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GOMES, S.B. Desenvolvimento de nanoformulacdo a partir do monoterpeno
mirtenol e aplicacdo pré-clinica em modelos de inflamagéo. 2018, 124p. Tese de
Doutorado. Programa de Po6s-Graduacdo em Biotecnologia pela Rede Nordeste de
Biotecnologia — RENORBIO, Ponto Focal UFPI. Orientadora: Profa. Dra. Rita de Céassia
Meneses Oliveira.

RESUMO

A inflamacéo é um processo fisiol6gico em resposta a uma agressédo cujo papel € restaurar
a homeostase do tecido vivo, mas a inflamacdo descontrolada ou ndo resolvida pode
causar danos teciduais e contribuir para a patogénese de doencas inflamatdrias cronicas,
como artrite. A literatura reporta o efeito anti-inflamatdrio de monoterpenos oriundos de
oOleos essenciais. O mirtenol (2-Pinen-10-ol; Pin-2-eno-10-ol; 6,6-Dimetilbiciclo (3.1.1)
hept-2-eno-2-metanol) € um monoterpeno extraido do Oleo essencial de plantas
aromaticas com atividades farmacoldgicas comprovadas, como ansiolitica,
gastroprotetora e anti-inflamatéria aguda. O presente estudo investigou a atividade anti-
inflamatdria do mirtenol e da nanoformulacéo desenvolvida a partir deste monoterpeno.
A atividade anti-inflamatéria do mirtenol livre foi avaliada quanto a migracdo de
leucdcitos e liberacdo de radicais livres. A nanoformulacdo foi obtida pelo protocolo de
Temperatura de Inversdo de Fases e, em seguida, determinou-se o tamanho da
nanoparticula, indice de polidispersdo e potencial hidrogenidnico. A citotoxicidade da
nanoformulacdo foi avaliada por meio do teste de viabilidade celular em macréfagos
murinos, assim como a toxicidade oral aguda. Para a investigacdo dos efeitos anti-
inflamatorios e estudo dos mecanismos de acdo, foram realizados os testes de edema de
pata induzido por carragenina, peritonite induzida por carragenina, contagem total e
diferencial de leucdcitos, niveis de mieloperoxidase, citocinas, malondialdeido,
glutationa, no exsudato peritoneal e, por fim edema articular e incapacitacdo articular
induzidas por Adjuvante Completo de Freund’s, em ratos. A nanoformulag&o do mirtenol
foi obtida nas doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg e suas particulas apresentam tamanhos em
escala nanométrica menores que 40 nm e baixo indice de polidispersdo, indicativos de
boa estabilidade da emulsdo. Os resultados mostraram que o mirtenol reduziu a migracao
de leucdcitos para o foco inflamatorio e modulou o estresse oxidativo. Os testes de
viabilidade em macréfagos indicaram baixa citotoxicidade da nanoformulacdo do
mirtenol e ndo foi evidenciado toxicidade oral aguda. O pré-tratamento dos animais com
a nanoformulacdo do mirtenol reduziu de forma significativa o edema de pata induzido
por carragenina, apresentando resultados superiores aos dos animais pré-tratados com o
mirtenol. Somado a isso, a nanoformulacdo reduziu a contagem de leucdcitos totais,
mondcitos e neutrofilos, além de reduzir os niveis de mieloperoxidase e citocinas pro-
inflamatdrias, mas ndo os niveis de malondialdeido; houve diferenca estatisticamente
significativa em relacdo aos niveis de glutationa quando comparados ao grupo controle.
A nanoformulacdo também foi eficaz na reducdo do edema articular e do tempo de
elevacdo da pata em modelo de artrite cronica induzida por Adjuvante Completo de
Freund’s. Através desses resultados, pode-se concluir que a nanoformulag¢do do mirtenol
apresenta potencial efeito anti-inflamatorio em modelos agudo e crénico. Os ensaios
preliminares mostram que o mirtenol possui efeito anti-inflamatério pela modulacéo de
migracdo e adesdo leucocitaria e a preparacdo da nanoemulsdo do mirtenol também
possui atividade anti-inflamatoria.

Palavras-chave: Nanoformulacdo; monoterpeno; artrite



GOMES, S.B. Development of nanoformulation from monoterpene mirtenol and
preclinical application in chronic inflammation models. 2018, 124p. Thesis, PhD
Program in Biotechnology, RENORBIO, Focal Point UFPI. Doctoral supervisor: Profa.
Dra. Rita de Céssia Meneses Oliveira.

ABSTRACT

Inflammation is a physiological process in response to an aggression whose role is to
restore homeostasis of living tissue, but uncontrolled or unresolved inflammation can
cause tissue damage and contribute to the pathogenesis of chronic inflammatory diseases
such as arthritis. The literature reports the anti-inflammatory effect of monoterpenes from
essential oils. (2-Pinen-10-ol; Pin-2-ene-10-ol; 6,6-Dimethylbicyclo (3.1.1) hept-2-ene-
2-methanol) is a monoterpene extracted from plant essential oil with proven
pharmacological activities such as anxiolytic, gastroprotective and acute anti-
inflammatory. The present study investigated the anti-inflammatory activity of mirtenol
and nanoformulation developed from this monoterpene. The anti-inflammatory activity
of free mirtenol was evaluated for leukocyte migration and free radical release. The
nanoformulation was obtained by the protocol of Phase Inversion Temperature and then
the nanoparticle size, polydispersity index and hydrogenation potential were determined.
The cytotoxicity of nanoformulation was evaluated by the cell viability test in murine
macrophages, as well as acute oral toxicity. Carrageenan-induced paw edema,
carrageenan-induced peritonitis, total and differential leukocyte counts, myeloperoxidase
levels, cytokines, malondialdehyde, glutathione, and the like were investigated for the
anti-inflammatory effects and study of the mechanisms of action. peritoneal exudate and,
finally, joint edema and articular incapacitation induced by Freund's Complete Adjuvant
in rats. The nanoformulation of mirtenol was obtained at the doses of 12.5, 25 and 50 mg
/ kg and its particles have sizes at nanometer scale smaller than 40 nm and low index of
polydispersion, indicative of good emulsion stability. The results showed that mirtenol
reduced the migration of leukocytes to the inflammatory focus and modulated the
oxidative stress. Macrophages viability tests indicated low cytotoxicity of mirtenol
nanoformulation and no acute oral toxicity was evidenced. Pretreatment of the animals
with the nanoformulation of mirtenol significantly reduced carrageenan-induced paw
edema, presenting better results than the animals pretreated with mirtenol. In addition,
nanoformulation reduced total leukocyte, monocyte and neutrophil counts, and reduced
levels of myeloperoxidase and proinflammatory cytokines, but not malondialdehyde
levels; there was a statistically significant difference in relation to glutathione levels when
compared to the control group. Nanoforming was also effective in reducing joint edema
and paw elevation time in the chronic arthritis model induced by Freund's Complete
Adjuvant. Through these results, it can be concluded that the nanoformulation of mirtenol
presents potential anti-inflammatory effect in acute and chronic models. Preliminary tests
show that mirthenol has an anti-inflammatory effect through the modulation of leukocyte
adhesion and migration, and the preparation of mirtazolan nanoemulsion also has anti-
inflammatory activity.

Keywords: Nanoformulation; monoterpene; arthritis
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo uma valiosa fonte de compostos que, inclusive,
compdem medicamentos administrados atualmente, mostrando que os produtos naturais
desempenham um papel vital na cura de doencas (LIN, HSU e LIN, 2014). Uma das
principais vantagens do uso de produtos naturais a partir de extratos vegetais é seu baixo
custo, sem necessidade de sintese quimica. Esse modo de producdo pode levar a
tratamentos menos dispendiosos, disponiveis para populacfes de paises de baixa renda
(YOUSAF et al., 2018).

E possivel encontrar na literatura trabalhos que mostram efeitos de substancias
isoladas de vegetais com boa atividade anti-inflamatoria. Estes constituintes podem ser
encontrados nos 6leos essenciais, muito comuns em plantas (WERZ et al., 2007). Os 6leos
essenciais sdo caracterizados quimicamente como misturas complexas de compostos de
baixo peso molecular, sendo alguns altamente volateis, capazes de gerar sabores e/ou
aromas; fisicamente, em sua maioria, se apresentam no estado liquido a temperatura
ambiente, com aspecto incolor ou claro. Os terpenodides sdo 0s constituintes mais
abundantes dos 6leos essenciais estdo presentes quer como hemiterpenos, monoterpenos,
ou sesquiterpenos e como os seus derivados. Os monoterpenos sdo 0s constituintes mais
representativos dos 6leos essenciais, constituindo 90% dos mesmos e permitindo uma
grande variedade de estruturas, além de possuirem atividades farmacol6gicas descritas,
como analgeésica, anti-inflamatoria, antidepressiva e anticonvulsivante dentre outras
(TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007; BAKKALLI, et. al. 2008).

O (-)-mirtenol é um monoterpeno, alcool biciclico presente nos 6leos essenciais
de numerosas espécies de plantas medicinais, incluindo as das familias Crassulaceae
(Rhodiola rosea L.), Paeoniaceae (Paeonia lactiflora Pall.) (NGAN et al., 2012),
Cyperaceae (Cyperus rotundus L.) e Myrtaceae (Myrtus communis L. e Eucaliptus
citriodora Hook.). Na medicina popular, 6leos das plantas contendo mirtenol sdo usados
tradicionalmente para aliviar sintomas de ansiedade, dores gastrintestinais, infeccéo e
inflamacdo (BHATIA et al., 2008; LAWAL e OYEDEJI, 2009; EVSTATIEVA et al.,
2010; PREVIEIRO et al, 2010; CANO-RAMIREZ et al.,2012).

Devido sua implicagdo em quase todas as doengas humanas e animais, a
inflamacdo se tornou o foco de pesquisas cientificas em quase todo 0 mundo e, além disso,
os efeitos adversos dos anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) exigiu a procura de

novos farmacos com efeitos colaterais minimos. O mirtenol torna-se um aliado em
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potencial, visto que este monoterpeno encontra-se na composicao de 0leos essenciais de
diversas plantas que ja tiveram atividade anti-inflamatéria comprovada (SILVA et al.,
2014).

Hoje em dia, os recentes desenvolvimentos alcancados pela nanotecnologia estao
sendo considerados em varias areas de pesquisa, uma vez que a manipulacdo da matéria
em escala nanométrica oferece inimeras oportunidades. Com o crescente avanco da
nanotecnologia em aplicacdes biomédicas, o uso de nanomateriais como biomateriais tem
recebido atencdo considerdvel em ambos os desenvolvimentos fundamentais e
tecnoldgicos devido a sua alta superficie em relacdo ao volume e as suas interacbes com
a matéria bioldgica serem qualitativamente diferentes dos que ocorrem entre 0s objetos
macro-escala (BAWARSKI, et al., 2008; SAUNDERS et al., 2009; SAHOO, 2003;
WILKINSON, 2003). Assim, 0s nanomateriais ja sdo ferramentas atraentes em uma
variedade de aplicacdes bioldgicas e médicas (SPERLING, et al., 2008).

A literatura mostra que as nanoparticulas, devido ao seu tamanho podem atingir a
superficie de alvos intra-articulares. Outros nanosistemas como nanoprodrogas polimero,
micelas, nanocapsulas e nanoparticulas de silica também foram desenvolvidos para a
terapia da artrite. Estes estudos demonstraram que as abordagens nanomedicinais podem
proporcionar uma eficacia e reduzir os efeitos colaterais e alcancar de forma seletiva os
sitios de destino, enquanto diminui a liberacdo da droga em tecidos normais ou 6rgdos
em doencas como artrite (BERNARDI et al, 2009; LEE et al, 2009; SIMOVIC et al, 2010;
ZHANG et al, 2006, 2007, 2008; CHE et al, 2012).

Estudos preliminares com o monoterpeno mirtenol mostraram bons resultados na
supressdo da inflamacdo aguda (SILVA et al., 2014). Considerando esses efeitos e as
vantagens das nanoemuls@es e que a estrutura da substancia em anélise se assemelha a do
monoterpeno com atividade anti-inflamatoria comprovada, a justificativa desta proposta
se baseia na obtencdo de maiores informacdes sobre as propriedades farmacoldgicas do
mirtenol e de uma nanoformulacgéo feita a partir do mirtenol, visando principalmente a

utilizacdo de modelos experimentais de inflamacao aguda e crénica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Investigar o potencial anti-inflamatério do mirtenol livre da nanoformulacdo do mirtenol

(NFM) em modelos de inflamag&o aguda e cronica

2.2 Objetivos Especificos:

Investigar a acdo do mirtenol livre em modelos de inflamacdo e incapacitagédo

articular;

Avaliar os mecanismos de agéo do mirtenol livre em modelos de inflamagdo aguda

e cronica;

Obter uma nanoformulacéo a partir do monoterpeno mirtenol;

Definir as principais caracteristicas da NFM;

Averiguar os principais mecanismos de acdo da NFM em modelos de inflamacéo;

Avaliar o efeito anti-inflamatério crénico da NFM em modelo de artrite cronica

induzida por Adjuvante Completo de Freund (ACF) em ratas;

Estudar o efeito da NFM sobre a incapacitacdo articular induzida por Adjuvante de

Freund em ratas;
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CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA CIENTIFICA
1 Inflamacgéo

A inflamacéo é um processo em resposta a infeccdo, lesdo ou irritacdo que tem como
papel principal restaurar a homeostase do tecido vivo. No entanto, a inflamacédo descontrolada
ou ndo resolvida pode causar danos teciduais e contribuir para a patogénese de doengas
inflamatdrias e auto-imunes cronicas, como artrite (SOUSA et al, 2013; WANG et al., 2013;
DEVI et al., 2015).

As referéncias sobre inflamacdo remontam do primeiro século D.C quando Cornelius
Celsus descreveu os quatro sinais cardinais da inflamac&o: rubor et tumor cum calore et dolore
(vermelhiddo e edema com calor e dor) (MEDZHITQOV, 2010). O quinto sinal clinico, que é a
perda da funcédo (functio laesa), sé foi descrito por Virchow no final do século XVIII (ZHOU
et al., 2007). Os sinais cardinais da inflamacao sdo resultado da vasodilatacdo (calor e rubor),
do acimulo de leucdcitos e do extravasamento de fluido intersticial (tumor ou edema), ocorre
também a estimulacdo das terminagdes nervosas por mediadores (dor) e por Gltimo sobrevém a
inibicdo do reflexo muscular e rompimento da estrutura do tecido (perda da funcdo) (ALLER
et al., 2006).

A inflamacg&o é um fenbmeno complexo que envolve o recrutamento de células imunes
em resposta a estimulos nocivos como medida de protecdo pelo organismo. O processo de
recrutamento é alcancado por uma ampla variedade de citocinas liberadas por células imunes
residentes que podem ser pré ou anti-inflamatdrias. A inflamacdo comec¢a como uma resposta
aguda voltada para a depuracdo de estimulos, bem como mediadores, em um esfor¢o para
restaurar a funcdo normal. Os mediadores inflamatorios envolvidos em uma resposta aguda séo
frequentemente de curta duragdo, levando a resolucdo da inflamacdo quando os estimulos sdo
eliminados (COTRAN et al., 2015). Como tal, a inflamacéo é central para uma variedade de
manifestacdes patologicas que resultam em uma colecdo de processos bioldgicos complexos e
ndo lineares envolvidos na resposta de um organismo a estimulos (VODOVOTZ et al., 2010).
O gerenciamento desses processos com drogas anti-inflamatorias é uma parte importante da
pratica médica (ANDA-JAUREGUI et al, 2018).

Para gque haja uma resposta inflamatoria é necessaria a liberagdo de acido araquidonico
(AA) a partir de fosfolipidios de membrana por meio da enzima fosfolipase A2 que pode ser
ativada por diversos estimulos (KUMMER; COELHO, 2004). O &cido araquidonico é o
principal precursor na biossintese de eicosanoides (ZARGHI; ARFAEI, 2011; GEORGE et al.,
2014; MEIRER et al., 2014). As cicloxigenases convertem o &cido araquidénico em

prostaglandina H2 (PGH2) que, por sua vez, é transformada em uma série de produtos finais
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como prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas (PELLETIER et al., 2003). As
lipoxigenases catalisam a formacéo de acidos hidroxieicosatetraendicos do acido araquidénico
(5-HPETE), levando a formacao de leucotrienos e outros compostos biologicamente ativos
(FREIRE; VAN DYKE, 2013).

O processo inflamatdério pode ser mediado por efetores celulares (macréfagos,
neutrdfilos, linfocitos) e quimicos (citocinas, quimiocinas, prostandides, lipoxinas, oxido
nitrico) que somam-se a fim de eliminar o agente agressor (WHITE, 1999). Neste sentido,
observa-se que ha participacdo de uma fase celular, caracterizada pelo reconhecimento de
padrées moleculares associados ao patogeno (PAMP), padrdes moleculares associados ao dano
(DAMP) e recrutamento celular, e uma fase vascular, formadora de edema e ruborizagédo
(COLGAN; CAMPBELL; KOMINSKY, 2016). A inducdo do processo inflamatério pelos
PAMPs esta relacionada a resposta imune inata e consequente inflamagdo em resposta a lesao
de origem bioldgica; ja os DAMPs consistem em moléculas proprias do tecido e que, no geral,
tém sua existéncia restrita ao meio intracelular mas que séo liberadas mediante lesdo fisica ou
qguimica como acidos nucléicos e determinadas proteinas como 0 HMGB1 (proteinas de alta
mobilidade do grupo B1) (BROGGI; GRANUCCI, 2015).

O reconhecimento inicial de um atigeno no processo inflamatorio é mediado por
macrofagos e mastdcitos residuais de tecido, levando a produgdo de uma variedade de
mediadores inflamatorios, incluindo quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e
produtos de cascatas proteoliticas (Figura 1). O efeito principal e mais imediato desses
mediadores é provocar um exsudato inflamatério localmente: as proteinas plasmaéticas e 0s
leucdcitos (principalmente os neutréfilos) que normalmente sdo restritos aos vasos sanguineos
agora obtém acesso, através das vénulas pos-capilares, aos tecidos extravasculares no local de
infeccdo ou lesdo (MEDZHITQOV, 2008).

Os eventos vasculares da resposta inflamatoria envolvem circulacdo, infiltracdo
inflamatéria e recrutamento de células imunitarias inflamatérias (neutréfilos, linfécitos,
monocitos, macrofagos) e constitutivas de tecidos vasculares (de muasculo liso, células
endoteliais e fibroblastos). Esta interagdo celular produz mediadores inflamatdrios tais como as
citocinas, por exemplo, interleucinas e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, bem conhecidos
por ativar a producdo de prostaglandinas E2 (PGE2) (BISHOP-BAILEY; MITCHELL,;
WARNER, 2006).

O endotélio ativado dos vasos sanguineos permite o extravasamento seletivo de

neutréfilos enquanto evita a saida de eritrocitos. Quando atingem o local do tecido aflito, os
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neutrdfilos tornam-se ativados, seja por contato direto com agentes patogénicos ou atraves das
acOes das citocinas segregadas por células residentes nos tecidos (MEDZHITOV, 2008).

Os neutrofilos tentam eliminar os agentes invasores liberando os teores toxicos de seus
granulos, que incluem espécies reativas de oxigénio e espécies reativas do nitrogénio. Esses
efetores altamente tdxicos ndo discriminam entre alvos microbianos e hospedeiros, provocando
dano colateral aos tecidos (NATHAN, 2002; NATHAN, 2006).

