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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ABTS Acido 2,2'-azinobis-3 etilbenzotiazolina-6-sulfonico
AC Acetato de carvacrila

ALT Alanina aminotransferase

ANOVA Anélise de variancia

AST Aspartato aminotransferase
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FRANCISCO RODRIGO DE ASEVEDO MENDES DE OLIVEIRA. Ensaios pré-
clinicos com um derivado semissintético do carvacrol: insumos para o desenvolvimento
de novos fitofarmacos. Orientador: Rivelilson Mendes de Freitas. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da Salde.
Departamento de Bioquimica e Farmacologia, UFPI, 104 p, 2013.

RESUMO

O acetato de carvacrila (AC) é um derivado acetilado do carvacrol, quimicamente definido
como 5-isopropil-2-metilfenil acetato e que possui atividade anti-helmintica, ansiolitica, anti-
inflamatoria e antinociceptive. Entretanto, ainda ndo ha pesquisas sobre a toxicidade aguda,
propriedades genotdxicas e antioxidantes desse composto. Assim, o presente estudo teve por
objetivo a investigacdo da sua toxicidade, genotoxicidade e seu potencial antioxidante. Para
tanto, foi realizada uma avaliacdo da toxidade aguda apds a administracdo do AC em
camundongos Swiss (25-30 g), 2 meses de idade, de ambos o0s sexos tratados com veiculo,
1000 e 2000 mg kg™ por via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p) sobre os parametros fisioldgicos,
bioquimicos e hematol6gicos, bem como verificado seus efeitos sobre a atividade locomotora
e coordenacdo motora em camundongos. Além disso, foi determinada dose letal 50% (DLso)
desse monoterpeno. Em adig¢do, nos camundongos que receberam o tratamento agudo com
acetato de carvacrila, a genotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio cometa, em diferentes
momentos (24 e 72 h), tanto em células do sangue periférico quanto no hipocampo destes
camundongos. Para complementar, foi avaliada a capacidade antioxidante in vitro do AC por
meio da eliminacdo dos radicais 1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH") e &cido 2,2'-azinobis-3
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS™) e pelo potencial redutor. Os resultados evidenciaram
que a administracdo aguda com as doses selecionadas do AC, ndo induziu modificacdes
significativas nos dados fisioldgicos, bioquimicos e hematoldgicos. O AC nédo interferiu na
atividade locomotora dos animais, entretanto, a dose de 2000 mg kg produziu uma reducéo
da coordenacdo motora dos animais quando comparado com o grupo controle. O estudo de
toxicidade aguda indicou que o tratamento com AC por via oral, nas doses selecionadas, foi
bem tolerado em todos os animais tratados, sugerindo sua seguranca para posteriores
investigagOes. A DLso para via i.p foi de 1542,21 mg kg em camundongos. O AC nas doses
de 1000 e 2000 mg kg?! pode induzir danos a0 DNA em células do sangue periférico e
hipocampo de camundongos machos e fémeas pelo aumento significativo no indice de dano
(ID) e frequéncia de dano (FD), em relagdo ao grupo veiculo. Entretanto, houve reducédo
significativa do ID e FD de machos (2000 mg kg™) e fémeas (1000 e 2000 mg kg™), ap6s 72h
do tratamento, sugerindo uma capacidade de células do sangue periférico de camundongos
tratados de forma aguda com ACem reparar danos genéticos. Os resultados antioxidantes
demonstraram que o AC nas concentracbes de 0,9, 1,8, 3,6, 54 e 7,2 ug mL? tem a
capacidade de atuar na remocao dos radicais DPPH" (CEso = 6,27 ug mL™) e ABTS™" (CEso =
5,46 ug mL™?), e potencial redutor (CEso = 3,2 ug mL™).

Palavras-chave: Acetato de carvacrila, Ensaio cometa, Fitomedicamento, Seguranga.
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FRANCISCO RODRIGO DE ASEVEDO MENDES DE OLIVEIRA. Preclinical trials
with a semisynthetic derivative of carvacrol: inputs for the development of new
phytochemicals. Advisor: Rivelilson Mendes de Freitas. Master’s thesis. Post-grad program
in Pharmaceutical Sciences. Health Sciences Center. Department of Biochemistry and
Pharmacology, UFPI, 2013.

ABSTRACT

Carvacryl acetate (CA) is an acetylated derived of carvacrol, chemically defined as 5-
isopropyl-2-methylphenyl acetate and that has anthelmintic, anxiolytic, anti-inflammatory and
antinociceptive proven pharmacological activity. However, there is no research on acute
toxicity, genotoxic and antioxidant properties of this compound. Thus, the present study
aimed to investigate the toxicity, genotoxicity and its antioxidant potential. To this end, an
evaluation of acute toxicity following administration of AC in Swiss mice (25-30 g), 2 months
old, of both sexes treated with vehicle, 1000 and 2000 mg kg* by oral (p.0) and
intraperitoneally (i.p) route on the physiological, biochemical and hematological parameters
and checked their effects on locomotor activity and motor coordination in mice. Furthermore,
it was determined lethal dose 50% (LDso) of this monoterpene. In addition, in mice that
received acute treatment with carvacryl acetate, the genotoxicity was evaluated by the comet
assay at differents times (24h and 72h) in both the peripheral blood cells and in the
hippocampus of these mice. To complement, was evaluated the in vitro antioxidant capacity
of CA by the elimination of the radicals 1,1 diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH") and acid 2,2'-
azinobis-3 ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS™) and by potential reducer. The
results showed that acute administration of CA with selected doses did not induce significant
changes in physiological, biochemical and haematological data. The CA did not affect the
locomotor activity of the animals, however, the dose of 2000 mg kg produced a reduction of
motor coordination of the animals when compared with the control group. The acute toxicity
study indicated that the treatment with CA orally in the selected doses, was well tolerated in
all treated animals, suggesting its security for further investigations. The LDsg for i.p route
was 1542.21 mg kg in mice. The CA at doses of 1000 and 2000 mg kg™ can induce DNA
damage in peripheral blood cells and hippocampus from male and female mice by a
significant increase in damage index (DI) and damage frequency (DF) in relation to vehicle
group. However, a significant reduction of ID and FD of males (2000 mg kg-1) and females
(1000 and 2000 mg kg™) after 72h of the treatment, suggesting a capacity of peripheral blood
cells of mice treated acutely with CA in repairing genetic damage. The results antioxidants
showed that the CA at concentrations of 0.9, 1.8, 3.6, 5.4 and 7.2 pug mL* has the capacity to
act on removal of DPPH" radical (EC50 = 6.27 ug mL) and ABTS™" (EC50 = 5.46 pug mL™}),
and potential reducer (EC50 = 3.2 ug mL™).

Keywords: Safety Pre-clinical, Carvacryl acetate, Phytomedicine, Comet assay.
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1. INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sdo definidas como patologias que afetam populacdes em
ambientes com poucos recursos e, dessa forma, ndo despertam o interesse da industria
farmacéutica, que ndo vé um mercado lucrativo que justifique os elevados investimentos na
pesquisa de medicamentos mais eficazes e com menos efeitos adversos. Portanto, apesar de
representar 11% da carga global de doencas do mundo, na Ultima década, essas doencas
receberam apenas 4% das novas terapias do mundo e 1,2% de novas entidades quimicas
(JOHNSTON; FORD; TAYLOR, 2013; WILLYARD, 2013).

A cada dia, aproximadamente trés mil pessoas morrem no mundo vitimas de doencas
negligenciadas como doenca de Chagas, doenca do sono, leishmaniose viceral e malaria,
ocasionando mais de um milhdo de mortes ao ano (PONTES, 2009). No Brasil, a prevaléncia
é elevada nas regides Norte e Nordeste, nas quais ha os menores indices de desenvolvimento
humano (LINDOSO; LINDOSO, 2009).

Dessa forma, o governo Brasileiro tem trabalhado em iniciativas promissoras de
inovacdo por meio do desenvolvimento de medicamentos para 0s programas publicos de
salde, instituindo o Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Doencas Negligenciadas, o
qual foca sete doengas, a saber: doencas de Chagas, leishmaniose, hanseniase, maléria,
esquistossomose, tuberculose e dengue (SANTOS et al., 2012).

Nessa perspectiva, o Brasil possui a flora mais rica do mundo, com até 45.000
espécies de plantas superiores representando 20% do total mundial, o que fornece um arsenal
terapéutico inestimavel que deve, por sua vez, ser explorado no sentido de identificar
moléculas que possam ser utilizadas para aplicacdo direta na medicina ou para servirem como
prototipos a sintese de produtos farmacologicamente ativos. Também é relevante mencionar a
importancia dos medicamentos fitoterdpicos que, em curto prazo, continuam sendo a
alternativa mais vidvel e que requer menor investimento financeiro. Destarte, a busca de
produtos naturais com propriedades medicinais passou a constar como prioridade, inclusive
para empresas farmacéuticas de grande porte, sendo um exemplo de como os produtos da
biodiversidade podem apresentar solucdo para as doencas negligenciadas, além de alavancar a
economia do pais (MORAES FILHO, 2010).

A prospeccdo e caracterizagdo farmacoldgica de moléculas da biodiversidade
brasileira com potencial atividade terapéutica é uma estratégia interventiva viavel para os
principais problemas de salde de paises em desenvolvimento. Existe uma necessidade

continua e atraente para novos e melhores tratamentos para doengas para paises em
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desenvolvimento. Estas incluem doencas infecciosas bacterianas, por protozoarios e
helmintos, como a tuberculose, a maléria, leishmaniose, doenca de Chagas, filariose linfatica
e esquistossomose. Uma gama de fatores limitam a utilidade dos medicamentos existentes em
ambientes nos quais ha vunerabilidade social, como alto custo, baixa adesdo, resisténcia a
drogas, baixa eficacia e inseguranca. Juntamente ao reduzido numero de entidades quimicas
descobertas nos ultimos anos, a evolucdo da resisténcia aos medicamentos € susceptivel de
comprometer todas as drogas com o tempo e, dessa forma, a demanda por novas terapias €
continua (SCHMIDT et al., 2011).

Nessa perspectiva, a dissertacdo intitulada “Ensaios pré-clinicos com um derivado
semissintético do carvacrol: insumos para o desenvolvimento de novos fitofarmacos” foi
estruturada em capitulos originados de artigos cientificos submetidos a revistas nacionais e
internacionais com ampla divulgacdo na comunidade cientifica e de um pedido de deposito de
registro de patente submetido junto ao Instituto Nacional de propriedade Industrial (INPI). O
primeiro capitulo aborda uma prospeccao tecnoldgica e cientifica, a fim de analisar o estado
da arte com o acetato de carvacrila, fornecendo subsidios para estudos posteriores. O segundo
capitulo relata os principais resultados pré-clinicos de toxicidade, sendo ponto fundamental
para prosseguimento das demais etapas da pesquisa clinica. O terceiro capitulo complementa
o0 anterior, com dados sobre toxicidade genética, além de descrever o potencial farmacoldgico
do acetato de carvacrila como antioxidante. Além disso, o quarto capitulo representou um
depdsito de registro de pedido de patente no INPI, uma vez que ha uma necessidade crescente
da transferéncia de tecnologia entre universidade e indlstria, e da industria a ambientes
pobres em recursos com o objetivo de favorecer a contrucdo de pontes que favorecam as

ligacOes entre os setores econdmico-sociais (llustracgéo 1).

CAPITULO I: Prospeccao tecnoldgica do acetato de
carvacrila e aplicacdes no setor industrial
farmacéutico: énfase em doencas negligenciadas

) CAPITULO I1: Seguranga pré-clinica do acetato de
carvacrila: uma avaliacdo da toxicidade aguda

CAPITULO I11: Perfil toxicogenético e antioxidante
« de um derivado semissintético do carvacrol, acetato
de carvacrila

CAPITULO IV: Aplicages do acetato de carvacrol
em formulagdes farmacéuticas para o tratamento
da esquistossomose

llustracao 1. Representacéo estrutural da dissertacéo.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Realizar um estudo pré-clinico em camundongos Swiss tratados com acetato de

carvacrila, bem como investigar o potencial antioxidante in vitro e

antihelmintico contra S. mansoni.

2.2 Objetivos Especificos

Mensurar a toxicidade aguda do monoterpeno acetato de carvacrila em
camundongos Swiss machos e fémeas tratados por via oral e intraperitoneal em
parametros bioquimicos e hematolégicos;

Realizar screening hipocratico, analise morfolégica e macroscépica dos
principais érgdos, bem como determinar a Dose Letal 50% (DLso);

Determinar os efeitos genotoxicos por meio do ensaio cometa;

Investigar a atividade locomotora e coordena¢do motora em animais submetidos
aos testes do campo aberto e da barra giratoria, respectivamente;

Avaliar o potencial antioxidante in vitro por meio dos métodos DPPH’, ABTS™,
bem como propor 0s possiveis mecanismos de acao.

Verificar a atividade antihelmintica do acetato de carvacrila em S. mansoni na
fase adulta e avaliar seu efeito por meio da analise morfoldgica no tegumento do

S. mansoni.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas Medicinais

Plantas medicinais sdo definidas como todo e qualquer vegetal que possui, em um ou
mais 6rgdos, constituintes quimicos que podem ser utilizados como agentes terapéuticos, bem
como materiais de partida para a sintese de drogas (WHO, 1998).

O uso de plantas medicinais tem marcado a evolugdo humana, seu papel na medicina e
saude tem refletido a importancia em diversas culturas. As diversas atividades bioldgicas e
potencial medicinal de produtos naturais derivados de plantas, reforgam a promessa para o
desenvolvimento de novas terapias contra muitas doencas (JI et al., 2009).

Ultimamente, as plantas medicinais movem altos valores econémicos em todo o
mundo e representam 0 tipo de tratamento mais acessivel para maioria da populacéo,
principalmente entre os paises em desenvolvimento que possuem servigos de satde limitados
(SOUZA-MOREIRA et al., 2010). Entretanto, quando realizada prospecgdo de artigos e
patentes envolvendo uma doenca negligenciada, usando os termos schistosomiasis e
medicinal plant para as bases internacionais e esquistossomose e planta medicinal para as
bases nacionais, foi observado que o grande niumero de estudos publicados ndo foi
completamente traduzido em produtos patenteéaveis (llustracdo 1). Dessa forma, apenas uma
pequena fracdo da imensa diversidade do metabolismo das plantas tem sido explorada para a

producdo de novos medicamentos e outros produtos importantes para saude humana (LUCA

etal., 2012).
Artigos Patentes
&%%?;er scienceDirect | f| PubMed | [ Scielo | | wipo USPTO EPO | || INPI
(1030) (20) (75) 1) (26) 2 (0) (0)

llustracéo 1. Prospecgéo de plantas medicinais para o tratamento da esquistossomose.

As plantas medicinais, por meio do seu metabolismo secundario, proporcionam uma
mistura complexa de moléculas volateis conhecidos como os 6leos essenciais, produtos

naturais de grande importancia para economia e saude de um pais (FALEIRO; MIGUEL,
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2013). Nessa perspectiva, o presente estudo marca a invencdo de um novo composto para o
tratamento de esquistossomose, confirmando aplicabilidade farmacéutica do acetato de

carvacrila.

3.2 Oleos Essenciais

Os 0Oleos essenciais sdo constituidos principalmente por terpenoides e
fenilpropandides, sendo que os primeiros constituem a maior parte dos 6leos essenciais. A
exploracdo da bioatividade destes compostos tem sido foco de pesquisadores que véem neles
uma fonte promissora de principios ativos diretos ou precursores na sintese ou semissintese de
outros compostos de maior importancia e valor agregado (OOTANI et al., 2013).

Recentemente, a populacdo mundial tem desenvolvido um interesse crescente em
produtos naturais, como alternativas aos aditivos artificiais ou agentes farmacoldgicos. Entre
eles, os 0Oleos essenciais tém adquirido grande popularidade nos alimentos, cosméticos, bem
como a industria farmacéutica (TUREK; STINTZING, 2013) (Tabela 1).

Tabela 1. Patentes desenvolvidas a partir de 6leos essenciais

N° do Processos Titulos

P10704355-4 Processo de uso dos 6leos essenciais da erva-doce (Pimpinella spp.) na
fabricacdo de doces em calda, principalmente doce de banana em calda.

