do Departamento de Micologia da

Universidade Federal de Pernambuco.

2.8 Determinacdo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracéao
Microbicida Minima (CMM)

As concentragfes inibitérias minimas (CIM) e microbicidas minimas (CMM)
foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo seguindo os protocolos
CLSI M100 e M60. Dilui¢des seriadas do PgeEO e do PgEO-gel (2048 — 1 ug/ml) foram
preparadas em caldo Mueller-Hinton (bactéria) e RPMI-1640 (levedura), seguidas
foram adicionadas aos po¢os microrganismos padronizados em uma concentracao de
aproximadamente 108 UFC/mL para bactérias e 10’ UFC/mL para leveduras e as
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para bactérias ou 25 °C por 48 h para
leveduras. Apos esse periodo, 10 puL de resazurina 0,01% foram adicionados como
um indicador colorimétrico de viabilidade celular. Em seguida, as microplacas foram
incubadas novamente por 4 horas e a menor concentracdo que inibiu o crescimento
microbiano foi registrada como MIC.

Aliquotas de 10 pL dos pocgos antes da aplicagdo de resazurina foram
transferidas para placas de Petri contendo Mueller-Hinton-Agar (MHA) para bactérias
ou Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para leveduras e incubadas a 37 °C por 24 h para
bactérias ou 25 °C por 48 h para leveduras. CMM foi considerada a menor

concentracdo a partir da qual nenhum crescimento microbiano foi observado apos o
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cultivo. Os ensaios foram realizados em triplicata e Ampicilina e Fluconazol foram

usados como controles positivos.

2.9 Modelo de ferida

No dia 0, os animais foram anestesiados por injecao intraperitoneal da mistura
de xilazina (10 mg/kg) e cetamina (5 mg/kg) e o dorso raspado e limpo com alcool
etilico a 70% e as feridas de excisdo abertas de tamanho 1 x 1 cm e profundidade de
2 mm com auxilio de um punch. Apos a inducdo da ferida, os camundongos foram

alojados em gaiolas (Boudjelal et al., 2020).

2.10 Design experimental

ApGs a inducéo das feridas, os camundongos foram divididos aleatoriamente
em trés grupos (n=8). 24 h apds a inducdo das feridas, os seguintes grupos de
tratamento foram realizados; grupo I, controle negativo onde as feridas ndo tiveram
tratamento; grupo I, controle positivo onde os animais foram tratados com a pomada
FitoScar®; e o grupo lll, tratado com formulacdo de PgEO-gel 1%.

Todas os tratamentos foram aplicados topicamente uma vez ao dia durante 14
dias, por meio de Swab estéril, na quantidade de 0,5 g. No 15° dia ap6s o inicio do
tratamento, os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal de mistura de

cetamina (10 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg). As amostras de sangue foram coletadas.

2.11 Contracéao da ferida

A ferida de cada camundongo foi fotografada imediatamente apds a formacao
e no 8° e 15° dia apos a inducéo leséo e a area da ferida foi medida usando o software
Image J. A porcentagem de contragdo da ferida foi calculada seguindo o modelo
descrito por Boudjelal et al. (2020) para cada animal em varios dias usando a seguinte
formula: % Contracéo da ferida = [(Area inicial da ferida — Area especifica do dia da

ferida)/Area inicial da ferida] * 100.

2.12 Medicao dos niveis de citocinas no soro
Os niveis de TNF-a e IL-1B no soro foram medidos por kits de ELISA de acordo
com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Os resultados sdo expressos como

pictogramas de citocinas por mililitro de soro (pg/ml).
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2.13 Determinacéo de parametros do sistema de defesa antioxidante

As avaliacoes dos parametros do estresse oxidativo foram realizadas em
amostras de sangue coletadas por punc¢do cardiaca no momento da eutanasia dos
animais. Ap06s a centrifugacdo das amostras de sangue, foi obtido o soro e
determinado o conteudo de proteinas pelo método descrito por Bradford (1976). A
peroxidacao lipidica foi avaliada estimando-se o nivel de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS), sendo os resultados expressos em nmol de malondialdeido
(MDA) por mg de proteina (Ohkawa et al., 1979). A atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi medida avaliando-se a cinética de inibicdo da autoxidacédo da epinefrina de
acordo com a absorbéancia a 480 nm, sendo a atividade enzimatica da SOD do tecido
expressa em U/mg de proteina. A atividade de catalase (CAT) foi medida a 240 nm
para monitorar a mudanga na absorbancia entre o primeiro € 0 sexto minuto, a
atividade enzimatica do tecido CAT € expressa em mU/mg de proteina (Beers e Sizer,
1952).

