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Resumo:

O eugenol (EU) é o principal constituinte do 6leo essencial de cravo (OC) extraido de Syzygium aromaticum. Sendo o EU um
composto fendlico, este apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antivirais, antifingicas e antimicrobianas
comprovadas, e exercem acdo inseticida. Entre os efeitos farmacoldgicos do EU, podemos destacar sua acdo em
hepatotoxicidade, Ulceras géstricas, doencas infecciosas, estando presentes em diversos fa&rmacos. Contudo, tanto EU quanto
OC apresentam toxicidade quando administrados via oral, aém do cardter hidrofdbico, dificultando administracBes por esta
via. Visando contornar estes problemas farmacotécnicos enquanto as propriedades farmacoldgicas desses compostos sdo
preservadas, a elaboragdo de nanocdpsulas se torna cada vez mais frequente. A utilizacdo de nanocapsulas poliméricas
conferem vantagens na administracdo de farmacos, podendo aumentar sua miscibilidade, biodisponibilidade, preservar suas
propriedades farmacol gicas e até garantir que o principio ativo chegue ao local de atuagdo em quantidades terapéuticas sem
sofrer grandes degradacBes. De acordo com o estudo de SARAIVA et al., 2018, houve reducdo significativa das toxicidades
do EU e OC livres a partir de suas respectivas nanoencapsulaces em zeina, um biopolimero extraido de Zea mays, em
Caenorhabditis elegans. Nesse estudo foi verificado que estas nanocapsulas apresentaram-se indcuas a0 modelo. Diante do
exposto, este estudo tem por finalidade avaliar os graus de toxicidade do EU e OC em suas formas livres e suas respectivas
nanoformulagdes em zeina por via oral, e também seus efeitos comportamentais em modelo in vivo utilizando Drosophila
melanogaster. Os resultados da sobrevivéncia mostraram que as nanoformul agdes de eugenol e de dleo de cravo aumentaram
o perfil tdxico destes compostos em comparacdo as suas formas livres, reduzindo a longevidade das drosofilas; por outro lado,
os grupos Controle DM SO, Controle Vazia e EU isolado ndo apresentaram toxicidade nas concentractes utilizadas. Os testes
comportamentais de geotaxia mostraram déficit locomotores nos grupos Controle DM SO e EU nano. O teste do campo aberto
mostrou déficit locomotor no grupo OC nano a partir do quarto dia de tratamento, e nos grupos Controle DM SO, Controle
Vazia e EU nano a partir do sexto dia. A partir disso, conclui-se que as nanocapsulas de zeina carregadas com EU ou OC
agravam o perfil téxico desses compostos em suas respectivas formas livres, aém de induzir alteragdo comportamental no
modelo estudado; por outro lado, as nanocpsulas ndo-carregadas e o diluente utilizado (DM SO) n&o induziram mortalidade,
mas provocaram ateracdes comportamentais. Ademais, sdo necessarias determinacdes bioquimicas para elucidar os efeitos
toxicol 6gicos dos compostos e nanoformulagBes causados no modelo experimental com drosdfilas.
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NANOCAPSULAS DE ZEINA CARREGADAS COM EUGENOL OU OLEO DE
CRAVO INDUZEM TOXICIDADE EM Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

O eugenol (EU) ¢ o principal constituinte do 6leo essencial de cravo (OC) extraido de
Syzygium aromaticum. Sendo o EU um composto fenoélico, 0 mesmo apresenta propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antivirais, antifungicas e antimicrobianas comprovadas,
além de também exercer agao inseticida (MURAKAMI et al., 2003; SARAIVA et al., 2018).
Entre os efeitos farmacoldgicos do EU, podemos destacar sua acdo em hepatotoxicidade,
leucemia, ulceras gastricas, doencas infecciosas além de estar presente em farmacos
anestésicos e anti-inflamatérios (AZAMBUIJA, 2015; BINU et al., 2018; MAGALHAES et
al., 2018). Contudo, tanto EU quanto OC apresentam toxicidade quando administrados via
oral, além do carater hidrofobico, tornando impraticdvel a administragdo por esta via
(SARAIVA et al., 2018).

