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RESUMO

Eugenia brejoensis € uma espécie utilizada na medicina tradicional para o tratamento de
doencas inflamatorias, dores em geral e febre. Os 0Oleos essenciais apresentam atividades
bioldgicas interessantes, entretanto, o seu uso na industria farmacéutica é limitado em virtude
das suas propriedades fisico-quimicas. Sistemas microemulsionados e complexos de inclusdo
molecular tém sido utilizados para incrementar as atividades biologicas e aplicagdes
farmacotécnicas. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver complexos de incluséo
e sistemas microemulsionados com o Oleo essencial E. brejoensis (OEED), avaliando o
potencial antinociceptivo, anti-inflamatério e a seguranca bioldgica. Procedeu-se a
complexagdo do 6leo essencial com B-ciclodextrina (por malaxagem e slurry) e a caracterizacdo
por técnicas espectroscopicas, calorimétricas, microscopicas e reologia. Sistemas
microemulsionados foram formulados a partir de diagrama de fases, utilizando o 6leo essencial
(como fase oleosa), surfactantes e co-surfactantes (1:1) e &gua ultrapura. Os sistemas foram
caracterizados por analise reoldgica, tamanho de goticulas, indice de polidispersividade,
condutividade elétrica, microscopia de luz polarizada e pH. Os resultados da caracterizacao
mostraram a complexacdo do éleo pelos métodos malaxagem e slurry sem grandes variacoes.
Entretanto a eficiéncia de inclusdo do complexo pelo método slurry mostrou-se mais
interessante para 0s ensaios in vivo. A atividade antinociceptiva nos modelos de contor¢édo
abdominal evidenciou um aumento na inibicdo no nimero das contor¢gdes com a administragdo
do OEEDb+ B-CD (77,22%) em relacdo ao 6leo livre (67,74%); no teste da formalina, o complexo
atuou via sistema opioide com aumento significativo na inibicdo da dor nas fases neurogénica
(78,60%) e inflamatéria (91,15%) em relacdo ao Oleo livre (53,60% e 75,21%,
respectivamente). O tratamento em edema de pata com o 6leo € com OEEb+ -CD reduziu em
70,24% e 97,03%, que foi acompanhado também pela reducdo nos niveis de TNF-a (52,63% e
54%) e IL-1B (65,76% e 74,10%) no modelo de peritonite aguda. A administragdo oral do 6leo
essencial e do complexo de inclusdo ndo apresentou toxicidade aguda, assim como nao
indicaram potencial genotoxico no ensaio cometa e microndcleo. A toxicidade de doses
repetidas por 28 dias ndo revelou alteracBes histoldgicas nos parametros hematolédgicos e
bioguimicos. O complexo OEEb+ 3-CD mostrou atuar na prevencao do estresse oxidativos com
elevacdo nos niveis de enzimas antioxidantes enddgenas, e € seguro para administraces
continuas na dose de 250 mg/kg. O sistema microemulsionado desenvolvido e selecionado
para avaliacdo das atividades biolégicas (ME 2) foi classificado como fluido newtoniano (N=1)
com viscosidade constante (K = 0,025), isotdpico, com tamanho de goticulas de 18.69+0.04nm,
PDI0,181+0.06 e pH 6.4+£0.04. A ME 2 promoveu a reducdo da citotoxicidade do 6leo em 11%
nos fibroblastos L929 e, na atividade anti-inflamatdria topica, em 87,5% do edema de orelha.
Na contorcdo abdominal, a ME 2 e o 6leo essencial mostraram-se promissores para analgesia
topica, com percentuais de inibicdo de 57,52% e 67,60% respectivamente. No teste de
movimento de cauda, a morfina (8.75+£0.20), o dleo (6.66+0.32) e ME 2 (6.33+0.33)
apresentaram resultados relevantes em comparagdo com os valores do veiculo ou microemulséo
inerte. Os resultados obtidos validam o uso tradicional de E. brejoensis sendo relevantes as
formulacGes desenvolvidas para aplicacdo em novas apresentacdes farmacéuticas.

Palavras-chaves: B-ciclodextrina. Microemulsdes. Antinociceptivo.  Anti-inflamatorio.
Seguranca toxicologica



ABSTRACT

Eugenia brejoensis is a species used in traditional medicine for the treatment of inflammatory
diseases, pain in general and fever. The essential oils present interesting biological activities,
however, their use in the pharmaceutical industry is limited due to their physicochemical
properties. Microemulsion systems and molecular inclusion complexes have been used to
enhance biological activities and pharmacotechnical applications. In this context, the aim of
this study was to develop inclusion complexes and microemulsion systems with the E.
brejoensis essential oil (OEED), evaluating the antinociceptive, anti-inflammatory potential and
biological safety. Complexation of the essential oil with B-cyclodextrin (by malaxation and
slurry) and characterization by spectroscopic, calorimetric and microscopic techniques were
carried out. Microemulsion systems were formulated from phase diagram using the essential
oil (as the oil phase), surfactants and co-surfactants (1:1) and ultrapure water. The systems were
characterized by rheological analysis, droplet size, polydispersity index, electrical conductivity,
polarized light microscopy and pH. The characterization results showed the complexation of
the oil by the malaxing and slurry methods without major variations. However, the inclusion
efficiency of the complex by the slurry method proved to be more interesting for in vivo assays.
The antinociceptive activity in abdominal writhing models showed an increase in the inhibition
in the number of writhings with the administration of OEEb+ 3-CD (77.22%) compared to free
oil (67.74%); in the formalin test, the complex acted via opioid system with a significant
increase in pain inhibition in neurogenic (78.60%) and inflammatory (91.15%) phases
compared to free oil (53.60% and 75.21%, respectively). Treatment in paw edema with the oil
and with OEEb+ B-CD reduced it by 70.24% and 97.03%, which was also accompanied by
reduction in TNF-a (52.63% and 54%) and IL-1B (65.76% and 74.10%) levels in the acute
peritonitis model. Oral administration of the essential oil and inclusion complex showed no
acute toxicity, as well as no genotoxic potential in the comet assay and micronucleus assay.
Toxicity of repeated doses for 28 days did not reveal histological changes in hematological and
biochemical parameters. The OEEb+ B-CD complex was shown to act in preventing oxidative
stress with elevation in the levels of endogenous antioxidant enzymes, and is safe for continuous
administrations at the dose of 250 mg/kg. The microemulsified system developed and selected
for evaluation of biological activities (ME 2) was classified as a Newtonian fluid (N=1) with
constant viscosity (K = 0.025), isotopic, with droplet size of 18. 69+0.04nm, PDI 0.181+0.06
and pH 6.4+0.04. ME 2 promoted the reduction of oil cytotoxicity by 11% in L929 fibroblasts
and in topical anti-inflammatory activity by 87.5% in ear edema. In abdominal contortion, ME
2 and the essential oil showed promise for topical analgesia, with inhibition percentages of
57.52% and 67.60%, respectively. In the syrup movement test, morphine (8.75%0.20), oil
(6.66£0.32) and ME 2 (6.33+0.33) showed relevant results compared to the values of the
vehicle or inert microemulsion. The results obtained validate the traditional use of E. brejoensis
and the formulations developed for application in new pharmaceutical presentations are
relevant.

Key-words:  B-ciclodextrin.  Microemulsions.  Antinociceptive. Anti-inflammatory.
Toxicological safety.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais e de produtos delas originados como formulas terapéuticos pela
medicina popular é uma pratica milenar, antecedendo, pois, a quimica moderna.
Historicamente, esta presente na sabedoria do senso comum, articulando cultura e saide, uma
vez que estes aspectos ndo ocorrem isoladamente, mas inseridos em um contexto historico
determinado (CRUZ; BRANDELLI, 2017; FREITAS et al., 2014). Foi a partir da
experimentacdo e utilizacdo de plantas medicinais na prevencdo e no tratamento de doencas
que foram descobertos os primeiros compostos quimicos dotados de propriedades bioldgicas
(TOMAZZONI et al., 2006; KARAM et al., 2013). Embora seja produzida uma larga escala de
drogas para o tratamento de diversas patologias, o uso de produtos naturais tem intensificado-
se em diversos paises, principalmente no Brasil, por possuir uma flora rica e diversa (FIRMO
et. al., 2011). Este potencial tem atraido cada vez mais atencdo para a realizacdo de pesquisas
que identifiguem novos compostos quimicos presentes nos materiais vegetais.

De ocorréncia exclusivamente brasileira, a Caatinga € um bioma que apresenta uma ampla
biodiversidade, porém, ainda pouco conhecida e explorada. Composta por uma vegetacdo do
tipo xerofita, as espécies vegetais que 1a ocorrem sdo adaptadas ao clima seco e arido e a baixa
disponibilidade de agua, tendo adquirido mecanismos adaptativos que permitiram sua
sobrevivéncia em condi¢es tdo adversas (DRUMOND, 2013).

Myrtaceae é uma das maiores familias de plantas angiospérmicas do mundo, com 132
géneros e 5.671 espécies (FARIAS et al.,, 2020). No Brasil, encontra-se distribuida
geograficamente em todas as regides, sendo representada por 29 géneros e 1.1195 espécies
(SILVA; MAZINE, 2016; BRASIL, 2022). Assim, a Myrtaceae constitui-se como uma familia
muito importante para a economia local das regides brasileiras onde diferentes espécies sdo
cultivadas. Adicionalmente, algumas espécies de Myrtaceae sdo popularmente utilizadas ha
décadas como agentes anti-hipertensivos, antimicrobianos, antioxidantes e anti-inflamatoérios
(CONSOLINI et al.,1999; CONSOLINI et al, 2002; OGUNWANDE et al., 2005).

Um dos géneros da familia Myrtaceae que possui 0 maior niumero de espécies - e, devido a
esse fator, € um dos mais estudados - € o género Eugenia. No Brasil, 0 género Eugenia é
representado por 407 espécies (MAZINE et al., 2022). Entre estas, destaca-se a Eugenia
brejoensis, espécie endémica da regido Nordeste do Brasil e que foi primeiramente descrita no
municipio pernambucano de Brejo da Madre de Deus (MAZINE; SOUZA, 2008). Além dos
Estados nordestinos da Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, a E. brejoensis esta
presente no Sudeste brasileiro, no Estado do Espirito Santo (GIARETTA; PEIXOTO, 2014).
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Popularmente, E. brejoensis é conhecida como “cutia” ¢ as suas folhas, frutos e caule sdo
utilizados pela medicina popular para tratamento de diarreia, febre e reumatismo. Na literatura,
sdo encontrados relatos sobre a acdo antimicrobiana de extratos das folhas de E. brejoensis
frente a algumas bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus) e Gram-
negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis e Pseudomonas
aeruginosa) (AZEVEDO et al., 2012). Além disso, o 6leo essencial extraido das folhas da E.
brejoensis tem se destacado por apresentar atividade larvicida contra o mosquito Aedes aegypti,
antibactericida em isolados de Staphylococcus aureus e acdo tripanocida na linhagem de
Trypanosoma cruzi (BEZERRA FILHO et al., 2020; SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2017).

Oleos essenciais s&0 misturas de compostos volateis produzidos no metabolismo secundario
das plantas, cuja funcao esta associada a defesa destas. Podem ser extraidos a partir das folhas,
frutos, cascas e rizomas por meio de técnicas como arraste a vapor ou prensagem do pericarpo
(FERRAZ et al., 2022a). Ao longo dos anos, os 6leos séo descritos na literatura como extraidos
de diversas plantas e utilizados em variados seguimentos industriais como: perfumaria,
cosméticos, alimentos e farmacéuticos (CIMINO et al., 2021; DAS et al.,2019; GALLUCCI et
al., 2009). O uso destes Oleos esta associado ao seu potencial antibacteriano, antifingico,
antioxidante, anti-inflamatdrio, analgésicos e gastroprotetores, conferindo-lhes, assim, uma
diversidade de aplicagdes (COSTA et al., 2022; ESTRELLA et al., 2021; SAMPAIO et al.,
2019; SIEBERT et al., 2015).

A terapéutica com drogas analgésicas e anti-inflamatorias esta, rotineiramente, associada a
sua eficacia limitada ou efeitos adversos, tais como transtornos gastrointestinais e alteracdes
cardiovasculares (PADOIN et al., 2018). Neste contexto, a pesquisa por Nnovos compostos
bioativos como alternativa terapéutica para tratamentos de dor, inflamacgéo e outras doencas
torna-se necessaria (CAMPOS et al., 2019). Deste modo, novos agentes bioativos de origem
vegetal tém sido investigados na tentativa de serem mais eficientes, mais benéficos, menos
danosos e mais acessiveis a populacdo (CABRAL et al., 2021; CHANG et al., 2011).

Diante das potencialidades farmacoldgicas atribuidas aos oOleos essenciais, tem-se um
entrave quanto a comercializacdo para a industria farmacéutica. Por apresentarem
caracteristicas fisico-quimicas inerentes, sdo misturas complexas de moléculas lipofilicas
altamente volateis, podem se degradar quando expostos a determinadas condi¢bes ambientais
(temperatura elevada, umidade e oxigénio), sendo também dependente das condi¢cbes de
armazenamento e processamento (PANDIT et al., 2016; KUMAR et al., 2020). Inimeras
estratégias com o uso da nanotecnologia sdo descritas para reverter as dificuldades técnicas para

utilizacdo dos 0leos essenciais como materia-prima para a industria farmacéutica (WEISANY
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et al., 2022). Dentre as alternativas utilizadas para criar um sistema de protecdo, ou seja,
promover a encapsulacdo dos 6leos, destacam-se as ciclodextrinas, que sdo as mais utilizadas,
seqguidas de polimeros, principalmente o polietilenoglicol, carregadores nanolipidicos e
sistemas microemulsionados (AGUIAR et al., 2014; SA et al., 2020; DHIMAN et al., 2021;
GALVAO et al., 2015; VIKAS et al., 2018).

As ciclodextrinas ja sdo utilizadas como excipiente farmacéutico, principalmente para
solubilizar farmacos com baixa solubilidade em agua (BRASIL, 2015). Possuem caracteristicas
fisico-quimicas estaveis, capazes de proteger moléculas hdspedes da degradacéo pelo trato
gastrointestinal: proporcionam estabilidade térmica, protegem da foto-oxidacdo, reduzem a
volatilidade, efeitos fisiologicos - como a toxicidade - e caracteristicas organolépticas
indesejadas (CAMPOS et al., 2019; MENEZES et al., 2016).

As microemulsdes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, isotropicos e transparentes,
constituidas por uma associacdo de agua e 6leo e estabilizadas por um filme de tensoativos /
co-tensoativos na interface 6leo/ 4gua. Comportam-se como reservatérios capazes de liberar e
direcionar os bioativos para tecidos e células especificas, logo, proporcionam uma modificacdo
da biodisponibilidade e, consequentemente, a diminui¢cdo da toxicidade de substancias
administradas em formas farmacéuticas convencionais (CALLENDER et al., 2017,
MARIYATE; BERA, 2022).

Considerando os aspectos acima descritos, este trabalho teve como objetivo desenvolver e
caracterizar complexos de inclusdo e sistemas microemulsionados com o éleo essencial das
folhas de E brejoensis, a fim de viabilizar suas caracteristicas fisico-quimicas, elaborando
formulacBes capazes de melhorar a sua aplicacdo e possivel candidatura a farmacoldgica.
Inicialmente, foi investigado, a partir de modelos pré-clinicos, o potencial de nocicepgdo, anti-
inflamatdrio e a seguranca farmacoldgica do uso do Oleo essencial de E brejoensis. Na
sequéncia, procedeu-se as atividades investigatorias sobre a atuacdo sistémica em modelos de
avaliacdo da atividade antinociceptiva, anti-inflamatdria, antioxidante e toxicoldgicas dos
complexos de inclusdo obtidos com o 6leo essencial e B-ciclodextrina a partir do método de
malaxagem. No que concerne aos sistemas microemulsionados, apds a caraterizacéo, procedeu-
se a avaliacdo da citotoxicidade e do potencial anti-inflamatoério em modelos in vivo para

administracdo das formulacGes por via topica.



20

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver complexos de inclus&o e sistemas microemulsionados com o 6leo essencial
E. brejoensis (OEED), avaliando o potencial antinociceptivo, anti-inflamatério e a

seguranca biologica.

1.1.2 Objetivos Especificos

Artigo |

Obter e caracterizar quimicamente o dleo essencial das folhas de E. brejoensis por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectro de Massas.

Avaliar a atividade antioxidante in vitro pelos métodos de reducdo de radical livre de
DPPH, ABTS e formagdo do complexo de fosfomolibdénio.

Investigar a toxicidade in vitro pelo teste de hemdlise de eritrocitos de camundongos
Avaliar a toxicidade aguda in vivo em camundongos por meio de anélise bioquimicas e
hematoldgica do sangue, e histolégica dos 6rgaos.

Investigar o potencial antinociceptivo in vivo do 6leo essencial em modelos agudos de
nocicepcao: dor induzida por acido acético e por formalina.

Verificar em modelos in vivo 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade
antinociceptiva do 6leo essencial, através da participacdo dos sistemas opioide,
muscarinico e K*are.

Investigar a atividade anti-inflamatoria in vivo em modelos experimentais de inducéo
de edema de pata e peritonite em camundongos Swiss.

Avaliar a acdo genotoxica in vivo do 6leo essencial por meio dos testes de cometa e

micronucleo.

Artigo 11

Obter microemulsdes com o O6leo essencial de E. brejoensis como fase oleosa e

diferentes surfactantes/co-surfactantes a partir de diagrama de fase pseudoternario.
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Caracterizar os sistemas microemulsionados por meio da Microscopia de luz polarizada,
Espalhamento dindmico de luz, Condutividade elétrica e Reologia.

Investigar a toxicidade dos sistemas in vitro em células de fibroblastos murinos (L929).
Verificar a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva topica das microemulsées com
0 0leo essencial em modelos experimentais de edema de orelha, contor¢cdo abdominal e

movimento de calda em camundongos.

Artigo 111

Obter complexos de inclusédo do 6leo essencial de E. brenjoensis em g-ciclodextrina por
malaxagem e slurry.

Analisar termicamente o 6leo essencial de E. brejoensis e os complexos de incluséo por
Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e Termogravimetria (TG).

Investigar a morfologia e o perfil de cristalizacdo dos complexos por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e difracéo de raio x (DRX).

Verificar o potencial antinociceptivo in vivo do 6leo essencial incluso com f -
ciclodextrina em modelos agudos de nocicepg¢do: dor induzida por &cido acético e por
formalina e 0 mecanismo de acdo por meio das vias opioide, muscarinica e K*atp.
Avaliar a acdo anti-inflamatéria in vivo do 6leo essencial com p-ciclodextrina em
modelos experimentais de peritonite e edema de pata.

Investigar a toxicidade aguda e subaguda em camundongos tratados com 6leo essencial
incluso em g-ciclodextrina.

Analisar a acdo genotdxica determinando a frequéncia de dano no DNA e a frequéncia
de micronucleos em células sanguineas de camundongos Swiss tratados com o dleo

essencial incluso em g-ciclodextrina.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Eugenia brejoensis Mazine: FAMILIA, GENERO E CARACTERISTICAS BOTANICAS

Myrtaceae € uma das mais importantes familias das Angiospermas, compreendendo
cerca de 142 géneros e 6700 espécies, distribuidas mundialmente nas regides tropicais e
subtropicais da América do Sul, Australia, Africa e sudeste da Asia (WILSON, 2011). De
acordo com o sistema de classificagdo mais moderno, as espécies da familia Myrtaceae sdo
agrupadas em duas subfamilias: as Myrtoideaee, distribuidas em quinze tribos (Backhousieae,
Chamelaucieae, Eucalypteae, Kanieae, Leptospermeae, Lindsayomyrteae, Lophostemoneae,
Melaleuceae, Myrteae, Osbornieae, Syncarpieae, Syzygieae, Tristanieae, Xanthostemoneae), e
as Psiloxyloideae, com apenas duas tribos, Heteropyxideae, Psiloxyleae (APG IV, 2016).

No Brasil, a familia Myrtaceae € distribuida em todos os dominios fitogeograficos, tendo
sido contabilizadas a identificacdo e catalogacdo de 29 géneros e 1195 espécies, dos quais 4
géneros e 788 espécies sao endémicos (PROENCA et al., 2022). As mirtaceas estdo entre as 10
familias com maior riqueza de espécies que compdem a flora brasileira, sendo a Floresta
Atlantica um de seus centros de diversidade, correspondendo a sexta maior familia em niveis
de diversidade. Na Caatinga, sdo encontrados 12 géneros e 98 espécies pertencentes a familia,
englobando os géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia, Sygyzium, Eucalyptus,
Leptospermum e Melaleuca (FORZZA et al., 2010).

A Caatinga é o Unico bioma exclusivamente brasileiro e predominante na regido do
Semiérido, abrigando fauna e flora endémicas, devendo ser considerada patrimoénio biolégico
de valor imensurdavel (DRUMOND, 2013). Ocupa uma area de cerca de 862.818 kmz, o
equivalente a 10,1% do territério nacional. Abrange os estados de Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e 0 norte de Minas Gerais
(MMA, 2022). Esse bioma possui uma rica biodiversidade, com a fauna representada por
1.182 espécies e uma flora abrigando 4.963 espécies de plantas (MMA, 2022). Com
precipitacdes anuais de 500 milimetros e temperaturas variando de 26°C a 28°C, com periodos
de chuvas concentradas em trés a quatro meses e seguidas de longos periodos de estiagem de
oito a nove meses, a vegetacdo predominante em regides de Caatinga sao os bosques tropicais
sazonalmente secos (SDTFWSs), caracterizando-se  por apresentar estratos herbaceas,
arbustivas, arboreas de pequeno porte, espécies xerofilas, caducifolias nos periodos de estiagem
(Figura 1), e forrageiro no periodo chuvoso (ARAUJO et al., 2022; ARAUJO FILHO,
2013;MACIEL, 2016; SILVA;MAZINE, 2016). Essas diferentes fitofisionomias da Caatinga
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sdo oriundas das adaptacdes as variagdes climaticas, restricdo hidricas, alta insolagdo, grandes
oscilacBes diarias de temperatura, composicao floristicas e acdo indireta ou direta do homem
(ARAUJO FILHO, 2013; ARCOVERDE et al., 2014). A Caatinga tem um imenso potencial
para bioprospeccao que, se bem explorado, sera decisivo para o desenvolvimento da regido e
do pais. A biodiversidade da Caatinga ampara diversas atividades econdmicas voltadas para
fins agrosilvopastoris e industriais, especialmente nos ramos farmacéutico, de cosméticos,
quimico e de alimentos (PEREIRA et al., 2020). Diversos estudos etnobotanicos tém relatado
0 uso medicinal das plantas da Caatinga como alternativa no tratamento de doencas
(ALBUQUERQUE et al., 2007; AGRA et al., 2007; CARTAXO et al., 2010; SILVA et al.,
2015), bem como a registrada a comprovacdo com cunho cientifico da indicacdo popular
(ARAUJO et al., 2021a; COSTA et al., 2022; TRENTIN et al., 2011).

Figura 1 — Parque Nacional do Vale do Catimbau, &rea de predominancia de vegetacdo de
Caatinga.

Fonte: Autor (2018)

Eugenia é o maior género neotropical circunscrito na familia Myrtaceae. Estima-se que
existem cerca de 1050 espécies, distribuidas na América do Sul, América Central, sudeste
asiatico e, com pequena representatividade, na Africa (MAZINE et al., 2022). E reconhecido
como um dos mais importantes géneros da familia Myrtaceae, pois compreende espécies que
sdo alvos de inimeras pesquisas quanto a composi¢do quimica e atividade biologica, sendo
potenciais candidatos para utilizacdo na area comercial, nutritiva e farmacoldgica (Tabela 1)
(SILVA; MARINE, 2016). E. brejoensis ¢ uma espécie com 1,6 a 11 metros de altura
encontrada em regides com predominancia de vegetacdo de Caatinga (MAZINE et al., 2008),
com periodos de floracdo e frutificagdo de outubro a marco e dezembro a outubro,

respectivamente. E encontrada principalmente nos Estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe e



24

Nordeste do Espirito Santo (GIARETTA; PEIXOTO, 2014). Essa espécie é reconhecida por
apresentar folhas elipticas ou elipticas-oblongas com nervuras marginal, inflorescéncia
racemos, flores bractéolas persistentes e frutos elipsoides ou globosos de superficie lisa com
glandulas de cor alaranjada a vermelho (Figura 2) (PINTO et al., 2021). Popularmente, é
conhecida por “cutia”, sendo o uso medicinal de infusdes de partes da planta de E. brejoensis
sido apontado como antidiarreico, antirreumatico e antitérmico (SILVA et al., 2015). Diversos
trabalhos tém comprovado o potencial biologico de E. brejoensis, destacando-se, dentre eles:
antimicrobiano (AZEVEDO et al., 2012), anticancer (SANTANA et al., 2020), inseticida
(SILVA et al., 2015) e antiparasitario (SOUZA et al., 2017).

Tabela 1 — Atividades bioldgicas relatadas na literatura para Eugenia spp.

ATIVIDADES ESPECIES REFERENCIAS
Anticonvulsivante E. caryophyllata (JEON et al., 2011)
Antidepressiva E. caryophyllata (MEHTA et al, 2013)
E. spp. (E. brasiliensis (ARAUJO et al., 2021a)
Antidiabética E. dysenterica, E. uniflora,

E. punicifolia, E. stipitata, E.
borinquensis. E. florida, E.

calycina)
E. florida DC (BASTOS et al., 2019)
Anti-hipertensivo E. dysenterica (CONCEICAO et al., 2011)
(FIDELIS-DE-OLIVEIRA et al.,
2020)
E. brasiliensis (LAZARINI et al., 2018)
E. punicifolia (Kunth) DC (BASTING et al., 2014)

Anti-inflamatorio E. umbelliflora O.Berg (MEYRE-SILVA et al., 2009)



E. stipitata McVaugh

E. uniflora

E. brasiliensis

E. brejoensis

Antimicrobiano E. stipitata McVaugh
E. calycina Cambess
E. platysema

E. uniflora

E. pyriformis Cambess

E. condolleana

E. punicifolia (Kunth) DC

Antinociceptivo
E. stipitata McVaugh

E. involucrate DC

E. brasiliensis
Antioxidante
E. dysenterica
E. punicifolia
E. uniflora

Antipirético E. condolleana

E. stipitata McVaugh

(COSTA et al., 2020)

(FALCAO et al., 2018)
(LAZARINI et al., 2018)
(AZEVEDO et al., 2012;

BEZERRA FILHO et al., 2020)
(COSTA et al., 2022)
(SOUSA et al., 2015)

(TENFEN et al., 2016)

(FALCAO et al., 2018)

(ANGELA et al., 2014)

(GUIMARAES et al., 2009)
(BASTING et al., 2014)
(COSTA et al. 2020)

(VECHI et al., 2018)

(LIMA et al., 2017)
(THOMAZ et al., 2018)
(GALENO et al., 2014)

(FALCAO et al., 2018)

(GUIMARAES et al., 2009)

(COSTA et al., 2020)
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Antiparasitario

Anticancer

Cicatrizante

Gastroprotetora

Larvicida

Laxativa

Neuroprotetor

E. uniflora

E. brejoensis
E. rigida

E. brejoensis

E. pruniformis Cambess

E. dysenterica

E. punicifolia (Kunth) DC

E. umbelliflora O.Berg

E. mattosii
E. involucrate DC

E. jambolana Lam

E. brejoensis

E. candolleana D.C.

E. piauhiensis

E. dysenterica

E. uniflora

E. dysenterica
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(IBIKUNLE et al., 2011)

(SOUZA et al., 2017)

(ZAKI et al., 2013)

(SANTANA et al., 2020)

(ALBUQUERQUE et al., 2016)

(SILVA et al., 2018)

(BASTING et al., 2014)

(MEYRE-SILVA et al., 2009)

(SANTOS et al., 2018)
(VECHI et al., 2018)

(PAI et al., 2013)

(SILVA et al., 2015)
(NEVES et al., 2017)

(DIAS et al., 2015)

LIMA etal., 2010

(FLORES et al., 2020)

(THOMAZ et al., 2018)
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Figura 2 - Eugenia brejoensis Mazine

» \ :?.
b2 PR i
Fonte: Autor (2018)

2.2 OLEOS ESSENCIAIS E SUAS CARACTERISTICAS

Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos volateis, lipofilicas,
biosintetizados por plantas aromaticas. Podem ser obtidos por processos fisicos, como
hidrodestilacdo, destilagdo por arraste de vapor ou destilacdo a pressao reduzida (FALEIRO et
al., 2013; ROOHINEJAD et al., 2017).

Os termos 6leos volateis, 6leos éteros e esséncias também podem ser utilizados devido
as caracteristicas fisico-quimicas inerente dessas misturas, tais como: solubilidade em solventes
organicos (entre eles o éter), apresentam-se liquidos com aspecto oleoso a temperatura
ambiente, menor densidade que a agua e, em sua maioria, com um acentuado aroma agradavel

(SIMOES et al., 2018). Conjuntamente, s&o incolores e levemente amarelados, instaveis na
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presenca de luz, oxigénio atmosférico e metais, sofrem degradacdo, ciclaliza¢des, dimerizaces,
oxidagdes e polimerizagdo (DUSSAULT et al., 2014).

Os oleos essenciais sao frequentemente produzidos por angiospermas dicotiledéneas
e, esporadicamente, por gimnospermas (SIMOES et al., 2018). Podem ser sintetizados por
diversas partes das plantas, como folhas, caules, sementes, frutas, raizes, flores ou cascas, sendo
armazenados em células secretoras, células epidérmicas e tricomas glandulares (FALEIRO et
al., 2013). Desempenham algumas funcgdes ecoldgicas para as plantas, agindo como inibidores
de germinacdo, atracdo de polinizadores e conferindo protecdo contra predadores, atuando,
ainda, como inseticidas, antibacterianos, antivirais, antifungicos e contra herbivoros, por
reducdo do apetite (Figura 3) (FERRAZ et al., 2022b; SIMOES et al., 2018).

Sé&o provenientes do metabolismo secundéario da planta e, em sua maioria, compostos
dos dois grandes grupos de origens bioenergética distintas, terpenoides e fenilpropanoides.
Todavia, essa composicao, assim como o rendimento, é determinada por fatores de variagao
genética, variacao sazonal, localizacdo geogréafica e maturidade da espécie (HUSSAIN et al.,
2011).
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Figura 3 — FungGes dos 06leos essenciais nas plantas.

Polinizagao

Fonte: Autor (2019)

Os terpendides constituem um grupo diversificado de substancias, sendo o termo
empregado para designar todas as substancias cuja origem biossintética € o isopreno - 2-metil-
1,3-butadieno (Figura 4) (SIMOES et al., 2018). S&o sintetizados a partir do IPP (isopentenil-
pirofosfato) e de seu isbmero DMAPP ( dimetilalil pirofosfato) por duas rotas biossintética
distintas: a rota do acido melavonico, a parte da ligacao de trés moléculas de acetil-CoA da rota,
para formar este acido e posteriormente, o IPP (isopentenil-pirofosfato), o qual originard
terpenos maiores, e a rota do DXP (1-desoxilulose 5-fosfato), onde o gliceraldeido 3-fosfato e
piruvato levam a formacéo do isopentenil-pirofosfato (IPP) e de diferentes terpenos (FELIPE
etal., 2017; TAIZ e ZEIGER, 2013).
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No entanto, as estruturas basicas dos terpenos podem ser modificadas por redugdes,
oxidacOes e ciclizagbes para biossintese dos mais diversos terpendides. Os compostos
terpénicos mais frequentes nos 6leos essenciais sdo monoterpenos, com C10 e sesquiterpenos,
com C15 (SIMOES et al., 2018).