2.15 Analises estatisticas

A analise estatistica foi feita usando o software Graph Pad Prism versdo 8.0. A
ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey foi utilizada ao analisar os dados
de uma variavel independente. Os dados foram expressos como média = SEM, e p

<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados e Discusséao

O tratamento de feridas pode ser feito com diferentes agentes farmacolégicos,
gue podem ser administrados localmente ou sistemicamente. Contudo, os beneficios
das formulagcbes topicas em relacdo aos medicamentos administrados
sistemicamente incluem penetragdo cutanea mais profunda, maior biodisponibilidade
e acdo imediata no local da aplicagcdo (Dantas et al., 2016; Kazemi et al., 2020).
Adicionalmente, a administracdo tépica usando géis pode prolongar a duracdo da
resisténcia cutdnea do medicamento e aumentar a entrega e liberacdo do
medicamento, prolongando a permanéncia do medicamento no local da injecao
(Karadzovska et al., 2013). Diante disso, em nosso estudo foi produzido um gel
contendo o 0leo essencial obtido das folhas de P. glaziovianum e realizado tratamento
em feridas excisionais em camundongos.

Como o comportamento fisico-quimico e a estabilidade da preparacdo durante
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a fabricacdo, armazenamento e aplicacdo podem ser antecipados em ensaios fisico-
qguimico, realizamos a caracterizacdo do PgEO-gel na primeira parte de nosso estudo.
O PgEO-gel foi avaliado ap6s 24 h de sua obtencao, e apresentou coloragdo branca
translicida, com odor caracteristico do 6leo essencial de P. glaziovianum, sem sinais
de instabilidade macroscopica mesmo apos o ensaio de resisténcia a centrifugacao.
Quando avaliado o pH da formulacdo tivemos valor de 5,03+0,0156 (0,32) e a
viscosidade foi igual a 134.810 + 3505 mPa.s (2,06%).

Apés a caracterizacdo, o PgEO gel foi submetido a ensaios de avaliacdo de
seguranca de uso. Inicialmente foi avaliada a capacidade do gel em causar hemolise
de eritrocitos e os resultados demonstraram que a taxa de hemolise variou de 0,12%
a 0,17%, indicando baixa capacidade em causar hemodlise. Adicionalmente foi
realizada a avaliacao da irritagcdo dérmica, os animais submetidos a aplicacao topica
de PgEO-gel ndo apresentaram sinais clinicos de toxicidade dérmica e outras reacoes
adversas como prurido, eritema, inflamacéo e edema durante 14 dias de observacao.
Esses resultados demonstram que o PgEO gel apresenta baixa toxicidade ou € atéxico
para o desenvolvimento de formulag6es topicas.

Anteriormente o PgEO foi avaliado quanto a seguranca de uso, a taxa de
hemolise mostrou que PgEO tem uma capacidade limitada de lisar células (0,33—
1,78%). A administracdo oral com até 5.000 mg/kg ndo apresentou mortalidade ou
anormalidades fisiol6gicas durante a investigacao de toxicidade aguda (Costa et al.,
2023).

Embora varios produtos terapéuticos apresentem em sua formulacdo
antibioticos, antissépticos e agentes anti-inflamatorios para o tratamento de feridas, a
infeccdo € um problema que retarda a cicatrizacdo porque pode prolongar o estagio
inflamatorio destruindo o tecido, retardando a formacéo de colageno e retardando os
componentes da epitelizagcdo (Farahpour et al., 2020; Joughi et al., 2022). Diante
disso, a atividade antimicrobiana do PgEO e do PgEO-gel foram avaliadas contra
bactérias gram positivas e gram negativas, bem como leveduras.