Quando, no entanto, por motivos constitucionais e ambientais tais como macréfagos
ineficientes, producdo inadequada de mediadores inflamatorios, resposta inflamatéria
subnormal ou excessiva ou persisténcia do estimulo lesivo, ocorre uma falha da resolucédo do
processo inflamatdrio, inicia-se a fase cronica da inflamacéo; assim a transic¢ao da inflamacéo
aguda para a cronica ocorre quando ndo ha uma resolucéo da resposta inflamatoria aguda devido
a persisténcia do agente nocivo ou hd alguma interferéncia com o processo normal da
cicatrizacdo originando um quadro de inflamacéo cronica (CONTRAN; KUMAR; COLLINS,
2006; LAWRENCE; GILROY, 2007; NATHAN; DING, 2010).
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Figura 1- Desenvolvimento do processo inflamatorio

Mastocito

Sl SRR e

(1) Ativagdo dos mastocitos e macrofagos pelo antigeno; (2) Degranulagéo e liberacdo de mediadores pré-
formados; (3) Atuacdo da histamina, serotonina, prostaglandina E2 (PGE?2), fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina 6 (IL-6) sobre o endotélio; (4) Rolamento, adesdo e migracédo de leucdcitos para o tecido inflamado
a partir das integrinas, selectinas e seus ligantes; (5) Edema tecidual devido o extravasamento de proteinas e
liquidos plasmaticos; (6) Quimiotaxia de neutréfilos induzida pela IL-8 dos macrofagos e mastocitos; (7)
Liberagdo do contetido dos granulos dos neutréfilos, seguida de fagocitagao.

(LIMA-FILHO, 2017)
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2 Inflamagéo cronica

A inflamag&o cronica desempenha um papel central na patogénese de varios disturbios,
como artrite reumatoide, cancer, diabetes, obesidade, complicacfes cardiovasculares etc., seu
impacto e papel na patogénese podem variar de doenca para doenca (KOTAS; MEDZHITOV,
2015). A consequéncia deste evento inflamatorio é o aumento da producdo de quimiocinas e
citocinas inflamatdrias e a alteracdo sistema imune adaptativo, que impulsiona mudangas
fisiopatoldgicas em Orgaos e tecidos, o0 que, por sua vez, acelera os resultados adversos da satde
e o status de doencas cronicas (WALSTON; HOPKINS, 2017). A inflamacdo cronica surge
devido a falhas na resolucéo do processo inflamatorio agudo (MURAKAMI; HIRANO, 2012).
Uma vez que a resposta inflamatoria aguda ndo consegue eliminar o patégeno, o processo
inflamatdrio persiste, adquirindo novas caracteristicas, no qual o infiltrado de neutréfilos é
substituido por macréfagos e, no caso de infecgdo, também por células T. Se o efeito combinado
dessas células ainda é insuficiente, ocorre um estado inflamatdrio cronico, envolvendo a
formacdo de granulomas e tecidos linfoides terciarios (KUMAR et al, 2003; DRAYTON et al,
2006).

A mudanca no perfil celular parece estar diretamente relacionada a producdo de
interleucina 6 (IL-6). Alguns estudos mostram que a IL-6 e IL-8 estimulam em ceélulas
endoteliais a producdo da proteina quimioatraente de mondcitos do tipo 1 (MCP-1) e a
expressdo de moléculas de adesdo. Sabe-se ainda que a exposicdo de neutrofilos também
contribui para a liberacdo de MCP-1 e isso favorece a quimiotaxia e migracdo de células
mononucleadas principalmente mondcitos (GABAY, 2006). A partir de entdo, os mondcitos
sdo responsaveis pela producdo do fator pré-mitogénico M-CSF (fator estimulador de col6nia
de macrofagos) que induz sua diferenciagdo em macrofagos, induzindo assim a proliferacéo
celular (LIBBY, 2007). Nesse processo, ocorre também o remodelamento da matriz
extracelular mediada principalmente por fibroblastos, morte ou proliferacdo celular
caracterizada ora por regides de tecido evanescente ora necrotico, e angiogénese culminando
com a diminuicéo da fungéo do tecido (FERRERO-MILLANI et al, 2006).

A falha nos processos de resolugéo da inflamacé&o e inicio do reparo tecidual propiciam
0 aumento da les&o tecidual pela formacédo de tecido de granulacdo e acimulo de células com
capacidade secretoria (enzimas e radicais livres), que por sua vez retroalimentam positivamente
a inflamacdo local (NATHAN; DING, 2010).
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A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria sistémica, cronica, auto-imune
que prejudica as articulagdes periféricas, os ligamentos e os tenddes, levando a deformidade e
destruicdo das articulacbes, bem como a deficiéncia fisica (KUMAR et al, 2016).

Além da destruicdo das articulacOes, a artrite reumatoide pode levar a dor crbnica e
perda de funcdo (SCOTT; WOLFE, 2010). Embora a dor induzida pela AR exija um impacto
significativo na sociedade em termos de qualidade de vida e incapacidades funcionais, 0s
mecanismos subjacentes a dor artritica ndo sdo completamente compreendidos.

Uma das principais razdes pelas quais o tratamento da dor artritica continua a ser um
problema de salde € que os analgésicos atuais estdo altamente associados a efeitos indesejaveis
graves, que sdo parcialmente derivados do uso a longo prazo e administracdo sistémica
(TRAGULPIANKIT et al, 2012; CHOY et al, 2005).

3 Tratamentos farmacoldgicos da inflamacéo

A terapia medicamentosa é o regime mais importante e eficaz para promover o alivio da
dor, reestabelecer o aumento da funcdo do tecido afetado e inibir a inflamacdo em doencas
inflamatdrias agudas ou crdnicas, como artrite, sendo clinicamente tratadas, em especial, por
anti-inflamatorios esteroides, como a dexametasona, ou ndo esteroides (AINES), como o
ibuprofeno (ABRAMSON; YAZICI, 2006; GERWIN et al.,, 2006; STEINMEYER;
KONTTINEN, 2006; GUO et al., 2012).

Essas classes de farmacos tém sido utilizadas com sucesso para alivio da dor, inflamacéo
e febre por milhdes de pacientes ao redor do mundo (VONKEMAN; VAN DE LAR, 2010). Os
AINEs e corticosteroides sdo utilizados para tratar distarbios inflamatérios, entretanto, a
utilizacdo desses farmacos causa uma série de efeitos indesejaveis tais como Ulceras gastricas,
dispepsia, sangramentos gastrintestinais e complicacGes cardiovasculares (GILROY et al, 2004;
GAUTAM; JACHAK, 2009; DINARELLO, 2010).

Os AINEs estdo entre os medicamentos mais frequentemente prescritos, devido a sua
elevada eficécia no tratamento da dor, febre, inflamacéo e doencas reumaticas (BLANDIZZI et
al.,2009). O seu mecanismo de agdo ocorre pela inibi¢do da sintese de prostaglandinas a partir
do acido araquidénico (AA) por meio da inibicdo da atividade da cicloxigenase-1 e 2 (COX-1
e -2). A COX-1 esta presente e expressa constitutivamente na maioria dos tecidos, ao passo que
a expressao de COX-2 é geralmente transiente e pode ser rapidamente induzida por citocinas,
lipopolissacarideo (LPS), acetato miristato de forbol (PMA), ou fatores de crescimento
(SMITH; DEWITT; GARAVITO, 2000; TANABE; TOHNAI, 2002).
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A inibicdo da COX e consequente diminuigéo da concentragéo de prostaglandinas (PGSs)
culminam com o aumento da susceptibilidade a lesdo do trato gastrintestinal (VAN SCHOOR,
2014). Essas lesdes vdo desde os sintomas dispépticos, erosdes gastrointestinais e ulcera
péptica, a complicacbes mais graves, tais como hemorragia ou perfuracdo evidente
(BLANDIZZI et al.,2009).

Além disso, doses terapéuticas de AINEs, ndo lesivas em individuos saudaveis, causam
alteracdes sobre o fluxo sanguineo e funcao renal de pacientes com insuficiéncia renal, idosos
e criancgas. Além disso, com o uso cronico e desregulado do mesmo, pode haver progressao da
injuria renal para nefropatia analgésica e formagdo de Ulceras gastricas (WITAICENIS et al,
2014).

A ocorréncia dos efeitos adversos provocados pelo uso dos AINES fez com que ao longo
dos anos muitas pesquisas buscassem novos farmacos com boa acao anti-inflamatoria e efeitos
adversos reduzidos, e com isso, a partir de 1950 foram desenvolvidos os primeiros farmacos
ndo salicilato, como a fenilbutazona e a indometacina (MONTEIRO et al., 2008).

Outra classe de anti-inflamatorios s&o os corticosteroides, de anti-inflamatorios
esteroidais, utilizados para a reducdo da inflamacéo associadas a diversas patologias, tais como
doencas reumaticas, alérgicas e autoimunes (SCHAFER-KORTING, 2005), doengas
inflamatorias do trato gastrointestinal, como por exemplo a doenca de Crohn ou colite
ulcerativa. O principal mecanismo desta terapia consiste na regulacéo negativa da expressédo de
maultiplas citocinas e quimiocinas, diminuicdo da expressdo de moléculas de adesdo e a
diminuicdo da expressdo de enzimas como a oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e a ciclo-
oxigenase 2(COX-2) (FIOCCH, 2002; ROGLER, 2010). Estes farmacos néo estéo desprovidos
de efeitos adversos severos, cujo mais comum esta a supressao do eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA), reduzindo a producdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), através de
retroalimentacdo negativa, que, por sua vez, conduz a uma secrecao de cortisol reduzida pela
glandula suprarrenal, osteoporose, alteragdes na densidade mineral 6ssea; retardo do
crescimento em criangas, catarata e glaucoma ou ainda lesées gastricas e toxicidade renal grave
(BARNES; PEDERSEN, 1993, SINGH et al., 2016).

Para superar os problemas relacionados com a toxicidade digestiva induzida pelos anti-
inflamatorios ndo seletivos para as isoformas da enzima COX, diferentes estratégias
terapéuticas podem ser consideradas atualmente, incluindo a co-administragdo de
medicamentos dotados de atividade protetora sobre o trato gastrintestinal superior, tais como
os inibidores da bomba de prétons, ou a prescri¢do dos coxibes, inibidores seletivos de COX-2
(celecoxib e etoricoxib) (BLANDIZZI et al.,2009).
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Os coxibes representaram a primeira classe de AINEs desenvolvidos com base em
estudos racionais a fim de diminuir os efeitos gastrintestinais provocados por farmacos com
maior afinidade a COX-1 (PATRONO; ROCCA, 2009). Seu lancamento no mercado em
meados da decada de 1990 trouxe euforia & comunidade meédica devido & sua maior afinidade
a COX-2 e consequente menor toxicidade gastrintestinal (JONES et al, 2008). A descoberta dos
efeitos toxicos cardiovasculares incluindo infarto agudo do miocardio e alteracfes trombaticas
culminaram com a retirada do mercado do rofecoxibe (WARNER; MITCHELL, 2008). A
inibicdlo da COX-2 favorece 0s eventos pro-tromboticos pelo desequilibrio entre as
concentragOes de prostaciclina e tromboxanos, resultando na diminuigdo da concentragdo de
prostaciclinas preferencialmente produzidas pela COX-2 (ZARRAGA; SCHWARS, 2007,
PATRONO; ROCCA, 2009).

Devido a grande quantidade de efeitos adversos causados por estas classes de farmacos
anti-inflamatorios, a procura por drogas com atividade terapéutica e com baixa toxicidade e
efeitos adversos faz-se necesséria. Devido ao uso popular e riqueza de substancias quimicas
com atividade biologica, as plantas medicinais e o0 acervo etnofarmacolégico séo as fontes de
pesquisa mais comuns (MISHRA; TIWARI, 2011).

4 Plantas medicinais

As plantas medicinais sdo uma fonte vital de novos produtos quimicos com potenciais
efeitos curativos. No entanto, na maioria dos casos, a origem e o mecanismo dos efeitos
terapéuticos sdo desconhecidos. Como 80% das pessoas do mundo vivem em paises em
desenvolvimento, nos quais as drogas sintéticas sdo muito caras ou mesmo inacessiveis, a busca
por plantas medicinais Uteis tornou-se bastante relevante (ZAREI et al., 2017).

Boa parte deste conhecimento adveio do empirismo, da simples observacao da natureza,
da formulacdo de hipdteses: prova deste fato é que gorilas, chimpanzés, macacos e humanos
utilizam-se das mesmas plantas medicinais para tratar distarbios semelhantes
(HALBERSTEIN, 2005).

O uso mais amplo de plantas medicinais auxiliou na descoberta de suas propriedades
terapéuticas. Existe uma gama de estrutura quimica e atividades bioldgicas, embora os
constituintes quimicos ainda ndo tenham sido completamente descritos (SILVA, 2010). Devido
a plantas medicinais que possuem muitos componentes bioativos, eles tém sido amplamente
utilizados no desenvolvimento e sintese de farmacos (por exemplo, aspirina) (AWAAD; AL-
JABER, 2010; HASSAN, 2013).
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A medicina tradicional, com a utilizag&o de plantas medicinais, desempenhou um papel
fundamental nos sistemas de satde. De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS),
cerca de 80% da populacdo nos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional
para os cuidados primarios de salde, pois sdo considerados seguros e acessiveis (BHATIA,
2014). Nesse contexto, produtos naturais com atividade anti-inflamatdria sdo utilizados como
remédios populares em condi¢gdes como febre, dor, enxaqueca e artrite (YUAN et al, 2006).
Composto por importates classes de substancias com atividades anti-inflamatoria e anti-
oxidante, os 6leos essenciais, figuram entre as fontes mais comuns de pesquisa de agentes dessa
natureza (SOUSA, 2011).

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias como terpenos, fenilpropanois
e flavonoides em diferentes concentracdes (SA et al, 2014). Um 6leo essencial pode conter de
20 a 100 diferentes metabolitos secundarios e sua atividade biologica pode ser determinada pelo
constituinte majoritario ou por a¢des sinérgicas entre seus constituintes (TUREK; STINTZING,
2012). Aleloquimicos ou constituintes bioativos também sdo produzidos pelas plantas como
produtos finais, subprodutos e como metabdlitos liberados a partir de plantas. A maioria deles
sdo compostos aromaticos (terpendides, esteroides, alcaldides e cianetos organicos) e os 6leos
essenciais (GAHUKAR, 2012). Vérias dessas substancias com atividade anti-inflamatéria tém
sido identificadas em Oleos essenciais destacando-se os terpendides (OKOLI; AKAH;
NWAFOR, 2003; YUAN et al, 2006).

Os monoterpenos sdo 0s constituintes mais representativos dos éleos essenciais,
constituindo 90 % dos mesmos e permitindo uma grande variedade de estruturas (PROVENZA,;
VILLALBA, 2010). Essas substancias possuem vérias atividades farmacol6gicas descritas,
como analgésica, anti-inflamatdria, antidepressiva e anticonvulsivante, dentre outras
(TROMBETTA et al., 2005; EDRIS, 2007; BAKKALL, et. al. 2008).

Dentre as substancias aromaticas presentes em Oleos essenciais, destaca-se 0

monoterpeno oxigenado mirtenol.

5 Mirtenol

O Mirtenol (Fig. 2) € um monoterpeno de alcool com odor agradavel. Este monoterpeno
é encontrado em Oleos essenciais de varias plantas medicinais, como Rhodiola rosea L.,
Paeonia lactiflora Pall, Cyperus rotundus. L., Tanacetum vulgare L., Myrtus communis L. e
Eucaliptus citriodora Hook, cujo extrato bruto mostra potencial anti-inflamatorio
(MOCKUTE; JUDZENTIENE, 2003; NGAN et al, 2012).
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Os extratos de plantas que contém mirtenol s&o utilizados em medicina popular para
tratamento de sintomas de ansiedade, dor gastrintestinal, inflamacéo e infeccdo (BHATIA et al
2014; CANO-RAMIREZ et al, 2012; LAWAL; OYEDEJI, 2009)

A literatura também relata efeitos cardioprotetor, modulador do receptor GABAA no
sistema nervoso central, gastroprotetor, anti-inflamatérios e antinociceptivos agudos do
mirtenol (SILVA et al, 2014; VIANA et al., 2016; BRITTO et al., 2018; MILANOS et al.,
2018) De acordo com esse estudo, sugere-se que mirtenol module a inflamacgéo aguda através
da inibicéo da liberacao de citocinas e migracao de neutrofilos (SILVA et al, 2014). Além disso,
o efeito ansiolitico e os efeitos antiproliferativos em células cancerosas humanas também séo
relatados (YAMAMOTO et al, 2008; MOREIRA et al, 2014).

Atualmente, € possivel encontrar na literatura trabalhos que investigam a atividade anti
-inflamatdria de nanoformulacGes de Oleos essenciais que possuem monoterpenos com
estruturas semelhantes a do mirtenol (BORGES et al., 2017). Isso se deve ao fato de que as
nanoparticulas podem ser boas transportadoras devido a sua capacidade de se ligar a produtos
fitogquimicos (BARIK; SAHU E SWAIN, 2008).

Figura 2: Estrutura quimica do (-)-mirtenol: 2-Pinen-10-ol; Pin-2-eno-10-ol; 6,6-Dimetilbiciclo
(3.1.1) hept-2-eno-2-metanol

H3C__CHj

OH

6 Nanotecnologia
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A nanotecnologia ¢ uma ampla area de pesquisa interdisciplinar que vem crescendo
rapidamente em todo o mundo na Gltima década. Os nanomateriais e sua utilizagdo se
espalharam em areas de pesquisa como quimica, fisica, biologia, ciéncia dos materiais e até
mesmo na medicina (SCARFATO et al, 2007).

A aplicacdo da nanotecnologia na entrega de farmacos é amplamente esperada mudar o
panorama das industrias farmacéuticas e de biotecnologia futuramente (GREF et al., 1994).
Usando a nanotecnologia, pode ser possivel alcancar melhor entrega de drogas sollveis em
agua, favorecer a entrega direcionada de famacos de um modo especifico para células ou
tecidos, a transcitose de drogas através de barreiras epiteliais e endoteliais estreitas, a entrega
de grandes farmacos macromoleculares a locais de acdo intracelulares, o co-fornecimento de
dois ou mais farmacos ou modalidade terapéutica para terapia combinada, a visualizacdo de
locais de entrega de drogas combinando agentes terapéuticos com modalidades de imagem e a
leitura em tempo real sobre a eficacia in vivo de um agente terapéutico. Estas sdo apenas
algumas das muitas razdes convincentes de que a nanotecnologia é uma grande promessa para
a entrega de medicamentos (FAROKHZAD; LANGER, 2009).

As nanoparticulas adicionadas a produtos naturais formam nanoformulac@es, que
podem superar as desvantagens das emulsdes convencionais. As nanoformulagfes podem ser
capazes de proteger os monoterpenos da degradacdo, aumentar sua biodisponibilidade e criar
uma alta concentracdo local de substancias quimicas bioativas nas células-alvo (BARIK; SAHU
E SWAIN, 2008).

As nanoemulsdes sado definidas como sistemas de dois liquidos imisciveis
termodinamicamente estaveis e isotopicamente translicidos (6leo e agua), estaveis devido a
presenca de um componente tensoativo (DAMASCENO et al., 2011). Essas caracteristicas
fazem deles um bom sistema transportador de substancias bioativas, pois aumentam a eficiéncia
e reduzem sua toxicidade, jA que uma parcela de compostos volateis é utilizada, além de
proporcionar uma barreira fisica e quimica que protege as moléculas da degradacdo ambiental
e reduz efeitos colaterais em mamiferos (DAMASCENO, 2010; FERRARI, 2005).

As nanoformulagdes, assim como as emulsdes convencionais, podem ser do tipo 6leo
em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O), sendo sistemas termodinamicamente instaveis, e que,
portanto, ndo podem ser formadas espontaneamente, necessitando de adicdo de energia para
que tal processo ocorra. Tal energia pode ser proveniente de dispositivos mecénicos, como
homogeneizadores de alta pressao, microfluidizadores e homogeneizadores ultrassdnicos; ou

ainda, podem ser produzidas pela alteracdo da energia quimica dos componentes, por meio de
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métodos de baixa energia, como por exemplo, emulsificacdo espontdnea ou métodos por
inversdo de fase (MCCLEMENTS, 2012; SOLANS et al., 2005).

