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RESUMO

As Ulceras traumaticas (UTs) da mucosa oral consistem em um grupo de alteracdes
comuns na cavidade oral que provocam sintomatologia dolorosa e afetam o bem-estar
do paciente acometido. As terapias disponiveis para o tratamento dessas lesdes
possuem limitagBes em relagdo a aplicagdo e ocorréncia de efeitos adversos. Nesse
contexto, destaca-se a busca de novas alternativas terapéuticas, provenientes de
plantas medicinais, como o limoneno, um terpeno que apresenta propriedades de
interesse farmacoldgico. Esse estudo avaliou in silico e in vitro, a atividade antifingica
do R-(+)-limoneno isolado sobre Candida spp, e incorporado a um emulgel suas
propriedades fisico-quimicas, acdo antifungica, toxicolégica, anti-inflamatoéria e
cicatrizante deste emulgel. Por meio do ensaio in silico, foi avaliada a probabilidade
do potencial biolégico do monoterpeno, sua biodisponibilidade oral tedrica e toxicidade
oral aguda. Foram utilizadas as cepas: C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC
90031, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis ATCC 750, C. parapsilosis (ATCC 22019)
e isolados clinicos de C. albicans Al, e C.albicans A2. Determinou-se a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) por microdiluicdo, seu
efeito sobre a cinética de crescimento de C. albicans e o potencial antifungico por
reducdo logaritmica. As propriedades fisico-quimicas do emulgel a base de R-(+)-
limoneno (ELI) foram determinadas por meio do pH, da resisténcia a centrifugacéo,
viscosidade e espalhabilidade. A toxicidade oral aguda e o potencial clastogénico e
aneugénico foram avaliados em camudongos Mus musculus (2000mg/kg). Ratos
Wistar foram submetidos a aplicacdo de acido acético a 5% em mucosa jugal para
avaliar o potencial anti-inflamatério e cicatrizante da formulag&o, por meio de anélise
clinica e histopatologica. Os dados foram analisados por estatistica descritiva e
inferencial, analisados através do software GraphPad Prism 5.0®, San Diego, CA,
EUA. Os ensaios in silico estimaram que o R-(+)-limoneno apresenta um amplo
espectro de acdo sobre microrganismos de grande importancia clinica. A CIM do R-
(+)-limoneno variou na faixa de 656,25 pg/mL a 2625 pug/mL e se classificou como
fungistatico sobre a cepa de C. albicans (ATCC 10231), enquanto para as demais
espécies sua acgdo foi fungicida. O R-(+)-limoneno apresentou potencial efeito
significativo sobre a cinética de crescimento de C.albicans (p<0,05). O ELI apresentou
pH de carater acido, de 5,71 + 0,11; 5,71 + 0,09 e 5,97 + 0,05 para formulagdo do
emulgel com R-(+)-limoneno (ELI) a 1,2%, 2,4% e 5%, respectivamente, e 5,74 + 0,21
para a formulacdo controle, boa estabilidade e espalhabilidade, assim como boa
viscosidade. Por meio das andlises da cinética de crescimento e da reducédo
logaritimica, pode-se constatar que o produto inibiu significativemente o crescimento
de C.albicans em todas as diferentes concentracdes testadas quando comparado ao
controle de crescimento. O ELI ndo induziu sinais de toxicidade aguda nos
camudongos submetidos ao tratamento por gavagem na dose unica de 2000 mg/kg e
produziu um menor numero de micronucleos estatisticamente significativo comparado
ao controle positivo (ciclofosfomida a 50 mg/kg) em eritrécitos de camudongos. O R-
(+)-limoneno demonstrou ser um potencial agente antifingico contra espécies de
Candida, tanto como composto isolado como incorporado ao emulgel. O ELI
apresentou baixa toxicidade e mutagenicidade, além de uma boa acgdo anti-
inflamatoria e cicatrizante no tratamento de UTs na cavidade oral de ratos Wistar.
Portanto, a formulacdo desenvolvida foi considerada promissora para o tratamento de
UTs na cavidade oral.

Descritores: Fitoterapia; Leséo; Limoneno; Mucosa Oral.



ABSTRACT

Traumatic ulcers (UTs) of the oral mucosa consist of a group of common changes in
the oral cavity that cause painful symptoms and affect the well-being of the patient.
The therapies available for the treatment of these injuries are isolated in terms of
application and the occurrence of adverse effects. In this context, the search for new
therapeutic alternatives from medicinal plants, such as limonene, a terpene with
properties of pharmacological interest, stands out. This study evaluated in silico and in
vitro, the antifungal activity of R-(+)-limonene isolated on Candida spp, and
incorporated into an emulgel its physicochemical properties, antifungal, toxicological,
anti-inflammatory and healing action of this emulgel. Through the in silico assay, the
probability of the biological potential of the monoterpene, its theoretical oral
bioavailability and acute oral toxicity were evaluated. The following strains were used:
C. albicans ATCC 10231, C. glabrata ATCC 90031, C. krusei ATCC 6258, C. tropicalis
ATCC 750, C. parapsilosis (ATCC 22019) and clinical isolates of C. albicans Al, and
C. albicans A2. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicide
Concentration (MFC) was determined by microdilution, its effect on the growth kinetics
of C. albicans and its antifungal potential by logarithmic reduction. The physical-
chemical properties of the emulgel based on R-(+)-limonene (ELI) were determined by
means of pH, resistance to centrifugation, accelerated centrifugation and spreadability.
Acute oral toxicity and clastogenic and aneugenic potential were evaluated in Mus
musculus mice (2000mg/kg). Wistar rats were submitted to the application of 5% acetic
acid in the buccal mucosa to evaluate the anti-inflammatory and healing potential of
the formulation, through clinical and histopathological analysis. Data were analyzed
using descriptive and inferential statistics, analyzed using GraphPad Prism 5.0®
software, San Diego, CA, USA. The in silico assays estimated that R-(+)-limonene has
a broad spectrum of action on microorganisms of great clinical importance. The MIC
of R-(+)-limonene ranged from 656.25 pg/mL to 2625 pg/mL and was classified as
fungistatic on the C. albicans strain (ATCC 10231), while for the other species its action
was fungicide. R-(+)-limonene had a potentially significant effect on the growth kinetics
of C. albicans (p<0.05). The ELI showed an acidic pH of 5.71 £ 0.11; 5.71 + 0.09 and
5.97 + 0.05 for formulation of the emulgel with R-(+)-limonene (ELI) at 1.2%, 2.4% and
5%, respectively, and 5.74 + 0.21 for the control formulation, good stability and
spreadability, as well as good viscosity. Through analysis of growth kinetics and
logarithmic reduction, it can be seen that the product significantly inhibited the growth
of C. albicans in all the different concentrations tested when compared to the growth
control. ELI did not induce signs of acute toxicity in mice submitted to gavage treatment
at a single dose of 2000 mg/kg and produced a statistically significant lower number of
micronuclei compared to the positive control (cyclophosphamide 50 mg/kg) in mouse
erythrocytes. R-(+)-limonene has been shown to be a potential antifungal agent against
Candida species, both as an isolated compound and incorporated into the emulgel.
The ELI showed low toxicity and mutagenicity, in addition to good anti-inflammatory
and healing action in the treatment of UTs in the oral cavity of Wistar rats. Therefore,
the developed formulation was considered promising for the treatment of UTs in the
oral cavity.

Descriptors: Phytotherapy; Injury; Limonene; Oral Mucosa.
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1 INTRODUCAO

As Ulceras traumaticas (UTs) na cavidade oral sdo frequentes e resultam
de injarias, principalmente, mecanicas. Caracterizam-se pela perda do tecido epitelial
e exposicado do tecido conjuntivo, podendo ser dolorosas, provocando desconforto,
dificultando a ingestao de liquidos e alimentos, interferindo diretamente na qualidade
de vida do paciente (Lima et al., 2005; Cavalcante et al., 2011; Andisheh-Tadbir et al.,
2021). Essa condicéo provoca alteragées no microbioma oral, podento tornar o local
ulcerado propicio ao desenvolvimento de infeccfes oportunistas, como as do género
Candida, no entanto, os medicamentos usualmente utilizados apresentam seérios
problemas relacionados a eficacia, toxicidade, baixa poténcia e farmacocinética
inadequada (Scotti et al., 2012), sendo estimulada a busca por farmacos mais seguros

e eficazes.