Figura 4 - Estrutura do Isopreno
H,C

\

H4C \CH2

Fonte: Autor (2022)

Os fenilpropanoides sdo compostos aromaticos sintetizados a partir do &cido
chiguimico, constituindo unidades menores de acido cinamico e acido p-cumarico (Figura 5).
O é&cido chiquimico é formado pela condensacdo aldolica de dois metabdlitos da glicose,
fosfoenopiruvato e eritrose-4-fosfato, e, por véarias reacdes, é convertido nos aminoacidos
fenilanina e tirosina. Estes, pela acdo da enzima fenilalanina amonialiase (€ ponto de
ramificacdo entre o metabolismo primario e o metabolismo secundario), perdem uma molécula
de amdnia, resultando na formagc&o dos acidos cinamico e p-cuméarico (SIMOES et al., 2018;
TAIZ e ZEIGER, 2013). Os fenilpropanoides sdo menos abundantes nos dleos essenciais
guando relacionados aos terpendides; caracterizam-se por possuirem em suas estruturas um anel
benzénico com cadeia lateral composta de trés carbonos, que apresentam uma dupla ligacao,

podendo ter um grupo funcional com oxigénio (SIMOES et al., 2018).
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FIGURA 5 — Estrutura do &cido cindmico (A) e &cido p-cumarico (B)

—O

OH OH

A HO B

Fonte: Autor (2022)

Diversas atividades bioldgicas tém sido relatadas para 6leos essenciais devido a sua
composi¢cdo complexa, entre elas a antibacteriana, antiflngica, antioxidante, antinoceptivo,
anti-inflamatoria, antitumoral, antiulcerogénica e cicatrizante (ALBUQUERQUE et al., 2016;
COELHO et al., 2013; COSTA et al., 2022; MONTEIRO et al., 2019; LEMES et al., 2017;
MIRANDA et al., 2016).

2.3 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA APLICADA AOS OLEOS ESSENCIAIS

A nanotecnologia farmacéutica é uma ciéncia inovadora. Com o seu desenvolvimento,
visa-se a criacdo de sistemas de liberacdo que se utilizam de estruturas nanométricas com
dimensGes entre 1 a 1000 nandémetros (nm) para desenvolvimentos de novos produtos, tendo
como base estruturas atbmicas, moleculares e supramoleculares. Estes sistemas, quando
desenvolvidos, apresentam algumas vantagens, tais como: liberacdo controlada de farmacos,
estabilidade cinética, maior solubilidade em &gua e maior biodisponibilidade (PORTO et al.,
2020; IRACHE et al., 2011).

Devido & instabilidade fisico-quimica apresentada pelos compostos volateis, a aplicacéo
das ferramentas fornecidas pela nanotecnologia torna-se atrativa no nicho de mercado dos 6leos
essenciais. Melhorar a sua solubilidade, prolongar o prazo de utilizacdo, reduzir a toxicidade e
controlar a liberacédo estéo entre as vantagens fornecidas pela utilizacdo dos nanosistemas e/ou
nanoestrutura para entrega de 6leos essenciais (KASHYAP et al., 2021; DUBEY et al., 2022).
Dentre as ferramentas nanotecnoldgicas utilizadas para criar um sistema de protecdo e entrega

de Gleos essenciais, destacam-se as ciclodextrinas (as mais utilizadas), seguidas de carregadores
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poliméricos, dendrimeros, nanoparticulas lipidicas, nanoemulsdes, lipossomas, nanoesferas e
sistemas microemulsionados (ALLAW et al., 2021; AGUIAR et al., 2014; ARAUJO et al.,
2021b; CUl et al., 2021; SA et al., 2020; ZHAO et al., 2017; MOUNESAN et al., 2021; RAINA
et al. 2020; DHIMAN et al., 2021).

2.3.1 Ciclodextrinas: caracterizacdo e formacdo de complexo de inclusdo com o6leos
essenciais

As ciclodextrinas s&o oligossacarideos ciclicos, constituidos por unidades compostas de
D-glicopiranosidicas (glicose), ligadas entre si por meio da o-1,4 glicosidicas. Existem trés
principais estruturas de ciclodextrinas: alfa-ciclodextrina (a-CD), beta-ciclodextrina (B-CD) e
gama-ciclodextrina (y-CD) constituidas de 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente (Figura
6 B). S&o biosintetizadas a partir da degradacdo do amido pelas enzimas glicosiltransferases
produzidas por Bacillus macerans e B. circulans (CRINI et al., 2014; XIAO et al., 2021). As
ciclodextrinas apresentam uma conformacéo tronco-conica (Figura 6 A) com as configuracoes
das suas cadeias de glicose, no qual as hidroxilas se projetam para 0 meio externo concedendo
um carater hidrofilico nessa regido; ja as cadeias carbonicas e radicais de oxigénio centralizam-
se formando uma cavidade interior, sendo possivel abrigar moléculas hidrofébicas (CRINI et
al., 2014; CID-SAMAMED et al., 2022; CRUMLING et al., 2017).

Em razdo desta conformacdo estrutural, as ciclodextrinas sdo capazes de formar
complexos de inclusdo com compostos apolares por meio de interacdes hidrofébicas, forcas de
van der Walls e dipolo-dipolo, entre a cavidade interior da ciclodextrina e moléculas hospedes
(Figura 6 C). As condicBes favoraveis promovidas pelo complexo de inclusdo devem-se a
substituicdo de moléculas de agua de elevada entalpia por moléculas hdspedes de menor
entalpia; dessa forma, promovendo altera¢bes favoraveis de entalpia, aumento da entropia e
reducdo da energia total do sistema, com consequente estabilizacdo do complexo (SUVARNA
etal., 2017).

Contudo, é importante observar que, apesar de as ciclodextrinas (a, B ¢ y) apresentarem
a mesma altura da cavidade interna (Figura 6 A), é o nimero de unidades de glicose que
determina o volume e didmetro interno da cavidade de cada uma das ciclodextrinas (o, e v).
Assim, com base nessas dimensdes, a a-ciclodextrina complexa moléculas de baixo peso
molecular com cadeias laterais alifaticas;a f-ciclodextrina ird complexar aromaéticos e
heterociclicos e a y-ciclodextrina complexa moléculas maiores, como esteroides e
macrociclicos (CRINI; FOURMENTIN; LICHTFOUSE, 2020; DEL VALLIE, 2004).
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Figura 6 — Estruturas das ciclodextrinas e processo de inclusdo molecular. (A) Moléculas das
ciclodextrinas (diametro interno e altura) a-CD, B-CD e y-CD. (B) Estrutura quimica das a-CD,
B-CD e y-CD. (C) Representagdo do complexo de inclusdo com o ligante (6leo essencial) com
B-ciclodextrina e desvio das moléculas de agua da cavidade hidrofobica.
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Fonte: Autor (2020).

A incorporacdo de moléculas apolares com dimensbes adequadas a cavidade da
ciclodextrina possibilita algumas melhorias, tais como o aumento da solubilidade em agua,
maior biodisponibilidade, permeabilidade celular, redugédo da toxicidade, estabilidade térmica
e oxidativa (LIU et al., 2020; HO et al., 2017). Estas sdo caracteristicas bastante atrativas por
diferentes seguimentos industrias. No campo agricola, as ciclodextrinas sdo estudadas como
estratégias para biorremediacdo de solos (VILLAVERDE et al., 2018) e como associacdo a
pesticidas (GENG et al., 2021; SHUANG et al., 2019); também sdo destaque no seguimento
alimenticio (FENYVESI et al., 2016;MARQUES et al.,2019; MUNOZ-SHUGUL I et al., 2021)
e, em especial, na industria farmacéutica, sendo utilizadas e ja comercializadas como
carregadores de diversos farmacos, como, por exemplo, os medicamentos nimesulide e
piroxicam (CRINI et al., 2018; OLIVEIRA MAKSON et al., 2015; MEDAREVIC et al., 2015;
MENEZES et al., 2019).

Diversas metodologias para a complexacdo de moléculas hidrofébicas com
ciclodextrinas sdo relatadas, podendo ocorrer em solugdes aquosas ou em fases solidas (XIAO

et al., 2021). Na fase aquosa, a metodologia consiste, inicialmente, em solubilizar as
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ciclodextrinas em agua ou em uma solucdo tampéo sobre agitacao e, na sequéncia, adiciona-se
o composto hidrofébico, mantendo-se sobre agitacdo até atingir estabilizacdo do
encapsulamento. Os métodos mais utilizados para a formacdo de complexos de inclusdo com
ciclodextrinas sdo: malaxagem, co-preciptacdo, co-evaporacdo, liofilizacdo, spray drying,
moagem, slurry, ultrassonico, e fluido supercritico (LIMA et al., 2016; QUINTANS-JUNIOR
etal., 2013).

Na avaliacdo da formacdo dos complexos de incluséo de ciclodextrinas sdo empregadas
algumas técnicas para a caracterizacdo das novas estruturas formadas. Os principais métodos
utilizados para caracterizacdo compreendem espectroscopia de fluorescéncia e de ultravioleta
visivel (UV-Vis), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
microscopia eletrénica de varredura (MEV), difracdo de raio-X (DR-X), calorimetria
diferencial exploratéria (DSC) e Termogravimetria (TG), modelagem molecular (MM),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e estudos de dissolucdo (KFOURY et al., 2018; XIAO
etal., 2021).

A partir das técnicas acima elencadas, diversas pesquisas com a formacao de complexos
de inclusdo de ciclodextrinas e Oleos essenciais vém evidenciando resultados promissores
quanto a sua aplicabilidade e encapsulagdo. Um estudo realizado por Kavetsou et al. (2021)
para complexar o 6leo de cedro (Juniperus phoenicea) em B-ciclodextrina (B-CD) demonstrou,
claramente, a eficiéncia da encapsulacdo, promovendo a solubilidade aquosa e potencializando
a atividade inibitéria de AChE. Hogenbom et al. (2021) apontaram que o complexo de inclusédo
de B-ciclodextrina (B-CD) aumentou o efeito do 0leo essencial de catnip (Nepeta cataria) na
repeléncia de carrapatos, sendo comparado ao produto comercializado DETT. Martins et al.
(2021) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides e complexo de incluséo
B-ciclodextrina (B-CD) nas vias de sinalizagdo da dor na resposta antinociceptiva. Observaram
gue o complexo apresentou efeito mais significativo em dose menores, evidenciando a
vantagem da encapsulacdo. As propriedades anti-inflamatdrias e antinociceptivas do 6leo
essencial de Hyptis pectinata foram potencializadas com a complexagao em B-ciclodextrina (-
CD), aumentando a biodisponibilidade oral quando comparada com a administragdo do 6leo
livre (MENEZES et al., 2015). Estudos da complexagao de 6leos essenciais com [-ciclodextrina
(B-CD), espécies de Eugenia spp., apontam resultados promissores em relagdo a estabilidade
térmica e oxidativa dos 6leos (ANAYA-CASTRO et al., 2017; SANTANA et al., 2020). Estas
pesquisas motivaram o presente estudo no desenvolvimento de complexos de incluséo do 6leo
essencial de E. brejoensis com B-CD por dois métodos (malaxagem e slurry), investigando a

ampliacdo do efeito farmacoldgico e a possivel seguranca de consumo do 6leo a nivel sistémico.
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2.3.2 Microemulsdes

As microemulsbes sdo sistemas dispersos, isotropicos, transparentes, de baixa
viscosidade, termodinamicamente estaveis e com tamanho de goticulas entre 10 - 200nm. So
formadas por dois liquidos imisciveis, estabilizadas por um filme interfacial de tensoativos
juntamente com co-tensoativos, quando necessario, sendo este ultimo capaz de diminuir a
tensdo interfacial (EL MAGHRABY, 2008; CALLENDER et al., 2017; MARIYATE; BERA,
2022). Uma vez que a entropia do sistema se torna muito alta, devido a quantidade de
tensoativos utilizada, promove a reducdo da tensdo interfacial entre o 6leo e agua, levando,
consequentemente, a energia livre de Gibbs a valores negativos, permitindo de forma
esponténea o desenvolvimento dos sistemas microemulsionados termodinamicamente estaveis
(CHANG et al., 2019; RAO; MCCLEMENTS, 2011; SOUTO et al., 2022).

Surfactantes sdo definidos como compostos anfifilicos, ou seja, possuem em sua
estrutura uma parte hidrofébica, formadas por cadeias carbdnicas saturadas ou insaturadas, e
uma parte hidrofilica, que pode ser anfdtera, anidnica, catiénica ou ndo i6nica. Em funcéo
dessas caracteristicas estruturais, na presenca de 6leo e dgua, adsorvem-se nas interfaces de
forma que o grupo polar fique voltado para fase aquosa e o grupo apolar para fase oleosa,
formando um filme molecular ordenado nas interfaces que promove a reducdo da tensdo
interfacial e superficial (MANDAL et al., 2013; SILVA et al., 2015b; YANG et al., 2013).
Deste modo, promovem a solubilizacdo de moléculas polares e apolares em uma mesma mistura
dentro de suas nanogoticulas.

De acordo com Rajpoot e Tekade (2019), os surfactantes podem ser classificados de
acordo com a carga do grupo polar da molécula. Neste quesito, podem ser classificados em:
catibnicos, anidnicos, ndo iénicos e zwiteridnicos (anféteros). Os tensoativos catidnicos e
anidnicos sdo aqueles que apresentam varios grupos ionizaveis na fase aquosa, com cargas
positivas e negativas, respectivamente. Os surfactantes ndo idnicos sao formados por moléculas
polares ndo ionizaveis em solucdo aquosa. E os tensoativos anféteros compreendem moléculas
organicas que podem nao estar carregada, ou ser carregada negativamente e/ ou positivamente,
dependendo do pH da solucéo.

Hé& uma ampla lista de surfactantes disponiveis no mercado que podem ser utilizados no
processo de obtengdo das microemulsfes. Contudo, a aplicagdo no campo farmacéutico
depende de fatores a serem considerados, tais como potencial de irritabilidade, mecanismo de
acao e toxicidade (SOUTO et al., 2022; LAWRENCE et al., 2012). Os surfactantes ndo idnicos

sdo mais utilizados para a formacdo de microemulsGes para carregamento de farmacos por
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apresentarem menor nivel de toxicidade se comparado com o0s tensoativos i6nicos.
Comercialmente, destacam-se: polissorbatos (Tween®), sorbatos (Span®), 6leo de ricino ou
oleo de ricino hidrogenado (Cremophor® ou Cronduret®), éster de acido isoestearico de poli-
glicerdis e oligbmeros superiores (Plurol Isostearique®), éter monoetilico de dietilenoglicol
(Transcutol®), mono, di e triglicerideosde &cidos graxos C8 e C10, e mono- e diésteres de PEG
(Labrasol®), alquilpoliglicosideos ou ésteres de sacarose (SZUMALA;MACIERZANKA,
2022; KIM et al., 2018).

A associacdo entre os componentes da fase aquosa, fase oleosa, surfactantes e co-
surfactantes permite a formacdo de diferentes estruturas internas, sendo influenciadas pelas
caracteristicas fisico-quimica das substancias utilizadas. Assim, as microemulsdes podem
apresentar trés tipos de estruturas: microemulsdes formadas por agua e Oleo (A/O),
microemulsdes de 6leo em agua (O/A) e sistemas bicontinuos (Figura 7). Nos dois primeiros
sistemas A/O e O/A, ocorre a formacdo de goticulas circundadas por tensoativos, capazes de
abrigar moléculas hidrossolveis e lipossoliveis, respectivamente (Figura 8 A e B). Ja nos
sistemas bicontinuos, ha a formacdo de canais adjacentes alongados com nanogoticulas com
proporcdes semelhantes entre as moléculas hidrofilicas e lipofilicas (Figura 8 C) (MANDAVI
etal., 2018; MEHTA et al., 2015).

Figura 7 — Tipos de microemulsdo: A) Microemulséo agua e 6leo; B) Microemulsdo bicontinua;
C) Microemulsdo 6leo e agua.
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FONTE: Adaptado de O’DONNELL (2011); DAMASCENO et al.(2011)
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As microemulsBes também podem ocorrer em equilibrio com fases em excesso, formando

sistemas multifasicos entre a fase aquosa e a fase oleosa (AUM et al., 2021). Neste contexto, é

utilizado o sistema de classificacdo de Winsor (1948), que descreve o equilibrio de quatros fases

(Figura 8). Sdo elas:

v" Winsor | - compreende microemulsdes do tipo O/A com excesso da fase oleosa,

apresentando uma densidade menor que a microemulsdo, posicionando-se acima destas.

v Winsor Il - sdo microemulsdes do tipo O/A com o equilibrio entre a microemulsao e a

fase agquosa em excesso. Devido a densidade da microemulsao ser menor, posicionam-

se acima da fase aquosa.

v Winsor Il - sdo microemulsGes bicontinuas, com excesso das fases oleosas e aquosa,

ocorrendo o equilibrio com os posicionamentos: intermediario da microemulsao,

superior da fase oleosa e inferior da fase aquosa.

v Winsor IV — sdo microemulsdes bicontinuas e visualmente monofasicas.

Uma ferramenta semiquantitativa ideal para a formagdo das microemulsdes € o diagrama

de fases; compreende uma representacdo grafica em triangulo das trés fases que constituem a

microemulsdo. Cada vértice do diagrama retrata um dos componentes da microemulsédo sendo

construido a partir de dados obtidos por titulacdo, com consequente variagdes nas concentracdes

na faixa de 1-100%. Mediante o diagrama, é possivel observar as fases de transicao, estruturas,

e escolher qual a regido com propriedades fisico-quimicas desejadas para incorporacdo de
moléculas de interesse para encapsulacdo (PALIWAL et al., 2019; SILVA et al., 2015b;

SOUTO et al., 2022).
Figura 8 - Sistema de Classificacdo de Winsor (1948)
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Diferentes técnicas sdo utilizadas para a caracterizagcdo das microemulsdes com intuitos
de obter dados sobre a dindmica e estruturas desses sistemas. Entre elas, tém-se: a microscopia
de luz polarizada, para verificar a isotropia do sistema; o espalhamento dindmico de luz, para
verificar o didmetro da goticula ou fase dispersa; métodos espectroscopicos, como 0 RMN, para
determinar a estrutura interna; reologia, para analisar propriedades como elasticidade,
viscosidade e plasticidade; métodos tradicionais, que tornam possivel determinar o tipo de
microemulsdo e caracteriza-las fisicamente, como a condutividade elétrica, sendo possivel
acompanhar transicdes entre as estruturas de O/A e A/O através do aumento da condutividade;
caracterizagdo macroscopica e densidade (ACHARYA;HARTLEY, 2012; CHIAPPISI et al.,
2016; GARAVAND et al., 2021; LAWRENCE et al., 2012; MADHAYV, 2011).

As microemulsdes tém revelado uma excelente alternativa para a incorporacdo de
farmacos, controlando a sua liberacdo, aumentando a biodisponibilidade e solubilizag&o.
Callender et al. (2017) realizaram um levantamento de publicacdes cientificas no intervalo de
cinco anos e contabilizaram 431 publicacGes relatando a aplicagdo das microemulsdes como
sistema de entrega de farmacos, com destaque para drogas lipofilicas representando 79,4%,
seguido da classe de drogas hidrofilicas, com 15,9%, drogas anfifilicas e outras drogas sensiveis
ao pH, representando 1,2% e 3,5%, respectivamente. Este cenario também tem sido observado
no campo de produtos naturais.

O emprego das microemulsdes como sistemas de entrega de compostos lipofilicos pode
atuar melhorando caracteristicas fisico-quimica, conferindo uma maior estabilidade e
ampliando a atividade bioldgica dos 6leos essenciais (ALHASSO et al., 2022; SAHU et al.,
2017). Arellano et al. (2021) observaram o potencial antibacteriano de microemulsdes
carregada com os 6leos essenciais de Origanum vulgare, Cinnamomum cassia e Cymbopogon
flexuosus, sendo sugerida uma nova estratégia para descontaminacao de produtos alimentares.
Microemulsdes desenvolvidas com timol, eugenol e tensoativo ndo iénico permitiram
estabilidade fisica da formulacdo, aumento na atividade antiparasitaria e reducao da toxicidade
em cdes (MONTEIRO et al., 2021). Neves e colaboradores (2018) desenvolveram sistemas
microemulsionados de O/A para entrega de B-cariofileno atuando de forma mais eficiente sobre
as atividades anti-inflamatoria e antimicrobiana. Microemulsdes bicontinuas carregadas com
oleo essencial de Melaleuca alternifélia contribuiram para o processo de cicatrizacdo de feridas
cuténeas (ASSIS et al., 2020).
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2.4 DOR E NOCICEPCAO: CONSIDERACOES GERAIS

Segundo a Associacdo Internacional para Estudos da Dor (IASP, 2020), dor e
nocicepcao sao fendbmenos diferentes. A dor € definida com uma experiéncia sensorial e
emocional desagradavel, associada ou semelhante a um dano real ou potencial do tecido. Sua
funcdo é proteger o organismo de estimulos nocivos e essa percepcdo pode variar entre 0s
individuos (RAJA et al., 2020). Portanto, a dor é uma experiéncia altamente complexa e
pessoal, visto que é influenciada por inimeros fatores, tais como experiéncias prévias e estado
emocional, ou seja, as variacOes inter e intra-individual podem interferir na percepcéo de dor
pelo individuo (BRAND, 2022). J& nocicepcdo, entende-se como a atividade que ocorre no
sistema nervoso em resposta a um estimulo nocivo (RAJA et al., 2020). Neste contexto, a
nocicepcao pode ser compreendida com uma manifestacdo de eventos neuroldgicos por via de
ativacdo dos nociceptores por um estimulo externo.

A dor pode ser classificada quanto a periodo de duracéo e tipo de lesdo. Em relacdo ao
periodo de duracdo, é definida como dor aguda, quando ocorre a ativacdo dos nociceptores
seguida do restabelecimento do tecido lesionado, e dor crénica, quando resulta de uma leséo ou
patologia que se prolonga por sucessivos ciclos de cura e injuria do tecido, geralmente superior
a trés meses (APKARIAN et al.,, 2009; FARMER et al., 2012). A dor também pode ser
categorizada, sob ponto de vista do tipo de lesdo ou mediadores envolvidos, em: neurogénica,
quando ocorre lesdo no tecido neuronal; neuropética, quando ocorre a disfuncédo de um nervo;
nociceptiva, desencadeada pela estimulacdo excessiva dos nociceptores; inflamatoria, em
consequéncia de um processo inflamatorio; e psicogénica, que ocorre por fatores psicolégicos
(MILLAN, 1999). Recentemente, uma nova categoria de dor passou a ser descrita para dor
cronica, a dor nociplastica. Consiste em dor multifocal mais disseminada ou intensa da
observada em casos de dor inflamatoria ou dor neuropatica. Sabe-se que este tipo de dor ocorre
em algumas fisiopatologias, como fibromialgia e cefaleia tensional (FITZCHARLES et al.,
2021). Para fins de conceituagdo, a IASP (2021) definiu dor nociplastica como sendo “dor que
surge de nocicepcédo alterada, apesar de ndo haver evidéncia clara de dano tecidual real ou
ameacado, causando a ativacao de nociceptores perifericos ou evidéncia de doenca ou leséo do
sistema somatossensorial que causa a dor”.

Os nociceptores sao receptores do sistema nervoso central somatossensorial com funcgdo
de traduzir e codificar estimulos nocivos mecanicos, quimicos e térmicos. Encontram-se
localizados nas inervacGes da pele, musculos, articulagdes e 6rgédos internos. Os nociceptores

sdo formados por trés tipos de fibras, C, Ad e AP, categorizadas quanto a mielinizacdo,
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estrutura, didmetro e velocidade de condugdo do estimulo (Figura 10) (TRINDADE;
BATISTA,; SILVA, 2013).

As fibras C ndo sdo mielinizadas, apresentam pequeno diametro (0,4-1,2 um), t€m
velocidade de conducdo nervosa de 0,4-1,4m/s. Constituem 0s nociceptores polimodais,
capazes de transmitir uma dor profunda, difusa e em queimagao. As fibras Ad sdo levemente
mielinizadas, com didmetro médio (2-6 um), velocidade de condugdo de 5-30 m/s. Presente em
nociceptores mecano-térmicos, estas fibras transmitem a dor aguda localizada e séo
subdivididas em duas classes: Ad do Tipo I, com limiares de calor relativamente alto >50-53°C;
e as fibras Ad do Tipo II, apresentando um limiar de calor um pouco inferior a 47°C e limiar
mecanico muito alto se comparado com as fibras do Tipo I; Ja as fibras AP, sdo mielinizadas,
apresentam didmetro de 10 um, com velocidade de condugdo de 35-75 m/s. O reconhecimento
de estimulos leves e sensacOes tateis sobre a pele é atribuido as fibras AB (GE et al., 2020;
JULIUS; BASBAUM, 2001; RANG et al., 2012; VERDUGO et al., 2022).

Os nociceptores podem ser sensibilizados apds um estimulo nocivo (térmico ou
mecanico) por acdo de mediadores algiogénicos atuando como excitatério ou inibitério no
processo de nocicepcdo. Tais substancias incluem bradicinina, serotonina, histamina,
metabdlitos do acido araquiddnico, citocinas, neurotrofinas, leucotrieno, substancia P, fator de
ativagdo plaquetario, prostaglandinas, tromboxano, interleucinas, fator de necrose tumoral
(TNF-a), entre outros (OLIVEIRA et al., 2017). Estes mediadores sdo responsaveis pela
propagacdo do sinal nociceptivo por via de interacdo com receptores especificos
(MILLAN,1999).

Inicialmente, quando o tecido sofre um estimulo nocivo, um potencial de acéo é
detectado por fibras aferentes que convertem em sinais eletrofisioldgicos por via dos canais
idnicos de sodio e célcio. As fibras C e Ad propagam esse o potencial de agdo até o sitio das
sinapses na medula espinhal, com a consequente liberacdo de neurotransmissores, dentre eles
glutamato e neuropeptideos (CURY et al.,, 2011). Na sequéncia, o sinal nociceptivo é
transmitido e codificado pelos axdnios dos neurbnios de segunda geracdo para regides
encefélicas (formacdo reticular, tdlamo e hipotdlamo), por vias ascendentes nos tratos
espinotalamicos, espinomesencefalico e espinorreticular. Nestas regides, neurdnios de terceira
geracdo transmitem o estimulo para o cOrtex cerebral, resultando na percepcao sensorial da dor
(Figura 9) (ALVES et al., 2017; MERTENS et al., 2015; SCHNITZLER; PLONER, 2000).
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Figura 9 — Representacdo do mecanismo da transmisséo da dor.
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Fonte: Autor (2022)

O processo de atenuacdo ou diminuicdo da percepcdo sensorial da dor ocorre apos a
sensibilizagdo dos nucleos do tdlamo, com transmissdo dos sinais para diferentes areas do
cortex, substancia cinzenta periaquedutal, hipotdlamo, amigdala e cerebelo. A modulacéo
analgeésica transcorre a partir da conexdo de um mediador endégeno com a substancia cinzenta
periaquedutal ventral, que se liga ao bulbo raquiano ventromedial, com liberacdo de
neurotransmissores (serotonina e encefalina), que se projetam para o corno dorsal da medula
promovendo a reducdo da resposta a dor (FELICE et al., 2011; CIARAMELLA et al., 2019;
VITOR et al., 2008). Dentre os receptores relacionados com a inibicdo da nocicepcdo, tem-se:
0s receptores opioides mu/delta e kappa, alfa2-adrenérgicos, acido gama aminobutirico
(GABa), neurocininas 1 e 5SHT, AMPA, adenosina, 5HT1b, NMDA, um e GABA a,b (SILVA
etal., 2021; CIARAMELLA etal., 2019; ELLISON et al., 2017; LIN et al., 2018).

Os receptores opioides 0, pu e k apresentam relevancia clinica cientificamente
comprovada, abrangendo via inibitorias noroadrenérgicas e serotoninergicas e acles
fisioldgicas de endorfinas (CIARAMELLA et al., 2019). A acdo analgésica desencadeada pelos
opioides e resultante do bloqueio da transmissao central e periférica da via aferente. A morfina

e codeina sdo dois opioides mais difundidos na terapéutica da dor, pois atuam na liberagao de
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neurotransmissores simulando a funcdo de opioides enddgenos (OLIVEIRAALVES et al.,
2017; PASTERNAK et al., 2013). Todavia, estudos evidenciam os opioides com baixo limiar
na modulacdo de dores neuropaticas, sendo necessaria a associacao com outras substancias para
obter um efeito sinérgico com uma melhor eficacia no tratamento (XING et al., 2021).

Esch e colaboradores (2020) relataram a atuagdo dos receptores opioides em processos
imunoregulatorios no sistema imune a partir da identificacdo de novos receptores v, 0, i e k em
células inflamatdrias, com consequente degradacdo e regulacdo enzimatica. A modulagédo
nociceptiva também ocorre por acao de anti-inflamatorios néo esteroidais (AINEs) por inibicao
da atividade das enzimas ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase, com decorrente inibicdo da
producdo de prostaglandinas a nivel periférico e central (PARK et al,2014; ULLAH et al.,
2022).

Os analgésicos opioides e os AINEs sdo mais usados atualmente, contudo o uso por
longos periodos podem causar sérios efeitos colaterais (GOMES et al., 2022). A maioria desses
analgésicos sdo derivados de plantas ou sintetizados a partir de produtos naturais. Plantas
medicinais sdo utilizadas para tratar diversos quadros algicos, existindo muitos estudos
descrevendo 0s potenciais usos analgésicos dessas plantas (COSTA et al., 2022;
ALBERGARIA et al., 2019). Diante do exposto, torna-se relevante buscar novos compostos

com acao analgésica que seja eficaz, com poucos efeitos colaterais e com seguranca de uso.

2.5 INFLAMACAO

A inflamacdo é um mecanismo de defesa do organismo que envolve diversos processos
fisiologicos em resposta a exposi¢do do tecido decorrente de estimulos nocivos incluindo,
infecdes microbianas (bioldgico), lesdo tecidual (fisico) ou componentes celulares toxicos
(quimico) (HERZOG et al., 2019). O processo inflamatério é caracterizado por cinco sinais
cardeais: rubor (vermelhiddo, em decorréncia do aumento da hiperemia arterial), tumor
(representado pelo edema causado pela microcirculagdo e migracao de proteinas para o espago
intersticial), calor (promovido pelo aumento do fluxo sanguineo e atividade metabdlica de
mediadores), dor (desencadeada por estimulos ou lesdo direta nas fibras nervosas) e perda da
funcdo (quando o sistema imunologico é insuficiente em resposta a inflamacéo, a doenca passa
a ser cronica, podendo resultar na perda de fungéo do tecido). Exemplo, em quadros clinicos
de articulacGes inflamadas). (ROSAS, 2017; VERGNOLLE, 2008; SANTOS JUNIOR, 2003).

O processo inflamatério pode ser observado em fases distintas, sendo estas classificadas

de acordo com as manifestacdes sintomatoldgicas e com o periodo de duracdo do quadro clinico
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em inflamacdo aguda ou inflamacéo cronica. A fase aguda é caracterizada por ser de curta
duracdo, ocorrendo imediatamente apds um dano no tecido devido a um trauma, invasao
microbiana ou presenca de compostos nocivos (PAHWA et al., 2018; RANG et al., 2012).
Nesta fase, ocorre 0 aumento da permeabilidade capilar, vasodilatacéo, migragéo de leucdcitos,
a fim de evitar a disseminacdo do agente nocivo, liberacdo de mediadores pré inflamatérios e
reparacdo tecidual. J& a fase cronica, prolonga-se por longos periodos de exposi¢do ao agente
nocivo, com consequente aparecimento de fatores autoimunes (PAHWA et al., 2018; RANG et
al., 2012). Caracteriza-se por ocorréncia de eventos fisiolégicos como infiltracéo tissular de
células do sangue periférico, proliferacdo de celulas com degeneracdo tecidual e fibrose (HSU
etal., 2017; KUMAR et al., 2013).

