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RESUMO

A Epilepsia atinge 1% da populacdo mundial e como reacdo comum ocasiona
crises convulsivas. Aproximadamente 30% dos portadores, ndo possuem controle das
crises com a terapia farmacoldgica disponivel. Diante deste contexto, o presente
trabalho desenvolveu um complexo de inclusdo com o Oleo essencial de Eugenia
gracillimae avaliou suaatividade anticonvulsivante. O 6leo essencial foi caracterizado
por GC-EMS. A producdo do complexo de inclusdo foi realizada através da
incorporacédo do 6leo essencial de Eugenia gracillima em betaciclodextrina, utilizando
a razdo molar do componente majoritario do 6leo essencial (D-Germacrene). Para
comprovar a complexacdo, foram realizadas as analises de Espectroscopia no
Infravermelho por transformada de Fourier, Termogravimetria e Calorimetria de
Varredura diferencial. A avaliacdo da toxicidade aguda do complexo de inclusdo e do
Oleo essencial foi avaliada. A caracterizacdo do Oleo essencial demonstrou o
componente majoritario D-Germacrene (16,1%). As analises realizadas para
comprovar a complexacdo demonstraram que a houve a formacdo do complexo
hospede-hospedeiro entre a betaciclodextrina e o 6leo essencial. A avaliagdo da
atividade anticonvulsivante do 6leo essencial e de seu respectivo complexo de
inclusdo demostrou que os dois obtiveram atividade, em congruéncia com outros
Oleos essenciais que possuem 0 mesmo componente majoritario, e potencial
neuroprotetor nos animais, corroborando com resultados obtidos por 6leos essenciais
da espécie Eugenia spp., bem como reducdo da mortalidade porém, o desempenho
do complexado demostrou maior efetividade, em doses iguais. Ambos também néo
demonstraram toxicidade aguda. Diante dos resultados obtidos, foi possivel
comprovar que o0 Oleo essencial de Eugenia gracillima possui atividade
anticonvulsivante, semelhante a outros 6leos com o componente majoritario D
Germacrene e a sua complexacdo com betaciclodextrina provocou melhora
significativa da atividade anticonvulsivante frente ao o 6leo essencial livre.

Palavras-chave: Oleo Essencial. D Germacrene. Complexo De Inclus&o.
Betaciclodextrina



ABSTRACT

Epilepsy reaches 1% of the world population and as a common reaction it
causes convulsive crises. Approximately 30% of the patients do not have seizure
control with the available pharmacological therapy. In this context, the present work
developed an inclusion complex with the essential oil of Eugenia gracillima and
evaluated its anticonvulsant activity. The essential oil was characterized by GC-EMS.
The production of the inclusion complex was carried out by incorporating the essential
oil of Eugenia gracillima in betacyclodextrin, using the molar ratio of the majority
component of the essential oil (D-Germacrene). To prove the complexation, Fourier
transform infrared spectroscopy, thermogravimetry and differential scanning
calorimetry analyses were performed. The evaluation of the acute toxicity of the
inclusion complex and essential oil was evaluated. The essential oil characterization
demonstrated the major componentD-Germacrene (16.1%). The analyses performed
to prove the complexation showed that there was the formation of the host complex
between the betacyclodextrin andthe essential oil. The evaluation of the anticonvulsive
activity of the essential oil and of its respective complex of inclusion demonstrated that
the two obtained activity, in congruence with otheressential oils that possess the same
majority component, and neuroprotector potential in the animals, corroborating with
results obtained by essential oils of the species Eugenia spp., as well as reduction of
mortality, however, the performance of the complexado demonstrated greater
effectiveness, in equal doses. Both also did not demonstrate acute toxicity. In view of
the results obtained, it was possible to prove that the essential oil of Eugeniagracillima
has anticonvulsant activity, similar to other oils with the majority component D
Germacrene and its complexation with betacyclodextrin caused significant

improvement of the anticonvulsant activity compared to the free essential oil.

Key-words: Oil Essential. D germacrene. Anticonvulsant. Inclusion Complex.

Cyclodextrin.
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INTRODUCAO

A Epilepsia é um grave disturbio neuronal, sendo relatada pela primeira vez na
Grécia antiga quando era associada a possessfes espirituais. No século XIX, a
comunidade cientifica elucidou que sua origem esta relacionada a desordens
cerebrais e, deste entdo, € considerada uma patologia. Esta doenca acomete
individuos em dotas as faixas etarias e, atualmente, cerca de 1% da populacdo
mundial. Como sintoma comum, ocasionam crises convulsivas que podem ter
etiologia conhecida ou ndo (COSTA; BRANDAO; SEGUNDO, 2020).

Variadas sado as causas que podem desencadear crises convulsivas. Em
paises em desenvolvimento h4 uma maior frequéncia de casos relacionados a
doencas infecciosas, parasitarias e traumatismo cranioencefalico, enquanto que nos
paises desenvolvidos h4d uma maior frequéncia associada a disturbios do
desenvolvimento e de causas idiopéticas. Os resultados dessa patologia englobam
reducdo na qualidade de vida, comorbidades importantes como dificuldade no
aprendizado, problemas psicoldgicos e psiquiatricos, além de déficits neurolégico
(CASTAN; CUNEGATTO, 2018; COSTA; BRANDAO; SEGUNDO, 2020;
MARCHETTI et al., 2005).

No Brasil, cerca de 340 mil novos casos por ano séo registrados, com acumulo
de 1,8 milhdo de pacientescom epilepsiaativa. Concomitante a isso, estudos recentes
mostram que 9 milhdes de brasileiros jA apresentaram, ao menos uma vez na vida,
um episodio convulsivo.As crises sdo caracterizadas por uma hiperatividade neuronal
associada a circuitos cerebrais, ocasionando descargas elétricas excessivas e
sincrdénicas que, em casos mais graves, as crises sao prolongadas ou repetidas em
intervalos mais curtos (COSTA; BRANDAO; SEGUNDO, 2020).

Atualmente, existem mais de 20 tipos de medicamentos anticonvulsivantes (MA)
que podem ser usados para o tratamento sintomatico da doenca. Para tanto, requer
utilizacéo de forma individual, ou seja, em monoterapia. No entanto, quando o modelo
inicial ndo resultar em uma resposta positiva, ou seja, reduzir as crises convulsivas,
sua duracao e consequentemente melhorar a qualidade de vida do paciente, &
necessario a associacdo de farmacos com diferentes mecanismos de acao que,
estatisticamente surtem eficacia em apenas 10% dos casos que assim séo tratados.
Arealizacdo daintervencéaocirdrgica,nessa situacao,também é uma opgcdo em casos
mais remotos, devido sua complexidade (PASSOS, 2020; SISODIYA etal., 2002).
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Aproximadamente 30% dos pacientes, mesmo com definicdo da causa
originaria das crises convulsivas, ndo respondem adequadamente as terapias
farmacoldgicas disponiveis, apresentando epilepsia refrataria as medicacdes
existentes (SISODIYA et al., 2002; STEVELINK et al., 2017). Além disso, drogas que
atuam no Sistema Nervoso Central (SNC) podem interagir entre si ou desencadear
efeitos adversos indesejaveis como dependéncia, amnesia, sedacgdo, disfuncgdes
cognitivas, dentre outros, que ocasionam grande dificuldade na adesao terapéutica
(SIQUEIRA-LIMA et al., 2017; SUCHER; CARLES, 2015).

A Biodiversidade brasileira apresenta um potencial farmacolégico representativo.
As industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias buscam constantemente
produtos naturais, que sejam derivados dessa biodiversidade. Muitas sdo as plantas
encontradas no Brasil, porém, as do género Eugenia spp. destacam-se pelo potencial
bioativo. Estudos demonstraram que essas plantas apresentam ac¢ao farmacologica
como agente antimicrobiano, antifangico (MARIATH; LIMA; LIMA, 2006), grande
capacidade antioxidante (STIEVEN; ET AL, 2009), efeito diurético, hipotensor,
vasodilatador, antidiarreica (QUEIROZ et al., 2015), atividade anticonvulsivante
(POURGHOLAMI et al., 1999), além de potencial neuroprotetor (FLORES et al., 2020).