Desde o século V a.C, as plantas medicinais tém sido usadas para curar
uma variedade de doencas. O uso de plantas e seus derivados sintéticos e
semissintéticos contribuem para a maior parte dos medicamentos usados
clinicamente para tratar doengas inflamatodrias e infecciosas, bem como canceres de
diferentes origens. Embora os medicamentos convencionais tenham sido usados
juntamente com o rapido desenvolvimento de tratamentos contra a inflamacgao, os
efeitos adversos indesejaveis, tais como dor abdominal, azia e diarreia, limitam o uso
de farmacos anti-inflamatérios. A contribuicdo dos estudos fitoquimicos e
etnofarmacoldgicos desempenhou um papel fundamental que levou a identificacéo,
isolamento, caracterizacdo e pesquisa do mecanismo de acdo de uma variedade de

compostos ativos naturais (Tasneem et al., 2018; Oliveira et al., 2019).

O Brasil detém a maior parte da biodiversidade mundial (15-20%), assim,
existe um vasto campo para o desenvolvimento de novos medicamentos fitoterapicos
(Leite; Camargo; Castilho, 2020). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aconselha
a comunidade cientifica a intensificar e divulgar os estudos com plantas, auxiliando na
busca por insumos farmacéuticos ativos (IFA) e de moléculas isoladas (Gomes et al.,
2016). Portanto, as plantas medicinais (extratos) e fitoterapicos, vém sendo bastante
pesquisados e utilizados no tratamento paliativo de UTs (Peterson; Bensadoun; Roila,
2011; Spezzia, 2020; Tanideh; Badie; Habibagahi, 2020; Gomes et al., 2021).
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O Limoneno constitui um dos compostos de 6leos essenciais mais
estudados, fazendo parte da composicdo de 300 espécies de diferentes plantas
(Jongedijk et al., 2016). Estudos prévios apontam que este produto possui diversas
propriedades terapéuticas que o tornam um produto promissor nas pesquisas voltadas
para a saude, onde ja demonstrou produzir apoptose nas células de cancer de mama,
efeito contra acnes e dermatdfitos, diminuicdo do refluxo gastroesofagico (Russo,
2011), efeito ansiolitico (Lima et al., 2012), atividade imunomodulatéria (Lappas;
Lappas, 2012), e de maior interesse para esse estudo, acdo anti-inflamatoria,
antimicrobiana e antinociceptiva (Zhang et al, 2014; Lemes et al., 2018; Gallegos-
Flores et al., 2019; D’Arrigo et al., 2019; Liu et al., 2020).

A entrega controlada de drogas tem evoluido bastante nos ultimos anos,
entre as tecnologias existentes, os emulgéis surgem como materiais promissores,
visto que seu conteddo aquoso, natureza suave e a estrutura porosa se assemelham
aos tecidos biologicos e os tornam adequados para acomodar células e para
encapsular e liberar compostos sollveis em agua, permitindo administrar os farmacos
com mais seguranca e com efeitos colaterais minimizados (Tatavarti; Hoag, 2006;
Bhattarai; Gunn; Zhang, 2010; Censi et al., 2012).

Considerando a prevaléncia de UTs na cavidade oral e do desconforto que
causam aos pacientes, prejudicando a mastigacao, degluticdo e a fonacédo, além da
sintomatologia dolorosa, estudos a procura de novas formas de tratamento sdo
necessarios, em vista da necessidade de novas formulagbes e de op¢des naturais
para o tratamento de UTs em cavidade oral. Este estudo avalia a utilizacdo de um
emulgel contendo R-(+)-limoneno, um composto sintético que possui amplo potencial

terapéutico, sendo um provavel agente anti-inflamatorio e cicatrizante.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Etiopatogénese de Ulceras Traumaticas

O epitélio da mucosa oral € uma estrutura anatbmica que protege 0s
tecidos subjacentes de injurias do meio externo, no entanto esta camada protetora
pode ser rompida por diversos fatores desencadeando les@es erosivas ou ulcerativas
da mucosa oral. Estas lesdes apresentam alta prevaléncia, e geralmente manifestam
sintomatologia dolorosa, devido a perda da integridade do epitélio resultando em
exposicao das terminacgdes nervosas (Chiu et al. 2021; Li et al. 2017; Fernandes et
al., 2022).

As lesBes ulcerativas possuem etiologia multifatorial, incluindo desde
causas sistémicas associadas a doencas autoimunes, infecciosas ou nutricionais, até
mesmo algumas manifestacdes clinicas de lesdes malignas. No entanto, as Ulceras
provenientes de danos agudos ou crénicos de natureza mecéanica, térmica ou quimica
sdo denominadas de Ulceras traumaticas (Schemel-Suarez; Lopez-Lopez; Chimenos-
Klstner, 2015; Toljan; Vrooman, 2022).

As Ulceras orais agudas sdo bastante comuns na rotina clinica, como
exemplos podemos citar: as uUlceras traumaticas (UTs), a estomatite aftosa recorrente
(EAR) e a estomatite recorrente do virus do herpes simples intraoral (Cui et al., 2016;
France; Villa, 2020). Um outro grupo de lesdes orais, a mucosite oral (MO), é ainda
mais preocupante, pois € um efeito colateral da quimioterapia (QT) e radioterapia de
cabeca e pescoco (RTCP) e pode durar todo tratamento oncoldgico (Pulito et al.,
2020). O grande desconforto causado por essas lesbes, associado aos efeitos
adversos de outras terapias, revelou a necessidade de uma terapia de facil aplicacao
e sem efeitos adversos que fosse capaz de melhorar a qualidade de vida dos

pacientes (Mansano-Schlosser; Ceolim, 2012).

As Ulceras de origem traumatica sdo provocadas pela friccdo de dentes na
mucosa bucal, dentaduras mal adaptadas, escovacdo dentéria, alimentos duros,
aparatos de aparelhos ortodonticos, moderdura, queimaduras e acidentes com
instrumentos pontiagudos durante o atendimento odontolégico ocorrendo com maior
prevaléncia em mucosa jugal, borda lateral de lingua, l4bio, gengiva e palato duro,

podendo durar de dias até semanas (Abid; Alyaa 2021; Fernandes, 2022).
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Conseguir um reparo tecidual adequado é essencial para garantir a
homeostase local, jA que a cavidade oral consiste num ambiente altamente
contaminado e que a presenca de infec¢cdes pode prolongar este processo (Mariano
et al., 2015). Cabe ressaltar que alteragGes na cavidade oral, assim como processos
inflamatorios e as ulceragdes, provocam modificacdes no microbioma oral e, por
conseguinte, favorecem a proliferacdo de espécies bacterianas e fungicas como por

exemplo as do género Candida (Edwards; Harding, 2004; Mariano et al., 2015).

Candida sp trata-se de um fungo comensal presente na microbiota oral de
individuos saudaveis, numa média de 45-65% das criancas e 30-55% dos adultos,
gue necessita de um desequilibrio no meio para tornar-se patogénico, o que pode
acontecer como consequéncia de diversos fatores sistémicos e locais, dentre 0s
sistémicos estdo alteracbes hormonais, uso de algumas medicacoes,
imunossupressao, Aids, radioterapia, quimioterapia e as préprias doencas sistémicas,
como a diabetes mellitus; e locais citam-se uso de aparelhos ortodonticos, uso de
proteses, mudancgas de hébitos alimentares, tabagismo, higiene oral precéria e
hipossalivacdo (Alcoba-Flérez et al., 2005; Miranda-Cadena et al., 2018; Moura et al.,
2019).

A espécie mais frequente na cavidade oral € C. albicans, devido as suas
caracteristicas de aderéncia e ao elevado nivel de patogenicidade, tratando-se de
uma levedura dimoérfica, que pode estar presente em forma de hifas e leveduras,
dependendo do meio. Outras espécies relacionadas incluem C. dubliniensis, C.
glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. stellatoidea e C. tropicalis. Apesar da Candida
albicans ser o principal agente etiolégico da candidose oral, a C. glabrata e C.
parapsilosis sdo consideradas causas emergentes dessa condi¢do por minimizar a
susceptibilidade aos agentes antifingicos atuais, exibir resisténcia e perdurar o reparo
da mucosa oral as terapias antifungicas (Farah; Lynch; Mccullough, 2010; Millsop;
Fazel, 2016; Miranda-Cadena et al., 2018; Santos et al., 2018).

Em vista da recorréncia e resisténcia dessa infecgcdo aos antifungicos
convencionais, terapias complementares sdo estudadas para seu tratamento. Nessa
perspectiva, as plantas medicinais e os fitoterapicos tém uma grande importancia
como medicina alternativa no Brasil e no mundo, sendo um vasto celeiro de novas

moléculas promissoras no tratamento de véarias doencgas, além de representarem uma
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alternativa de custo mais acessivel (extratos) e rapida viabilidade (Wu et al., 2008;
Nomura et al., 2013).