Nos processos inflamatorios, o reconhecimento dos agentes nocivos ocorre por via de
receptores do tipo Toll (TRLS) presente da membrana de células, que reconhecem substancias
produzidas por patogenos, conhecidas como PAMPs (Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos) ou substancias produzidas por inflamacdo ndo infecciosa, as DAMPs (Padres
Moleculares Associados a Danos) e ativam fatores de transcricdo NF-kB, induzindo a
transcricdo de genes pré inflamatdrios no nucleo celular (PEREIRA, 2019; ASHLEY et al.,
2012).

Os agentes nocivos induzem a sintese e liberacdo de mediadores lipidicos, mediadores
pro inflamatdrios e anti-inflamatdrios, conduzindo uma série de eventos celulares que norteiam
a inflamacéo, dentre eles a vasodilatacdo e 0 aumento da permeabilidade vascular desencadeada
por aminas vasoativas, serotonina e histamina; a ativacdo de quimiocinas, selectinas e integrinas
presentes no endotélio, propiciando a aderéncia e migracdo celular com consequente
extravasamento vascular para o foco da inflamacéao por fatores quimiotaticos; ademais, decorre
a ativacdo do sistema de coagulacdo, complemento e citocinas pro inflamatérias (FEEHAN;
GILROY, 2019).Também € observada a producdo de mediadores lipidicos, derivados da via do
acido araquiddnico, estimulando a producéo de prostaglandinas, prostaciclinas e eicosanoides,
via ciclo-oxigenase (COX); e sintese de leucotrienos via lipo-oxigenase. As prostaglandinas
desempenham um papel importante no processo inflamatorio, causando febre, hiperalgesia e
vasodilatacdo (MADDIPATI, 2020; RANG et al., 2012; SERHAN, 2014).

As citocinas sdo mensageiros moleculares que conduzem a amplificagdo de mecanismos
efetores em células alvo, regulando respostas fisiologicas e imunes do processo inflamatorio
(STASSI et al.,, 2022). Sdo peptideos ou polipeptideos, variando entre 8 e 30kDa,
hidrossoluveis, produzido por células inflamatdrias no local da lesédo e por células do sistema

imunolégico por ativagdo de proteinoquinases. Desempenham fungdo parécrina, autocrina e
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enddcrina, quando em consequéncia de infecBes severas, desencadeiam uma producao
exaustiva com ago sistémica (OLIVEIRAet al., 2019; MAGALHAES, 2020). Niveis elevados
de citocinas e quimiocinas no sistema circulatorio podem levar a danos teciduais,
acompanhados por hemorragias espontaneas, trombocitopenia, inflamacdo sistémica e
consequente faléncia multipla dos 6rgdos (ATTIQ et al., 2021).

As citocinas atuam como sinalizadores na ativacéo de receptores especificos das células
alvo, por exemplo, os receptores do tipo Toll-like presente na membrana de diversas células, e
na ativacao intermediaria de receptores citoplasmaticos, a exemplo de receptores do tipo NOD
(dominio de regularizacdo de nucleotideos). (DIAS; CRUZ, 2017; OLIVEIRA et al., 2019;
VILVERT, 2018). Modulam as respostas dos processos inflamatérios ou imunoldgicos por uma
série de eventos. Ao ligarem-se com os receptores celulares, as citocinas tém a capacidade de
influenciar nos processos de proliferacdo, diferenciacdo, quimiotaxia e sobrevida celular; na
regulacdo da sintese de outras citocinas e mediadores inflamatorios (STASSI et al., 2022).

De acordo com o papel que desempenham no processo inflamatério, as citocinas podem
ser agrupadas em pro inflamatorias e anti-inflamatorias. As citocinas pro inflamatorias sdo
aquelas que atuam no inicio estimulando a liberacdo de outras citocinas e amplificando o
processo inflamatdrio. Compreende as interleucinas (IL-1, IL-3, IL-12, IL-18), interferon gama
(IFN-y) e Fator de Necrose Tumoral (TNF). Ja as citocinas anti-inflamatérias atenuam a
resposta inflamatdria. Dentre elas, as interleucinas (IL-4, IL-10, 1L-13), interferon-alfa (IFN-o)
e fator de crescimento transformador-f (FTC-B) (OLIVEIRA et al., 2019; RAO et al., 2017).

Neste trabalho, foi abordada a investigacdo das citocinas pré inflamatérias a fim de
acompanhar a amplificacdo do processo inflamatério promovido por um agente logistico.
Assim, foram selecionadas as citocinas TNFa, IFN-y e IL-1a com base nos protocolos aplicados
na investigacao da atividade anti-inflamatdria de novas drogas em experimentacdo animal.

A TNFa € uma citocina pluripotente liberada por monoécitos, macrofagos e linfocitos T,
sendo abundantes no peritdnio e no tecido esplancnico. Exerce uma diversidade de atividades
bioldgicas, incluindo estimulagéo da secrecao de proteinas de fase aguda (PGE2), aumento da
permeabilidade vascular, ativacdo de celulas inflamatoria apoptose, formacdo de espécies
reativas de oxigénio e necrose celular (VILVERT, 2018).

As IL-1p séo citocinas moduladoras centrais do processo inflamatério. Produzidas por
um percussor citosolico e clivada proteoliticamente na forma bioativa nos inflamassomos, séo
dependentes de sinais de ativacgdo, tais como ATP e efluxo de K +. S&o mediadoras da
inflamacdo sistémica, ativando a Ciclo-oxigenase-2, com sintese de PGE-2 no hipotalamo;

produzindo substancia P, 0xido nitrico, moléculas de adesdo edotelial e induz a ativacdo de
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citocinas IL-6 (relacionada com a fase inflamatdria aguda e outras fisiopatologias) (YANG et
al., 2022).

Ainda que a resposta ao processo inflamatorio seja uma estratégia de defesa do
organismo, o aparecimento de sintomas clinicos incébmodos ou o progresso do quadro
inflamatorio, resultando em outras fisiopatologias, torna-se imprescindivel a intervencdo
medicamentosa. Ao longo dos anos, duas classes de medicamentos vém sendo utilizadas para
modular as respostas inflamatdrias: os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e 0s
glicocorticoides (ETIENNE et al., 2021; FREITAS et al., 2019).

Os glicocorticoides sdo anti-inflamatérios que atuam em receptores glicocorticoides,
modulando a expressdo de genes inflamatorios, inibindo a ativacdo de genes de citocinas,
qguimiocinas e moléculas de adesdo, ou estimulando a transcricdo de genes anti-inflamatorios,
como os inibidores de fosfolipases A2, interferindo diretamente na liberacdo de acido
araquidénico e consequente, na producdo de mediadores lipidicos. Apresentam efeitos
fisioldgicos pleiotropicos, sendo utilizados nas terapias de doencas autoimunes, asma, alergias
e disturbios inflamatorios (BRUNTON et al., 2017; RICCIOTTI et al., 2021; FREITAS et al.,
2019; FONSECA et. al., 2016).

Os AINEs sdo agentes analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatdrios amplamente
utilizados na modulacdo de quadros clinicos de dores musculares, reumatismos, dismenorreia,
gota, enxaqueca, pirexia ou traumas agudos quando associado com opioides (NUGRAHANI;
PARWATI, 2021). Atuam na inibicdo da sintese de prostaglandinas, mediante a inativacdo das
isoformas da ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2). A COX-1 é expressa de forma constitutiva
em diversos tecidos (células endoteliais, gastrointestinais e plaquetas) e as prostaglandinas
sintetizadas por essa via sdo importantes para manutencdo das fun¢des fisioldgicas normais. A
COX-2 é induzida em reposta a estimulos no processo inflamatério, como por exemplo,
citocinas. E as prostaglandinas sintetizadas via COX-2 sdo responsaveis pelos sinais clinicos
da inflamagédo (KAUR; SINGH, 2022; BRUNTON et al., 2017; RICCIOTT et al., 2021).

Contudo, o tratamento por longos periodos com AINEs podem danificar a mucosa
gastrointestinal, elevar a pressdo arterial, prejudicar a funcdo renal e causar eventos
cardiovasculares adversos, incluindo infarto do miocérdio, acidente vascular cerebral e
insuficiéncia cardiaca, decorrentes da inibicdo ndo seletiva das isoforma de COX
(BJARNASON et al., 2018; SODANO et al., 2022). Desta forma, a busca por novos compostos
com atividades anti-inflamatdrias tem motivado estudos etnofarmacoldgicos a partir de plantas
medicinais, evidenciado propriedades anti-inflamatdrias por varias vias mecanicistas e com
menos efeitos colaterais (VERAS et al., 2021; SANTOS et al., 2020).
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2.6 ESTUDO DA TOXICOLOGIA NAO CLINICA DE PLANTAS MEDICINAIS

2.6.1 Toxicidade aguda e Toxicidade de doses repetidas (subaguda)

O estudo da toxicidade é fundamental para garantir a seguranca de novas alternativas
terapéuticas e no processo de desenvolvimento de medicamentos a partir das descobertas de
novos compostos (DI; KERNS, 2015). Os ensaios toxicidade pré-clinica em sistemas
bioldgicos revelam os efeitos toxicos especificos na espécie, 6rgao e dose de um produto natural
ou droga em estudo (PARASURAMAN, 2011). A toxicidade das substancias pode ser
observada através da analise de exposic¢des acidentais a uma substancia, ensaios in vitro sobre
varias linhagens celulares ou exposic¢do in vivo em animais de experimentacdo (DONATO;
TOLOSA, 2021; PARASURAMAN, 2011; JOHANSSON et al., 2019).

Neste contexto, ao avaliar a toxicidade de plantas medicinais em modelos animais é
possivel observar os efeitos adversos, sendo um preditivo da toxicidade em humanos no
consumo de tais produtos (RIBEIRO et al., 2020). Embora alguns estudos relatem a eficacia
dos produtos naturais no tratamento de diversas doencas, é essencial que sejam reconhecidos
como seguros (SOUZA et al., 2021; OLIVEIRAet al., 2018). Inimeros fatores podem
influenciar na toxicidade ocasionada pelo uso destes produtos, incluindo a auséncia de um
controle de qualidade, identificagdo boténica incorreta, sazonalidade e contaminagdes externas
(CARVALHO et al., 2010; PEDROSO et al., 2021; GAIOLA et al., 2021).

Ao longo dos anos, estudos multidisciplinares vém sendo implementados para validar a
seguranca de uso de produtos de origem natural (BEDNARCZUK et al., 2010). Dentre os testes
realizados para avaliar a seguranca tem-se: a toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidas,
estudos de toxicidade reprodutiva, estudos de tolerancia local, estudos de carcinogenicidade,
estudos de toxicocinética e toxicidade genética (Ensaio cometa e Microntcleo) (SIMOES et al.,
2018).

Nos ensaios de toxicidade in vivo € possivel analisar parametros bioquimicos,
hematoldgicos, histoldgico e histomofométricos dos 6rgdos, bem como acompanhar 0 consumo
de alimentos, agua, ganho/perda de massa corporea e ndo menos importante, a mortalidade dos
individuos (ROCHA et al., 2019).

A toxicidade aguda é definida como efeitos adversos que ocorrem imediatamente, ou
em um curto intervalo de tempo ap06s a administracdo em dose Unica ou multiplas de uma
substancia, sendo possivel predizer uma dose segura para administracdo oral (CHINEDU et al.,

2013). A Organizacdo para Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OEDC) estabelece em
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seu guia n® 423 o protocolo para andlise da toxicidade aguda de compostos quimicos, em
experimentos realizado com a administracdo por via oral de uma dose Unica de 2000mg/kg ou
méaxima de 5000mg/kg, a fim de classificacdo e avaliacdo de perigos quimicos. Inicialmente,
0s animais sdo observados quanto aos sinais clinicos de toxicidade nas quatro primeiras horas
e diariamente por 14 dias (OECD, 2001).

Em seguida, com dados preliminares obtidos na toxicidade aguda pode-se realizar o
teste de toxicidade oral de doses repetidas. Este teste segue o protocolo estabelecido no
documento n° 407 da OECD, cujo ensaio consiste na administracdo de dosagens da droga em
estudo diaria em curto (14 ou 28 dias) ou longo prazo (90 a 180 dias) em grupos de roedores de
ambos 0s sexos e no minimo 10 vezes a concentragdo pretendida para aplicacdo terapéutica.
Por meio deste, € possivel analisar os riscos a salde por exposicao prolongada, incluido eventos
adversos sobre o sistema enddcrino, imunoldgico, reprodutivo e nervoso central (BRASIL,
2019; OECD, 2008). Para Simdes et al (2018), os efeitos tdxicos promovidos por produtos
naturais podem ndo promover rea¢6es imediatas por ser dificil estima as suas origens, tornam-
se extensivamente crénicos. A biotransformacao de diversos compostos quimicos obtidos de
plantas medicinais por oxidases hepaticas pode promover instabilidade genémicas, alteracdes
epigenéticas que traduzem uma variedade de doengas, resultando em carcinogéneses
(FRAGOSO-SERRANO et al., 2012). Neste aspecto, estudos ndo clinicos de toxicidade
genética de plantas utilizadas na medicina tradicional sdo imprescindiveis para endossar a

seguranca de uso destes produtos.

2. 6. 2 Genotoxicidade

As plantas medicinais caracterizam-se como uma importante fonte de novos compostos
quimicos, podendo servir como candidatas a sintese de novos farmacos (SPONCHIADO et al.,
2016). Extratos ou produtos obtidos a partir de plantas medicinais sdo extensivamente
difundidas na medicina popular. Contudo, ndo se deve conjecturar que sdo biologicamente
seguros, isentos de riscos a salde humana (TARONCHER et al.,, 2021). Avaliar a
genotoxicidade de novos compostos quimicos ou preparacdes medicinais na fase pre-clinica é
vital para garantir a seguranca do usuario. Substancias genotdxicas tem a capacidade de
interagir com os &cidos nucleicos em baixas concentra¢Ges, podendo levar a aberragdes
cromossémicas ou interferéncias na estrutura do DNA, promovendo alteracGes irreversiveis na

célula (DEL RE et al., 2017). Atuam propiciando alteracdes em células somaticas resultando
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em carcinogénese e/ou em células germinativas dispondo em mutacfes hereditarias com
predisposicdo a doencas, incluido cardiopatias, fibrose cistica e diminuicdo da capacidade
reprodutiva (CHOUDHURI et al., 2021; SPONCHIADO et al., 2016).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2019), para o desenvolvimento de
medicamentos a partir de produtos naturais sdo necessarios ensaios ndo clinicos de
genotoxicidade in vitro e in vivo a fim de investigar o potencial de causar mutacgdes génicas ou
alteracbes cromossdmicas. Tais ensaios incluem: teste de Ames, ensaio de linfoma em
camundongos, teste de Micronucleo in vivo. Além disso, 0 ensaio cometa (OECD, 2016) é uma
ferramenta fundamental na avaliacdo da seguranca de novos produtos naturais, incluindo
candidatos a novos farmacos como extratos e Oleos vegetais com acdo farmacoldgica ja
validadas (CHEN et al., 2022; MACHADO et al., 2021; SOUZA et al., 2021)

Neste estudo, foram utilizados os protocolos de ensaio cometa e teste de micronucleo
para avaliar a seguranca genética do 6leo essencial de E. brejoensis.

O ensaio cometa é um biomarcador de genotoxicidade na mensuracdo os danos
gendmicos (BANKOGLU et al., 2022). Consiste em uma técnica com alta sensibilidade,
podendo ser realizada com peguenos numeros de células, sendo possivel identificar danos no
DNA, incluindo quebra de fita simples e dupla de DNA, sitios alcali-labeis, danos oxidativos,
ligacdes cruzadas entre fitas e sitios de reparo (TICE et al., 2000). Esta técnica envolve a
incorporacdo das células em gel de agarose, submetidas a lise, seguida de uma desespiralizacdo
e fragmentacdo do DNA com soluc@es alcalinas em uma corrida eletroforética. Os fragmentos
de DNA migram para o anodo positivo, sendo visualizada em microscopico a imagem de uma
calda semelhante & de um cometa (COLLINS, 2004). A mensuracgdo do dano é realizada pelo
tamanho do material que constitui a calda em relacdo a cabega do cometa (Figura 10). Esta
analise pode ser feita visualmente em um microscopio de fluorescéncia ou com auxilio de
softwares de imagens (BANKOGLU et al., 2022; OECD, 2016; ROCHA et al., 2019).
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Figura 10. Classificagdo de danos no DNA submetido ao ensaio cometa: O(nenhum dano
aparente); 1(pouco dano); 2 ( dano médio); 3 (dano médio com cauda mais longa) ; 4 (dano

maximo).

Fonte: Adaptado Rocha et al. (2019)

O teste de Micronucleo é amplamente utilizado na triagem de compostos com potenciais
atividades genotdxicas. Os micronucleos sdao biomarcadores na identificacdo de substancias
clastogénicas, aquelas que induzem a quebra, perda de cromossomos por interacdes com DNA,
ou aneugénicas, as que promovem a perda cromossdmica por ruptura do aparelho do fuso
mitotico (REN et al., 2017). Sdo pequenas estruturas em que os fragmentos cromossémicos que
ficaram para tras ap0s a anafase e ndo foram incorporados ao ndcleo primario na finalizacéo da
mitose ou meiose sdo envolvidos por um envelope nuclear formando nucleos secundarios no
citoplasma, a exemplo dos eritrécitos policromaticos, que podem ser visualizados na medula
0ssea ou no sague periférico (KRUPINA et al., 2021; OBIAKOR et al., 2014). O teste de

micronucleo é uma ferramenta relevante na triagem de compostos quimicos para uso humano,
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visto que perda de cromossomos ou mutagdes sdo pontos caracteristico para o desenvolvimento
de cancer (NAI et al., 2015).

Diversos estudos com produtos naturais tém utilizado as técnicas de ensaio cometa e
micronucleo associadas para validar a seguranca toxicoldgica de produtos naturais. Souza et al.
(2021) relataram a seguranca genética do 6leo de Syagrus coronata, comumente utilizado em
preparagOes alimentagdo de comunidades no nordeste brasileiro, por meio do ensaio cometa e
teste de micronucleo. O teste de micronucleo foi utilizado para assegurar a auséncia de
toxicidade no extrato de Platycodon grandiflorus na aplicagdo como produto anti-inflamatéria
topico (JUNG et al.,, 2021). Estas técnicas também foram aplicadas para relatar a
genotoxicidade de 6leos essenciais e seus constituintes. Contini et al. (2020) avaliaram 0s
efeitos genotoxicos de sete Gleos essenciais, incluido das espécies Rosmarinus officinalis,
Salvia somalensis, Thymus vulgaris, Achillea millefolium, Helichrysum italicum, Pistacia
lentiscus e Myrtus communis, os quais foram considerados moderadamente genotoxicos
induzindo a frequéncia de micronucleos em células do sangue humano. Alguns compostos dos
Oleos essenciais quando analisados isoladamente produzem danos oxidativos, seguido de
quebra da fita dupla do DNA (DORSAM et al., 2015). Monoterpenos, como o nerol, geraniol
e f-mirceno produzem danos significativos no DNA, efeitos clastogénicos e aneugénicos em
células humanas PBMC e HepG2 (ORLANDO et al., 2019; QUEIROZ et al., 2017; SILVA et
al., 2021). Entretanto é a composi¢do quimica que defini o nivel de toxicidade genética dos
Oleos essenciais. O 6leo essencial de Annona leptopetala constituido majoritariamente por
sesquiterpenos ndo apresenta indicios de genotoxicidade em células do sangue periférico de
mamiferos (BRITO et al., 2018). Machado et al. (2021) mostraram através do ensaio cometa
que o 6leo essencial com 30,52% de cariofileno ndo produz efeitos genotoxico. Em um estudo
com sementes de Aleurites moluccana, utilizada na terapia medicinal para perda de peso,
mostrou-se ndo causar danos genotdxicos nem mutagénicos nas analises do teste de
microndcleo, ensaio cometa e teste de ames. Machado et al. (2021) utilizaram o ensaio cometa
para avaliar a toxicidade genética do 6leo essencial de Achyrocline flaccida (Weinm) DC,

validando a seguranca sem danos genéticos na concentragao de 6000 pg/mL.
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3 RESULTADOS

3.1 ARTIGO 1 - OLEO ESSENCIAL DE Eugenia brejoensis (Mazine) PRODUZ
ATIVIDADE ANTINOCIETIVA, ANTI-INFLAMATORIA SEM EFEITOS TOXICOS E
GENOTOXICOS EM CAMUNGONGOS
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica

Eugenia brejoensis € a espécie da familia Myrtaceae popularmente conhecida por cutia,
utilizada na medicina tradicional para tratar inflamagéao, febre, dores reumaticas e infecgdes.
Laboratorialmente, ja foi comprovada sua a¢do antimicrobiana, espermostatica, citotoxica,

parasitaria e inseticida. Porém, ainda ndo ha relatos sobre sua seguranca farmacolégica.
Objetivo do estudo

Este estudo teve como objetivo obter, caracterizar e determinar o potencial antinociceptivo,
anti-inflamatorio, antioxidante e a seguranca toxicoldgica ap6s administracdo oral em

camundongos.
Materiais e Métodos

O o6leo essencial foi obtido das folhas por hidrodestilagdo e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectro de massa. A atividade antinociceptiva foi avaliada com o teste de contor¢édo
(&cido aceético 0,8%), teste de formalina (solucéo de formalina 2,5%) e avaliados 0s mecanismos
de acdo com antagonistas. A atividade anti-inflamatdria foi investigada com os modelos de
edema de pata e peritonite com dosagens de citocinas (TNF-a e IL-1B) apds a administracao do
agente flogistico carragenina (2%). A seguranca toxicoldgica foi realizada com o ensaio de
toxicidade aguda com as analises de parametros bioquimico, hematologicos e histoldgico dos
6rgdos; a genotoxicidade foi avaliada com o teste de microndcleo e ensaio cometa. Por sua vez,
a atividade do 6leo foi mensurada pelo teste de DPPH, ABTS e TAC.

Resultados

A composicdo quimica do 6leo foi, majoritariamente, de sesquiterpenos, sendo 4-cadineno e
biciclogermacreno o0s principais. O tratamento com OEEb (100 mg/kg) reduziu
significativamente as contor¢des abdominais em 68%. No modelo de nocicepcéo induzida por
formalina (fase neurogénica e inflamatoria) o OEEb (100 mg/kg) reduziu o nimero de lambidas
da pata em 54% e 75%, respectivamente. Em relacédo a atividade anti-inflamatoria, o 6leo (100
mg/kg) reduziu o edema de pata (89%) e os niveis de citocinas pro inflamatérias em TNF-a,
(52,96%) e IL-1pB (65,76%). Na toxicidade aguda, a administracdo de 2000mg/kg do 6leo nao
proveu efeitos adversos nos animais nem alteracdes nas analises histologica dos 6rgédos e
parametros hematologicos. Na analise bioquimica, foi observada uma elevacdo das enzimas

ALT e AST. Nenhum sinal de genotoxicidade foi observado no teste de micronucleo e ensaio
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cometa nos animais tratados com 2000mg/kg do 6leo. O 6leo apresentou atividade antioxidante

e ndo foi toxico aos eritrocitos.

Conclusao

O uso tradicional para tratamento de dor e inflamac&o atribuidos a E. brejoensis foi validado
pelos testes desenvolvidos neste trabalho com o 6leo essencial da planta. O éleo ndo apresentou
efeitos toxicos significativos ou danos genéticos apds administracdo oral. Além disso, o 6leo
tem consideravel atividade antioxidante in vitro o que pode ser importante na prevencédo de

danos celulares causados pelo estresse oxidativo.

Palavras-chave: Oleo essencial. Avaliagio toxicoldgica. Inflamago. Dor. Ensaio do cometa.
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1.Introdugéo

As plantas medicinais sdo interessantes alternativas terapéuticas ao desenvolvimento de
novos produtos para o tratamento de estadgios dolorosos ou inflamatorios de determinadas
doencas (Quintans et al., 2017). A producdo de compostos quimicos em resposta a uma
condic&o de estresse sofrida pela planta pode fornecer produtos naturais com potenciais efeitos
terapéuticos (Silva et al., 2020). O uso de plantas medicinais em préticas tradicionais de cura
tem sido determinado por fatores benéficos a saude humana, facil acessibilidade, baixo custo
de aquisicdo e, principalmente, busca por novas alternativas terapéuticas com menos efeitos
colaterais (Brito et al., 2018; Simdes et al., 2018). Contudo, sdo necessarios varios estudos para
validar esse conhecimento popular, comprovando a seguranca de uso e a aplicacdo
farmacoldgica (Oliveira et al., 2019).

O género Eugenia pertence a familia Myrtaceae e tribo Myrteae, com cerca de 1050
espécies de regibes neotropical (Mazine et al., 2018). Uma das caracteristicas marcantes é a
presenca de estruturas secretoras de 6leos volateis, ferramenta Gtil na identificacdo taxonémica
entre as espécies (Padovan et al., 2014). Os 0leos essenciais sdo misturas complexas de
compostos volateis que configuram uma fonte promissora para descoberta de novas drogas
(Sampaio et al., 2021). Varias espécies de Eugenia com amplo uso medicinal obtiveram a sua
aplicacdo comprovada, destacando-se: acdo antinociceptiva (Vechi et al., 2018), anti-
inflamatdria (Costa et al,2019), antidepressiva (Mehta et al., 2013), neuroprotetora (Thomaz et
al.,2018; Flores et al., 2020), anticonvulsivante (Jeon et al., 2011), gastroprotetora (Santos et
al., 2018) e antidiabética (Araujo et al., 2021).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo, abrigando um verdadeiro
hostpost de plantas com potencial valor econdmico ainda desconhecido (Barbosa et al., 2020).
Dentre os seus dominios fitogeograficos, a Caatinga (regido semiarida) € um bioma
exclusivamente brasileiro, sendo visto como um verdadeiro celeiro de plantas com potencial
etnofarmacoldgico (Albergaria et al., 2019; Silva et al., 2015).

Entre Eugenia spp., a E. brejoensis é conhecida popularmente por ‘“cutia”, tendo
ocorréncias em regides semiaridas do Nordeste brasileiro (Mazine et al., 2018). Na medicina
tradicional, infusGes com partes aéreas (folhas) da planta s&o usadas como anti-inflamatorios,
antidiarreicos, antipiréticos e antirreumaticos (Silva et al., 2015). Quanto ao 6leo essencial E.
brejoensis, algumas atividades biol6gicas ja foram validadas, destacando-se atividade

antimicrobiana (Bezerra-Filho et al.,2020), espermostatica (Junior-Nascimento et al., 2018),



56

larvicida (Silva et al., 2015), tripanomicida (Souza et al., 2017) e anticancer (Santana et al.,
2021).

Apesar das diversas atividades ja relatadas para o 6leo essencial de E. brejoensis, 0s
estudos sobre a seguranca toxicoldgica e aplicacdo farmacolodgica in vivo sdo escassos. Assim,
0 presente estudo teve como objetivos determinar o potencial antinociceptivo, anti-
inflamatorio, antioxidante e analisar a seguranca bioldgica do dleo essencial de E. brejoensis

através da administracdo por via oral em camundongos.

2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal

As partes aéreas (folhas) de E. brejoensis Mazine foram coletadas no Parque Nacional
do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil, coordenadas 8°32'29"(S) e 37°15'5"(W). As
amostras foram coletadas em novembro de 2018, identificada pelo botanico Dr. Alexandre
Gomes da Silva e um exemplar foi depositado no Herbario do Instituto Agronémico de

Pernambuco (IPA) com o numero de registro 84033.

2.2 Extracgdo do dleo essencial

O oleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas (300g) por hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger por 4h. Foi utilizado o sulfato de sodio anidro para remover a agua do
6leo e armazenado em vidro ambar a 4° C para andlises posteriores. O rendimento (%) foi

calculado com base no peso do material fresco.

2.3 Composicdo quimica

A caracterizagdo quimica do 0leo essencial foi realizada em aparelho GC-MS/QP2010
Ultra-Shimadzu equipado com uma coluna RTX-5ms (5% difenil/95% dimetilpolisiloxano) (30
m x0,25mm x 0,25 pum). Os experimentos foram realizados sob as seguintes condigdes:
ionizacao por impacto de elétrons com 70 eV; helio como gas de arraste e fluxo de 1,7 mL/min;
injector de modo fracionado (1:100); gradiente de temperatura crescente de 4 °C/min, de 40 a
180 °C e 20 °C/min de 180 a 280 °C. As temperaturas dos injetores e detectores foram de 250
e 290 °C, respectivamente. Os espectros foram obtidos em um intervalo m/z 10 - 460 Da. A
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identificacdo dos constituintes foi feita com base no indice de retencédo (IR, determinado com
referéncia de séries homologas de n-alcanos C8-C24) e espectros de massa com os de alguns

compostos padrado, biblioteca NIST 05, Wiley 6 e dados da literatura.

2.4. Atividade antioxidante

2.4.1 Ensaio de eliminacdo do 1,1 — difenil-2-picrilhidrazil (DPPH)

A atividade antioxidante in vitro do éleo essencial de E. brejoensis (OEEb) foi avaliada
pelo método de doacgdo de hidrogénio utilizando o radical livre DPPH (Manssouri et al., 2020).
O ensaio foi desenvolvido com concentragdes do OEEb (0,062mg/mL a 2mg/mL) em triplicata
e a atividade de inibicdo mensurada com base na porcentagem de DPPH removido, detectado
por espectrofotometria UV-Vis a 517nm. Um anélogo da vitamina E (Trolox) foi utilizado com
padrdo. A porcentagem de inibicdo(1%) foi calculada usando a seguinte equacgéo: 1% = [(Ac -
As) / (Ac)] x 100, onde Ac e As sdo a absorbancia da amostra de controle e teste,
respectivamente. (Blouis, 1958; Kose et al., 2010). O resultado foi expresso em ICso com base

na regressao linear das porcentagens de inibicéo.

2.4.2 Ensaio 2,2’-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid (ABTS)

A atividade antioxidante do 6leo essencial de E. brejoensis (OEEb) também foi avaliada
pelo ABTS, na qual consiste na geracdo do radical cromoforo a partir da oxidacdo do ABTS
por persulfato (Re et al., 1999). O OEEDb foi avaliado nas concentracgdes (0,062 a 2mg/mL) e o
experimento realizado em triplicata, sendo a atividade calculada com base na porcentagem de
ABTS removido. O Trolox foi usado como padréo. A inibi¢do percentual (1%) foi calculada
usando a seguinte equacdo: 1% = [(Ac -As) / (Ac)] x 100, onde Ac é a absorbancia do controle

e As ¢ a absorbancia da amostra. O resultado foi expresso em valores de ICso.

2.4.3 Capacidade antioxidante total (TAC)

A atividade antioxidante total (TAC) do OEEb foi investigada com o teste de

fosfomolibénio, determinando a reducgéo de Mo4 + para Mo5 + pela substancia em estudo, com

subsequente formagéo de fosfato de molibdénio (Prieto et al., 1999). Acido ascérbico (AA) foi
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usado como substancia padrdo. A CAT foi calculada com base na seguinte equagdo: CAT (%)
= [(Aa - Ab 100) / (As - Ab)], onde Aa é a absorbancia na presenca da amostra, Ab é a
absorbancia do controle e As é a absorbancia de padréo. O Resultado foi apresentado em valores

de I1Csp a partir da regressao linear da porcentagem da reducdo do ion pelo dleo.