P10900802-0 Oleos essenciais e compostos isolados de extratos de Baccharis spp.,
formulacGes farmacéuticas e/ou cosmeticas e seus usos.

Pl 1102829-7 Métodos para preparo de enxaguatdrios bucais sem alcool a base de
60leo essencial bioativos.

P10602027-5 FormulagBes a base do 6leo essencial de alecrim pimenta (Lippia
sidoides Cham.) para protecao pessoal contra 0 mosquito Aedes aegypti
linn.

P10905099-0 Composto bioativo de plantas para cicatrizacdo de pele a base de 6leos
essenciais.

P10603005-0 Fungicida natural a base de 6leos essenciais.

P10901501-9 Atividade antimicrobiana de dleos essenciais vegetais.

Embora nem todas invenc¢des estejam disponiveis comercialmente, varias formulagdes
farmacéuticas com metabdlitos secundéarios derivados de plantas aromaticas estdo sendo
direcionados ao tratamento ou prevencdo de varias doengas e, nessa perspectiva, diversos
Oleos essenciais possuem uma variedade de atividades farmacologicas antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antitumoral, analgésica, ansiolitica, anticonvulsivante e
antinocicepitiva (TOSUN et al., 2008; MENICHINI et al.,, 2009; CHANDRASHEKAR,;
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PRASANNA, 2010; GUILHON et al., 2011; AIT-OUAZZOU et al., 2012; KUMAR et al.,
2012; LEE et al., 2012) (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade farmacoldgica de 6leos essenciais.

Oleos essenciais Atividades Referéncias
Heracleum crenatifolium Anticonvulsivante Tosun e colaboradores (2008)
Teucrium brevifolium Anti-inflamatdria Menichini e colaboradores (2009)
Teucrium flavum Antitumoral

Teucrium montbretii ssp.
Heliotropiifolium

Teucrium polium ssp.

capitatum
Cymbopogon flexuosus Anti-inflamatéria Chandrashekar e Prasanna (2010)
Analgésica
Lippia gracilis Antinociceptiva Gilhon e colaboradores (2011)
Anti-inflamatoria
Mentha pulegium Juniperus Antimicrobiana Ait-Ouazzou e colaboradores (2012)

phoenicea Cyperus longus
Stachys tibetica Ansiolitica Kumar e colaboradores (2012)

Psidium Guajava L. Antioxidante Lee e colaboradores (2012)

Imensuraveis atividades bioldgicas destes 0leos essenciais sdo atribuidas aos terpenos,
gue sdo seus principais constituintes quimicos (AMARAL et al., 2007). Assim, a abundancia
de terpenos contribuem sobremodo para selecdo de moléculas potenciais ao desenvolvimento

de novos produtos farmacéuticos.

3.3 Monoterpenos

Os terpenos pertencem ao mais importante grupo de produtos naturais,
compreendendo a maior variedade de tipos estruturais. Estéo classificados de acordo com o
nimero de unidades de isopreno de cinco carbonos, 0os mais comuns sdo 0s monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Coo) e triterpenos (Cao), conforme exemplificado na
lustracdo 2 (DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009).
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llustracdo 2. Biossintese dos terpenos (SCHMIDT et al., 2011). (IPP) difosfato de
isopentanila. (DMAPP) difosfato de dimetilalila.

Os terpendides podem ser originados por duas vias de biossintese, a via do mevalonato
e metileritritol fosfato (MEP). A via do metileritritol fosfato, que forma os monoterpenos,
ocorre nos plastideos e seus precursores sao piruvato e gliceraldeido-3-fosfato. Os terpenos
sdo originados a partir da formacdo do precursor difosfato de isopentenila (IPP), com 5
carbonos, que deve ser convertido em seu isdmero difosfato de dimetilalila (DMAPP), sob
acdo da enzima IPP isomerase. Para a formacdo dos monoterpenos, uma unidade de IPP é
somada a uma de DMAPP, por meio de uma preniltransferase, formando o seu precursor
difosfato de geranila (GPP), com dez carbonos (OOTANI et al., 2013).

Na busca por novas opcOes terapéuticas, as plantas séo uma importante fonte de novas
moléculas. Os monoterpenos compbe 90% de dleos essenciais, e existe um interesse crescente
na compreensdo dos mecanismos subjacentes & sua atividade farmacoldgica (GUIMARAES
et al., 2013). Dentre eles podemos destacar o carvacrol, borneol, mentol e citronelol com
acOes antioxidante, anti-inflamatdria, analgésica e anticonvulsivante, respectivamente
(SOUSA et al., 2006; GUIMARAES et al., 2010; ALMEIDA et al., 2013; KAMATOU et al.,
2013) (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividades farmacoldgicas de monoterpenos.

Compostos Atividades Referéncias
Antioxidante Sousa e colaboradores (2006)
OH
Carvacrol
Anti-inflamatéria Almeida e colaboradores (2013)
H
OH
Borneol
Analgésica Guimarées e colaboradores (2010)
OH
Mentol
Anticonvulsivante Kamatou e colaboradores (2013)

'

Citronelol

3.4 Acetato de Carvacrila

O vasto acervo de moléculas presentes em Gleos essenciais tem possibilitado a
descoberta constante de varias atividades biol6gicas em monoterpenos. Além disso,
modificagdes estruturais destes compostos permitem o desenvolvimento de drogas com amplo
espectro farmacoldgico e toxicidade reduzida. Deste modo, o carvacrol € um fenol
monoterpénico que ocorre naturalmente nos Oleos essenciais de diversas plantas como
Origanum vulgare L., Thymus vulgaris L., Mosla chinensis, Falcaria vulgaris (BORGES,
Antonia et al., 2012; PIRBALOUTI; HASHEMI; GHAHFAROKHI, 2013; CAO et al., 2009;
JABERIAN; PIRI; NAZARI, 2013), além de poder ser adquirido comercialmente com pureza
de até 99%.
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Nessa perspectiva, 0 acetato de carvacrila € um monoterpeno ester, derivado do
carvacrol, quimicamente definido como 5-isopropil-2-metilfenil acetato (férmula molecular:
C12H1602; peso molecular: 192,26; indice de refragdo: 1,497; ponto de ebuli¢do: 94,56 °C em
760 mmHg; entalpia de vaporizagdo: 48,414 KJ mol™* e densidade: 0,994 g cm) e que possui
atividade anti-helmintica, ansiolitica, anti-inflamatoria e antinociceptiva.

Em um estudo de Moraes e colaboradores (2013), o acetato de carvacrila demonstrou
ser capaz de afetar a motilidade e viabilidade de vermes adultos de S. mansoni, bem como
reduzir a aptiddo reprodutiva por inibicdo da producdo de ovos destes vermes. Em outra
investigacdo, Pires e colaboradores (2013) relataram potencial ansiolitico, sem evidéncia de
alteracdes psicomotoras de camundongos tratados com acetato de carvacrila, sugerindo uma
droga alternativa para transtornos da ansiedade. Damasceno e colaboradores (2013)
forneceram evidéncia de que o acetato de carvacrila possui efeito anti-inflamatorio, por
reducdo de mediadores inflamatorios, migracéo de neutrofilos e concentracdo de citocinas, e,
antinociceptivo, por envolvimento das vias capsaicina e glutamato. Assim, notaveis avangos
com o acetato de carvacrila o fazem promissor para o desenvolvimento de novos farmacos.

Em nosso estudo, o acetato de carvacrila (98% de pureza) foi obtido por meio da
acetilacdo do carvacrol, usando anidrido acético como agente acilante e piridina como
catalizador (llustragdo 3). Inicialmente em um baldo de 50 mL, equipado com agitador
magnético, acoplado a um condensador Friedrich e com atmosfera inerte, foi adicionado
carvacrol (5 g, 0,033 moles), piridina (7,5 mL) e anidrido acético (12,5 mL). Posteriormente
foi submetido a agitacdo magnética constante e sob refluxo por 24 horas. Continuando o
procedimento de preparacdo a mistura reacional foi vertida em agua gelada (60 mL), sendo
feita a extragcdo do produto reacional em um funil de decantacgdo utilizando cloroférmio como
solvente extrator (3 vezes de 60 mL). As fases cloroférmicas foram reunidas e lavadas com
solucdo saturada de sulfato de cobre (3 vezes de 60 mL).

A fase cloroférmica foi lavada com agua (3 vezes de 60 mL) e secada com Na>SOa
anidro. Posteriormente, foi evaporado o solvente em evaporador rotativo. O produto reacional
foi submetido a cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria e uma
mistura de hexano: acetato de etila (95:5) como fase mével. Foi obtido 4,779 g (0,025 moles)
de acetato carvacrila, com 76% de rendimento (VOGEL; TATCHELL; FURNIS, 1996).
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llustracdo 3. Reacdo quimica de obtencédo do acetato de carvacrila (5-isopropil-2-metilfenil

acetato).

A identificacdo estrutural do acetato de carvacrila foi realizada por meio das analises

de RMN de *H e *3C, infravermelho e comparacio com dados da literatura.

3.5 Oleos Essenciais versus Doencas Negligenciadas

As doengas transmissiveis mais relevantes no mundo em desenvolvimento s&o
denominadas negligenciadas e merecem atengéo especial das agéncias de fomento de pesquisa
por ndo serem tidas como prioridades para a industria farmacéutica (CARVALHEIRO, 2008).
Em adicdo, no ano de 2013, o Brasil ndo incluiu em sua Agenda de Prioridades de Pesquisa
em Salde as enfermidades dessa natureza e, dessa forma, ndo tém sido contempladas em
editais do CNPq e do Ministério da Saude.

As Doencas Negligenciadas (DNs) estdo divididas em treze doencas parasitarias e
bacterianas, incluindo trés verminoses transmitidas pelo solo (ascaridiase, ancilostomose e
tricuriase), filariose, oncocercose, dracunculose, esquistossomose, doenga de Chagas, doenca
do sono, leishmaniose, hanseniase e tracoma (HOTEZ et al., 2008).

Estudos tém reportado a atividade esquistossomicida de varios 6leos essenciais como
de Baccharis trimera (Less) DC (OLIVEIRA et al., 2012), Plectranthus neochilus Schltr.
(CAIXETA et al., 2011), Piper cubeba L. (MAGALHAES et al., 2012), Ageratum conyzoides
L. (MELO et al., 2011), Baccharis dracunculifolia DC. (PARREIRA et al., 2010). Além
disso, pode ser destacado a atividade leishmanicida do 6leo essencial de Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf (MACHADO et al., 2012) e tripanomicida dos 6leos essenciais de Lippia sidoides
Cham. e Lippia origanoides (BORGES, Andrezza et al., 2012) (Tabela 4).
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Tabela 4. Oleos essénciais de plantas com atividade contra doengas negligenciadas.

Nome Cientifico Nome Popular Atividade Referéncia
Baccharis trimera Carqueja, Cacaia, Esquistossomicida OLIVEIRA et al.,
(Less) DC Vassoura, Iguape. 2012.
Plectranthus Boldo-japonés, Esquistossomicida CAIXETAcetal.,
neochilus Schitr. Boldo-de-jardim, 2011.
Boldo-gamba.
Ageratum Mentrasto, Esquistossomicida ~ MELO et al., 2011.

conyzoides L.

Camara-opela,
Catinga-de-bode,
Catinga-de-borrao,

Celestina.
Cymbopogon Capim-liméo, Leishmanicida MACHADO et al.,
citratus (DC.) Stapf ~ Belgate, Belgata, 2012.

Capim-cidreira,
Erva-cidreira,

Capim-cheiroso.

Lippia sidoides
Cham.

Alecrim-pimenta,
Alecrim-do-
nordeste, Estrepa-
cavalo, Alecrim-

bravo.

Tripanomicida

BORGES, Andrezza
etal., 2012.

Assim, considerando que a maioria das Doencas Negligenciadas serem endémicas em

paises com recursos limitados, as enormes lacunas na area de prevencdo e tratamento destas

enfermidades podem ser preenchidas por esforcos aplicados na descoberta e desenvolvimento

de novos fitomedicamentos, tendo em vista 0 amplo acervo de recursos naturais presentes

nesses paises.

Neste contexto, o Brasil, um pais endémico para doencas negligenciadas, detem de

recursos naturais inigualaveis, com destaque para as plantas medicinais que apresentam em

seus Oleos essenciais diversas acOes terapéuticas. Em recente estudo, Melo e colaboradores

(2013) identificaram atividade leishmanicida do oOleo essencial da Lippia gracilis Schauer,
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planta popularmente conhecida como alecrim-de-tabuleiro e extensivamente encontrada no

nordeste.

3.6 Oleos essenciais versus Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenga cronica que afeta mais de 200 milhdes de pessoas e
constitui um grande problema de salde publica em grandes partes do mundo em
desenvolvimento. Entretanto, a esquistossomose continua sendo uma das chamadas "doencas
negligenciadas ", ja que afeta principalmente as populacdes pobres e em areas rurais, nas
quais ha falta de acesso a 4gua e ao saneamento adequado (FENWICK; UTZINGER, 2008).
Segundo o Ministério da Saude, aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas sdo acometidas por
esquistossomose no Brasil, sendo que a maioria destes localizados nos estados do Nordeste
(BRASIL, 2005; VITORINO et al., 2012).

O agente etiologico da esquistossomose € o trematddeo digenético Schistosoma
mansoni que na fase adulta habita os vasos sanguineos do hospedeiro definitivo
(homem/vertebrado) e nas formas intermediarias (esporocistos primarios, esporocistos
secundarios e cercarias) se desenvolvem no molusco do género Biomphalaria (SILVA et al.,
2012).

O ciclo de transmissdo da doenca é iniciado quando fezes humanas contendo ovos de
S. mansoni contaminam ambientes aquaticos (llustracdo 4). Condi¢es ideais de temperatura
e luz proporcionam que os ovos eclodam e liberem os miracidios, larvas ciliadas que
penetram no hospedeiro intermediario e sofram transformacdes em seu interior, originando 0s
esporocistos primarios e esporocistos secundarios, e no seu Ultimo estagio, a cercéria no
interior do molusco. Estas rompem os tecidos dos moluscos e se espalham no ambiente
aquatico e em contato com o hospedeiro definitivo, penetram na sua pele e ou mucosa
iniciando o processo infeccioso humano. Apds penetrar na pele humana se transformam na
forma parasitaria denominada esquistossémulo, que para evitar as reacdes celulares, invadem
0s vasos venosos e/ou linfaticos e migram em direcdo ao coracdo. Do ventriculo direito elas
sdo bombeadas para a pequena circulacao, retornando ao coracao pelas veias pulmonares e do
ventriculo esquerdo saem pela aorta, passando por varios 6rgdos, para transitarem pelas
artérias mesentéricas e passarem da circulagdo arterial para a venosa nos capilares
mesenteéricos, atingindo o figado pela veia porta ou pela veia hepatica. No figado os vermes
adultos migram contra a corrente vascular por meio da veia porta e vao se alojar nos vasos

mesentéricos, proximos ao intestino. Os principais sintomas associados a doenca incluem dor



29

abdominal, diarreia, sangue nas fezes, cirrose hepatica e hipertenséo portal (BARBOSA et al.,
2008; LENZI et al., 2008; MELO, 2011; DANSO-APPIAH et al., 2013).

llustracao 4. Ciclo de transmisséo da esquistossomose. (A) Verme adulto; (B) Ovos; (C)
Miracidio; (D) Caramujo; (E) Cercaria; (F) Hospedeiro definitivo; (G) Acetato de carvacrila.

Atualmente, o praziquantel é a droga de escolha usada para o tratamento dessa doenca.
Entretanto, o praziquantel apresenta relativa toxicidade devido a sua baixa solubilidade, além
de parasitas se apresentarem resistentes ao tratamento. Dessa forma, ha necessidade de buscar
novas alternativas terapéuticas mais seguras e eficazes que possam ser utilizadas no
tratamento dessa patologia (SILVA et al., 2012). Nessa perspectiva, 0 acetato de carvacrila
tem sido eficaz contra a fase adulta do Shistosoma mansoni.

Assim, Gleos essenciais com atividade antihelmintica permitem uma abordagem
inovadora e com custo reduzido para doencas negligenciadas (Tabela 5). A literatura
descreve a referida atividade em 6leos de diversas plantas a saber, Hedychium gardnerianum,

Laurus azorica e Juniperus brevifolia (TEIXEIRA et al., 2012).



