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RESUMO

Oleos essenciais sdo substancias odorificas, encontrados por varias partes das
plantas. A atividade locomotora avalia drogas que causam comprometimento
locomotor ou ndo. O objetivo desse trabalho foi obter o 6leo essencial do cravo da
india e realizar a avaliagdo da seguranga nao clinica utilizando zebrafish. O OE foi
obtido por meio de hidrodestilagdo. Para o teste de campo aberto, os zebrafish
receberam doses de OE (4, 20 e 40 mg/kg); DMSO 3% e DZP 40mg/kg. Apos 30 min,
os animais foram adicionados em placas de Petri, e analisada a atividade locomotora
através da contagem do numero de CL (5 min). Para avaliagdo da toxicidade, os
animais receberam os mesmos tratamentos e apds 96h h de analise, os valores
obtidos com o numero de ZFa mortos foram submetidos a analise estatistica para
estimar DL para matar 50%. O OE apresentou composigao elevada teor de eugenol e
baixos teores de acetato de eugenila e [3-cariofileno. Além disso, alterou o sistema
locomotor do zebrafish e € considerado seguro, pois ndo se mostrou téxico até 96h
de analise.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial. Cravo da india. Seguranca ndo clinica.
Atividade locomotora. Zebrafish.

ABSTRACT

Essential oils are odorous substances, found by various parts of plants. Locomotor
activity evaluates drugs that cause locomotor impairment or not. The objective of this
work was to obtain the essential oil of cloves and perform a non-clinical safety
assessment using zebrafish. The EO was obtained through hydrodistillation. For the
open field test, zebrafish received doses of OE (4, 20 and 40 mqg / kg); DMSO 3% and
DZP 40mgq / kg. After 30 min, the animals were added in Petri dishes, and locomotor
activity was analyzed by counting the number of CL (6 min). For toxicity assessment,
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the animals received the same treatments and after 96 h of analysis, the values
obtained with the number of ZFa killed were subjected to statistical analysis to estimate
DL to kill 50%. The OE had a high eugenol composition and low eugenyl acetate and
B-karyophylene levels. In addition, it changed the zebrafish locomotor system and is
considered safe, as it was not toxic until 96 hours of analysis.

KEYWORDS: Essential oil. Cloves. Non-clinical safety. Locomotor activity. zebrafish.

INTRODUGCAO

Oleos essenciais (OE) sdo substancias odorificas, volateis a temperatura
ambiente, e podem ser extraidos através de flores, raizes e frutos. A hidrodestilagao
¢ o método mais utilizado na extragdo de OE '. Sdo reconhecidos como agentes
terapéuticos desde a antiguidade pelas propriedades farmacoldgicas e psicologicas.
Eles sdo uma mistura complexa de compostos volateis consistindo principalmente de
benzenoides, fenilpropandides, monoterpendides e sesquiterpendides?. Possuem
algumas atividades biolégicas, como propriedades antibacterianas, antifungicas,
antivirais, antiinflamatdrias, antioxidantes, anticancer e antinociceptivas 2.

A composig¢ao quimica do OE pode variar significativamente dependendo de
varios fatores, incluindo as condi¢cbes da parte aromatica da planta, a localizagao
geografica, o método de extracdo e o tempo de extragcdo. Varios métodos de extragao
sdo usados para produzir OE, incluindo destilacdo a vapor, destilagdo a seco,
hidrodestilagéo e destilagéo a vapor de alta pressao 3. A prensagem a frio é usada no
caso de extracao de 6leo de casca especificamente de frutas citricas. A destilagdo a
vapor € o método mais comum amplamente usado para a producao industrial de
OE. Embora a aplicacdo de métodos de extracdo por solvente usando varios
solventes (por exemplo, extragcdo de CO » hipercritico ou extracdo de fluido
supercritico) esteja ganhando popularidade na industria de aromas e sabores, 0s
extratos obtidos por essas técnicas ndo sdo considerados verdadeiros EOs 2.