2.5 Teste hemolitico

O ensaio hemolitico foi realizado em placa de 96 pocos com uma suspensdo de
eritrocitos de camundongos a 2% em solucéo salina 0,9% de acordo com método descrito por
Costa-Lotufo et. al (2002). O 6leo essencial foi testado nas concentragdes (0,06mg/mL a
2mg/mL) e o Triton-X usado como controle positivo considerando 100% de hemolise. Apds a
incubacdo por 30 minutos em temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante removido para dosagem de hemoglobina liberada em espectrofotdmetro UV-Vis
a 540nm.

2.6 Ensaios in vivo

2.6.1 Animais

Os experimentos foram realizados com camundongos machos (Mus musculus) Swiss
pesando de 35 £ 10 g, com 8 a 10 semanas obtidos do Laboratério Imunopatologia Keizo Asami
da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE). Os animais foram distribuidos em
grupos aleatoriamente, sendo mantidos em caixas plasticas em temperatura ambiente controlada
(25°C + 3° C, em ciclo claro/escuro de 12:12h) com livre acesso a dgua e comida ad libitum.
Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, conforme protocolos n° 0018/2019,
n® 0095/2019.

2.6.2 Toxicidade aguda

A toxicidade aguda do 0leo essencial de E. brejoensis (OEEb) foi avaliada de acordo
com a Diretriz 423 da OCDE (OECD, 2001). Seis animais foram separados aleatoriamente em
dois grupos: o grupo experimental recebeu por gavagem uma Unica dose do 6leo na

concentracdo de 2.000mg/kg e o grupo controle recebeu solucdo salina 0,9%. Apods a
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administracdo, os animais foram observados durante as primeiras 3h e, em seguida, a cada 24h
durante 14 dias. Neste periodo, os parametros de ingestdo de alimentos, ingestdo de agua, peso
corporal e comportamento do animal foram observados (Malone, 1983). Ao final do
experimento, os animais foram sacrificados com altas doses de anestésicos (cetamina 300
mg/kg e xilazina 30 mg/kg). O sangue periférico foi obtido por puncéo da via cava inferior apds
laparotomia exploratéria para analises hematolégica e bioquimica. Os parametros
hematoldgicos foram determinados em um analisador automéatico MaxCell Vet 500 D e
microscopio éptico Olympus, considerando contagem de eritrocitos (RBC), hemoglobina (HB),
hematdcrito (HCT), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e andlise total e
diferenciada dos leucdcitos. Para analise bioquimica, o sangue foi centrifugado a 3,500 rpm por
10 min para obtencdo de soro e avaliacdo dos seguintes parametros: albumina, alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama-glutamil transferase (GGT),
proteinas totais, ureia, creatinina, colesterol total e triglicerideos usando Kits especificos
(Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, Brasil) em analisador automéatico COBAS Mira Plus (Roche
Diagnostics).

Os 6rgédos figado, rim, baco, pulméo de animais dos grupos controle e tratados com o
6leo essencial foram pesados e a andlise histoldgica foi realizada por microscopia Optica.
Fragmentos dos 6rgdos foram fixados em formalina tamponada (10%, v / v) e em seguida
desidratadas através de uma série gradual de etanol (70-100%), diafanizado em xilol e incluidos
em parafina. Os cortes histoldgicos (5 um) foram corados com hematoxilina-eosina e montados
usando laminulas com resina Entellan (Merck, Alemanha) (Kiernan, 1999). As amostras foram
observadas usando um microscopio Nikon Eclpise E100 (Japao) acoplado a um Moticam 1.000

1.3 MP camera digital (Motic Incorporacdo Ltd, Causeway Bay, Hong Kong).

2.6.3 Testes de genotoxicidade

Para investigar se 0 OEEb produz efeitos genotdxico e mutagénicos, foram realizados o
ensaio cometa e o teste de micronucleo com sangue periférico (Tice et al., 2000). Os animais
foram divididos em trés grupos (n=5): o grupo controle negativo (CN) recebeu 0,5 mL de agua
deionizada por gavagem e o segundo grupo recebeu o 6leo essencial de E. brejoensis a 2.000
mg/kg de peso corporal por gavagem. O outro grupo - o controle positivo (CP) -
recebeu ciclofosfamida (Sigma-Aldrich, C0768) por via intraperitoneal a 25 mg/kg de peso

corporal (Oliveira et al., 2016). Transcorridas 48h do tratamento, os animais foram anestesiados
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com cetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg) por via intraperitoneal e o sangue periférico
foi coletado por puncéo retro-orbital para realiza¢do dos ensaios cometa e micronucleo (Souza
etal., 2021).

2.6.3.1 Ensaio cometa

O ensaio cometa foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Tice et al. (2000).
Uma amostra de 15 pL de sangue de cada animal foi homogeneizada com 100 uL de agarose
de baixo ponto de fusdo (0,5% LM). Essa mistura foi depositada em laminas previamente
revestidas com agarose padréo 0,5%, cobertas com laminulas e expostas a 4°C por 10 minutos.
Apbs o resfriamento, as laminulas foram removidas e as laminas imersas em solucdo de lise
(cloreto de sodio [NaCl] 2,5M, acido etilenodiaminotetracético [EDTA] 100 mM, Tris 10 mM,
Triton X-100 1%, DMSO 10%, pH13) por 48 horas. Em seguida, as laminas foram expostas a
tampé&o de eletroforese alcalino (NaOH 1M e sal dissddico de EDTA 200 mM, pH 13) por 20
minutos e submetidas a eletroforese em uma camara horizontal por 20 mina+ 300 mA e 32 V.
Posteriormente, as laminas foram neutralizadas por 15 minutos em tampé&o (Tris-HCL 0,4M /
pH 7,5) e fixadas em etanol absoluto por 5 min. As laminas foram coradas com 30 pL de uma
solucdo de brometo de etidio (0,0002%p/v) e analisadas em microscopio de fluorescéncia
(Zeiss-imager M2) com objetiva de aumento de 40x e filtro AlexaFluor 546 nm. Duas laminas
foram coradas para cada animal, sendo contabilizados 100 nucleoides para a analise quanto ao
dano no DNA. Cada nucleo foi classificado visualmente de acordo com a proporcdo de DNA
na cabeca e cauda do cometa, sendo considerado 0 (nenhum dano), 1 (pouco dano aparente), 2
(dano médio), 3 (dano médio alto) e 4 (alto dano) (Collins et al., 2008; Souza et al., 2021). Os
valores obtidos 0 (nenhum dano) a 400 (dano méximo) foram utilizados para avaliar o indice
de Dano (ID) e o percentual da Frequéncia de Dano (FD) em relacdo ao nimero total de nucleo
quantificados (Collins et al., 2008; Moura et al., 2020).

2.6.3.2 Teste de micronucleo

Para o teste de microndcleo, foi utilizado o protocolo descrito por Hayashi et al., (1990).
O sangue periferico de cada animal foi depositado em trés ldaminas previamente revestidas com
laranja de acridina e cobertas com laminulas. A presenca de micronucleos foi investigada em
2000 eritrécitos policromaticos utilizando o microscépio de fluorescéncia (Zeiss-imager, M2)
com objetiva de ampliacdo de 40x e filtro AlexaFluor 488 (OECD, 2016).
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2.6.4 Atividade antinociceptiva

2.6.4.1 Contorcao abdominal induzida por acido acético

A atividade antinociceptiva do 06leo essencial foi investigada por indugdo da dor
abdominal com administracdo via intraperitoneal de acido acético 0,8% (Oliveira et al., 2018).
Os camundongos foram divididos em quatro grupos (N=6), sendo previamente tratados 60 min
antes da inducdo. Os tratamentos foram realizados por via oral em dois grupos com o dleo
essencial (100 mg/kg e 50 mg/kg), um grupo com solucdo salina 0,9% (controle) e outro grupo
com indometacina (20 mg/kg). A contabilizacao das contor¢es foi registrada nos intervalos 5-

15 min apos a injecdo do acido acético.

2.6.4.2 Teste da formalina e mecanismo de acéo

Para investigar a atividade antinociceptiva do 6leo nesse ensaio, foi utilizado o protocolo

descrito por Hunskaar e Hole (1985) com adaptacdes. Inicialmente, os camundongos foram
divididos em cinco grupos (n=6), sendo pré-tratados por via oral com: solucao salina 0,9%
(controle), 6leo essencial (100 mg/kg e 50 mg/kg), morfina (10 mg/kg) e indometacina (20
mg/kg). Apds 1h, foi administrada a solucdo de formalina (2,5% em solucéo salina 0,9%, 20
pL / pata) na area subplantar da pata traseira direita. Em seguida, os camundongos foram
observados no tempo gasto para lamber a pata injetada, o que foi utilizado com indicativo de
dor. A observacdo dos cincos 5 primeiros minutos foi considerada como primeira fase (dor
neurogénica) e o intervalo entre 15 e 30 minutos apos a inje¢do do indutor da dor como a
segunda fase (dor inflamatoria)
Para avaliar o envolvimento das vias da acdo antinociceptiva do 6leo, os camundongos foram
tratados com antagonistas do sistema opioide (naloxona 5 mg/kg) e receptor muscarinico
(atropina 5mg/kg), e um bloqueador do canal de K* sensivel ao ATP (glibenclamida 5mg/kg)
30 minutos antes da administracdo do 6leo essencial (100mg/kg), morfina (10mg/kg) e solugéo
salina 0,9%. Todas as administragdes foram realizadas por via oral antes da inje¢do intraplantar
de formalina 2,5% (Tjolsen et al., 1992; Veras et al., 2020).
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2.6.5 Atividades anti-inflamatorias

2.6.5.1 Peritonite induzida por carragenina

A inflamacéo foi induzida por carragenina de acordo com o protocolo descrito por Veras
et al., (2021). Os animais foram divididos em quatro grupos (n= 6). Os tratamentos foram
realizados por gavagem com as seguintes solucdes: o 6leo essencial diluido em solugéo salina
0,9% (100 mg/kg e 50 mg/kg), controle negativo (solucéo salina 0,9%) e controle positivo com
indometacina (20 mg/kg) 60 min antes da inducdo da peritonite. Apos esse tempo, a carragenina
(0,25 mL, 0,75% p / v em solucdo salina 0,9%) foi injetada por via intraperitoneal. Quatro horas
apos a inducdo, os animais foram eutanasiados e 2mL de solu¢édo salina tamponada 0,9% foi
injetada na cavidade peritoneal. Posteriormente, uma leve massagem foi realizada e coletado o
liquido peritoneal em condi¢des assépticas. O liquido foi centrifugado a 12.000xg por 15 min
a 4°C e o sobrenadante acondicionado a -70°C até a analise. Amostras de 100 pL do liquido
foram utilizadas para dosagens de citocinas TNF-a e IL-1p usando o kit Elisa, High Sensitivity

in Elisa, Thermo Fisher (Waltham, EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

6.5.2 Edema de pata induzida por carragenina

A atividade anti-inflamatéria também foi investigada pelo modelo de edema de pata
induzido por carragenina, conforme descrito por Winter et al., (1962) com modificacdes. Os
animais foram divididos em quatro grupos (n = 6): um grupo tratado com solucdo salina 0,9%
(grupo controle), dois grupos receberam o éleo essencial (100 mg/kg e 50 mg/kg em solucéo
salina 0,9%) e outro grupo foi tratado com indometacina (20 mg/kg). Todos os tratamentos
foram realizados por via oral 60 min antes da inducdo do edema com 15uL de carragenina 2%
na regido subplantar da pata traseira direita dos camundongos. O mesmo volume de solucédo
salina 0,9% foi injetado na pata traseira esquerda. O volume do edema foi avaliado com um
paquimetro (Mitutiyo Corporation, Digmatic Caliper, Kanagawa, Japdo) nos intervalos de 0, 1,
2, 3 e 4 horas apos a inducdo. A inibicdo do edema foi calculada pela diferenca entre as patas

traseiras direitas e esquerdas, conforme relatado por Santos et al., (2020).
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2.6.6 Andlise Estatistica

Os resultados (ensaios in vitro, antinociceptivo e anti-inflamatério) foram expressos em
média desvio padréo e analisados por ANOVA seguido por Tuckey no software GraphPad
Prisma, EUA. Por fim, os resultados dos ensaios de genotoxicidade foram analisados de forma
independente usando o teste de Wilcoxon (software R). Os resultados foram considerados

significantes em p <0,05 e p<0,001.

3 Resultados e Discussdo

3.1 Caracterizacao quimica

As folhas de E. brejoensis foram coletadas em Buique, no estado de Pernambuco, Brasil.
O dleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger e, posteriormente, a
composicdo quimica avaliada em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS) (Silva et al., 2020). O rendimento da extracdo do 6leo foi de 0,77% (v/p). Foram
detectados 33 compostos, que representam 96,61% da composicdo total, dentre eles: 5-cadineno
(19,49+0,02 %), biciclogermacreno (13,74+0,04%) definidos como os principais, seguidos do
a-cadinol (9,43£0,03%), germacreno — D (8,36+0,03%) e trans-cariofilleno (7,16x 0,01%),
conforme Tabela 1.

Inicialmente, Silva et al. (2015) descreveram a primeira caracterizacdo para o 6leo
essencial de E. brejoensis, compreendendo 0s seguintes compostos majoritarios: 8-cadineno
(22,6%), PB-cariofileno (14,4%), a-muurolol (9.34 %) a-cadinol (8.49 %). Outros estudos
também sinalizam a composicdo quimica de 6leos essenciais de E. brejoensis, constituido,
majoritariamente, por sesquiterpenos, sobressaindo-se o biciclogermacreno, trans-cariofileno,
a-muurolol e germacreno- D (Mendes et al., 2018; Souza et al., 2017).

Ainda que 0s mesmos compostos quimicos tenham sido identificados neste trabalho, a
quantificacdo e os majoritarios diferiram. Silva et al. (2021) afirmam que varia¢fes sazonais,
condicdes de estresse, termorregulacéo da planta e coletas em diferentes estacdes do ano podem
influenciar na composicdo e quantificacdo de compostos detectados na amostra. Os
sesquiterpenos sdo compostos predominantes na composicdo quimica dos 6leos essenciais de
espécies do género Eugenia (Santos et al., 2018b). Um estudo com 6leo essencial de Eugenia

gracilima, uma espécie localizada em regides de Caatinga, assim como E. brejoensis,
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identificou o0s constituintes germacreno- D (16,10%), o -muuroleno (15,60%),
biciclogermacreno (8,53%), germacrene B (7,43%), e 5-elemene (6,06%) como sendo mais
abundantes (Sampaio et al., 2021). Silva et al. (2017) analisaram a composi¢do quimica dos
Oleos essenciais de quatro espécies de Eugenia ssp. Provenientes das areas de Mata Atlantica.
Entre elas, o 6leo essencial Eugenia polystachya revelou germacreno-D (18,4%), ishwarane
(15,7%) e biciclogermacreno (5,1%) como constituintes majoritarios.

Tabela 1. Composicdo quimica do 0leo essencial de Eugenia brejoensis (OEED)

Compostos RI Cal RI Lit OEEDb

(%) S.D.
1 o-Elemene 1337 1335 1.73 0.01
2 a-Cubebene 1345 1348 0.71 0.02
3 a-Copaene 1374 1374 0.59 0.01
4 -Bourbonene 1385 1387 0.51 0.06
5 B-Elemene 1392 1390 0.83 0.02
6 a-Gurjunene 1409 1409 1.68 0.04
7 Trans-caryophyllene 1421 1417 7.16 0.01
8 B-Gurjunene 1430 1431 0.31 0.02
9 Aromadendrene 1439 1439 0.35 0.01
10 Cis-muurola-3,5-diene 1448 1448 0.01 0.01
11 Trans-muurola-3,5-diene 1451 1451 0.12 0.01
12 a-Humulene 1454 1452 1.02 0.03
13 Alloaromadendrene 1458 1458 2.46 0.01
14 Trans-cadina-1(6),4-diene 1451 1451 1.05 0.92
15 y-Muurolene 1478 1478 2.09 0,04
16 Germacrene — D 1483 1484 8.36 0.03
17 Trans-muurola-4(14),5diene 1493 1493 0.01 0.01
18 Bicyclogermacrene 1500 1500 13.74 0.04
19 a -Muurolene 1501 1500 1.58 0.02
20 Germacrene-A 1507 1508 3.09 0.01
21 y-Cadinene 1514 1514 1.05 0.03
22 6-Cadinene 1522 1522 19.49 0.02
23 Trans-cadina-1,4-diene 1533 1533 0.61 0.01
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24 a-Cadinene 1537 1537 0.61 0.01
25 a-Calacorene 1544 1544 0.27 0.02
26 Spathulenol 1577 1577 3.63 0.04
27 Caryophyllene Oxide 1582 1582 2.93 0.29
28 Carotol 1594 1594 4.10 0.02
29 Guaiol 1602 1602 1.44 0.04
30 Cubenol<1-epi-> 1627 1627 0.92 0.07
31 Muurolol <epi-a-> 1640 1640 1.13 0.03
32 a-Muurolol 1644 1644 3.65 0.01
33 a-Cadinol 1652 1652 9.43 0.03

Hydrocarbon sesquiterpenes (SH) 61.54

Oxygenated sesquiterpenes (SO) 35.12

Total (%) 96.66

3.2 Atividades antioxidantes

Estudos com novos antioxidantes naturais vém sendo impulsionados por uma crescente
tendéncia de substituicdo de antioxidantes sintéticos por naturais, visto que antioxidantes
sintéticos - como BHT (hidroxitolueno butilado) e o BHA (hidroxianisol butilado) - sdo
empregados com restricOes por apresentarem toxicidade e carcinogenicidade (Ahmed et al.,
2019). Os antioxidantes naturais sdo de interesse em diversas areas, incluindo a farmacéutica
(Manssouri et al., 2020). A acdo farmacoldgica destes tem demonstrado uma relevante atuacéo
sobre radicais livres, com consequente prevencdo de patologias neurodegenerativas,
cardiovasculares, bem como cancerigenas. (Hou et al., 2022; Lins; Santori, 2014).

Em razdo da complexa reatividade dos constituintes quimicos de 6leos essenciais e
extratos de plantas, a capacidade de eliminacdo de radicais livres ndo pode ser mensurada por
apenas um anico método. Deste modo, € necessaria a aplicagédo de diferentes ensaios e mais de
um protocolo para validacdo da atividade antioxidante de uma amostra vegetal (Amorati et al.,
2013; Shan et al., 2019). No presente estudo, diferentes métodos foram aplicados para analisar
aatuacdo do OEED na reducéo de ions e sequestro de radicais livres. Os resultados s&o expressos

em valores de ICso sendo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Atividade antioxidante do 6leo essencial de Eugenia brejoensis (OEED)

Amostras DPPH ABTS TAC
I1C 50 (ng/mL) I1C 50 (ng/mL) IC 50 (ng/mL)
OEEDb 120,88+ 0,12 287,10+0,10 563,63+0,02
Trolox 57,91+0.08 210,39+0.05 NT
Acido ascorbico NT NT 504,79+0.05

DPPH: Radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ABTS: Radical 2',2-Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-

sulfonato); TAC: Capacidade antioxidante Total. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrédo (n=3).

O resultado da atividade de sequestro de radicais livres de DPPH revelou um valor com
1Cs0 120,88+ 0,12 pg/mL, correspondente a 2,1 vezes ao valor apresentado no ensaio com o
Trolox (ICso 57,91+0.08 pg/mL). A eliminagdo de radicais pelo método de ABTS, o OEEb
expressou um valor de 1Cso 287,10+0,10 pug/mL, mais préximo ao valor apresentado no ensaio
com o Trolox (ICsp 210,39+0.05 pug/mL). Para avaliar a agéo antioxidante do OEEb sobre a
reducdo de ions metalicos, foi empregado o teste de capacidade antioxidante total (TAC) pelo
método do fosfomolibdénio. Neste ensaio, o resultado demonstrou a atividade do OEEb com
valor de ICso 563,63+0,02 pg/mL similar ao padrdo frequentemente utilizado para fins de
comparacao neste teste, o acido ascorbico (ICso 504,79+0.05 ng/mL). Estes resultados apontam
que o OEEb possui um significativo potencial antioxidante, principalmente se alinhado com
acao antioxidante de 6leos essenciais de outras espécies, como Psidium sobralianum, Psidium
laruotteanum e Psidium salutare, que apresentaram no ensaio de eliminacéo de radicais DPPH
valores de ICsp 5,99 mg/mL, 52,33mg/mL e 54,34mg/mL, respectivamente (Macedo et al.,
2022).

No decorrer dos anos, tem-se evidenciado a atividade antioxidante de diversas espécies
do género Eugenia (Magina et al., 2010). Sampaio et al. (2021) estudaram a acdo antioxidante
do dleo essencial de Eugenia gracilima usando os métodos DDPH (1Cs015.67 mg/mL), ABTS
(1C5015.16 mg/mL) e TAC (62.29%) encontrando resultados similares aos relatados neste
trabalho. A atividade antioxidante revelada por 6leos essenciais de Eugenia spp. nos mesmos
métodos aplicados em nosso trabalho tém sido atribuida a componentes quimicos também
presentes na assinatura do OEED, incluindo s-cadineno (Oliveira et al., 2018a), derivados de

cariofileno (Silvestri et al., 2010), germacrene-D (Carneiro et al., 2017), biciclogermacreno
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(Sampaio et al., 2021), germacrene -B (Figueiredo et al., 2019) e y-elemeno (Ferreira et al.,
2021).

3.3 Ensaio de hemolise

A citotoxicidade em eritrocitos foi avaliada pelo ensaio de hemolise que permite analisar
a toxicidade de compostos quimicos sobre a membrana plasmatica através da capacidade de
causar danos estruturais, incluindo formacéo de poros ou rupturas com a consequente liberacdo
da hemoglobina que é mensurada por densidade dptica a 540nm (Deng et al., 2016). O 6leo
essencial de E. brejoensis demonstrou baixa atividade de hemdlise in vitro em eritrécitos de
camundongos. Nas concentracdes analisadas, as taxas hemoliticas variaram de 1,04% a 2,53%
(Tabela 3). Na analise estatistica, os resultados mostraram-se significativos (p<0,05) quando
comparados com os percentuais do controle positivo (Triton-x) com as concentracdes testas do
OEEDb. Foi relatado que 6leos essenciais com taxas inferiores a 5% de hemolise podem ser
aceitaveis e potencialmente seguros para aplicacdo como conservantes de alimentos ou
candidatos a drogas (Veras et al., 2020; Chen et al., 2016).

Estudos com espécies do género Eugenia utilizados na medicina tradicional tém
revelado seguranca toxicoldgica a partir de testes hemoliticos. Oliveira et al. (2022a)
empregaram 0 ensaio hemolitico para comprovar que o extrato de Eugenia biflora L néo
promove hemolise em eritrocitos de camundongos. Costa et al. (2020) estudaram a toxicidade
do oleo essencial de Eugenia stipitata revelando a baixa atividade sobre as membranas de
eritrécitos de camundongos. Contudo, o 6leo essencial de Eugenia uniflora com potencial
atividade leshimanicida revelou ser toxico em eritrécitos humanos, promovendo 63,22% de
hemolise na concentragdo de 400pg/mL, e relativamente seguro em concentragdes abaixo de
50pug/mL. Devido a baixa atividade hemolitica, 0 OEEb demonstrou interagir fracamente com

a membrana seguro para prosseguirmos com os ensaios toxicologicos in vivo.
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Tabela 3. Atividade hemolitica do éleo essencial de Eugenia brejoensis (OEEb)

Amostras (n=3) Atividade Hemolitica (%0)
Controle negativo 1.21+0.12
Triton-X 100+0.01
OEEb 0,062 mg/mL 1.04+0.03
OEEb 0,125 mg/mL 1.26+0.15
OEEb 0,25 mg/mL 1.30+0.12
OEEDb 0,5 mg/mL 1.47+0.41
OEEb 1 mg/mL 2.13+0.10
OEEb 2 mg/mL 2.53+0.12

Os dados sdo expressos como média + desvio paddo (n = 3). A ANOVA-Tukey revelou que
ndo foram encontradas diferencas significativas em comparagdo com o controle (p > 0,05).

3.4 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda é imprescindivel na triagem de plantas medicinais como
fonte de novos candidatos a medicamentos para a aplicacdo terapéutica, pois torna possivel
mensurar as possiveis interagdes entre dose, resposta e efeitos adversos em sistemas bioldgicos
similares, garantindo, assim, a seguranca de uso em humanos (Arome;Chinedu, 2013; Deyno
etal., 2021; Strickland et al., 2018). Todos os animais tratados por via oral com 2000mg/kg do
OEEb néo apresentaram sinais clinicos de altera¢fes sensoriais ou motoras, ndo tendo havido
mortalidade durante os 14 dias de experimento. Ademais, ndo foram identificadas diferencas

significativas na ingestdo alimentar e hidrica nem no peso corporal médio dos animais ao final



69

do experimento entre o grupo tratado com 2000mg/kg de OEEb em comparagdo com o grupo
controle tratado com solucéo salina 0,9% (Tabela 4). Estes resultados indicam uma DLso(dose
letal para 50% do grupo testado) superior a 2000mg/kg, classificando o OEEb como seguro e
atoxico. De acordo com as diretrizes da OECD (2001), produtos quimicos com
DLs0<5000mg/kg sdo considerados seguros e classificados na categoria de perigo 5 (atdxico)
do Sistema Global Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).
O acompanhamento do peso corporal relacionado com o peso dos oOrgdos ao final do
experimento é indice simples e sensivel de monitoramento de toxicidade apds a exposicao a
xenobioticos (Bomonini et al., 2017). Nas analises macroscopicas, ndo foram observados sinais
de fibrose, isquemia, sangramento ou outras lesdes. Ndo houve diferengas significativas entre
0s pesos dos orgaos (figados, rins, bacos, estbmagos, pulmdes e corac¢des) do grupo tratado em
comparagdo com o grupo controle (Tabela 5). Contudo, apenas a auséncia de sinais clinicos e
analises macroscépica dos 6rgdos ndo asseguram a isencao de efeitos toxicoldgicos, fazendo-
se necessario avaliar outros pardmentos (bioquimico, hematoldgicos, genotoxicidade e
mutagenicidade), deslindando de forma extensiva e garantindo a seguranca na utilizacdo do
OEED com fins medicinais (Bomonini et al., 2017; Moura et al., 2020).

Tabela 4. Agua, consumo alimentar e peso médio entre os grupos controle e tratado com 6leo
essencial de Eugenia brejoensis por 14 dias.

Parametros Controle OEEb 2000mg/kg
Consumo de agua (mL) 31,44+1.22 30,96+1.47
Consumo de alimento (g) 24,43+0.85 23,24+0.51
Pesos dos animais (g) 33.4+0.05 32.3£0.03

Os dados sdo expressos como média = DP de n = 3 animais por grupo. A ANOVA-Tukey
revelou que ndo foram encontradas diferencas significativas em comparagdo com
o controle (p > 0,05).
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Tabela 5. Avaliacao do peso do 6rgdo de camundongos 14 dias ap6s a administracao do 6leo
essencial de Eugenia brejoensis

Parametro Controle OEEb 2000mg/kg
Figado 1.6+0.13 1.41+0.06
Rim 0.32+0.01 0.35+0.01
Baco 0.14+0.01 0.15+0.02
Pulméo 0.21+0.19 0.19+0.01
Estdmago 0.31+0.05 0.31+0.06
Coracdo 0.16+0.02 0.14+0.01

Os valores representam a média + desvio padrdo (n =3). Ndo foram encontradas diferencas significativas (p >
0,05) em comparagdo com o controle.

As alteracdes nos parametros do sistema hematopoiético correspondem ao estado
fisioldgico ou patolégico como resposta da toxicidade apds a administragdo de uma substancia
teste (Kumar et al., 2022). Estas alteracGes hematoldgicas podem ser rapidas ou estende-se por
longos periodos, promovendo alteragfes estruturais e funcionais em outros tecidos (Ramesh et
al., 2018). Os resultados da analise dos parametros hematoldgicos (Tabela 6) revelaram que o
tratamento com o OEEb (2000mg/kg) ndo produziu alteracdes estatisticamente significativas
quando comparados com os dados do grupo controle.

A anélise dos parametros bioquimicos mostrou aumento significativo nos niveis séricos
das enzimas ALT (alanina aminotransferase) e AST (aspartato aminotransferase) no grupo
tratado com OEEb em comparacdo com o grupo controle. Os demais parametros ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Tabela 7). O figado é
o principal érgdo com maior atividade metabdlica, sendo responsavel pela biotransformacéo
qguimica de farmacos ou pro farmacos antes de alcancarem circulacéo sistémica (Almazroo et
al., 2017). VariacGes elevadas nos niveis séricos dos biomarcadores hepaticos ALT e AST
podem ser um indicativo de lesdes nos hepatocitos, resultando na liberacdo destas enzimas
(Derosa;Maffioli, 2017). Porem, para inferir um diagnostico de dano hepatico, € necessario
analisar os resultados em conjunto com outros biomarcadores mais sensiveis, como a fosfatase
alcalina e a GGT (mais especifica, com meia vida de aproximadamente 28 dias em quadros de
lesdo hepatica) (Giannini et al., 2005). Além disso, 0s niveis normais de ureia - um importante

biomarcador de dano renal - indicam que o metabolismo de amoniaco para ureia, as fungdes de
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desintoxicacdo e excrecdo do figado ndo foram alteradas com tratamento com o OEEb
(Bononimi et al., 2017). A Tabela 7 mostra que o tratamento com OEEb ndo promoveu aumento
estatisticamente significativo nos niveis de GGT e fosfatase alcalina em relacdo ao grupo
controle. Oluyele et al. (2022) relatam que niveis elevados de biomarcadores hepaticos e renais
no plasma podem ser resultantes de um efeito estimulador do composto em células Kuppffer e
células mesangiais. Costa et al. (2019) estudaram a toxicidade aguda do 6leo essencial Eugenia
stipitata e observaram nos parametros bioquimicos elevacéo nos niveis de ALT (81,9 £0,06) e
AST (134,7 £0,35); contudo, o 6leo néo foi classificado como toxico considerando os demais
parametros bioquimicos, hematoldgicos e histologicos dos 6rgaos. Assim, pode-se inferir que
0 OEEDb néo exerce efeitos toxicos em dose Unica de 2000mg/kg.
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Tabela 6. Parametro hematoldgico de camundongos tratados com dleo essencial de Eugenia

brejoensis em toxicidade aguda.

Parametro Controle OEEDb 2000mg/kg
Eritrocitos (10%/mm?) 5.35+0.15 5.22+0.34
Hemataocrito (%) 39.15+1.23 40.11+2.06
Hemoglobina (g/dL) 12.67+0.76 12.09+0.71
VMC (fL) 51.11+1.49 51.77£1.72
HCM (pg) 18.22+0.47 17.88+0.60
CHCM (%) 34.28+0.55 35.03+0.63
Leucdcitos (103/mm?3) 9.08+0.31 9.44+0.82
Segmentedo (%) 70.25+2.22 72.01+2.37
Linfdcitos (%) 24.24+0.18 23.68+0.31
Mondcitos (%) 3.22+0.11 3.03+0.37
Basofilos (%) 0.02+0.01 0.04+0.02
Eosinofilos (%) 1.58+0.22 1.46+0.31

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo média de
hemoglobina corpuscular. Os valores representam a média £ SD (n=3/grupo). Nao foram encontradas diferencas

significativas (p > 0,05) em comparacdo com o controle.