A espécie Eugeniagracillimaé encontradano Brasil,onde € utilizadacomo matéria
prima para a gastronomia e producéo de bebidas tradicionais (ARAUJO, 2015), além
disso, seu Oleo essencial (OE) foi relatado com propriedades antioxidante e
antiprotozoaria, importantes para a prospec¢do de novos medicamentos, além de
ajudar no combate a patologias negligenciadas (GOMES, 2019).

Os 6leos essenciais (OEs) sdo compostos por moléculas de baixissimo peso
molecular que possuem facilidade em atravessar a barreira hematoencefalica,
favorecendo sua aplicabilidade terapéutica inclusive para tratamento de patologias
neuroldgicas. Por isso, € crescente a utilizacdo terapéutica, na aromaterapia, por
exemplo, como antidepressivos e ansioliticos (CAROLINE et al., 2020; PASSOS et
al., 2009).

Os componentes majoritarios dos 0Oleos essenciais sdo determinantes para a
atividade biolégica dos mesmos que, comumente possuem terpenos em sua
composicdo (PASSOS et al., 2009). Dentre os sesquiterpenos, o D Germacrene é
comum como componente majoritario dos 6leos essenciais que possuem atividade
anticonvulsivante (COIMBRA et al., 2019; SYLVESTRE; NAGAU; LEGAULT, 2006)
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Ao prospectar novos medicamentos, estudos biofarmacéuticos sao realizados afim
de verificar caracteristicas intrinsecas das matérias primas. Os OEs possuem pontos
positivos como permear as membranas corporais, que favorece sua chegada ao
respectivo local de acdo, no entanto, outros aspectos precisam ser melhorados, como
a baixa hidrossolubilidade, resultando em baixa absorcéo e consequente reducédo da
biodisponibilidade. Biotecnologias sdo aplicadas com o intuito de melhorar esses
aspectos e equilibrar as caracteristicas das matérias primas utilizadas nos
medicamentos sem alterar sua composi¢do quimica, como a complexacao desses
compostos em polimeros (AGUIAR et al., 2014; COIMBRA et al., 2019; SIQUEIRA-
LIMA et al., 2017).

Diante deste contexto, o presente trabalho utiliza o 6leo essencial de Eugenia
gracillima (OEEG) oriundo da biodiversidade brasileira, para avaliar a atividade
anticonvulsivante induzidas por picrotoxina (PIC), além de comparar com o

desempenho do seu respectivo complexo de inclusdo em betaciclodextrina (3-CD).
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um anticonvulsivante

natural utilizando o 6leo essencial de Eugenia gracilima.

2.2 ESPECIFICOS

v Obter e caracterizar a composic¢ao quimica do 6leo essencial de Eugenia
gracillima;

v' Obter e caracterizar fisico-quimicamente complexos de incluséo de 6-
ciclodextrina contendo o 6leo essencial;

v" Avaliar a toxicidade aguda do 6leo essencial e do complexo de inclusao;

v' Avaliar a atividade anticonvulsivante do 6leo essencial e do complexo

de inclusao.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O GENERO EUGENIA SPP. E BIOATIVIDADE

A biodiversidade vegetal brasileira € continuamente investigada e ainda assim
ha muito a esclarecer. Dentre todas as familias que tem potencial medicamentoso,
cosmético e alimenticio esta a familia Myrtaceae. Divide-se em duas subfamilias:
Myrtoideae e Leptospermoideae; compreendendo cerca de 144 géneros e mais de
5000 espécies distribuidas pelo mundo, com excecdo da Antartica. No Brasil, mais
de 900 espécies e cerca de 23 géneros sdo encontrados, sendoa maioria neotropical.
Dentre os géneros mais conhecidos, esta a Eugenia spp (AURICCHIO, 2003;
FONTANA; LUIS DE GASPER; SEVEGNANI, 2014).

O género Eugenia, da subtribo Eugeniinae, ordem Myrtales, subclasse
Rosidae, classe Magnoliopsida possui grande potencial farmacoldgico, comercial,
alimenticio que, continuamente, é validado através das inUmeras pesquisas
realizadas. Apresentam cerca de 400 espécies distribuidas pelo Brasil, no entanto,
grande parcela ainda ndo € identificada e sdo desconhecidas quando a sua
composicdo quimica e atividades biologicas (AURICCHIO, 2003).

Da grande parcela que € popularmente utilizada e possui composi¢ao
conhecida, estudos demostram que desempenham inumeras atividades biologicas
comprovadas como antimicrobiana, antiviral, antiinflamatéria, antioxidante,
imunomoduladoras (AURICCHIO, 2003; BEZERRA FILHO et al, 2020;
GHADERMAZI; KERAMAT,; GOLI, 2017; HAN; PARKER, 2017; MENDES et al., 2018;
MICHELON et al., 2020; WUERGES; GANDRA, 2016). Representantes do género
Eugenia spp. também obtiveram resultados satisfatorios ao atuar no SNC, atuando na
reducao da dor através de mecanismos ligados opioide e colinérgico (KHALILZADEH
et al., 2016), como agente antidepressivo (BARAUNA et al., 2018), e neuro protetor
(FLORES et al., 2020).

3.2 AESPECIE EUGENIA GRACILLIMA.
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Eugenia gracillima conhecida popularmente como murta, é uma espécie de
Myrtaceae da Regido Nordeste do Brasil e também do cambui no estado do Parané.
Apresenta-se como um arbusto variando em entre 1,5 a 5,0 metros de altura.
Considera-se uma espécie nativa endémica bastante difundida no territério brasileiro.
A espécie € encontradanaturalmente naChapadado Araripe, estado de Pernambuco,
Brasil, onde as frutas apresentam importdncia socioecondmica para a regido
(ARAUJO et al., 2016).

O fruto da murta possui grande quantidade de vitamina C, antocianinas totais,
flavonoides, carotenoides que indicam grande potencial antioxidante dos mesmos
que, aindaasisim, ndo € explorado tanto quanto deveria. Esses frutos tem despertado
o interesse dos consumidores locais por apresentar funcdes nutricionais e funcional,
no entando, é necessario a plicacdo de tratamentos tecnoldgicos, com o intuito de
aumentar sua durabilidade e, comisso, ser possivel a comercializa¢cdo e dos mesmos
(FEITOSA et al., 2017).

Estudos com distintas atividades bioldgicas dos derivados da Eugenia
gracillima ainda s&o pouco evidenciados, porém, em recente trabalho seu potencial
antioxidante e antiprotozoario foi avaliado e o resultado foi bastante significativo. O
Oleo essencial de Eugenia gracilima (OEEG) apresentou  majoritariamente
sesquiterpenos como o0 germacrene D e B, v¥-muurolene e bicyclogermacrene, que
possuem grande relevancia por estar correlacionado com outros 6leos essenciais que
desempenham atividade neuroldgica, inclusive anticonwvulsivante (APEL et al., 2011,
COIMBRA et al., 2019; GOMES, 2019).

3.3 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas realizam metabolismos essenciais para sua sobrevivéncia, que
podem ser divido em primario e secundario (Figura 1). O primario (basal) constitui um
conjunto de processos comuns, semelhante entre as diversas espécies vegetais, que
levam a producao de compostos importantes e vitais, responsaveis por intermediar
outras vias metabdlicas e fornecer energia, como carboidratos, proteinas, lipideos e

acidos nucléicos. O metabolismo secundario (especial) produz substancias
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complexas, como os OEs, que néo participam das funcdes primarias das plantas
(KREIS et al., 2017; REZENDE et al., 2016).