NanoformulacGes sdo considerados sistemas cineticamente estaveis em comparagao
com as emulsBes convencionais devido ao seu menor tamanho de goticula. Esses sistemas
podem promover a liberacdo de farmacos modificados, aumento da distribuicdo gastrointestinal
(KOROLEVA; YURTOV, 2012), protecdo contra fa&rmacos e contra degradacdo quimica e
enzimatica (ALMEIDA et al, 2009). Estas formula¢Ges apresentam um tamanho de gota de
menos de 100 nm que os faz resistir contra processos de agregacdo ou de cremes (EE et al,
2008; SHAKEEL et al, 2008).

Além disso, os fendbmenos de instabilidade como sedimentacdo, floculagdo e
coalescéncia também sao evitados devido a protecdo eletrostatica ou estereotdnica dada pelos
surfactantes em sua superficie (SOLANS et al, 2005; TADROS et al, 2004). A escolha do 6leo
que compde a fase oleosa é extremamente importante porque suas propriedades podem afetar
algumas das caracteristicas da nanoemulsdo, como o tamanho das goticulas (BOUCHEMAL et
al, 2004).
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Capitulo I1: O efeito anti-inflamatério do monoterpeno mirtenol é dependente da
modulacédo da migracao de neutrofilos e do estresse oxidativo.

Artigo publicado na revista Chemico-Biological Interactions, qualis B1 para
Biotecnologia, em maio de 2017.

1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica, cronica, inflamatéria derivada do
sistema imune, danifica as articulagdes periféricas, ligamentos e tenddes, o que leva a
deformidade articular e destruicdo, bem como incapacidade fisica (KUMAR et al., 2016).
Atualmente, a terapia anti-inflamatdria ¢ feita com anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINES),
corticosteroides, agentes antirreumaticos modificadores da doenca e anticorpos monoclonais
(AALTONEN et al.,, 2012). Contudo, estas drogas sdo caras e estdo associadas a efeitos
colaterais gastrointestinais ou cardiovasculares (ASHLEY; WEIL; NELSON, 2012). Assim, é
necessario encontrar novos medicamentos para o tratamento da AR e outras doencas cronicas.

Plantas medicinais produtoras de Oleos essenciais sdo uma fonte importante de
compostos com potencial terapéutico para 0 manejo de véarias doencas, incluindo distdrbios do
sistema nervoso central, cancer, artrite e condigces dolorosas (DUTRA et al., 2016). Oleos
essenciais volateis sdo produzidos por mais de 17.500 espécies de plantas aromaticas, tais como
Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae e Asteraceae (REGNAULT-ROGER;
VINCENT; ARNASON, 2012).

Componentes de 6leos essenciais incluem dois grupos de origem biossintética. O grupo
principal € composto por terpenos (monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropandides) e
terpendides, outro grupo de componentes de Gleos essenciais inclui 0s constituintes de baixo
peso molecular, aromaticos e alifaticos (PAVELA, 2015). Monoterpenos, como o alfa e beta-
pineno, timol, mentol, 1,8 cineol e mirtenol, sdo descritos como 0s constituintes mais
significativos de Oleos essenciais (aproximadamente 90% de todos 0s compostos)
(PROVENZA; VILLALBA, 2010).

(-) - Mirtenol (Fig. 1) € um monoterpeno alcool biciclico com odor agradavel e
comumente usado na producdo de cosmeticos. Este monoterpeno é encontrado em oOleos

essenciais de vérias plantas medicinais, como Rhodiola rosea L., Paeonia lactiflora Pall,
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Cyperus rotundus L. e Tanacetum vulgare L., cujo extrato bruto mostra potencial anti-
inflamatorio (NADKARNI, 1954; NGAN et al., 2012).

Figura 1: Estrutura quimica do (-)-mirtenol

HsC__CH3

OH

Extratos vegetais contendo mirtenol sdo usados na medicina popular para tratamento de
sintomas de ansiedade, dor gastrointestinal, inflamacéo e infeccdo (LAWAL; OYEDEJI, 2009;
CANO-RAMIREZ et al., 2012; BHATIA et al., 2014). A literatura também relata efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos agudo do mirtenol. De acordo com esse estudo, o mirtenol
modula a inflamac&o através da inibicdo da liberacdo de citocinas e migracdo de neutrofilos
(SILVA et al., 2014). Além disso, o efeito ansiolitico e acdo antiproliferativa em células
cancerigenas humanas também sédo relatados (YAMAMOTO et al., 2008; MOREIRA et al.,
2014). Entretanto, o efeito de mirtenol em condigdes inflamatdrias cronicas é desconhecido.
Além disso, se a modulacdo da migracdo de neutréfilos pelo mirtenol ocorre por meio de
mecanismos diretos e indiretos é um problema a ser debatido.

Entdo, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos do mirtenol durante a artrite

cronica em modelos animais e 0s possiveis mecanismos de agéo envolvidos.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Ratos Wistar machos (180-230 g) foram obtidos junto ao biotério da Universidade
Federal do Piaui e da Universidade Federal do Ceara e divididos em grupos experimentais (n =
6). Os animais foram mantidos em uma sala com temperatura controlada (24 + 1 °C) com acesso

livre a comida e agua, sob ciclos claro-escuro de 12 h, e foram privados de alimentos 12 h antes
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dos experimentos. Seguindo os procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiddos
por uma overdose de pentobarbital sédico (100 mg/kg, i.p.) seguido de deslocamento cervical.
O Comité de Etica local para Experimentacdo Animal aprovou todo o protocolo que segue as
diretrizes do NIH para cuidados e uso de animais de laboratorio (CEEA-PI N0.008/12). NGs
também usamos neutrofilos humanos para estudo in vitro de quimiotaxia. Isolamento de
neutréfilos humanos de voluntarios saudaveis estava de acordo com o Comité de Etica Humana
da Universidade Federal do Ceara (protocolo 543.774).

2.2. Produtos Quimicos e reagentes

As seguintes substancias foram utilizados neste estudo: A-carreginina (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, EUA), dexametasona (Decadron®, Sdo Paulo, SP, Brasil), Indometacina
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA), Tween 80 (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA),
N-formilmetionina-leucil-fenilalanina (fMLP, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA),
Adjuvante Completo de Freund (SigmaAldrich, Saint Louis, MO, EUA), mirtenol (2-Pinen-10-
ol; Pin-2-eno-10-ol; 6,6-dimetilbiciclo (3.1.1) hept-2-eno-2-metanol) cedido pelo professor Dr.
Damiao Pergentino de Sousa, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas na Universidade
Federal da Paraiba. Os reagentes quimicos utilizados e outras solugdes foram todos de grau
analitico. O Mirtenol foi dissolvido em uma solucdo de 3% de tween 80 com solucdo salina
(NaCl 0,9%). As concentracdes da droga foram ajustadas para tratamento com um volume de
10 mL/kg.

2.3. Avaliagéo de toxicidade

As doses de mirtenol utilizadas nos protocolos experimentais foram selecionados com
base na DL50 por via oral ja descrita na literatura ratos sendo 2457 mg (em machos), 632 mg
(fémeas) e 1432 mg (machos e fémeas pareadas) (BELSITO et al., 2008). As doses de mirtenol
usadas foram 12,5; 25 e 50 mg/kg e o volume administrado variou de acordo com o peso dos
animais na propor¢do de 1 mL de solucdo por 100 g de peso do animal (rato) ou 0,1 mL de
solugéo para cada 10 g de peso do animal (camundongo).
2.4. Monoartrite crénica induzida por ACF em ratos

A monoartrite crénica foi induzida de acordo com o metodo proposto por Pearson
(1956) com modificagbes. Os animais receberam uma injecdo subcutdnea de Adjuvante
Completo de Freund, 50 mL, contendo 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis na base da
cauda. Apds 21 dias, os ratos foram divididos em 6 grupos (n = 6/grupo) e tratado oralmente
com veiculo (NaCl 0,9% com 3% Tween 80, 10 mL /kg), mirtenol (Mir 12,5; 25 ou 50 mg/kg),
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indometacina (Ind, 10 mg/kg) ou dexametasona (Dex 0,4 mg/kg) seguida de injecédo de ACF na
articulacdo tibio-tarsica direita. O dia da segunda dose de ACF foi considerado o dia inicial da
artrite (DO).

2.5. Avaliagdo do edema inflamatdrio em monoartrite cronica induzida por ACF

Os ratos foram avaliados imediatamente antes da injecdo intra-articular de ACF (medida
basal). A variacdo do edema foi determinada de 1h a 5h pds-injecdo de ACF (protocolo de fase
aguda) e também uma vez ao dia (D1), (D3), (D5) e (D7) (subagudo) e (D10) e (D14) (crénico).
A artrite foi avaliada com o auxilio de um pletismometro (Insight™) para medir o volume da
pata traseira direita (mL) subtraido pelo volume de medi¢do basal. Todas as medices feitas
pelo mesmo observador e em duplicata. Edema foi expresso em mililitros e calculado pela

diferenca dos valores de referéncia para as outras horas de observacdo (Tx-TO0).

2.6. Avaliagdo da incapacitacéo articular induzida por ACF

O teste de incapacitacao articular foi realizado conforme descrito por Tonussi, e Ferreira
(1992) e Vale et al. (2004). Neste teste, um dispositivo conectado a um computador mede o
tempo que uma pata traseira especifica ndo toca a superficie de um cilindro rotativo durante um
periodo de um minuto (tempo de elevacdo da pata em segundos). O tempo de elevagdo da pata
do animal normal (controle) é de aproximadamente 10 a 15 s. Em nosso experimento, a
incapacitacdo articular foi quantificada como o aumento do tempo de elevacdo da pata apds a
injecdo intra-articular de ACF (0,5 mg/mL, 50 mL por articulacdo) na tibio-tarsica direita, e 0
periodo durante o qual a pata traseira ndo tocou no cilindro rotativo foi interpretado como sendo
proporcional a dor sentida pelo animal. Neste modelo, a incapacitacdo articular é usada como
medida da hiperalgesia inflamatoria articular. O tempo de elevacédo da pata foi medido antes
(tempo de controle, TO) e 1, 2, 3, 4 e 5 h pds- injecdo de ACF e também uma vez ao dia até o

dia 14 ap6s a administracao de ACF.

2.7. Concentracao de superédxido dismutase (SOD) em ratos

Para determinar a atividade da superoxido dismutase foi usado o método foi descrito
por Das, Samanta e Chainy (2000); em que 100 mL de amostra de plasma € adicionado a 1110
pL de tampéo fosfato (50 mM, pH 7,4), 75 uL de L-metionina (20 mM), 40 pLTriton X-100
(1% v/v), 75 mL de hidroxilamina cloridrato (10 mM) e 100 pL de EDTA (50 mM), seguido
por incubagdo em banho-maria a 37 ° C por 5 min. Ent&o, 80 pL riboflavina (50 mM) foi

adicionada e as amostras foram expostas a luz por 10 min. No final, 100 uL da amostra foi
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adicionada aos 96 pocos placa mais 100 pL de reagente de Griess, e ap6s 10 min a temperatura
ambiente, a densidade Optica foi medida por espectrofotometria em Leitor de ELISA (BioTek
EL800) usando um filtro de 550 nm (GREEN et al., 1992). A expressao da atividade é definida
como a quantidade de superdxido dismutase (SOD) capaz de inibir a formacdo de nitrito em
50%. O célculo é feito usando a seguinte férmula: SOD: v0 / v1, onde vO € o controle
absorbancia e v1 é a absorbancia do teste. Neste método, 36 ng SOD inibe 50% da formacéo

de nitrito.

2.8. Concentracgdo plasmatica de nitrito na monoartrite induzida por ACF
Resumidamente, sangue de animais com monoartrite induzida por ACF (200 pL) foram
coletadas da veia caudal e diluidas em agua destilada (1: 4 v/v) para posterior desproteinizacdo
por adicdo de volume de 1/20 de uma solucdo de sulfato de zinco a uma concentracdo de 300
g/L uma concentragdo final de 15 g/L. Entéo, as amostras foram centrifugadas a 1000 g por 15
min em temperatura ambiente (MOSHAGE et al., 1995; OZKHAN et al., 2006). Para a
determinacdo concentracdo de nitrito, 100 mL do sobrenadante incubado por 10 min em
temperatura ambiente com 100 L do reagente de Griess. A densidade Optica (absorbancia) foi
medida em uma placa de 96 pocos e leitor (BioTek EL800, filtro de 550 nm). A curva de
calibracdo consistiu de um padrdo NaNO2 (nitrito de sodio) a concentra¢des de 100, 50, 25,
12,5, 6,25, 3,125, 1,5625, 0,78125 e 0 uMol diluido em 4gua destilada (GREEN et al., 1992).

2.9. Avaliacdo de Mirtenol na atividade motora espontanea em camundongos

Ratos foram observados para locomocdo espontanea em campo aberto. Este teste foi
realizado 45 minutos ap6s a administracdo oral veiculo (solucdo salina a 0,9%, 10 mL/Kkg),
mirtenol (25 mg/kg) ou diazepam (4 mg/kg). Os animais foram individualmente trazidos para
campo aberto para um tempo de adaptacdo de 1 min seguido de um periodo de 4 min de
observacgdo do numero de campos explorados conforme descrito por Capaz et al. (1981).
2.10. Isolamento de neutrofilos humanos

Sangue humano de voluntéarios saudaveis foi coletado por pungdo venosa em tubos
Falcon de 15 mL heparinizados contendo gradiente Percoll de quatro camadas (72, 63, 54 e
45%, 2 mL cada). Apds centrifugacdo a 650x g durante 30 min a 25° C, a camada inferior
contendo neutréfilos foi coletado e lavado com solucdo salina de Hank balanceada (HBSS) por
centrifugacdo a 450x g por 8 min a 25 C. O sedimento, eritrocito foi ressuspenso em RPMI
1640 contendo 0,1% de BSA. As contagens totais foram realizadas com Camara Neubauer e

contagens diferenciais de células foram realizadas laminas de cytospin. Preparagcdo de
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neutréfilos que eram 98% puros considerado ideais para uso no ensaio (SOUTO et al., 2011;
ITAKURA; ASLAN; KUSANTO, 2013).

2.11. Ensaio de migracdo na camara de Boyden

O ensaio de quimiotaxia foi realizado em microcamara de 48 pocos (Boyden Chamber,
Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, EUA) como anteriormente descrito por Souto et al.
(2011). Os neutréfilos humanos foram incubados com salina estéril ou mirtenol (10, 30, 100
ng/mL, diluido em soluc&o salina estéril) por 30 min. Entdo, fMLP (agente quimiotatico, 10~
M/poco) ou meio RPMI (controle de migragdo negativa) foram adicionados aos pogos da
camara inferior, que foi posteriormente coberta por uma membrana de policarbonato (Neuro
Probe, 5 mM poro). Na parte superior, 5 x 10 neutrofilos foram adicionados e a camara foi
incubada por 1 horaa 37 ° C e 5% CO 2. Apds a incubacdo, a membrana foi lavada em PBS,
fixada em 80% de metanol e corada usando um sistema de coloragdo de Romanowsky (Dade
Behring Inc., Newark, DE). O nimero de células contadas em cinco campos aleat6rios por pogo
foi registrado usando microscopia de luz (aumento de 1000x) em triplicata. Os resultados sdo

expressos como numero de neutréfilos por campo.

2.12. Medicdo em tempo real do rolamento e adesdo de leucdcitos por microscopia
intravital

A microscopia intravital foi usada para estabelecer a extensao rolagem de leucdcitos e
adesdo a microcirculacdo mesentérica, como descrito anteriormente por Gomes (2008). Os ratos
foram tratados com veiculo (0,9% NaCl + 3% Tween 80, vo), mirtenol (Mir, 25 mg / kg, vo)
ou dexametasona (Dex, 1 mg / kg, vo) seguido de injecéo intraperitoneal de carragenina a 1%
(Cg, 500 mL/cavidade). Um grupo controle tratado com solucgéo salina (10 mL / kg, vo) também
foi incluido. Quatro horas apds a injecdo da carragenina, os ratos foram anestesiados com
cetamina / xilazina (100/10 mg/Kkg, i.p., Uniao Qumica, Brasil). Ap6s laparotomia, o tecido
mesentérico foi exteriorizado e colocado em uma plataforma transiluminada de temperatura
controlada (37 ° C) e observado por microscopia intravital. As imagens foram gravadas com
uma ampliacdo de 200 um. A preparacdo foi mantida Umida e aquecida por irrigacdo com a
solucéo de Ringer Locke aquecida (37 ° C), pH 7,2-7,4, contendo 1% de gelatina durante todo
0 procedimento. As vénulas de terceira ordem, definidas de acordo com sua ordem de
ramificacdo localizacdo dentro da rede microvascular, foram selecionadas para estudo. Esses
vasos corresponderam a vénulas pos-capilares, com 12-18 um de diametro. Os leuc6citos em

rolamento foram definidos como células que se moviam ao longo de um segmento de 100 um
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de comprimento de uma corrente sanguinea venular a um ritmo lento o suficiente para ser
individualmente visivel. O numero de leucdcitos circulantes por 100 um de vénula foi
determinado em intervalos de 10 min. Os leucocitos foram considerados aderentes ao sistema
venular endotélio quando parado por um periodo superior a 30 s. 0 numero de células aderentes
por 100 mm? de vénula foi registrado. Células foram contadas nas imagens gravadas, usando
cinco campos diferentes para cada animal para evitar a variabilidade da amostragem. Os dados
foram entdo calculados para cada animal (BAEZ, 1969; RHODIN, 1986; STRONG et al.,
1991).

2.13 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise ANOVA Two-way seguida do teste de Boferroni.
usando o software GraphPad Prism® versdo 5.0. Valores foram expressos como média + erro

padrdo da média. O nivel de significancia foi estabelecido com p <0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Mirtenol previne edema e incapacitagdo articular em monoartrite crénica associada a
ACF

A figura 2 mostra que o grupo veiculo tratado com ACF apresentou um proeminente
edema de pata dependente do tempo (2,30 + 0,08 mL, conforme visto no dia 14, Figura 2A) e
incapacitacdo articular progressiva (41,4 + 3,88 sno dia 1 € 50,0 £ 2,64 s no dia 14, Figura 2B).
Além disso, animais tratados com mirtenol (nas doses de 25 e 50 mg / kg) apresentaram reducao
do edema induzido por ACF (0,25 + 0,03 e 0,22 = 0,02 mm, respectivamente) e incapacitacao
(19,0 £ 3,09 s 28,0 = 6,20 s, respectivamente) conforme detectado na terceira hora versus o
grupo veiculo que recebeu ACF (P <0,05, Fig. 2A e B). Tal efeito protetivo persistiu até o
ultimo tempo observado (dia 14, Fig. 2A e B). Da mesma forma, os controles positivos
indometacina e dexametasona também reduziram o edema e a nocicepcao observados ao longo
do tempo em comparacdo com animais do grupo veiculo que receberam ACF. Contudo,
mirtenol na dose mais baixa (12,5 mg / kg) néo protegeu os animais de edema ou incapacitagdo
articular (Fig. 2A e B).
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Figura 2: Efeito do mirtenol (Mirt 12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.), indometacina (Ind 10 mg/kg, v.0.) e dexametasona
(Dex 0,4 mg/kg) sobre o edema (2-A) e incapacitagéo articular (2-B) induzido por ACF (50 puL + 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) em ratas. Os

valores estdo expressos como media + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Student Newman Keuls).
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3.2 Mirtenol mostra diminuic¢ao dos niveis de nitrito e SOD

Como observado na Fig. 3A, grupos tratados com mirtenol (12,5, 25 e 50 mg / kg)
apresentou uma diminuicao significativa (P <0,05) no nitrito (1,20 + 0,03, 1,26 + 0,05, 1,40 +
0,02, respectivamente) quando comparado ao grupo controle tratado com veiculo e ACF (1,75
+ 0,07). O grupo tratado com dexametasona (0,4 mg/kg) também mostrou reducdo na
concentra¢do sanguinea de nitrito versus grupo ACF. Os niveis plasmaticos de SOD foram
determinados como parametro antioxidante. Em relacao aos niveis de SOD (Fig. 3B), todos 0s
grupos tratados com mirtenol (12,5, 25 e 50 mg/kg) apresentaram aumento significativo (P
<0,05) da producdo de SOD (0,33 £+ 0,01, 0,32 + 0,01 e 0,32 £ 0,01, respectivamente) em
comparacao com o grupo de controle que recebeu veiculo e ACF (0,23 £ 0,01). Além disso,
tratamento com dexametasona (0,4 mg/kg) também aumentou os niveis de SOD (0,38 + 0,03)

quando comparado Grupo ACF (Fig. 3B).