Estudos apontam os multiplos beneficios que os OE tém na saude mental dos
humanos, incluindo efeitos ansioliticos / antidepressivos, aprimoramento do
processamento cognitivo, aprimoramento da atencao, efeitos psicoestimulantes e
aprimoramento da memoéria. Um levantamento desses estudos foi recentemente
realizado por 4 e mostra uma vis&o geral dos experimentos pré-clinicos e clinicos que
estudam o efeito dos 6leos essenciais (OE) no sistema nervoso e suas propriedades
no Sistema Nervoso Central (SNC).

O cravo da india € um bot&o floral seco do Syzygium aromaticum, uma planta
de porte arbéreo com copa alongada caracteristica e que pode atingir em média 8-10
metros de altura. Seu nome mais conhecido cientificamente & Eugenia caryophyllus.
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Os principais componentes quimicos do OE do cravo da india sdo: acetato de
eugenila, cariofileno e eugenol .

Na maioria das pesquisas cientificas, alguns animais s&o utilizados para
estudar melhor as causas das doencas humanas e aplicar teste para terapias
inovadoras. O Zebrafish foi utilizado na pesquisa cientifica por George Streisinger,
bidlogo, professor da Universidade de Oregon. Ele percebeu que existe uma grande
vantagem na utilizagcdo do peixe em estudos cientificos, pois os peixes s&o de
pequenos portes, sua manutengao € simples e sua criagdo € econdmica comparada
aos roedores °. Assim, o presente trabalho teve por objetivo obter o OE do cravo da
india e realizar a avaliagdo da seguranca néo clinica utilizando zebrafish (Danio rerio)
adulto.

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Os botdes florais de S. aromaticum foram adquiridos no mercado publico de
Sobral - CE e levado ao Laboratério de Produtos Naturais da Universidade Estadual
do Vale do Acarau para obtengéo do 6leo essencial do cravo (OECRAVO).

Protocolo de aclimagao dos animais

Zebrafish (Danio rerio) adulto, selvagens, ambos os sexos com idade de 60-90
dias, tamanhos de 3.5 £ 0.5 cm e peso 0.4 + 0.1 g foram obtidos da Agroquimica:
Comeércio de Produtos Veterinarios LTDA, um fornecedor em Fortaleza (Ceara,
Brasil). Grupos de 60 peixes foram aclimatados por 24 h em aquarios de vidro (30 x
15 x 20 cm), contendo agua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros
submersos, a 25 °C e pH 7.0, com ciclo cicardiano de 14:10 h de claro/escuro. Os
peixes receberam racdo ad libitum 24 h antes dos experimentos. Apds os
experimentos, os peixes foram sacrificados com agua gelada (5 °C). Todos os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de
Animais da Universidade Estadual do Ceara (CEUA-UECE), sob protocolo n°
7210149/2016.

Os testes foram realizados baseando-se em metodologias propostas por € e’
No dia dos experimentos, os peixes foram selecionados randomicamente, transferidos
para uma esponja umida, tratados com as amostras testes ou controles, via
intraperitoneal (i.p.). Em seguida foram acondicionados individualmente em béqueres
(250 mL) contendo 150 mL de agua do aquario para repouso. Para os tratamentos via
intraperitoneal (i.p.) foi utilizada seringa de insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com uma

agulha de calibre 30G.
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Obtencao do éleo essencial

O OE dos botdes florais de Syzygium aromaticum foi obtido por hidrodestilagao
em aparelho do tipo Clevenger durante 2h. Em seguida, o 6leo essencial foi coletado,
armazenado em frascos de vidro (Fig. 1) e estocados em freezer.

Figura 1- Botdes florais de S. aromaticum (A), OECRAVO (B)

Avaliacao da Atividade locomotora

Os zebrafish ZFa (n=6/grupo) foram tratados, via intraperitoneal (i.p.), com 20
ML das solugdes do OE nas doses (4, 20 e 40 mg/kg) e veiculo (DMSO 3%) e
diazepam (DZP; 40mg/kg). Apos 30 min dos tratamentos, os animais foram
adicionados em placas de Petri, marcadas com quadrantes e analisada a atividade
locomotora através da contagem do numero de cruzamento de linhas, durante 5 min.
Animais sem tratamentos (Naive) foram considerados como 100 % e calculado o
percentual de atividade locomotora (%AL).