Os OEs sao compostos complexos extraidos de varias partes das plantas, por
meio fisico (prensagem ou destilacao) e utilizados para inameros fins, pelo homem,
desde os primoérdios. Formados por agentes volateis e néao volateis, com alta
solubilidade em lipideos, as moléculas que os compdem séo diversas e responsaveis
por desempenhar suas atividades bioldgicas além de assegurar a propagacao da
espécie ao desempenhar funcdo de comunicacdo entre a planta e os agentes
polinizadores das mesmas.

Os OEs possuem rapido metabolismo endogeno e eficiente distribuicéo
corporal, podendo ser usado na forma de inalacao, vapores e oralmente. Devido a
isso, sdo potenciais matérias primas e 0 mesmo produto pode ser empregado para
distintas utilidades como protecdo antibacteriana, antifungica, fotoprotetora, inseticida,
estando em crescente investigacao cientifica pelasindustrias farmacéutica,cosmética
e alimenticia (CUl et al., 2019; DONSI; FERRARI, 2016).

Atualmente, existem mais de 3000 Oleos essenciais reconhecidos, porém,
apenas 10% deles sdo amplamente comercializados. A variabilidade na composi¢céao
destes produtos é depende de varios fatores como as condi¢des do habitatnatural, a
composi¢cdo do solo e o método de cultivo, a estagdo e o horario do dia em que a
planta foi colhida, as condi¢Bes de armazenamento e processamento, 0 método de
extracdo do 6leo e a andlise dos componentes quimicos (ALCANTARA et al., 2010;
LAZARO et al., 2016).
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Figura 1: Metabolismo primério (basal) e Metabolismo secundario (especial)
Fonte: Adaptado de KREIS et al., 2017

Mais de 500 tipos diferentes de compostos podem estar presente no OE,
porém, o maior grupo quimico encontrado séo os terpenos. Caracterizados como
compostos quimicos de hidrocarbonetos produzidos a partir de unidades de isopreno
de 5 carbonos (CsHs). Consoante, a aglomeracédo de subunidades de isoprenos dar-
se-4 os monoterpenos (C1o), sesquiterpenos(Cis), diterpenos (C20), triterpenos (C3o),
tetraterpenos (C4o0), sendo responsaveis também pelo odor caracteristico. Estudos
correlacionam também que, a presenca de terpendides, esta associada a atividade
neuroldgica OE. Existem varias interferéncias que influenciam a sintese destes
compostos e sao estes fatores que implicam o tipo de OE, mesmo dentro da mesma
espécie. Estes podem ser segregados como fatores morfoldégicos, ambientais,
geograficos e genéticos ou evolutivos (PASSOS et al., 2009).

A natureza instavel dos OEs e a fragilidade de seus componentes volateis sao
fatores que desencadeiam sua rapida degradacédo, necessitando para tanto caso
protecdo efetivamente contra os fatores do ambiente externo como calor, luz,
umidade, oxidagao e volatilizagdo (WADHWA et al., 2017a).
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3.4 A CICLODEXTRINA (CD)

As CDs ou dextrinas, sdo oligossacarideos carreadores macrociclicos,
resultantes da degradacdo do amido oriundo da acdo enzimatica da
ciclodextrinaglucanotransferase. Essas estruturas apresentam uma regido hidrofilica
(superficie externa) e outra regido hidrofébica (cavidade interna), devido a distribuicao
dos grupos hidroxilas (-OH) secundarios (C2 e C3) e a hidroxila primaria (Cs). Estes
estdo posicionadasnaborda da molécula,e o grupo apolar que se encontranointerior
da mesma (Figura 2). Como resultado dessa conformacéo estrutural,as CDspossuem
capacidade de “hospedar’em sua estrutura grande variedade de moléculaslipofilicas
(DEL VALLE, 2004; VENTURINI et al., 2008; WADHWA et al., 2017b).

-Cciclodextrina
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Figura 2: Estrutura molecular das CDs
Fonte: Adaptada, (VENTURINI et al., 2008)

As CDs naturais mais importantes sao a 3,x; e a-CD, compostas por 7,8 e 6
moléculas de glicose, respectivamente. Apresentam diferentes propriedades
apresentadas na Tabela 1. A betaciclodextrina (B-CD) atualmente € a forma mais

comum utilizada em formulacdes farmacéuticas e, com isso, a provavel CD que mais
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€ estuda em humanos, no entanto, devido sua baixa solubilidade em agua, quando
comparada as demais CDs, substituigdes nos grupos hidroxila da 3-CD proporcionam
a formacao de derivados mais soluveis, por exemplo hidroxipropil-B-CD. Este possui
radicais  hidroxi-propil  substituindo suas hidroxilas secundéarias que
consequentemente aumentam sua solubilidade para cerca de 600 g/L (DAVIS;
BREWSTER, 2004; DEL VALLE, 2004)

Tabela 1: Propriedades Fisico-quimicas das CDs

Propriedade a-CDs B-CDs X-CDs
Numero de residuos de glicose 6 7 8
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade a 25° C (% m/v) 14,5 1,85 23,2
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da cavidade (A) 7.9 7.9 7.9
Volume da cavidade (A3) 174 262 427

Fonte: Adaptada, (DEL VALLE, 2004)

Devido sua capacidade de formar complexos de inclusdo, as CDs sao
largamente avaliadas, principalmente pela indistria farmacéutica, como agentes que
melhoram a solubilidade e dissolucdo dos farmacos pouco soluveis,
consequentemente auxiliam no aumento da biodisponibilidade e estabilidade
farmacéutica. Essas moléculas também bem s&o responsaveis pela reducdo da
irritabilidade dérmica, ocular e gastrica provocadas pelos farmacos, favorecendo
assim sua eficacia, seguranca adesao terapéutica. Em paises como Estados Unidos,
Japdo e alguns situados na Europa, é crescente a presenc¢a dos derivados das
ciclodextrinas naturais em medicamentos, devido suas grandes vantagens para
aplicacdo em diversas formas farmacéuticas (GUEDES et al., 2008; URBAN et al.,
2016).

O mecanismo de encapsulacdo molecular é possivel devido a substituicdo das
moléculas de agua presentes da regido interna das CDs. Quando em solucdes
aguosas, os ativos hidrofébicos que serdo complexados removem as moléculas do

interior da cavidade e para tanto, ligacdes ndo covalentes sao formadas e quebradas,
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favorecendo a continua complexacdo e dissociacdo dos envolvidos. A efetiva
complexacdo estd ligada a fatores estereoquimicos dos agentes que serdo
encapsulados, como compatibilidade geométrica com as CDs e sua polaridade.
Outras ligacdes também sdo importantes para a formagdo dos complexos e a
manutencdo da estabilidade, como as interacdes eletrostaticas de Van der Waals,
interacdes hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio (GUEDES etal., 2008). Atualmente, a
complexacdo de OE com moléculas de CDs tem demostrado ser bastante eficiente
quanto a formacgdo dos complexos. Existem dois métodos especificos mais utilizados
a co-precipitacdo e o amassamento. (WADHWA et al., 2017a).

Diversas técnicas podem ser usadas para constatar a interacdo molecularentre
a CD e a molécula-hdspede. Essas técnicas validam a formacdo do complexo de
inclusédo e utilizam para tanto, a verificagdo de mudancas nas propriedades das
moléculas envolvidas, através de fluorescéncia, espectroscopia UV-Vis, RMN,
infravermelho, andlises térmicas, entre outras (AGUIAR et al., 2014; DE ALMEIDA
MAGALHAES et al., 2020; DE SANTANA et al., 2020; FRACETO et al., 2007).

A espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FTIR) possibilita o
reconhecimento de grupos funcionais que, por outras metodologias, ndo é possivel,
por isso € bastante requerida para caracterizacdo de compostos organicos. Essa
identificacdo ocorre quando a radiacdo IV, ao ser absorvida pelas moléculas, se
converte em energia de vibracdo molecular. O aparecimento de bandas, resultado do
espectro vibracional, sdo caracteristicos pois cada variagdo de nivel de energia
vibracional refere-se as diversas alteracdes de niveis de energia rotacional
(SILVERSTEIN, WEBSTER, 2006; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2005).