Tabela 7. Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com o 6leo essencial

de Eugenia brejoensis

Parametro Controle OEEDb 2000mg/kg

Albumina (g/dL) 38.24+1.48 37.58+1.65
ALT (U/L) 58.70+1.22 79.7+2.20*

AST (U/L) 134.52+6.31 159.5+5.25*

GGT (U/L) 14.62+0.36 15.18+0.34
Fosfatase alcalina (UI/L) 13.85+0.18 13.53+0.21
Proteina total (g/dL) 62.44+1.18 63.01+1.46
Creatinina (mg/dL) 3.45+0.37 3.50+0.48
Ureia 0.30+0.09 0.33+0.12
Colesterol Total (mg/dL) 98.76+2.41 96.3+£2.73
Triglicerideos (mg/dL) 64.2+1.52 63.78+1.77

ALT : Alanina aminotransferase; AST : Aspartato aminotransferase; GGT : gama-glutamil transferase; Os
valores representam a média + SD (n= 3/grupo para toxicidade aguda). * Diferencas estatisticas
significativas (p < 0,05) em comparacdo com o controle.

As analises histolégicas dos 6rgdos dos grupos ndo apresentaram morfologias com
indicativos de processos patoldgicos (Figura 1). O figado dos animais tratados com OEEb
apresentou rede vascular composta de veias centrolobulares de calibres variados com auséncia
de congestdo, parénquima bem desenvolvido e hepatocitos com morfologia caracteristica. Nos
rins, foram visualizadas estruturas preservadas, glomérulos bem desenvolvidos com cépsula de
Bowman e espaco capsular bem definidos. Adicionalmente, o bago apresentou arquitetura
normal, sendo possivel visualizar, externamente, uma capsula constituida de tecido conjuntivo
denso ndo modelado e células musculares lisas e, estruturas internas sem alterac@es (Kiernan,
1999).


https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/alanine
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/aspartate-transaminase
https://www-sciencedirect.ez16.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/transferases
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Controle

Figura 1. Fotomicrografias representativas do figado, rim, baco e pulm&o de camundongos fémeas dos grupos controle e tratados com dose Unica

com o Oleo essencial de E. brejoensis (OEEDb) na dose de 2000mg/kg. Figados: a veia centrolobular (cv) é vista em todas as imagens. Rins:
Glomérulos renais (Gr) e os tubos contorcidos pontas de seta) séo preservados e ordenados. Bago: Os linfonodos (Nd) s&o bem definidos nos grupos
de controle e tratados. Pulm@o: Podem ser visualizados bronquiolos (Br) e cavidade alveolar (As) com arquitetura preservada no controle e
tratamento. Foi utilizada coloragdo com hematoxilina e eosina. Ampliagéo: 400x.
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3.5 Genotoxicidade

O ensaio cometa e teste de micronicleo sdo considerados métodos
imprescindiveis na avaliacdo do potencial genotdxico em estudos néo clinicos de novos
candidatos terapéuticos (Oliveira et al.,, 2016; OECD, 2016). Estes testes s&o,
frequentemente, utilizados para investigar a capacidade de produtos naturais causarem
possiveis mutacdes ou danos no DNA (Machado et al., 2021; Oliveira et al., 2022; Souza
etal., 2021).

Neste trabalho, a administracdo oral de 2000 mg/kg do Gleo essencial de E.
brejoensis (OEEb) ndo promoveu danos genéticos ou mutagénicos, conforme mostra
Figura 2. No ensaio cometa, ao calcular o indice de Dano (ID) e a Frequéncia de Dano
(FD), ndo houve diferencas significativas (p>0,05) entre o grupo controle (CN) - que
recebeu solucgéo salina 0,9% (1D:41+13,9 e FD:25,8+6,9) - e 0 grupo que recebeu a dose
do OEEb (1D:44,8+12,1 e FD:31,4+7,2), exceto quando comparados como grupo tratado
com a droga ciclofosfamida (p<0,05).

Da mesma forma, no teste de micronudcleo ndo houve aumento na frequéncia de
microndcleos em eritrocitos policromaticos do sangue periférico dos animais tratados
com OEEDb (3,4+1,14) em relacdo ao grupo controle (CN) (4,6+1,14). Verificou-se o0
aumento significativo de eritrocitos policromaticos no grupo tratado com ciclofosfamida
(CP), validando este experimento.

A identificacdo de micronlcleo nas células € um importante biomarcador,
amplamente utilizado na epidemiologia molecular para investigar danos citogenéticos em
células expostas a substancias genotoxicas (Araldi et al., 2015). O teste de microndcleo
fornece a informacdo de como se formam os microndcleos, seja por mutacdes no genoma
(aneugénese) ou quebras cromossdmicas (clastogénese) (Samanta; Dey, 2012). J& o
ensaio cometa € uma técnica considerada padrdo ouro em estudos de toxicologia genética,
pode ser executado com um pequeno nimero de células, e permitindo a identificacdo de
pequenos danos no DNA, tais como quebra de fita simples e dupla de DNA, sitios alcali-
labeis, danos oxidativos, ligagdes cruzadas entre as fitas e sitios de reparo (Gajski et al.,
2019; Obiakor et al., 2021).

Um estudo recente avaliou os efeitos toxicologicos in vivo do 0leo essencial de
Allium sativum L, revelando que este ndo interfere na formagdo de micronucleos em

células do sangue periférico de camundongos (Lin et al., 2022). Ndo héa relatos na
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literatura da avaliacdo de genotoxicidade da espécie de E. brejoensis; porém, ha estudos
com espécies do género e com os constituintes do éleo essencial. Moreira et al. (2017)
verificaram através do ensaio de micronicleo que a espécie Eugenia dysenterica nao
apresenta potencial genotoxico em células HepG2. O dleo essencial de Annona
leptopetala possui 0s mesmos constituintes quimicos encontrados no OEEb
(biclogermacreno, germacreno-D e d-cadineno) e ndo apresenta indicios de
genotoxicidade em células do sangue periférico de mamiferos (Brito et al., 2018).
Machado et al. (2021) mostraram através do ensaio cometa que o 6leo essencial com

30,52% de cariofileno ndo produz efeitos genotdxico.



77

Teste do Micronucleo Cometa - Frequéncia de Dano Cometa - indice de Dano
1004 i 0.012 3 | 0.0075 : 4001 | 0.012 5
100 o ®
-
8 75 %
2 3001
E 2
S § " g
Qo
E 3 S
£ * o -
8 50 8 0.34 ® 2001
O L E 1 B
& g 50 2
: : -
a ° 0.83
z 25 1¢1 % 100
° |
@ )
25 % °
J : - P
0.
CN OEEb cP CN OEEb cP CN OEEb CP
Tratamentos Tratamentos Tratamentos

Figura 2. Resultados dos testes de microndcleo e ensaio cometa. HPCE: eritrocitos policromaticos; CN: controle negativo (agua deionizada); CP:
controle positivo (ciclofosfamida - 25 mg/kg); OEEDb: 6leo essencial de E.brenjoensis (2000 mg/kg). Os asteriscos representam a média; os valores

de p sdo apresentados em barras.
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3.6 Atividade antinociceptiva

3.6.1 Contorcéo induzida por acido acético

A contor¢do abdominal induzida por acido acético causa uma dor visceral
inflamatoria, com ativacdo de nociceptores quimiossensiveis e consequente inflamacéo
nas camadas subcutdneas e musculares da parede abdominal e &rgdos viscerais
subdiafragamaticos (Meymandi, Keyhanfar, 2013). Portanto, trata-se de um modelo
amplamente utilizado na avaliacdo de novas drogas analgésicas de via periférica, pois
promove a liberagdo de mediadores inflamatorios com prostaglandinas, bradicininas e
citocinas (IL-1, IL-6 e TNF-a) que estimulam os nociceptores periféricos (Oliveira et al.,
2018; Silva et al., 2013).

O tratamento com OEEB em todas as doses inibiu significativamente (p<0,001) o
namero de contorgdes induzidas pela administracéo intraperitoneal do &cido acético em
comparagao com o grupo controle (Figura 3). Os grupos tratados com o 6leo essencial
com doses 50mg/kg e 100mg/kg apresentaram reducao no nimero de contorcdes de 63%
e 68% respectivamente. A indometacina, medicamento de referéncia, também reduziu as
contorgdes em 75% conforme esperado.

Diferentes 0Oleos essenciais de espécies de Eugenia demostram atividade
antinociceptiva, como o 6leo essencial de Eugenia stipitata (40, 100 e 250mg/kg),
exibindo reducdo nas contor¢Ges em 54%, 55% e 56,6% respectivamente (Costa et al.,
2019). A administracdo do 6leo essencial de Eugenia uniflora na concentracdo 200mg/kg
promoveu 48% de inibicdo das contor¢des provocadas por acido acético (Amorim et a.,
2009). O oleo essencial de Eugenia candolleana apresentou inibicdo nas contorcdes
abdominais em 70,9% a partir da administracdo de 50mg/kg (Guimaraes et al., 2009). Os
6leos essenciais com germacrene D, delta cadinene e biciclogermacrene em sua
composicdo quimica sdo descritos como potenciais candidatos analgésicos pelo ensaio de

contorgdo abdominal (Veras et., 2020).
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Figura 3. Efeito do 6leo essencial de Eugenia brejoensis Mazine (100mg/kg e 50mg/kg)
na contor¢do abdominal induzida por acido acético. Os asteriscos (***) P< 0,001 indicam
significancia em comparacdo com o grupo controle.

3.6.2 Teste da formalina e mecanismo de acao

No teste de formalina, verificou-se que o dleo essencial de E. brejoensis
apresentou atividade antinociceptiva significativa em todas as concentracfes testadas,
reduzindo o tempo em lambedura das patas na fase neurogénica em 34% a 54% e, na fase
inflamatoria, reduzindo em 65,5% a 75% (Figura 4). Os medicamentos utilizados como
referéncia exerceram agéo esperada, tendo sido a indometacina eficaz na segunda fase e
a morfina eficaz em ambas as fases. A administracdo de naloxona promoveu o bloqueio
do efeito analgésico do 6leo essencial na primeira fase e inibiu parcialmente na segunda
fase, sugerindo que o seu mecanismo de acédo esta relacionado com ativacgdo de receptores
opioides. Tal inibicdo ndo foi observada por receptores muscarinicos nem por canal de
K* ATPase.

Ademais, a segunda fase do teste de formalina mostrou que o 6leo essencial de E.
brejoensis reduziu a nocicepgdo também por vias inflamatorias, sendo observada uma
reducdo de 75% no tempo de lambedura das patas de animais tratados com 100mg/kg de
oleo (10% mais que a indometacina) em relacdo ao grupo controle. Resultados
semelhantes foram observados no 6leo essencial de Xylopia laevigata - que tem y-
muurolene, 6-cadinene, bicyclogermacrene como constituintes majoritarios — sendo

eficaz nas duas fases de nocicep¢do induzida por formalina (Queiroz et al, 2014). A
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participacdo do sistema opioide também foi atribuida para o efeito analgésico do 6leo
essencial de Citrus limon em protocolos semelhantes a este ensaio (Campelo et al., 2011).

3

A Associagdo Internacional para Estudos de Dor considera dor com “uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a, ou semelhante aquela
associada com dano real ou potencial do tecido”. Sua fungado ¢ proteger o organismo de
estimulos nocivos e essa percep¢do pode variar entre os individuos (Raja et al., 2020).
Nesse contexto, métodos que avaliem respostas do sistema nervoso central a estimulos
nocivos sdo verdadeiros aliados na busca por novos farmacos analgésicos (Quintans et
al., 2017).

O teste de formalina € um modelo de dor associada a lesdo tecidual provocada
pela injecdo intraplantar de formalina diluida na pata traseira do animal (Silva et al.,
2013). Este teste segue um padréo bifasico, com fases distintas, que podem inferir
diferentes estagios de dor. A primeira fase, uma dor neurogénica (0-5 min) desencadeada
por uma estimulagdo direta das fibras C seguida da liberagéo da substancia P no sistema
nervoso central; na segunda fase, uma dor inflamatéria (15-30min) caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatdrios e hiperalgesia (Fonseca et al., 2021; Shibata et al.,
1989). Este teste tem sido um excelente recurso para avaliacdo de 6leos essenciais com
efeitos analgésicos, sendo capaz de quantificar e converter em valores numéricos a

nocicepcdo em modelo animal (Braga et al., 2021; Lenardao et al., 2016).
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Figura 4. Efeito do 0leo essencial de Eugenia brejoensis Mazine no teste de formalina.
Figura A, fase neurogénica 0 — 5 minutos de teste; Figura B, fase inflamatéria 15-20
minutos de teste. Os asteriscos (***) indicam significancia em comparag¢do com o grupo

controle, P <0,001.
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3.6 Atividade anti-inflamat6ria

3.6.1 Edema de pata induzido por carragenina

O modelo de edema de pata induzido por carragenina € largamente utilizado para
investigar efeitos anti-inflamatdrios de novas moléculas com potenciais atividades
farmacoldgicas (Cavalcante et al., 2021). Este método produz uma inflamagéo aguda com
resposta bifasica, inicialmente, com a liberagdo de histamina, serotonina, quininas e
citocinas nas primeiras horas, seguido da liberagéo de prostaglandinas, ativacdo da COX-
2 e liberacdo de Oxido nitrico nas 2-3h ap6s a injecdo do agente flogistico (Amdekar et
al., 2012; Adedayo et al., 2019).

A injecdo de carragenina 2% na pata dos camundongos induziu o edema esperado,
conforme observacdo do grupo controle. O pré-tratamento com o 6leo essencial de E.
brejoensis reduziu significativamente (p< 0,001) os edemas (Figura 5). Apo6s 4h de
inducdo do edema, foi observada a reducdo de 87% e 89,1% (10% menos que 0 grupo
indometacina) nos grupos tratados com 6leo essencial nas concentracdes de 50mg/kg e
100mg/k respectivamente. Esse efeito anti-edematogénico também foi observado em
outros estudos com espécies do mesmo género. Eugenia punicifolia (Kunt) reduziu o
edema na pata a partir da dose de 250mg/kg (Basting et al., 2014). O tratamento agudo
com Eugenia brasiliensis (100mg/kg) promoveu a diminuicdo do edema na pata e nos
niveis de citocinas IL-6 e TNF-a (Sim@es et al.,, 2018). Trans-cariofileno,
biciclogermacrene e germacrene D foram relatados por promover a reducdo
edematogénica em 97% a partir da administracdo de dose de 200mg/kg do 6leo essencial

de Croton campestres (Tintino-Oliveira et al., 2018).
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Figura 5. Atividade anti-inflamatéria do éleo essencial de Eugenia brejoensis Mazine na reducdo do edema de induzido por carragenina. Os
resultados foram expressos em média aritmética e desvio padrdo * desvio padrdo (DP) (n=6). A andlise estatistica foi realizada por Two-way
ANOVA e Bonferroni post test. (*) P <0,05 em relacéo ao grupo controle.
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3.6.2 Peritonite induzida por carragenina

A injecdo intraperitoneal de carragenina desencadeia uma série de eventos
caracterizando uma inflamacdo aguda com a liberacdo de histamina, serotonina,
prostaglandinas, citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p, IL-8 (Piva et al., 2021), 6xido
nitrico, migracéo leucocitéria e moléculas resultantes da resposta ao estresse oxidativo (Sousa-
Neto et al., 2022). O efeito anti-inflamatorio do d6leo essencial de E. brejoensis também foi
observado no modelo de peritonite aguda induzida por carragenina. A pré-administracdo
reduziu os niveis de citocinas pré-inflamatoria TNF-o em 38,74%, 52,96% e IL-1 em 55,9%,
65,76% nas concentragdes de 50mg/kg e 100mg/kg respectivamente (Figura 6). Todas as doses
promoveram uma reducdo significativa (p<0,001) e (p<0,05) nos niveis de citocinas em
comparagdo como controle. O medicamento indometacina proporcionou a reducdo de TNF-a e
IL-1pB esperada de 66,35%, e 82,19% .

Resultados semelhantes foram observados em ensaios com Eugenia uniflora, inibi¢éo
da migracdo celular e diminui¢cdo nos niveis citocinas pro-inflamatérias IL-1p ¢ TNF-0 em
todas as doses (50,10 e 250mg/kg) testadas no modelo de peritonite induzida por carragenina
(Falcdo et al.,, 2018). O tratamento com trans-cariofileno na dose 10mg/kg, um dos
componentes do bleo de E. brejoensis (OEED), reduziu significativamente os niveis de IL-1
em camundongos (Paula-Freire et al., 2014). O 6leo essencial de Verbesiana macrophyla com
componentes quimicos majoritarios germacrene-D, &-cadineno e biciclogermacreno possui
atividade anti-inflamatoria e promoveu a reducdo dos niveis de citocinas IL-1p e TNF-a no
mesmo modelo induzido por carragenina (Veras et al., 2021).

A imunomodulacdo de citocinas pré-inflamatorias é considerada uma das etapas mais
relevantes na terapéutica de doencas inflamatorias (Yang et al., 2021). Nesse contexto, a
complexidade quimica conferida aos 6leos essenciais permite que seus compostos possam atuar
simultaneamente e sinergicamente sobre diversos mecanismos do processo inflamatério, sendo
fortes candidatos para o desenvolvimento biotecnolédgico de produtos anti-inflamatorios (Silva
et al., 2020; Takenaka et al., 2021).

Véarios compostos podem atuar na regulacdo dos niveis de citocinas, a-bisabolol,
bicyclogermacrene, d-cadineno e spathulenol constituintes do 6leo essencial de Stachys
lavanduliafolia VVahl promoveram sinergicamente o controle nos niveis das citocinas IL-1p
e TNF-a do fluido pleural (Barreto et al., 2016). Além disso, Germacrene D, constituinte
guimico do dGleo essencial de Eugenia piauhiensis, também esta relacionado com a

imunomodulacao de citocinas (Lima Nunes et al., 2021).
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Figura 6. Efeitos do 6leo essencial de Eugenia brejoensis Mazine nos niveis de (A) TNFa ¢ (B)
IL-1P.0s valores foram expressos em média aritmética + desvio padrdo (DP) (n=6). A analise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida de teste de Tukey. (**) P <0,05 e *x* P <0,001
em relagéo ao grupo controle.
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4. Conclusodes

Em concluséo, o 6leo essencial de E. brejoensis Mazine, constituido majoritariamente
de o6-cadineno e biciclogermacreno, apresenta atividade anti-inflamatéria, antioxidante e
antinociceptiva com mecanismo de acdo pela via opioide. A administracdo oral de 2000mg/kg
ndo demonstrou toxicidade aguda nem toxicidade genética. Os resultados validam o uso
tradicional da espécie, sendo o Oleo essencial uma fonte promissora natural para o

desenvolvimento de novos produtos terapéuticos com baixo efeitos colaterais.
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Resumo

Este estudo teve como objetivo elaborar microemulsdes com diferentes surfactantes e co-
surfactantes utilizando 6leo essencial de Eugenia brejoensis como fase oleosa para avaliacdo
da acdo analgésica e anti-inflamatéria tdépica. Foram obtidos quatro sistemas
microemulsionados na razdo de 1:1 de surfactantes e co-surfactante e 5% do 6leo essencial. Os
sistemas foram classificados como isotdpicos, transparentes e com diametro de goticulas
menores que 20 nm e PDI < 0.500. Trés sistemas foram classificados como newtonianos com
viscosidade constante e um sistema apresentou perfil ndo newtoniano do tipo pseudoplastico.
E. brejoensis ¢é espécie endémica brasileira, popularmente conhecida como “Cutia”, utilizada
na etnomedicina por habitantes da regido semiarida de Pernambuco no tratamento de dores em
geral, infecces, cicatrizacdo, inflamacdes e problemas intestinais. A microemulsdo ME?2 foi
selecionada para avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva topica. Inicialmente,
nédo apresentou citotoxicidade em fibroblastos murinos sendo capaz de reduzir o efeito sobre
viabilidade celular promovida pelo 6leo. ME 2 promoveu reducéo significativa do edema na
orelha do camundongo nos intervalos de 2h e 4h de avaliacdo. Na avaliacdo da resposta ao
tratamento com ME 2 na dor aguda (contor¢do abdominal) e na acdo central (movimento de
cauda), revelou resultados promissores em comparagdo com o controle negativo e com a
microemulsdo inerte. Por fim, as microemulsdes desenvolvidas do tipo O/A e bicontinuas
podem ser utilizadas como carregadores de outros farmacos que, por sinergismos, podem

potencializar a atividades anti-inflamatorias e antinociceptivas ja validadas.

Palavras- chave: Oleo essencial. Analgesia. Fluido newtoniano. Cutia. Inflamagco.
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1 Introdugéo

Drogas opioides e anti-inflamatorias ndo esteroidais (AINES), rotineiramente estdo
associados a sua eficécia limitada ou efeitos adversos na administracdo sistémica a longo prazo,
tais como nauseas, transtornos gastrointestinais, sedacdo, insuficiéncia renal e hepética,
alteracdes cardiovasculares e dependéncia (Gias et al., 2020; Padoin et al., 2018). Neste
contexto, a pesquisa por novos compostos bioativos como uma alternativa mais eficazes no
tratamento de dor, inflamagdo e outras doencas torna-se necessaria (Campos et al., 2019),
principalmente considerando que dois dos analgésicos (morfina) e anti-inflamatorios (acido
acetil salicilico) mais utilizados foram, inicialmente, derivados de fontes naturais (\Woode;
Abotsi, 2011). Deste modo, novos agentes bioativos de origem vegetal tém sido investigados
com a tentativa de serem mais eficientes, mais benéficos, menos danosos e acessivel a
populagéo (Cabral et al., 2022; Chang et al., 2011).

O género Eugenia € reconhecido com um dos mais importantes da familia Myrtaceae, com
espécies com potencial utilizacdo, comercial, nutritiva e farmacoldgica (Araujo et al., 2019).
Encontram-se distribuidas entre a América do Sul, América Central, Sudeste asiatico e com
pequena representatividade na Africa (Mazine et al., 2022). Estudos etnofarmacol6gicos tem
validado o uso medicinal de algumas espécies do género, destacando-se: antioxidante, anti-
inflamatdrio (Dametto et al., 2017; Costa et al., 2020), gastroprotetora (Santos et al., 2018),
hipolipemiantes (Lima et al., 2017), neuroprotetores (Thomaz et al., 2018), antinociceptiva
(Vechi et al., 2018), leishmanicida (Sampaio et al., 2021) e tripanossomicida (Souza et al.,
2017).

Dentre os metabolitos secundarios produzidos por plantas, os 6leos essenciais sdo misturas
complexas de compostos volateis, a qual configuram uma excelente fonte para o
desenvolvimento de novos medicamentos (Hou et al., 2022). Sdo armazenados em estruturas
secretoras presentes em diversas partes da planta, como folhas e frutos (Abréo et al., 2022;
Zhang et al.,, 2021). A identificacdo destas estruturas € um diferencial na classificacdo
taxiondmica das espécies da familia Myrtaceae (Padovan et al., 2014).

E. brejoensis é uma espécie popularmente conhecida por cutia, muito utilizada na medicina
tradicional em comunidades da regido semiarida do Nordeste brasileiro, para o tratamento de
dores, inflamacéo, diarreia, reumatismo e antipiréticas (Silva et al., 2015). O 0leo essencial das
folhas de E. brejoensis é composto majoritariamente por sesquiterpenos, os quais destacam-se
d-cadineno, trans-caryofileno, B-(E)-Cariofileno, Spathulenol, a-muurolol e biciclogermacreno
(Junior-Nascimento et al., 2018; Mendes et al., 2017; Souza et al., 2017). Devido a instabilidade
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fisico-quimica apresentada pelos 6leos essenciais, 0 desenvolvimento de sistemas a fim de
otimizar a solubilidade, ampliar a biodisponibilidade, reduzir a toxicidade, controlar a liberagédo
e facilitar a adesdo ao tratamento estdo entre as vantagens fornecidas para na entrega de 6leos
essenciais (Kashyap et al., 2021; Dubey et al., 2022).

Uma das estratégias utilizadas para reverter as limitaces conferidas aos 6leos essenciais é
0 uso de sistemas microemulsionados (Sa et al. 2020). As microemulsdes sdo sistemas
termodinamicamente estaveis, isotopicos, formuladas a partir de dleo, agua, surfactante e
geralmente, um co-surfactante (Ita, 2020; Tartaro et al., 2020). Elas tém propriedades que
possibilitam aumentar a capacidade de solubilizacdo e incorporacdo cutanea de drogas
hidrofilicas e lipofilicas (Lv et al., 2018). Com tamanho de goticulas inferiores a 100nm,
propriedades adesivas e umectantes, as microemulsdes tém sido sugeridas como sistema de
liberacdo de drogas para a administracdo tdpica, por promoverem o aumento da absorcéo de
farmacos no tratamento de tipos especificos da dor, como dor localizada (inflamatéria) ou
neurogénica (Benbow et al., 2019; Tiwari et al., 2020; Murthy; Shivakumar, 2010).

Portanto, este estudo teve como objetivo desenvolver sistemas microemulsionados
utilizando o 0leo essencial de E. brejoensis Mazine como fase oleosa e uma avaliacdo
preliminar da sua citotoxicidade, anti-inflamatoria e antinociceptiva na administracdo topica
em camundongos Swiss albinos, para estudos futuros de liberacdo transdérmica do 6leo no
sistema de escolha.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material

O acido de ricino hidrogenado PEG-40 (Cremophor 40) comercializado como
Croduret™ 40 foi adquirido da Croda (Campinas, Brasil). O propilenoglicol foi comprado da
Isofar (Rio de Janeiro, Brasil) e o polisorbato 80 (Tween 80) da Neon Comercial (Suzano,
Brasil). O oleo essencial de E. brejoensis (OEEb) foi obtido das folhas frescas coletadas no
Municipio de Buique, em Pernambuco, Brasil e previamente caracterizado em outro estudo
(dados ndo mostrados). A carragenina, indometacina, dexametasona, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) foram obtidos da Sigma -Aldrich (Steinheim, Alemanha).
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2.2 Construcdo dos Diagramas de Fase Pseudoternarios (DFP)

Foram obtidos dois diagramas pseudoternarios utilizando diferentes propor¢6es de agua
(fase aquosa), surfactantes e co-surfactantes (Tween 80+propilenoglicol ou Cremophor
40+Tween80, 1:1) e o 6leo essencial de E. brejoensis a 5% (fase oleosa). Cada diagrama foi
desenvolvido com a técnica de titulagdo. Inicialmente, foi manipulado uma mistura de
surfactante e co-surfactante, na proporcao de 1:1, que permaneceu sob agitacdo magnética por
24h. Ap0s a estabilizacdo do sistema, o 6leo essencial de E. brejoensis foi adicionado sob
agitacdo magnetica a mistura. Em seguida, as misturas da fase oleosa com os surfactantes foram
tituladas com 200 uL de &gua sob agitagdo magnética suave. Foi definido o intervalo de 30
minutos para o equilibrio do sistema antes da préxima titulacdo. Os sistemas foram
caracterizados visualmente, onde as formulacGes que apresentaram transparéncia e baixa
viscosidade foram classificadas como microemulsdes. Todo o experimento foi realizado a
temperatura ambiente. Apos 5 dias, estas formulacdes foram examinadas visualmente para

serem caracterizadas (Sa et al., 2020; Ferreira et al., 2015; Tabosa et al., 2018).
2.3 Caracterizagédo dos sistemas microemulsionados
2.3.1 Determinacdo do tamanho das goticulas e Polidispersividade

Os tamanhos de goticulas e o Indice de polidispersividade (PDI) das microemulsdes
foram realizados pela técnica do espalhamento dinamico da luz (DLS) utilizando o Zetasizer
Nano ZS (Malvem Instruments, UK). Aproximadamente 1000uL das microemulsdes foram
inseridos, com diluicdo (1:10), em cubeta de quartzo prépria para o equipamento. O indice de
refracdo do meio dispersante, dgua (IR= 1,33) foi utilizado como referéncia. Todas as analises

foram realizadas em triplicata e em temperatura ambiente.
2.3.2 Microscopia de Luz Polarizada

O comportamento isotrépico das microemulsées foi avaliado por microscopia de luz
polarizada, utilizando microscopio Olympus acoplado a cdmera digital Evolution LC Color
(PL-A662) e Software analisador de Imagem (Pixel Link). Para isso, uma microgota de cada
formulacéo foi depositada sobre laminas de microscopia e em seguida coberta por laminula de

forma que permita a criagdo de bolhas de ar na formulagéo (Carvalho et al., 2016).
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2.3.4 Condutividade elétrica

A condutividade as microemulsdes foi realizada em condutivimetro (Mettler Toledo
InLab 731) previamente calibrado a temperatura ambiente de 25°C. O pH das formulaces foi
determinado utilizando pHmetro digital (modelo Analion PM 608) com eletrodo de vidro e
sensor de temperatura previamente calibrado com solucgdo tampdo (pH 4,0 e 7,0) a temperatura
de 25 °C.

2.3. 5 Analise reoldgica

O comportamento reologico dos sistemas foi determinado em Redmetro Modular
Compacto (MCR 302, Anton Paar, Austria), com geometria do tipo cone (angulo de 1°, 49,97
mm de didmetro). A tens&o de cisalhamento foi avaliada aplicando-se uma taxa de cisalhamento
entre 0,1 e 200 s 1. Todas as analises ocorreram a temperatura ambiente e em triplicata, e 0s

dados foram analisados pelo modelo Power law (Machado et al., 2020).

2.4 Ensaio in vitro

2.4.1 Citotoxicidade

A atividade citotoxica foi avaliada pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetraz6lio) em linhagem celular de fibroblastos murinos (ATCC L929).
As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e
1% de antibiotico (100UI/mL de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina) sendo incubadas a
37°C em incubadora umidificada com 5% de CO2. As células consideradas em crescimento
exponencial foram distribuidas em placas de 96 pocgos (2x10* células/pogo) e incubadas por
24h nas mesmas condicfes de temperatura anteriormente citadas. Apds a fixacao das células
nas placas, o meio foi removido e diferentes diluicdes do OEEb, ME 2 e ME inerte (12,5ug/mL,
25,0pg/mL, 50 ug/mL, 100pug/mL, 200pg/mL e 400pug/mL) foram adicionadas e incubadas por
48h. Em seguida, foram adicionadas as c€lulas foram tratadas com 25ul da solugdo de MTT
(5mg/mL) e as placas foram novamente incubadas por 4h. Transcorrido este periodo, o
sobrenadante foi removido e adicionado 100uL de DMSO para dissolver os cristais de
formazam. A densidade déptica (OD) foi mensurada em leitor de microplacas no comprimento

de onda de 570nm. A citotoxicidade foi expressa como viabilidade celular (Abs da populagéo
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de células tratadas x 100/Abs da populacdo de células ndo tratadas) (Moura et al., 2020). Os

experimentos foram realizados em quadruplicata.

2.5 Ensaio in vivo

Os experimentos foram realizados com camundongos (Mus musculus) Swiss pesando
de 35+ 10 g, com 8 a 10 semanas obtidos do Laboratorio Imunopatologia Keizo Asami (LIKA).
Apds uma semana de adaptacdo em condicdes laboratoriais padréo (25°C + 3 ° C, em ciclos
claro/escuro de 12/12h, com livre acesso a agua e comida ad libitum) foram divididos
aleatoriamente de acordo com o0s ensaios a serem realizados (antinociceptiva e anti-
inflamatéria). Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica de
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, conforme protocolo n°
0018/2019.