Toxicidade aguda 96h

Os animais receberam os mesmos tratamentos descritos em 4.1. Apds 96h de
analise, o numero de ZFa mortos foram submetidos a analise estatistica, estimando-
se a Dose Letal para matar 50% (DLso).

22



Coleta Cientifica

ISSN: 2763-6496

REVISTA COLETA CIENTIFICA
Ano IV, Vol. IV, n.7, jan.-jun, 2020
ISSN: 2763-6496
DOI: https://doi.org/10.5281/zenod0.4716803

Data de submissd0:08/01/2020. Data de aceite: 20/06/2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Quimica

A composicéo quimica do OE dos botdes florais de S. aromaticum esta descrita
na Tabela 1. Observa-se que foi possivel a identificacdo de trés constituintes
totalizando 99,00 %.

Tabela 1- Composi¢ao quimica do OE dos botdes florais de S. aromaticum

Composto IKiit2 Area relativa (%)
Eugenol 1359 83,90
B-Cariofileno 1419 3,57
Acetato de 1523 11,53
Eugenila
Total 99,00

K : Indice de Kovats da literatura

A analise do OE dos botdes florais de S. aromaticum permitiu a identificagao
do fenilpropandide eugenol (83,90%), além do sesquiterpeno ndo oxigenado [-
cariofileno (3,57%) e do acetato de eugenila (11,53%) (Fig. 2).Este resultado encontra-
se de acordo com a literatura onde uma amostra de oleo essencial de S. aromaticum
coletada na regi&o sul de Ilhéus, apresentou elevado teor de eugenol e baixos teores
de acetato de eugeila e R-cariofileno. A ordem dos tempos de retencdo (TR) dos
constituintes majoritarios do S. aromaticum € eugenol, R-cariofileno e acetato de
eugenila ', confirmada na analise do cromatograma do OE dos botées florais de S.
aromaticum (Fig.2).
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Figura 2- Cromatograma do OE dos botdes florais de S. aromaticum eugenol (1), B-
cariofileno (2) e acetato de eugenila (3).

Avaliacao da atividade locomotora

A atividade locomotora € um dos parametros de analise comportamental que
vem sendo utilizado para avaliar agdo de drogas que podem atuar sob o sistema
nervoso central do zebrafish (Danio rerio) adulto e causar comprometimento locomotor
ou nao 810,

Essa atividade pode ser explorada através do Teste de Campo Aberto, em um
aquario '", bem como placas de Petri 2. Como resultado, observou-se que
(OECRAVO) causou comprometimento motor do zebrafish, onde ocorreu uma
reducao no numero de cruzamento de linha na placa de petri pelos animais, resultado
significativamente diferente do grupo naive (p<0,01; p< 0,1 vs. naive) (Fig.3).

O comportamento natural do zebrafish em campo aberto € caracterizado por
atividade natatéria constante e manifestacdes de imobilidade, sdo pouco observadas
em condigdes naturais do zebrafish 3. A andlise da atividade locomotora explorada
através de um campo aberto pode ser um modelo empregado para avaliar
hiperatividade como sendo indicativo de ansiedade °. O tratamento do zebrafish com
farmacos ansioliticos, como benzodiazepinicos, pode aumentar da atividade
exploratdria no campo aberto '3, bem como causar efeito sedativo e diminuir atividade
locomotora 415,
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Figura 3 - Efeito do oleo essencial do cravo-da-india sob a atividade locomotora do
zebrafish (Danio rerio) adulto.

A diminuicdo da atividade locomotora em zebrafish adulto causada pelo
(OECRAVO) sugere uma possivel acdo sedativa, tais como os benzodiazepinicos
(drogas ansioliticas), os quais diminuem atividade locomotora (mobilidade) de
zebrafish em campo aberto, conforme destacam. 6 7

Toxicidade 96

Nossos resultados mostraram que o OECRAVO nao foi téxico frente a ZFa
até 96 h de analise (DLso > 40 mg/kg).

CONCLUSAO

Os dados obtidos revelaram que o OECRAVO apresentou em sua composigao
elevado teor de eugenol e baixos teores de acetato de eugeila e R-cariofileno. Os
resultados indicam que o OE altera o sistema locomotor do zebrafish e € considerado
seguro, pois ndo se mostraram téxicas até 96h de analise.
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