A regido mais utilizada na area farmacéutica, inclusive para identificacdo
estrutural de moléculas, entre 4000 cmt e 400cm pois, cada molécula organica
representa um espectro naregiao do IV, ndo havendorepeticdes, sendo caracteristico
de cada molécula (SILVERSTEIN, WEBSTER, 2006). As técnicas FTIR séo rapidas e
necessitam de poucaquantidade de amostra, além de n&do serem técnicas destrutivas.
Dessa forma, torna-se possivel avaliar a formagcdo do complexo de incluséo através
da comparacéo dos espectros do héspede puro e de seus complexos solidos obtidos
por distintas técnicas (LYRA et al., 2010).

A analise de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), método usado para
investigar a interag@o entre moléculas e CDs em estado sélido, tem como objetivo

gerar curvas termais das amostras que revelam informacdes sobre modificacdes nas
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propriedades fisicas e energéticas das mesmas. A CD por exemplo, quando
submetidas a analise de DSC, desenvolve um pico endotérmico entre 90 e 130 °C,
que € compativel com a sua desidratacdo, e um pico caracteristico com sua
decomposicdo, apos os 300 °C (ABARCA et al., 2016).

Como técnica complementar, a analise termogravimétrica (TG) € utilizada para
certificar os resultados obtidos pelo DSC. Diante disso, é possivel verificar o efeito da
variagdo de temperatura na oscilacdo de massa da amostra. O aumento na
estabilidade de moléculas encapsuladas em CD € mostrado nas curvas das analises
térmicas pois, quando em comparacdo com a molécula livre, 0s picos endotérmicos e
de decomposicao séo extintos, e o complexado desenvolve comportamento térmico
semelhante ao da CD (ABARCA etal., 2016; MURA, 2015).

A complexacdo com CD € uma técnica eficiente e apresenta vantagens
significativas que garantem a formacdo de um complexo molecular para fornecer
vantagem biofarmacéuticas aos farmacos, reducdo de seus possiveis efeitos
adversos e melhora na farmacocinética. Em congruéncia com estes aspectos, a
vantagem da complexagdo com CD advém da pouca ou nenhuma bioatividade deste
oligossacarideo livre (MURA, 2015).

3.5 CONVULSOES E FARMACOS ANTICONVULSIVANTES

Desde os primordios a epilepsia configura um transtorno de proporcdes
importantes e de grande interesse da populacéo. Relatos datados de 2000 a.C.
inicialmente a correlacionavam como “puni¢cédo” enviada por Deus, no entanto, sua
origem neuroldgica foi paulatinamente elucidada e interpretagfes equivocadas foram
apagadas. Atualmente, sabe-se que esse disturbio apresenta-se como crises
convulsivas nao fisiolégicas, que estdo ligadas a descargas elétricas neuronais,
podendo ser focais ou disseminar-se em outras areas do cérebro (COSTA; CORREA;
PARTATA, 2012; COSTA; BRANDAO; SEGUNDO, 2020; DUNCAN etal., 2002).

Mundialmente cerca de 1% da populacdo sofre com convuls@es epiléticas,
fixando-se com isso a patologia neurolégica com maior frequéncia entre humanos.
Paises desenvolvidos e paises em desenvolvimento diferem quanto a quantidade de
acometidos. Os mais pobres superam em cerca de 2% 0 numero de casos,

estendendo as diferencas também as possiveis etiologias. No Brasil, estima-se que
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cerca de 9 milhGes de pessoas, a0 menos umavez navida, ja tiveram umaconvulsao,
e 0s pacientes portadores efetivos de epilepsia, excedem 1,8 milhdo (COSTA,;
BRANDAO; SEGUNDO, 2020).

Diversos fatores ocasionam as crises como traumatismo no nascimento ou
cranioencefalico, incompatibilidade sanguinea ou hemorragia, doencas infecciosas
(meningite), doencas parasitarias, abuso de bebidas alcodlicas e de drogas, tumores
cerebrais, doencas metabdlicas, processos degenerativos, distirbios vasculares e
Acidente vascular cerebral (AVC) porém, cerca da metade dos casos sédo idiopaticos,
ou seja, ndo é possivel ser esclarecido a possivel causa (COSTA; CORREA;
PARTATA, 2012; COSTA; BRANDAO; SEGUNDO, 2020; GALANOPOULOU et al.,
2012).

Apéds a comprovacao clinica da convulsao, a etapa seguinte € classificar o tipo
dacrise. De acordo com a Ligalnternacional contraa Epilepsia (ILAE) as crises podem
ser focal ou generalizadas: Atbnicas, que envolvem a perda do tbnus muscular;
Clénicas, presenca de contracdes ritmicas dos musculos; Toénicas, caracteristica de
rigidez dos musculos; Mioclénicas, envolvendo contragdes subitas dos musculos;
Espasmos epiléticos e convulsfes febris. Podem também ser com ou sem o
comprometimento da consciéncia. Podendo ser motoras ou ndo motoras, ou de inicio
desconhecido, também chamadas de idiopaticas. Para essa etapa, a observacéo
geral do paciente é indispensavel, inclusive para assegurar o potencial risco de
mortalidade e selecionara melhor opcéo para o tratamento do paciente (FISHER et
al., 2017).

A terapia medicamentosa antiepilética,também chamada de anticonvulsivante,
tem baseia-se em sinais clinicos. Inicialmente, o tratamento medicamentoso é
realizado em monoterapia, ou seja, apenas uma medicacao € prescrita porém, em
casos que os pacientes ndo apresentam reducdo das convulsdes, deve-se iniciar
associacdes medicamentosas, no entanto, os resultados comumente ndo Ssao
positivos, e representam apenas 10% de eficacia nos pacientes que fazem uso. Os
medicamentos que, tradicionalmente, sdo usados para o controle total das crises
convulsivas sao: fenobarbital, topiramato, carbamazepina, acido valprdico e o0s
benzodiazepinicos (COSTA; CORREA; PARTATA, 2012; COSTA; BRANDAOQ;
SEGUNDO, 2020).
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O uso das opcbes medicamentosas existentes estdo correlacionadas com
importantes efeitos adversos, como depressdo, sedacdo, tremor, encefalopatias,
entre outros, que comumente dificultam a ades&o ao tratamento (COSTA; BRANDAQ;
SEGUNDO, 2020).

Aproximadamente 30% dos pacientes ndo reduzem as convulsfes com as
terapias medicamentosas existentes, seja em monoterapia ou associacoes, sendo
estes considerados refratarios as medicacdes. Esses pacientes podem ter apenas
controle parcial das crises e ndo as reduzir completamente. Com isso, Sérios
problemas podem ser desencadeados como aumento do risco de morte e internacoes,
neuropatias, deficiéncias psicolégicas e reducado da qualidade de vida. O diagnéstico
de epilepsiarefrataria € bastante complexo e depende de varios fatores como a causa
das convulsdes, idade do paciente e, inclusive, se existe associacdo de causas
genéticas (FRENCH, 2007; LOSCHER et al., 2020).

Como alternativa aos pacientes que ndo respondem corretamente aos
medicamentos existentes, novas op¢des vém sendo continuamente avaliadas para
diminuir essa lacuna. Produtos derivados das plantas sdo bastante investigados. A
exemplo, o Canabidiol, componente da planta Canabis sativa, desbrava grande
batalha para incorporar-se como opcéo terapéutica aos pacientes com epilepsia
refrataria (MATOS et al., 2017).

Os OEs também j& possuem diversos exemplares que demostraram positiva
capacidade anticonvulsivante, como o extraido da Eugenia caryophyllata (NOBREGA
et al., 2003). No entanto, devido caracteristicas intrinsecas como instabilidade,
solubilidade, biodisponibilidade e volatilidade, a complexacdo representa uma
alternativa viavel para seu melhoramento e, as CDs atualmente, representam uma
alternativa viavel e satisfatoria para tal aplicabilidade (AGUIAR et al., 2014; COIMBRA
etal., 2019; DESANTANA et al., 2020; GUEDES etal., 2008; VENTURINI et al., 2008;
WADHWA et al., 2017a).