2.5. 1 Atividade antinociceptiva

2.5.1.1 Contorc¢do induzida por &cido acético

A atividade antinociceptiva topica foi, inicialmente, investigada pelo modelo de
contorcdo abdominal induzida por cido acético 0,8% (0,1mL, i.p) (Lira et al., 2008; Gupta et
al., 2002). Os camundongos foram divididos em cinco grupos (N=6) sendo tratados
previamente 60 minutos antes da administracdo do agente indutor. Os tratamentos foram
realizados topicamente na regido do dorso (area = 3 x 2cm), tendo sido administrado no grupo
controle de veiculo (DMSO 1% em agua ultrapura), grupo tratado com OEEb (50 mg/mL),
grupo ME 2 OEEb 5%, ME inerte (solugdes de surfactante: co-surfactante e agua). O
diclofenaco (30 mg/mL) foi utilizado como medicamento padréo no teste. Cinco minutos ap6s
a administracdo intraperitoneal do &cido acético, as contor¢Bes foram contabilizadas no

intervalo de 5 a 15 minutos.

2.5.1.2 Teste de retirada de cauda (Tail flick)

Para avaliar a atividade antinociceptiva topica das formulac6es, também foi aplicado
0 protocolo descrito por Yesilyurt et al. (2003) com adaptacdes. Os camundongos machos

foram selecionados por triagem na exposic¢ao da regido semiterminal da cauda (terco medial) a
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uma fonte de calor (50 = 3 °C). Aqueles que apresentaram a retirada da cauda em 5 segundos
foram selecionados para o ensaio. O teste foi realizado com cinco grupos (n=6), incluindo o
grupo controle de veiculo (DMSO 1% em agua ultrapura), grupo com o OEEb (50mg/mL),
grupo morfina (20mg/mL), ME 2 OEEb 5% e ME inerte (solu¢cdo com surfactante: co-
surfactante e agua). A aplicagdo de 100uL foi realizada na regido média da cauda do animal e
0 periodo de laténcia foi determinado em 0,15, 30, 45 e 60 minutos sendo mensurada em um
analgesiémetro (Ugo Basile Tail Flick, EUA). O tempo de corte foi considerado 15 segundos

para evitar lesdes na cauda do animal (D’ Aumor e Smith, 1941).

2.5.2 Edema de orelha induzida por 6leo de croton

Para investigar a atividade anti-inflamatoria tépica da microemulsdo foi utilizado o
protocolo descrito por Oliveira-Tintino et al. (2018) com modificagfes. Os camundongos foram
distribuidos em cinco grupos (n = 6) sendo realizada o pré-tratamento topico das orelhas com
um volume de 20 uL, com controle de veiculo (DMSO 1% em &gua ultrapura), dexametasona
(4 mg/mL), o 6leo essencial (50 mg/mL), ME 2 OEEb 5% e ME inerte (solucdo dos
surfactantes/co-surfactante e dgua). Apds uma hora do tratamento, o edema foi induzido com
aplicacéo de 20 uL do 6leo de croton (5% diluido em acetona v/v) na orelha direita e o veiculo
(20 uL acetona) foi administrado na orelha esquerda. O progresso do edema foi acompanhado

nos intervalos de Oh, 2h, 4h e 6h ap6s a indugdo, com um paquimetro digital (Digimess).

3 Resultados e Discussdes
3.1 Construcao dos Diagramas de fases pseudoternarios

Foram obtidos dois diagramas de fases pseudoternarios utilizando o OEEb 5% como
fase oleosa, diferentes surfactantes e co-surfactantes na razdo (1:1) e dgua ultrapura como fase
aquosa (Figura 1). No diagrama I, constituido com os surfactantes Cremophor 40:Tween 80
(1:1) foi possivel observar duas fases distintas, uma liquida transparente e outra viscosa
transparente. J& no diagrama Il, formulado com Tween80 e propilenoglicol (1:1) foi observado
a predominancia de sistemas liquidos transparentes (Figura 1). Dois pontos de cada diagrama
na razdo 1:5 e 1:9 (fase oleosa e surfactantes) foram designados para caracterizagcdo por
condutividade elétrica, reologia, tamanho de goticulas, polidispersividade e microscopia optica

de luz polarizada. (Tabela 1).
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Figura 1. Diagrama de fases pseudoternarios obtido com o 6leo essencial de E. brejoensis 5% (fase oleosa): A) Diagrama | contendo Cremophor
40 e Tween 80 (1:1); B) Diagrama Il contendo Tween 80 e propilenoglicol (1:1). SLTP — Sistema Liquido Transparente; SVTP — Sistema

Viscoso Transparente.
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3.2 Caracterizacdo das formulacGes

As formulacdes revelaram comportamento isotropico, quando submetidas a feixe de
luz em microscopico de luz polarizada, caracteristicos de microemulsdes (Figura 2). As analises
por espalhamento dindmico de luz (DLS) mostraram ME1, ME2 e MCR2 com tamanhos de
goticulas inferiores a 20nm, faixa de pH entre 5,9 e 6,4 e indice de polidispersividade de 0.405,
0.182 e 0.181, respectivamente. Embora tenha apresentado comportamento isotopico (Figura 2
C), na formulagcdo MCR1 ndo foi possivel mensurar o tamanho de goticula e PDI; entretanto a
MCR1 apresenta pH fisioldgico adequado para uso topico 6,5. Além disso, a condutividade
elétrica das formulagBes variou entre 57,66 e 151,96 pS/cm %, confirmando a formagéo de
microemulsdes do tipo O/A (Tabosa et al., 2018). (Tabela 1).

Os dados das analises reoldgicas sao apresentados na figura 3. As formulacGes ME1,
ME2 e MCR2 mostraram comportamento newtoniano (N =1) e valores de K (0,063; 0,025; e
0,012 respectivamente) com relacdo linear entre a tensdo de cisalhamento e taxa de
cisalhamento, e viscosidade constante (R 2 > 0,99). Este é um comportamento caracteristico das
microemulsdes por ndo apresentarem algum tipo de estrutura organizada que possa ser
influenciada pela tensdo de cisalhamento (Longo, 2006). A formulacdo MCR1 apresentou
comportamento ndo newtoniano, pseudoplastico, com N < 1 (0,9879) e K = 8.920, sendo a
viscoelasticidade sugestiva de sistemas cristalinos. Neste caso € calculada apenas uma
viscosidade aparente, considerando que pode ser afetada com o aumento da taxa de
cisalhamento (Marcotte et al., 2001; Metzner; Otto, 1957; Zeynalli et al., 2021).

A Microemulsdo MEZ2 foi selecionada para avaliar as atividades biolégicas por revelar
indices de polidispersividade menores, que é um indicativo de homogeneidade entre 0s
tamanhos das goticulas (Khan et al., 2016). Também foi classificada como newtoniana,
apresentando uma viscosidade constante. Além disso, a condutividade elétrica foi de 151.96
uS/cm ~t indicativo de microemuls3o do tipo O/A, sendo um fator favoravel para a permeagio
do o6leo na administracdo topica. Estudos revelam que o aumento da fase aquosa em sistemas
microemulsionados favorecem na permeacédo de ativos com diferentes polaridades (Machado
et al., 2020; Zang et al., 2018).
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Tabela 1. Composicéao dos sistemas, diametro das goticulas, indice de polidispersividade (PDI), potencial hidrogeniénico (pH) e condutividade

elétrica

Sistemas Composicéo (% p/p)
Diametro PDI pH Condutividade

OEEb Tween 80: Cremophor 40 Agua de goticula S/em -1
Propilenoglicol :Tween 80 (nm) (nS/em =)

ME 1 5 45 - 50 12.93+0.04 0.405+0.01 6.2+0.12 61.83+0.08
ME 2 5 20 - 75 18.69+0.37 0.181+0.01 6.4+0.04  151.96+0.30
MCR 1 5 - 45 50 - - 6.5+0.02 57,66+1.01
MCR 2 5 - 20 75 15.30+£0.13 0.186+0.06 5.9+0.07  130.23+0.40
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Figura 2. Imagens de microscopia de luz polarizada: A - ME 1; B - ME 2; C - MCR1,; D — MCR2. As setas indicam a presenca de bolhas de ar, em

que é possivel visualizar e confirmar a predominancia de sistemas isotrépicos.
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3.3 Citotoxicidade

O oleo essencial de E. brejoensis diminuiu significativamente a viabilidade das
células (L929) pelo método MTT, principalmente nas concentracdes mais altas de 400 e
200pg/mL em relacédo ao controle. Contudo, a viabilidade ndo foi inferior a 50% em nenhuma
das concentrages testadas, sugerindo que 0 ICsp é superior a 400pug/mL. As microemulsdes
com o6leo (ME 2) e sem o 0Oleo (ME inerte) apresentaram baixa citotoxicidade na maior
concentracdo (400upg/mL), com inibicdo na viabilidade celular de 8,33% e 11,45%,
respectivamente (Figura 4). Enquanto o dleo essencial reduziu a viabilidade celular em 22,91%.
Zainuddin et al. (2021) também avaliaram a citotoxicidade de microemulsdes carregadas com
curcumina para entrega topica em linhagens de fibroblastos L929. Sistemas microemulsionados
desenvolvido com Tween80:propilenogligol promoveram a reducdo da citotoxicidade 6leo
essencial de Cinnamomum zeylanicum Blume em fibroblastos L929 (S et al., 2020). Um estudo
de microemulsdo formuladas com 10 % do 6leo essencial de Syzygium aromaticum, Tween 20
e agua mostrou-se levemente tdxica em macrofagos murinos (21,71 + 4,03%) (Mektriat et al.,
2016). Para Moura et al. (2020) resultados de testes citotoxicidade com valores de 1Cso
superiores 100ug podem ser considerados para ensaios de toxicidade inespecifica. Assim, 0s
resultados mostram que a incorporagdo do OEEb como fase oleosa de uma microemulséo
constituido de Tween 80, propilenoglicol (1:1) e agua, tornou-o menos tdxico em fibroblastos

murinos, sendo seguro para prosseguirmos com ensaio in vivo para administracdo dérmica.
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Figura 4— Citotoxicidade do OEEb, microemulsdo com OEEb e sem o 6leo em fibroblastos L929 pelo método MTT. Cada valor representa a média
+ SD (barras) de quatro experimentos independentes. As diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais e controles foram determinadas
usando ANOVA seguida do teste de Bonferroni. *P < 0,05 vs controle.
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3.4 Atividade antinociceptiva
3.4.1 Teste de contor¢do abdominal induzida por acido acético

O tratamento tépico com OEEb (50mg/kg) e com a ME 2 OEEb 5% inibiram
significativamente (p<0,001) o numero das contor¢fes abdominais induzidas com a injecéo
intraperitoneal do &cido acético em comparacdo com o veiculo (Figura 5). Os grupos tratados
com o 6leo essencial (OEEb) 50 mg/mL ou com a ME 2 OEEb 5% reduziram o nimero de
contorgdes em 57,57% e 61,74%, respectivamente. A ME inerte ndo apresentou resultado
estatisticamente significativo no numero de reducéo das contor¢des. O grupo tratado com o
diclofenaco (30 mg/mL) reduziu a frequéncia das contor¢es em 62,43% em compara¢ao como
controle, sendo estatisticamente significativo (p<0,001). Os resultados indicam que o sistema
microemulsionado foi eficiente na entrega do 6leo, com percentuais de redu¢do no nimero de
contorcdes similares ao farmaco utilizado como controle positivo. Compostos quimicos obtidos
a partir de plantas sdo frequentemente utilizados por apresentarem potenciais atividades
analgésicas, anti-inflamatorias e antipiréticas (Emom et al., 2021). Todavia, a baixa
solubilidade em agua, lipofilicidade ou efeitos tdxicos sdo fatores que dificultam a absorcao
destes compostos por via oral, impulsionando o desenvolvimento de formulacGes para
administracdo por via topica, a fim de reverter estes entraves e aumentar a eficacia
farmacoldgica (Chang et al., 2012; Abdallah et al., 2021; Rei et al., 2013).

A contor¢do abdominal induzida por acido acético 0,8% promove a sensibilizacdo dos
nociceptores periféricos e centrais por estimulacdo dos mediadores inflamat6rios endgenos
(histamina, bradicininas e citocinas) e produtos da degradacdo do acido araquidénico, como
prostaglandinas (Dai et al., 2021; Almeida et al., 2012; Ikeda et al., 2001). Este teste é aplicado
na triagem inicial de novos compostos com possiveis acdo antinociceptiva (Costa et al., 2020;
Conegundes et al., 2021) e na validacdo de novas formas farmacéuticas com ativos que ja
possuem a atividade analgésica comprovada, a exemplo o 6leo de copaiba em microemulséo
para administracdo topica (Lima et al., 2018; Maciel et al., 2017). Lima et al. (2008) mostraram
que uma formulacdo tépica com naftaquina a 0,5% promoveu a reducdo no numero de
contorcdes abdominais em 77,30%, sendo mais eficiente que o controle positivo. A formulagéo
de um alcaloide de Strychnos nux-vomica propicia a reducdo da permeabilidade vascular no
modelo de contorgdo abdominal, elevando em 33% a atividade antinociceptiva em comparagédo

com o alcaloide ndo formulado (Abdallah et al., 2021).
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3.4.2 Teste de retirada de cauda (Tail flick)

No teste de retirada de cauda verificou-se o aumento significativo (p<0,05) no tempo
de resposta dos camundongos tratados com o OEEb e com a ME OEEb 5% em comparacgéo
com o grupo controle apos exposicao a fonte de calor de 50°C+3 (Tabela 2). O tratamento com
a morfina (20 mg/mL) exerceu 0 aumento exponencial no tempo de resposta, no decorrer das 2
horas de avaliacdo, tendo inicio a partir do tempo 0. Os resultados apontam uma média de
resposta para o OEEb (5.04+0.08) e para ME 2 OEEb 5% (5.15+0.07) com reducdo no tempo
de resposta ao estimulo térmico (19,9% e 23,47% a menos comparado com o efeito promovido
pela morfina). Esses dados corroboram com os resultados do teste de contor¢do abdominal, em
que a formulacdo mostrou resultados promissores nas redugdes das contor¢des, quando
comparado com a droga anti-inflamatoria, atuando assim por mecanismos neurogénicos.

O teste de retirada de cauda avalia uma resposta nociceptiva reflexa mediada na
medula apds a exposicdo a uma fonte de calor (Malmberg; Bannon, 1999). E amplamente
utilizado para avaliar novas drogas analgésicas que atuem via central, com mecanismos
similares aos opioides (Lopes et al., 2013). Wang et al. (2020) aplicaram o teste de retirada de
cauda para avaliar a administracdo topica de uma formulacdo com cetamina 5% e hidrogel com
Oxido de grafeno e cetamina 5%. Observou-se 0 aumento no efeito analgésico com consequente
aumentando no tempo de resposta a estimulo nociceptivo térmico em 6,51s e 5,72s nas 2 horas
de avaliacdo (Wang et al., 2020). Resultados similares a este estudo, séo mostrados na Tabela

2 a relacdo do tempo de reducéo nos grupos tratados com morfina, OEEb e ME OEEb5%.

3.5Atividade anti-inflamatoria

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria topica do 6leo e da microemulsdo foi
observada a reducdo estatisticamente significativa (p<0,001) na progressdao do edema em
relacdo ao grupo controle (veiculo) (Figura 6). O controle positivo (dexametasona 4mg/mL)
promoveu a reducgdo no transcorrer das 6h de avaliagdo do teste, com percentual de inibicdo
variando entre 80% e 89,56%, com valores de p<0,001, validando o experimento. A ME inerte
(solucdo de surfactante: co-surfactante : agua) mostrou reducdo de 20% do edema nas 2
primeiras horas em relagcdo ao grupo veiculo, decaindo o efeito inibidor a partir de 4h. A ME 2
promoveu reducdo média de 80,73% do edema. J& a administracdo do 6leo (50 mg/mL) foi

possivel promover a redu¢do média do edema em 58,66%.
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O edema inflamatdrio induzido por 6leo de créton é caracterizado pela acdo do acetato
de tetradecaniol-forbol (TPA), o principal composto do 6leo de Croton tiglium L, que atua
estimulando a liberag@o de histaminas, bradicidinas, serotonina, proteina quinase C e na via do
acido araquidonico resultando na expressdo de prostaglandinas, leucotrienos, IL-13, TNF-a. A
resposta correspondente, € uma vasodilatagdo intensa, dor e formacdo do edema acompanhada
por infiltracdo celular neutrofilos e macréfagos (Favacho et al., 2011; Veras et al., 2021).

A atividade anti-inflamatdria topica dos 0leos essenciais é frequentemente avaliada
pelo protocolo de edema de orelha induzido por 6leo de créton. Martins et al (2017) validaram
o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial da espécie Croton rhamnifolioides com a reducgéo
do edema de orelha em 42,10% na administracdo topica de 20 mg/mL. A aplicacdo topica do
0leo essencial de Croton campestris a 25 mg/kg promoveu uma reducdo de 30% do edema
inflamatdrio na orelha de camundongos no decorrer de 9 dias de administracdo (Oliveira-
Tintino et al.,2018). Este protocolo também foi aplicado para investigar a atividade anti-
inflamatoria do 6leo e da microemulsao contendo 6leo de Pterodon emarginatus, apresentando
resultados significativos (p<0,05) em comparacdo com administracdo tépica do 6leo livre
(Pascoa et al., 2015). Reis et al (2017) também desenvolveram microemulsdes com um 6leo
utilizado por comunidades do Nordeste brasileiro para tratar doencas inflamatorias e validaram
a indicacdo popular através do ensaio de edema de orelha, em que se observou um aumento
significativo em relacdo a aplicacdo tépica do 6leo puro. Estudos apontam que microemulsdes
com tamanho de goticula menores aumentam absorcdo de seus compostos carregados por
mecanismos mais rapido no local de acdo, em comparacdo com compostos livres do sistema,
pois penetram diretamente na epiderme por via dos foliculos pilosos (Liu et al., 2020; Roberts
et al., 2017). Neste contexto, a elevada acdo anti-inflamatéria promovida pela microemulsao
contendo o OEED sugere -se pelo aumento na permeabilidade do 6leo em pequenas goticulas
envolvidas pelos surfactantes que constituem o sistema. Contudo, é relevante a investigacédo

dos mecanismos em protocolos de permeagédo cutanea.
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Veiculo
Diclofenaco 30mg/mL

OEEb 50mg/mL

ME Inerte

ME 2 OEEb 5%

Figura 5. Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de E. brejoensis Mazine (50mg/kg) e da Microemulsdo com 5% de 6leo (ME 2) na contorcao
abdominal induzida por acido acético, por administracdo topica. Os asteriscos (***) P< 0,001 indicam significancia em comparacdo com o grupo

controle; ns — n&o estatisticamente significante.
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Figura 6. Efeito topico do 6leo essencial de E. brejoensis e da ME 2 no edema agudo induzido por éleo de créton. Os valores representam a média

aritmética * desvio padrdo seguida da analise de Bonferroni: * (p<0,05), ***(p<0,001) e ns - ndo significativo.



Tabela 2. Efeitos do OEEb, morfina e da ME 2 no teste de movimento de cauda em camundongos.

Tempos da reacgao (s)

Tratamentos

0 30 60 90 120 Media de

resposta

Veiculo 2.50£0.04 2.510.05 2.5420.02 2.51£0.03 2526002 2512001
Morfina 20mg/mL  4.68+0.15" 5.83+0.10" 6.74+0.21" 7.64+0.18" 8.75:0.20°  6.730.03
OEEb50mg/mL  3.7640.10° 3.95+0.08" 4.92+0.20" 5.910.15" 6.66£0.32"  5.04+0.08
ME inerte 2.87+0.11 2.630.05 2.66£0.02 2.47+0.04 248+003  2.62+0.03
ME 2+OEEDb5%  3.91+0.11" 4.15+0.08" 5.16+0.21" 6.21+0.16" 6.33:033"  5.15:0.07
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Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo do tempo de reacdo em segundos (s). *(p<0,05) diferenca significativa em relacéo ao

veiculo.
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Concluséao

Microemulsdes foram desenvolvidas contendo o 6leo essencial de E. brenjoensis,
Tween 80 e propilenoglicol (1:1) e &gua; Oleo essencial de E. brejoensis, Tween 80 e
Cremophor 40 (1:1). Quatros microemulsdes apresentaram comportamento isotopico, em que
trés apresentaram perfil newtoniana e uma microemulsdo, com caracteristicas de néo
newtoniana, tipo pseudopléstico, sugestiva de sistema cristalino. A ME 2 ndo influenciou na
viabilidade celular de fibroblastos L929. As atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria
foram potencializadas pela incorporacdo do 06leo no sistema constituido por Tweem 80,
propilenoglicol e &gua. Em concluséo, nos estudos preliminares a microemulsdo ME 2 pode ser

uma formulacéo promissora para o tratamento de dor aguda e inflamatoria.
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Resumo

A formacao de complexos de inclusdo com ciclodextrinas € uma abordagem interessante
para as limitagdes fisico-quimicas conferidas aos 6leos essenciais. Eugenia brejoensis €
uma espécie com diversas aplicagdes na medicina tradicional, incluido o tratamento de
dor e inflamagdo. O Oleo essencial das folhas E. brejoensis (OEEb) é composto,
majoritariamente, por sesquiterpenos e diversas atividades biologicas tém sido relatadas.
Objetivou-se com o presente estudo complexar OEEb com pB-ciclodextrina por dois
métodos (malaxagem e slurry) e investigar as atividades antinociceptiva, anti-
inflamatoria, toxicidades aguda, subaguda, genética e acdo sobre o estresse oxidativo. A
formacdo dos complexos foi confirmada com as técnicas de calorimetria diferencial
exploratéria (DSC), termogravimétrica (TG), difracdo de Raio-X (DR-X) e microscopia
eletronica de varredura (MEV). O Estudo da agédo antinociceptiva foi validado com os
testes de contorcdo abdominal (acido acético 0,8%) e formalina (2,5%) apds a
administracdes das doses de 50 e 100 mg/kg. A atividade anti-inflamatéria (doses 50 e
100 mg/kg) foi avaliada por dois modelos de inflamacao aguda, edema de pata e peritonite
aguda (carragenina 2%) com as dosagens de citocinas pro inflamatorias, TNF-a e IL-1p.
A toxicidade aguda (dose Unica 2000 mg/kg) foi avaliada por 14 dias e a genotoxicidade
(dose Unica 2000 mg/kg) foi avaliada pelo teste de microndcleo e ensaio cometa. A
toxicidade subaguda foi avaliada (doses diarias 250, 500 e 1000 mg/kg) por 28 dias com
avaliacdo dos parametros hematoldgicos, bioquimicos e histopatolégicos. A
administracdo de 2000 mg/kg ndo promoveu efeitos toxicos ou danos genéticos. Na
toxicidade subaguda por 28 dias, ndo foram verificadas alteragdes significativas entre 0s
grupos no consumo hidrico, alimentar, ganho de peso, temperatura, paramentos
hematologicos, bioquimicos e nos pesos relativos dos 6rgdos. O complexo OEEb-B-CD
apresenta potencial farmacol6gico para o tratamento de dor e inflamacéo atuando por vias
do sistema opioide. Além disso, atua na prevencao do estresse oxidativo promovendo o
aumento nos niveis de antioxidantes endogenos e, é seguro para administracdo de 250
mg/kg a curto prazo, sendo um ativo promissor para o desenvolvimento de novas

aplicacdes farmacéuticas.

Palavras-chaves: Cutia. Eugenia brejoensis. B-ciclodextrina. Seguranca toxicoldgica.

Estresse oxidativo.
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1. Introducéo

Espécies do género Eugenia (Myrtaceae) sao utilizadas na medicina popular no
tratamento de diversas doencas crénico-degenerativas ou atuando como moduladores
com anti-inflamatérios e antiglicémicos (Aradjo et al., 2019). Diversas espécies de
Eugenia com atividades antinociceptivas e anti-inflamatdrias foram descritas na literatura
(Basting et al., 2014; Costa et al., 2020; Brito et al., 2022; Vechi et al., 2018).

A espécie E. brejoensis, popularmente conhecido por cutia, € uma arvore arbustiva
encontrada em regides semiéridas do Brasil. Na medicina popular, partes da planta sao
utilizadas como anti-inflamatorios, antipiréticos, antidiarreicos e analgésicos (Silva et al.,
2015). O oleo essencial de E. brejoensis é composto majoritariamente por -cadineno,
trans-caryofileno, espatulenol, a-muurolol e biciclogermacreno (Junior et al., 2018).
Estudos com o o6leo essencial de E. brejoensis identificaram algumas atividades
bioldgicas, incluindo espermostatica, tripanossomicida, antibacteriana, inseticida
(Bezerra Filho et al., 2020; Silva et al., 2015; Junior et al., 2018; Mendes et al., 2018;
Oliveira de Souza et al., 2017). Ensaios realizados em nossos laborat6rios mostram que
0 Oleo essencial de E. brejoensis possui potencial atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria (dados ndo mostrados).

Os 6leos essenciais sao misturas complexas de compostos volateis de baixo peso
molecular provenientes do metabolismo secundario das plantas aromaticas, constituidos
principalmente, de terpendides e derivados fendlicos (Sampaio et al., 2021; Halahlah et
al., 2021). Entretanto, os Oleos essenciais apresentam como caracteristicas alta
volatilidade, baixa estabilidade fisico-quimica (causada por oxidacdo ou hidrolise) e
baixa solubilidade aquosa, que sdo consideradas como limitacfes nas areas de interesse
da industria alimenticia, cosmética ou farmacéutica (Cimino et al., 2021; Das et al.,
2019). Uma das abordagens utilizadas para superar essas limitacdes é a associacdo dos
6leos essenciais com ciclodextrinas (Andrade et al., 2017).

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos produzidos a partir do amido ou
de seus derivados pela enzima bacteriana ciclodextrina glicosiltransferases (CGTase) (Li
et al., 2007). As ciclodextrinas dispdem de uma cavidade hidrofébica e superficie
hidrofilica em formato de cone truncado. Em virtude da presenca das unidade de glicose

em forma de cadeia, as ciclodextrinas sdo soluveis em agua e podem formar complexos
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de inclusdo com drogas lipofilicas, incluindo éleos essenciais (Kurkov and Loftsson,
2013; Wadhwa et al., 2017; Wipper et al., 2021).

A B-ciclodextrina € utilizada na industria farmacéutica como excipiente de alguns
medicamentos, destacando-se por promover 0 aumento na estabilidade, solubilidade,
biodisponibilidade e, consequentemente, a acdo farmacologica de farmacos lipofilicos.
Além disso, a disponibilidade na forma pura possui um custo relativamente mais baixo
em relacdo as demais ciclodextrinas naturais (Lima et al., 2019;Yurtdas et al., 2011).
Atualmente, a associacdo com ciclodextrinas tem demostrado excelente resultados na
ampliacdo dos efeitos farmacoldgicos dos 6leos essenciais (Braga et al., 2021; Martins et
al., 2021; Melo et al., 2020; Oliveira; Siqueira-Lima et al., 2017).

E importante ressaltar que nenhum estudo sobre atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e de seguranca no uso envolvendo o complexo de inclusdo do Gleo
essencial de E. brejoensis e B-ciclodextrina foi relatado na literatura. Assim, o presente
estudo desenvolveu e caracterizou complexos de inclusdo do O6leo essencial de E.
brejoensi com B-ciclodextrina por dois métodos (malaxagem e slurry) e investigou a agdo
anti-inflamatoria, antinociceptiva, toxicidade aguda, toxicidade subaguda e toxicidade

genética na administracdo por via oral em camundongos.

2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

O 6leo essencial foi obtido a partir da hidrodestilacdo das folhas de E. brejoensis
coletadas no Parque Nacional do Catimbau, Buique, Pernambuco, Brasil, coordenadas
8°32'29"(S) e 37°15'5"(W) e previamente caracterizado por CG/MS sendo identificados
como compostos majoritarios d-cadineno e biciclogermacreno.  Carragenina, p-
ciclodextrina (97% de pureza), formalina, indometacina, laranja de acridina, morfina e
Tris HCI foram adquiridos da Sigma-Aldrich (EUA). Acido acético foi adquirido da
Vetec (Brasil). Naloxona (Cristalia, Brasil), cetamina e Xilazina (Vetnil, Brasil). EDTA
e NaOH (Fagron, Brasil). DMSO (Synth, Brasil).

2.2 Preparagédo dos complexos

Os complexos de inclusdo do OEEb com B-ciclodextrina (OEEb - B-CD) foram

obtidos por dois métodos, malaxagem e slurry, usando a razdo molar de 1:1 (OEEb: B-
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CD). Foi considerado o peso molecular do composto majoritario do OEEDb, &-
cadineno (204, 35g.mol™?) e o peso molecular de p-ciclodextrina (1134,98 g.mol™).

Para a manipulagéo do complexo de inclusédo por malaxagem (MX) seguiu-se 0
protocolo descrito por Magalhdes et al. (2020) com adaptacfes. Inicialmente,
homogeneizou-se o OEEb e -CD em um gral a temperatura ambiente, com adi¢édo de 2
mL de &gua destilada até obter-se uma pasta. A amostra (pasta) foi armazenada em um
frasco de vidro ambar no dessecador até a total secagem do material para efetuar as
analises.

A obtencdo do complexo pelo método de slurry (SL) foi realizado de acordo com
descrito por (Quintans-Junior et al., 2016) com modificagdes. O complexo foi preparado
homogeneizando o OEEb com B-CD e adicionando, gradualmente, 20 mL de agua
destilada. A solucdo foi mantida sob agitacdo durante 36 horas em um agitador magnético
operando a 400rpm. Em seguida, foi submetida a liofilizacdo (a -45 °C e 0 Pa) e
acondicionadas em frasco de vidro ambar no dessecador. Uma mistura fisica (MF) foi

obtida a partir da homogeneiza¢ao manual o OEEb e 3-CD na mesma raz&o molar (1:1).

2.3 Caracterizacdo dos complexos de incluséo

2.3.1 Eficiéncia de incluséo de OEEb-B-CD por UV-Vis

Para determina a eficiéncia de inclusdo (E1%) do 6leo essencial de E. brejoensis
nos complexos OEEDb-B-CD (malaxagem e slurry), foi utilizado o protocolo proposto por
Halahlah et al. (2021) com modificagdes. Inicialmente, 50mg dos complexos OEEDb-B-
CD foram diluidos em 4 mL de agua destilada e 2 mL de hexano em um vidro de
penicilina selado. A solucédo foi sonicada por 20 min. A fase organica foi separada da
fase aquosa e seca com sulfato de s6dio anidro. O hexano foi separado da fase organica
em evaporador rotativo a temperatura abaixo de 40°C por 30 minutos. Adicionalmente,
foi utilizado 3 mL de acetato de etila para a dissolu¢do do 6leo dos complexos e realizado
a leitura em espectrofotometro UV-Vis (Tecan Infinite M200) na absorbéancia de 251nm.

A eficiéncia de inclus&o foi calculada de acordo com a equacao:

Eficiéncia de Inclusdo (%) = massa do 6leo complexado X 100
massa do 6leo ndo complexado
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2.3.2 Andlises térmicas

Para a analise de Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC) e
Termogravimetria (TG), foi utilizado o analisador térmico simultaneo (NETZSCH STA
449 F3 Jupiter). Amostras de 2mg dos complexos de inclusdo, MF, OEEb ¢ -CD foram
colocadas em um cadinho de alumina hermeticamente fechado e submetidas a faixa de
temperatura de 40° C a 600°C sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50mL/min) e taxa
de aquecimento de 10°C/min (Van Hees et al., 2002).

2.3.3 Difragéo de Raio-X (DR-X)

A caracterizagao cristalina da B-CD, MF e dos complexos OEEb-B-CD (MX e SL)
foram obtidos a partir de um difratdmeto Bruker D8 Advance (Alemanha) com um tubo
de radiacdo Cuk-a no intervalo angular de 3 — 65° (20) e 1s de tempo de passagem
(Quintans-Junior et al., 2016).