PgEO mostrou atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas,
exibindo concentracdo inibitéria minima (CIMs) de 256-1024 ug/mL. A CIM contra
levedura variou entre 512 e 1024 ug/mL. O gel contendo PgEO exibiu CIM que variou
entre 512 e 1024 ug/mL contra bactérias gram-positivas e negativas, entretanto nédo
apresentou resultado contra Pseudomonas aeruginosa. Em relacdo as leveduras o

PgEO gel apresentou MIC que variou de 1024 a 2048 pg/mL para as diferentes
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espécies de Candida (Tabela 1).

Este potencial bactericida do PgEO e PgEO-gel pode ser devido a presenca
dos compostos majoritarios 1,8-cineol, a-pineno e B-pineno presentes no 0leo
essencial. Estudos realizados por Li et al. (2014) demonstraram que 1,8-cineol altera
a forma e o tamanho da célula bacteriana tanto de bactérias gram-negativas, quanto
de gram-positivas, pois cepas de S. aureus apresentaram forte condensacédo da
cromatina nuclear, caracteristico de apoptose. J& cepas de E. coli apresentaram
reducdo da nucleoplasma e cromatina nuclear, caracteristico de necrose. Li et al.
(2022) também evidenciou que o 1,8 cineol teve um efeito inibitdrio significativo sobre
dermatofitos.

Estudos mostraram que o a-pineno apresenta atividade antimicrobiana contra
gram positivas e gram negativas (Sousa Eduardo et al., 2018; Freitas et al., 2021),
Adicionalmente, este composto é capaz de inibir bombas de efluxo de S. aureus,
importante mecanismo de resisténcia e viruléncia (Freitas et al., 2021), além de exibir
forte atividade antifangica contra as leveduras Candida nédo albicans (Mandras et al.,
2021). J4 o B-pineno apresentou atividade antimicrobiana e sinérgica contra MRSA
(Silva Rivas et al., 2012). Além disso, essa substancia também inibe a aderéncia de
espécies de Candida e o desenvolvimento do biofilme, além de eliminar as populacdes
maduras do biofilme de Candida (Alves-Silva et al., 2019).

O PgEO gel aumentou efetivamente a cicatrizacdo de feridas de excisao sem
causar qualquer irritacdo perceptivel na pele. A contracdo da ferida calculada como
reducdo percentual na area da ferida foi monitorada em todos os grupos examinados
a cada sete dias. Os resultados apresentados na Figura 1 evidenciam que a aplicagéo
topica do PgEO gel aumenta a taxa de contracéo de feridas em 90,62%z7,89 apos 14
dias de tratamento. O grupo controle positivo, tratado com medicamento de referéncia
FitoScar® apresentou contratagdo de 78%z=4,07. J& 0 grupo controle negativo
apresentou contracéo de fechamento de ferida de 32,75%+3,53.

Anteriormente o PGEO demonstrou que apresenta a capacidade de modular a
resposta inflamatoéria (Costa et al., 2022), a composi¢cdo do 0leo essencial e seus
componentes majoritarios, como 1,8-cineol, a-pineno e [B-pineno, que
desempenharam um papel significativo na conducéo da atividade anti-inflamatoria,
provavelmente sdo a causa da eficiéncia de cicatrizacdo mais rapida do PgeO-gel.

Mohammed et al. (2022) produziram uma pomada contendo o 1,8-cineol que

acelerou a cicatrizacdo de feridas de queimaduras, além de exercer efeitos
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antioxidantes e anti-inflamatorios. O reparo da ferida pode ter sido estimulado pela
regulacdo da resposta inflamatéria, essa fase da cicatrizacdo € conhecida por
controlar a proliferacéo e a sintese de colageno e de fibroblastos, producgéo de tecido
de granulacéo da ferida e diferenciagcéao de fibroblastos em miofibroblastos no tecido
de granulacéao (Rezvani Ghomi et al., 2019). Ainda mais, 0s componentes majoritarios
presentes no PgEO foram identificados como agentes anti-inflamatorios que inibem
diversos fatores envolvidos na inflamacéo (Khoshnazar et al., 2019; Zhang et al., 2020;
Santos et al., 2022).

As citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a sdo liberadas em grandes quantidades em
resposta ao dano tecidual, o que Ihes permite desempenhar um papel significativo na
resposta inflamatéria e diminuem gradualmente com o progresso do processo de
cicatrizacdo (Landén, Li, Stahle 2016; Arabska et al., 2020). Diante disso avaliamos a
influéncia do PgEO-gel nos niveis de citocinas pro-inflamatorias.