Sendo assim, a pesquisa e o0 desenvolvimento de novos farmacos
anticonvulsivantes sao de extrema importancia, principalmente para os pacientes que
nao respondem aos medicamentos que atualmente estdo disponiveis. As novas
opcOes terapéuticas naturais, oriundas da biodiversidade brasileira, representaréo
uma nova oportunidade para reduzir os danos causados aos pacientes acometidos
pela epilepsia (CASTAN; CUNEGATTO, 2018; COSTA; BRANDAO; SEGUNDO,
2020; LOSCHER et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas da espécie E. gracilima foram coletadas na Serra dos Paus Ddéias -
Chapada do Araripe, municipio de Exu, Pernambuco (latitude 7°21"S, longitude
39°53"W e altitude 884m). A colheita foi realizada no més de junho de 2019, onde o
material vegetal foi identificado no Laboratério de Microbiologia e Biologia Molecular
da Universidade Regional do Cariri — URCA e o comprovante da espécie foi
depositado no Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima - HCDAL da

Universidade Regional do Cariri - URCA, catalogado sob o numerode registro 13.055.

4.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

As folhas de E. gracillima foram separadas manualmente e colocadas no
moinho de facas, apds a retirada dos materiais indesejados. O OEEG foi obtido
através de arraste a vapor de agua, aquecida por 5 horas, na qual foi utilizado 300 g
do material previamente triturado, sendo adicionado ao baldo de hidrodestilacdo com
agua, na proporcédo de 1:10 (m/v). O OEEG foi resultante da condensacéo simultanea
com o vapor de aguano condensador. O restante de aguafoiremovido pelapassagem
do OEEG através de um filtro contendo agente secante (Na2S0O4). O mesmo foi

mantido sob refrigeracéo a -4 °C.

4.3 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

Para determinacdo da composicdo quimica do OEEG foi utilizado um
Cromatografo a Gas (Palo Alto, CA, EUA), série 5975C, com sistema de detecgéo de
guadrupolo triplo ligado a uma coluna Agilent Technologies DB-5MS (30 m x 0,25 mm
x 0,25 ym). Amostras contendo 1L (1:50 do OEEG), foram injetadas no cromatografo
gasoso acoplado a espectrometria de massa CG-EMS. Os compostos foram
identificados pela comparacdo de seus espectros de massa usando o software
MassFinder 4, NISTO8 e Wiley Registry ™ 9th Edition, integrados ao software Agilent
MSD Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) e ao indice de

Retencao. As amostras foram quantificadas por cromatografia gasosa com detector
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de ionizacédo de chama (GC-DIC), em triplicata para o célculo do desvio padrdo da

porcentagem da area de pico para cada composto no cromatograma.

4.4 PREPARACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

ApOs a caracterizacao e identificagcdo do componente majoritario do OEEG, a
preparacdo do complexo de incluséo foi realizada. Para tanto, utilizou-se o D-
Germacrene (16,1%). O componente majoritario D Germacrene foi escolhido e na
razdao molar de 1:1 (D Germacrene presente no OEEG: B-CD) foram pesados.
Imediatamente adicionados a um Erlenmeyer juntamente com uma solucéo de agua
(25%) e etanol (75%) deixando em um agitador magnético por 24 horas. Em seguida,
a amostra foi congelada em temperatura de -4 °C e posteriormente liofilizadas a -50
°C e 1,09 Pa, até que toda a agua fosse retirada. Apdés esse procedimento, as
amostras foram conservadas em dessecador em temperatura ambiente (COIMBRA et
al., 2019; MARRETO et al., 2008). Também foi realizada uma mistura fisica, em gral

de vidro com as mesmas quantidades de OEEG e B-CD.

4.5 ANIMAIS

Foram usados camundongos adultos machos albinos Swiss (3 meses de idade,
entre 30 g e 40 g). Os mesmos foram mantidos em gaiolas apropriadas, com
temperatura controlada (22 °C +/- 2 °C). Foi mantido um ciclo claro/escuro de 12 h
cada, com acesso gratuito a alimentos e agua e um periodo de aclimatacéo de 24 h.

O estudo foi previamente aprovado pelo comité, n® 0043/2020.

4.6 MEDICAMENTOS E TRATAMENTOS

Como veiculo para solubilizacéo e aplicacdo dos medicamentos foi utilizado
Tween 80 (50%) Solucéao salina (NaCl 0,15M) (50%); Diazepam 5 mg/Kg (Germed) foi
usado oralmente como medicamento de referéncia(controle positivo) para a atividade
anticonvulsivante; Picrotoxina (PIC) 80 mg/Kg (Sigma) foi utilizado como agente

indutor das convulsdes por via intraperitoneal; O OEEG nas dosagens de 10, 50, 100,
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200 ou 1000 mg/kg foram administrados oralmente noscamundongos; O B-OEEG nas
dosagens 10, 50, 100, 200 ou 1000 mg/Kg foram administrados oralmente nos
camundongos. Os camundongos foram submetidos aos testes 30 minutos apds a
administracdo intraperitoneal do agente anticonvulsivante (PIC) e 1 hora apos
administracéo oral do B-OEEG e OEEG. As solucdes foram preparadas no momento

dos testes e administradas em um volume de 10 ml/kg de peso corporal.

4.7 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

4.7.1 Andalises Térmicas

Foram realizadas as analises de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC) e
Termogravimetria (TG). Ambas utilizaram um analisador térmico simultaneo
(NETZSCH STA 449 F3 Jupiter) onde, aproximadamente 7mg das amostras de f -
CD, OEEG, B-OEEG e MFOEEG foram adicionados, separadamente, a um cadinho
de aluminio e posteriormente submetidos a uma faixa de temperatura (40 °C a 600
°C) em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL/mim) e agquecimento de 10 °C por
minuto.Para as curvas de DSC, foi utilizado o DSC de cada amostra, sob temperatura
controlada. Os valores obtidos para todas as amostras foram plotados em grafico e
submetidas a avaliacdo da curva de comportamento térmico para cada uma delas.
Para as curvas de TG foi utilizadaa variacdo de massa das amostras sob temperatura
controlada. Os valores obtidos para todas as amostras foram plotados em gréafico e
submetidas a avaliacdo da curva comportamento térmico para cada uma delas (VAN
HEES et al., 2002).

4.7.2 Espectroscopiano Infravermelho portransformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) do OEEG, MFOEEG e B-OEEG foram coletados usando um espectrofotbmetro
Nicolet 550-I FT-IR (Nicolet, EUA) com 32 varreduras e resolucdo de 4 cm!. As
amostras em foram envolvidasem p6 de brometo de potassio (Kbr) em uma proporcao

de massa 1:100. Logo apos, foram comprimidos em discos com 8mm de diametro e



29

foram analisados por transmissdo. Os espectros de FTIR foram analisados pelo
software (OMNIC 5.2)

4.8 TOXICIDADE AGUDA

A avaliacédo toxicidade aguda foi realizada em duas etapas onde, inicialmente,
os animais foram divididos em seis grupos com 1 animal cada. Doses distintas por via
oral do OEEG (10, 100 e 1000 mg/kg) e do B-OEEG (10, 100 e 1000 mg/kg) foram
aplicadas. Em seguida, os animais foram mantidos sob observacgéo por 24 horas. Na
segundaetapa os animaisforam distribuidos em seis grupos, com 1 animal por grupo,
gque receberam por via oral altas doses do OEEG (1.600, 2.900 e 5.000 mg/kg) e do
B-OEEG (1.600, 2.900 e 5.000 mg/kg), respectivamente. Os animais foram mantidos
sob observacdo por 24 horas. Ap6s o periodo, foram verificados quantos animais

tinham morrido e a DLso (dose letal mediana) serdo determinadas através da formula:

LDgo = V(Dg X Dygp)

Onde,
Do = Maior dose onde ndo houve mortalidade

D1oo = Menor dose que houve mortalidade
CED.y = V(Dy X Dypp)
Onde,

Do = Maior dose onde ndo houve efeitos colaterais

D1oo = Menor dose que houve efeitos colaterais.