Tabela 5. Oleos essenciais de plantas com atividade antihelmintica.

Plantas

Atividades

Referéncia

Arisaema franchetianum e
Arisaema lobatum.

Eucalyptus staigeriana

Euphorbia helioscopia L.

Mentha pulegium

Cymbopogon martinii,

Cymbopogon schoenanthus

e Mentha piperita.

Eucalyptus citriodora

Lippia sidoides

Croton zehntneri e Lippia
sidoides.

Contra Haemonchus
contortus.
Contra Haemonchus
contortus.
Contra Haemonchus
contortus.
Contra Echinococcus
granulosus.

Contra Haemonchus
contortus e Trichostrogylus
spp.

Contra Haemonchus
contortus.

Contra Haemonchus
contortus e Trichostrogylus
spp.

Contra Haemonchus
contortus, Syphacia obvelata

e Aspiculuris tetraptera.

Zhu e colaboradores (2013)

Ribeiro e colaboradores
(2013)

Lone e colaboradores (2012)

Maggiore e colaboradores
(2012)
Katiki e colaboradores
(2011)

Macedo e colaboradores
(2011)
Camurga-vasconcelos e
colaboradores (2008)

Camurga-vasconcelos e
colaboradores (2007)

3.7 Oleos Essenciais versus Toxicidade

Os 6leos essenciais compreendem uma vasta gama de compostos naturais, produtos do

metabolismo primario e secundario, que podem exercer efeitos benéficos ou maléficos no

organismo. Em adicdo, diversos 6leos sdo utilizados para fins medicinais sem o conhecimento
de seu possivel efeito toxico (ALMEIDA et al., 2009).

Em um estudo desenvolvido de forma semelhante a esta dissertacdo, Hold e

colaboradores (2000) observaram que a a-tujona, monoterpeno com atividade antinociceptiva,

inseticida e antihelmintica, apresenta DLso de 45 mg kg™ em camundongos tratados por via

intraperitoneal. Em outro estudo, Almeida e colaboradores (2012), evidenciaram que 0

monoterpeno (+)-epoxi-limoneno apresenta DLso de 4000 mg kg™ em camundongos tratados

por via intraperitoneal de forma aguda para 14 dias.
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A planta Hyptis martiusii Benth., conhecida popularmente como cidreira-do-campo e
amplamente encontrada no nordeste brasileiro, tem sido relatada na literatura por seus efeitos
citotoxico, inseticida, antimicrobiano, antioxidante e antiulcerogénico. Os resultados de
Caldas e colaboradores (2013) indicaram que o tratamento de doses repetidas com o 6leo
essencial de Hyptis martiusii Benth. mostrou baixa toxicidade em camundongos, no qual os
compostos majoritarios foram 1,8-cineol, 6-3-careno, canfora, o-pineno e Oxido de
cariofileno. A planta medicinal Shinus molle L., popularmente conhecida como aroeira, tem
sido usada na medicina tradicional como anti-bacteriana, antiviral, anti-séptico topico,
antifungica, antioxidante, anti-inflamatoria, anti-tumoral, antiespasmodico e analgésico, no
entanto, poucos estudos toxicolégicos foram realizados. Nesse sentido, Martins e
colaboradores (2014) relataram a baixa toxicidade aguda de 6leos essenciais da Shinus molle
L. em camundongos Swiss (DLso > 2000 mg kgt), sendo que os compostos dominantes no
6leo foram os monoterpenos a-felandreno, B-felandreno, B-mirceno, limoneno e a-pineno.

Dessa forma, por meio dos dados anteriormente citados é possivel compreender que
substancias naturais de mesma classificacdo quimica podem apresentar valores diferentes para
toxicidade, fato que confirma a necessidade de investigar a toxicidade dos diferentes
compostos obtidos de dleos essenciais.

Em muitos paises em desenvolvimento, a medicina tradicional é comumente utilizada,
pois é um tratamento acessivel e de baixo custo. Entretanto, a avaliacdo cientifica deve ser
realizada sobre a eficacia e toxicidade potencial de remédios empregados na medicina popular
(BUSSMANN et al., 2011). Diante disso, o presente estudo avaliou a toxicidade aguda do
acetato de carvacrila em camundongos Swiss, bem como seus efeitos genotoxicos por meio do
ensaio cometa.

Um dos métodos mais versateis para estudar lesdes e a capacidade de reparo do DNA
é 0 ensaio cometa. Também conhecido como eletroforese em gel de células individuais, o
ensaio do cometa é um método simples, sensivel e quantitativo para medir quebras de DNA.
Células em gel agarose sobre uma lamina de vidro sdo lisadas para remover as membranas e
os componentes soluveis, deixando o DNA ligado a matriz nuclear. Por conseguinte, estas
células sdo submetidas a uma corrente elétrica que age como uma forga proporcionando a
migracdo de segmentos de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do nucleo (SILVA et
al., 2007; COLLINS; AZQUETA, 2012).

Assim, conhecimentos sobre os efeitos toxicos de 6leos essenciais, bem como de
compostos naturais isolados destes, fornecerdo subsidios importantes para o desenvolvimento

de novos farmacos.
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3.9 Oleos Essenciais versus Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de radicais livres excede a capacidade
antioxidante do sistema. Espécies reativas derivadas do oxigénio e nitrogénio (ERO/ERN),
incluindo o perdxido de hidrogénio, anion superédxido, oxigénio singlete, radical hidroxila,
Oxido nitrico, dioxido de nitrogénio e peroxinitrito estdo envolvidos no crescimento,
diferenciacdo, progressdo e morte celular. Tais espécies podem reagir com os lipideos de
membrana, acidos nucléicos, proteinas, enzimas e outras moléculas pequenas. Dessa forma,
baixas concentracdes de ERO e ERN desempenham um papel indispensavel na sinalizacao
intracelular e defesa contra agentes patogénicos, enquanto que, as quantidades exacerbadas
influenciam na origem de varias doencas humanas, incluindo artrite, cancer, diabetes,
aterosclerose, isquemia, disfungdes na imunidade e enddcrinas (VASCONCELOS et al.,
2007; LOPEZ-ALARCON; DENICOLA, 2013; RAJENDRAN et al., 2014).

Neste contexto, antioxidantes presumivelmente podem atuar na protecdo contra o
acumulo de radicais livres e sua eliminacao do sistema. Assim, atencdo tem sido dada sobre a
capacidade antioxidante de produtos naturais, incluindo dleos essenciais que possuem amplo
acervo de substancias com atividades bioldgicas.

Em estudo recente, Lone e colaboradores (2014) comprovaram atividade antioxidante
in vitro do 6leo essencial de Senecio graciliflorus DC, por meio do método DPPH. Por
semelhante método, Prakash e colaboradores (2014) mostraram o potencial antioxidante in
vitro do Oleo essencial de Angelica archangelica. Em outro estudo, foi evidenciada a
capacidade antioxidante in vitro do Gleo essencial de Tetradenia riparia Hochstetter),
utilizando o método DPPH* e ABTS™ (GAZIM et al., 2014).

Assim, o0 acetato de carvacrila no presente estudo demonstrou capacidade antioxidante

in vitro por diferentes métodos, a saber: DPPH*, ABTS"* e poder redutor (Fe3*/Fe?").
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RESUMO

As doengas negligenciadas (DNs) sdo endémicas e atingem a Africa, Asia e Américas, e
podem causar a morte de um milhdo de pessoas por ano. Atualmente ha limitagdes no
tratamento das diversas DNs, principalmente no que se refere a resisténcia aos medicamentos
existentes. Destarte, 0 acetato de carvacrila constitui uma droga potencial, com comprovada
atividade esquistossomicida e que pode colaborar com a erradicacdo das DNs. O objetivo do
presente estudo foi realizar uma prospeccado tecnoldgica das aplicacfes industriais do acetato
de carvacolila em DNSs, analisando a participacdo dos paises nos depdsitos de pedido de
patente em bases nacionais e internacionais até o momento. Para isso, a prospec¢do foi
realizada no Banco Europeu de Patentes, no banco da Organizagdo Mundial de Propriedade
Intelectual, no Banco Americano de Marcas e Patentes e no banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Industrial do Brasil. Os achados contribuem para um crescente
investimento em pesquisa com o acetato de carvacrila no desenvolvimento de medicamentos

eficazes, seguros e que permitam acesso as camadas com vunerabilidade social.

Palavras-chave: Acetato de carvacrila; Doengas negligenciadas; Prospeccéo tecnoldgica.



42

INTRODUCAO

A humanidade faz uso dos produtos naturais desde os primoérdios da civilizacéo.
Talvez uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais foi pela ingestdo de
ervas para o alivio e cura de doencas. No inicio do desenvolvimento de fa&rmacos, 0s quimicos
estudavam plantas consagradas pelo uso popular, isolando e determinando a estrutura de
substancias ativas, dessa forma, muitas substancias ativas foram conhecidas e permanecem até
hoje como medicamentos (VIEGAS JR et al., 2006).

A importancia da pesquisa de produtos naturais e desenvolvimento de derivados
semissintéticos para 0 uso terapéutico ultrapassam os fatores histéricos e da grande
biodiversidade do Brasil (PUPO et al., 2007). Depois das resolucbes RDC n° 17 de
24/02/2000 e RDC n° 48 de 16/03/2004, dispondo sobre o registro de fitoterapicos no Brasil,
cresceu o numero de publicacdes referentes a fitomedicamentos e houve avanco na busca de
substancias bioativas impulsionado pelo baixo custo destes medicamentos para a saude
publica e a possibilidade de implementacdo da fitoterapia no sistema publico de salde
nacional.

Para a industria farmacéutica a producdo de novos farmacos a partir de modificagGes
estruturais podem ser propostas, em um processo de biotransformacdo de compostos
organicos para a obtencdo de grande diversidade de moléculas, havendo, assim, um aumento
da perspectiva de novos fitomedicamentos para o tratamento clinico de diversas patologias
gue acometem a salde humana e/ou animal (CARVALHO et al., 2003).

Pesquisas envolvendo derivados sintéticos de componentes dos 6leos essenciais tem
demonstrado grandes efeitos na terapia de varias patologias. Por exemplo, a-terpineol
(BICAS et al., 2011), a-tujona, (MOTHANA et al., 2011), a-pineno (WANNES et al., 2010)
demonstraram caracteristicas antioxidantes, R-(-) -carvona e timol (ESCOBAR et al., 2010)
apresentaram atividade antiparasitéaria e o carvacrol (WU et al., 2010) demonstrou atividade
antimicrobiana.

Sob o ponto de vista farmacologico o acetato de carvacrila (férmula molecular:
C12H1602) (llustracéo 1), derivado do carvacrol (CAO et al., 2009), tem demonstrado possuir
atividade antihelmintica (MORAES et al., 2013). Portanto, pode ser eficaz no tratamento de

diversas doencas negligenciadas.
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llustracdo 1. Estrutura quimica do acetato de carvacrila.

Essas patologias ainda causam graves problemas de satde puablica no mundo, porém o
avanco de Pesquisa & Desenvolvimento de novos farmacos para aplicagdo em doencas
negligenciadas esta ligada a inovacdo cientifica e tecnoldgica incentivando um crescimento
regional mais homogéneo e o fortalecimento de acordos bilaterais entre universidade,
industria e governo, integrando, assim, o conhecimento cientifico e o dominio tecnoldgico
(BEYRER et al., 2007; GUIDO et al., 2010).

Deve-se considerar que os investimentos em P&D de fitomedicamentos tem gerado
expectativas de obtencdo de direitos sobre os resultados obtidos, para compensar 0s
investimentos. No Brasil ainda é pequeno o nimero de patentes relacionadas com a area de
Produtos Naturais (MOREIRA et al., 2006).

Diante do exposto, a presente investigagdo objetivou realizar uma prospeccéo
tecnoldgica e revisdo cientifica sobre o acetato de carvacrila, no setor industrial farmacéutico,
com aplicacdes para o tratamento de doencas negligenciadas, para obter informac6es sobre a
contribuicdo de diversos paises nos depdésitos de pedidos de patentes em bancos de inovacéo e

tecnologia nacionais e internacionais nos ultimos anos.

METODOLOGIA

A prospeccao foi realizada com base nos pedidos de patentes depositados no European
Patent Office (EPO), na World Intellectual Property Organization (WIPQO), no United States
Patent and Trademark Office (USPTO) e no banco de dados do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. A revisdo cientifica consistiu na analise das bases
science direct, google schoolar, PubMed e LILACS.

O estudo prospectivo foi realizado em maio de 2013 e compreendeu todos 0s anos
disponiveis nas bases. Para revisdo cientifica, foi utilizado o periodo de 2003 a 2013. Foram
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utilizadas como palavras-chave os termos neglected tropical disease(s) and carvacryl acetate
ou doencas negligenciadas e acetato de carvacrila. Os termos em inglés foram utilizados para
as bases internacionais, enquanto que os termos em portugués para a busca de documentos em
base nacional, sendo considerados validos os documentos que apresentassem esses termos no

tituloe/ou resumo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A revisdo cientifica e prospeccdo tecnologica foram usados como instrumento para
mensuracao e avaliacdo do desenvolvimento técnico, cientifico e socioeconémico de um pais.
Em se tratando do Brasil, o estudo serve como parametro para construcdo de novas diretrizes
a pesquisa cientifica e delineamento industrial sobre os produtos naturais.

Diante da pesquisa efetuada, foi encontrado um artigo (MORAES et al., 2013)
(Tabela 1), entretanto ndo foi identificado nenhum registro do pedido de depdsito de patente.

Tabela 1. Total de artigos pesquisados nas bases science direct, google schoolar, PubMed e
LILACS, no periodo de 2003 a 2013.

Autores Titulo Ano
Moraes e | Anthelmintic activity of carvacryl acetate against | 2013
colaboradores. Schistosoma mansoni.

As doencas negligenciadas (DNs) sdo endémicas e atingem a Africa, Asia e Américas,
e podem causar a morte de um milhdo de pessoas por ano. Estas compartilham de varias
caracteristicas, uma delas € que a populacdo afetada, em sua maioria, é assolada pela pobreza.
Ainda em agravo, as DNs causam enorme impacto na saude publica, decorrente de condicdes
cronicas que resultam em deformidade e incapacidade ao longo da vida, afligindo vidas de
mais de um bilhdo de pessoas no mundo (GARG, 2011). Acrescente resisténcia aos
medicamentos € suscetivel de comprometer todas as drogas com o tempo, e por isso, a
demanda por novas terapias é continua. Assim, a descoberta de medicamentos € necessaria
para ajudar a garantir a disponibilidade de novos produtos que irdo reduzir a
morbimortalidade resultante das DNs (NWAKA; HUDSON, 2006).

O acesso global a medicamentos para distribuicdo as pessoas afetadas por DNs tem

sido um gargalo, que pode ser resolvido mediante pesquisa com compostos naturais ou
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derivados destes para o desenvolvimento de farmacos mais seguros, eficazes e de custo
reduzido (GARG, 2011).

Atualmente a industria, governos e universidades contam com prospecces para
mapear as tendéncias cientificas e tecnoldgicas dentro de areas especificas da ciéncia e da
tecnologia. A prospecgdo € uma andlise das relagcdes entre os varios conjuntos de indicadores
medidos contra dimensBes espaciais, temporais e técnicas. Os indicadores podem incluir
artigos cientificos, patentes, ensaios clinicos ou de campo, aprovacdes regulatorias e
instituicOes. Andalises adicionais representam conexfes de diferentes grupos de areas
cientificas ou tecnoldgicas e deste modo, coordenar atividades, pesquisadores e instituicdes de
um determinado pais (BUBELA et al., 2013).

A natureza tem sido uma fonte de medicamentos por milénios, com muitas drogas
Uteis desenvolvidas a partir de fontes vegetais, e nesse contexto, o Brasil detém uma
biodiversidade inigualével. Entretanto, com o advento da quimica combinatoria, mudou o
foco dos esforcos de descoberta de drogas da natureza para bancada de laboratorio,
destacando drogas importantes a partir de fontes naturais que revolucionaram o tratamento de
doencas graves como as DNs (CRAGG; NEWMAN, 2013).