Figura 3: Potencial antioxidante do mirtenol (Mirt 12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% +
3% tween 80, v.0.) e dexametasona (Dex 0,4 mg/kg) contra a producéo de nitrito (3-A) e SOD (3-B) no
plasma sanguineo de ratas com monoartrite cronica induzida por ACF (50 uL + 0,5 mg/mL de
Mycobacterium tuberculosis, i.ar.). Os valores estdo expressos como média + E.P.M. **p<0,01 e
***p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Student Newman Keuls).

~
-
3
Ry
[@2]
c
* k%
o *k* ——
(&]
-
\©
1S
(2]
©
o
o
—
=
=
P
I I T
Veiculo Mirt 12,5 mg/kg Mirt 25 mg/kg Mirt 50 mg/kg Dex 0,4 mg/kg

ACF (50 plL)



49

B
0.59
=
= **k*
S 0.4+
= _*_ Kk Kk
S 0.3
g
o 0.2
)
o
&) i
o) 0.1
n
0.0-

T T T
Veiculo Mirt 12,5 mg/kg Mirt 25 mg/kg  Mirt 50 mg/kg  Dex 0,4 mg/kg

ACF (50 pL)

3.3 Mirtenol nédo prejudica a atividade locomotora espontanea de ratos

Conforme observado na Tabela 1, administracdo de mirtenol (25 mg/kg) ndo afetou a
locomocdo dos ratos (37,13 £ 6,32 campos explorados) em comparacdo com animais tratados
com veiculo (36,88 + 6,10). No entanto, o diazepam (4 mg/kg) reduziu significativamente o
namero de quadros invadidos (2,75 + 1,30) versus grupo de controle tratado com veiculo
(Tabela 1).

Tabela 1: O mirtenol ndo prejudica a atividade explorat6ria animal

Tratamento Dose (mg/kg) Numero de campos explorados
Veiculo - 36.9+6.1
Mirtenol 25 37.13+6.32
Diazepan 4 275+ 1.3 ***

3.4. Mirtenol inibe a migracéo de neutrofilos
A migracédo de neutrofilos foi observada em condigdes in vitro (Fig. 4A) e in vivo (Fig.

4B e C). Como observado na Fig. 4A, a quimiotaxia de neutrofilos que foram incubados com
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mirtenol (30 e 100 ng/mL) foi inibida pronunciadamente (3,83 + 0,60 e 4,20 + 1,46,
respectivamente) quando comparados com os neutréfilos incubado apenas com veiculo (14,00
+ 0,57) (Fig. 4A). RPMI, o veiculo de fMLP, foi usado como um controle negativo de
referéncia. Além disso, a medida em tempo real do rolamento de leucocitos Fig. 4B e adeséao
(Fig. 4C) na microcirculacdo mesentérica de ratos que a injecdo intraperitoneal de carragenina
resultou em um aumento no numero de leucécitos rolantes e aderentes (13,96 + 3,37 e 1,60 £
0,59, respectivamente) quando comparado ao grupo controle normal tratado com solugéo salina
(células rolantes: 1,93 + 0,86 e células aderentes: 0,02 + 0,02, P <0,05). Além disso, 0
tratamento de animais com mirtenol (25 mg / kg) produziu uma redugdo no numero de
leucdcitos rolantes e aderentes (7,44 + 1,89 e 0,20 £ 0,05, respectivamente) versus grupo de
veiculo que receberam carragenina (P <0,05). Similarmente ao grupo mirtenol, os animais
tratados com dexametasona (1 mg / kg) mostraram um nimero acentuado de diminuicdo de
leucdcitos rolantes e aderidos (3,18 + 1,21 e 0,25 £ 0,13, respectivamente) versus grupo

carragenina (Fig. 4A e B).

Figura 4. O mirtenol controla a migragcdo de neutréfilos in vitro e in vivo. Os neutrofilos
humanos foram incubados com veiculo (solucdo salina estéril, 1 mL) ou mirtenol (Mir, 10; 30
e 100 ng/mL) por 30 min. Entdo, a quimiotaxia de neutréfilos induzida por fMLP in vitro (10
" M/poco) foi avaliada na cadmara de Boyden (painel A). O meio RPMI foi adotado como
controle quimiotatico negativo. Em outro cenario experimental, os ratos foram tratados com
veiculo (NaCl a 0,9%, Tween 80 a 3%, po), mirtenol (Mir, 25 mg/kg, vo) ou dexametasona
(Dex, 1 mg/kg, vo) seguido por injecdo intraperitoneal de 1% de carragenina (Cg, 500
mL/cavidade) para medicdo em tempo real do rolamento de leucdcitos (Painel B) e adesdo
(Painel C) na microcirculacdo de células mesentéricas. Ratos que receberam solucdo salina
foram adotados como controle normal. As fotomicrografias de video exibindo interagédo
leucdcito-endotélio sdo mostradas no Painel D, E e F. Painel D: grupo carragenina, mostrando
rolamento de leucdcitos significativamente aumentado no endotélio vascular Painel E: mirtenol
(25 mg/kg, vo), mostrando reducdo significativa do rolamento de leucécitos na
microvasculatura mesentérica. Painel F: grupo dexametasona. Os valores sdo expressos como
média + EPM ** P <0,001 vs RPMI ou salina; * P <0,05 e ** P <0,01 versus grupo Cg tratado
com veiculo; *** P <0,001 vs grupo fMLP tratado com veiculo (one-way ANOVA e Newman
Test Keuls).
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4 DISCUSSAO

A migracdo de neutrdfilos para o foco inflamatério é um evento multifatorial que
envolve vérias etapas, como rolamento e adesdo de neutréfilos as células endoteliais, seguida
por quimiotaxia induzida por um de mediadores inflamatérios conhecidos como agentes
quimiotéticos (SOUTO et al., 2011). O processo de quimiotaxia de leucécitos depende da
liberacdo de fatores quimiotaticos no local da leséo, tal como um peptideo fMLP produzido por
bactérias que causam inflamacédo ou substancias liberadas por células residentes, por exemplo,
fragmentos do complemento e quimiocinas como o leucotrieno B4 (LTB4), capaz de estimular
neutrofilos e monocitos em humanos e outras espécies animais (SUGAWARA et al., 1995;
KATANAEYV, 2001). Os dados obtidos do ensaio de quimiotaxia in vitro induzida por fMLP
na camara de Boyden revelaram que a incubagdo de neutr6filos humanos com mirtenol livre
(30 e 100 ng/mL) inibiu, significativamente, a quimiotaxia destas células. A migracdo celular
mediada por fatores quimiotaticos liberados no local da lesdo é essencial para a iniciacdo e
regulagéo da resposta inflamatdria/imune (FINE et al., 2001). Seu recrutamento para locais de
inflamacdo depende de fatores quimiotaticos produzidos no local (BRUNO et al., 2007).

Portanto, os resultados obtidos no ensaio in vitro sugerem que a atividade anti-inflamatoria do
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mirtenol livre envolve inibicdo direta da quimiotaxia de neutr6filos humanos induzida por
fMLP (SALTATICI et al., 2006).

Motivado pelos resultados obtidos no modelo de quimiotaxia in vitro (camara de
Boyden), investigamos o potencial efeito anti-inflamatorio do mirtenol no modelo de adeséo e
suporte de leucdcitos em tempo real, na microcirculacdo mesentérica de camundongos pela
técnica de microscopia intravital em modelo de peritonite induzida por carragenina. Na resposta
inflamatdria, a migracdo de neutrofilos € um dos eventos mais importantes que ocorrem em
nivel microvascular, e estas foram as primeiras células a serem recrutadas para o local da
infamacdo (CARLOS; HARLAN, 1994; PHILLIPSON; KUBES, 2011; KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013). Nossos resultados demonstram que o mirtenol livre diminuiu a adesdo de
neutrofilos, como revelado pela microscopia intravital. Os resultados corroboram com a
literatura, que mostra que o mirtenol livre foi capaz de reduzir o edema inflamatorio, contagem
total e diferencial de leucocitos, bem como atividade de mieloperoxidase (MPO) e o0s niveis de
citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1B e IL-6 no exsudato peritoneal de camundongos com
peritonite induzida por carragenina (SMITH et al., 2014). A inflamacao aguda induzida por
carragenina € caracterizada por infiltracdo de fagdcitos e a superproducéo de radicais livres e a
liberacdo de mediadores como TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 (HUANG et al., 2011), que promove a
expressdo de moléculas de adesdo, migracao de leucécitos, aumento da permeabilidade vascular
e migragdo transendotelial (HALLEGUA; WEISMAN, 2002). O recrutamento de neutrofilos
requer rolamento e adesdo de células para a superficie luminal de endotélio vascular. O
rolamento € mediado por selectinas e células de adesdo firme que, por sua vez, levam a
mudangas na morfologia dos neutrdéfilos resultando na transmigracéo através da barreira celular
endotelial e extravasamento nos tecidos (WILLIAMS; AZCUTIA; NEWTON, 2011). E
possivel, portanto, sugerir que o mirtenol livre possa apresentar propriedades antiinflamatérias
por inibicdo competitiva da selectina ou alterando o estado funcional das integrinas
(ALENCAR et al., 1999; ASSREUY et al., 1999; BROWN; DRANSFIELD, 2008).

Estudos recentes com dleo essencial de Rosmarinus officinalis L., que possui o
monoterpeno B-mirceno como constituinte principal apresenta atividade anti-inflamatoria, além
de inibir a adesdo e rolamento de leucdcitos microcirculagdo de camundongos (MELO et al.,
2011). O B-mirceno e o mirtenol s&o monoterpenos insaturados (ARNO; LEIF, 2009). Assim,
substancias que inibem a migracéo de leucocitos podem fornecer meios para regular ou modular
a inflamagé&o e resposta imune e reduzir o dano tecidual (CARRASCO et al., 2009; HIROTA
etal., 2010)
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Os neutrdfilos também desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
doencas crénicas doengas inflamatorias e auto-imunes, por infiltracdo tecidual e causando
doencas como artrite reumatdide (CAIELLI; BANCHEREAU; PASCUAL, 2012). E bem
conhecido que durante a cronificacdo da inflamacdo ocorre a substituicdo de células
polimorfonucleares encontradas, principalmente, na inflamagdo aguda por células
mononucleares gigantes, como fibroblastos, monacitos, linfocitos, macrofagos e plasmaocitos
(JANSSON; HENSON, 2012; TABAS; GLASS, 2013). Com base nos resultados, nos
avaliamos os efeitos do mirtenol na inflamacéo crénica em modelo de artrite induzida por ACF
em ratos. Entre varios modelos experimentais de artrite, a inducdo por adjuvante completo de
Freund é um método que mimetiza o estado fisiopatoldgico, incluindo edema cronico devido
ao acumulo de células inflamatorias, erosdo da cartilagem e destruicdo 0ssea, e €, portanto,
amplamente usado para investigar a atividade de varios agentes anti-inflamatorios e
antiartriticos (NADKARNI, 1954; SIGH; MAJUNDAR, 1996). Os dados apresentados
mostraram a reducao do edema nas articulacdes tibio-tarsicas de animais tratados com mirtenol
(25 e 50 mg/kg) em comparacdo com o grupo controle. Essa reducdo foi significativa nos 14
dias de observacdo. A artrite induzida por ACF tem uma fase priméria e uma fase secundaria
de artrite crbnica. Na fase primaria ocorre a geracdo de prostaglandinas e na segunda fase ha a
geracdo de anticorpos (VISHWANATH et al., 2012).

Pearson (1956) padronizou um modelo experimental de artrite induzida por ACF
reproduzindo sinais e sintomas semelhantes aqueles da doenca em humanos, ou seja, uma
poliartrite crénica e simétrica com destruicdo conjunta, deformidade e incapacidade articular
(TAUROG; ARGENTIERI; MCREYNOLDS, 1988). Assim sendo, esse teste foi utilizado para
avaliar o grau de incapacidade articular animais com artrite induzida por ACF. O mirtenol (25
mg/kg) reduziu o tempo de elevacdo da pata dos animais com artrite. Este resultado fornece
evidéncias adicionais de que um dos possiveis mecanismos de acdo da atividade anti-
inflamatoria do mirtenol é a atenuacdo do recrutamento de neutrofilos para o foco da
inflamacéo, ou por inibir a producéo de prostaglandinas na geracéo de anticorpos. Além disso,
dados da literatura demonstram que leucdcitos migram para a articulacdo de pacientes com
artrite reumatoide, causando danos ao tecido sinovial, 0sso e cartilagem através do aumento das
espeécies reativas de oxigénio, proteases, citocinas e prostaglandinas (WRIGHT et al., 2010).
Resultados semelhantes aos observados com produtos naturais como o Taraxasterol, um
triterpeno pentaciclico, que € um dos principais constituintes ativos no género Taraxacum e em
extratos de folhas de Swertia chirayita (Roxb. ex Fleming) H. Karst. (LAD; BHATNAGAR,
2016; WANG et al., 2016).
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Como relatado na literatura, substancias com atividade sedativa podem interferir na
atividade locomotora (WATANABLE et al., 1999). No entanto, a dose de mirtenol usada no
ensaio ndo alterou a atividade exploratdria dos animais, indicando que uma possivel agédo
sedativa do mirtenol ndo esta envolvida no mecanismo protecdo articular.

Devido a importancia bem conhecida dos neutréfilos no processo inflamatério, pode-se
sugerir que um dos possiveis mecanismos da atividade anti-inflamatéria deste monoterpeno é
a atenuacdo do recrutamento de neutrofilos para o foco da inflamacéo. Além disso, a migracdo
de neutrofilos resulta em aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio, como
superoxido, perdxido de hidrogénio e radicais hidroxila (BOGDAN, 2001).

Os radicais livres das espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) também
desempenham um papel fundamental no agravamento do processo inflamatorio crénico, agindo
direta ou indiretamente como agentes prejudiciais que induzem a transcricdo de fatores pro-
inflamatorios e pro-apoptéticos em todos os sistemas organicos (BARTOSZ, 2009; GRISHKO
et al., 2009).

Espécies reativas de oxigénio induzem muitos problemas por causarem danos as
membranas bioldgicas, atacando suas proteinas e induzindo oxidacdo destrutiva de lipidios de
membrana, um processo conhecido como peroxidagio (RANGAN; BULKLEY, 1993).
Espécies reativas de nitrogénio, como o NO, também estéo envolvidas no desenvolvimento da
destruicdo articular em pacientes com artrite reumatoide (DEL-CARLO JR.; LOESER, 2002).
Niveis elevados de EROs e ERNs foram relatados em pacientes com doenca reumatica
(PAVELA, 2015). Assim, o dano oxidativo de 6rgdos vitais é considerado uma complicacéao
secundaria da artrite (SUNDARAM et al., 2014). A partir dessas informac6es, 0 proximo passo
foi avaliar a atividade antioxidante de mirtenol em animais com artrite induzida por ACF a fim
de elucidar a possivel acdo antioxidante do monoterpeno, quantificando os niveis de SOD in
vitro.

A SOD ¢ considerada uma das mais importantes defesas enddgenas antioxidantes
enzimaticas do organismo para combater a producdo de radicais livres, 0 aumento de sua
atividade sugere efeito antioxidante relacionado & modulacdo da atividade enzimatica
(ALMEIDA et al., 2014). Os ensaios experimentais demonstraram o efeito inibitério do
mirtenol (12,5; 25 e 50 mg/kg) na producdo in vivo de nitrito, aléem disso, aumentou
significativamente a atividade da SOD. O Geraniol, um alcool monoterpeno, importante
constituinte do 6leo essencial de gengibre e limdo, também mostrou atividade antioxidante
semelhante ao mirtenol na produgdo de 6xido nitrico, atividade de superdxido dismutase e

niveis de EROs (KHAN et al., 2013). Estes resultados, portanto, sugerem que o mirtenol tem



57

um possivel efeito antioxidante, reduzindo o nivel de peroxidac&o lipidica e teor de nitrito, uma
vez que foi capaz de reduzir a formacao de espécies reativas derivadas de oxigénio e nitrogénio.
Além disso, o mirtenol aumentou a atividade da superdxido dismutase, sugerindo que seu papel
antioxidante pode ser devido a regulacédo destas enzimas.

A presenca de NO foi indiretamente determinada pela dosagem de nitrito e atividade de
SOD no sangue de animais tratados com myrtenol. NO é uma importante molécula de
sinalizacdo envolvida em muitos processos patologicos, incluindo a sinalizacdo da dor e
inflamacéo, desempenhando um papel importante em varios tipos de processos e, além disso,
na inflamacéo, o éxido nitrico (NO) age como um mediador pro-inflamatério na patogénese da
varias doencas, e é importante procurar novas formas seguras e drogas antioxidantes eficazes
(LU; YEH; OHASHI, 2008; KAWANO et al., 2009).

Em resumo, estes resultados sugerem efeito anti-inflamatorio crénico e agudo de
mirtenol que pode ser devido a reducdo influxo de leucdcitos para o local da inflamacéo e
reducdo de estresse oxidativo, especialmente a reducdo de NO e peroxidacdo lipidica, bem
como, aumento de antioxidantes enzimaticos endégenos, como a SOD.

Neste contexto, os resultados obtidos com o mirtenol estendem as evidéncias ja
encontradas para a agdo anti-inflamatdria deste monoterpeno. No entanto, estudos futuros serdo
necessarios para descrever o perfil do mirtenol como um agente anti-inflamatdrio eficaz e com

seguranca em uso clinico.
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Capitulo I11: Obtencéo e caracterizacao da nanoformulacéo do mirtenol

RESUMO:

O mirtenol é um monoterpeno extraido do 6leo essencial de plantas aromaticas com varias
atividades farmacologicas ja comprovadas, como as espécies . No intuito de otimizar seus
efeitos farmacoldgicos objetivou-se realizar a obtengdo de uma nanoformulacéo a partir
deste monoterpeno. Para tanto, utilizou-se a metodologia de temperatura de inversao de
fases (PIT), na qual obteve-se a nanoformulacdo do mirtenol nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg. A analise da encapsulacdo mostrou uma boa quantidade de mirtenol incorporado,
principalmente na dose de 50 mg/kg (58,9% de mirtenol). A caracterizacdo da
nanoformulacdo mostrou que suas particulas apresentam tamanhos em escala
nanométrica menores que 40 nm e baixo indice de polidispersdo, indicativos de boa
estabilidade da emulsdo. Os ensaios preliminares mostram que a preparacdo da
nanoemulsdo do mirtenol pode ser introduzida como uma alternativa para aplicagdes pré-
clinicas, com possivel potencial anti-inflamatério. Dessa forma, protocolos especificos

s80 necessarios para evidenciar tal atividade.