Visando contornar estes problemas farmacotécnicos € a0 mesmo tempo, preservar as
propriedades farmacologicas desses compostos, a elaboragdo de nanocapsulas se torna cada
vez mais frequente. A utilizagdo de nanocapsulas poliméricas confere inimeras vantagens na
administracdo de farmacos, bem como aumentar sua miscibilidade, biodisponibilidade,
preservar suas propriedades farmacologicas e em algumas situagdes, garantir que o principio
ativo chegue ao local de atuacdo em quantidades terapéuticas sem sofrer grandes degradagdes
(NADIMI et al., 2018; ABU ABED et al., 2018; SOHAIL et al., 2018). De acordo com o
estudo de SARAIVA et al., 2018, houve reducdo significativa das toxicidades do EU ¢ OC
livres a partir de suas respectivas nanoencapsulacdes em zeina, um biopolimero extraido do
milho (Zea mays), em um modelo experimental utilizando Caenorhabditis elegans. Ainda,
nesse mesmo estudo foi verificado que as nanocapsulas de zeina apresentaram-se indcuas ao
modelo.

Diante do exposto, este estudo tem por finalidade avaliar os graus de toxicidade do EU
e OC em suas formas livres e suas respectivas nanoformula¢des em zeina por via oral, e
também seus efeitos comportamentais em modelo in vivo utilizando Drosophila
melanogaster.

2. METODOLOGIA

As nanoparticulas de zeina foram preparadas de acordo com o métodos de precipitagao
antissolvente. As formulacdes foram caracterizadas a partir de ultrafiltracdo e centrifugacao
para verificar a eficiéncia de encapsulagdo (89+2%); espalhamento dindmico de luz para
verificar a polidispersividade (0,197+0,016nm) e o tamanho médio (120+20nm); analise de
rastreamento de nanoparticulas para determinar a concentragdo (1,1x10" particulas/mL) e a
distribuicdo de tamanho (98+5,9nm); microeletroforese para determinar o potencial zeta
(19.9£0,9mV).

Para o tratamento foram utilizadas moscas de tipo selvagem de Drosophila
melanogaster de ambos os sexos e idades entre 1 e 3 dias. As moscas foram separadas em em
7 grupos: Controle Agua (agua destilada), Controle Vazia (nanocapsulas de zeina ndo-
carregadas 2,75x10" particulas/mL) Controle DMSO (DMSO concentrado), EU isolado
(eugenol isolado 0,55mg/mL), OC isolado (6leo de cravo isolado 0,55mg/mL), EU nano
(nanoformulagdo de eugenol 2,75x10" particulas/mL), OC nano (nanoformulagio de 6leo de
cravo 2,75x10" particulas/mL).

2.1. SOBREVIVENCIA
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Neste teste foram utilizadas 50 moscas por grupo. As mesmas foram monitoradas
diariamente por um periodo de 14 dias para avaliar a incidéncia de mortalidade. A contagem
do numero de moscas mortas foi realizada diariamente durante este periodo. Os dados foram
posteriormente analisados e plotados como porcentagem de moscas vivas.

2.2. GEOTAXIA-NEGATIVA

A habilidade locomotora das moscas foi determinada por um ensaio de geotaxia como
descrito por FEANY E BENDER, 2000. Para o teste, foram anestesiadas 10 moscas durante 2
minutos em gelo e, em seguida, as mesmas foram transferidas para um tubo falcon de
aproximadamente 12 centimetros de comprimento. Todos os tubos foram marcados nos
centimetros 6 ¢ 8 para avaliar a escalada. Foi dado um tempo de laténcia de 20 minutos para
que as moscas pudessem se recuperar do efeito causado pelo gelo. Em seguida, o tubo foi
disposto na vertical ¢ submetido a um leve impacto para que as moscas se encontrassem todas
na base do tudo. No instante do tltimo impacto, um cronémetro de 6 segundos foi acionado ¢
o numero de moscas que alcangaram as marcacgdes neste intervalo de tempo foram contadas.