Ademais, a presenca de patdgenos retarda o reparo tecidual através da
producdo de mediadores inflamatorios, residuos metabdlicos e toxinas, além da
ativacdo de neutréfilos, associada a enzimas citoliticas e radicais livres (Enoch;
Leaper, 2005). Neste sentido, sdo recomendados métodos e substancias que
favorecam a cicatrizacdo, com especial atencdo aos antissépticos e antimicrobianos
(Kozlovsky et al., 2007; Mariano et al., 2015). As lesdes ulcerativas na cavidade oral
representam, portanto, um desafio a pratica clinica diaria, visto que sao suscetiveis
ao trauma mastigatério e tendem a desenvolver processos infecciosos de natureza
polimicrobiana (Wade, 2013; Gomez; Nelson, 2016).

2.2 Aspectos Clinicos e Histopatologicos de UTs

Clinicamente, as UTs apresentam-se de forma isolada, sendo recobertas
por uma pseudomembrana branco-acinzentada ou brancoamarelada, com um halo
eritematoso persistente (Lima, 2005; Cavalcante, 2011). As UTs tratam-se de lesdes
sintomaticas com aspecto ovoide, que limitam-se a area submetida ao dano e podem
apresentar-se com um centro necrético branco-amarelado rodeado por halo
eritematoso. Na grande maioria dos casos medem cerca de 1 cm e evoluem para cura
espontanea entre 10 a 14 dias, sem deixar cicatriz (Rennick; Campbell et al., 2016;
Fitzpatrick, Cohen, Clark, 2019; Gasmi et al., 2021; Costa et al., 2023; Melo et al.,
2023).

Quanto ao aspecto histopatoldgico, apresentam descontinuidade do
epitélio e sao recobertas por uma membrana fibrinogranulocitica com presenca de
neutrofilos. O tecido de granulacéo pode ser observado na base da Ulcera, onde estéo
presentes linfécitos, histiocitos, neutrofilos e, ocasionalmente, plasmdcitos, com
aspectos inflamatérios que variam de acordo com seu estagio de evolucdo
(Cavalcante et al., 2011).

Microscopicamente, observam-se trés estagios da doenca: a fase pré-
ulcerativa com um infiltrado de linfocitos na lamina prépria acompanhado de
degeneracdo das células epiteliais suprabasais; um estagio ulcerativo, mais
avancado, com a presenca de edema e degeneracéo epitelial progredindo para uma

Ulcera recoberta por uma membrana de fibrina e aumento do infiltrado epitelial e, por
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fim, a fase de reparagdo, na qual observa-se a regeneragcdo epitelial
progressivamente substituida por células mononucleares, inicialmente macrofagos
(Cavalcante et al., 2011). A partir do terceiro dia de evolucdo, na medida em que a
lesdo regride, forma-se tecido de granulacdo na base da Ulcera, o infiltrado
inflamatério torna-se predominantemente linfoplasmocitario, e, as células do epitélio
oral, células endoteliais e fibroblastos proliferam dando inicio a reparacéo, onde ocorre
a restituicdo do recobrimento epitelial, fibroplasia e diminuicéo progressiva das células

inflamatdrias (Cavalcante et al., 2011; Mandelbaum et al., 2003).
2.3 Inflamacéao

As barreiras epiteliais, incluindo as areas mucosas, Sao 0S principais
determinantes da defesa de primeira linha na imunidade inata, preservando a
integridade das interfaces ambientais (Millan, Ridley, 2005; D’Alessio et al., 2014). A
inflamacado € uma resposta biolégica complexa dos tecidos vasculares contra agentes
agressivos, como patdégenos irritantes ou células danificadas. A inflamacéo aguda € a
resposta inicial e caracteriza-se pelo aumento da migracao de células plasmaticas e
do sistema imunoldgico inato, como neutréfilos e macrofagos, do sangue para os
tecidos lesados. J4 a inflamacéo crbnica diz respeito a uma mudancga progressiva no
tipo de células presentes no local da reacéo inflamatdria e é caracterizada pela
destruicao e cicatrizacdo simultanea do tecido lesado (Ferrero-Miliani et al., 2007; Sa;
Andrade; Sousa, 2013).

Os sinais padrbes da inflamacdo consistem em aumento do fluxo
sanguineo, elevacdo do metabolismo celular, vasodilatacédo, liberacdo de mediadores
solaveis, extravasamento de fluidos e influxo celular (Ferrero-Miliani et al., 2007; Sa;
Andrade; Sousa, 2013). Na presenca do agente inflamatério, as membranas celulares
induzem a ativacao da fosfolipase A2 seguida da liberacdo de acido araquidénico e
mediadores inflamatérios como citocinas, serotonina, histamina, prostaglandina e
leucotrienos que aumentam a permeabilidade vascular, facilitando a migracdo de

leucécitos para o local de inflamacéo (Castel et al., 2013; Guimaraes; Andrade, 2022).

A inflamacao se estabelece através do reconhecimento, pelos receptores
de reconhecimento padrédo (PRRs), de estruturas moleculares caracteristicas de
patogenos microbianos. Os padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS) —
tais como o LPS, sequéncias ndo metiladas de DNA (CpG), e RNA de dupla fita —
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reconhecem também as moléculas intracelulares derivadas do hospedeiro que séo
liberadas frente a um dano ou morte celular e os padrdes moleculares associados a
danos (DAMPs) — como quimiocinas (IL-8), citocinas (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-
6). Ao serem reconhecidas, essas moléculas ativam as células em que sao expressas
para promoverem suas fungcfes antimicrobianas e pré-inflamatérias (Kennedy; Deleo,
2009; Silva, 2015). Ao detectar a presenca de microrganismos ou de uma leséo, 0s
macrofagos presentes no tecido recrutam neutréfilos circulantes para o local lesado
por meio do recrutamento leucocitario, nas seguintes fases: captura/ativacéo,
rolamento, adesao e transmigracéo (Kennedy; Deleo, 2009; Kobayashi; Deleo, 2009;
Bogdan, Rollinghoff; Diefenbach, 2000).

Nos estagios iniciais da inflamacgdo, leucotrienos, prostaglandinas e
histamina se ligam a seus receptores nas células endoteliais, levando a vasodilatacéo,
contracdo das células endoteliais e aumento da permeabilidade dos vasos
sanguineos. A ligacdo da histamina desencadeia uma regulagdo positiva da P-
selectina (uma molécula de adeséo celular) e do fator ativador de plaquetas (PAF) nas
células endoteliais que revestem as vénulas. A ligacdo subsequente da selectina P e
do PAF aos leucdcitos leva ao extravasamento seguido pela migracédo dos leucocitos
para os agentes quimiotéticos (ex: proteina do complemento C5a e leucotrieno B4)
produzidos pelas células no local da lesdo. Além disso, macréfagos ativados e células
endoteliais vasculares liberam citocinas inflamatérias como fator de necrose tumoral
(TNF) e interleucina-1 (IL-1) que se ligam a receptores em células endoteliais
mantendo a resposta inflamatoria pela regulacéo positiva da producdo da molécula de
adeséao E -selectin e mantendo a expressao de P-selectin. Entdo, a E-selectina liga-
se aos leucdcitos, que se direcionam através da membrana basal as quimiocinas,
como a interleucina-8 (IL-8) e a proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) geradas
pelas células no local infectado (Ferrero-Miliani et al., 2007; Dassoler et al., 2004;
Falcdo et al., 2005; S4a; Andrade; Sousa, 2013).

As citocinas sao as principais proteinas de sinalizacdo na resposta do
hospedeiro contra a inflamagéo e sistema. S&o classificadas como interleucinas,
quimiocinas, interferons, fatores de necrose tumoral, fatores de crescimento e fatores
estimuladores de colbnias. Elas subdividem-se em citocinas proé-inflamatorias (IL-1,

IL-6, IL-15, IL-17, IL-23, fator de necrose tumoral y (TNFY), citocinas anti-inflamatdrias
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(IL-4, IL-10, IL-13, fator transformador de crescimento y (TGFY), interferon y (IFNY))
(Berczi; Szentivanyi, 2003).