1 INTRODUCAO

Oleos essenciais s30 misturas de constituintes volateis de origem natural
produzidos como metabdlitos secundarios de plantas aromaticas, com baixo peso
molecular (até 500 Déltons), caracterizados por forte aroma e obtidos por hidrodestilagcdo
Ou a vapor, ou por processo mecanico ou destilacdo a seco (BAKKALI et al, 2008;
TUREK; STINTZING, 2012). Apresentam-se no estado liquido com aspecto limpido e
raramente colorido, sdo lipofilicos e com densidade, geralmente, menor que a agua
(BAKKALI et al, 2008). O método de extracdo e a parte da planta utilizada determinam
os constituintes do Oleo e consequentemente sua atividade bioldgica (RAUT;
KARUPPAYIL, 2014).

Os monoterpenos sao 0s constituintes mais representativos dos 6leos essenciais,
correspondendo a 90% dos mesmos e permitindo uma grande variedade de estruturas
(PROVENZA; VILLALBA, 2010). O mirtenol &€ um monoterpeno encontrado em dleos
essenciais de varias plantas medicinais, como Rhodiola rosea L., Paeonia lactiflora Pall,
Cyperus rotundus. L. e Tanacetum vulgare L., cujo extrato bruto mostra potencial anti-
inflamatério (MOCKUTE; JUDZENTIENE, 2003; NGAN et al, 2012). Os extratos de
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plantas que contém mirtenol séo usados na medicina popular para tratamento de sintomas
de ansiedade, dor gastrointestinal, inflamacéo e infeccdo (BHATIA et al, 2014; CANO-
RAMIREZ et al, 2012; LAWAL; OYEDEJI, 2008). A literatura também relata efeitos
agudos anti-inflamatorios agudo e cronico e antinociceptivos do mirtenol (SILVA et al,
2014; GOMES et al, 2017).

Apesar dessas propriedades promissoras dos 6leos essenciais e seus constituintes,
problemas relacionados a volatilidade, baixa solubilidade em agua e facilidade de
oxidacdo precisam ser resolvidos (MORETTI et al., 2002). A nanoformulacdo dessas
substancias poderia resolver esses problemas protegendo-os da degradacdo e das perdas
por evaporagdo, obtendo uma liberagdo controlada desses produtos e facilitando seu
manuseio (MARTIN et al., 2010).

A nanotecnologia é caracterizada por uma abordagem multidisciplinar e envolve
a criacdo e utilizacdo de diferentes proporcGes nanometricas de sistemas (DE VILLIERS
et al. 2009).

Os nanotransportadores tém um tamanho pequeno (tipicamente 10 e 100 nm) e
podem, além de melhorar a solubilizacdo, serem usados para a entrega direcionada de
drogas (LAMMERS et al, 2011; DEVADASU et al., 2013; SULTANA et al., 2013). Os
nanotransportadores podem melhorar o tempo de circulagdo do agente terapéutico
carregado e podem melhorar a seu acumulo no sitio patoldgico, explorando o aumento do
efeito de permeacdo e retencdo do farmaco carreado (MAEDA, 20001; FANK;
NAKAMURA; MAEDA, 2011; TORCHILIN, 2011). Durante as Gltimas décadas, varios
tipos de nanocarreadores, tais como micelas poliméricas e nanoparticulas, lipossomas,
conjugados, transportadores peptidicos, etc., para liberacdo e direcionamento de drogas
foram investigados e alguns sistemas alcancaram avaliacGes e aplicacGes clinicas. Muitos
estudos mostraram ainda que 0s nanocarreadores sdo adequados para aumentar a
biodisponibilidade e o direcionamento de farmacos (HRKACH et al., 2012).

Uma das abordagens promissoras para minimizar os efeitos adversos e aumentar
a eficacia do ingrediente ativo farmacéutico é administrar a droga por meio de
nanoformulagdes liquidas, nomeadamente nanoemulsdes e emulsdes multiplas
(SOLANS et al., 2003). As nanoformulagdes tém uma ampla variedade de aplicagdes,
como na industria de alimentos, cosméticos, pesticidas e medicamentos) (BARRADAS
et al., 2018; CRUZ et al., 2018; PRAKASH et al, 2018; SONNEVILLE-AUBRUN;
YUKUYAMA; PIZZINO, 2018;). Entre as nanoformulagfes, as nanoemulses sé&o
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sistemas formados por dois liquidos imisciveis e um ou mais liquidos estabilizadores, que
permitem a formac&o de pequenas goticulas (MCCLEMENTS 2012).

As nanoemulsdes consistem em uma dispersao de liquidos imisciveis formando
pequenas goticulas de emulsdo, comumente goticulas de Oleo em agua (O/A),
apresentando tamanhos inferiores a 300 nm (ANTON; VANDAMME, 2011). O tamanho
em escalas nanométricas das nanoformulacbes torna a energia térmica das goticulas
significativa quando comparada a energia gravitacional e, possivelmente, as forcas
coloidais atraentes, as tornando capazes de estabilizar goticulas de Oleo contra
mecanismos de instabilidade de sedimentacdo gravitacional e agregacdo de goticulas
(MCCLEMENTS; RAO, 2011). A dimenséo reduzida das goticulas também enfraquece
a dispersdo da luz visivel e melhora a clareza dptica das emulsbes, 0 que permite a
utilizacdo de nanoemulsdes em produtos transparentes (MCCLEMENTS, 2011).

Além disso, as nanoformulacGes podem ser sistemas termodinamicamente
instaveis, e que, portanto, ndo podem ser formadas espontaneamente e necessitam da
adicdo de energia para que 0 processo ocorra. A energia pode ser proveniente de
dispositivos mecanicos, como no caso dos métodos de alta energia, como por exemplo,
homogeneizadores de alta pressdo, microfluidizadores e homogeneizadores
ultrassénicos; ou ainda, podem ser produzidas pela alteragdo da energia quimica dos
componentes, por meio de métodos de baixa energia, como por exemplo, emulsificacéo
espontanea ou métodos por inversao de fase (MCCLEMENTS, 2012; SOLANS et al.,
2005). Altas concentracdes de surfactantes de moléculas pequenas ndo idnicas sintéticas
(SMS), como os surfactantes Tween® (RAO; MCCLEMENTS, 2011) e Span® (YU et
al., 2012) sdo comumente usadas para formar nanoemulsdes usando métodos de baixa
energia que normalmente envolvem uma inversao de fase ap6s mudancas na composi¢édo
(PIC) (YU et al., 2012) ou temperatura (PIT) (RAO; MCCLEMENTS, 2010).

Assim, uma formulacdo de nanoemulsdo com boa estabilidade pode ser util no
tratamento de diversas doencgas, como inflamagé&o e dor (TANG, 2012).

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
caracterizacdo de uma nanoformulacgéo a partir do monoterpeno mirtenol e avaliacdo de

sua citotoxicidade.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Drogas e reagentes

Dimetilsulfoxido (DMSO: 99%), foi adquirido da Merck Chemical Company
(Alemanha). O meio de cultura Schneider’s, meio RPMI (Soro fetal bovino (SFB), MTT
(3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazolio Bromo; A obtencdo do monoterpeno
mirtenol foi realizada sob a responsabilidade do professor Dr. Damido Pergentino de

Sousa, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal da Paraiba.

2.2 Obtencdo da nanoformulacéo do mirtenol

O desenvolvimento da nanoformulacdo do mirtenol (NFM) foi realizado pelo
método de temperatura de inversdo de fase (phase inversion temperature — PIT),
utilizando como tensoativo o tween® 80. Diferentes quantidades de mirtenol (1.0 e 3.5%)
foram adicionadas a solucdo de surfactante e agitadas por 2 min. As misturas foram entéo
homogeneizadas a 10.000 rpm durante 2 min utilizando um homogeneizador de alta
velocidade Ultra-Turrax (IKA T25 digital, Staufen, Alemanha). A formulacdo foi
aquecida a uma temperatura constante (21 e 98 °C) durante 0 e 3h em banho maria,
seguido de resfriamento imediato em gelo/agua com agitacdo manual (SHINODA; ARAI,
1964).

2.3 Caracterizagdo da nanoformulacao

2.3.1 Taxa de encapsulacao de Mirtenol

A concentracdo de mirtenol nos sistemas nanoestruturados foi determinada de
acordo com Lu et al. (2014), com modificacGes. Brevemente, 300 uL da amostra foi
dissolvida em 6 mL de agua deionizada e em seguida 3 mL de hexano foram adicionados.
A mistura foi agitada por 1 min e o mirtenol foi extraido com hexano sob aquecimento a
45 °C em banho-maria por 30 minutos. Apos esse tempo, os tubos foram deixados em
temperatura ambiente e o hexano foi separado da fase aquosa por centrifugagéo a 4000
rpm durante 20 min. A quantidade de mirtenol presente no hexano foi quantificada por
meio da medicdo da absorbancia a 243 nm por espectroscopia na regido do UV-visivel
(UV-1800, Shimadzu), apds confeccdo de curva de calibracdo (y = 0,0047x - 0,0084/R?
=0,9996). A taxa de encapsulacéo foi calculada de acordo com a equacao abaixo:
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Taxa de encapsulacdo (%) = Quantidade de mirtenol encapsulado/Quantidade total de

mirtenol adicionado

2.3.2 Tamanho e distribuicéo das particulas

O tamanho (nm) e o indice de polidispersao (PDI) das nanoparticulas (12,5 mg/kg,
25 mg/kg e 50 mg/kg) foram determinados por meio da técnica de Espalhamento de Luz
Dinamico (Dynamic Light Scattering — DLS) no equipamento Zetasizer Nano Series
(modelo ZEN3690, Malvern Instruments, Reino Unido), determinando-se a mobilidade
eletroforética das particulas, apos diluicdo da NFM de 1:20 em agua miliQ (LIANG et
al., 2012), as medidas de tamanho e PDI foram repetidas 2 anos apds a sintese para
avaliacédo da estabilidade do sistema nanoestruturado.

2.3.3 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A andlise topografica do NFM foi realizada utilizando um instrumento TT-AFM
(AFM Workshop, EUA) em modo vibratério (tapping) com 256 x 256 linhas. A
nanoemulsdo foi diluida em agua ultrapura antes do estudo de AFM. Em seguida, 8pL de
NFM diluidos foram depositados em mica limpa e secos a 50° C. Imagens representativas
(Figura 1) foram examinadas usando cantilevers ACT-20 (AppNano - EUA) com uma
freqiiéncia de ressonancia de aproximadamente 359 kHz. As imagens foram analisadas

usando o software Gwyddion 2.47 e o tamanho médio foi calculado (média + DP).

2.3.4 Determinacgéo do pH da nanoformulacéo
Os valores de pH foram determinados diretamente nas amostras usando um
potencidmetro calibrado (HANNA® Instruments), & temperatura ambiente. As medidas

foram realizadas em triplicata.

2.3.5 Medida do Potencial Zeta
O potencial zeta da NFM (12,5 mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg) foi determinado
utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano Series (modelo ZEN3690, Malvern

Instruments, Reino Unido).
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3 RESULTADOS

3.1 Obtenc¢éao da nanoformulac¢éo do mirtenol

A partir da solugdo do monoterpeno mirtenol, por meio do método de Temperatura

de Inversdo de Fases, obteve-se as nanoformulacdes do mirtenol (12,5, 25 e 50 mg/kg).
3.2 Caracterizagao da nanoformulacéo

3.2.1 Taxa de encapsulacdo do mirtenol
O calculo da taxa de encapsulacdo da nanoformulacdo mostrou que a dose de 50

mg/kg possui 58,9% de mirtenol em sua composi¢do, enquanto que as doses de 25 e 12,5

mg/kg possuem 13,7% e 24,1%, respectivamente, considerando 0s excipientes.

Tabela 1- Taxa de encapsulacdo da nanoemulsdo do mirtenol

Nanoemulsao (mg/kg) Taxa de encapsulacgao (%o)
50 58,9
25 13,7
12,5 24,1

Figura 1 — Curva de calibracao
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3.2.2 Tamanho e distribuicdo das particulas

Conforme os resultados encontrados, para a nanoformulacdo do mirtenol o
didmetro hidrodindmico das particulas foi igual a 37,51; 39,48 e 39,83 nm, o PDI ficou
compreendido entre 0,150; 0,127 e 0,197 (Figura 2), Ap6s 2 anos da sintese, o diametro
hidrodinamico foi: 41,51; 40,02 e 38,15 (Figura 3) e o PDI de 0,292; 0,159 e 0,137

(Figura 4) para as NFM de 12,5, 25 e 50 mg/kg, respectivamente.

Figura 2 — Imagem do Espalhamento de Luz Dinamico para NFM nas doses de 12,5

mg/kg (A), 25 mg/kg (B) e 50 mg/kg (C).
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Size (d.nm): % Intensity: St Dev (d.nm):
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Figura 3 — Diametro hidrodinamico das nanoparticulas da NFM nas doses de 12,5
mg/kg, 25 mg/kg e 50 mg/kg, no tempo da sintese e 2 anos apos a sintese.
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Figura 4 — PDI das nanoparticulas da NFM nas doses de 12,5 mg/kg, 25 mg/kg e 50
mg/kg, no tempo 0 e 2 anos apds a sintese.
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3.2.3 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A imagem da AFM (Figura 5) € representativa da nanoemulsao analisada (NFM
50 mg / kg), na qual se pode observar a homogeneidade da amostra nanoestruturada, bem
como o tamanho médio das nanoparticulas que foi igual a 33,88 + 6,14 nm.
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Figura 5- Imagens de AFM de nanoemulsao formulada (NFM) de 8,0 um x 8,0 um. (A)
imagem topogréfica; (B) imagem NFM em perspectiva 3D e (C) perfil de altura e
comprimento de superficie das nanoparticulas (linha branca).
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3.2.4 Determinacéo do pH da nanoformulacao
Os valores de pH para as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg correspondeu a 6,39, 6,45

e 6,71, respectivamente.

3.2.5 Medida do Potencial Zeta
O potencial Zeta foi -18,6; -17,5 e -15,0 para as doses de 12,5, 25 e 50 mg/kg,

respectivamente (Figura 6).
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Figura 6 — Carga das particulas da NFM nas doses de 12,5 mg/kg (A), 25 mg/kg (B) e
50 mg/kg (C).
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4 DISCUSSAO

As nanoparticulas despontam como excelentes alternativas farmacoldgicas, pois
possuem vantagens potenciais em relacdo a outros tipos de sistemas de entrega coloidal,
como alta clareza dptica, boa estabilidade fisica, biodisponibilidade aumentada e
solubilidade em agua melhorada (FANUN, 2009; FLANAGAN; SINGH, 2006; HUANG
et al.,, 2010; LEE; MCCLEMENTS, 2010; WEISS et al., 2006). Além disso, as
nanoemulsdes de 6leos essenciais poderiam aprimorar sua atividade biolégica, aumentar
sua solubilidade em agua e melhorar sua estabilidade quimica (GAYSINSKY et al., 2008;
MCCLEMENTS, 2011).

A literatura reporta a aplicacdo da nanotecnologia no desenvolvimento de varias
formulagdes como as nanoformulag@es dos 6leos essenciais de Rosmarinus officinalis e
Stenachaenium megapotamicum (Spreng.) Baker, do 6leo de tomilho, do 6leo de laranja
e dos monoterpenos D-limoneno e o eugenol (CHANG, et al, 2012; DANIELLI et al,
2013; ZAHI, et al 2014; ESMAELI et al, 2015; BORGES et al, 2017). As nanoemulsdes
de monoterpenos alcool, como o mirtenol também sdo descritas na literatura como, por
exemplo, as nanoformulagdes do mentol, linalol e geraniol (PASCUAL-VILLALOBOS
etal., 2017)
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A obtencdo da nanoformulacdo com o monoterpeno mirtenol foi realizada por
meio do método de Temperatura de Inverséo de Fase. Este método, elaborado e descrito
por Shinoda e Saito (1969), descreve que neste ensaio € possivel forcar uma transicéo a
partir de uma emulsdo agua/dleo (A/O) a baixas temperaturas para 6leo/agua (O/A) a
temperaturas mais elevadas. O sistema atravessa um ponto zero e tensdo superficial
minima, promovendo a formacdo de goticulas de 6leo finamente dispersas. Acima da
temperatura de inversdo de fase, o tensoativo é totalmente solubilizado no 6leo e, assim,
a mistura sofre uma inversao de fase (ANTON; VANDAMME, 2009). Obteve-se as
nanoformulacgdes nas doses 12,5, 25 e 50 mg/kg.

A utilizacdo do agente tensoativo visa manter uma dispersdo uniforme de um
liquido em outro, pois contribui para diminuir a tenséo interfacial entre a fase aquosa e a
oleosa. Apds a homogeneizacdo, a presenca de uma camada de moléculas de tensoativos
melhora a estabilidade em longo prazo das gotas de 6leo através das interacdes repulsivas
entre elas e garante um tamanho pequeno da goticula (DAS et al., 2012; RAO;
MCCLEMENTS, 2012; DEVARAJAN; RAVICHANDRAN, 2011; OLIVEIRA et al.,
2004). A partir do monoterpeno mirtenol, obeteve-se a NFM nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg. As nanoformulagdes do mirtenol apresentaram um aspecto translucido,
opalescente e um reflexo ligeiramente azulado, que séo caracteristicas macroscopicas
comuns neste tipo de formulacdo (BORGES et al, 2017).

Nos altimos anos, a tecnologia de nanoencapsulacéo de bioativos pouco sollveis
em agua tem atraido grande atencdo na industria farmacéutica (AUGUSTIN; HEMAR,
2009). A nanoencapsulacdo € geralmente empregada para melhorar a solubilidade,
estabilidade e bioatividade de vérios fitoquimicos sollveis em 6leo devido ao seu
pequeno tamanho de goticula e alta estabilidade cinética (MCCLEMENTS, DECKER;
WEISS, 2007). A NFM obteve bons resultados de encapsulacdo, semelhantes aos
encontrados com a nanoformulacéo de Rosmarinus officinalis (BORGES et al., 2018).

Dentre as diferentes técnicas utilizadas para caracterizacdo de sistemas
nanoestruturados estdo a determinagdo de valores de pH, indice polidispersdo e tamanho
das goticulas (KLANG et al., 2012; RIBEIRO et al., 2015). As nanoemulsfes sdo
caracterizadas pela sua estabilidade termodindmica e tamanho compreendido entre 20 e
200 nm (OSTERTAG et al., 2012). A estabilidade de uma nanoformulacdo esta
relacionada ndo s6 ao tamanho de suas particulas, como também a distribuicdo das
goticulas na formulagdo. Essa distribuigdo reflete a homogeneidade do sistema no qual

os valores de polidispersdo sdo expressos em uma escala de 0,0 a 1,0 sendo valores
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inferiores a 0,2 indicativos de distribuicdo homogénea e maior estabilidade (KLANGE et
al, 2012; TANG et al, 2011). Os resultados obtidos corroboram com a literatura, no qual
obteve-se tamanhos de particulas entre 37,51; 39,48 e 39,83 nm para as trés doses da
NFM. Esses valores assemelham-se aos estudos de caracterizacao da nanoformulacdo do
eugenol, monoterpeno de estrutura semelhante a do mirtenol, cujo tamanho médio das
particulas descrito de 24,4 nm. Além disso, as formulages mostraram baixo valor de
PDI, entre 0,150; 0,127 e 0,197. Isto significa que estas formulagdes apresentaram um
comportamento unimodal indicando uma estreita distribuicdo de tamanho das goticulas
da formulacdo. Este comportamento acontece também pela mesma razdo descrita na
diminuigéo de tamanho (DAS, et al. 2012).