No momento em que h& limitagBes no tratamento das diversas DNs, principalmente no
que tange a resisténcia aos medicamentos existentes, o acetato de carvacrila constitui uma
droga potencial, com comprovada atividade esquistossomicida e que pode colaborar com a
erradicacdo das DNs.

Hoje existe a necessidade nas industrias farmacéuticas, no governo e nas universidades
de desenvolver meios terapéuticos baratos e naturais para o tratamento de DNs, neoplasias e
outras enfermidades que véem acometendo a populacdo. O numero de pedidos e depdsitos de
patentes envolvendo monoterpenos ja é significativo, 0 que mostra o interesse por pesquisas
com substancias de 6leos essenciais. Na Tabela 2 encontram-se pedidos e/ou depositos de

patentes com monoterpenos para 0 uso na salde.
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Tabela 2. Exemplos de pedidos de depdsitos de patentes envolvendo monoterpenos e terapia

em saude.

N° do Titulo
Processo

P10905003-5 Uso de timol e carvacrol em formulagdes antimicrobianas naturais.

P10017198-0 Formulacdo compreendendo timol util no tratamento de infeccOes
bacterianas resistentes a droga.

P10619383-8 Composi¢cdes e métodos compreendendo terpenos ou misturas de terpeno
selecionadas de timol, eugenol, geraniol, citral e I-carvona.

P19207127-9 Limoneno de ponto terminal bactericida de referéncia, processo para
produzir composicdo bactericida e fungicida estavel e processo para

produzir microbicida estavel.

Pelo fato de a producdo de acetato de carvacrila ser recente, existe um baixo nimero
de publicagcdes com essa molécula, porém o que j& se sabe é suficiente para continuar as
discuss@es para o planejamento de novos farmacos. O interesse por novas patentes envolve a
inovacdo terapéutica, protecdo intelectual e os incentivos em P&D que objetiva a

competitividade com medicamentos estabelecidos no mercado (MEINERS, 2008).

CONCLUSAO

Um artigo foi encontrado, quando realizada a revisdo cientifica e ndo foram
encontrados pedidos de depdsitos de patentes em nenhuma das bases pesquisadas.

Nossa investigacdo revela a importancia do monitoramento tecnolégico mundial de
um produto natural derivado, para o direcionamento racional da pesquisa em DNs. Recentes
avangos em compostos naturais tém sido relatados, e nesse contexto, o acetato de carvacrila,
compreende muitas possibilidades de desenvolvimento de medicamentos potenciais as

patologias que atingem as camadas sociais mais debilitadas.
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RESUMO

O acetato de carvacrila € um éster monoterpénico, derivado do carvacrol, que possui
atividades anti-helmintica e ansiolitica comprovadas. O objetivo do presente estudo foi
determinar a dose letal 50% (DLso), 0s efeitos da administracdo aguda sobre os parametros
bioquimicos e hematoldgicos, bem como da atividade locomotora e coordena¢do motora de
camundongos tratados com acetato de carvacrila. Camundongos Swiss de ambos 0s sexos
pesando entre 25-30 g foram utilizados nos experimentos. Para avaliacdo da toxicidade aguda
foram separados 12 grupos de 5 animais pareados por peso e sexo. O acetato de carvacrila,
suspenso assepticamente em 0,05% de Tween 80, dissolvido em solucdo salina 0,9% (veiculo)
e administrado em Unica dose via oral (v.0) e intraperitoneal (i.p) nas doses de 0, 1000 e 2000
mg kg*. Os protocolos experimentais e procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo com Animal da Universidade Federal do Piaui. As manifestacdes
comportamentais de toxicidade, como hipoatividade e astenia, foram evidenciadas apenas em
animais tratados com a dose de 2000 mg kg?. Ndo houveram alteragdes significativas nos
parametros fisioldgicos, bioquimicos e hematologicos dos animais. O acetato de carvacrila
ndo interferiu na atividade locomotora dos animais, entretanto, na dose de 2000 mg kg™
produziu reducdo da coordenagdo motora dos animais, sugerindo uma ndo influéncia
psicomotora do composto. O estudo de toxicidade aguda indicou que o tratamento com
acetato de carvacrila por via oral, nas doses selecionadas, foi bem tolerado em todos os
animais em teste, sugerindo que o composto pode ser classificado como moderadamente
toxico.

Palavras-chave: Acetato de carvacrila; Camundongos; Monoterpenos; Toxicidade aguda.
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INTRODUCAO

As plantas medicinais s@o as principais fontes naturais usadas na medicina humana,
sua vasta utilizacdo estda associada com a reducdo da carga de doenca global
(AKPANABIATU et al., 2013). Em adicéo, a concepgéo erronea de que compostos bioativos
derivados de plantas sdo indcuos, contribui de forma significativa com essa ampla utilizacdo
na medicina tradicional.

A descoberta de farmacos, pela industria farmacéutica, é considerada por especialistas
uma atividade complexa, multifatorial, onerosa, demorada, que envolve a aplicacdo de
técnicas e metodologias avancadas, e cujo 0s investimentos em Pesquisa e Desenvolvimento
(P&D) mostra uma relacdo de produtividade inversamente proporcional com a descoberta de
novas entidades moleculares (NEM). E estimado que taxa de insucesso neste processo seja
superior a 90% e as principais razdes incluem perda de eficicia clinica, limitacGes
farmacocinéticas, razdes comerciais, reacGes adversas e toxicidade. As NEMs sdo
identificadas no estagio de desenvolvimento pré-clinico do programa de descoberta de
farmacos, sendo que a taxa de sucesso da etapa de descoberta até o desenvolvimento pré-
clinico, pode varia de 1 a cada 100 ou 1 a cada 5000 compostos, e que a cada 25 NEMs
apenas 1 se tornara um farmaco comercializado (LIMA, 2007).

Assim, o desenho de drogas e desenvolvimento de farmacos a partir de plantas
medicinais tem aumentado substancialmente a cada ano. A identificacdo de novas moléculas
com propriedades farmacoldgicas e minimos efeitos toxicos tem sido um desafio continuo
para a industria farmacéutica. Nesse contexto, a investigacdo toxicol6gica pré-clinica
contribui para identificacdo de drogas mais promissoras, tendo visto que os resultados destes
estudos na descoberta, permitem a exclusdo do candidato antes do consumo de recursos no
desenvolvimento (BASS et al., 2009; MARQUES et al., 2013).

E sabido que os monoterpenos e derivados sintéticos possuem varias atividades
farmacoldgicas (ALMEIDA et al., 2012; HUO et al., 2013; SOUZA et al., 2013). Nessa
perspectiva, 0 acetato de carvacrila € um ester monoterpénico, derivado do carvacrol, que
possui comprovada atividade anti-helmintica e ansiolitica (MORAES et al., 2013; PIRES et
al., 2013).

Além disso, a identificacdo farmacologica de produtos farmacéuticos devem ser
submetidos a uma série de estudos toxicoldgicos pré-clinicos para fornecer informag@es sobre
a seguranga de uma nova opcao terapéutica antes do inicio dos varios ensaios clinicos em

seres humanos, que sdo necessarios antes de uma molecula se tornar um medicamento
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aprovado. A ordem dos estudos gerais comega com o rastreio de toxicologia aguda e progride
através de longos periodos de exposi¢do (DENNY; STEWART, 2013).

Assim, o objetivo do estudo foi determinar a Dose Letal 50% (DLso) e registar os
efeitos da administracdo aguda sobre os parametros bioquimicos e hematoldgicos, bem como
avaliar a atividade locomotora e coordenagdo motora de camundongos tratados por via oral e

intraperitoneal com acetato de carvacrila.

MATERIAL E METODOS

Drogas e dosagens

O AC foi preparado em nosso laboratorio como previamente descrito (PIRES et al.,
2013). O AC foi dissolvido em 0,05% de Tween 80 (Sigma Chem. Co., St. Louis, MO, EUA),
dissolvido em solucéo salina 0,9% (veiculo) e administrado por via oral e intraperitoneal nas
doses de 1000 e 2000 mg kg?. Os controles receberam veiculo com o mesmo volume (10

ml/kg) e através da mesma via que 0s outros grupos tratados.

Animais e testes comportamentais

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos 0s sexos pesando entre 25-30 g. Todos
0s animais foram mantidos a uma temperatura controlada (26 + 1 °C) e um ciclo de 12 h
claro/escuro. Os animais tiveram livre acesso a agua e comida. Todos os testes
comportamentais foram realizados 60 minutos apds as administracGes, em salas silenciosas
nas mesmas condicdes referidas acima e isoladas de ruidos externos. Todos o0s grupos foram
tratados de forma aguda com dose Unica e observados diariamente por um periodo de 14 dias.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratorio, do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA,
Washington DC, 1985. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com
Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI # 013/2011).

Estudo da toxicidade aguda em camundongos

Camundongos Swiss (25-30g) de ambos os sexos foram divididos em 12 grupos de 5
animais pareados por peso e tamanho. Estes animais foram alojados cinco camundongos por
sexo/via/gaiola em um local bem ventilado com 12 h ciclo de dia e de noite as condic¢des de
luz e temperatura mantida em torno de 26 + 1 °C. Todos os animais tiveram livre acesso a

agua da torneira e do mesmo tipo de alimento durante todo o experimento.
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O acetato de carvacrila, suspenso assepticamente em Tween 80 0,05%, dissolvido em
solucdo salina 0,9% (veiculo) e administrado em Unica dose via oral (v.0) e intraperitoneal
(i.p) (1000 e 2000 mg kg™). O comportamento geral dos camundongos foi monitorizado
continuamente durante 1 hora ap0s a dosagem, periodicamente, durante as primeiras 24 h
(com especial atengdo durante as primeiras 3 h) (LITCHFIELD; WILCOXON, 1949), e, em
seguida, diariamente a partir dai, para um total de 14 dias. As alteracdes nas atividades
normais dos camundongos e 0s seus pesos foram monitorizados, bem como o tempo em que
0s sinais de toxicidade ou de morte apareceram. Para via intraperitoneal, a DLsg foi
determinada (HAMILTON et al., 1977).

Os estudos de toxicidade aguda foram realizados de acordo com o Guia para a
Conducao de Estudos N&o Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica necessarios ao
Desenvolvimento de Medicamentos, da Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e Eficécia da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, Brasilia-DF, 2013.

Protocolo experimental e triagem experimental

ApOs o tratamento agudo com acetato de carvacrila em doses de 1000 e 2000 mg kg,
cada animal foi submetido a uma série de testes do modo descrito abaixo. Primeiramente, 0s
animais foram observados em ambiente fechado, a temperatura constante (26 £+ 1 °C)
(Hustragdo 1). Os animais foram entdo colocados em uma area de campo aberto e observados
durante 5 minutos. Imediatamente ap0s o teste do campo aberto, os animais foram colocados
em uma barra giratdria, na qual foram avaliados por 3 min. Todos os testes foram realizados
as 13:00 horas.
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Testes comportamentais: Campo aberto e Barra giratoéria.

llsutracao 1. Protocolo experimental para avaliagdo da toxicidade aguda.

Atividade locomotora

Para avaliar a atividade exploratoria, 0os animais, um por vez, foram colocados em um
campo aberto (llustracado 2) feito de acriclico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x
15 cm), dividido em nove quadrados de areas iguais (ARCHER, 1973). O parametros

observados foram o numero de quadrados cruzados (com quatro patas), nimero de
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comportamento de autolimpeza (grooming) e o nimero de levantamentos (rearing), gravados

durante 5 minutos.

llustracéo 2. Campo aberto usado para avaliar atividade locomotora.

Coordenagédo motora

O teste da barra giratdria (llustracéo 3) foi escolhido para determinar os efeitos do
AC sobre a coordenagdo motora e relaxamento muscular nos animais. Os camundongos foram
treinados antes do experimento para desenvolver a capacidade de permanecer durante 180
segundos em uma barra de 25 mm de diametro a uma velocidade de rotacdo de 17 rpm. Dois
ou trés ensaios, geralmente eram suficientes para o animal aprender a tarefa. Cada animal foi
avaliado quanto ao numero de quedas (até trés quedas) e o tempo de permanéncia na barra
durante 180 segundos foram registrados (DUNHAM; MIYA, 1957).

llustracdo 3. Barra giratoria usada para avaliar a coordenagdo motora.

Analise dos dados fisiologicos
Foram observados e registrados, diariamente, dados fisioldgicos (peso, consumo de

agua, consumo de racao e producdo de excretas).
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Anélise macroscopica dos 6rgaos

Ap0s o 14° dia, os animais que restaram foram anestesiados com solucdo de xilazina-
cetamina 0,2 mL/100 g (8,75mL de cetamina (100 mg/mL) e 1,25 mL de xilazina
(100mg/mL)), conforme protocolo da Cornell University/Cornell Center for Animal
Resources and Education, segundo descrito por Flecknell (1996) e Kohn (1997), e
eutanasiados por deslocamento cervical. Sucedida a eutanasia, foi feita avaliacdo

macroscopica orgaos, aléem da pesagem dos pulmdes, figado, coracdo, baco e rins.

Parametros bioquimicos e hematoldgicos

Depois de 14 dias do tratamento agudo, os animais foram anestesiados e em seguida
foi feita a coleta de sangue por rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de
vidro (WAYNFORTH, 1980). O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo, um com
anticoagulante EDTA (Laborlab®) para determinacdo dos pardmetros hematoldgicos e o
outro, sem anticoagulante, para obtencdo do soro e avaliacdo dos parametros biogquimicos
(llustracéo 4).

Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e,
em seguida, determinados os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total e triglicerideos. Os ensaios foram
realizados em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST®.

Os parametros eritrdcitos, leucocitos, plaguetas, hemoglobina, hematocrito e 0s
indices hematimétricos de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram
determinados imediatamente ap6s a coleta, por meio do analisador automatico de células
hematoldgicas Advia 120/hematology (Siemens). A contagem diferencial de leucécitos foi
realizada em extensBes coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células
foram analisadas e contadas (MALONE, 1977; AL-HABORI et al., 2002).
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llustracao 4. Processamento do sangue para analise hematol6gica e bioquimica.

Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média + E.P.M (erro padrdo da média) e
analisados com andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste t-Student-Newman-Keuls

como post hoc teste (p<0,05).

RESULTADOS

Estudo da toxicidade aguda em camundongos tratados com acetato de carvacrila

Apesar de verificado sintomas de toxicidade para dose de 2000 mg kg?, ndo houve
mortes ap0s administracdo oral de doses Unicas de acetato de carvacrila. No entanto, a
mortalidade e a toxicidade aguda foram evidenciadas ap6s administracdo intraperitoneal, na
qual, a dose de 2000 mg kg™ produziu efeitos adversos que persistiram até a morte. Para via
intraperitoneal, a dose de 1000 mg kg? correspondeu ao nivel de efeito adverso néo
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observado (NOAEL) e para oral, a dose de 2000 mg kg correspondeu ao nivel de efeito
adverso ndo observado (ALEXEEFF et al., 2002). As manifestagdes comportamentais de
toxicidade foram hipoatividade e astenia (Tabela 1). A toxicidade aguda (DLso) calculada da

administracdo intraperitoneal em camundongos foi 1,54 g/kg.

Peso corporal em camundongos tratados com acetato de carvacrila

O peso corporal do grupo controle e tratados com acetato de carvacrila estdo
apresentados na llustragdo 5. Na dose de 2000 mg kg™ o acetato de carvacrila, administrado
via intraperitoneal, reduziu significativamente o peso de camundongos machos no 7° e 14° dia
ap6s o tratamento. Em contraposicéo, as respectivas doses de 1000 e 2000 mg kg™ quando
administradas por via oral, ndo influenciou significativamente o peso dos machos. Por
conseguinte, para as fémeas tratadas por ambas as vias de administracdo, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes, dos pesos corporais médios dos grupos
em tratamento em comparagdo com o grupo controle.
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[ N N w
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llustracdo 5. Médias do peso corporal de camundongos tratados com acetato de carvacrila e
observado durante 14 dias (?p<0,05 versus o controle). (ACo) Veiculo, (AC1) 1000 mg kg,
(AC2) 2000 mg kg™. Painel (A): Machos tratados por via oral; Painel (B): Fémeas tratadas por
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via oral; Painel (C): Machos tratados por via intraperitoneal; Painel (D): Fémeas tratadas por
via intraperitoneal.