4.9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

A avaliacdo da atividade anticonvulsivante foi realizada utilizando 8 grupos
experimentais (n=5), separados por: Grupo Controle Negativo — animais tratados

com Solucéo salina (NaCl 0,15M) v.o; Grupo Controle Positivo — animais tratados



30

com Diazepam (5 mg/kg; v.0); Grupo experimental OE I- animaistratados com OEEG
(50 mg/Kg; v.0.); Grupo experimental OE II- animais tratados com OEEG (100
mg/Kg; v.0.); Grupo experimental OE lll- animais tratados com OEEG (200 mg/Kg;
v.0.); Grupo experimental B-CDOE I- animais tratados B-OEEG (50 mg/Kg; v.0.);
Grupo experimental B-CDOE II- animais tratados com B-OEEG (100 mg/Kg; v.0.);
Grupo experimental B-CDOE llI- animais tratados com B-OEEG (200 mg/Kg; v.0.).
Uma hora apos a administracdo dos compostos, foi administrado PIC (10 mg/Kg, i.p.)
para induziras convulsdes. Apds 30 (trinta) minutos, os animais foram avaliados de
acordo com: Intensidade da crise convulsiva (nimero de convulsdes), laténcia para

inicio da primeira convulsdo (em segundos) e laténcia de morte (em segundos).

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados obtidos passaram por analise quanto a normalidade pelo teste
de Shapiro-Wilk. Quando o mesmo foi detectado como normal, passou pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA) com subsequente teste de Tukey. Em caso de
anormalidade os dados foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis,com subsequente
método de Dunn. Tanto ANOVA quanto Kruskal-Wallis foram usados para indicar
variabilidade entre os grupos. Os testes de Tukey e Dunn foram usados para localizar
quais grupos divergem entre si. As analises estatisticas, em sua totalidade, foram
consideradas com nivel de significancia de 0,05 (p<0,05) utilizando o Graph Pad

Prism, versao 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL

O dleo essencial que foi obtido das folhas da Eugenia gracillima, pelo método
de arraste a vapor, teve umrendimento de 0,136%. A analise quimica do OE por GC-
EMS, das folhas de Eugenia gracillima (OEEG) demostrou que os componentes
majoritarios  presentes no o6leo sadao Germacrene D, y-Muuirolene-g,
Byciclogermacrene, Germacrene B, A-Cadiene, A-Elemene. Conforme disposto na
Tabela 2, foram encontrados 45 compostos, totalizando 99,68% do 6leo total. Desse
percentual, 64,45% s&do de hidrocarbonetos sesquiterpénicos, 22,22% sao de
sesquiterpenos oxigenados, 2,22% de hidrocarbonetos monoterpenos e 11,11% de

outros elementos.

Tabela 2: Composi¢do quimica do 6leo essencial de Eugenia gracilima.

TR (min) Composto Area (%)
22.649 A-Elemene 6.06
23.863 Sativene 0.21
24.052 a-ylangene 0.50
24.246 Copaene 0.60
24.351 Guaia-6,9-diene 0.68
24611 B-boubonene 0.71
24.860 B-cubene 0.11
24.959 Cyclohexane 141
25.097 a-cubene 0.12
26.059 Bicyclo 4.89
26.473 B-copaene 0.31

26.685 y-elemene 0.73



26.868

27.194

27.278

27.450

27.755

27.862

28.270

28.488

28.677

28.820

29.050

29.278

29.351

29.430

29.579

29.704

30.040

30.369

30.518

30.893

31.020

31.636

32.443

32.615

32.802

a-guaiene
Cadina-3,5-diene
Alloaromadendrene
a-humulene
Trans-caryophyllene
y-amorphene
Cyclohexene
y-muurolene
Germacrene D
Naphthalene
(-)-isoledene
Bicyclogermacrene
Zonarene
a-Muurolene
Cyclohexane
a-gurjunene
yMuurolene-g
A-cadiene
(+)-B-guaiene
a-cadiene
Selina-3,7(11)-diene
Germacrene B
(-)-Spathulenol
2-B-pirene

Gobulol

1.80

0.26

0.90

1.64

0.40

1.77

0.27

1.37

16.10

0.16

1.30

8.53

0.93

0.73

0.61

4.03

15.60

6.23

0.84

2.33

0.15

7.43

0.67

0.29

1.03

32



33

33.026 1H-Cycloprope-azulen-4-ol 1.01
33.879 Cubenol 3.58
34.274 Viridiflorol 0.42
34.436 (+)-spathulenol 1.12
34.765 Isospathulenol 0.13
34.896 Cadin-4-en-10-ol 0.67
35.066 Torreyol 0.60
35.365 a-cadinol 0.45

Total 99.68

TR: tempo de retengdo (minutos); (%) percentagem dos compostos na amostra

O componente majoritario do OE presente na espécie deste estudo,
germacrene-D, anteriormente avaliado in vitro, apresentou atividade citotoxica em
células MDA-MB-231 (RICHMOND et al.,, 2009), repelente e inseticida (NOGE;
BECERRA, 2009). Oleos essenciais que contém germacrene-D e bicyclogermacrene
como compostos majoritarios, também apresentaram atividade citotoxica melanoma
murino B16F10 (SILVA etal., 2013).

Oleos essenciais de outras espécies que continham a presenca de
germacrene-D, germacrene B, bicyclogermacrene, espatulenol, a-humulene, o-
cadinol, cubenol demostraram atividade neurofarmacolégica (OLIVEIRA-JUNIOR et
al., 2018; DINIZ et al., 2019). No presente estudo, o0s mesmos compostos foram
evidenciados (Tabela 1), colaborando assim a prospecc¢éo de estudos que envolvam
atividades correlacionadas ao SNC.

O Oleo essencial de Annona vepretorum, nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg,
apresentou atividade no SNC com acao farmacolégica ansiolitica, sedativa,
anticonvulsivante e antidepressiva in vivo. Os compostos majoritarios evidenciados na
caracterizacdo desde OE foram (E)-B-Ocimene, Germacrene D, Bicyclogermacrene,
Limonene (DINIZ et al., 2019). O OEEG apresentou composicao semelhante, com a
presenca de Germacrene D, Bicyclogermacrene como componentes em excesso,

direcionado com isso a aplicacdo neurofarmacoldgica do 6leo.
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O OE de Croton conduplicatus, nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg, apresentou
atividades neurofarmacoldgicas, como antinociceptiva, ansiolitica e sedativa em ratos,
e a composi¢cao quimica apresentou como majoritarios o 1,8-cineol, espatulenol, p-
cymene e 0xidode cariofileno. Adicionalmente, 0 OE também apresentou a-humulene,
germecrene-D e bicyclogermacrene (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2018). O OEEG tem
composi¢do quimica semelhante ao OE de Croton conduplicatus e o emprego de
novos ativos derivados de plantas sédo alternativas promissoras e, a composicao

quimica esta relacionada aos efeitos farmacolégicos desses derivados.

5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE INCLUSAO DO OLEO
ESSENCIAL

5.2.1 Espectroscopia De Infravermelho Com Transformada De Fourier (FTIR)

A avaliacdo da formacédo do complexo de incluséo através da comparagao dos
espectros do hdspede puro e de seus complexos solidos obtidos por distintastécnicas
€ imprescindivel para a comprovacao da encapsulacdodosativos (LYRA et al., 2010).