O fator de necrose tumoral y (TNFy) é um importante mediador da
inflamacao entre as citocinas e diversos tipos celulares, como células inflamatorias,
células endoteliais e fibroblastos (Berczi; Szentivanyi, 2003). As interleucinas, por sua
vez, desempenham um papel fundamental no sistema imunolégico, agindo na
modulacdo na inflamacdo. Entre elas, a IL-1 esta envolvida na transformagédo de
infiltrados de fagocitos durante estados inflamatérios ou canceres para a producéo de
ROS e RNS, sintese de moléculas como quimiocinas, integrinas e MMPs (Apte et al.,
2006). A IL-6, presente principalmente em inflamagdes agudas, quando produzida
descontroladamente leva a muitas doencas inflamatérias (Balkwill; Mantovani, 2010).
Mondcitos, macréfagos e as células T no local da inflamacéo sdo a principal fonte de
sua producdo. Enquanto isso, a producéo e liberacdo de IL-6 depende de varios

fatores de transcri¢cdo, principalmente NF-yB e AP-1 (Heinrich et al., 2003).

O TGFy (fator de crescimento transformador y) é uma citocina reguladora
gue desempenha um papel na regulagcao de inflamacgé&o. A alteragéo de sua atividade
pode levar a inflamacao crénica (Yang; Pang; Moses, 2010). Os fatores de transcricdo
desempenham um papel fundamental ao regular a expressdo de proteinas pro-
inflamatérias. Mediadores durante a inflamacdo envolvendo varios fatores de
transcricdo (TFs), como NF-yB, STAT1/STAT3, AP-1, Nrf2 e HIFs. Dentre estes,
destaca-se o NF-Yb, por ser considerado o fator de transcrigdo heterodimérico mais
focal. Esta proteina compreende principalmente dois subunidades p50 e p65 também
conhecidas como complexo NF-yB/Rel e permaneceram inativas citoplasmicamente
com inibidor-yB (IyB) como uma forma complexa inativa (Gilmore, 2006). Estimulos
pro inflamatdrios e oxidativos como citocinas, virus ou LPS, podem ativar o NF-yB
através do proteassoma degradacdo e fosforilacdo de IkBy, resultando na
translocacao e ligacdo de NF-yB a a regido promotora de genes no nucleo, codificando
mediadores pro-inflamatorios, como COX-2, iINOS e citocinas (Wu et al., 2014). A via
de transducédo do sinal NF-yB é desencadeada por estimulos pré-inflamatérios (IL-1,
TNF-y), oncogenes em células tumorais, virus, fatores de crescimento, o complexo
Toll-like receptor (TLR)-MyD88, estresse genotoxico e hipdxia (Fitzgerald et al., 2001;
Takeda; Akira, 2004).
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Um grande esforco tem sido despendido no desenvolvimento de farmacos
para o tratamento da inflamacgédo, sendo necessario encontrar novos agentes anti-
inflamatdrios, visando tornar esse processo mais rapido, menos dolorido e com menos
efeitos adversos provocados pelos medicamentos disponiveis no mercado. I1sso pode
ser feito com recurso a compostos farmacoldgicos ou substancias naturais. Para este
efeito, monoterpenos extraidos de 6leos essenciais provaram ser Uteis para controlar

a inflamacéo do tecido lesado (Ferrero-Miliani et al., 2007; S&; Andrade; Sousa, 2013).
2.4 Cicatrizacao

O trauma na mucosa oral pode ocorrer devido a alimentos cortantes,
escovacado excessiva ou mordidas acidentais. Dessa forma, ocorrem mais
frequentemente na lingua, labios e mucosa jugal por serem locais mais suscetiveis
aos agentes traumaticos. Geralmente apresentam-se como lesdes individuais com
uma area eritematosa que circunda uma membrana removivel, central,
fibrinopurulenta e evoluem para o reparo assim que o fator desencadeante € removido
(Fernandes et al., 2022).

As UTs orais cicatrizam por segunda intencdo, de modo que a disjuncéo do
tecido epitelial e consequente exposicao do tecido conjuntivo estimulam sinteses e
liberacdo de mediadores vasoativos e pro-inflamatérios, dando inicio a fase

inflamatéria (Gonzalez Roma, 2020).

A cicatrizacdo de UTs, de maneira geral, divide-se em 4 etapas
sobrepostas (Figua 1): Hemostasia, inflamacao, proliferacdo e remodelacdo, que
envolvem diferentes tipos celulares (neutrofilos, macréfagos, linfocitos, mastocitos e
fibroblastos) e componentes da matriz extracelular (fibronectina, proteoglicanos e
colageno) (Gonzalez et al., 2016; Cheng et al., 2018). Esse processo € iniciado pelo
extravasamento de constituintes do sangue, agregacao plaquetaria e migracdo de
células inflamatorias, principalmente neutroéfilos (24-48h), para o local da ferida. Apos
cinco dias, macréfagos ativados produzem fatores de crescimento e citocinas
inflamatorias [Interleucina 1-beta (IL-1p), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento transformante-
beta (TGF-B)] que desempenham um papel modulador, como estimulacao do fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), sintese, quebra de proteinas da matriz extracelular
e quimiotaxia de fibroblastos (Koh; Dipietro, 2011; Ridiandries, Tan; Bursill, 2018).
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Na transicdo da fase inflamatéria para proliferativa ocorrem a migracéo e
proliferacdo de fibroblastos, queratinécitos e células endoteliais, seguidas pela
angiogénese, levando a re-epitelizacao e formacéao de tecido de granulacdo. Durante
essa etapa, fibroblastos se diferenciam em miofibroblastos, estimulados,
principalmente, por TGF- 3 mediado via ativagdo Smad3, que regula a transcrigdo de
a-actina de musculo liso (a-AML), que por suas caracteristicas contrateis auxiliam no
fechamento de feridas. Finalmente, na fase de remodelacdo, ha uma tentativa de
recuperacdo dos tecidos normais através da redugcdo da celularidade e
vascularizacdo, além da deposicdo de colageno (Muthukumar et al., 2014; Portou et
al., 2015; Mia; Bank, 2016; Eming; Wynn; Martin, 2017; Wang et al., 2018).

Figura 1. Etapa da cicatrizacdo de feridas
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Fonte: adaptado de TOMA et al. (2021).

2.5 Modalidades Terapéuticas no Tratamento De UTs

A sintomatologia dolorosa causa grande impacto na qualidade de vida dos
individuos, pois interfere na capacidade de exercer atividades basicas como se
alimentar, falar e manter a higiene oral, além de limitar a abertura bucal (Vale et al.,

2015; Costa et al., 2023). Em decorréncia do intenso desconforto causado ao
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paciente, existem iniUmeras terapias que podem ser empregadas visando o alivio da
dor, modulacédo da inflamacédo e aceleracdo do reparo tecidual (Valle et al., 2017;
Oliveira; Martins et al., 2019; Costa et al., 2023). Portanto, torna-se importante o
tratamento dessas les6es com o objetivo de reduzir a dor e a inflamacéo, além de
acelerar a cicatrizacao e restabelecer a ingestao alimentar (Amaral et al., 2020; Costa
et al., 2023).

A escolha da terapéutica para Ulceras aftosas recorrentes e traumaticas é
inespecifica, baseia-se na gravidade, frequéncia, sintomatologia e promocdo do
processo cicatricial, utilizados na maioria das vezes opcoes terapéuticas paliativas
como anti-inflamatorios, imunomoduladores, analgésicos, antibioticos e anestésicos,
além de medicamentos com propriedades naturais e homeopaticos para restabelecer
as funcbes orais normais (Belenguer-Guallar; Jimenez-Soriano; Claramunt-Lozano,
2014; Melo, 2023).

A administracdo de corticosteroides é o tratamento mais utilizado, visando
o alivio da dor e a modulagcédo da inflamacéo, além de estimular o reparo tecidual
(Kurtulmusyilmaz et al.,, 2015; Finfter et al., 2021; Silva et al., 2017). Esses
medicamentos sdo aplicados na forma topica de orabase, como uma formulacéo de
carboximetilcelulose, polietileno e 6leo mineral, que conferem maior adeséo a mucosa
e resisténcia a dissolucéo e deslocamento. No entanto, apresentam efeitos adversos
locais e sistémicos que limitam suas aplicacdes (Elad et al., 2011; Kapugi;
Cunningham, 2019; Costa et al., 2023).

As plantas medicinais surgem como uma alternativa, visto que, apresentam
propriedades curativas de feridas devido a sua vasta variedade de constituintes, como
alcaléides, Oleos essenciais, flavondides, monoterpenos e biomoléculas que
interferem em uma ou mais fases de reparo, tornando-os um alvo importante para uso
na prética clinica (Paulo Filho et al., 2000; Puspasari et al., 2018). Dentre estes
bioativos, o d-limoneno tem efeitos positivos na cicatrizacdo de feridas, provavelmente
mediados por seu principal metabdlito o alcool perilico (POH) que tem capacidade de
diminuir tanto a inflamacdo quanto a neoangiogénese, podendo ter efeito direto nas

células epiteliais (D’Alessio, 2014).