2.3. TESTE DO CAMPO ABERTO

O teste do campo aberto foi realizado pelo método de HEITH, 2010. Este método
avalia o deslocamento das moscas num determinado periodo de tempo. Foram utilizadas 10
moscas por grupo, ¢ o teste foi feito em duplicata. As moscas foram anestesiadas em gelo ¢
transferidas para suas respectivas placas de petri, a qual foram sobrepostas em papel
quadriculado (cada quadrado possui lcm de lado). Foi dado um tempo de laténcia de 20
minutos para total recuperacido das moscas antes do inicio ao teste que durou 1 minuto. Neste
método, os saltos também foram contabilizados.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os testes comportamentais foram realizados em triplicata ¢ os dados foram agrupados
em médias e erro padrdo, a estatistica utilizada foi analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste de Newman-Keuls. Sendo, que para a determinag¢do da sobrevivéncia foi
utilizada ANOVA de uma via para medidas repetidas, valores com p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS e DISCUSSAQO

Grafico 1
Mortalidade
100 - Controle Agua

= - Controle DMSO
-5 - Controle Vazia
c
o 50 - Ellisolado
s | —~ OC isolado
2 - ElJ nano
(7]

OC nano

Anais do 100 SAEAO-INFERNACIONAL-REENSINOPESQUISA E EXTENSAO - EPE
SI 0 5 10 15

Dia



De acordo com o grafico 1, os resultados mostraram que os grupos controles nao
apresentaram diferenca significativa entre si. Sugerindo, que tanto o veiculo utilizado
(DMSO) quanto a nanocépsula de zeina vazia apresentam-se indcuos no modelo exposto. O
EU na forma isolada também ndo apresentou aumento na mortalidade, na concentragao
testada. O OC na forma isolada apresentou um aumento significativo na mortalidade a partir
do dia 10. As nanoformulagdes apresentaram-se um drastico aumento na mortalidade no teste
de sobrevivéncia, sendo a nanoformulagdo com OC a forma mais letal, quando comparada a
nanoformulacdo de EU. Este comportamento pode ser explicado por um aumento na
biodisponibilidade do EU e OC por conta de suas nanoformulacdes. Vale lembrar que tanto
EU quanto OC sdo compostos considerados inseticidas.
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De acordo com o grafico 2, houve diferenga significativa sobre a habilidade de
escalada das drosofilas dos grupos OC isolado € EU nano em comparagao ao grupo Controle
Agua no 2° dia de tratamento. A discussao ¢ apresentada na analise do grafico 3.
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De acordo com o grafico 3, para 8cm de altura, o grupo Controle Vazia apresentou
diferenca significativa no 4° dia de tratamento em comparagio ao Controle Agua. No 6° dia de
tratamento, tanto o grupo Controle DMSO quanto o grupo EU nano apresentaram diferenga
significativa. O DMSO ¢ um solvente aprético muito utilizado para solubilizar moléculas
apolares e polares, porém, apresenta toxicidade em concentragdes maiores que 10%, podendo
induzir apoptose em células neuronais retinianas (GALVAO, 2014), o que ¢ um indicio para a
este déficit observado neste grupo.
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De acordo com o grafico 4, as drosoéfilas do grupo OC nano apresentaram diferenga
significativa na locomogdo em comparacio ao grupo Controle Agua no 4° dia de tratamento,
enquanto os grupos Controle DMSO, Controle Vazia ¢ EU nano apresentaram diferenca
significativa no 6° dia. O eugenol ¢ um constituinte do 6leo de cravo, e a toxicidade induzida
pelo mesmo pode provocar alteragdes sistémicas e comportamentais. Um estudo feito por
VALENTE, 2009 analisando o carater toxico do eugenol sobre roedores mostrou que este pode
induzir diversos efeitos maléficos, dentre eles a reducdo da frequéncia respiratéria e
comportamento mais agitado. Isso explicaria a grande quantidade de saltos nos grupos OC
nano ¢ EU nano, respectivamente, nos dias 4 ¢ 6 do tratamento. A toxicidade induzida por
DMSO, como mostrado no estudo de YUAN, 2012, pode reduzir a velocidade locomotora em
Dugesia japonica, fato que se repetiu no teste com drosofilas.

4.CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, diante do exposto as nanoformulac¢des de zeina carregadas com EU ou OC
apresentaram maior grau de toxicidade em relacdo aos compostos em suas formas isoladas,
aumentando a letalidade nas drosoéfilas e reduzindo sua atividade locomotora. Além disso,
apesar de nao induzirem mortalidade nos 14 dias de tratamento, os grupos tratados com
nanocapsulas de zeina e/ou DMSO apresentaram maiores déficit locomotores. Por
conseguinte, sdo necessarias determinagdes bioquimicas para elucidar os efeitos toxicologicos
dos compostos e nanoformulacdes causados no modelo experimental com drosofilas.
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