Consumo de agua em camundongos tratados com acetato de carvacrila

Os valores da médias do consumo de agua de camundongos tratados com acetato de
carvacrila estdo expressos na llustracdo 6. O acetato de carvacrila ndo produziu alteracGes
significativas no consumo de dgua de camundongos tratados nas doses de 1000 e 2000 mg kg
! em relagdo ao controle.

5 ea) 1)

Consumo de agua (mL)
N
1

Consumo de d4gua (mL)

(<)

Consumo de dgua (mL)
S
1

Consumo de dgua (mL)

llustracdo 6. Médias do consumo de agua de camundongos tratados com acetato de
carvacrila e observados durante 14 dias. (ACo) Veiculo, (AC1) 1000 mg kg™, (AC2) 2000 mg
kg™. Painel (A): Machos tratados por via oral; Painel (B): Fémeas tratadas por via oral; Painel
(C): Machos tratados por via intraperitoneal; Painel (D). Fémeas tratadas por via
intraperitoneal.
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Consumo de racdo em camundongos tratados com acetato de carvacrila

Conforme descrito na llustracdo 7, os camundongos tratados com acetato de carvacrila

nas doses 1000 e 2000 mg kg™ ndo sofreram alteracdes significativas em relagio ao controle.

Consumo de racéo (g)

Consumo de ragédo (g)

(A)

(c)

Consumo de racéo (g)

Consumo de ragédo (g)

(B)

(D)

llustracdo 7. Médias do consumo de racdo de camundongos tratados com acetato de
carvacrila e observados durante 14 dias. (ACo) Veiculo, (AC1) 1000 mg kg™, (AC2) 2000 mg

kg™. Painel (A): Machos tratados por via oral; Painel (B): Fémeas tratadas por via oral; Painel

(C): Machos tratados por via intraperitoneal; Painel (D). Fémeas tratadas por via

intraperitoneal.

Producéo de excretas em camundongos tratados com acetato de carvacrila

Os valores referentes a producdo de excretas estdo demonstrados na llustracdo 8.

Embora os resultados expressem aumento na producdo de excretas em animais tratados com

acetato de carvacrila na dose de 2000 mg kg*, essa diferenca ndo foi estatisticamente

significativa.
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llustracdo 8. Médias da producdo de excretas de camundongos tratados com acetato de
carvacrila e observado durante 14 dias. (ACo) Veiculo, (AC1) 1000 mg kg2, (AC2) 2000 mg
kg™. Painel (A): Machos tratados por via oral; Painel (B): Fémeas tratadas por via oral; Painel
(C): Machos tratados por via intraperitoneal; Painel (D). Fémeas tratadas por via

intraperitoneal.

Analise Macroscopica dos Orgdos em camundongos tratados com acetato de carvacrila
O exame macroscopico dos 6rgdos dos animais tratados e controle mostrou arquitetura

normal, sugerindo que ndo houveram alteracdes prejudiciais e desordem morfol6gica

induzidas pela administracdo oral e intraperitoneal aguda do acetato de carvacrila por 14 dias.

Peso dos Orgéos em camundongos tratados com acetato de carvacrila
A Tabela 2 apresenta o0 peso médio dos 6rgaos de camundongos tratados com acetato
de carvacrila. Os animais tratado com acetato de carvacrila ndo apresentaram alteracoes

significativas nos pesos dos 6rgaos.



Tabela 1. Efeitos do acetato de carvacrila em camundongos ap6s administracdo aguda.

Oral ACo M 0/5 - Nenhum
F 0/5 - Nenhum
AC; M 0/5 - Nenhum
F 0/5 - Nenhum
AC; M 0/5 - Hipoatividade
F 0/5 - Hipoatividade
Intraperitoneal ACy M 0/5 - Nenhum
F 0/5 - Nenhum
AC, M 0/5 - Nenhum
F 0/5 - Nenhum
AC; M 4/5 >30, 60< Hipoatividade, Astenia.
F 4/5 >30, 60< Hipoatividade, Astenia.

O acetato de carvacrila, suspenso assepticamente em 0,05% de Tween 80, dissolvido em 0,9% de solugdo salina (veiculo), foi administrado em doses Unicas orais e
intraperitoneais para grupos de 5 camundongos. Todos animais foram cuidadosamente analisados quanto aos sintomas de toxicidade (mudangas de comportamento e
mortalidade) para 14 dias. Veiculo (ACq), 1000 mg kg* (AC1), 2000 mg kg* (ACz). Machos (M), Fémeas (F). Mortes (M), Tratados (T).

Tabela 2. Efeitos do acetato de carvacrila apds admistracdo agurda sobre os pesos dos 6rgaos de camundongos Swiss machos e fémeas.

Machos

Baco 0,06 £ 0,01 0,07 £0,01 0,08 £ 0,03 0,08 £ 0,04 0,09 +£0,01 0,08 £0,01
Coragdo 0,15+ 0,09 0,15+ 0,07 0,16 £ 0,03 0,15+0,01 0,14 +£ 0,05 0,15+ 0,02
Figado 0,74 +0,18 0,83 +0,05 0,75+0,02 0,91+0,13 0,87 +0,12 0,84 + 0,03
Pulmdes 0,16 + 0,02 0,15+ 0,09 0,17 £0,01 0,14 + 0,02 0,15+0,01 0,16 £ 0,01
Rins 0,10 + 0,04 0,09 + 0,03 0,08 + 0,05 0,14 + 0,02 0,15+ 0,04 0,15+ 0,02
Fémeas

Baco 0,05+ 0,02 0,06 £ 0,01 0,07 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,08 £ 0,03 0,09 +0,02
Coragdo 0,14 +£ 0,08 0,14 +£0,01 0,15+ 0,03 0,13 +0,08 0,13+0,01 0,14 £ 0,03
Figado 0,76 £ 0,04 0,74 +£0,20 0,76 £ 0,08 0,69 + 0,03 0,72 £ 0,07 0,71+0,01
Pulmdes 0,14 £ 0,06 0,15+0,10 0,15+ 0,05 0,13+0,02 0,15+ 0,02 0,14 £ 0,03
Rins 0,11 +0,04 0,09 +0,03 0,10 +£ 0,06 0,12 +£0,01 0,11 +0,05 0,10 £ 0,02

49<0,05, comparado ao grupo controle. Veiculo (ACq), 1000 mg kg* (AC1), 2000 mg kg™ (AC,).
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Efeitos do Acetato de Carvacrila sobre Atividade Locomotora de camundongos

Como apresentado na Tabela 3, o acetato de carvacrila ndo produziu alteracGes
comportamentais (groomings, rearings e numero de cruzamentos) significativas (p<0,05) em
camundongos submetidos ao teste do campo aberto depois da administracdo aguda com as
doses 1000 e 2000 mg kg pelas vias oral e intraperitoneal, quando comparados ao grupo

controle.

Efeitos do Acetato de Carvacrila sobre a Coordenacdo Motora de camundongos

A Tabela 4 apresenta os efeitos do acetato de carvacrila no teste da barra giratoria que
consiste em avaliar a coordenacdo motora, bem como possivel efeito relaxante muscular. N&o
houveram alteracdes no tempo de permanéncia e no nimero de quedas na barra giratoria apds
administragio do acetato de carvacrila na dose de 1000 mg kg, por ambas as vias e sexos,
quando comparado com o controle. Entretanto, a dose de 2000 mg kg* de acetato de
carvacrila conseguiu reduzir significativamente o tempo de permanéncia e o nimero de
quedas de camundongos machos e fémeas tratados por via oral e intraperitoneal, em relacédo

ao controle.

Efeitos do AC sobre os Parametros Bioquimicos e Hematoldgicos de camundongos

Alguns parametros tais como glicose, ureia, &cido Urico, alanina aminotrasaminase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (Tabela 5) entre os grupos tratados com acetato de carvacrila e o grupo controle
(p<0,05). Entretanto, podemos notar que os valores de creatinina foram maiores em machos
que receberam a dose de 2000 mg kg por via oral, quando comparados ao grupo controle
(p<0,05). Valores menores de triglicerideos foram identificados em animais machos e fémeas
tratados por via oral e intraperitoneal na dose de 2000 mg kg, bem como para fémeas
tratados por via oral e intraperitoneal na dose de 1000 mg kg, em relagdo ao controle
(p<0,05). Quanto aos valores para colesterol total, os camundongos machos tratados com a
dose de 1000 e 2000 mg kg™, por ambas as vias, apresentaram menores valores em
comparacéo ao controle (p<0,05).

Os valores de hemaécias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), plaquetas, leucdcitos, neutrofilos e
linfécitos ndo apresentaram diferenga significativa, quando comparados ao controle. As
fémeas tratadas com 2000 mg kg de acetato de carvacrila, por via oral, apresentaram valores

menores de concentragdo de hemoglobina corpuscular média, em relagéo ao controle.
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Tabela 3. Efeitos do acetato de carvacrila sobre atividade locomotora de camundongos.

Machos

Groomings 6,60 + 2,85 520+1,24 6,20 + 0,86 4,00+1,41 8,20+1,11 3,00 +£ 0,00
Rearings 10,80 + 1,65 17,40 + 2,63 15,60 + 4,70 12,00 £ 2,70 13,00 + 2,28 15,00 + 0,00
Cruzamentos 64,00 + 2,88 55,20 + 6,04 51,00 + 7,87 50,80 + 7,92 49,80 + 6,55 60,00 = 0,00
Fémeas

Groomings 5,80+ 1,82 3,00+0,44 5,00+ 0,31 3,80+1,62 7,60 + 2,37 10,00 £ 0,00
Rearings 13,00+ 1,78 9,00 + 2,64 16,00 + 2,28 11,40 £ 2,65 14,60 + 3,40 13,00 £ 0,00
Cruzamentos 65,60 + 8,48 67,60 + 13,00 59,20+ 6,71 50,80 + 7,92 59,00 + 9,85 70,00 + 0,00

Veiculo (ACqp), 1000 mg kg* (AC1), 2000 mg kg™ (AC,). Os valores representam a média + E.P.M. para o nimero de quadrados cruzados, rearings e groomings de 5
camundongos (por grupo) utilizados nos protocolos experimentais. As diferengas nos grupos experimentais foram determinados por Analise de Variancia (ANOVA), seguido
de t Student— Neuman-Keuls como post hoc teste.

Tabela 4. Efeitos do acetato de carvacrila sobre a coordenacdo motora de camundongos.

Machos

Tempo de Permanéncia 177,6 £ 1,60 1244 + 2291 89,4 + 31,392 178,6 £ 0,60 178,2£1,80 160,0 £ 0,002
NUmero de Quedas 0,60 + 0,24 1,80+0,74 2,20+0,582 0,60+ 0,24 0,20+ 0,20 2,00 + 0,002
Fémeas

Tempo de Permanéncia 177,2+ 1,31 175,8 £ 1,90 131,0 £ 25,372 179,0 £ 0,63 177,0£ 2,00 142,0 £ 0,002
NUmero de Quedas 0,80 + 0,37 0,80 £ 0,37 2,00 £ 0,542 0,40+ 0,24 0,40 £ 0,24 3,00 £+ 0,002

Veiculo (ACo), 1000 mg kg* (AC1), 2000 mg kg™ (AC,). Os valores representam a média + E.P.M. para o tempo de permanéncia e nimero de quedas de 5 camundongos (por
grupo) utilizados nos protocolos experimentais. As diferengas nos grupos experimentais foram determinados por Anélise de Variancia (ANOVA), seguido de t Student-
Neuman—Keuls como post hoc teste. 2p<0,05, quando comparado com o controle.



65

Tabela 5. Efeitos do acetato de carvacrila sobre os pardmetros bioquimicos de camundongos Swiss machos e fémeas ap6s tratamento durante 14

dias por via oral e intraperitoneal.

Machos

Glicose (mg dL™)

Uréia (mg dL™?)
Creatinina (mg dL™?)
Acido arico (mg dL™)
Triglicerideos (mg dL™?)
Colesterol Total (mg dL™?)

ALT (U mL?)
AST (UmL?)
Fémeas

Glicose (mg dL™)

Uréia (mg dL™?)
Creatinina (mg dL?)
Acido urico (mg dL%)
Triglicerideos (mg dL ™)
Colesterol Total (mg dL™?)

ALT (U mL?)
AST (U mL?)

130,60 £ 15,45
60,85 + 6,82
0,47 +0,02
195+0,35
92,68 * 6,22

103,60 + 7,85

49,40 + 10,46

166,10 + 18,27

90,01 + 38,81
31,01 +11,08
0,43 +0,04
3,05+0,22
106,00 £ 5,77
70,80 = 10,93
46,60 + 5,06
166,30 £ 5,77

134,30 £ 15,07
61,20 + 12,88
0,46 +0,04
1,94 +0,22
93,00 * 4,96
75,01 7,072
48,03+ 7,04
165,20 + 3,61

89,33 + 31,86
32,10+ 8,40
0,44 +0,12
3,08 + 0,57

88,20 + 30,01°
70,67 = 6,98
47,00 + 3,22

166,60 * 3,26

131,30 £ 15,82
61,80 + 8,58
0,45+ 0,062
1,97 +0,52

71,50 + 10,782
65,28 + 4,09°
49,29 + 9,37
166,3 + 51,47

90,81 £31,91
31,03 £ 4,02
0,42+0,10
3,13+0,08
72,3+9,912
69,52 + 3,82
47,78 + 8,77

165,20 + 20,91

117,80 + 16,36
50,25+ 1,25
0,44 +0,02
1,98 £0,85
96,75 + 4,76
94,23 5,64
50,70 + 3,48
155,46 + 4,92

90,67 + 17,23
32,67 £5,45
0,43 +0,03
2,13+0,03

100,30 + 8,99
71,10 £ 2,64

46,50 + 11,77

166,50 * 26,26

118,30 £4,70
51,24 + 4,90
0,43+0,01
1,94 +0,26
93,60 * 6,82
79,50 £ 4,172
50,20 £1,10

154,03 £ 3,46

91,02 +1,55
31,01 £5,77
0,44 +0,13
2,16 £ 0,05
68,26 + 6,89°
70,64 £ 4,37
47,25+ 4,15
164,83 +11,34

120,7 £ 0,03
51,00 + 0,04
0,44 +0,05
1,99 +0,03
75,00 £ 0,01*
61,00 £ 0,04%
50,01 +0,11
153,02 £0,21

92,00+ 0,21
33,09 + 0,02
0,42 +0,23
2,15+0,02
58,00 + 0,05%
71,00 £ 0,03
45,00 +£ 0,23
165,00 £ 0,01

Veiculo (ACy), 1000 mg kg (AC4), 2000 mg kg (AC;). Aspartato Aminotrasaminase (AST), Alanina Aminotrasaminase (ALT). Os valores representam a média + E.P.M.
As diferengas nos grupos experimentais foram determinadas por Andlise de Variancia (ANOVA), seguido de t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. 2p<0,05, quando

comparado com o controle.
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Tabela 6. Efeitos do acetato de carvacrila sobre os pardmetros hematoldgicos de camundongos Swiss machos e fémeas apos tratamento durante

14 dias por via oral e intraperitoneal.