O tratamento das lesdes orais é considerado dificil pelos pesquisadores
devido a dificuldade de aplicacdo de medicamentos topicos e sua rapida diluicdo na
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cavidade oral relacionada a salivacdo e aos movimentos musculares (Mosvin; Buylin,
2006; Anand et al., 2013; Ribeiro; Marangoni, 2020). Neste ambito, o limoneno é
considerado um tensoativo que aumenta a permeabilidade do farmaco, além de
reduzir o seu periodo de laténcia, podendo ser considerado uma boa alternativa
nestes casos (Erasto; Viljoen, 2008).

2.6 Terpenos

Os terpenos, também chamados de terpendides ou isoprendides, sdo uma
familia de produtos naturais encontrados em todos 0s organismos vivos. Muitas
plantas sdo produtoras destes metabdlitos secundarios. Uma das caracteristicas mais
importantes € que 0s compostos sao volateis, tém odor e podem ser utilizados numa
variedade de aplicacbes em diferentes segmentos industriais ou na medicina
tradicional (Barrosa et al., 2023). Normalmente, podem conter centenas de moléculas
individuais formadas essencialmente por monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides e isotiocianatos (Felipe; Bicas, 2017). A concentracdo dessas
moléculas varia, e algumas moléculas podem compor até 70% do total de OE, sendo
assim componentes principais e, portanto, responsaveis pela atividade biologica
atribuida ao OE (Sharifi-Rad et al., 2017).

Os terpenos apresentam diversas fungdes, como mecanismo de defesa
contra herbivoros e patégenos e fisiologia do desenvolvimento vegetal. Podem
apresentar estrutura quimica diversa e sao sintetizados por vias metabdlicas por
varios tipos de células vegetais especializadas (Zulak; Bohlmann, 2010; Cho et al.,
2017). Os terpenos sédo empregados na prevencdo e tratamento de doencas,
oferecendo diversos efeitos antimicrobianos, antialérgicos, antioxidantes, anti-
inflamatérios e propriedades imunomoduladoras (Theis; Lerdau, 2003), devido
apresentarem propriedades farmacocinéticas favoraveis, como lipofilicidade e baixo

peso molecular (Miguel, 2010; Rufino et al., 2015).

Os Oleos essenciais (OEs) sdo uma mistura de substancias volateis e
naturais, caracterizadas por um forte odor e produzidas por plantas aromaticas como
metabolitos secundarios. Eles tém diversas aplicacfes e tém sido comercialmente
importantes para as industrias farmacéutica, alimenticia, cosmética e de perfumaria
(Sharifi-Rad et al., 2017). Os OEs de varias plantas medicinais tém demonstrado
melhorar a cicatrizacao de feridas (Cavalcanti et al., 2012; Oliveira et al., 2014; Gunal
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et al., 2014; Karodi et al., 2009; Sumitra et al. 2009; Ximenes et al., 2013; Keskin et
al., 2017).

Tratam-se de produtos obtidos por hidrodestilacdo, destilacdo a vapor ou
destilacdo seca ou por um processo mecanico adequado sem aquecimento (para
frutas citricas) de uma planta ou parte dela. Tipicamente, 6leos essenciais sdo
compostos por terpenos, incluindo monoterpenos, que sao 0s constituintes mais
comuns (Rubiolo et al., 2010; Vieira et al., 2018).

Os oOleos essenciais citricos sdo caracterizados por uma fragédo volatil e
uma nao volatil, que podem ser constituidos por mais de 200 compostos. A fracao
volatii & composta principalmente por hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicos, também por seus derivados oxigenados, aldeidos alifaticos, alcoois
e ésteres, formando até 99% do 6leo essencial. A fracdo ndo volatil pode conter
hidrocarbonetos, esterois, acidos graxos, ceras, carotendides, cumarinas, psoralenos
e flavondides (Tranchida et al., 2012; Vieira et al., 2018).

A variedade de atividades farmacoldgicas encontradas nos 6leos
essenciais é notavel, tendo potencial no desenvolvimento de farmacos para o
tratamento de diversas doencas. O numero de estudos clinicos e pré-clinicos sobre
Oleos essenciais e seus constituintes quimicos vem aumentando a cada ano. Além
disso, existem muitas substancias bioativas que sdo sintetizadas a partir dos
constituintes dos 6leos essenciais. Algumas atividades farmacologicas desses 6leos,
como acgao antitumoral e antinociceptiva, estao relacionadas aos seus efeitos anti-
inflamatorios (Valério et al., 2007; Sousa, 2012; Sa et al., 2013).

Nesse contexto, plantas medicinais e seus compostos isolados sao
empregados mundialmente na medicina popular para o tratamento de diversas
condicGes inflamatdérias, como inflamacdes pulmonares e cutadneas. Na busca
continua por novos produtos naturais bioativos contra a inflamacdo, os Oleos

essenciais séo cada vez mais referidos como uma fonte rica desses produtos.
2.7 Consideracbes Sobre o Limoneno

O Limoneno é um composto isolado presente em alguns dos 6leos
essenciais mais estudados ultimamente, e ja foi encontrado em mais de 300 espécies

de diferentes plantas (Jongedijk et al., 2016; Zahi; Liang; Yuan, 2015; Simas et al.,
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2015). Trata-se de um monoterpeno monociclico, 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno
(Badee; Helmy; Morsy, 2011), de formula molecular C10H16. Apresenta-se na forma
de um liquido incolor, oleoso, apolar, com odor forte, caracteristico dos citrinos, e que
apresenta propriedade lipofilica (Ciriminna et al., 2014). Consiste ainda, num dos
principais compostos de diversos 6leos volateis das cascas de frutas citricas (Lu;
Chiang; Huang, 2014), com propriedades terapéuticas (Li; Chiang, 2012) e aromaticas
(Zhang et al., 2014).

Figura 2: Estrutura quimica do Limoneno
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Fonte: Préprio Autor

Os dois enantiomeros do limoneno sdo os mais abundantes monoterpenos
na natureza. S-(-)-limoneno (L-Limoneno) é principalmente encontrado em uma
variedade de plantas e ervas como Mentha spp, enquanto R-(+)-limoneno (D-
Limoneno) é o componente preponderante dos 6leos das cascas de liméo e laranja e
do dleo essencial de Carum carvi L. (alcaravia) (Demyttenaere; Kimpe, 2011). J& no
caso dos Oleos essenciais dos citricos em geral, 0 R-(+)- limoneno € seu componente

predominante, alcancando concentracdes de 90% a 96% (MarGstica; Pastore, 2007).

Figura 3: Enantibmeros do Limoneno
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Fonte: Préprio Autor
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O D-limoneno é um dos terpenos mais comuns na natureza e esta listado
no Cédigo de Regulamentos Federais como “geralmente reconhecido como seguros”
como agente aromatizante (CFR (Code of Federal Regulations), 2018). Trata-se de
uma matéria prima renovavel, economicamente viavel e que possui baixa toxicidade
(DL 50 = 5300mg/kg), ndo conferindo riscos para os seres humanos, e que vem sendo
empregado clinicamente para dissolver calculos biliares contendo colesterol e para
alivio da azia e do refluxo gastroesofagico, devido ao seu efeito de neutralizacéo do
acido gastrico. Além disso, estudos apontam a capacidade quimiopreventiva contra
alguns tipos de céancer, como o mamario e o colo retal (Sun, 2007).

Vale salientar que o Brasil € um dos paises que se destaca mundialmente
na producdo e exportacdo de Oleos essenciais, sobressaindo-se como o maior
produtor e exportador do 6leo essencial de laranja do mundo (Bizzo; Rezende, 2022).
Portanto, a industria farmacéutica e a pratica clinica podem ser beneficiadas, através
do investimento em pesquisa académica na area, devido ao amplo potencial

terapéutico dos mesmos (Bieski et al., 2022).
2.8 Propriedades Terapéuticas e Mecanismos de A¢ao Do Limoneno

De acordo com a literatura, pode-se afirmar que o limoneno apresenta
propriedades anti-inflamatérias, antidiabética, antioxidante, anticancerigena,
antialérgica, antinociceptiva, e anti-estresse, além de efeitos positivos no tratamento
de ulcera gastrica, colite, asma e inflamacéo das vias aéreas (Vieira et al., 2018;
Huang et al., 2019; Doughari; Bazza, 2020).