O deslocamento dos picos, a variacdo de sua forma e intensidade do IV do
complexo de inclusdo (azul) relacionam a formacdo do complexo hdéspede-
hospedeiro. A Figura 3 mostra os espectros de IV do OEEG, MFOEEG e B-OEEG. O
Espectro do OE mostrou bandas caracteristicas e de intensidade moderada em
2958,08 cm! e 2931,38 cm1, j4 espectros da MFOEEG e B-OEEG sdo semelhantes
aos da B-CD pura, encontrados anteriormente (ABARCA etal., 2016; Ll etal., 2011).
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Figura 3: Espectros de FTIR do OEEG (preto), MFOEEG (vermelho) e 3-OEEG

(azul).

A analise dos espectros das amostras de OEEG, MFOEEG e B-OEEG permite
observar que o padrdo de absor¢cdo do B-OEEG sofreu uma maior perturbacéo pela
interacdo com o OEEG, e isso se comprova pelo maior achatamento da banda em
1642.73cm (no grafico do complexo de inclusdo) em comparacdo ao espectro
atribuido ao padréo de absor¢cdo da MFOEEG. Estudos anteriores conferem que um
maior estreitamento de bandas pode ser observado na formacdo de complexos de
inclusao, fator ndo observado nas misturas fisicas (CORTES, 2001). Os espectros da
figura 3 também revelam que nas bandas 757.34cm! e 861.89cm! do B-OEEG
ocorreu maior achatamento em comparacéo as bandas da MFOEEG.

A inclusdo de uma molécula na cavidade da B-CD causa restricao
conformacional, implicando na diminuicdo da movimentacdo das moléculas inclusas,
desenvolvendo com isso uma reducéo da intensidade de sinal das mesmas (ALVES
et al., 2019). A Figura 3 apresenta espectros com maior intensidade de sinal dos
componentes que nao foram complexados, evidenciando maior restricdo de
movimentacdo no complexo de inclusao, evidenciando com isso a formagdo da

complexacéo,
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5.2.2 Analises Térmicas

5.2.2.1 Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

As andlises térmicas foram realizadas para confirmar a formacéo do complexo
de inclusédo. A Figura 4 mostra o comportamento das curvas de DSC de quatro
amostras: 3-CD, OEEG, B-OEEG e MFOEEG. A curvade DSCda [-CD mostrou um
pico definido correspondente a liberacdo de agua de sua cavidade interna da
molécula, demostrando congruéncia com trabalhos anteriores (DE SANTANA et al.,
2020; KARATHANOS et al., 2007). A avaliacao da variacao térmica demostra que o
OEEG exibiu dois picos endotérmicos sendoum natemperatura de cerca 55°C e outro
na em 240 °C, que corresponde ao seu ponto de ebuli¢céo.

A Figura 4 também mostra que nacurva correspondente ao o B-OEEG o pico
endotérmico em 55 °C do OEEG desapareceu sugerindo a prote¢cdo do OEEG, uma
vez que esta na cavidade da molécula B-CD e o perfil da curva mostra sobreposicéo
do comportamento da 3-CD e OEEG.

A comparacao entre o perfil de substancias que foram complexadas e de seu
respectivo preparado apenas pela mistura dos agentes corrobora para a indicacao da
formacédo do complexo de inclusdo (ABARCA et al., 2016; AGUIAR et al., 2014; DE
SANTANAet al., 2020). Os testes realizadosno 3-OEEG e na MFOEEG evidenciaram
que a variacdo de comportamento das duas aliquotas foram pertinentese que, o -
OEEG forneceu protegao ao OEEG, evidenciando com isso a total complexagéo do
OE.
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Figura4: Termogramade DSC das Amostras de B-CD (vermelho), MFOEEG (azul), B- OEEG
(verde) e OEEG (preto)

5.2.2.2 Termogravimetria (TG)

A perda de massa de B-CD pode ser observado em graficos de TG, na
qual existe um perfil termodinamico, onde envolve a perda de agua da molécula em
temperatura aproximada a 120 °C com posterior decomposicdo térmica em
temperatura acima de 300 °C (AGUIAR et al., 2014; DE SANTANA et al., 2020;
SIQUEIRA-LIMA etal., 2017).

A curva de TG do OEEG demostra uma transicéo de fase correspondente
ao pico endotérmico, na qual existiu uma decomposicao gradual entre 120 °C e 230
°C com uma perda de massa equivalente a 90,8% do total da amostra. O perfil de
degradacao do B-OEEG sugere a formagéo efetiva da complexacdo, uma vez que
ocorre uma diminuicdo de perda de massa, correspondendo ao fato de que as

moléculas de agua no interior da molécula foram substituidas pelas moléculas do

OEEG.
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Figura 5. Termogravimetria de B-CD (preto), MFOEEG (vermelho), B-OEEG (Azul) e OEUG
(preto)

A variacdo entre a MFOEEG e B-OEEG representam indicios importantes,
visto que a perda de agua da primeira, ocasionada pelo o deslocamento e posterior
evaporacao da aguaem sua cavidade molecular, configurama possivel ndo formacéao
da complexacédo. O perfil de degradacado do OEEG e do B-OEEG representam fortes
indicios pois, a molécula complexada passa a degradar-se em temperatura mais
elevada que o OEEG livre, fato determinado pela protecdo fornecida ao fixa-se na
regido hospede da moléculade B-CD (TAKAHASHI, 2009). Os resultados das analises
térmicas mostram congruéncia com o comportamento de outros 6leos essenciais
complexados em B-CD (ABARCA et al., 2016; COIMBRA et al., 2019; DE SANTANA
et al., 2020).

5.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA

A toxicidade aguda configura-se como um resultado indesejado que é
relatado imediatamente, ou em um pequeno intervalo de tempo, apds Uunica

administracéo, ou varias administracdes de determinado ativo, em 24h (CHINEDU,;
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AROME; AMEH, 2013). No presente estudo, verificamos se ocorreu mortalidade dos
animais tratados com o 6Oleo essencial livre ou complexado. Na primeira etapa do
teste, os animais receberam por via oral as doses 10, 100 e 1000 mg/Kg do OEEG e
do B-OEEG e nenhumanimal morreu. Na etapa posterior, onde os animaisreceberam
doses elevadas, e a maior dose foi de 5000 mg/Kg néo ocorreram mortes de nenhum
animal. Com isso, néo foi possivel determinar a DLsodo OEEG (DIAS et al., 2007;
LIMA et al., 2010) bem como de seu respectivo complexo de inclusao.

Ativos cuja a DLso encontra-se superior a 5000mg/kg séo, contudo,
consideradas de baixa toxicidade, sugerindo assim que tanto o OEEG e B-OEEG séo
substancias de que, inicialmente, podem ser consideradas com baixa toxicidade,
necessitando, contudo, de analises posteriores para verificacdo de parametros
hematoldgicos e analises comportamentais (LORKE, 1983).

Estudos anteriores indicaram que a B-CD trata-se de molécula menos
toxica entre as CDs, ndo demostrando atividade irritante na forma livre, fornecendo
também protecdo contra irritacdo gastrica causada por farmacos que foram
complexados em seu interior, favorecendo sua empregabilidade como agente
complexante (GUEDES et al., 2008).

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE

Foi observado que o tratamento com OEEG livre na dose de 50 mg/kg néo
apresentou reducao significativa na duracédo das crises convulsivas, laténcia para
inicio das convulsdes e mortalidade. No entanto, observou-se que nas doses de 100
mg/kg e 200 mg/kg, o dleo essencial livre reduziu significativamente os paramentos
avaliados, apresentando resposta dose dependente, e chegando conferir protecéo de
mortalidade em 80% na dose de 200 mg/kg (Tabela 3).

Os animais tratados via oral com B-OEEG, apresentaram uma reducéo
estatisticamente significativa sob a laténcia, duragcdo das crises convulsivas e
mortalidade dos animais, semelhante ao OEEG, comportamento dose dependente,
chegando a inibir por completo as convulsdes e mortalidade na dose de 200 mg/kg,
fato este observado no farmaco Diazepam (Tabela 3).