Machos

Hemaécias (mm?3)
Hemoglobina (g dL™)
Hematdcrito (%)
VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g dL")
Plaguetas (mmd)
Leucdcitos totais (mm?3)
Neutréfilos (%)
Linfocitos (%)
Fémeas

Hemaécias (mm?3)
Hemoglobina (g dL™)
Hematocrito (%)
VCM (fL)

HCM (pg)

CHCM (g dL)
Plaquetas (mm?®)
Leucdcitos totais (mm?3)
Neutrofilos (%)
Linfécitos (%)

8,04 £0,82
13,22+ 0,44
44,66 + 0,81
52,40 + 0,80
16,24 + 0,86
27,64 +0,74

308,80 + 46,92

8,04+0,19
8,01 £ 2,07
74,80 + 3,30

8,16 £ 0,78
15,48 + 0,99
48,82 + 2,63
52,12 +1,93
17,66 + 0,63
29,00 + 0,75

309,80 £ 57,82

6,79 0,17
6,80 £ 1,02
72,80+1,31

8,07+ 0,46
13,58 + 0,43
45,22 +£1,40
52,20+ 1,73
16,84 + 0,48
28,38 £ 0,69

303,80 + 59,99

7,96 +0,432
8,04 £2,29
74,80 = 2,15

8,06 £ 0,42
14,79 + 0,37
45,14 +£1,08
52,36 + 0,83
16,12 + 0,75
29,48 £1,62

307,60 £ 50,58

6,72+ 0,53
6,73+2,42
74,80 + 2,37

8,17+ 0,59
13,33+ 1,03
44,29 + 3,07
52,27+ 1,79
16,30 + 0,48
27,78 + 3,68

308,00 + 58,89

8,07+1,21
8,05+1,37
73,19+2.21

8,01+0,59

15,48 + 0,35
49,85 £ 3,67
52,00 + 1,87
17,18 + 0,32
28,58 + 1,822

306,30 + 39,46

6,76 £1,53
6,75+ 1,03
72,25+ 3,09

8,13+ 0,76
13,13+ 0,57
46,95 + 0,85
53,20 + 1,00
15,75+ 0,45
27,60 + 0,30

305,50 + 32,50

7,95+ 0,95
8,02 +£0,50
73,50 £ 1,50

8,19+ 0,20
15,98 + 0,30
48,23+ 2,19
53,05+1,12
17,53 + 0,34
28,53+ 0,33

309,00 + 40,22

6,67 £0,49
6,78 £ 1,47
76,50+ 1,55

8,41+ 0,57
13,08 + 1,39
43,23 +2.21
52,80 + 2,32
16,28 + 2,02
27,23 +1,68

306,50 + 43,40

7,90+ 0,34
8,06 £ 2,53
74,50 £ 4,40

8,23+0,23
15,82 + 0,54
47,84 1,41
53,22+ 0,44
17,08 + 0,62
29,40+ 1,74

308,00 + 30,22

6,72+ 0,47
6,49 + 0,66
76,20 £ 1,53

8,45+ 0,01
13,60 + 0,01
47,40 £ 0,03
52,00 + 0,02
16,60 + 0,01
27,10 + 0,04
307,0 £ 0,05
7,91+0,03
8,01+ 0,04
73,00 £ 0,01

8,08 £ 0,01
15,71+ 0,03
48,72 + 0,02
52,03+ 0,01
17,01 +0,03
29,23 + 0,02
309,01 £ 0,04

6,72 £ 0,05

6,52 £ 0,03
75,01+£0,01

Veiculo (ACq), 1000 mg kg* (AC,), 2000 mg kg? (AC). Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Média (HCM), Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM). Os valores representam a média + E.P.M. As diferencas nos grupos experimentais foram determinadas por Analise de Varidncia (ANOVA),

seguido de t-Student—Neuman—Keuls como post hoc teste. 8p<0,05, quando comparado com o controle.
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DISCUSSAO

Na presente investigacdo, as doses até 2000 mg kg?! ndo apresentaram qualquer
mortalidade ou quaisquer sinais de toxicidade apos administragdo oral de uma dose Unica.
Esta dose pode ser considerada como o nivel de efeito ndo observado (NOAEL) (ALEXEEFF
et al., 2002) para o acetato de carvacrila. A DLso em camundongos tratados por via oral é
superior a 2000 mg kg, resultado inserido na categoria 5 de substancias com toxicidade
aguda relativamente baixa do Sistema Globalmente Harmonizado (GHS, 2007). Além disso,
as diretrizes de toxicidade aguda da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento
Econdmico nos desencoraja a ensaios em animais na categoria 5 (2000-5.000/mg kg™)
(OECD, 2001). Apesar disso, a mortalidade e sinais de toxicidade como hipoatividade e
astenia ocorreram em camundongos que receberam 2000 mg kg de acetato de carvacrila por
via intraperitoneal (DLso = 1.542,21 mg kg?). A substdncia em estudo apresentou
significativa seguranca pré-clinica, quando comparamos com o seu precursor carvacrol (DLso
= 73.30 mg kg') (ANDERSEN, 2006), e com outros monoterpenos administrados
intraperitonealmente  em camundongos, incluindo m-cresol (DLso = 450 mg kg%)
(STERNITZKE et al., 1992), o-cresol (DLso = 350 mg kg) (STERNITZKE et al., 1992), p-
cresol (DLso = 150 mg kgt) (STERNITZKE et al., 1992), timol (DLsp = 110 mg kg™?)
(VIANA et al., 1981). O estudo de toxicidade aguda indicou que o tratamento com acetato de
carvacrila por via oral, nas doses selecionadas, foi bem tolerado em todos os animais em teste,
sugerindo sua segurancga para posteriores investigacdes (BONIFACE et al., 2013).

E sabido que diversos produtos quimicos podem alterar o funcionamento ou até lesar
varios tecidos e oOrgaos. O cérebro, 6rgdo ricamente vascularizado, possui subdivisdes
incluindo o hipotalamo, regido responsavel pelo controle de fungGes essenciais do organismo
como fome e sede. Em adicéo, alteracfes no padrédo de alimentacdo podem ser observadas em
alteracdes no Sistema Nervoso Autbnomo (GREAVES, 2007). Assim, a analise da evolucéo
ponderal de camundongos tratados com candidatos a farmacos como o acetato de carvacrila
servem de pardmetro para avaliacdo toxicoldgica.

A avaliacdo das alteracBes organicas induzidas por novas drogas em animais
representa um ponto fundamental para analise de seguranca, antes que sejam realizados testes
pela primeira vez em humanos. O coracdo, por exemplo, pode se adaptar por uma resposta
hipertrofica a uma variedade de estimulos mecénicos, hemodindmicos, hormonais ou
patolégicos. Por sua vez, os pulmfes podem sofrer um aumento de peso induzido por

extravasamento de fluido, como edema, em resposta a agentes quimicos. O baco possui duas
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fungBes principais, a de filtracdo e resposta imunoldgica. Assim, os efeitos de drogas no
sistema linfoide e hematopoiético podem se manifestar por alteragdes morfoldgicas no baco.
O figado representa o principal 6érgdo de metabolismo de xenobidticos e, dessa forma, seu
aumento de peso pode ser influenciado por muitas razdes, incluindo acumulo de lipideos,
glicogénio, outras substancias ou resultar de danos celulares, congestdo e hipertrofia
hepatocelular. Ndo menos importante, os rins representam o principal érgdo de eliminagéo de
compostos. Muitos agentes terapéuticos e de diagnosticos utilizados em seres humanos
possuem o potencial para causar dano renal. Dessa forma, existem trés tipos principais de
insuficiéncia renal induzida por drogas: uma reacao alérgica independente da dose levando a
inflamacdo, dano tubular agudo dependente da dose devido a uma agressdo toxica direta e
nefropatia obstrutiva em que drogas ou metabdlitos cristalizam na parte distal do néfron,
levando a obstrucdo e insuficiéncia renal. De fato, em estudos pré-clinicos de toxicidade,
alteragOes renais sdo particularmente susceptiveis de ocorrer por causa das altas doses e do
fato de que os rins eliminam muitas drogas e seus metabolitos (GROSSMAN, 1980;
BARTLETT; REMMERS, 1971; ROSSE, 1987; VEERMAN; EWIK, 1975; GREAVES,
2007).

Assim como em seres humanos, 0 animais submetidos a situacfes de estresse, seja
ambiental ou por compostos quimicos, apresentam comportamento retraido, que resulta de um
efeito ansiogénico. Dessa forma, o teste campo aberto descrito primariamente por Hall (1936),
tem sido largamente usado para avaliar os efeitos de farmacos potenciais sobre o
comportamento de roedores (HEREDIA et al., 2014; KURHE et al., 2014; MORENO et al.,
2014).

Nesse contexto, 0 aumento dos pardmetros rearing, grooming e ndmeros de
cruzamentos podem ser observados em animais que receberam drogas capazes de produzir
ansidlise. No entanto, a diminuicdo destas variaveis pode estar associada a efeitos
ansiogénicos. O efeito de diversas drogas tem sido investigado por meio do teste no campo
aberto, incluindo compostos com efeitos ansioliticos (benzodiazepinas, ligantes de
serotonina), estimulantes (anfetamina e cocaina), sedativos (neurolépticos) ou indutoras de
prostracdo (drogas anticonvulsivantes). Porém, o acetato de carvacrila nas doses utilizadas
ndo interferiu na atividade psicomotora (PRUT; BELZUNG, 2003; HSIAO et al., 2012).

Em nosso estudo, o efeito relaxante muscular pode ser evidenciado apenas na dose
mais elevada. Neste teste, a diferenca no tempo de permanéncia e numero de quedas entre
grupos tratados com acetato de carvacrila e veiculo foi tomado como indice de relaxamento

muscular. Semelhante ao teste campo aberto, o teste Rota rod foi introduzido como ensaio



69

para avaliar a neurotoxicidade, capaz de predizer disfungdo motora produzida por drogas, bem
como determinar possiveis alteracfes na capacidade de coordenacdo motora do animal. De
fato, diversos agentes farmacologicos podem causar disfuncdo na coordenagdo motora e
relaxamento muscular, incluindo drogas neurolépticas, ansioliticas, sedativas e hipnoticas, na
qual reduzem a atividade do Sistema Nervoso Central. No entanto, é razoavel afirmar que
compostos neurotoxicos podem produzir alteracdes na coordenacdo motora neste modelo
animal. Dessa forma, o acetato de carvacrila na dose de 1000 mg kg* ndo mostrou alteracoes
psicomotoras, sugerindo possivel seguranca neuroldgica (NAGARAJA et al., 2012; LIU et
al., 2012).

Em geral, os nossos resultados dos exames bioquimicos mostraram que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos tratados com acetato de carvacrila e veiculo. No
entanto, quando observadas diferencas significativas ndo houve associacdo com possivel
condigdo patoldgica, tendo visto que os resultados evidenciaram uma reducdo dos pardmetros
em relacdo ao grupo veiculo. N&o foram identificadas alteragcdes nos niveis de transaminases
hepaticas (ALT e AST) e ureia e creatinina, que sdo indicadores de funcdo hepética e renal
(SILVA et al., 2011). Assim, é razoavel sugerir que o acetato de carvacrila, nas doses
administradas, ndo induziu danos ao figado e rins.

Os resultados para os niveis de glicose e &cido Urico ndo apresentaram diferencas
significativas, sugerindo que o composto em estudo ndo foi capaz de causar desordem
metabolica. Apesar dos niveis reduzidos de colesterol total e triglicerideos, uma investigacao
farmacoldgica sobre o possivel efeito hipolipemiante é necessaria, haja visto que as doses
foram utilizadas para identificacdo de parametros toxicos.

O sistema hematopoiético € muito sensivel aos compostos tdxicos e serve como um
relevante indicador do estado fisiolégico e patolégico para animais e seres humanos
(ADENEYE et al., 2006; YA'U et al., 2013).

Dessa forma, a avaliacdo dos pardmetros hematolégicos podem ser usados para
determinar a extensdo dos efeitos deletérios de compostos quimicos sobre os constituintes do
sangue de um animal (ATTANAYAKE et al., 2013). Embora, as fémeas tratadas com 2000
mg kg?! de acetato de carvacrila por via oral tenham apresentado valor reduzido para o
parametro CHCM, néo é possivel afirmar desordem no sistema hematopoiético, considerando
que os resultados para os demais indices hematimétricos (VCM e HCM) néo alteraram
significativamente em relacdo ao grupo controle. O ndo significativo aumento ou diminuigéo

dos valores hematoldgicos € uma indicacdo de que o acetato de carvacrila ndo afeta o sistema
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hematopoiético e leucopoiético quando administrado oral e intraperitonealmente em machos e
fémeas nas doses utilizadas neste estudo.

Embora a exposi¢éo a drogas, por mecanismos relacionados a caracteristicas quimicas
intrinsecas da molécula, possa potencialmente levar a uma maior incidéncia de riscos a efeitos
toxicos de drogas, existem outros mecanismos, entre os quais o dimorfismo de géneros que
pode também potencialmente influenciar. Dessa forma, fatores incluindo percentagem de
gordura maior em fémeas, volume plasmatico e fluxo de sangue em érgdos maior em machos,
bem como ac¢des dos horménios sexuais podem influenciar na variabilidade toxicologica de
drogas (ARBUCKLE, 2006; FRANCONI et al., 2007; NICOLSON et al., 2010). Entretanto,
em nosso estudo, ndo foram identificadas variacdes na toxicidade do acetato de carvacrila em
funcdo do sexo.

Vale destacar que a via de administracdo pode ter sido o fator determinante para
elucidacdo da DLso de apenas uma das vias. Ao considerar o efeito de primeira passagem,
sofrido pelo acetato de carvacrila quando administrado por via oral, pode ter ocorrido
inativacdo de parte da droga antes de chegar a circulacdo sistémica, fato que colabora para
ndo determinacdo da DLso por esta via. Em contrapartida, os animais que receberam o AC via
intraperitoneal, podem ter recebido maior quantidade da droga na circulagdo sistémica, antes
de sofrer modificacdo hepética, e por isso, maior toxicidade do AC foi identificada por esta
via de administragdo (TANIGUCHI; GUENGERICH, 2009).

CONCLUSAO

A toxicidade aguda (DLso) calculada da administracdo intraperitoneal em
camundongos foi 1542,21 mg kg?. Diante da anélise conjunta dos dados é possivel sugerir
gue a administracdo oral e intraperitoneal aguda do acetato de carvacrila ndo produziu efeitos
toxicos significativos em camundongos Swiss machos e fémeas. Entretanto sdo necessarios
estudos histoldgicos para melhor confirmacdo dos dados. Além disso, o acetato de carvacrila
representa um composto inovador e promissor a seguir as proximas etapas da pesquisa clinica
justificando a necessidade da realizacdo de novos ensaios de forma aguda com doses

repetidas, subcrdnica e crbnica.
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RESUMO

O acetato de carvacrila (AC) é um éster monoterpénico semissintético derivado a partir do
carvacrol, que tem apresentado atividades farmacoldgicas incluindo anti-inflamatéria,
antinociceptiva e ansiolitica. O presente trabalho faz parte de uma pesquisa que visa estudar a
seguranca e eficacia do AC. Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial antioxidante in
vitro e o potencial genotoxico in vivo do AC. Em camundongos Swiss (25-30 g) de ambos 0s
sexos foram administrado por via oral e intraperitoneal o AC nas doses de 1000 e 2000 mg
kg e a genotoxicidade foi avaliada por meio do teste cometa em diferentes momentos (24 e
72 h) realizado em células do sangue periférico e hipocampo, para identificacdo de um
possivel reparo do material genético. A capacidade antioxidante do AC foi avaliada pela
eliminacdo dos radicais 1,1difenil-2-picrilhidrazil (DPPH") e &cido 2,2'-azinobis-3
etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS™) e pelo potencial redutor. O resultado obtido revelou
que o AC nas doses de 1000 e 2000 mg kg pode induzir danos ao DNA em células do
sangue periférico e hipocampo de camundongos machos e fémeas pelo aumento significativo
no indice de dano (ID) e frequéncia de dano (FD), em relacdo ao grupo veiculo. Entretanto,
houve reducdo significativa do ID e FD de machos (2000 mg kg™) e fémeas (1000 e 2000 mg
kgl), ap6s 72h do tratamento. Os resultados antioxidantes demonstraram que o AC nas
concentragdes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 pg mL™ tem a capacidade de atuar na remogéo dos
radicais DPPH" (CEso = 6,27 pug mL™%) e ABTS™ (CEso = 5,46 pug mL™), e potencial redutor

(CEso = 3,2 ug mLY). O AC possui atividade antioxidante in vitro e células do sangue
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periférico de camundongos tratados de forma aguda com AC demonstraram capacidade em
reparar danos genéticos.

Palavras-chave: Acetato de carvacrila; Atividade antioxidante; Ensaio cometa.
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INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido usados na medicina tradicional a milhares de anos e por
isso sdo fontes promissoras para as descobertas de novos potenciais agentes terapéuticos. As
substancias do metabolismo secundario apresentam inimeros beneficios para a salde e por
isso sdo de grande interesse para o desenvolvimento de muitas pesquisas cientificas. Uma
dessas importantes substancias sdo os 6leos essenciais, que sdo produtos naturais derivados de
plantas aromaticas e que tém uma ampla gama de utilizagdes em praticas etnofarmacologicas,
cosmética e em industrias farmacéuticas (BAKKALI et al., 2008; LAWAL; OGUNWANDE,
2013).