A atividade anti-inflamatéria do limoneno vem sendo bastante explorada
(Rehman et al., 2014; Rufino et al., 2015), seu principal mecanismo envolve a inibicao
do Fator Nuclear Kappa B (NFKB) (D’Alessio et al., 2013). Evidéncias cientificas
apontam ainda que o limoneno possui potencial antinociceptivo (Do Amaral et al.,
2007), exibindo sua acdo como agonista dos receptores de adenosina A2,
responsaveis pela regulacdo do sono, além de induzir a ativagao da proteina quinase
A, aumenta o AMPc citosdlico (Park et al., 2011). Além disso, quando utilizado na
forma topica, estimula o canal potencial receptor transiente, o TRPAl e, quando
administrado sistemicamente, inibe a nocicep¢ao induzida pelo estresse oxidativo
(Kaimoto et al., 2016).
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Existem ainda evidéncias de sua atividade anti-inflamatdria, sendo
considerado um inibidor de 6xido nitrico induzido pela IL-1B (Rufino et al., 2015) e
como opc¢ao do tratamento de alergia inflamatéria pulmonar (Hansen et al., 2016).
Araujo-Filho et al. (2017), observaram em seu estudo que a atividade antihiperalgésica
do limoneno diminui a expressao do gene c-FOS na medula espinhal, sugerindo uma
modulacdo da transmissdo de dor por meio das laminas | e Il do corno dorsal,

encarregadas de transmitir os impulsos dolorosos até as areas supramedulares.

Quando se buscou elucidar os mecanismos subjacente aos efeitos anti-
inflamatérios e antinociceptivos in vivo e in vitro do limoneno obtido de oOleos
essenciais de Gynura procumbens, foi visto que este apresenta efeitos anti-
inflamatorios e antinociceptivos por meio da inibicdo de infiltrados inflamatorios
induzidos por estimulo nociceptivo e superexpressao de cicloxigenase-2 (COX-2)
(Huang et al., 2019). Em estudo que teve como objetivo investigar o papel protetor do
limoneno na lesé@o pulmonar aguda induzida por lipopolissacarideo (LPS) em ratos,
sugere-se que o mecanismo de protecdo do limoneno pode ser atribuido a reducao
de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1B e IL-6) em BALF, diminuicdo da proporcao
W/D, além de inibir quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), ativacao de JNK,
p38 MAPK e NF-kB (Chi et al., 2013).

Outro mecanismo pelo qual o mesmo apresentou atividade anti-
inflamatadria, foi por meio da diminuicdo na infiltracdo de neutréfilos e subsequente
producdo de mieloperoxidase (MPO), levando a um efeito antioxidante por meio de
um aumento na atividade da gluationa peroxidase (GPx), além de atuar na modulacéo
de citocinas, producédo de TNF-q, IL-6, IL-1B e IL-10, acionados pela modulacdo da
expressao dos genes Gpx, Mpo, II-1B e Nf-kb, quando se investigou o efeito protetor
do limoneno em Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar (De Souza et
al., 2019).

De Almeida et al. (2017) em seu estudo pesquisaram o potencial
antiinflamatério e antinociceptivo do (+) - epoxido de limoneno, um composto obtido
através da epoxidacdo do D-limoneno, e observou que este foi capaz de inibir a
inflamacdo em edema de pata de camundongos por meio da inibicdo da liberacao/
atividade de mediadores inflamatérios (serotonina, histamina e prostaglandina E2),

diminuicdo da permeabilidade vascular, diminuicdo na migracao de neutrofilos, além
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de apresentar efeitos periféricos dependentes de analgésicos no sistema opidide,
sendo considerada entdo, uma molécula promissora para tratar a inflamacéo e

transtornos relacionados a dor.

No estudo de Hirota et al. (2012), onde buscaram avaliar a atividade de
inbicAo do limoneno na hiperresponsividade das vias aéreas induzida por
dermatophagoides (AhR), infiltracdo eosinofilica e outros fatores histoldégicos de
alteragcOes pulmonares, producéo de citocinas T helper (Th) 2 e remodelagéo das vias
aéreas em um modelo de asma em camundongos. Nesse estudo, observou-se que o
limoneno apresentou acao anti-inflamatoria no tratamento da asma brénquica, por
meio da inibicdo da producdo de imunoglobulina E (IgE), citocinas Th-2
representativas, quimiocinas MCP-1 e TGF-B1, IgG1 especifico de alérgeno, IgE;
resultando na inibicio de AhR (receptor de aril hidrocarbonetos), reducdo da
deposicdo de colageno e influxo de células inflamatérias nos pulmdes dos

camundongos.

Em estudo objetivando investigar a atividade anti-inflamatéria do Limoneno
obtido do 6leo essencial de Citrus latifolia Tanaka (limao-taiti), em peritonite induzida
por zymosan, constatou-se atividade antimigratoria de neutréfilos associada a inibigéo
de mediadores pré- inflamatorios presentes na fase exsudativa inflamatoria e
quimiotaxia leucocitaria, com envolvimento de citocinas inflamatorias, como TNF-a
(Kummer et al.,, 2013). E, de acordo com Moraes et al. (2013), que avaliaram a
atividade curativa do limoneno em Ulceras gastricas induzidas por acido acético em
ratos, observou que este promoveu um aumento na cicatrizacao epitelial, proliferacao
do antigeno nuclear celular, expressdo da ciclooxigenase 2 na mucosa gastrica,
formacao de vasos sanguineos mediada pelo fator de crescimento endotelial vascular
na margem da Ulcera e producéo de tecido mucoso, fortalecendo a barreira gastrica

protetora.

Segundo Sumiwi et al. (2015), que pesquisaram 0 mecanismo molecular
da atividade antiinflamatoria do Limoneno obtido da Cinnamomum sintoc encontrou
gue este inibiu a producdo de PGE2 em fibroblastos humanos induzidos por LPS,
podendo ser categorizados como inibidores de COX. Apresentou também forte
potencial antiinflamatério em edema de pata de ratos e camundongos, quando

investigou-se seu potencial antiinflamatério, atividade hipoglicémica e dose letal
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mediana (LD50), visto que inibiu a producdo de oxido nitrico, bem como apresentou
uma inibicdo significativa da producéo de interferon gama e IL-4 (Yilmaz; Ozbek,
2018).

Em relacédo ao potencial cicatrizante, Ayuningtyas et al. (2023), em estudo
observaram que a aplicacdo de 0Oleo essencial de casca de C. limon contendo D-
limoneno levou a um aumento na expressao de VEGF (Fator de Crescimento
Endotelial Vascular) e CD-31 (Cluster de Diferenciacédo 31) durante o processo de
cicatrizacdo de Ulceras traumaticas no labio inferior de ratos Wistar afligidos por
diabetes, devido ao aumento do niumero de macréfagos como produtores de VEGF
ou pela ativacédo indireta de macrofagos por meio de linfécitos ativados, podendo
melhorar a cicatrizacdo de feridas diabéticas através de quimiotaxia e angiogénese
além de melhorar a funcdo endotelial tanto na conducdo nervosa quanto na

oxigenacdo tecidual, resultando na cicatrizacao acelerada da ulcera.

Ademais, no que se refe ao seu potencial antifingico, o Limoneno age no
aumento da fluidez da membrana, levando ao aumento da permeabilidade, perda de
integridade celular e inativacdo da energia metabdlica, favorecendo a prevencéo da
manutengcdo dos complexos entre enzima e membrana como, por exemplo, o
complexo formado entre citocromo P450 monoxigenase e citocromo P-450 redutase
dependente de NADPH (Fosfato Dinucle6tideo de Nicotinamida e Adenina), que esta
envolvido na oxidacdo de terpenos, hidrocarbonetos policiclicos arométicos,
esterdides e outros compostos lipofilicos, originados por fungos (Mardstica; Pastore,
2007).

O limoneno, obtido do 6leo essencial de Mikania cordifolia, foi testado
isolado ou associado a medicamentos antibacterianos contra bactérias resistentes a
multiplas drogas (MDR) como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, demonstrou potencial antimicrobiano contra Staphylococcus
aureus por meio da modulacdo dos antibi6ticos contra as bactérias resistentes a
multiplas drogas, porém quando isolado seu efeito antimicrobiano nédo foi relevante
(De Araujo, 2020). A atividade antimicrobiana deste composto foi avaliada também
guando este foi extraido por destilacdo a vapor do pericarpo de Camellia sinensis,
contra Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa e
Salmonella typhi, revelando uma Concentracao Inibitéria Minima (MIC) de 200 mg/mL
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e Concentracdo Bactericida Minima (MBC) na faixa de 300-400 mg/mL (Doughari;
Bazza, 2020).