As abordagens por meio da microscopia de forga atbmica sao ferramentas valiosas
para comparar e complementar as informacbes obtidas pelas medicGes de DLS
(TRUJILLO et al., 2013). Os resultados apresentados mostraram que o tamanho médio
das nanoparticulas foi 33,88 + 6,14 nm. Esse fato corrobora o baixo PDI mostrada na
andlise de DLS. A mesma metodologia foi empregada na andlise de outras
nanoformulacgdes, como é o caso da nanoformulacdo do 6leo essencial de Azadirachta
indica A. Juss., que mostrou resultados semelhantes aos apresentados nesta pesquisa
(ANJALI et al., 2012).

Outro dado importante para a estabilidade do sistema é um potencial Zeta > 30
mV, em moddulo, devido aos crescentes forcas repulsivas entre as goticulas contra a
floculacdo e coalescéncia comuns em nanoemulsdes (HO; AHMAD, 1999; LI; LU,
2016). Apesar do potencial Zeta ser inferior a 30 mV (em modulo), a anélise apds dois
anos de sintese mostra que o tamanho e o PDI foram pouco alterados, principalmente na
dose de 25 e 50 mg/kg, aquelas que tem maior quantidade de mirtenol. Tais resultados
mostram-se positivos quanto a estabilidade da nanoformulacdo e estdo de acordo com
Roland e Colaboradores (2003) em seus estudos de caracterizagdo de nanoemulsdes de

0leo-em-agua.

5 CONCLUSAO

Por meio do método de Temperatura de Inversdo de Fase (PIT) foi obtida a
nanoformulacdo do mirtenol e sua caracterizacdo apresentou boa quantidade do
monoterpeno na nanoparticula, tamanho de particula e indice de polidispersédo adequados

as preparac6es nanomeétricas, indicando uma boa qualidade da formulacdo.
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Capitulo 1V: Atividade anti-inflamatdéria da nanoformulacdo do monoterpeno

mirtenol

RESUMO:

O mirtenol é um monoterpeno, encontrado nos dleos essenciais de plantas aromaticas,
com atividade anti-inflamatéria, como Rhodiola rosea L., Paeonia lactiflora Pall,
Cyperus rotundus. L., Tanacetum vulgare L., Myrtus communis L. e Eucaliptus
citriodora Hook. O objetivo da pesquisa foi a investigacdo das acdes anti-inflamatorias
da nanoformulagdo do mirtenol (NFM). Para tanto, foram realizados os testes de
citotoxicidade, edema de pata induzido e peritonite induzido por carragenina, contagem
total e diferencial de leucdcitos, niveis de mieloperoxidase, citocinas (IL-6 e IL-8),
malondialdeido e glutationa no exsudato peritoneal e, por fim avaliar a acdo do NFM no
edema articular e incapacitagdo articular induzidas por Adjuvante Completo de Freund’s
em ratos. Os resultados indicam baixa citotoxicidade da NFM. O pré-tratamento dos
animais com a NFM reduziu de forma significativa o edema de pata induzido por
carragenina. Somado a isso, a NFM reduziu a contagem de leucdcitos totais, mondcitos e
neutrdfilos, além de reduzir os niveis de mieloperoxidase e citocinas pro-inflamatérias,
mas nao os niveis de malondialdeido; os niveis de glutationa foram estatisticamente
significativos em relacdo ao grupo controle. A NFM também foi eficaz na reducdo do
edema articular e do tempo de elevacgdo da pata em modelo de artrite crénica induzida por
Adjuvante Completo de Freund’s. Conclui-se que a NFM apresenta potencial atividade
anti-inflamatoria aguda e crénica.

Palavras-chave: Nanoformulacdo; Mirtenol; Inflamacéo

1 INTRODUCAO

A inflamacéo corresponde ao estresse e/ou lesdo do tecido, no qual envolve a
migracdo de células do sistema imune para proteger este tecido de danos adicionais
(KOTAS; MEDZHITOV, 2015). Apbds o reconhecimento do agente agressor pelos
leucdcitos residentes (mastocitos e macrofagos), ocorre liberagcdo de mediadores
inflamatorios como citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides, Oxido nitrico, dentre
outros, e com isso, ha formacdo de edema (ZHOU et. al., 2007). Simultaneamente,

ocorrerd a migracdo de diversas células para o sitio inflamatorio e & liberam mais enzimas
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e moléculas responsaveis por aumentar o fluxo sanguineo e edema local, atrair e ativar
mais leucdcitos. Como exemplo, tém-se os neutréfilos, que possuem granulos azurdfilos
contendo lisozimas, elastases e colagenases, responsaveis por eliminar microrganismos e
outros antigenos nos tecidos. Eles estdo entre as principais células de defesa do
organismo, representando cerca de 70% dos leucoOcitos totais circulantes
(LAMMERMANN et al., 2013; KAWAI, AKIRA, 2011; CHAPLIN, 2010).

A inflamacdo é parte integrante da maioria das condi¢BGes patoldgicas que
envolvem neutréfilos, plaquetas, macrdfagos, células endoteliais e os sistemas de
coagulacao e complemento. Embora a inflamagéo atenda um papel protetor e de cura, a
inflamacdo cronica frequentemente se torna problemas de salde (NAGARKAR;
JAGTAP, 2017).

Assim, a lesdo persistente resulta em inflamacdo nédo resolvida, que avanca em
estagio cronico levando a disturbios inflamatorios (KOTAS; MEDZHITOV, 2015). A
inflamacédo cronica parece estar associada a diferentes tipos de doencas. Essa resposta
desempenha um papel central na patogénese de varios disturbios, como artrite
reumatoide, cancer, diabetes, obesidade, complicacdes cardiovasculares etc., e seu
impacto e papel na patogénese podem variar de doenca para doenca (DEVI et al., 2015).

A artrite reumatoide é uma doenca autoimune que afeta aproximadamente 1% da
populacdo em todo 0 mundo. A artrite é caracterizada por inflamacéo cronica e simétrica
das articulac@es sinoviais, levando a destruicdo das articulacbes, dor cronica, perda de
funcdo e deficiéncia (FIRESTEIN, 2003; SCOTT; WOLFE; HUIZINGA, 2010).

As terapias disponiveis, como anti-inflamatorios esteroides e ndo-esteroidais
(AINEs), tém varios efeitos secundarios adversos, como danos ao trato gastrintestinal,
azia, nauseas, Ulceras gastricas e duodenais, etc. (PATWARDHAN et al., 2005;
MCGETTIGAN; HENRY, 2011). Portanto, a busca por novos medicamentos anti-
inflamatorios e a identificacdo de terapias efetivas ainda € um campo importante na
descoberta de drogas.

Desde a antiguidade, as condi¢des inflamatérias e os disturbios relacionados
foram tratados com plantas ou formulac@es derivadas de plantas. Além disso, inimeros
produtos naturais ricos em substancias antioxidantes apresentam efeitos protetores contra
a inflamacdo. As atividades anti-inflamatdrias de varios extratos de plantas e compostos
isolados ja foram cientificamente demonstradas (MUELLER et al., 2010).

Nesse contexto, destaca-se o mirtenol, um monoterpeno encontrado no 6leo

essencial de diversas plantas aromaticas, como por exemplo Rhodiola rosea L., Paeonia



87

lactiflora Pall, Cyperus rotundus. L., Tanacetum vulgare L., Myrtus communis L. e
Eucaliptus citriodora Hook. Dentre suas atividades farmacoldgicas comprovadas,
destaca-se a atividade anti-inflamatdria, cujo principal mecanismo dessa a¢do consiste na
modulacdo da migracédo de leucdcitos (GOMES et al., 2017).

Nos ultimos anos, a ciéncia tem se dedicado a pesquisa com 0 uso de subtancias
oriundas de produtos naturais com acdo anti-inflamatérias em nanoformulacGes.
(KUANG et al. 2006; YU et al. 2008; DU et al. 2007). Nanoformulagdes sdo sistemas
heterogéneos, medindo 20 a 200 nm de didmetro, compostos de uma fase aquosa e uma
fase oleosa. As nanoformulacdes a base de 6leo-agua tém varias vantagens em relacao a
a outros farmacos com limitac6es de solubilidade (HE et al, 2011; OSTERTAG et al.,
2012). Essas preparaces tornam-se ideiais para a entrega de farmacos com pouca
solubilidade e, além disso, h4& um aumento na relacdo superficie-volume de
nanoformulacdes, o que aumenta o transporte de farmaco através das membranas
celulares, obtendo entrega direcionada e prolongando a liberacdo de farmacos (MEI;
ZHANG; ZHAO, 2013; CHEN; GAO; CHEN, 2012). Outra vantagem € que
nanoemulsdes sdo facilmente sintetizadas; portanto, esta é uma técnica promissora para a
industrializacdo e aplicacdo pré-clinica e clinica (KOTTA et al., 2014; SUN et al., 2014).

O desenvolvimento de nanoformulacfes adequados a aplicacdo farmacéutica
requer a selecdo adequada dos seus adjuvantes tais como polimeros para nanocapsulas
(NC), tensoativos e 6leos (SCHAFFAZICK et al., 2003; ALVAREZ-ROMAN et al.,
2001; BOUCHEMAL et al., 2004; FRIEDRICH et al., 2008). Nos ultimos anos, uma
atencdo especial foi destinada ao tipo de fase oleosa utilizada como nucleo na preparacao
de nanoformulacgdes. Nesse contexto, os 6leos essenciais foram 0s que se mostraram mais
adequados devido ao conceito de que sdo mais seguros, biocompativeis e, principalmente,
devido a diversidade de beneficios apresentados por eles. (HARRIS, 2002; BLOISE,
2003; TADROS, KESSELL, 2004; BAKKALI et al., 2008; OYEDEJI, OKEKE, 2010;
CONTRI et al, 2012; HILBIG et al., 2016).

Além disso, a administracdo oral de nanoformulagdes pode minimizar a gravidade
dos efeitos colaterais relacionados com o farmaco e reduzir o0 metabolismo de primeira
passagem e assim manter o nivel de farmaco no plasma por um periodo de tempo mais
longo. Assim, uma formulacdo de nanoemulsdo com boa estabilidade pode ser util no
tratamento de inflamac&o e dor. Mais importante ainda, as nanoformulagc6es seriam uma
abordagem eficiente, conveniente e flexivel, em conformidade com os atuais

comprimidos e capsulas de drogas (TANG et al, 2012).
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Baseado nos resultados apresentados pelo mirtenol na forma livre (GOMES et al,
2017), o presente trabalho tem como objetivo a investigagdo da atividade anti-
inflamatoria da NFM e dos possiveis mecanismos de acdo desta atividade em modelos

pré-clinicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Drogas e reagentes

A-carragenina (Sigma Chemical, EUA), adjuvante completo de Freund (Sigma, USA),
indometacina (Sigma Chemical, EUA), Tween 80 (Sigma Chemical, EUA), liquido de
Turk (NewProv, BR) e corante pandtico (Laborclin, BR). Heparina foi fornecida pela
Merck, Sdo Paulo, Brasil. Todos os farmacos ja citados foram dissolvidos em 0,9% (w/v)
de NaCl (salina).

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), variedade Swiss, adultos, machos,
pesando entre 18-25¢ e ratos (Rattus norvegicus) Wistar de ambos 0s sexos, pesando entre
180-220g, obtidos da Universidade Federal do Piaui- UFPI, biotério do Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais — NPPM. Os animais foram alojados em gaiolas, em
ambiente com temperatura controlada (22+1 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas (12 h de
luz/12 h no escuro) com livre acesso a agua e dieta padrdo. Ap6s 0s procedimentos
experimentais, 0s animais foram eutanasiados com sobredose de tiopental sédico (100
mg/kg, i.p.). Os tratamentos, procedimentos cirlrgicos e protocolos experimentais foram
conduzidos em conformidade ao Paragrafo 1°. do Art. 14 da Resolucdo N° 1000, de 11 de
maio de 2012 do CFMV, e segundo as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA e 0s procedimentos experimentais envolvendo
animais estdo sob a responsabilidade técnica da medica veterinaria, Dra. Adeline de
Andrade Carvalho CRMV-PI N° 866-VP. O presente trabalho foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Piauf, Brasil (protocolo n° 138/16).

Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais.
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2.3 Ensaios Farmacologicos

2.3.1 Efeito da NFM diante da citotoxicidade sobre macr6fagos

A citotoxicidade da NFM foi avaliada utilizando o teste do brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). Em
placa de 96 pogos foram adicionados 100 uL de meio RPMI 1640 suplementado e cerca
de 2 x 10° macrdfagos por poco. Essas células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 por
4 h para adesdo celular. Apos esse tempo, foram feitas duas lavagens com meio RPMI
suplementado para retirada das células que ndo aderiram. Posteriormente, foram
adicionados 100 pL de RPMI 1640 suplementado juntamente com a solucdo de NFM
diluida nas concentracGes de 800 a 6,25 pg/mL. Em seguida foram incubadas por 48 h e,
ao final da incubacéo foi adicionado 10 uL. de MTT diluido em meio RPMI a 5 mg/mL.
Foram incubados por mais 4 h em estufa a 37°C com 5% de CO, e em seguida o
sobrenadante foi descartado e adicionado 100 pL. de DMSO em todos os pogos. Em
seguida, a placa foi colocada sob agitagdo por cerca de 30 min em agitador de Kline
(modelo AK 0506), a temperatura ambiente para dissolu¢do completa do formazan. Por
ultimo, foi realizada a leitura a 550 nm em leitora de placa. Os resultados foram expressos
em porcentagem e em concentracdo citotéxica média (CCsp) sendo o grupo controle,
celulas ndo tratadas, foi considerada como 100% de viabilidade celular (NOGUEIRA et.
al., 2007). Todos os ensaios foram realizados em triplicata em trés experimentos
independentes. A concentracdo citotdxica média (CC50) com limite de confianca de 95%,

foram calculadas utilizando regresséo de probitos do programa SPSS 13.0.

2.3.2 Toxicidade oral aguda de NFM

A avaliacdo toxicologica foi realizada de acordo com a Diretriz da OCDE no. 423 (OCDE
2002). Camundongos Swiss de ambos os sexos foram separados em grupos de 3 animais
e depois tratados com NFM na dose de 2000 mg / kg (v.0.). Posteriormente, 0s animais
foram submetidos a observagdo clinica e comportamental durante 8 horas durante o
primeiro dia de tratamento. Em seguida, os animais foram observados diariamente

durante 2 horas em um periodo de 14 dias.
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2.3.3 Efeito da nanoformulagdo do mirtenol (NFM) sobre o edema de pata induzido por
carragenina

Ratos Wistar foram divididos em seis grupos (n=6 animais) e receberam uma
injecdo intraplantar de 0,1 mL de carragenina 1% dissolvida em salina 0,9%. Os animais
foram tratados, via oral, com veiculo, NFM (12,5, 25, 50 e 100 mg/kg) ou indometacina
(10 mg/kg) e, apos 1h, receberam a carragenina. A espessura das patas seré registrada por
paquimetro (Pantec®) em diferentes tempos (1, 2, 3, 4 e 5 h) apds a administragdo
intraplantar de carragenina. O edema foi expresso pela diferenca, em milimetros (mm),

entre a espessura final e inicial da pata (WINTER et al., 1962).

2.3.4 Efeito da NFM na peritonite induzida por carragenina

Camundongos Swiss foram divididos em seis grupos (n=10) de acordo com o pré-
tratamento oral com veiculo, indometacina (10 mg/kg, grupo 3) ou NFM (12,5, 25 e 50
mg/kg). Apds trinta minutos, os animais dos grupos receberam administracéo i.p. de
carragenina (250 pL; 500 ug/cavidade) e apds 4 horas, 0s animais foram eutanasiados e
a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 mL de salina tamponada com fosfato (PBS)
heparinizado 0,2% para a analise peritoneal de células. Os volumes recuperados foram
semelhantes em todos 0s grupos experimentais e eram equivalentes a 95% do volume
injetado. As contagens de células totais foram realizadas em cdmara de Neubauer, e as
contagens diferenciais (100 células total) foram realizadas em laminas de citocentrifuga
coradas com hematoxilina e eosina (H & E). Os resultados foram apresentados como o
namero de leucdcitos totais, neutréfilos, linfocitos e mondécitos por mililitro (mL) de
exsudato peritoneal, como proposto por DAL SECCO e colaboradores (2006). Aliquotas
de exsudatos peritoneais foram colhidas para analise da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), dos niveis de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA) e as

concentragdes de I1L-6, I1L-8.

2.3.4.1 Avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)

O ensaio da atividade da enzima MPO foi baseado no método de Bradley et al.,
(1982). Foram centrifugados 400 uL de exsudato peritoneal a 3000 rpm durante 15
minutos a 4°C. Depois, 10 pL do sobrenadante foram recolhidos e a atividade da MPO
determinada por medicdo da alteracdo na absorbéncia a 450 nm, utilizando o-

dihidrocloreto dianisidina e 1% peroxido de hidrogénio (H202). Os resultados foram
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expressos em unidades/mL. Uma unidade de atividade de MPO foi definida como a

conversao de 1 pmol de peréxido de hidrogénio a 4gua em 1 min a 22 ° C.

2.3.4.2 Dosagem das interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8)

Os niveis de IL-6 e IL-8 foram determinados a partir do exsudato peritoneal,
utilizando ensaio de imunoabsorbancia ligado a enzima (ELISA) de acordo com as
especificaces e protocolos do DuoSet ELISA Development kit R&D Systems. Os
resultados foram expressos como picogramas de cada citocina por mililitro de exsudato

peritoneal (pg/mL).

2.3.4.3 Anélise dos niveis de malondialdeido (MDA)

As concentracfes de MDA no exsudato peritoneal foram medidas de acordo com
Mihara e Uchiyama, (1978). Resumidamente, aliquotas (500 uL) do exsudato peritoneal
foram centrifugados a 3000 rpm durante 15 min a 4 °C, em seguida, 250 uL de cada
sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL de &cido fosférico a 1% (H3PO4) e 0,5 mL de &cido
tiobarbitarico 0,6% (solucdo aquosa). Em seguida, esta mistura foi agitada e aquecida em
banho-maria durante 45 min. Posteriormente, as amostras foram levadas imediatamente
a um recipiente com agua gelada seguido pela adi¢do de 4 mL de n-butanol. As amostras
foram agitadas, e a camada de butanol foi separada por centrifugacdo a 1200 g durante
15 min e a absorbéancia foi lida em 520 e 535 nm no espectrofotbmetro. As concentracoes

de MDA foram expressas como mmol/mL de exsudato.

2.3.4.4 Andlise das concentracGes de glutationa (GSH)

A medicdo das concentracdes de GSH foram feitas segundo SEDLAK e
LINDSAY (1968). Inicialmente, 400 puL de cada sobrenadante de exsudado peritoneal
foram misturadas a 320 uL de agua destilada ¢ a 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a
50% para precipitacdo de proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000
rpm a 4°C. Um total de 400 pL do sobrenadante foi adicionado a 800uL de tampdo Tris
0,4 M (pH 8.9) e 20 puL de acido ditio-nitrobenzoico DTNB (reagente de Ellman) 0,01M.
A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e a absorbancia lida a 412 nm em

espectrofotometro. As concentragdes de GSH foram expressas em pg/mL de exsudato.
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2.3.5 Efeito da NFM sobre a monoartrite crénica induzida por adjuvante completo de
Freund (ACF) em ratas

Essa variacdo do modelo cléssico de artrite induzida por adjuvante descrito por
Pearson (1956) difere basicamente por se tratar de uma monoartrite e foi proposto por
Gomes (2008). Consta de uma dose inicial de ACF em baixa concentracdo na base da
cauda, seguida de uma dose booster ou artritogénica igual & primeira, que em geral ¢ feita
na articulacio tibio-tarsica ou na articulagio femorotibial. E um modelo de artrite cronica,
mas que se presta a avaliacdo de parametros também em fase aguda e sub-aguda. Ratas
Wistar receberam injec¢do s.c. na base da cauda com 50 puL de adjuvante completo de
Freund (SIGMA) contendo 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis. Ap6s 21 dias, as
ratas foram divididas em 6 grupos (n = 6 a 9) e tratadas, via oral, com veiculo (salina
0,9%, 0,1 mL/10 g), NFM (12.5, 25 e 50 mg/Kkg, v.0.) ou indometacina (10 mg/kg) em
salina e imediatamente receberam uma injecdo booster semelhante a primeira dose na
articulacdo tibio-tarsica direita. O dia da aplicacdo da segunda dose foi considerado o dia
inicial da artrite (DO0).