Nesse contexto, as composi¢es quimicas dos Oleos essenciais sdo bem conhecidas e
incluem terpenos como monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e tetraterpenos.
Por possuir uma grande variedade de estruturas e constituir 90% dos 6leos essenciais, 0S
componentes principais sdo monoterpenos fendlicos como timol e carvacrol que séo
responsaveis por atividades farmacol6gicas como antimicrobiana (BEN ARFA et al., 2006),
anti-inflamatéria (LIMA et al., 2013), antioxidante (UNDEGER et al., 2009),
anticarcinogénico (ARUNASREE, 2010), neuroprotetor (YU et al., 2012), antidepressivo
(MELO et al., 2011) e ansiolitico (MELO et al., 2010).

Nessa perspectiva, considerando as propriedades farmacoldgicas do carvacrol,
Masteli¢ e colaboradores (2008) relataram a sintese e atividades bioldgicas de novos
compostos a partir do carvacrol, sugerindo que este composto pode ser um protétipo natural
para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Mais recentemente, Pires e colaboradores
(2013) publicaram um estudo destacando o potencial do acetato de carvacrila, um derivado
acetilado do carvacrol, como uma possivel droga alternativa para o tratamento de transtornos
de ansiedade.

Dessa forma, os monoterpenos podem ser conhecidos como uma classe de compostos
naturais com um largo espectro de atividades biol6gicas e consequentemente, nos ultimos
anos tem recebido uma grande atencdo com relacdo aos potenciais riscos para a saude
(Tabela 1).

Sendo assim, o presente estudo é parte de uma de pesquisa de toxicidade pré-clinica
que visa estudar a seguranga e eficacia do acetato de carvacrila (um derivado do carvacrol),
sendo que para isso, 0 potencial genotdxico desse novo composto serd avaliado. Além disso, o
potencial antioxidante contra os radicais DPPH" e ABTS™ e potencial redutor também sera

investigado.
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Tabela 1. Efeitos genotdxicos de monoterpenos.

Compostos Efeitos Téxicos  Protocolo Experimental Referéncias

SHs o Lesdes ao DNA na  Ensaio Cometa in vitro Burgos e
. concentracdo de 60 colaboradores
i) H3
H CHq pg mLt (2014)

2-metilisoborneol

OH Incapaz de proteger  Ensaio Cometa in vivo Coelho e
ou danificar o colaboraboradores
| DNA nas doses de (2013)
| 10, 50, 100 e 200
mg kg,
(-)-linalol
Lesdes ao DNA de  Ensaio Cometa in vitro Catanzaro e
forma dependente colaboradores
da concentragédo (2012)
_ (25, 30 e 35 umol
a-pineno L)
LesGesao DNAna  Ensaio Cometa in vitro Rassouli e
i concentracdo de 37 colaboradores
Hg mL? (2011)

1 j ST OH

estilosina

MATERIAL E METODOS

Avaliacao da capacidade antioxidante do acetato de carvacrila pelo método DPPH*

Para o método DPPH?", foi utilizada a metodologia descrita por Silva e colaboradores
(2005) com algumas modificagGes. Resumidamente, uma mistura reacional contendo 0,3 mL
da solucdo de acetato de carvacrila (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 ug mL™) com 2,7 mL da solugéo
estoque de DPPH" (40 pug mL™) foi agitada vigorosamente e incubada a temperatura ambiente

na auséncia de luz (no escuro) durante 30 minutos. A avaliacdo antioxidante foi realizada em
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triplicata e os valores das absorbancias foram expressos como porcentagem de inibicdo da
absorbéncia da solucdo de DPPH" pela seguinte equagéo:

% de inibicéo do radical DPPH" = {(Acontrole — Amistura reacional) X 100}/ Acontrole
na qual, Acontrole € @ absorbancia inicial da solucéo etandlica de DPPH" e Amistura reacional € @
absorbancia da mistura reacional contendo o radical DPPH" e as concentracOes do acetato de
carvacrila. A concentragdo efetiva (CEso) do acetato de carvacrila necessaria para reduzir a
absorbancia do radical DPPH' em 50% a 517 nm foi determinada. O mesmo procedimento foi

utilizada com o controle positivo Trolox (140 ug) (llustracédo 1).

(/’\‘ T

T""' |

09 1,8 36 7,214,4 0,9 1,8 3,6 7,214,4 517 nm

pg/mL

llustracdo 1. Avaliacdo da capacidade antioxidante do acetato de carvacrila pelo método
DPPH".

pg/mL

Avaliacdo da capacidade antioxidante do acetato de carvacrila pelo método ABTS™

Para a determinacdo da capacidade antioxidante pelo método do ABTS', foi utilizada
a metodologia descrita por Re e colaboradores (1999), com modifica¢Ges. Inicialmente
formou-se o cation radical ABTS™, a partir da reacdo de 5 mL de uma solugdo 7 mM de
ABTS"" com 88 L de uma solugdo 2,45 mM de persulfato de potassio (K2S20s), incubada a
temperatura ambiente e na auséncia de luz por 16 horas. Transcorrido esse tempo, a solugédo

de ABTS™ foi diluida em etanol até obter uma solugdo com absorbéancia de 0,70 (+ 0,05), a
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734 nm. Em ambiente escuro e em temperatura ambiente foi transferida uma aliquota de 40
uL das concentragdes do acetato de carvacrila (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 pg mL™) para tubos de
ensaio com 1960 pL do radical ABTS"". Foi realizada a leitura da absorbancia a temperatura
ambiente no tempo de 6 minutos em um espectrofotdmetro a 734 nm e os resultados foram
expressos como porcentagem de inibicdo da absorbancia da solucdo de ABTS™ pela seguinte
equacéo:
% inibicdo do radical ABTS™ = {(Acontrole — Amistura reacional) X 100} Acontrole

na qual, Acontrole € @ absorbancia inicial da solugdo etandlica de ABTS™ e Awmistura reacional € @
absorbancia da mistura contendo o radical ABTS™ e as concentracfes da acetato do
carvacrila. A concentracdo efetiva (CEso) do acetato de carvacrila necesséria para reduzir a
absorbancia do radical ABTS™ em 50% a 734 nm foi determinada. O mesmo procedimento

foi utilizada com o controle positivo Trolox (140 pg) (llustracéo 2).

Ty ¢ .
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30 min 4
. \ "
Nuuunununq h .UIUIUIU
0,91,8 3,6 7,2 14,4 09 1,8 3,6 7,214,4 734 nm
pg/mL pg/mL

EEVOYO

llustracdo 2. Avaliacdo da capacidade antioxidante do acetato de carvacrila pelo método
ABTS™.

Avaliacao do potencial redutor do acetato de carvacrila
Para a determinacdo do poder redutor do acetato de carvacrila pela reducéo direta do

ferricianeto de potassio (F**) para ferrocianeto de potéssio (F2*), foi utilizada a metodologia
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descrita por Singhal e colaboradores (2011), com modificagdes. Inicialmente, foi preparado
uma mistura reacional contendo vérias concentra¢fes do acetato de carvacrila (0,9, 1,8, 3,6,
54 e 7,2 ug mL™Y), 1 mL de ferricianeto de potassio 1% e 1 mL de tampéo fosfato de sddio
(0,2 M, pH 6,6). O controlo negativo continha todos o0s reagentes, exceto as concentracdes do
acetato de carvacrila.

A mistura reacional foi incubada a 50 °C durante 20 minutos, seguido pela adi¢do de 1
mL de acido tricloroacético 10% para ser centrifugado a 3000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante da mistura reacional foi misturados com 1 ml de &gua destilada e 0,5 mL de
cloreto férrico (FeCls) 0,1%. Finalmente, a absorbancia foi medida a 700 nm contra o branco
que continham apenas tampédo de fosfato e o aumento da absorbéncia demonstra o poder
redutor do acetato de carvacrila. A concentracdo do acetato de carvacrila que proporciona um
aumento de 0,5 de absorbancia (CEsp) foi calculada de acordo com concentracdo de 0,9, 1,8,
3,6, 5,4 e 7,2 ug mLt. O mesmo procedimento experimental foi utilizada com o controle
positivo Trolox (140 pg mL™) (llustracgdo 3).

K3[Fe(CN)6] 1 % FeCl; 0,1%

'y

(50 °C)

Wil .

A A A A

09 1,8 3,6 7,214,4 0918 36 72144 700 nm
pg/mL pg/mL

%”
¢

llustracdo 3. Avaliacdo do potencial redutor do acetato de carvacrila.
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Avaliacdo Genotdxico pelo Ensaio Cometa

Drogas e dosagens

O AC foi preparado em nosso laboratorio como previamente descrito (PIRES et al.,
2013). O AC foi dissolvido em 0,05% de Tween 80 (Sigma Chem. Co. St. Louis, MO, EUA),
dissolvido em solugdo salina 0,9% (veiculo) e administrado por via oral e intraperitoneal nas
doses de 1000 e 2000 mg kg*. Os controles receberam veiculo com o mesmo volume (10

ml/kg) e atraves da mesma via que 0s outros grupos tratados.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss de ambos 0s sexos pesando entre 25-30 g. Todos
0s animais foram mantidos a uma temperatura controlada (26 + 1 °C) e um ciclo de 12 h
claro/escuro. Os animais tiveram livre acesso a agua e comida. Todos os testes foram
realizados em salas silenciosas nas mesmas condicdes referidas acima e isoladas de ruidos
externos. Todos os grupos foram tratados de forma aguda com doses Unicas por um periodo
de 14 dias.

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso
de Animais de Laboratério, do Departamento de Salde e Servicos Humanos dos EUA,
Washington DC, 1985. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo com Animais da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI # 013/2011).

Protocolo experimental

Os ensaios foram realizados 24 e 72 horas ap6s a administracdo, para células do
sangue periférico. No 14° dia de experimento, foi realizada dissecacdo cerebral e retirado o
hipocampo para avaliacdo do dano genotoxico.

Para tanto, foram pipetados 5 pL de células sanguineas (sangue total com heparina)
que foram acrescentados a 95 pL de agarose low melting e colocados sobre laminas
embebidas em gel de agarose e cobertos com laminulas. Para o ensaio com o hipocampo, 0s
animais foram eutanasiados por decapitacdo, os encéfalos rapidamente retirados e 0s
hipocampos dissecados para preparacdo dos homogenatos a 10% em solucdo tampéo fosfato
(pH 7,4). Foram pipetados 5 pL dos homogenatos que foram acrescentados a 95 pL de
agarose low melting e colocados sobre 1dminas embebidas em gel de agarose e cobertos com

laminulas.
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As laminas foram colocadas brevemente na geladeira para evitar que o material seja
perdido ao remover a laminula. Foram feitas 2 1dminas por animal e expostas a solucéo de
lise. Apds 2 horas na solucéo de lise, as laminas foram imersas em um tampédo de pH alcalino
(>13), durante 25 minutos. Este processo permitiu o desenovelamento das cadeias de DNA
através rompimento das estruturas, secundéria e terciaria, presentes no nucleo celular. Apds o
desenovelamento, as laminas foram submetidas a uma corrente elétrica em cuba de
eletroforese, que induziu a migracdo dos fragmentos de DNA no sentido da corrente elétrica,
durante 25 minutos, a 25 volts e a 300 mA. Todas essas etapas foram realizadas sob luz
indireta, fraca para evitar danos adicionais a0 DNA. As laminas foram neutralizadas logo apds
a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5, fixadas, lavadas com agua destilada e secas
over night. Apds hidrata-las durante 5 minutos em agua destilada, foram coradas com solucéo

de prata como descrito por Nadin e colaboradores (2001) (llustracéo 4).
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llustracao 4. Protocolo experimental para o ensaio cometa.
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Os resultados foram expressos em indice de danos (ID) e frequéncia de danos (FD). O ID foi
obtido pela avaliagdo do tipo da cauda, sendo estas classificadas de zero a quatro (50 células
por ldmina em duplicata). Os nucleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem dano), ja
nas células lesadas, 0 DNA migra do nucleo em direcdo ao anodo, durante a eletroforese,
mostrando uma “cauda” de fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa: classes 1

(dano minimo) a 4 (dano méximo) (llustracéo 5).

llustracdo 5. Tipos de danos celulares em Ensaio Cometa (0) sem dano, (1) dano do tipo 1,
(2) dano do tipo 2, (3) dano do tipo 3, (4) dano do tipo 4.

A FD foi calculada de modo arbitrario subtraindo-se de 100 as células com dano

zero, baseada no nimero de células com dano versus aquelas sem danos.

RESULTADOS

Capacidade antioxidante pelo método DPPH®

Para avaliar a capacidade antioxidante in vitro do acetato de carvacrila, a utilizagdo do
radical DPPH" e foi considerada como um procedimento simples e rapido. Os resultados
correspondentes a capacidade antioxidante do acetato de carvacrila em diferentes
concentracdes sdo mostrados na ilustracdo 6. Os valores da capacidade antioxidante frente ao
radical DPPH" nas concentragdes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 pg mL* foram respectivamente de
27,74 £ 0,29, 32,79 + 3,03, 39,70 + 3,16, 46,48 + 2,13 e 53,42 + 0,58%, na qual reduziu de
forma significativa (p<0,05) a concentracdo da solucao de radical DPPH" (sistema). O Trolox
(140 pg mL?) também reduziu o radical DPPH", apresentando 88,37 + 0,5 de capacidade
antioxidante. De acordo com os resultados da capacidade antioxidante, a CEso do acetato de
carvacrila foi de 6,27 pug mL™.
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llustracdo 6. Efeitos do Acetato de carvacrila na inibicdo do radical DPPH". Os valores
representam a média £ E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 3, dos experimentos em
duplicata. O trolox 140 ug/mL foi usado como padréo antioxidante. “ p<0,001 versus controle
(Tween 80 0,05% dissolvido em solucdo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste); # p<0,001 em relagdo ao sistema (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste).

Capacidade antioxidante pelo método ABTS™*

Assim como para o radical DPPH", também foi observada uma reducdo semelhante
para a solucdo de radical ABTS™ (sistema) pelo acetato de carvacrila, na qual, apresentou
capacidade antioxidante de 18,34 + 1,14, 29,92 + 0,72, 34,91 + 1,35, 48,36 + 2,35 € 63,35 +
1,76% para as concentra¢des de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 ug mL, respectivamente. O Trolox
(140 pg mL™?) também reduziu o radical ABTS™ (sistema), apresentando 91,09 + 3,00 de
capacidade antioxidante (llustragdo 7). De acordo com os resultados da capacidade
antioxidante, a CEso do acetato de carvacrila foi de 5,46 ug mL™.
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lustragdo 7. Efeitos do Acetato de carvacrila na inibicdo do radical ABTS™. Os valores
representam a média £ E.P.M. dos valores de inibi¢do in vitro, n = 3, dos experimentos em
duplicata. O trolox 140 ug/mL foi usado como padrdo antioxidante. * p<0,001 versus controle
(Tween 80 0,05% dissolvido em solucdo salina 0,9%) (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls
como post hoc teste);  p<0,001 em relacdo ao sistema (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls

como post hoc teste).

Potencial redutor

Neste método, o composto antioxidante forma um complexo corado com ferrocianeto
de potassio e cloreto ferroso, que é medida em 700 nm. Como representado na llustracéo 8, o
acetato de carvacrila demonstrou um aumento da absorbancia de acordo com o aumento das
concentracgdes, de forma significativa em relacdo ao controle. De acordo com os resultados do

potencial redutor, a CEso do acetato de carvacrila foi de 3,2 ug mL™.
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Ilustracdo 8. Potencial redutor (Fe**/Fe?*) do Acetato de carvacrila. Os valores representam a
média = E.P.M. das absorbancias em 700 nm, n = 3, dos experimentos em duplicata. O trolox
140 ug/mL foi usado como padrédo antioxidante ?p<0,001 em relacdo ao controle (ANOVA e

t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Efeitos Genotdxicos

Os resultados do ensaio cometa referente a genotoxicidade, expressos como indice de
danos (ID) e frequéncia de danos (FD), em células do sangue periférico e hipocampo de
camundongos machos e fémeas tratados com acetato de carvacrila nos tempos de exposi¢do
(24 h e 72 h) e por sexo sdo apresentados na Tabela 2.