Os resultados apresentados na Figura 2 demonstram que o tratamento com
PgEO gel foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a em 48,17%, ja IL-1B8 apresentou
reducdo de 43,79%. FitoScar® reduziu TNF-a e IL-18 em 48,29% e 35,00%,
respectivamente.

O nivel de IL-1B e TNF-a foi significativamente restaurado pelo tratamento dos
animais por 14 dias com PgEO gel, demonstrando melhora notavel na inflamacao com
aplicacdo topica. Esses resultados séo consistentes com pesquisas publicadas
anteriormente utilizando o PgEO, em que os valores de IL-13 e TNF-a diminuiram com
tratamento oral, atenuando a condi¢do inflamatéria (Costa et al., 2022). Essa
diminuicao pode ser efeito da presenca do 1,8-cineol, pois em pesquisa realizada por
Ehrnhofer-Ressler et al. (2013), 1,8-cineol foi aplicado sobre mondcitos estimulados
com LPS na concentracao de 1,5 pg/mL, os resultados revelaram queda consideravel
dos niveis de TNF- e IL-1B3, com reducao de 99 e 84%, respectivamente.

Para avaliar o envolvimento do tratamento de PgEO-gel na modulagéo do perfil
oxidativo, foram avaliados os niveis plasmaticos de superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e Malondialdeido (MDA). Os resultados dos parametros do estresse
oxidativo medidos estdo resumidos na Tabela 2. ApGs 14 dias de tratamento com
PgEO-gel um aumento significativo dos niveis de CAT (294,11%) e SOD (220,86%) e
reducado dos niveis de MDA (27,90%). Resultados semelhantes foram observados no
grupo tratado com FitoScar® (CAT: 370,58%; SOD: 211,73% e MDA (26,13%). No

entanto, a menor atividade antioxidante foi observada no grupo controle negativo.
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O estresse oxidativo ocorre devido a um desequilibrio entre os niveis de
antioxidantes e de espécies reativas de oxigénio assumindo um papel negativo no
processo de reparacéo de feridas. Assim, medir a atividade de enzimas antioxidantes
como SOD e CAT é importante, por promover reducdo dos radicais livres (Andji¢ et
al., 2022; Mohammed et al., 2022). Os resultados do presente estudo relataram que
PgEO gel possui efeitos antioxidantes possivelmente pela presenca de componentes
ativos como o0s terpenos, que exercem atividade antioxidante e capacidade de
reparacao de feridas.

Em um estudo anterior, 1,8-cineol e a-pineno protegeram as células PC12
(feocromocitoma de rato) contra danos oxidativos induzidos por peroxido de
hidrogénio, reduzindo a geracdo de espécies reativas de oxigénio intracelular
enquanto aumentavam significativamente a expressao de enzimas antioxidantes
como catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx)
(Porres-Martinez et al., 2016).

Concluséo

Os achados deste estudo mostram que o gel contendo 6leo essencial de P.
glaziovianum apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas,
gram-negativas e fungos. Além disso, os resultados indicam que o tratamento com
PgEO-gel melhora a reparacdo de feridas cutaneas possivelmente por acdo anti-
inflamatéria e estimuladora de enzimas antioxidantes. Adicionalmente, o gel
apresentou baixa toxicidade em eritrécitos e irritacdo dérmica, o que pode ser

encorajador para novos ensaios pré-clinicos e clinicos em diferentes tipos de feridas.
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Figura 1: Efeitos do tratamento com PgEO gel na contracdo da ferida em

camundongos.
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Os valores representam a média + SEM (n = 8/grupo). (*) indica diferenca significativa (p < 0,05) em

comparacédo com o controle.
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Figura 2: Efeito do tratamento com PgEO gel nos niveis de TNF-a e IL-1p.
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131

Tabela 1: Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracéo
Microbicida Minima (MMC) do PgEO e do gel contendo PgEO.