2.3.6 Efeito da NFM sobre o edema inflamatdrio na monoartrite crénica induzida por
ACF

As ratas foram avaliadas imediatamente antes da aplicacdo da dose booster, de 1/1
h nas cinco horas imediatamente ap6s (D0) e no (D1) (protocolo fase aguda); nos (D3),
(D5) e (D7) (protocolo de fase sub-aguda) e nos (D10) e (D14) (fase cronica). Nesse
ensaio, a incidéncia e severidade da artrite foram avaliadas através da medida de
espessura da pata traseira direita com um paquimetro (Pantec®), com todas as medidas

feitas por um mesmo observador e em duplicata (PEARSON, 1956).

2.3.7 Avaliacdo da NFM sobre a incapacitacdo articular induzida por ACF em ratas
Concomitantemente a avaliagdo sobre o edema induzido por ACF, foi avaliado o
grau de incapacitacdo articular motora do membro que recebeu o ACF. Para isso, foi
utilizado o modelo de incapacitagdo articular, em ratos, descrito por Tonussi e Ferreira
(1992). O sistema de registro é feito por meio do incapacitbmetro (Insight®), que é
constituido por um cilindro de ago inox, que apresenta rotacdo continua a uma velocidade
de 3 r.p.m. A superficie do cilindro é dividida em trés trilhos iguais, cada qual ligado ao
fio terra de um computador, o que permite a analise de trés animais simultaneamente.

Sapatilhas metalicas foram ajustadas em ambas as patas posteriores, sendo que, apenas a
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sapatilha que esteve na pata posterior direita foi conectada a porta de entrada de dados do
computador. Apds a colocagdo das sapatilhas, os animais foram mantidos em suas
respectivas caixas, por pelo menos 1h, para adaptagéo. Para registrar o estado funcional
das articulacdes, os animais foram submetidos a marcha forcada, no cilindro em rotacao,
por um periodo de 60 segundos. O computador registra o tempo total que a pata posterior
direita dos animais permanece sem tocar a superficie do cilindro neste periodo (Tempo
de Elevacdo da Pata - TEP, em segundos). Em todos os procedimentos experimentais 0s
animais foram treinados a caminhar no aparelho de registro no dia anterior ao teste. Para
validar o experimento, animais normais foram submetidos a marcha no incapacitémetro
(Insight®). Os dados foram apresentados como a media entre os valores do TEP de pelo
menos cinco animais, obtidos a cada hora ap6s a injecdo do ACF.

2.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + E.P.M. (erro padrdo da
média). Para comparacdo entre as médias, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA)
e a significancia entre os grupos estabelecida pelos testes de Student Newman-Keuls.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3 RESULTADOS
3.1 Efeito da NFM diante da citotoxicidade sobre macréfagos

A NFM (50 mg/kg) apresentou uma baixa toxicidade sobre os macrofagos pelo
método do MTT apresentando CCso de 485,693 ug/mL (Figura 1).
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Figura 1 - Efeito citotoxico da NFM sobre macrdfagos peritoneais murinos. Macréfagos
foram incubados por 48 h na presenca de diferentes concentragfes de NFM. A viabilidade
dos macrofagos foi mensurada pelo sal tetrazdlico (MTT). Resultados representam média
+ E.P.M realizados em triplicata. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle (C), células ndo tratadas, (ANOVA two way
e pbs-teste de Bonferroni).
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3.2 Toxicidade oral aguda de NFM
Os resultados obervados ndo revelaram sinais de toxicidade sistémica apds a
administracdo da NFM na dose de 2000 mg/kg (v.0). N&o foram observadas mortes e nem

alteracdes de comportamento durante o tempo de observacdo de 14 dias.

3.3 Efeito da nanoformulacéo do mirtenol (NFM) sobre o edema de pata induzido
por carragenina

A figura 2 e a tabela 1 mostram que a dose de 12,5 mg/kg da NFM produziu
inibicdo significativa apenas na primeira hora. A dose de 25 mg/kg da NFM inibiu de
forma significativa o edema da 12 a 42 hora de observagdo (*p<0,05). O pré-tratamento
dos animais com NFM (50 mg/kg) inibiu significativamente (**p<0,01) o edema elicitado
por carragenina (1%) nas cinco horas de observacdo, quando comparado ao veiculo,
efetivando-se como a melhor dose da nanoformulagéo. A indometacina (10 mg/kg), anti-
inflamatdrio ndo-esteroidal (AINE) padréo, foi capaz de reduzir o edema em todos 0s
tempos observados (***p<0,001).
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Figura 2 - Efeito da NFM (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e indometacina (10 mg/kg, v.0.) sobre o edema
de pata induzido por carragenina (1 %; 0,1 mL, i.pl.) em ratos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001
vs veiculo (ANOVA one way e Teste de Student Newman Keuls).

Didmetro da pata (mm)

2 3

Tempo de observacdo (horas)

Veiculo + Carragenina
NFM 12,5 mg/kg
NFM 25 mg/kg

NFM 50 mg/kg

Indometacina 10 mg/kg
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Tabela 1: Efeito da NFM (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e indometacina (10 mg/kg, v.0.) sobre o0 edema de pata induzido
por carragenina (1 %; 0,1 mL, i.pl.) em ratos. Os valores estdo expressos como média + E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one
way e Teste de Student Newman Keuls).

Edema de pata (mm)

Intervalo de tempo

Tratamento
(mgrkg, v.o.) 1h 2h 3h ah 5h
Veiculo 3.1+0,30 4,69+0,46 6,04+0,16 6,06+0,19 5,62+0,30
NFM (12,5) 2,6+0,40* 2,99+0,72 4,92+0,28 5,47+0,42 5,03+0,35
NFM (25) 1,4+0,60* 2,84+0,36* 4,27+0,62* 4,22+0,36* 4,02+0,59
NFM (50) 0,90+0,30** 2,13+0,28** 2,90+0,12** 3,19+0,30*** 3,3910,31***
Indometacina (10) 0,90+0,30** 1,79+0,35** 2,52+0,48*** 2,88+0,54*** 2,5510,72***
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3.4 Efeito da NFM no modelo de peritonite induzida por carragenina em

camundongos.

A injecdo intraperitoneal de carragenina 1% (500 pg/cavidade) nos camundongos
produziu um aumento significativo no nimero total de leucécitos para a cavidade
peritoneal (9,81+0,30), quando comparado ao grupo salina (2,23+ 0,33). NFM (50 mg/kag,
v.0.) e a indometacina (10 mg/kg, v.0.) reduziram de forma significativa (***p<0,001) a
migracdo de leucdcitos peritoneais (5,30+0,40 e 3,20+0,34, respectivamente) induzida
por carragenina (500 pg/cavidade), quando comparados ao grupo controle veiculo
(Figura 3).

A NFM (50 mg/kg, v.0.) diminuiu de maneira significativa (*p<0,05) a migracéao
de neutrofilos (2,20 + 0,41) (Figura 4) na cavidade peritoneal quando comparado ao
grupo controle veiculo (5,60£0,42). A indometacina (10 mg/kg, v.0.) também diminuiram
de maneira significativa (*p<0,05) a migracéo de neutrofilos (0,46 £0,07).

Como mostrado na Figura 5, o numero de mondcitos na cavidade peritoneal
também foi reduzido de maneira significativa pela NFM (50 mg/kg, v.0.) (*p<0,05) (1,97
+0,19) na cavidade peritoneal quando comparado ao grupo controle veiculo (3,23+0,41).
O pré-tratamento com a indometacina (10 mg/kg, v.0.) também diminuiu de maneira

significativa (*p<0,05) a migracdo de monacitos (1,41+0,18).

Figura 3 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) €
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) no namero total de leucdcitos em peritonite induzida por
carragenina (500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. #<0,001 controle veiculo vs salina e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e Teste
de Newman Keuls).
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Figura 4 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) no nimero de neutrofilos em peritonite induzida por
carragenina (500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. #¥p<0,001 controle veiculo vs salina, ** p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo
(ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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Figura 5 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) no nimero de mondcitos em peritonite induzida por
carragenina (500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M. #¥p<0,001 controle veiculo vs salina, ** p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo
(ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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3.5 Avaliacéo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)
A Figura 6 mostra que a atividade da MPO encontra-se aumentada nos grupos
pré-tratados com veiculo (2,58 +0,73 U/mL) mais carragenina (500 pg/250 pL por
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cavidade, i.p.), em comparacdo ao grupo que apenas recebeu salina (0,20+£0,03 U/mL),
sem a inducdo por carragenina. Atraves da analise dos resultados obtidos nos grupos pré-
tratados com NFM (50 mg/kg), observa-se que houve reducdo da atividade da MPO
(0,88+0,20 U/mL, p<0,01), resultado semelhante ao que foi encontrado nos grupos
indometacina 10 mg/kg (0,57+0,22 U/mL, p<0,01).

Figura 6 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) na atividade da mieloperoxidase em peritonite induzida
por carragenina (500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos
como porcentagem de inibicdo e média + E.P.M. #p<0,01 controle veiculo vs salina, *
p<0,05 vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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3.6 Dosagem das interleucinas 6 (IL-6) e 8 (IL-8)

Como explicitado pela Figura 7, houve significativa diminuigdo das
concentracdes de IL-6 e IL-8 no exsudato do peritbnio dos camundongos pré-tratados
com NFM (50 mg/kg) (727,96+279,5 pg/mL e 6087,0 £ 1963 pg/mL, respectivamente),
em comparac¢do ao grupo que recebeu veiculo (1595,0 £ 170,5 pg/mL de IL-6; e 13850 +
3216 pg/mL de IL-8). Este resultado foi similar aos valores encontrados nos grupos pre-
tratados com indometacina (911,1 + 99,0 pg/mL de IL-6, p<0,05; e 6458 + 1349 pg/mL
de IL-8, p<0,05) e animais que receberam apenas salina (525,5 + 164,2 pg/mL de IL-6; e
350,4 + 165,8 pg/mL de IL-8).
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Figura 7: Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) nos niveis de IL-6 (7A) e IL-8 (7B) em peritonite induzida
por carragenina em camundongos. Os valores estdo expressos como média £ E.P.M.
##1<0,001 controle veiculo vs salina, **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle veiculo
(ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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3.7 Analise dos niveis de malondialdeido (MDA)

Apos a indugdo da peritonite pela carragenina, observou-se 0 aumento dos niveis
de malondialdeido (MDA) (Figura 8) nos grupos veiculo mais carragenina (2,226 +
0,133 nmol/mL), em comparac¢do ao grupo salina (1,115 £ 0,2161 nmol/mL). O grupo
pré-tratado com indometacina exibiu diminuicdo nos niveis de MDA (1,512 + 0,240
nmol/mL, p<0,05). Nos animais pré-tratados com NFM na dose de 50 mg/kg, contudo,
ndo observou-se reducdo dos niveis de MDA quando comparado ao veiculo.

Figura 8 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) na atividade da malondialdeido em peritonite induzida por
carragenina (500pg/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo expressos como
porcentagem de inibicdo e média + E.P.M. #p<0,01 controle veiculo vs salina, * p<0,05
vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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3.8 Andlise das concentrac@es de glutationa (GSH)

Na Figura 9, observam-se as dosagens de GSH nos grupos que receberam pré-
tratamento oral com NFM, bem como os controles indometacina, veiculo e salina. Assim,
pode-se analisar que houve manutencéo dos niveis de GSH nos animais pré-tratados com
0 NFM (141,21 £ 26,08 pg/mL) em comparagao ao grupo veiculo mais carragenina (86,76
+ 7,50 pg/mL). Este resultado ¢ semelhante aos achados nos grupos indometacina (169,20

+ 25,53 ng/mL) e salina (188,9 £9,61 pg/mL).
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Figura 9 - Efeito da NFM (50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.) e
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) na atividade da glutationa peroxidase em peritonite
induzida por carragenina (500ug/cavidade, i.p.) em camundongos. Os valores estdo
expressos como porcentagem de inibicdo e média + E.P.M. #p<0,01 controle veiculo vs
salina, * p<0,05 vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Newman Keuls).
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3.9 Efeito da NFM sobre o0 edema inflamatdrio na monoartrite crénica induzida por
ACF

A figura 10 mostra que o pré-tratamento dos animais com NFM (50 mg/kg) inibiu
significativamente (**p<0,01) o edema articular elicitado por ACF nas primeiras horas e
nos 15 dias de observacdo, quando comparado ao veiculo. As doses de 12,5 e 25 mg/kg
da NFM ndo mostrou inibicdo significativa apenas na primeira hora. A indometacina (10
mg/kg), anti-inflamatério ndo-esteroidal (AINE) padréo, foi capaz de reduzir o edema em

todos os tempos observados (***p<0,001) (Tabela 2).
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Figura 10: Efeito da NFM (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.), indometacina (Ind 10 mg/kg, v.0.) sobre o0 edema
articular induzido por ACF (50 uL + 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) em ratas. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.
*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle veiculo (ANOVA one way e Teste de Student Newman Keuls).

- Veiculo + CFA

NFM 12,5 mg/kg + CFA
—& NFM 25 mg/kg + CFA
- NFM 50 mg/kg + CFA
¥ Ind 10mg/kg + CFA

Variacdo do volume da pata (mm)

L
| | 1 I 1 1
0 1h 2h 3h 4h 5h D1 D3 D5 D7 D10 D14

Horas apd6s inducédo por CFA Dias ap6s indugcao por CFA



104

Tabela 2: Efeito da NFM (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween 80, v.0.)
e indometacina (10 mg/kg, v.0.) sobre o0 edema de pata induzido por ACF (50 uL + 0,5 mg/mL
de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) em ratas. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA one way e Teste de Student

Newman Keuls).

Edema de pata (mm)

Tratamento
(mg/kg, v.0.)

1h

2h

3h

4h

5h

D1

D3

D5

D7

D10

D14

Intervalo de tempo

Veiculo NFM NFM NFM Indometacina
(12,5) (25) (50) (10)

2,50+0,28 2,50+0,19 2,27+0,18 1,98+0,31* 1,61+0,44*
3,8+0,15 3,31+0,07 2,87+0,14 2,46%0,27** 2,08+0,55***
4,02+0,15 3,36+0,07 2,92+0,15 2,64+0,18** 1,9740,45%**
4,17+0,17 3,56+0,10 3,42+0,11**  2,80£0,15***  2,12+0,48***
4,17+0,15 3,84+0,06 3,69+0,19 2,89+0,15***  2,29+0,51***
5,45+0,14 4,90+0,18 3,87+0,76 3,13+0,30** 1,93+0,56***
5,40+0,21 5,09+0,16 3,98+0,68 3,11+0,33** 1,90+0,57***
5,63+0,21 4,87+0,20 4,09+0,77 3,22+0,44** 2,42+0,24**
5,74+0,17 5,17+0,21 4,34+0,65 3,36+0,61* 2,37+0,70**
5,35+0,17 4,89+0,18 4,05+0,53**  3,28+0,24***  2,70+0,22***
4,79+0,17 4,34+0,29 3,54+0,44 3,11+0,44* 3,36+0,23*
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3.10 Avaliacdo do mirtenol sobre a incapacitacdo articular induzida por ACF em

ratas

A injecdo de ACF (50 uL + 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) na
articulacdo tibiotarsica dos animais provocou incapacitacédo articular evidenciado pelo
aumento no tempo de elevacdo das patas, quando comparado aos animais normais. O
grupo pré-tratado com mirtenol (50 mg/kg) mostrou significativa diminui¢do no TEP nos
15 dias de observacdo, quando comparado ao veiculo (p<0,05). A indometacina (10
mg/kg) foi capaz de reduzir o TEP em todos os tempos observados (*p<0,05) (Figura
11).

Figura 11: Efeito da NFM (12,5, 25 e 50 mg/kg, v.0.), veiculo (NaCl 0,9% + 3% tween
80, v.0.), indometacina (Ind 10 mg/kg, v.0.) sobre a incapacitacdo articular induzida por
ACF (50 uL + 0,5 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis, i.ar.) em ratas. Os valores
estdo expressos como média = E.P.M. *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 vs controle
veiculo (ANOVA one way e Teste de Student Newman Keuls).
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4 DISCUSSAO

O principal mecanismo de acdo da atividade anti-inflamatéria do mirtenol é a sua
inibicdo da migracéo leucocitéria e atividade moduladora do estresse oxidativo (GOMES,
2017). Contudo, ndo se encontram na literatura estudos correlacionados a propriedade
anti-inflamatoria da nanoformulacdo do mirtenol em modelos experimentais que
mimetizem uma resposta inflamatoria, fato que garante o ineditismo deste trabalho.

Substancias constituintes de plantas, como o mirtenol, apresentam propriedades
farmacologicas importantes e ganharam terreno no campo farmacéutico. Somado ao
avanco da nanotecnologia, o encapsulamento desses 6leos em nanoemulsfes é
considerado uma estratégia promissora para facilitar a aplicabilidade desses produtos
naturais e potencializar suas a¢des. Estas formulacdes oferecem varias vantagens para a
entrega tdépica e sistémica de farmacos, incluindo tamanho de goticula controlada,
protecdo da substancia ativa a luminosidade, instabilidade térmica e volatilizacdo e
capacidade de dissolucgdo e estabilizacdo de drogas lipofilicas (BAJERSKI et al., 2016).

A investigacdo do potencial desse monoterpeno ainda se encontra reduzida, o que
impulsiona o investimento em pesquisas que analisem o potencial farmacoldgico da
nanoformulacdo do mirtenol.

O ensaio da avaliacdo da citotoxicidade in vitro de novas moléculas, biomateriais
e de novos produtos cosméticos e farmacéuticos para uso humano deve ser um dos
primeiros estudos a ser realizado, uma vez que, que esse tipo de estudo podera estimar a
biocompatibilidade precoce desses novos produtos, podendo ser realizado através da
analise da morfologia celular, da integridade da membrana celular e ainda da proliferacéo
celular e de sua atividade biosintética (MBIANTCHA et al, 2017; MALMONGE et al,
1999).

O parametro mais utilizado para avaliar a toxicidade é a viabilidade celular,
utilizando-se de corantes como o MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difenil brometo de
tetrazolio] (TANASIEWICZ et al, 2017). O MTT é um sal amarelo que quando
solubilizado no dimetilsulfoxido (DMSOQO) é reduzido pela atividade da enzima
desidrogenase mitocondrial e adquire uma cor violeta em decorréncia da formacdo do
formazan que possui essa coloracao caracteristica, ndo obstante que esta reducéo ocorre
somente nas células vivas (MOSSMAN, 1983).

Desta maneira, a viabilidade celular pode ser determinada pela quantificacdo
espectrofotométrica da citotoxicidade induzida pela substancia avaliada, quantificando

assim as células que estdo viaveis e as que ndo estdo viaveis (DENIZOT et al, 1986).
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Os resultados encontrados mostram que a NFM apresentou uma baixa atividade
citotdxica resultando em um valor de CCs0=485,693ug/mL. Trabalhos recentes com
nanoformulacdes de Rosmarinus ofcinalis L. mostram resultados equivalentes ao do
presente estudo nos testes de viabilidade celular in vitro. O mirtenol faz parte da
composicao desse 0leo essencial (BORGES et al., 2018).