2.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As amostras dos complexos OEEb-B-CD (MX e SL), B-CD e MF foram montadas
em stubs de aluminio sob uma fita de carbono, revestidas com uma fina camada de ouro
e visualizadas em microscopio Quanta 450 FEG (FEI Company®), a uma voltagem

acelerada de 10 kv.

2.4 Atividade antinociceptiva, anti-inflamatdria, toxidade aguda, toxicidade subaguda,
genotoxicidade e estresse oxidativo

2.4.1 Animais

Os protocolos experimentais foram realizados utilizando camundongos Swiss
albinos (Mus musculus) de ambos os sexos, como 8 a 12 semanas de idade, pesando 35+
10 g. Os camundongos foram adquiridos do Laboratorio Imunopatologia Keizo Asami,
Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/ UFPE), distribuidos em grupos de acordo
com o experimento a ser realizado, e mantido em caixas plasticas sobre as condi¢des
laboratoriais padrao (25 + 3 °C, fotoperiodos de claro/escuro de 12 h), sendo alimentados

com ragdo ad libitum e &gua potavel. Todos o0s experimentos foram previamente
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aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de

Pernambuco, conforme protocolo n° 0018/2019.

2.4.2 Atividade antinociceptiva

2.4.2.1 Contorcao abdominal induzida por acido acético

A atividade antinociceptiva do complexo (OEEb-B-CD) foi avaliada de acordo
como método descrito por Quintans et al. (2013) com adaptacdes. Os camundongos foram
divididos em cinco grupos (n = 6), sendo previamente tratados 1 hora antes administragéo
intraperitoneal do &cido acético 0,8% (0,1ml/10g). Os tratamentos foram realizados por
administracdo por gavagem, dois grupos com o complexo OEEb-B-CD (50mg/kg,
100mg/kg), um grupo com indometacina (20mg/kg), um grupo com o veiculo (solugdo
salina 0,9%) e um outro grupo com B-CD (100mg/kg). O nimero de contorgdes

abdominais foi registrado entre 5 e 15 minutos apos a injecdo do &cido acético.

2.4.2.2 Teste da formalina e mecanismo de acéo

No teste de formalina foi utilizado o protocolo descrito por Hunskaar et al. (1985)
com adaptacdes. Os camundongos foram divididos em seis grupos (n = 6) sendo pré-
tratados por gavagem com: o complexo OEEb-B-CD (50mg/kg, 100mg/kg), indometacina
(20mg/kg), a morfina (10mg/kg), o veiculo (solugado salina 0,9%) e B-CD (100mg/kg).
Decorrido 1h, foi induzida a dor pela administracdo intraplantar de formalina a 2,5%
(20uL / pata). Os animais foram observados para mensuragdo da nocicepgéo de acordo
com o tempo gasto para lamber ou morder a pata ap6s receber o agente indutor. A
observacao ocorreu nos 5 primeiros minutos (fase neurogénica) e entre 15 a 30 minutos
(fase inflamatdria) (Santos et al., 2020).

Para investigacdo do envolvimento do sistema opioide, receptores muscarinicos
ou canal K" sensivel ao ATP no possivel efeito antinociceptivo do complexo OEEb--
CD, os camundongos foram tratados com os antagonistas naloxona (5mg/kg), atropina
(5mg/kg) e glibenclamida (5mg/kg). Apos 30 minutos foram realizadas as administracdes
do OEEb-B-CD (100mg/kg), morfina (10mg/kg) e veiculo (solucédo salina 0,9%). Todas
as administracdes foram realizadas por gavagem antes da injecdo intraplantar de
formalina 2,5% (20uL / pata) ( Veras et al., 2020).
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2.4.3 Atividade anti-inflamatéria

2.4.3.1 Edema de pata

A atividade anti-inflamatoria do complexo OEEb-B-CD foi avaliada pelo edema
de pata induzido por carragenina conforme descrito por (Winter et al., 1962). Para isso,
os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6), recebendo 0s seguintes
tratamentos por gavagem: dois grupos, o complexo OEEb-B-CD (50mg/kg, 100mg/kg),
um grupo a indometacina (20mg/kg), um grupo o veiculo (solucdo salina 0,9%) e outro
grupo a B-CD (100mg/kg). Apds uma hora, foi injetado na regido subplantar da pata
traseira direita dos camundongos carragenina 2% (15uL), e solucdo salina 0,9% (15uL)
na pata traseira esquerda. O volume do edema foi acompanhado nos intervalos de 0, 1, 2,
3, e 4 horas ap6s a inducdo com auxilio de um paquimetro (Mitutiyo Corporation,
Digmatic Caliper, Kanagawa, Japdo). A inibicdo do edema foi calculada pela diferenca

entre as patas traseiras direita e esquerda (Costa et al., 2020).

2.4.3.2 Peritonite induzida por carragenina

Neste modelo foi aplicado o protocolo semelhante ao descrito por Veras et
al.(2021). Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6), sendo pré-tratados
por gavagem com: complexo OEEb-B-CD (50mg/kg, 100mg/kg), indometacina
(20mg/kg), veiculo (solugao salina 0,9%) e p-CD (100mg/kg) uma hora antes da inducéo
da peritonite com a administracdo intraperitoneal de carragenina 2% (0,25 mL, p/v em
solucdo salina 0,9%). Transcorrido quatro horas da inducdo, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e 2 mL de solugdo tampéo fosfato (PBS) foi
injetada na cavidade peritoneal. Ap6s uma leve massagem, o liquido peritoneal foi
coletado em condi¢bes assépticas, centrifugado a 12.000xg por 15 min a 4°C e o
sobrenadante acondicionado a -70°C até as analises. Foram realizadas as dosagens de
TNF-a e IL-1P usando o kit Elisa, High Sensitivity in Elisa, Thermo Fisher (Waltham,
EUA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

2.4.4 Toxicidade aguda
A toxicidade aguda do complexo OEEb-B-CD foi investigada de acordo com o
protocolo descrito na Diretriz 423 da Organizacao para Cooperacao e Desenvolvimento
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Econdmico (OECD, 2002). Os camundongos foram distribuidos em dois grupos (n = 3),
sendo tratados por gavagem: um grupo com 2000mg/kg de OEEb-B-CD e outro grupo
com solucéo salina 0,9%. Alteracbes comportamentais foram observadas nas 3 primeiras
horas e a cada 24 horas por 14 dias. Foi realizado o acompanhamento de ingestdo hidrica,
de racdo e peso de cada animal (Malone, 1983). Ao final do experimento, 0s
camundongos foram submetidos a jejum de 8 horas e eutanasiados. O sangue periférico
foi coletado para avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos ( Oliveira et al.,

2022), e os 6rgdos para avaliacdo histologica (Kiernan, 1999).

2.4.5 Toxicidade subaguda (Doses repetidas por 28 dias)

Para a avaliacdo da toxicidade subaguda do OEEb-B-CD, foi utilizado o protocolo
407/2008 da Organizagdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD,
2008). Os camundongos de ambos os sexos foram distribuidos em quatro grupos (n = 10,
sendo 5 machos e 5 fémeas), recebendo o tratamento diario por gavagem das seguintes
concentracgdes: trés grupos OEEb-B-CD (1000 mg/kg, 500 mg/kg e 250 mg/kg) e um
grupos solucdo salina 0,9% durante 28 dias. Foi realizado 0 acompanhamento de peso,
consumo de racdo e agua a cada 7 dias, e observacdes de alteracbes comportamentais
diariamente (Malone, 1983.). Além disso, no 1°, 7°, 14 °© e 28° dia de experimento foi
realizado o monitoramento da temperatura retal dos camundongos com auxilio de um
termdmetro (Animed, Brasil) previamente lubrificado com Vaseline® (Sigma Aldrich,
Brasil), e dos niveis séricos de glicose utilizando um glicosimetro (Accu-Chek Active,
Roche Diagndstica, Brasil Ltda).

Ao final do experimento, os camundongos foram submetidos a jejum de 8 horas
e eutanasiados. O sangue foi coletado para analises hematoldgica e bioquimica em
analisadores automaticos Coulter STKS (Beckman Coulter, Miami, FL, EUA) e
COBAS (Roche Diagnostics, Suica) (Oliveira et al., 2022; Kiernan, 1999).
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2.4.6 Estresse oxidativo

2.4.6.1 Homogenatos dos figados

Fragmentos dos figados dos camundongos foram coletados para investigagdo da
atuacdo do OEEb-B-CD (nas doses 250, 500 e 1000 mg/kg) sobre o estresse oxidativo
conforme protocolo descrito por Oliveira et al. (2019) com adaptaces. Inicialmente, 250
ug dos figados foram homogeneizados com Tris-HCL (25mM, pH 7,4), EDTA (1mM) e
ortovanadato de sodio(1mM) e fluoreto de fenilmetanossulfonil (ImM). Em seguida,
foram centrifugados a 3.800xg por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido para

determinacéo do teor total de proteinas pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

2.4.6.2 Ensaio da peroxidacao lipidica

Para avaliar a peroxidacdo lipidica foi mensurado os niveis das substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (Ohkawa et al., 1979). Aliquotas de 100 puL dos
homogenatos foram misturadas com acido acético 30% (10 pL), Tris-HCL 10nM (190
uL, pH 7,4) e centrifugados a 3500xg por 15 min. Os sobrenadantes foram coletados,
adicionado o acido tiobarbittrico 0,8% (10 uL) e aquecidos em banho maria (37°C) por
30 min. As absorbancias foram obtidas a 535nm em espectrofotdmetro (Tecan Infinite
M200). Os resultados foram expressos na concentracdo de malondialdeido (nmol/mg de

proteina) conforme calculado por Oliveira et al. (2019).

2.4.6.3 Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Para determinar a atividade da enzima SOD foi aplicado o protocolo de Oliveira
et al.(2022). Aliquotas de 120uL dos homogenatos foram misturadas com 180uL de
solucdo de carbonato de célcio 0,05% com 0,1mM de EDTA (pH 9,0). As misturas foram
incubadas em banho-maria a 37°C por 30 min. Transcorrido o periodo de incubacéo foi
adicionado 20uL de epinefrina (30mM em acido acético 0,05%). A atividade da SOD foi
medida em espectrofotdmetro (Tecan Infinite M200) na absorbancia de 480nm. Os

resultados foram expressos em U/mg de proteina.
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2.4.6.4 Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada misturando aliquotas de 80 pL dos
homogenatos com 220 uL de fosfato de potéssio (50 mM, pH 7,4) e centrifugando a
3000rpm por 15 min. Na sequéncia, 100ul dos sobrenadantes foram misturados com
900uL de peroxido de hidrogénio e ImL de agua destilada. A atividade da enzima foi
acompanhada entre 0 e 6 minutos com leituras em espectrofotobmetro (Tecan Infinite
M200) na absorbancia de 240nm (Aebi, 1984). A atividade enzimatica da CAT foi

expressa com mU/mg de proteina.

2.4.7 Genotoxicidade

O potencial genotoxico ou mutagénico do OEEb-B-CD foi investigado atraves do
ensaio cometa e do teste de micronucleo com sangue periférico (Hayashi et al., 1990;
Tice et al., 2000). Camundongos machos foram divididos em trés grupos (n=5), incluindo
0 grupo controle negativo (CN) que recebeu 0,5 mL de solucédo salina 0,9% e o segundo
grupo recebeu OEEDb-B-CD (2.000 mg/kg) por gavagem; e como controle positivo, o
terceiro grupo recebeu ciclofosfamida (25mg/kg) por via intraperitoneal. Apds 48h do
tratamento, os camundongos foram anestesiados com cetamina e xilazina (100mg/kg e
10mg/kg) e o sangue periférico foi coletado por puncéo retro-orbital para realizacdo dos

ensaios cometa e micronucleo (Souza et al., 2021).

2.4.7.1 Ensaio Cometa

Uma amostra de 15uL. de sangue de cada camundongo foi homogeneizada com
100uL de agarose de baixo ponto de fuséo (0,5% LM). Essa mistura foi depositada em
laminas previamente revestidas com agarose padrdo 0,5%, cobertas com laminulas e
expostas a 4°C por 10 minutos. Apo6s o resfriamento, as laminulas foram removidas e as
laminas imersas em solucdo de lise (cloreto de sodio [NaCl] 2,5M, &cido
etilenodiaminotetracéetico [EDTA] 100mM, Tris 10mM, Triton X-100 1%, DMSO 10%,
pH13) por 48 horas (Tice et al., 2000). Apo6s a lise, as 1daminas foram submetidas a uma
corrida de eletroforese alcalina (NaOH 1M e sal dissddico de EDTA 200 mM, pH 13) por
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20 minutos a = 300 mA e 32 V. Em seguida, as laminas foram neutralizadas com solucgéo
de Tris-HCL (0,4M / pH 7,5) por 15 minutos, fixadas em etanol absoluto por 5 min,
coradas com 30uL de brometo de etidio (0,0002%p/v) e analisadas em microscépio de
fluorescéncia (Zeiss-imager M2) com objetiva de aumento de 40x e filtro AlexaFluor 546
nm. Duas laminas foram coradas para cada animal para a contagem de 100 nucleoides
com finalidade de avaliar o dano no DNA considerando o tamanho da cauda do cometa
em relagdo ao didmetro da cabeca. Assim, foi considerado 0 (nenhum dano), 1 (pouco
dano aparente), 2 (dano médio), 3 (dano médio alto) e 4 (alto dano). Os valores obtidos
foram utilizados para determinar o indice de Dano (ID) e o percentual da Frequéncia de
Dano (FD) em relagdo ao numero total de ndcleo quantificados (Collins et al., 2008;
Souza et al., 2021)

2.4.7.2 Teste de Micronucleo (MN)

Para o teste de micronucleo foi utilizado o protocolo descrito por (Hayashi et al.,
1990). O sangue periférico (SuL) de cada camundongo foi depositado em trés laminas
pré-revestidas com laranja de acridina e cobertas com laminulas. A presenca de
micronucleos foi investigada em 2000 eritrdcitos policromaticos utilizando o microscépio
de fluorescéncia (Zeiss-imager, M2) com objetiva de ampliagdo de 40x e filtro
AlexaFluor 488 (OECD, 2016a).

2.5 Anélises estatisticas

Os resultados das atividades antinociceptiva, anti-inflamatdria, toxicidade aguda
e subaguda foram expressos em média desvio padrdo e analisados por ANOVA seguido
por Tuckey ou Bonferroni para compara¢6es multiplas utilizando o software GraphPad
Prisma, EUA. Por fim, os resultados dos ensaios de genotoxicidade foram analisados de
forma independente usando o teste de Wilcoxon (software R). Os resultados foram

considerados significantes em p <0,05 e p<0,001.
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3. Resultados e Discussdes

3. 1 Caracterizacao fisico-quimica dos complexos

3.1.1 Eficiéncia de Inclusdo

A eficiéncia de inclusdo dos complexos OEEb-B-CD pelos métodos de
malaxagem e slurry foram 30% e 50 % respectivamente. A eficiéncia de inclusdo é um
dos pardmetros mais criticos para mensurar a efetividade do processo, visto que inimeros
fatores afetam a eficiéncia de inclusdo, incluindo teor de agua na B-ciclodextrina,
composicado quimica do 6leo essencial, concentracdo e ordem em que sdo adicionados a
mistura; além do tipo de processo de secagem e o solvente utilizado para extrair o éleo
essencial dos complexos formados (Rocha Neto et al., 2018; Kavetsou et al., 2021).

3.1.2 Andlises térmicas

As técnicas de Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) e Termogravimetria
(TG) séo extensivamente utilizadas no estudo de complexos de inclusdo com fins
comparativos sobre a estabilidade térmica entre 6leos essenciais, mistura fisica e novos
complexos formados, o que pode revelar as potencialidades no desenvolvimento de novas
formulacGes farmacéuticas (Goh; Lane, 2022; Marreto et al., 2008).

As curvas das andlises de DSC do 6leo essencial E. brejoensis, B-ciclodextrina,
mistura fisica e 0s complexos OEEb- B-CD pelos métodos de malaxagem e slurry sdo
ilustradas na figura 1. Foram verificados picos endotérmicos em todas as amostras, logo
uma fonte de calor é necessaria para a degradacdo parcial ou total dos analitos (Kissinger,
1957). Nos pardmetros analisados, o dleo essencial de E. brejoensis mostrou evento
endotérmico em 208 °C e eventos exotérmicos. Observa-se um pico exotérmico em 133°C
relacionado a liberagdo de compostos do 6leo de baixo peso molecular, e outro pico
exotérmico em 543° C, representando completa volatilizacdo do dleo. A B-ciclodextrina
mostrou trés picos endotérmico, um na faixa de 98°C, sugestivo de desidratacdo; o
segundo pico na faixa de 323°C, relacionado a fusdo molecular; e o terceiro pico a 418°C,
correspondente a degradacéo da B-ciclodextrina (Beserra-Filho et al., 2019; Rodrigues et
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al., 2017). A mistura fisica seguiu o perfil endotérmico similar a B-ciclodextrina. Os
complexos revelaram comportamentos endotérmicos: o complexo OEEb-B-CD (slurry)
mostrou um pico endotérmico em 313°C e o desaparecimento do pico observado na curva
da analise do ¢leo; ja o OEEb-B-CD (malaxagem) apresentou um comportamento
resistente, com trés picos endotérmicos, um extenso pico no intervalo entre 80-110°C e
dois picos, um em 308°C e outro em 408°C. A reducdo dos picos endotérmicos
caracteristicos B-CD em complexos de inclusdo também foi observada por Herrera et al.
(2019) na complexacao com derivados de 6leos essenciais. Magalhées et al. (2020) citam
que variacOes na entalpia, como o desaparecimento ou reducdo dos picos endotérmicos,
estédo relacionadas com a reducdo de cristalinidade da B-CD, sendo um indicativo de

formacédo de complexos de incluséo.

—— B-CD

—— OEEb

—— Mistura Fisica

—— OEEDb+B-CD (Slurry)
OEEb+B-DC (Malaxagem)
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Figura 1. Curvas de Calorimetria Exploratoria Diferencial para o 6leo essencial de E.
brejoensis (OEEDb), B-ciclodextrina (B-CD) e complexos de incluséo OEED- 3-CD (slurry

e malaxagem).

As curvas das analises de TG do 06leo essencial E. brejoensis, B-ciclodextrina,

mistura fisica e os complexos OEEb- B-CD pelos métodos de malaxagem e slurry séo
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mostrados na figura 2. O 6leo essencial exibiu uma unica perda de massa que pode estar
associada ao seu perfil de volatilidade. A perda de massa (97,39%) ocorreu na faixa de
temperatura de 223°C (Figura 2). Na amostra de B-ciclodextrina, sdo observadas duas
perdas de massa, uma inicial de 13,37% na faixa de 113°C, seguida de uma perda de
68,7% a 348°C. Segundo Magalhaes et al. (2020), perdas de massa em B-ciclodextrina
na faixa de 40-200°C estdo associada a libera¢do de moléculas de 4gua e perdas de massa
na faixa de 200-400°C a ponto de fuséo ou completa degradagéo da ciclodextrina. A
mistura fisica apresenta caracteristicas do 6leo e da B-ciclodextrina. Os complexos OEEb-
B-CD (slurry e malaxagem) mostraram perdas de massa iniciais de 5,8% e 8% nas faixas
de temperatura de 113°C e 168°C, respectivamente. O complexo obtido pelo método de
malaxagem mostrou-se mais resistente, ocorrendo a sua completa degradacao na faixa de
temperatura de 313-443°C. Estes resultados indicam que a complexacdo com a f-
ciclodextrina promoveu estabilidade térmica do 0leo, visto que a perda de massa ocorreu
na faixa de temperatura esperada para a p-ciclodextrina e os percentuais de perda foram
inferiores ao observado no termograma do 6leo. Assim, sugere-se que ndo houve perda
significativa dos compostos volateis complexados na B-CD. Estudos mostram a
estabilidade térmica conferida na complexacdo de éleos essenciais com B-ciclodextrina.
Halahlah et al., (2021) analisaram as perdas de massas na complexacédo do 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis com B-ciclodextrina e seus derivados. Observou-se que a
complexacdo com B-ciclodextrina exibnomiu menor perda de massa (4% a 120°C) entre
os complexos com derivados da ciclodextrinas, o que foi atribuido ao deslocamento das
moléculas de agua da superficie da B-ciclodextrina para a acomodacdo das moléculas do
6leo na sua cavidade. Outrossim, maiores perdas iniciais de massas as relatadas em nosso
estudo foram observadas em complexos de inclusdo de B-ciclodextrina com dleo essencial
de Origanum onites L, com valores iniciais de 27% e 18% entre 60 - 120°C e degradacéo
completa na faixa de 320°C (Kotronia et al., 2017).
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Figura 2. Curvas de Termogravimetria para o 6leo essencial de E. brejoensis (OEED), B-
ciclodextrina (B-CD) e complexos de inclusdo OEEb- B-CD (slurry e malaxagem).
3.1.2 Difratograma de Raio-X (DR-X)

Os difratogramas das amostras da p-CD, OEEb- B-CD (Malaxagem e Slurry) e
mistura fisica podem ser observados na figura 3. Foram verificados picos definidos
caracteristicos de substancias cristalinas na linha da p-CD, incluindo nos intervalos 4,53°;
8,98°% 10,79 12,5° e 22,6° (20). A mistura fisica apresentou espectros nos intervalos
angulares similares a linha da -CD. J& os difratogramas dos OEEb- 3-CD (malaxagem e
slurry) mostraram uma diminuicdo e deslocamento nos picos 8,98° a 10,7° o
desaparecimento dos picos de B-CD em 4,53° e 8,98° e aparecimento de um novo pico na
faixa angular 16,96°. Apesar dos complexos mostrarem caracteristicas semelhantes,
apenas na amostra slurry observa-se uma linearizacdo com supresséo em relagéo ao pico
22,6° da B-CD. O desaparecimento de picos caracteristicos da substancia inicial e o
surgimento de novas reflexdes angulares apds os processos de inclusao estdo relacionadas
com organizac¢ao molecular para o acoplamento do 6leo essencial na cavidade da B-CD,
sendo uma forte evidéncia de formacdo de complexos de inclusdo (Abarca et al., 2016;

Luoetal., 2022). Estudos tém revelado que a técnica de DR-X é uma excelente alternativa
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na caracterizacdo de complexos de inclusdo formados por produtos naturais e B-CD (Silva

Junior et al., 2019; Magalhaes et al., 2020; Lin et al., 2022).
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Figura 3. Difratogramas para B-ciclodextrina (B-CD) e complexos de inclusdo OEEb- -

CD (slurry e malaxagem).

3.1.3 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As microfotografias foram obtidas por microscopia eletronica de varredura com
magnitude 13.000X e 5 um. Conforme pode ser observado na figura 4, p-CD mostrou
estruturas compactas em forma de placas de cristais retangulares com tamanhos variaveis
(Fig. 4 A). A mistura fisica (Fig.4 B) apresentou semelhangas com as caracteristicas
citadas anteriormente, sendo possivel distinguir o 6leo sobre a superficie da B-CD.
Contudo, os complexos OEEDb-B-CD (Fig.4 C e D) mostraram-se em particulas menores,
estruturas roboides ou agregados amorfos, confirmando que houve a formacgdo de um

novo composto. Estas caracteristicas morfologicas também foram observadas em
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complexos de inclusdo com oOleo essencial de Eugenia caryophyllata com B-CD por
Anaya-Castro et al.(2017).

Vale ressaltar que o complexo slurry (Fig.4 C ) também apresentou modificacdes
morfolégicas mais acentuadas em relagdo ao complexo obtido pelo método de
malaxagem na andlise por MEV. Durante a homogeneizacdo das moléculas pelo método
de slurry, a intensa cavitacdo ou cisalhamento proporcionado por a agitagdo magnética
durante 36h, pode ter contribuido para entrada do dleo na cavidade hidrofobia da 3-CD
(Souza et al., 2016). Outrossim, estas mudancas morfologicas também podem ser
resultantes do processo de liofilizacdo(Mura, 2015). Alguns estudos relatam que a
liofilizag&o pode ser mais efetiva na formacgéo de complexos de inclusdo (Cid-Samamed
et al., 2022; Santana et al., 2021; Xiao et al., 2019).

Para realizacéo dos ensaios biologicos in vivo escolheu-se apenas o sistema obtido
pelo método de slurry por apresentar melhor complexacao, justificada pelo percentual da

eficiéncia de inclusdo e amorfizacao visualizada na analise de DR-X e MEV.
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Figura 4. Microfotografias de microscopia eletrénica na magnitude 13.000X: (A) B-CD; (B) Mistura fisica; (C) OEEb-B-CD slurry e (D) OEEb-
B-CD Malaxagem.
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3.2 Atividade antinociceptiva

Todos os grupos tratados com OEEb-B-CD (50 e 100mg/kg) apresentaram
reducdo no nimero das contorcBes estatisticamente significativas em relacdo ao grupo
controle (p<0,05). As duas concentragdes 50mg/kg e 100mg/kg mostraram diminuigéo
no nimero de contorgdes em 63,35% e 77,21%, resultados semelhantes ao observado no
grupo de camundongos tratados com indometacina (Figura 5). O grupo tratado com a
B-CD (100mg/kg) mostrou uma reducdo nas contorgfes inferior a 10%, conforme
esperado, ndo sendo estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle (P
>0,05). A administracdo oral de complexos de inclusdo com monoterpenos e [-
ciclodextrina (40mg/kg) também promoveu a diminuicdo nas respostas nociceptivas no
modelo de contor¢éo abdominal em camundongos (Quintans et al., 2013; Quintans-Janior
et al., 2013). Este teste é amplamente utilizado na triagem de substancias com potenciais
efeitos analgésicos (Koster et al., 1959). O &cido acético atua na sensibilizacdo dos
nociceptores periféricos com a liberacdo de mediadores enddgenos, incluindo bradicinas,
prostaglandinas, serotonina, histamina, noradrenalina e citocinas (Sampaio et al., 2020).
Além disso, promove a ativagdo de canais catidnicos ndo seletivos localizados nas vias
aferentes primarias (Bars et al., 2001).

A indometacina é um farmaco que atua como antinociceptivo e anti-inflamatorio,
com a inibicdo da sintese de prostaglandinas e consequente reducao na sensibilizacédo de
neurénios aferentes primarios e na medula espinhal (Bingham et al., 2006). Os resultados
mostraram que OEEb-B-CD atuou de forma semelhante a indometacina, sugerindo que a

sua acdo analgésica esta atrelada com a reducdo da sensibilizacdo neuronal.
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Figura 5. Efeito do complexo de inclusdo 6leo essencial de Eugenia brejoensis com [3-
ciclodextrina (OEEDb-B-CD) (100mg/kg e 50mg/kg) na contor¢do abdominal induzida por
acido acético. Os asteriscos (***) P< 0,001 indicam significancia em comparagdo com o

grupo controle.

Verificou-se no teste da formalina que OEEb-B-CD promove feitos nas vias
centrais e periféricas estatisticamente significativos. Conforme observado na Figura 6A,
0 OEEDb-B-CD na concentracdo de 100 mg/kg reduziu a dor central em 78,38%, sendo
similar a acdo da morfina na concentracdo de 10 mg/kg (78,70%). Além disso, a
administracdo da naloxona (5 mg/kg) bloqueou o efeito analgésico exercido pelo OEEb-
B-CD na fasel (Figura 6A) e, parcialmente, na fase 2 (Figura 6B), sugerindo que o seu
mecanismo de ac&o é por vias opioides. Esta inibi¢do ndo foi observada nos tratamentos
com os antagonistas atropina e glibenclamida. Na fase 2, também foi observado uma agédo
por vias inflamatdrias, visto que, apos o tratamento com naloxona OEEb-B-CD (100
mg/kg) permaneceu exercendo efeito de 65% na reducdo do tempo de lambedura das
patas dos camundongos em comparagao com o grupo veiculo (p<0,001). A indometacina,
o farmaco anti-inflamatorio utilizado como controle, produziu reducdo no tempo de
lambedura em 67,61%; e a morfina (10 mg/kg) exerceu uma diminui¢do no tempo em
95,54%, ambos resultados validam a fase 2 do experimento. Estudos mostram que 0 uso
de B-ciclodextrina tem possibilitado aumentar a biodisponibilidade e a eficacia da
atividade antinociceptiva de Oleos essenciais ou de seus constituintes majoritarios
(Quintans et al., 2013; Menezes et al., 2015; Siqueira-Lima et al., 2017).
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Martins et al. (2020) validaram a a¢do antinociceptiva do complexo de inclusdo do 6leo
essencial de Croton rhamnifolioides com p-ciclodextrina com resultados mais
significativos, com doses menores as ja relatadas para o 6leo ndo complexado, utilizando
0 modelo do teste de formalina.

O teste da formalina possibilita analisar duas respostas de forma independente,
uma resposta neurogénica (fase 1) e uma resposta inflamatoria (fase 2) (Oliveira et al.,
2022a). Com a administracdo da injecdo da formalina, na fase neurogénica (primeira
fase) ocorre estimulacdo direta de nociceptores via fibras C ao corno dorsal da medula
espinhal apos a substancia P ser secretada e atuar como neurotransmissor (Hassanpour et
al., 2020). Ja na segunda fase, a dor é induzida com a liberagdo de mediadores
inflamatorios desencadeando uma resposta inflamatéria periférica (Santos et al., 2020).
Substancias com acdo analgésica central permite a inibicdo em ambas as fases; enquanto
anti-inflamatorios ndo esteroidais, como por exemplo a indometacina, exibem acgdo
periférica com inibicdo apenas na segunda fase do teste da formalina (Viscardi et al.,
2017). Os camundongos tratados com o complexo OEEb-B-CD (100 mg/kg) mostraram
reducdo no tempo de lambedura das patas em ambas as fases do teste de formalina,
sugerindo uma acdo analgésica central, que corroboram com os resultados obtidos no

ensaio de contor¢cdo abdominal.
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Figura 6. Efeito do complexo de inclusdo 6leo essencial de Eugenia brejoensis com [3-
ciclodextrina (OEEb-B-CD) (100mg/kg e 50mg/kg) no teste de formalina. A - fase
neurogénica 0 — 5 minutos de teste; B - fase inflamat6ria 15-20 minutos de teste. Os
asteriscos (***) indicam significancia em comparacdo com o grupo controle (P <0,001).

3.2 Atividade anti-inflamatéria

Na avaliacdo da atividade anti-inflamat6ria no modelo de edema de pata induzida
pela injecdo de carragenina, foram observadas reducgdes significativas (p<0,001) do
edema da pata nos grupos tratados com o OEEDb-B-CD, quando comparado com o grupo
do veiculo (Figura 7). A atividade méxima do OEEDb-B-CD na inibi¢&o do edema (90%)
foi observada a partir das 2 horas de avaliagdo no grupo tratado com a concentracao de
100 mg/kg. O tratamento com 50mg/kg de OEEb-B-CD promoveu o efeito maximo a
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partir de 4 horas de avaliacdo (88,5%). O grupo tratado com a indometacina mostrou
efeito maximo (98,57%) apds 3 horas de tratamento. Em um estudo realizado por
Rodrigues et al. (2017), verificou-se que 2 horas ap6s o tratamento com 6leo essencial de
Ocimum basilicum complexado com a B-CD (10 mg/kg) foi possivel observar a
diminuicdo da permeabilidade vascular com consequente reducao significativa (68%;
p<0,05) do edema da pata dos camundongos. Por sua vez, o 0leo Euterpe oleracea
Martius complexado com p-CD reduziu 66% do volume do edema da pata em
camundongos tratados com concentracfes de 300 mg/kg ( Magalhées et al., 2021). Estes
resultados evidenciam a atrativa acao anti-inflamatéria demostrada pelo complexo OEEb-
-CD na concentragédo de 100 mg/kg (reducdo de 88,5% do edema).