Mitropoulou et al. (2017) pesquisaram a atividade antimicrobiana e
antiproliferativa do Limoneno obtido do 6leo essencial de Citrus medica, e constatou
ser eficaz contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas fragi, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger, obtendo com
resultado valores de CIM e CBM que variaram de 845 + 26-2008 + 43 mg/L34 e 4184-
8368 mg/L, respectivamente. Observou-se ainda na literatura que o Limoneno
apresentou potencial antifingico contra diferentes espécies de Candida albicans
(Omran et al., 2011; Pinto et al., 2013, 2017; Thakre et al., 2018; D’Arrigo et al., 2019),
Candida glabrata, Candida parapsilosis (Pinto et al., 2013, 2017; D’Arrigo et al., 2019),
além de Candida dublinienses, Candida tropicalis e Candida Krusei (Pinto et al., 2013,
2017), ), exibindo um efeito antagonico quando administrado junto ao Fluconazol,
Voriconazol e a Caspofungina, essa interacdo pode resultar em maior eficécia,
melhores efeitos antifungicos devido ao seu mecanismo de acdo na membrana,
contribuindo para a diminuicdo das doses eficazes, reduzindo, portanto, a

probabilidade de efeitos adversos (D’Arrigo et al., 2019).

Além disso, Kim et al. (2013) realizaram estudo de avaliacdo de risco no
uso do d-limoneno e observaram que 0 composto apresenta um curto tempo de meia-
vida (entre 12 e 24h) e sua excre¢ao ocorre através da urina. Depois de inalado na
dose de 450 mg/m? por duas horas, foram vistas trés fases de eliminacdo, com meias-
vidas de aproximadamente 3, 33 e 750 minutos, respectivamente, com 1% do
absorvido sendo eliminado inalterado no ar exalado e aproximadamente 0,003%
eliminado de forma inalterada pela urina. Em altas concentragdes, o Limoneno
mostrou-se irritante para a pele, porém nao alergénico, conferindo a este composto a
categoria de quimico com baixa toxicidade. Rehman et al. (2014) em um estudo que
analisou toxicidade renal induzida por doxorrubicina encontrou que o d-limoneno
mostra efeito protetivo, possivelmente atenuando o estresse oxidativo e dano
inflamatério de tecidos, ndo encontrando evidéncias de toxicidade, mutagenicidade,

carcinogenicidade ou ainda nefrotoxicidade.

Portanto, este estudo é importante para elucidar os efeitos clinicos
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benéficos do LIM para a saude humana, tendo em vista 0 seu potencial como agente
anti-inflamatorio, antinociceptivo e atividade antifiungica, bem como baixa toxicidade,

gue o tornam uma boa opcéo para o tratamento de UTs na cavidade oral.

2.9 Formulacdes Farmacologicas em Emulgéis

Nos ultimos anos a procura por novos sistemas carreadores de farmacos, como
o emulgel, tem sido muito relevante no sentido de se estabelecer alternativas
terapéuticas mais eficientes, que possibilitem administrar os farmacos com mais
seguranga e com efeitos colaterais reduzidos. Novas substancias naturais ou
sintéticas necessitam ser estudadas quanto a sua eficacia, toxicidade e reacdes
adversas devido ao perfil limitante das opcgdes terapéuticas e a alta frequéncia das
UTs (Slaughter et al., 2009; Vermonden; Censi; Hennink, 2012).

Visando desenvolver uma nova composicao terapéutica e forma de
administracdo, os emulgéis, que sdo redes poliméricas tridimensionais obtidas por
meio de polimeros naturais e/ou sintéticos sdo uma alternativa relevante. Além de
possuir caracteristicas semelhantes as dos tecidos vivos (baixa tensdo superficial,
guantidade de agua, consisténcia) e serem biocompativeis, apresentam propriedades
Unicas que podem ser modificadas e direcionadas para o tratamento de infeccoes.
Esse sistema vem sendo bastante empregado na medicina regenerativa e na
engenharia tecidual, principalmente como sistema de liberac&o de drogas e/ou células
através de mudancas na estrutura do gel em reposta a mudancas do ambiente. Os
emulgéis bioadesivos sdo ideais para administracdo tOpica na mucosa oral por
exemplo, por permitir a liberacdo prolongada de agentes terapéuticos (Tatavarti;
Hoag, 2006; Bhattarai; Gunn; Zhang, 2010).

Tendo em vista as limitagbes encontradas no tratamento das UTs e o quanto
essa condigdo pode impactar a vida do paciente, aliado ao grande potencial
farmacologico do Limoneno, julga-se importante a realizacdo desta pesquisa de
carater inédito, para poder avaliar sua atividade anti-inflamatoria, cicatrizante e anti-
Candida.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver, caracterizar e avaliar biologicamente um emulgel a base de R-
(+)-limoneno (ELI) para o tratamento de Ulceras traumaticas da cavidade oral

de ratos Wistar.
Objetivos Especificos

Verificar através de ensaio in silico o potencial biolégico do R-(+)-limoneno em
espécies de microrganismos de interesse para Odontologia, assim como a
biodisponibilidade oral teérica desse composto e a toxidez oral aguda em ratos
em diferentes vias de administracao;

Avaliar a atividade antifingica do LIM por meio da Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM), da Concentracédo Fungicida Minima (CFM) sobre Candida spp;

Determinar, por meio da curva de time-kill, o potencial anti-Candida do LIM
sobre a cinética de crescimento de C.albicans;

Desenvolver e caracterizar um ELI através da realizacdo de andlises fisico-
guimicas aplicadas em formula¢cdes farmacéuticas como: pH, viscosidade,
estabilidade, espalhabilidade e analises térmicas de TG e DTA,;

Avaliar a toxicidade aguda in vivo do ELI em camundongos e o potencial
clastogénico e aneugénico do ELI por meio do teste de micronucleo em
eritrocitos de camundongos Mus musculus;

Determinar o potencial antimicrobiano do LIM e do ELI sobre Candida spp; por
meio de reducdao logaritmica;

Avaliar, in vivo, a acao anti-inflamatoria e cicatrizante do ELI no tratamento de
UTs induzidas na cavidade oral de ratos, por meio de parametros

semiquantitativos de intensidade de infiltrado inflamatorio.
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4.1 Delineamento Do Estudo
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Trata-se de uma investigagao experimental in vitro e in vivo que adotou um

modelo de pesquisa animal de roedores, sendo caracterizado como estudo in vivo

randomizado, cego e controlado.

Figura 4: Fluxograma da Pesquisa
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O desenvolvimento e caracterizagcdo da formulagéo ELI foi realizado no

Laboratério de Desenvolvimento e Caracterizagcdo de Produtos Farmacéuticos
(LDCPF) da UEPB, Campus |, Campina Grande, Paraiba.

As analises térmicas foram realizadas no Laboratério de Certificacédo e

Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (Certbio) da UEPB, Campus I.

Os ensaios microbiolégicos foram realizados no Laboratorio de Analises e

Diagnéstico do Departamento de Odontologia da UEPB, Campus I.

As andlises histopatolégicas dos 6rgdos e tecidos foram realizadas no

Laboratorio de Patologia Oral da UEPB, Campus |.
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Os testes in vivo foram realizados no Centro de Bioterismo da UEPB,

Campus I.
4.3 Ensaio in Silico

Para os ensaios in silico o desenho da molécula foi realizado no programa
Chemdraw (http://www.chemspider.com/), o qual fornece as informagfes quimicas
referente a molécula estudada. A partir desses dados seguiu-se aos estudos in silico

propostos nessa pesquisa.

A analise da probabilidade do desenvolvimento de propriedades
farmacol6gicas do monoterpeno em estudo foi realizada através do PASS ONLINE®,
software projetado como uma ferramenta para avaliar o potencial biolégico geral de
uma molécula semelhante a um farmaco organico. O PASS fornece previsées
simultdneas de muitos tipos de atividade biolégica com base na estrutura dos
compostos organicos. O programa fornece caracteristicas da acéo biolégica de um
composto, obtendo os indices Pa (probabilidade "de ser ativo") e Pi (probabilidade "de
ser inativo") estimando a categorizacdo de um composto potencial em ser pertencente
a subclasse de compostos ativos ou inativos, respectivamente (SRINIVAS et al.,
2014).