PgEO PgEO Gel Amp Flu

Cepas (hg/mL) (Mg/mL)  (ng/mL) (ug/mL)

MIC MMC MIC MMC MIC MIC
Gram-positiva
S. aureus ATCC 29213 256 256 512 512 0,5 -
S. aureus UFPEDA 670 256 256 512 1024 -
S. epidermidis UFPEDA 183 256 512 512 1024 -
E. faecalis UFPEDA 138 256 512 512 1024 1 -
Gram-negativa
E. coli ATCC 25922 256 1024 1024 1024 4 -
E. coli UFPEDA 224 256 1024 1024 1024 4 -
K. pneumoniae ATCC 700603 512 1024 1024 2048 4 -
K. pneumoniae UFPEDA 396 1024 1024 1024 2048 8 -
P. aeruginosa ATCC 27853 512 1024 >2048 >2048 >128 -
P. aeruginosa UFPEDA 416 1024 2048 >2048 >2048 >128 -
P. mirabilis UFPEDA 737 512 1024 1024 2048 4 -
Levedura
C. albicans URM 5852 512 1024 1024 2048 - 0,5
C. krusei URM 6391 512 1024 1024 2048 - 0,25
C. glabrata URM 6343 1024 1024 2048 >2048 - 1
C. tropicalis URM 6557 1024 1024 2048 >2048 - 1
C. parapsilosis URM 6711 1024 1024 2048 >2048 - 2

MIC: concentracdo inibitéria minima; MMC: concentragdo minima microbicida. Amp: Ampicilina; Gripe:

Fluconazol.
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Tabela 2: Efeito do tratamento com PgEO gel nos niveis de malondialdeido (MDA),

superoéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em camundongos.

Parameter Negative Control PgEO gel FitoScar®
MDA 6.81+0.66 4.91+0.51* 5.03+£0.30*
SOD 2.30+£0.35 5.08+0.65* 4.87+0.43*
CAT 0.17+0.09 0.51+0.08* 0.63+£0.09*

Malondialdeido (MDA), superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Os valores representam a média

+ SEM (n = 8/grupo). (*) indica diferenca significativa (p<0,05) em compara¢do com o controle.
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5 CONCLUSOES
A cromatografia gasosa com espectrometria de massa mostrou que 1,8-cineol

(24,29%), a-pineno (19,73%) e B-pineno (17,31%) dominaram o PgEO. Na avaliagéo
de seguranca de uso os eritrocitos de camundongos demonstraram hemolise
moderada (0,33% a 1,78%) quando tratados com PgEO. J& na toxicidade oral aguda
PgEO causou alterag6es hematoldgicas, bioquimicas e histolégicas com o tratamento
de 5.000 mg/kg, mas ndo com 2.000 mg/kg. Na genotoxicidade 5.000 mg/kg promoveu
aumento nos indices e frequéncia de danos de células sanguineas nucleadas. PQEO
(250, 500 ou 1000 mg/kg) ndo afetou aos parametros hematologicos, bioquimicos,
urinérios ou histopatoldgica em ambos os sexos apds 28 dias de tratamento no teste
de toxicidade subaguda. Em comparacdo com os controles, os animais demonstraram
uma diminuicdo dependente da dose na glicose no sangue e um aumento na SOD e
CAT no baco e no figado. Ao longo de 28 dias de tratamento a atividade motora e
exploratdria dos camundongos néo se alterou. O PgEO (25, 50 e 100 mg/kg) diminuiu
as contor¢cbes abdominais causadas pelo acido acético, o tempo de lambedura em
ambas as etapas do teste da formalina e o tempo de laténcia nos testes térmicos. O
mecanismo analgésico incluiu as vias opioidérgica e muscarinica. O efeito anti-
inflamatério do PgEO (25, 50 e 100 mg/kg) reduziu o edema da pata em até 89,23%,
diminuiu leucécitos, neutréfilos, TNF-a e IL-1B no teste de peritonite, e reduziu o peso
do granuloma. PgeO (50 e 100 mg/kg) diminuiu as alteracGes osteoarticulares,
edema, citocinas pro-inflamatorias e estresse oxidativo na inflamacéao crénica induzida
por CFA. E o gel de PgEO (1%) também inibiu bactérias gram-positivas e gram-
negativas e fungos. Usando o sistema redox e citocinas inflamatorias, o gel reduziu
feridas experimentais em camundongos. Esta pesquisa mostra que o PgEO é seguro
em grandes doses, apresenta baixa toxicidade quando administrados por até 28 dias.
Além disso, o PgEO tem propriedades antinociceptiva, antiinflamatéria, antimicrobiana

e cicatrizantes.
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