O AC nas doses de 1000 e 2000 mg kg induziu um aumento significativo (p<0,05) no
ID e FD em células do sangue periférico e hipocampo de camundongos machos e fémeas
quando comparado com o ACo. Diferencas significativas (p<0,05) no ID e FD também foram
encontradas entre as doses de 1000 e 2000 mg kg, exceto no ID do HC. Quando avaliados o0s
animais tratados com AC em funcdo do sexo, os resultados evidenciam maiores danos
genotoxicos nas fémeas. Os resultados dos animais tratados com 2000 mg kg™ de AC,
avaliados apds 72 horas, mostaram reducdo significativa do ID e FD, em relacdo a avaliacdo
de 24 horas.
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Tabela 2. Efeitos genotdxicos em células do sangue periférico e hipocampo de camundongos machos e fémeas tratados com acetato de carvacrila

por via oral para 14 dias.

Parametros do Ensaio Cometa

Grupos Sexo indice de Danos Frequéncia de Danos

24h 72h HIPOCAMPO 24h 72h HIPOCAMPO

ACO Machos 7,40 + 1,63 7,40 +1,63 8,60 + 1,20 6,80 + 1,20 6,80 + 1,20 8,20 + 1,28

Fémeas 17,20 £ 1,71 17,20+ 1,71 6,80 + 0,96 14,80 £ 1,53 14,80 £ 1,53 5,40 + 1,28
AC1 Machos 86,00 £ 2,512 90,80 + 3,022 70,80 +1,20° 63,00 £ 0,542 66,20 + 1,592 72,00 +1,09°
Fémeas 114,20 + 4,322 109,20 + 5,718 84,20 £ 0,732 78,00 £ 1,182 72,00 £0,89° 84,40+ 0,672
AC2 Machos 135,80 + 8,51*° 122,60 + 4,923P¢ 76,20 + 3,052 82,40 £1,36%° 78,80 +1,24%P¢ 67,60+ 1,36P
Fémeas 148,20 +8,08*° 129,00 +3,96%>¢  98.80 +5,22° 88,60 £2,22%°  81,60+1,07%¢  71,60+1,772P

(?p<0,05, versus 0 ACo; °p<0,05, versus 0 ACy; °p<0,05, 72 versus 24 horas). (ACo) veiculo, (AC1) 1000 mg kg, (AC2) 2000 mg kg™.
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DISCUSSAO

Entre os procedimentos experimentais utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante in vitro de um determinado composto, o0 método que envolve 0 sequestro do
radical livre estdvel DPPH" é um dos mais utilizados por ser rapido e facil de realizar. Neste
método, a capacidade antioxidante é determinada pela analise da diminuicdo da absorbancia
da solucdo de DPPH" a 517 nm em um espectrofotdmetro, na qual o radical DPPH" de cor
purpura é reduzido a forma DPPH, de cor amarela (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY,
2012).

Com base neste principio, o resultado obtido no presente estudo demonstrou que o AC
nas concentracdes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 ug mL™* é um antioxidante natural. Quando os
resultados sdo comparados com o padrdo Trolox, é observado que a capacidade antioxidante
pelo sequestro do radical DPPH" do AC em uma concentracdo 20 vezes menor (7,2 ug mL™)
demonstrou ser bem mais promissor que o Trolox. De acordo com esse método
espectrofotométrico (MUSA et al., 2013), o sequestro do radical DPPH" pelo AC pode ocorrer
pelo mecanismo de transferéncia de atomos de hidrogénio formando moléculas estaveis de
DPPH: (llustracéo 9A, 9B e 9C).

DPPH,

OYO + DPPH*

o]
@]
=}
=~
an
=
Qo

llustracéo 9. Propostas de possiveis mecanismos da agdo antioxidante do AC contra o radical
DPPH".

O AC é um éster monoterpénico semissintético derivado a partir do carvacrol, e em

um estudo realizado recentemente, o carvacrol (5-100 pg mL™) demonstrou capacidade
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antioxidante contra o radical DPPH" com uma CEso de 131.24 ug mL™* (BEENA et al., 2013).
Assim, no presente estudo, o AC com uma CEso de 6,27 pug mL™* demonstrou ser um
composto mais efetivo na remoc¢édo do radical DPPH" quando comparado com os resultados
antioxidantes do seu precursor.

A eliminagdo do cation radical ABTS™ é um método antioxidante convencional,
simples e extensivamente utilizado junto com o radical DPPH" para avaliar a capacidade
antioxidante de um determinado composto (FLOEGEL et al., 2011). Neste método, o radical
ABTS"" de coloracédo azul/verde é produzido por meio da oxidacdo da solucdo de ABTS pelo
persulfato de potassio e a reacdo com um composto antioxidante € monitorada pela
diminuigdo da absorbancia da reagdo a 734 nm (DURMAZ et al., 2012). Similarmente aos
resultados obtidos no método DPPH’, o presente estudo demonstrou que o AC nas
concentracdes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 pg mL* conseguiu atuar na remogao do cation radical
ABTS™.

Como observado na llustracdo 7, a capacidade antioxidante foi dependente da
concentracdo e quando os resultados sdo comparado com o padrdo, o0 AC na concentracdo de
7,2 ug mLt, 20 vezes inferior ao trolox, desmonstrou ser um antioxidante mais eficiente no
sequestro do cation radical ABTS™ que o padrdo. De acordo com esse método
espectrofotométrico, o sequestro do cation radical ABTS™™ pode envolver a transferéncia de
atomos de hidrogénio ou elétrons, formando moléculas estaveis de ABTS™ (llustracdo 10A,
10B e 10C).

ABTS+ 0

ABTS+ 0

ABTS+ 0 0

0 0. +ABTS e+ ————3= \I/
'Y
H :

CH,

llustracdo 10. Propostas de possiveis mecanismos da acdo antioxidante do AC contra o
cation radical ABTS™.
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O potencial redutor do AC foi avaliada pela transformacao do ferricianeto de potassio
(F3") de cor amarela a ferrocianeto de potassio (F?*) de cor verde. Essa mudanca de cor ocorre
por meio da capacidade de transferéncia de elétrons, na qual, serve como um importante
indicador da capacidade antioxidante apresentado pela AC, como demonstrado anteriormente
pela remocdo dos radicais livres organicos DPPH" e ABTS™". Processos como eliminagéo de
radicais livres e/ou inibicdo da peroxidacéo lipidica é mediada pela reacdo redox e de acordo
com os resultados demonstrado na llustracdo 8, o AC apresentou um potencial redutor de
acordo com o aumento da concentragio com o valor da CEsode 3,2 ug mL™,

Radicais livres como especies reativas derivadas do oxigénio e nitrogénio sédo
frequentemente produzidas in vivo e 0 DNA € o alvo mais importante do estresse oxidativo.
Lesdes oxidativas ao DNA representam um biomarcador preditivo para monitorar o risco de
desenvolvimento de diversas doencas. Assim, avaliacbes da capacidade antioxidante
juntamente com a genotoxica, representam um passo importante para caracterizacao
toxicoldgica de uma droga (COLLINS, 2014).

Atualmente um crescente foco de pesquisas estd sendo direcionado a seguranca de
produtos naturais (KELBER et al., 2012). Este foco é justificado pela imensa quantidade de
compostos naturais que podem ser extraidos de plantas, além das indmeras acdes
farmacoldgicas que podem ser elucidadas a partir destes. Recentemente, estudos realizados
demonstraram que o monoterpeno AC tem apresentado atividade anti-inflamatéria e
antinociceptiva (DAMASCENO et al.,, 2014) e ansiolitica (PIRES et al., 2013) em
camundongos. Diante disso, o presente estudo, foi performado para analise do potencial
genotoxico in vivo do AC utilizando o ensaio cometa. Este ensaio € recomendado por
agéncias reguladoras em todo o mundo como parte de verificacdo de seguranca de uma
possivel aplicabilidade de uma droga como farmaco (WU et al., 2010; OUEDRAOGO et al.,
2013).

Nesse sentido, os resultados deste estudo revelaram danos ao DNA pelo aumento de
forma significativa no ID e FD em células do sangue periférico e hipocampo de camundongos
machos e fémeas tratados com AC, principalmente na concentracdo de 2000 mg kg apds 24h
do tratamento. O ID e FD foram atenuadas apds 72 h do tratamento, indicando a reparacao de
danos ao DNA.

Em estudo realizado por Nikoli¢ e colaboradores (2011), os resultados obtidos com o
teste do cometa em células Vero mostraram que as concentracbes mais elevadas de

monoterpenos (canfora, eucaliptol e tujona) pode induzir lesdes do DNA. No entanto, baixas
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concentragdes desses monoterpenos podem estimular processos de reparo no DNA. Em
adicdo, estudos genotoxicos realizados com o carvacrol, precursor do AC, pelo ensaio cometa
em células V79 demonstraram que esse composto em concentracfes acima de 25 UM pode
induzir quebras de cadeia de DNA (UNDEGER et al., 2009). Assim, é razoavel sugerir que o
AC em doses moderadas é um composto seguro, ja que as doses definidas para o ensaio
cometa sdo para avaliar padrGes de toxicidade. Em adicdo, as células dos camundongos
tratados com AC apresentaram capacidade em reparar 0 dano. Dessa forma, outros desenhos
experimentais para avaliacdo genotoxica, incluindo doses reduzidas, sdo necessarios para

melhor confirmar os achados no presente estudo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o AC apresenta capacidade
antioxidante em modelos experimentais in vitro e que em doses a partir de 1000 mg kg™ pode
induzir danos ao DNA em células do sangue periférico e hipocampo de camundongos machos
e fémeas pelo ensaio cometa. Para uma melhor confirmacdo desses resultados, estudos

posteriores devem serem realizados para caracterizar melhor o efeitos genotédxico do AC.
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RESUMO
“APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE”

A presente invencdo diz respeito as aplicacbes farmacéuticas do acetato de carvacrol em
produtos farmacéuticos como agente anti-helmintico. Mais especificamente, a presente
invencado refere-se ao potencial contra a fase adulta do Schistosoma mansoni e sua utilizagéo
na formulacdo de produtos farmacéuticos em diferentes formas farmacéuticas para prevencao
e/ou tratamento de parasitoses devido a presenca de ovos em tecidos e/ou Orgaos,
principalmente esquistossomose, bem como de outras patologias relacionadas com o trato
digestorio. Dentre os beneficios de se obter um novo fitomedicamento dotado de maior
afinidade para o tratamento da esquistossomose, esta a menor ocorréncia de efeitos colaterais
e reacOes adversas ao tratamento. Portanto, formulagbes farmacéuticas contendo como
principio ativo acetato de carvacrol e/ou seus derivados tém alto potencial para o tratamento
da esquistossomose com aplicacdo terapéutica para a satde humana e/ou animal.
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REIVINDICACOES
1. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto

natural, caracterizado por sua acdo anti-helmintica contra o Schistosoma mansoni.

2. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto natural
da reivindicacéo 1, caracterizado por serem obtidas na forma seca, semissélida e/ou liquida.

3. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto natural
das Reivindicagdes 1 e 2, caracterizado por serem obtidas por meio de qualquer solvente ou

solucdo extrativa, independente das proporcdes entre 0s solventes.

4. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto natural
das Reivindicacbes 1, 2 e 3, caracterizado por serem obtidas por meio de qualquer técnica

e/ou processo de sintese.

5. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto natural
da Reivindicacdo 2, caracterizado por serem obtidas na forma seca, por meio do processo de
secagem do produto sintético por meio de qualquer processo viavel de secagem do diterpeno e

gue possua ou ndo qualquer excipiente sélido como carreador.

6. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULAGCOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto natural
da Reivindicagdo 1, caracterizado por serem veiculadas em qualquer apresentacdo
farmacéutica, esteja esta na forma de produtos farmacéuticos soélidos, semi-sélidos e/ou
liquidos, estéreis ou ndo, independente da via de administracdo, posologia, concentracdo do
produto sintético na formulacdo e forma de liberacdo dos ativos (liberacdo imediata, liberacdo
controlada, e outros).

7. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULAGCOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto
farmacéutico da Reivindicacdo 7, caracterizado por apresentarem a agdo farmacoldgica de

interesse quando isolado ou quando associado a qualquer outro farmaco (sintético,
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semissintético,  fitofarmaco, mineral, biol6gico, biotecnoldgico, fitoterdpico ou

fitomedicamento) que potencialize a acdo anti-helmintica do mesmo.

8. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto
farmacéutico da Reivindicagdo 7, caracterizado por serem obtidas para uso veterinario e/ou

humano.

9. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM FORMULACOES
FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA ESQUISTOSSOMOSE” produto
farmacéutico da Reivindicagdo 9, caracterizado por serem obtidas para uso humano, e que
pode ser destinado a administracdo pediatrica, adulta ou geriatrica.

10. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA
ESQUISTOSSOMOSE” produto natural da reivindicagdo 1, caracterizado por produzirem
efeito antiparasitario.

11. “APLICACOES DO ACETATO DE CARVACROL EM
FORMULACOES FARMACEUTICAS PARA O TRATAMENTO DA
ESQUISTOSSOMOSE” produto farmacéutico da Reivindicagdo 8, caracterizado por serem
utilizadas no tratamento da esquistossomose, bem como outras de parasitoses devido a
presenca de ovos em tecidos e/ou 6rgdos, principalmente no tecido hepatico nas quais as
atividade contra os estagios de infec¢do (fase aguda e a fase crébnica com comprometimento

hepatoesplénico), responda pela fisiopatologia inerente.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na prospeccéo tecnoldgica realizada, um artigo cientifico foi encontrado e nao foram
encontrados pedidos de depdsitos de patentes em nenhuma das bases pesquisadas. Nossa
investigacdo revela a importancia do monitoramento tecnoldégico mundial de um produto
natural derivado, para o direcionamento racional da pesquisa em DNs.

O acetato de carvacrila mostrou seguranca pré-clinica para os animais tratados por via
oral. A toxicidade aguda calculada da administracdo intraperitoneal com acetato de carvacrila
revelou uma DLso de 1542,21 mg kg*. Os resultados evidenciaram que o acetato de carvacrila
ndo produziu significativas alteracbes hematoldgicas e bioquimicas em camundongos adultos
de ambos os sexos. O acetato de carvacrila ndo interferiu na atividade psicomotora dos
animais.

O acetato de carvacrila possui atividade antioxidante in vitro e demonstrou efeito
genotdxico em células do sangue periférico e hipocampo de camundongos tratados de forma
aguda.

Formulagdes farmacéuticas contendo como principio ativo acetato de carvacrol e/ou
seus derivados tém alto potencial para o tratamento da esquistossomose com aplicagéo
terapéutica para a saide humana e/ou animal. Diante disso, foi realizado o depdsito do pedido
de patente requerida junto ao INPI — Instituto Nacional da Propriedade Industrial.
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Hesumao

As doengas negligenciadas (DNz) sdo endémicas e atingem a Africa, Asia e Américas, e padem
causar @ marie de um milhdo de pessoas por awo. Amalmente ha limitagies no tratamento das
diversas DNs, principalmente na que se refere a resisténcia aos medicamentos existentes. Destarte,
o acefats de carvacrelils  constinei wma  droga  petencial, com  comprovada alividade
esguisiossomicida e gue pade eolaborar com a erradicagdo das DNs. O objetivo do presente estudo
foi realizar uma prospecedo fecnolegica das aplicacdes indusiriais do acetato de carvacolila em
DNz, analisando a participagdo dos paises nos depdsitos de pedido de patente em bases nacionais
€ intemacionais aié o momenia, Para isso, a prospecgda foi realizada no Banco Europen de
Patentes, no banco da Ovganizagdo Mundial de Propriedade Intelectual, no Banco Americano de
Marcas e Patentes € no bance de dadas do Instirto Nacional de Propriedade Industrial do Brasil.
s achados contribwem parg um crescente investimento em pesguisa com o acelain de carvacrolila
no desenmvolvimento de medicamentos eficazes, seguros e que permitam acesso gs camadas com

veimerabilidade social
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