A inflamagdo aguda induzida pela injecdo da carragenina € um modelo biféasico
(Jisha et al., 2019). Inicialmente, entre 0-3 horas, ocorre 0 aumento de 40 % do edema
promovido pela liberacdo de histamina, bradicinina, serotonina (Vinegar et al., 1969); na
segunda fase do edema (3 a 4 h), ocorre a sintese da ciclo-oxigenase 2, com consequente
liberacdo de prostaglandinas e oxido nitrico (Adedayo et al., 2019). O complexo OEEb-
B-CD atuou na reducdo do edema em ambas as fases em relagdo ao grupo tratado apenas
com o veiculo, sendo ativo em processos inflamatérios agudos.

Este efeito anti-inflamatdrio revelado por OEEb-B-CD também foi observado no
ensaio de peritonite aguda induzida por injecdo intraperitoneal da carragenina. A
administracdo oral de OEEb-B-CD (50 e 100 mg/kg) reduziu os niveis das citocinas pro
inflamatorias TNF-a (54% e 54,41%) e IL-1 (74,09% e 75,14%), sendo estatisticamente
significativos (p<0,001) em relagdo ao grupo tratado com solucgéo salina 0,9% (Figura 8).
Resultados similares foram expressos no grupo tratado com o farmaco indometacina (20
mg/kg), que promoveu a reducdo nos niveis de TNF-a e IL-1B em 66,30% e 82,20%,
respectivamente. Os efeitos dos 6leos essenciais na imunomodulacdo da inflamacdo
atrelada a diminuicdo da expressdo de citocinas pro inflamatorias podem ser observados
em alguns estudos (Veras et al., 2021; Nunes et al., 2021). Braga et al. (2021) mostraram
gue o pré-tratamento com o Oleo essencial de Lippia pedunculosa Hayek complexado
com B-CD (400 mg/kg) antes da inducdo da peritonite pode reduzir a migracdo de
leucocitos na cavidade peritoneal e os niveis de IL-1B. Além disso, outros compostos
naturais quando complexados com ciclodextrinas exercem uma maior agdo na modulagao
de citocinas pro-inflamatoria. A narigenina e morina, por exemplo, quando complexadas
com ciclodextrinas promoveram a reducdo significativa de TNF-o, assim como

aumentaram biodisponibilidade das substancias acarretando na diminuig¢do da dosagem
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para obter o efeito anti-inflamatério esperando em relacdo a forma ndo complexada
(Gratieri et al., 2020; Lima et al., 2019).
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@l Indomethacina 20 mglkg
OEEb+B-ciclodextrina 50 mg/kg
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Figura 7. Efeito do complexo OEEb-B-CD (50mg/kg e 100mg/kg) no edema de pata induzido
por carragenina. Cada barra representa a média e o desvio padrao (n=6). Os resultados foram
analisados por two-way ANOVA seguida do teste de bonferroni. * indicam p < 0,001 em
comparagdo com o grupo controle (veiculo).
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Figura 8. Efeitos do complexo OEEb-B-CD ¢ da indometacina nos niveis de (A) TNFa, (B) IL-
1B. Os valore foram expressos em média aritmética + desvio padrdo (DP) (n=6). A analise
estatistica foi realizada por ANOVA seguida de teste de Tukey. (***) P <0,001 em relacdo ao
grupo controle.

3.3 Toxicidade aguda, Toxicidade subaguda e Toxicidade genética

A B-ciclodextrina é um oligossacarideo utilizado como aditivo alimentar, com
uma LDsp superior a 3000mg/kg. Recentemente, recebeu o status GRAS (Generally
Recognized as Safe) da FDA. Além disso, é comercializado como excipientes de alguns
farmacos anti-inflamatorios (a exemplo o Brexin® - piroxicam) (Brewster and Loftsson,
2007; EFSA et al., 2016; Halahlah et al., 2021).
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Assim, considerando esses aspectos, foi desprezada a inclusdao de um grupo com
B-ciclodextrina nos ensaios de toxicidade pré-clinica a fim de minimizar o uso de animais
no estudo. Dessa forma, foram incluidos nestes ensaios apenas um grupo com o complexo
OEEDb-B-CD e outro grupo com o seu diluente para fins de investigacédo de alguns efeitos

toxicos em modelos pré-clinicos discutidos subsequentemente.

3.3.1 Toxicidade aguda e subaguda

Sabe-se que uma das principais limitac6es do emprego de alguns 6leos essenciais
como alternativa terapéutica é a toxicidade (Cimino et al., 2021). Assim, a formacéo de
complexos de inclusdo molecular configuram uma alternativa terapéutica interessante,
visto que as ciclodextrinas podem aumentar a biodisponibilidade, reduzir a toxicidade e
efeitos adversos de farmacos acomodados em sua cavidade hidrofébica (Li et al., 2016;
Martins et al., 2020).

Na avaliacdo da toxicidade aguda, a administracdo oral de 2000 mg/kg do OEEb-
-CD ndo causou mortalidade e nem promoveu alteracbes comportamentais sensoriais ou
motoras nos camundongos. Ndo houve diferencas significativas no ganho de peso,
consumo de ragdo ou &gua, no decorrer dos 14 dias de acompanhamento, quando alinhado
com o grupo controle tratado com solugdo salina 0,9% (Tabela 1). Além disso, ndo foram
identificadas diferencas nos pesos dos 6rgaos dos camundongos tratados com o complexo
ou tratados com solucéo salina 0,9%.

As andlises histoldgicas dos ¢6rgdos (figado, rins, baco e pulmao) dos
camundongos ndo revelou lesdes ou indicios associados a patolégicas no grupo tratado
como complexo OEEb-B-CD. A figura 9 mostra as fotomicrografias histologicas, onde se
observou o figado com a veia centrotubular definida nos grupos controle e OEEb-B-CD;
os glomérulos renais e tubos contorcidos apresentaram-se preservados e ordenados; o
baco revelou uma arquitetura normal com visualizacdo de uma capsula constituida de
tecido conjuntivo denso ndo modelado e células musculares lisas; e no pulméo foram
visualizados os bronquiolos e a cavidade alveolar também com morfologias conservadas
em ambos os grupos analisados. Estas observagdes morfolégicas em 6rgdos de animais
tratados com oOleo essencial de E. stipitata também foram relatadas por Costa et al.
(2020).

A analise dos parametros hematoldgicos € uma ferramenta analitica extremamente

util para determinar a seguranca e estimar os efeitos de novos compostos quimicos sobre
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0 sistema hematopoiético em humanos e animais (Ait Atmane et al., 2022). Verificou-se
no ensaio de toxicidade aguda que ndo houve diferencas significativas (p>0,05) nos
pardmetros analisados (eritrocitos, hematdcrito, hemoglobina, VCM, CHMC, entre
outros) no sague de camundongos tratados com OEEb-B-CD e tratados com solucgéo
salina 0,9% (Tabela 2). Estes resultados revelam, por exemplo, que capacidade de
transporte de oxigénio para os tecidos ndo foi alterada e o tratamento ndo predispds 0s
animais a quadros clinicos de anemias (Saheed et al., 2015).

Os niveis dos parametros bioquimicos no soro dos camundongos tratados com
OEEDb-B-CD em dose unica e com solucédo salina sdo expostos na Tabela 4. A anélise
bioguimica mostrou que ndo houve alteracdes significativas entre 0s grupos em nenhum
dos analitos avaliados (p>0,05). Estes resultados estdo em concordancia com as analises
histoldgicas dos orgaos (figado e rim), visto que os niveis dos biomarcadores hepaticos e
renais (ALT, ALP, AST, creatina e ureia) se encontram em conformidade com os niveis
observados no grupo controle. A andlise desses resultados em conjunto com o0s
parametros hematoldgicos, avaliagdo comportamental, acompanhamento de ganho de
peso, consumo hidrico e alimentar sugerem que o complexo ndo foi tdxico na
administracdo de 2000mg/kg em dose Unica no decorrer de 14 dias. Assim, ndo foi
possivel determinar a LDsg do complexo OEEb-B-CD conforme preconizado pela OEDC
(2001), uma vez que esta se encontra acima da concentracdo avaliada no presente ensaio.
Dessa forma, o complexo OEEb-B-CD pode ser categorizado na classificacdo 5 (néo
toxico) do Sistema Global Harmonizado de classificacdo e rotulagem de produtos
quimicos (GHS) (OECD, 2001).

O estudo da toxicidade oral subaguda para avaliar os efeitos toxicos no tratamento
diario com o complexo OEEb-B-CD por 28 dias, ndo foram observadas anormalidades
comportamentais, incluindo irritabilidade, alteracdo na resposta ao toque, ou 6bito dos
camundongos no decorrer do experimento . Na avaliacdo de ganho de peso, consumo de
racdo ou agua ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o
grupo controle e os grupos tratados com o complexo; também ndo foram verificadas
diferengas estatisticas entre os grupos (machos e fémeas) com o tratamento na mesma
dosagem (Tabela 1). Além disso, os niveis de glicose e temperatura retal foram
registrados no decorrer do tratamento (Figura 10). Na avaliacdo da temperatura retal ndo
foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre 0s grupos que

receberam o tratamento e o grupo controle. Verificou-se nos grupos (fémeas e machos)
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tratados com as doses (250, 500 e 1000 mg/kg) do complexo a diminuigédo da glicemia
quando comparados com o grupo controle, sendo verificado reducéo gradativa de acordo
com o progresso do tratamento (Figura 10 A e B).

Bonomini et al. (2017) afirmam que a reducdo do peso corporal ou do peso
relativos dos 6rgaos de animais expostos a uma substancia teste séo indicativos de efeitos
toxicos. Conforme mostra a Tabela 2 ndo foram observadas diferencas significativas no
peso dos 6rgdos entre os grupos avaliados. Além, disso na avaliacdo macroscépica dos
orgdos (rim, baco, pulméo coracdo e estomago) ndo mostrou indicios de hemorragias,
leses, fibrose.

Um estudo realizado por Okereke et al.(2020) mostrou que a administracéo diaria
do 6leo de Anacardium occidentale L por 14 dias € toxico para o consumo humano, pois
promove consideraveis alteracdes nos parametros hematoldgicos, incluindo diminuicao
dos eritrocitos, hemoglobinas e plaqueta, elevando os niveis de colesterol total,
triglicerideos e os biomarcadores enzimaticos hepaticos e renais. Adane et al. (2021)
mostraram que a administracdo oral de 260mg/kg do dleo essencial de Thymus schimperi
por 28 dias compromete o ganho de massa corporal, os pardmetros bioquimicos e
hematoldgicos, sem promover alteragdes significativas na estrutura dos 6rgaos.

O figado é o 6rgdo que desempenha a biotransformacdo de xenobi6ticos e, por
isso, pode apresentar alteracdes fisioldgicas mais acentuadas em comparagdo com outros
orgaos (Messelmani et al., 2022). Biomarcadores hepaticos, como AST e ALT, em niveis
elevados no soro de animais tratados com uma substéncia teste séo indicativos de danos
hepéticos em diferentes graus (Luo et al., 2014). Em nosso estudo, a elevacdo da ALT,
mesmo ndo sendo estatisticamente significativo, foi consistente com a avaliacdo
histopatolégica do figado dos camundongos tratados com doses de 500mg/kg e
1000mg/kg do complexo. Além disso, a dose de 250mg/kg mostrou ser mais segura no
estudo de toxicidade subaguda. Considerando o algoritmo de conversdo de dosagens
utilizada nos testes de toxicidade, a dose de 250mg/kg administrada nos camundongos
equivalente 15 vezes a dose efetiva em humanos, sendo considerada segura para o
tratamento farmacoldgico como analgésico e anti-inflamatoério proposto em nosso estudo
(Nair and Jacob, 2016).

Adicionalmente, foi avaliada a atuacdo do complexo OEEDb-B-CD sobre 0 estresse
oxidativo no figado dos animais tratados por 28 dias com as doses 250, 500 e 1000 mg/kg.
Né&o houve diferencas significativas nos niveis de CAT entre 0s grupos que receberam

tratamento e o grupo controle. Foi observado a reducéo significativa nos niveis de MDA
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nos grupos dos machos tratados com as doses de 500 e 1000 mg/kg. Além disso, os niveis
de SOD aumentaram significativamente nos grupos dos camundongos fémeas e machos
em todos os tratamentos quando analisados com os niveis de SOD dos camundongos do
grupo controle. Esses resultados mostram que o complexo OEEb-B-CD pode exercer
atividade antioxidante com aumento dos niveis de enzimas antioxidantes, como a SOD
que é considerada uma opgéo terapéutica em doencas mediadas por espécies reativas de
oxigénio, visto que, atua catalisando a dismutacdo de superoxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio; e assim, promove a reducdo dos niveis de espécies reativas de
oxigénio e modula alguns sinais celulares (Nguyen et al., 2020; Karmakar et al., 2022).
Estudos mostram que compostos quimicos obtidos a partir de plantas, entre eles
terpenos e compostos fenolicos, podem reduzir o estresse oxidativo no organismo por via
do aumento da atividade de enzimas antioxidantes enddgenas (Meira et al., 2020). O éleo
essencial de Mentha pulegium, por exemplo, constituido por sesquiterpenos, incluindo o
transcariofileno e éxido de cariofileno que sdo compostos também descritos para o 6leo
essencial de E. brejoensis, promove a reducdo do estresse oxidativo provocado por
patogénese a partir da elevacdo dos niveis de enzimaticos de SOD no intestino dos

camundongos tratados com o 6leo por via oral (Sebai et al., 2021).
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Tabela 1. Acompanhamento do ganho de peso, consumo alimentar e hidrico em camundongos tratados com OEEb-B-CD ou com solucdo salina
0,9% para avaliacdo da toxicidade aguda (dose Unica) e toxicidade subaguda (doses repetidas por 28 dias)

Toxicidade subaguda 28 dias

Parametros Toxicidade Aguda _
Fémeas Machos
Veiculo 2000mg/kg Veiculo 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg Veiculo 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
Consumo de ragéo (g) 14.65+0.85 12.68+0.05 30.04+0.10 30.92+0.76 30.54+0.43  30.88+0.70 31.43+0.64 30.57+0.29  31.73%0.83  31.92+0.69

Consumo de agua (mL) 30.21+0.15 27.46%0.07 50.36+0.24 52.79+1.4 51.78+0.51 51.0+0.06 50.37+0.21 51.18+0.20 52.50+0.07 52.15+0.05

Ganho de peso do animal (g)  3.12+0.54 2.98+1.01 9.50+0.04 9.4+0.08 9.6+0.74 10.2+0.08 9.43+0.26 9.20+0.24 10.4+0.61 10.6+0.26

Os valores correspondem a média + desvio padrdo (n = 3) para toxicidade aguda e (n = 10) para toxicidade subaguda. Foi avaliado por ANOVA seguida do teste de Tukey .
(p>0,05) .



Tabela 2. Massa (g) dos 6rgdos dos camundongos tratados com OEEb-B-CD ou solucgéo salina 0,9% ap6s 14 dias e 28 dias da administracao.
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Toxicidade subaguda 28 dias

Parametro Toxicidade aguda
Fémeas Machos
Veiculo 2000mg/kg Controle 250mg/kg  500mg/kg  1000mg/kg Veiculo 250mg/kg 500mg/kg  1000mg/kg

Figado 1.6+£0.13 1.43+0.14 2.05+0.02 1.96x0.17 1.95+0.22 1.97+0.38 2.25+0.10 2.2310.14 2.24+0.37 2.16+0.23
Rim 0.32+0.01 0.36+0.03 0.22+0.01 0.21+0.01 0.20+0.01 0.20+0.00 0.26+0.14 0.28+0.03 0.28+0.01 0.24+0.04
Baco 0.14+0.01 0.15+0.02 0.19+0.06 0.18+0.01 0.20+0.02 0.20+0.03 0.19+0.02 0.18+0.16 0.20+0.01 0.17£0.03
Pulmé&o 0.21+0.19 0.19+0.02 0.23+0.05 0.24+0.05 0.22+0.03 0.21+0.01 0.20+0.01 0.24+0.05 0.21+0.02 0.20+0.01
Estdbmago 0.31£0.05 0.28+0.04 0.30+0.03 0.33+£0.05 0.32+£0.01 0.31+0.05 0.34+0.00 0.35+0.03 0.32+0.06 0.31+0.08
Coragéo 0.16+0.02 0.13+0.02 0.19+0.02 0.16£0.01  0.14#0.01  0.155:0.01 0.18+0.02 0.19+0.02  0.18+0.02  0.17+0.01

Os valores correspondem a média +desvio padrdo. N&o foi encontrada diferencas significativas (ANOVA- teste de Tukey, p>0,05) em relagdo com o grupo controle.
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Figura 9. Fotomicrografias representativas dos figados, rim, baco e pulmé&o de camundongos fémeas dos grupos controle e tratados com dose Unica com 0
OEEDb-B-CD na dose de 2000mg/kg. Figados: a veia centrolobular (cv); Rins: Glomérulos renais (Gr).Baco: Os linfonodos (Nd). Pulméo: bronquiolos (Br) e
cavidade alveolar (As). Foi utilizada coloragdo com hematoxilina e eosina. Ampliacéo: 400x.
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Toxicidade subaguda 28 dias

Parametro Toxicidade aguda
Fémeas Machos
Veiculo 2000mg/kg Controle 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg Veiculo 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg
Hrdaci 6
E”"fnﬁ'r;oi)(lo 5.35+0.15 5.5140.52 5,32+0,80 5,7240,77 5,60+0,82 5,21+0,93 5,44+0,30 528045  530:0,52 5,24+0,31
Hematécrito (%)  39.15+1.23  39.58+1.35 40,10£0,53 40,66:1,84 4103141  40,32+135 42,10£0,43 4340£124  41,87+134  42,26+1,33
Hemoglobina (%)  12.67¢0.76  12.28+0.52 14,11+0,50 14274065  14,38+073  14,35:0,63 14,39+0,32 14,18+0,36 1399045  14,47+0,68
VCM (%) 51.11#1.49  52.03+163 42,2240,56 4243072 42331090  42,73+1,03 42,76£0,56 43074079 43012079  42,3130,92
HCM(%) 18.22+0.47  17.6420.79 17,08+0,82 17,15:0,83  17,29+075  17,30+1,00 16,37+0,35 17715031  17,09¢0,88  17,21%0,70
CHCM (%) 3428055  35.28+1.25 38,29+0,77 38374101  37,98£1,32  37,76£1,14 38,64:0,80 37,991,183 3827175  38,07+1,69
AT 3
Le“‘:/‘r’r‘]’r';of)(lo 9.08+0.31 8.93+0.74 8,01+1,05 8,19+1,26 8,26+1,07 8,14+1,20 8,21+0,88 832¢120  817+135 8,2241,47
Segmentado (%)  70.25#2.22  71.55+2.01 61,65 +0,74 62,04+090  61,90+112 62,17 +1,64 62,45 +1,41 62,54 +1,16  6240+184 62,20 +2,07
Linfécitos (%) 24245018 23.24%0.29 28,19 +0,68 27,60+095  27,73+095 27,52 +1,01 27,20 40,30 27024034 27374050  27,45%105
Mondcitos (%) 3.2240.11 3.4120.27 9,06£0,70 9,20+0,81 9,25+0,96 9,1440,91 9,1540,51 9214043  9,03+0,89 9,1140,94
Eosindfilos (%) 0.0240.01 0.0420.03 1,08£0,12 1,1240,07 1,0940,11 1,15£0,12 1,15£0,10 1184012  1,86%0,10 1,20£0,11
Basofilos (%) 1.58+0.22 1.40£0.30 0,0240,01 0,03+0,01 0,03+0,02 0,020,01 0,0440,02 0,05£002  0,04+0,02 0,0440,01

VCM: volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo média de hemoglobina corpuscular. Os valores representam a
média £ desvio padrdo (n=3/grupo) para toxicidade aguda e (n=10/grupo) para toxicidade subaguda. Nao foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05)
em comparagao com o controle.
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Toxicidade subaguda 28 dias

Parametro Toxicidade aguda
Fémeas Machos
Veiculo 2000mg/kg Veiculo 250mg/kg  500mg/kg  1000mg/kg Veiculo 250mg/kg  500mg/kg  1000mg/kg
Albumina (g/dL) 38,2441 48 36,71£2,05 34,30+1,28 35,12+1,30 35,49+1,13 35,78+1,84 36,70+1,22 36,90+1,05 36,01+1,76 35,90+1,49
ALT (U/L) 58,70 122 57,60 +2,11 60,10 +1,03 60,34+1,35  6065+144  61,02+156 60,92 +0,44 61,10 0,66 61,22 +1,06 61,46 +1,31
AST (U/L) 134,52 #6,31 130,82 +546  132,22+4,11 131,67 #4225 133,91+532 134,03 +4,82 131,54 £ 2,72 129,94 2,64 130,44 £2,09 131,02 3,18
ALP (IU/L) 13,85 £0,18 13,14 £0,64 13,27 0,73 13,40 £0,65 13,29 £0,81 13,74 £0,91 13,82 0,31 13,01 £0,72 13,09 £0,65 13,51 0,89
GGT (U/L) 14,62 +0,36 14,6 0,16 9,83 +0,80 9,52 +0,72 9,41 +0,61 9,99 +0,83 14,29 +0,42 14,11 +0,93 14,58 +0,73 14,52 0,91
PT (g/dL) 62,44 +1,18 61,02 1,79 62,64%1,54 62,86%1,26 63,01£1,22 63,73%1,43 65,82+0,75 65,29+0,21 65,57+0,93 65,70+1,06
BUN (mg/dL) 0.300.09 0.3320.06 0,37 0,16 0,41 £0,22 0,40 +0,34 0,35 0,17 0,41 0,19 0,3520,10 0,40 +0,15 0,36 0,11
CREAT (mg/dL) 3,45 £0,37 3,19 £0,37 4,27 +0,41 4,38 £0,43 4,30 £0,51 4,39 0,62 4,47 £0,12 4,65 £0,13 4,40 £0,16 4,36 £0,19
BILI (mg/dL) ] ] 0,29 0,07 0,25 +0,05 0,31 £0,09 0,32 £0,09 0,35 £0,03 0,32 +0,05 0,31 +0,04 0,30 £0,05
CT (mg/dL) 98,76 +2,41 97,46 +2,55 98,94 + 8,50 97,8645,74 96,30 46,13 95,64 +5,22 99,37 7,85 97,72+6,50  96,79+525 9588 +7,83
TG (mg/dL) 64,2 +1,52 66,58 +2,83 69,54 +4,19 67,73+4,10  66,93+6,11 67,46 +5,18 65,36 +4,12 64,28 +512  6543+533 65,36 4,30

ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; ALP: fosfatase alcalina; GGT: gama-glutamil transferase; PT: Proteina total; BUN:

nitrogénio ureico no sangue; CREAT: Creatinina; BILI: Bilirrubina; CT: Colesterol Total; TG: Triglicerideos. Os valores representam a média + SEM
(n=3/grupo) para toxicidade aguda e (n=10/grupo) para toxicidade subaguda. N&o foram encontradas diferencas significativas (p > 0,05) em
comparagdo com o controle
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3.4 Genotoxicidade

O ensaio cometa e teste de micronucleo sdo sistematicamente utilizados para
estudar a capacidade de substancias de causar possiveis mutacdes ou danos no DNA
(Oliveira et al., 2022; Souza et al., 2021; OECD, 2016a, 2016b). Estes testes foram
utilizados para investigar a capacidade genotéxica do complexo OEEb-B-CD. Néo foi
observado diferencas significativas (p = 1) na contagem de micronucleos em eritrécitos
policromaticos do sangue dos camundongos tratados com OEEb-B-CD (2000mg/kg) ou
com o veiculo (solucéo salina 0,9%). Por outro aspecto, os camundongos tratados com a
ciclofosfamida (25mg/kg) apresentaram elevado numero de micronlcleos, sendo
estatisticamente significativos em relacdo ao grupo veiculo, (p < 0,05). Igualmente, os
resultados do ensaio cometam néo revelaram aumento no ID e FD nas células analisadas.
A analises estatistica dos dados obtidos na avaliacdo do grupo tratado com OEEb-B-CD
mostrou o ID e FD (p>0,05) em relag&o as células nucleadas dos animais tratados com
solucéo salina 0,9% (Figura 11). No grupo CP (ciclofosfamida 25mg/kg), houve o efeito
genotoxico esperado, promovendo o aumento no ID e FD (p<0,05) validando o
experimento.

Os testes de genotoxicidade fornecem informacdes sobre o potencial de um
possivel novo farmaco causar danos genéticos, incluindo mutacbes no DNA, danos nos
cromossomos ou interferéncia na capacidade reparacdo do DNA, indicadores
preliminares do desenvolvimento de carcinogenicidade (Machado et al., 2021; Sawant et
al., 2014).

Conquanto, a B-ciclodextrina e alguns 6leos essenciais, a exemplo o 6leo de uma
espécie de Eugenia (Eugenia caryophyllata), sejam, geralmente, reconhecidos como
seguros (GRAS) pela FDA, a aplicacdo de um processo de complexacdo molecular com
0 6leo essencial de E. brejoensis possibilita que compostos entrem livremente na célula
ou no nucleo, sendo possivel atuarem de forma sinérgica ou isolada no desenvolvimento
de danos genéticos (Cimino et al., 2021; Sawant et al., 2014; Wiipper et al., 2021). Neste
contexto, agéncias regulamentadoras recomenda a investigacdo sobre a toxicologia
genética de novos aditivos para formulagdes farmacéutica (FDA, HHS, 2012; OECD,
2016; Tietje and Brouder, 2010). Assim, mesmo farmacos comercialmente consolidados
e com eficacia comprada, ap0s passar por processos de complexacdo molecular com
ciclodextrinas sdo submetidos a anélise de genotoxicidade a fim de confirmar a seguranca
de uso (Hadziabdi¢ et al., 2017; Maronpot, 2015). A partir dos resultados obtidos no
ensaio cometa e teste de micronucleo, tem-se que o OEEb-B-CD nao promove efeitos
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genotoxicos na administracdo oral de 2000mg/kg. Além disso, foi observado que o
tratamento com o complexo pode promover efeito protetor no DNA quando avaliado o
indice de dano em relacéo ao controle negativo. Este resultado corrobora com os dados
da avaliacdo dos niveis de antioxidantes enddgenos no figado dos animais tratados com
o complexo no decorrer de 28 dias, em que foi observado o aumento nos niveis da enzima
(SOD) que atua protegendo o DNA em relacdo a danos promovidos por espécies reativas
de oxigénio (Nguyen et al., 2020).
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4. Concluséao

Este € o primeiro relato de atividade antinociceptiva, anti-inflamatorio e de seguranca
no uso de complexos de inclusdo de B-ciclodextrina com o 6leo essencial de E. brejoensis. As
técnicas de DSC, TG, MEV, DR-X confirmaram que foi possivel formar complexos de incluséo
utilizando os métodos de malaxagem e slurry entre B-ciclodextrina e o 6leo essencial de E.
brejoensis. O complexo OEEb-B-CD (slurry) mostrou atuar na inibicdo da nocicepcdo por
mecanismos opioides e na modulacdo da inflamacdo com inibicdo de sintese de mediadores
pré inflamatorios (TNF-a e IL-1B). Além disso, OEEb-B-CD ndo promove toxicidade aguda
nem genotoxicidade; atua na prevencdo do estresse oxidativo, elevando os niveis de
antioxidantes enddgenos e é considerado seguro para administracdes diarias de 250 mg/kg em
tratamentos por 28 dias. Esses resultados sugerem que o OEEb-B-CD é uma abordagem
interessante para veiculagdo do 6leo essencial de E. brejoensis em novas formas farmacéuticas

com fins terapéuticos no tratamento da dor e inflamacéo.
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4 CONCLUSOES

O oleo essencial de E. brejoensis tem atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria para
administracdo por via oral. No teste de contorcdo abdominal atuou reduzindo em 68%
(50mg/kg) e 75% (100mg/kg) o numero de contor¢des. No ensaio formalina, verificou-se que
0 Oleo atua nas fases neurogénica e anti-inflamatéria com envolvimento do sistema opioide.
Em relacdo a atividade anti-inflamatoria, o 6leo reduziu o edema de pata (89%) e os niveis de
citocinas pro inflamatorias (p<0,05). Na toxicidade aguda, a administracdo de 2000mg/kg do
6leo ndo proveu efeitos adversos nos animais nem alteracGes nas analises histologica dos 6rgaos
e parametros hematoldgicos. Porém, foi observada uma elevacdo dos biomarcadores hepéticos.
Nenhum sinal de genotoxicidade foi observado no teste de microndcleo e ensaio cometa nos
animais tratados com 2000mg/kg do dleo.

Quatros sistemas microemulsionados foram desenvolvidos com o dleo essencial de E.
brejoensis por diagrama de fases pseudoternérios, na razdo de 1:1 de surfactantes/co-
surfactante, 5% do 6leo essencial e agua ultrapura. Trés microemulses foram classificadas
como newtonianas com viscosidade constante, e uma microemulsdo apresentou perfil ndo
newtoniana do tipo pseudoplastico com viscosidade aparente. A microemulsdo constituido por
5% de 6leo, 20% de tensoativos e 75% de agua (ME 2) foi selecionado para investigacdo das
atividades bioldgicas por apresentar melhor comportamento no parametro de condutividade,
tamanho de particulas e ser classificado como uma microemulsdo tipo O/A, sendo ideal para
administracdes tépicas. A ME 2 ndo foi tdxica em fibroblasto e promoveu atividade anti-
inflamato6ria com reducdo do edema na orelha de camundongos nos intervalos de 2 - 4 horas.
Na avaliacdo da resposta ao tratamento com ME 2 na dor aguda (contor¢do abdominal) e na
acao central (movimento de cauda), revelou resultados promissores em comparagdo com o
controle negativo e com a microemulsédo inerte.

Complexos de inclusdo do 6leo essencial em B-ciclodextrina foram formados por dois
métodos (malaxagem e slurry) e caracterizados por técnicas de DSC, TG, DR-X, MEV e UV-
Vis. O complexo OEEDb-B-CD (slurry) reduziu as contor¢Ges abdominais em 77,21% com
administracdo de 100mg.kg. No teste de formalina, o complexo acompanhou o comportamento
do oleo atuando nas duas fases e por vias opioides. A agédo anti-inflamatdria no o modelo de
edema de pata promoveu reducdo maxima de 90% na dose de 100mg/kg; que foi acompanhada
pela diminuicdo nos niveis de citocinas TNF-a(54%) e IL-1B (75,14%) no teste de peritonite

aguda. Na avaliacdo da seguranca, o complexo ndo promoveu toxicidade aguda ou toxicidade
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genética na administracdo de 2000mg/kg. A avaliacdo de toxicidade subaguda, o complexo se
mostrou seguro para uso na dosagem de 250mg/kg no tratamento por 28 dias.
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ANEXO A - CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DA UFPE

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias
Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife — PE — Brasil
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Oficio n® 55/19

Fones: 2126 8842
cena@ufpe.br

Recife, 02 de setembro de 2019

Da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof. Maria Tereza dos Santos Correia

Departamento de Bioquimica
Centro de Biociencias

Universidade federal de Pernanbuco

Processo n® 0018/2019

Certificamos que a proposta intitulada “Oleo essencial de eugenia brejoensis

marzine livre e encapsulado com B-ciclodextrina: composigao quimica e

suas potenciais atividades biolégica.” registrado com o n° 0018/2019 sob a

responsabilidade de Prof. Maria Tereza dos Santos Correia 0 que envolve a
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NACIONAL DE CONTROLE DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL (CONCEA), e foi
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