A prevencao de convulsdesinduzidas por picrotoxina € umteste utilizado para

triagem preliminar, sendo possivel identificar potenciais drogas anticonvulsivantes. O



40

presente estudorevelou que tanto o 6leo essencialllivre (OEEG), quantoem suaforma
complexada (B-OEEG) foram capazes de proteger os animais contra as convulsdes
induzidas pelo antagonista ndo competitivo dos receptores GABA-A (picrotoxina)
mecanismo este, similar aos benzodiazepinicos e fenobarbital (MACDONALD;
KELLY, 1993).

Estudos sobre o potencial anticonvulsivante de 06leos essenciais vem
crescendo nas ultimas décadas, indicando o potencial farmacoldgico destas misturas
(FEDTSCH et al., 2012; POURGHOLAMI et al., 1999; VILAR et al., 2019). O 6leo
essencial da espécie Eugenia caryophyllata, popularmente conhecido como 6leo de
cravo, demonstrou atividade antiepiléptica, contra convulsdes induzidas por
Pentilenetetrazol (POURGHOLAMI et al., 1999). Semelhantemente,o0 OEEG pertence
a mesma espécie (Eugenia spp.). Outro 6leo essencial que também apresentou
atividade anticonvulsivante foi o extraido de Anona vepretorum. O mesmo apresentou
abundantemente os majoritarios Germacrene D e Bicyclogermacrene em sua
composicéo, onde nas dosagens de 25, 50 e 100 mg/kg do OE, conseguiu reduzir

significativamente a duracao das das crises convulsivas(COIMBRA et al., 2019).

. . Protecao
Laténcia para Mortalidade
o Duracgéo da o contraa
Tratamento primeira dos animais
convulséo (s) morte dos
convulséo (s) (%) o
animais (%)
NaCl 0,15M 473.80+22.05¢ 147.00+18.172 100 0
Diazepam
- — 0 100
(5 mg/kg)
OEEG
461.00+£18.45¢ 134.60+9.602 80 20
(50 mg/kg)
OEEG
539.20+23.71¢ 136.00+9.242 60 40
(100 mg/kQ)
OEEG
852.80+82.79¢ 42.8+2.13 20 80
(200 mg/kg)
B-OEEG
1.860.8+39.70P 18.4+6.51¢ 20 80

(50 mg/kg)
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B-OEEG
2.458.80+36.612 12.00+0.00¢ 0 100
(100 mg/kQ)
B-OEEG
- - 0 100
(200 mg/kQ)

Tabela 3: Avaliacao do efeito anticonvulsivante do éleo essencial livre de Eugenia
gracilima (OEEG) e complexado em (3-ciclodextrina (3-OEEG), sob convulsdes induzidas por
picrotoxina. Os valores sdo expressos em média *desvio padréo. Diferentes letras
sobrescritas indicam diferencas estatisticas.

Os dleos essenciais sdo compostos por diversas substancias (componentes
majoritarios) e, esta complexa associacao, é responsavel por diferentes atuacdes e
utilizacbesfarmacoldgicas para um mesmo produto. Os componentes majoritarios sao
constantemente avaliados e, de acordo com as literaturas disponiveis podem ser
avaliados quanto atuacdo em distintas atividades biolégicas (LAZARO et al., 2016;
NOBREGA et al., 2003; PONTES et al., 2019; SYLVESTRE; NAGAU; LEGAULT,
2006).

A epilepsia & uma patologia que acomete o SNC. Atualmente, existem algumas
opcbes medicamentosas para o tratamento farmacologico destinado aos pacientes
acometidos por essas crises, no entanto, a farmacodinamica destas substancias séo
distintas onde, de acordo com a origem da crise, o melhor medicamento é
selecionado, podendo ser uma opg¢ao que tem interagdo com os canais ibnicos ou
com os receptores dos neurotransmissores (GALANOPOULOU et al., 2012;
MACDONALD; KELLY, 1993).

O OEEG possui, abundantemente, os compostos majoritarios Germacrene D
(16.10%), y-Muurolene (15.60%), Bicyclogermacrene (8.53%), Germacrene B (7.43%)
e A-Elemene (6.06%) na qual,anteriormente, j& foram correlacionados com atividades
neuroldgicas. O componente Germacrene D (LENGTH, 2011) e y-Muurolene
(CAROLINE et al., 2020), sao agente inibidores da Acetilcolinesterase, atuando no
SNC contra a interacdo do neurotransmissor acetilcolina. Atividades neuroldgicas
também foram associadas ao género Eugenia spp., dentre elas, anticolinesterase
(SILVA et al., 2015), e anticonvulsivante (POURGHOLAMI et al., 1999) corroborando
assim com o indicativo de matéria prima promissora com atuagédo no SNC, inclusive
contra a convulsédo (COIMBRA et al., 2019; OYEDEJI; AFOLAYAN, 2005)
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No presente estudo o PB-OEEG apresentou superior atividade
anticonvulsivante quando comparado ao OEEG. Estudos biofarmacéuticos
determinam que a biodisponibilidade dos farmacos esta fortemente correlacionada a
hidrosolubilidade destes, bem como e permeabilidade entre as membranas celulares
(ROY, 2012). A complexacdo é uma estratégia competente para os casos de ativos
extremamente lipossoluveis, que por esta caracteristica intrinseca ndo possuem alta
biodisponibilidade pois, eliminam seu fator limitante mantendo sua capacidade
caracteristica de permear nas diversas membranas do organismo (LOFTSSON,
2002).

O impacto dos efeitos colaterais apresentados pelos farmacos
anticonvulsivantesou de aplicacao no sistema nervoso central disponiveis atualmente
na terapéutica sdo comuns. Dentre eles: problemas relacionados ao aumento da
incidéncia de tumores hepatocelulares , potencial mutagénico em altas
concentragbes, infertilidade, teratogenicidade, aumento na incidéncia de
encefalopatia hepéatica em pacientes com insuficiéncia hepética grave, reacdes
paradoxais, amnésia anterograda, cansaco, sonoléncia, fraquezamuscular, disturbios
no sistema nervoso central, distlrbios gastrointestinais, oculares, vasculares diversos,
distarbios renais e urinarios, distirbios na pele e tecido subcutaneo, cardiopatias,
distirbios respiratérios e hepatobiliares (ANVISA, 2020(COSTA; BRANDAOQ;
SEGUNDO, 2020; MACDONALD; KELLY, 1993; SUCHER; CARLES, 2015).

Em contrapartida, tanto o OEEG quanto o B-OEEG néo apresentaram
mortes em nenhuma das doses testadas no estudo, podendo ser posteriormente
melhor investigado como possivel ativo com baixa toxicidade. Os dois produtos
também foram capazes de reduzir as convulsdes e a duracdodas mesmas, bem como
reduziu também a mortalidade dos animais. Sendo assim, os resultados para acéo
anticonvulsivante do OEEG e B-OEEG foram muito relevantes, e a sua complexacao
com a B-CD demonstrou um grande aumento no desempenho farmacodinamico do

Oleo essencial da espécie.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, verificou-se que o OEEG apresenta como composto
majoritario o germacrene-D encontrado majoritariamente também em outros 6leos
essenciais que obtiveram, semelhantemente, atividade anticonvulsivante bem como
em outras espécies do género Eugenia spp.

As técnicas utilizadas para comprovar a complexacdo do OEEG demostraram
que ocorreu a devida complexagao do OEEG pela molécula da 3-CD.

Com os resultados encontrados no ensaio de toxicidade aguda, no qual néo
ocorreu mortes, mesmo na maior dose de 5.000 mg/Kg.

A comparacdo entre os resultados para atividade anticonvulsivante entre o
OEEG e seu respectivo complexo de inclusdo demostrou que ao realizar tal
tecnologia, ocorreu melhora nos parametros obtidos com importante acéo

neuroprotetora nos camundongos.
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