Em seguida, a toxicidade oral aguda da nanoformulacéo também foi avaliada. Os
animais pré-tratados com uma super dosagem (2000 mg/kg) da NFM n&o apresentaram
sinais de toxicidade. Esses resultados assemelham-se aos descritos por Ribeiro et al.
(2014) para uma nanoemulsdo de Eucalyptus citriodora Hook, em que o processo de
encapsulamento da nanoformulac¢éo ndo promoveu toxicidade em camundongos.

A partir desses estudos de toxicidade, partiu-se para a investigacdo do potencial
anti-inflamatério da NFM e elucidacdo dos principais mecanismos de acao envolvidos
nesta atividade por meio de modelos animais que mimetizam o processo inflamatorio.

A resposta inflamatoria da pata de rato induzida por carragenina foi utilizada como
um teste de modelo animal bem conhecido para avaliar a atividade anti-inflamatéria das
preparacoes.

A carragenina é um polissacarideo extraido de algas Chondrus crispus que tem
origem em Carraghen (Waterford — Irlanda), onde cresce abundantemente (MADAN et
al, 2003; SCHRODER et al, 2006). Winter e colaboradores (1962) descreveram o uso da
carragenina como um agente irritante para induzir o edema de pata em ratos, sendo o
primeiro e mais popular método para avaliar as novas terapias anti-inflamatorias
(WINTER et al, 1962; SULAIMAN et al, 2009).

Sua acdo causa um tipo de reacdo inflamatoria bifasica, caracterizada por uma fase
celular com liberacdo de mediadores inflamatdrios como histamina e serotonina e intensa
infiltracdo de polimorfonucleares (PMN) para o local da resposta inflamatdria durante as
primeiras horas (KALITNIK et al., 2015; DI ROSA et al., 1971; WINTER, 1962); e uma
fase vascular com aumento da permeabilidade do endotélio e acimulo de liquidos e
proteinas plasmaéticas, com pico de edema na terceira hora apds administracdo do agente
na pata do animal (BARTH et al., 2016; ANTONIO e BRITO, 1998). Em seguida, ha a
formacdo de uma resposta marcada pela presenca de prostaglandinas, éxido nitrico (NO)
e estresse oxidativo (WANG et al., 2016; WINTER, 1962).

Por essas caracteristicas 0 uso da carragenina tornou-se um modelo amplamente
utilizado para induzir a resposta inflamatéria aguda em animais de laboratério (DI ROSA,

1971). As substancias que apresentam uma atividade inibitoria no edema de pata induzido
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por carragenina apresentam um forte indicio de atividade anti-inflamatoria
(OTTERNESS et al., 1979). Além disso, as doses de AINEs utilizadas para esta inibicdo
sdo bem correlacionadas com as utilizadas no tratamento em seres humanos (MORRIS,
2003).

Os dados apresentados neste estudo mostram que os animais pré-tratados com a
NFM (25 e 50 mg/kg) exibiram reducéo no desenvolvimento do edema de pata induzido
por carragenina, em ratos.

Corroborando com esses resultados, a nanoformulacdo do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L., cujo mirtenol em sua forma livre € um dos constituintes,
apresentou reducé@o do edema de pata induzido por carragenina em animais (BORGES et
al., 2017; LAHSEN et al., 2015). Em outros estudos semelhantes de investigacdo do
potencial anti-inflamatério, nanoformulacGes obtidas de produtos naturais também
apresentaram eficacia na diminuicdo do processo da inflamacdo, como a nanoformulacgéo
do eugenol, cujas caracteristicas quimicas assemelham-se a do mirtenol e a
nanoformulacgdo do 6leo de copaiba (ESMAELI et al, 2015; LUCCA et al, 2017).

O método empregado para a sintese da nanoformulacdo do mirtenol permitiu a
obtencdo de particulas de tamanho pequeno e monodisperso. Essas propriedades
permitem uma maior permeabilidade em tecidos e células bioldgicas, facilitando a
absorcdo (ALBANESE et al, 2012). Pesquisas tém reportado o uso de subtancias anti-
inflamatérias em nanoformulacGes. Este campo concentra-se principalmente em
compostos ativos de produtos naturais, como € o caso do Z-ligustilide. Esta substancia é
isolada e purificada a partir do 6leo essencial de Angelica sinensis (Oliv.) Diels., e atenua
o comportamento inflamat6rio e nociceptivo em camundongos (KUANG et al. 2006; YU
et al. 2008; DU et al. 2007).

Diante do efeito observado da NFM nas fases inicial e tardia sobre o edema de
pata induzido por carragenina, investigou-se 0s mecanismos envolvidos na atividade anti-
inflamatéria da NFM sobre a migracdo leucocitaria, atividade da enzima
mieloperoxidase, concentracdo de citocinas (IL-6 e IL-8) e atividade de complexos
enzimaticos importantes tais como malondialdeido e glutationa reduzida. Para tanto,
utilizou-se 0 modelo de peritonite induzida por carragenina.

O protocolo de peritonite é amplamente utilizado para investigacao de compostos
com potenciais atividade anti-inflamatorias, pois é capaz de mimetizar um processo
inflamatorio agudo, possibilitando a observacao tanto de pard@metros inflamatorios quanto
do estresse oxidativo (LONGHI-BALBINOT et al., 2012). O processo de inflamagéo
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aguda é caracterizado pelo aumento da permeabilidade vascular, como resultado da
exsudacdo de fluidos e proteinas, e conspicuamente associado a migracdo de células
polimorfonucleares (neutréfilos primarios) para o local inflamatério (SHERWOOD;
TOLIVER-KINSKY, 2004).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que houve diminuicéo
significativa da migracdo de leucécitos totais e de mondcitos e neutrofilos. Estes
resultados corroboram com os estudos da atividade anti-inflamatoria do mirtenol na sua
forma livre (SILVA et al., 2014; GOMES et al., 2017) e sugerem que a NFM possa ter
uma importante acéo anti-inflamatéria, uma vez que os neutrofilos, um tipo de leucdcito
polimorfonuclear, constituem o principal tipo celular encontrado na circulagéo sistémica
e por serem as primeiras células a migrarem para o sitio inflamatdrio, apresentam papel
fundamental na progressdo das doencas inflamatérias (PORTO: STEIN, 2016). O
neutrofilo € bem conhecido como uma das principais células a atuarem na resposta
inflamatoria aguda (PHILLIPSON; KUBES, 2011). Geralmente, s&o as primeiras células
leucocitarias a serem recrutadas para um sitio inflamatorio, além de serem capazes de
eliminar agentes patogénicos através de varios mecanismos (KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013).

A fim de confirmar este resultado, o efeito da NFM sobre a infiltracdo de
neutrdfilos foi indiretamente avaliado através do ensaio de atividade da mieloperoxidase
(MPO). A MPO é uma importante enzima encontrada principalmente nos granulos
azurdfilos de células polimorfonucleares, secretada por neutréfilos nos sitios
inflamat6rios que induz danos ao tecido. Portanto, esta enzima contribui para a
patogénese da inflamacédo e é largamente utilizada como um marcador de infiltracdo de
neutréfilos (VLASOVA et al, 2012).

Os resultados obtidos nesse ensaio mostraram que o pré-tratamento com NFM
reduziu de maneira significativa a atividade de MPO no exsudato peritoneal e indicam
que a atividade anti-inflamatoria da NFM envolve, além de outros fatores, a diminuigédo
da migracdo de neutrdfilos. Resultados semelhantes na inibicdo de neutrdfilos e,
consequentemente de MPO, foram encontrados em ensaios com 0 monoterpeno mirtenol
(SILVA etal., 2014).

Uma vez ativados, os neutrofilos produzem e liberam citocinas pro-inflamatérias
que desempenham um papel relevante no processo inflamatério (KASAMA et al., 2005).
Desse modo, partiu-se para a avaliacdo do efeito da NFM sobre os niveis de citocinas no

exsudado peritoneal.
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As citocinas sdo pequenos polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares,
hidrossollveis, que s&o produzidas por diversos tipos de células no local da leséo e por
células do sistema imune através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitdégenos
(OLIVEIRA et al, 2011) e atuam especialmente por mecanismos paracrino (em células
vizinhas) e autocrino (nas proprias células produtoras), induzindo quimiotaxia, expressdo
de moléculas de adesdo, sistemas enzimaticos e amplificagdo da producdo de outras
citocinas podendo ainda exercer acéo anti-inflamatdria, como por exemplo a interleucina
10 (IL-10) (NEWTON; DIXIT, 2012). Citocinas estdo envolvidas na génese e agravo de
diversas doencas autoimunes como artrite reumatoide de tal forma que as drogas mais
avancadas para tais patologias sdo anticorpos monoclonais anti-citocinas (DINARELLO,
2007).

De acordo com os resultados deste estudo, a NFM foi eficaz na supressdo dos
niveis de IL-6 e IL-8. Estes dados sugerem que o efeito anti-inflamatorio do mirtenol
pode esté associado a inibi¢do da producédo destas citocinas. Confirmando os resultados
encontrados, 0 monoterpeno citronelol, um monoterpeno alcool com estrutura semelhante
a do mirtenol, monoterno usado para a obtencdo da nanoformulacdo, apresentou
resultados semelhantes na atenuacdo do processo inflamatorio por meio da diminuicao
dos niveis de citocinas pro-inflamatorias (PINA et al., 2018).

A literatura descreve que o mirtenol livre foi eficaz na diminuigdo dos niveis de
citocinas pro-inflamatdrias e confirmam os resultados alcancados (SILVA et al., 2014).
Giongo e colaboradores (2017) descreveram gue a nanoformulacgédo do 6leo de Geranium,
que tem como constituintes os terpenos citronelol e geraniol, com estruturas semelhantes
a do mirtenol, dimimuiram os niveis de citocinas no processo inflamatério, o que vai ao
encontro dos resultados encontrados em nossa pesquisa (GIONGO et al., 2017).

Além da expressdo de citocinas pro-inflamatorias, o recrutamento de neutréfilos
resulta em aumento da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BOGDAN,
2001). As EROs induzem uma série de danos nos tecidos; elas podem danificar
biomembranas, atacando as suas proteinas e induzindo a oxidacdo destrutiva de lipidos
da membrana, num processo conhecido como peroxidacdo lipidica (RANGAN;
BULKLEY, 1993). Uma das formas de avaliar o estresse oxidativo experimentalmente
se d& a partir do exsudato peritoneal de camundongos em modelos de peritonite induzida
por carragenina. Ja € bem descrito na literatura que a carragenina, quando administrada

intraperitonealmente, é capaz de induzir a formacdo de EROs (BARTH et al., 2016).
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Um dos marcadores da desregulacdo da atividade oxidante e antioxidante do
organismo é o malondialdeido (MDA). Este composto orgénico é formado através da
reacdo entre radicais de oxigénio e lipidios insaturados, numa reacdo denominada
peroxidacdo lipidica induzida por EROs (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2016). Como
consequéncia deste processo, ocorre perda de integridade e fluidez da membrana celular,
bem como interferéncia no transporte de ions e outras moléculas pelas membranas
(ZHANG et al., 2016). Contudo, no meio intracelular existem diversos sistemas de
regulacdo e defesa contra os radicais livres formados, destacando-se o papel do
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH), por exemplo
(CHRISTOFIDOU-SOLOMIDOU; MUZYKANTQV, 2006).

A GSH é o principal antioxidante do sistema ndo-enziméatico enddgeno. Ele
consiste  num tripeptideo (g-L-glutamil-L-cisteinil-glicina) encontrado em altas
concentracdes dentro das células, e participa da biotransformacdo e eliminacdo de
xenobioticos, bem como da reversdo do estresse oxidativo a partir da sua atividade
antioxidante (HUBER; ALMEIDA; FATIMA, 2008). Tal acio é oriunda da sua ligaco
as EROs, formando a glutationa dissulfeto (GSSG), em um tipo de reacdo dependente de
glutationa peroxidase (GSH-Px) e oxidase (GO). Fisiologicamente, as concentracfes de
GSH séo restauradas pela agcdo da glutationa redutase (GR), na presenca de NADPH
(ROVER-JUNIOR; HOEHR; VELLASCO, 2001).

Desta maneira, a GSH neutraliza as espécies de oxigénio, promovendo a prote¢do
de lipideos, carboidratos e acidos nucléicos celulares. Em decorréncia deste mecanismo,
as concentracGes de GSH diminuem durante o estresse oxidativo e hd aumento dos niveis
de MDA (BARBOSA et al., 2014; PENG et al., 2014).

A NFM néo foi capaz de reduzir os niveis de MDA, o que mostra que seu efeito
anti-inflamatorio ndo esta relacionado a essa via. Entretanto, os animais dos grupos pré-
tratados com a NFM mantiveram as concentracdes de GSH em valores similares aos
grupos veiculo sem carragenina.

A glutationa, por meio da concentracdo de tidis totais e a atividade da catalase
protege a célula contra a acdo dos radicais livres (MARTIN; TEISMANN, 2009). Através
deste sistema, os radicais livres sdo removidos por mecanismo ndo enzimatico via reducao
com GSH (LUBOS et al, 2011). Animais tratados com a NFM apresentaram maior
concentragdo de tiois totais demonstrando aumento dos elementos do complexo da
glutationa. Desse modo, os resultados expostos mostram uma discreta agéo antioxidante
da NFM.
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Diante dos resultados favoraveis a atividade anti-inflamatoria aguda e
antioxidante, buscou-se avaliar o efeito da NFM sobre modelos de inflamagéo cronica.

As lesOes persistentes resultam em inflamag&o nédo resolvida, que avanca em
estadgio cronico levando a distarbios inflamatérios. A inflamacdo foi estudada
universalmente na tentativa de combater seus efeitos deletérios sobre o corpo humano
(JAGADISHA et al, 2016). No entanto, a inflamacdo desempenha um papel central na
patogénese de varios disturbios, como artrite reumatoide (KOTAS; MEDZHITOV,
2015). Dentre os modelos que mimetizam tal enfermidade destaca-se a artrite induzida
por Adjuvante Completo de Freund (ACF). Em funcdo disso, buscou-se investigar o
efeito da NFM frente a inflamacé&o crénica por meio do modelo de artrite induzida por
ACEF. Avaliou-se, nesse ensaio, 0 edema articular e a incapacitacdo articular em ratos.

A injecdo do ACF na pata de ratos, em experimentos pré-clinicos, mimetiza de
modo mais preciso a lesdo persistente semelhante a artrite. Portanto, o aspecto do estudo
é compreender a acao anti-inflamatoria de formulag6es de ervas selecionadas atraves da
modulacdo da expressao de genes inflamatoérios na inflamacéao induzida por ACF em ratos
como modelo (REN; DUBNER, 1999; NAGARKAR; JAGTAP, 2017).

O adjuvante completo de Freund consiste em um tipo de emulsdo de agua-em-
6leo composta por micobactérias inativadas, Mycobacterium tuberculosis ou
Mycobacterium butyricum. No geral, o protocolo consiste de uma ou Vérias injecfes de
ACF como sensibilizante seguida de varias semanas ou meses, de uma ou varias injecoes
booster (BILLIAU; MATTHYS, 2001). A monoartrite induzida por ACF consiste em
edema e vermelhiddo dose-dependente (DONALDSON; SECKL; MCQUEEN, 1993).
Tal procedimento gera resposta inflamatoria com forte celularidade, marcadamente
linfécitos T, e anticorpos antigeno-especificos circulantes. Varias citocinas e inimeras
quimiocinas sdo induzidas pelo ACF, mimetizando em varios aspectos a fisiopatologia
de um processo inflamatério crénico (CHILLINGWORTH; DONALDSON, 2003).

No caso da avaliacdo incapacitacdo articular promovida pela injecdo de ACF, a
literatura relata que o tempo de um minuto de deambulagdo no incapacitémetro € o ideal,
pois deambula¢Ges por maior tempo resultam em diminuicdo da incapacitacdo, do
infiltrado celular e do edema articular em modelos de artrite induzida por ACF,
provavelmente devido ao efeito da mobiliza¢ao articular e liberacao de B-endorfinas
(GOMES et al, 2014).

A artrite reumatoide, mimetizada pelo ACF, é caracterizada por dor, inchaco e

destruicdo de articulacfes e é uma das mais prevalentes de todas as doencas articulares
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inflamatdrias crénicas, no qual acomete, aproximadamente, 1% da populacdo do mundo
e mais de 3.000.000 novos casos sao diagnosticados a cada ano. A artrite ndo sé induz a
deficiéncia que afeta a funcdo fisica e a mobilidade, mas também resulta em morte
prematura; Além disso, 0s pacientes com artrite reumatoide uma expectativa de vida
substancialmente mais curta do que a populacdo em geral (CHOI et al, 2002; SMOLEN
et al, 2007; SCOTT et al, 2010)

O edema articular foi empregado como indice de artrite. Os dados expressos nesse
protocolo evidenciaram uma reducdo do edema na articulagéo tibiotarsica dos animais
tratados com NFM, quando comparado ao grupo controle. Essa redugcdo mostrou-se
significativa até o 14° dia de observacdo. Dados da literatura corroboram com 0s
resultados obtidos, mostrando que o monoterpeno alcodlico mirtenol em sua forma livre
também exibiu significativa reducdo do edema elicitado por ACF (GOMES et al, 2017).
Estudos desenvolvidos por Zheng e colaboradores (2015) também evidenciaram a
atividade anti-inflamatéria crénica de uma nanoformulacéo proveniente de substancia
extraida de produtos naturais em modelos de artrite induzida por ACF. Monoterpenos,
como o linalol, também apresentaram atividade anti-inflamatoria em modelos induzidos
por ACF (BATISTA et al., 2010).

A atividade da NFM nesse ensaio mostrou ter resultado na diminuig¢do do tempo
de elevacdo da pata (TEP) dos animais com artrite. A caracteristica marcante da artrite €
a inflamacdo crénica das articulacdes sinoviais associada com a proliferacdo das células
sinoviais e da infiltracdo de células imunoativadas que conduzem a destruicdo de
cartilagem e 0sso e, por conseguinte, incapacitacdo da articulacdo (HITCHON; EL-
GABALAWY, 2004). Assim como os resultados evidenciados nesse ensaio, 0 mirtenol
livre também obteve eficacia na diminuicdo do TEP induzido por ACF em ratos
(GOMES, 2017).

Os resultados apresentados destacam que a NFM possui atividade anti-
inflamatdria. Dentre as possiveis vantagens da nanoformulacdo podemos destacar que,
uma vez que o pequeno tamanho de goticulas de nanoemulsées promove uma maior area
de contato com a superficie das membranas biologicas, favorecendo a distribuicdo em
todo o trato gastrintestinal, consequentemente melhora a absor¢do do farmaco
(FERREIRA et al., 2016). O aumento da disponibilidade de drogas na area alvo pode
permitir o aumento das propriedades farmacologicas e reduzir a incidéncia de efeitos
colaterais (FERREIRA et al., 2016).
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Os dados exibidos neste trabalho contribuem para o conhecimento farmacologico
da NFM, o qual apresenta importante efeito anti-inflamatorio estudado em modelos de

inflamacéo aguda e cronica.

5 CONCLUSAO

A investigacéo realizada no presente trabalho nos permite concluir que a NFM
ndo apresentou citotoxicidade, o tratamento em animais ndo mostrou sinais de toxicidade
oral aguda, a nanoformulacao do mirtenol apresentou atividade anti-inflamatoéria aguda e
crénica ao reduzir o edema induzido por carragenina e ACF e reduziu o tempo de elevacgéo
da pata em ratos, em modelo de artrite crénica. Sugere-se, portanto, que 0s mecanismos
desta atividade sdo via modulacdo direta da migracdo de neutrofilos, modulagdo do

estresse oxidativo e bloqueio da liberacao local de citocinas pro-inflamatdrias.
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