Os parametros toxicologicos foram avaliados através da toxicidade oral
aguda em ratos pelo programa GUSAR (General Unrestricted Structure—Activity
Relationships) (http://www.way2drug.com/gusar/acutoxpredict.html). Esta ferramenta
cria modelos QSAR/QSPR com base em semelhancas quimicas entre compostos com
efeitos toxicos conhecidos e a presenca de fragmentos téxicos (Ghannay et al., 2020).
A toxicidade oral aguda foi classificada com base nas categorias da Organizacao para
Cooperacao Econdmica e Desenvolvimento (Organization for Economic Cooperation
and Development; OECD) que divide os compostos de acordo com seu valor de DL50
(conhecida como a dose letal mediana). A categoria | contém os compostos com
valores de DL50 inferior ou igual a 5 mg/kg, a Categoria Il contém compostos com
valores DL50 superiores a 5 mg/kg e inferior a 50 mg/kg, a Categoria Il inclui
compostos com valores DL50 superiores a 50 mg/kg e inferior a 300 mg/kg, a
Categoria IV consiste de compostos com valores DL50 superiores a 300 mg/kg e
inferior a 2000 mg/kg e a categoria V, valores superiores a 2000 e inferior a 5000
mg/kg.
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4.4 Determinacdo da Concentracgéo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao
Fungicida Minima (CFM) do LIM

Para a realizagdo dos ensaios de atividade antimicrobiana, os produtos
foram solubilizados em Tween 80 a 2% e Dimetil- Sulféxido (DMSO) a 5%. Em
seguida, foi completado com agua destilada esterilizada (g.s.p. 3 mL) para obter 0 R-
(+)-limoneno (LIM) na concentracéo inicial de 21000 pg/mL (Cleeland; Squires, 1991,
Hood et al., 2003).

O preparo do in6culo para os testes de suscetibilidade foi realizado
seguindo as recomendac¢fes do protocolo M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008). O
in6bculo fangico foi padronizado em espectrofotometro (Modelo GT 7220 BioPet
Technologies, Monte Alto, Brasil) com comprimento de onda de 530nm e absorbancia
entre 0,08-0,1, correspondendo a concentracdo de 5x10® UFC/mL. Nos pocos da
microplaca, durante os testes de atividade anti-Candida, esta concentracao caiu pela
metade, resultando em 2,5 x 103 UFC/mL.

As cepas utilizadas para os testes foram: Candida albicans (ATCC 10231),
Candida glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258), Candida tropicalis
(ATCC 750) e Candida albicans (Al e A2), todas armazenadas no Laboratério de

Andlises e Diagndstico do Departamento de Odontologia da UEPB.

A atividade anti-Candida do LIM foi determinada segundo a normatizacao
M27-A3 do Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI), por meio da técnica da
microdiluicdo em caldo (CLSI, 2008). Microplacas de fundo chato com 96 pocos
(Cralpast, Cotia, Brasil) foram preparadas inserindo-se 100uL de meio de cultura CSD
- Caldo Saboraud Dextrose (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Brasil) em todos 0s po¢os.
Em seguida, 100uL do LIM foram inseridos na primeira fileira de pocos da microplaca.
Diluicdes seriadas (1:2) foram entéo realizadas por meio da transferéncia de 100 pL
aos pocos subsequentes. Posteriormente, 100yl do indculo foram inseridos em todos
0S pogos. Desse modo, o LIM foi ensaiado entre o intervalo das concentragdes
21000ug/mL e 164,0625 pg/mL. O controle de viabilidade dos microrganismos
(auséncia de antimicrobiano), bem como controle de esterilidade do meio de cultura

(auséncia de microrganismos nos poc¢os), e do veiculo Tween 80 a 2%, DMSO a 5%
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e agua destilada esterilizada (q.s.p. 3 mL) (presenca de microrganismos) foram
realizados para garantir acuracia do método. Controles farmacologicos como nistatina

e fluconazol foram realizados nas concentracdes que variam de 64 a 0,5 pg/mL.

As placas foram entdo incubadas a 37°C, por 24 h, em aerobiose. Apos
esse periodo, a CIM foi definida como a menor concentragdo das substancias capaz
de inibir o crescimento visivel dos microrganismos avaliados. A viabilidade dos
microrganismos foi determinada pela utilizagdo do corante resazurina a 0,01% em
todos os pocos. A metabolizacdo do corante pelos microrganismos viaveis resulta na

producgéo de um pigmento de cor rosa.

A CFM do LIM foi determinada pela semeadura (10uL), em triplicata, em
placas de Agar Sabouraud Dextrose, de todos 0s pogos correspondentes a
concentragbes iguais ou superiores a CIM. Apds semeadura, as placas foram
incubadas a 37°C por 24 h. A CFM foi considerada a menor concentracdo capaz de

evitar o crescimento dos sub-cultivos.

4.5 Efeito do LIM Sobre a Cinética do Crescimento de Candida Spp

O efeito do LIM sobre a cinética do crescimento foi determinado pela curva
de time-kill, segundo metodologia proposta por Klepser et al. (1997), Canton et al.
(2009) e de Castro et al. (2013) com modificagbes. Foi utilizado nesse teste cepa de
referéncia de Candida albicans (ATCC 10231) e isolado clinico C. albicans A2. O
preparo do inéculo foi realizado seguindo as recomendacdes do protocolo M27-A3
para leveduras (CLSI, 2008), conforme descrito previamente. Apds a obtencdo do
inoculo, e diluicbes sucessivas, obteve-se suspensdes dos microrganismos
equivalentes a 2,5 x 10° UFC/mL.

Microplacas com 96 pocos de fundo chato foram preparadas, inserindo-se
100 pL de meio de cultura Caldo Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA) em todos
0s poc¢os. Em seguida, foram inseridos na primeira fileira de pogos da microplaca, 100
UL do R-(+)-limoneno (1000 pg/mL) assim como para o controle farmacolégico a
Nistatina (256 pg/mL). Controle de viabilidade dos microrganismos (auséncia de
antimicrobiano), bem como controle de esterilidade do meio de cultura (auséncia de

inoculacdo de microrganismos nos poc¢os) e controle do veiculo (diluente do R-(+)-
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limoneno: DMSO e Tween 80) também foram realizados e avaliados para garantir

acuracia do método.

Apés a adicao das substancias, foram realizadas diluicbes seriadas (1:2)
por meio da transferéncia de 100 puL de aliquotas da primeira fileira de pocos aos
subsequentes. E em seguida, 100 pL da suspensao dos microrganismos diluido em
Caldo Sabouraud Dextrose na concentracédo 2,5 x 10% UFC/mL foram inseridas em
todos os pogos. Posteriormente, as microplacas foram incubadas a 37°C, por 24 h,
em aerobiose (CLSI, 2008). Para esse teste, as concentracdes avaliadas para o R-
(+)-limoneno e Nistatina corresponderam aquelas equivalentes a CIM, 2xCIM e 4xCIM

pg/mL.

Foi realizada a semeadura de aliquotas de 10 uL em placas de Petri
contendo Agar Sabouraud Dextrose nos intervalos de tempo de 0 (momento inicial), e
1,2,3,4,6, 8, 12 e 24 horas ap0s o inicio do ensaio. Apds a coleta, as microplacas e
placas de Petri foram incubadas em estufa a 35+2 °C por um periodo de 24h.
Decorrido esse periodo, 0 niumero de microrganismos viaveis (UFC/mL) foi avaliado
para cada concentracdo e tempo de analise. Desse modo, por meio deste teste,
determinou-se o efeito das substancias analisadas, segundo a sua concentracdo e o

tempo de acédo exercido sobre Candida albicans.
4.6 Material
4.6.1 Aquisicao das Substancias

O R-(+)-limoneno foi a substancia requerida para o objeto de estudo dessa
pesquisa. Os medicamentos licenciados utilizado para a execucéao dos testes foram a
nistatina e o fluconazol. Todas as substancias foram adquiridas da Sigma-Aldrich®

(Darmstadt - Alemanha).
4.6.2 Desenvolvimento do Emulgel de R-(+)-limoneno (ELI)
4.6.2.1 Preparacao do Emulgel Com e Sem R-(+)-limoneno

Os emulgéis foram obtidos levando em consideracdo a proporcao

massa/volume em percentagem. Foram misturados os tensoativos Kolliphor® HS15 e
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Brij® 52 na proporcédo de 9:1. A essa mistura de tensoativos foi adicionada a fase
oleosa (miristato de isopropila - MIP) a 22,5% e as respectivas concentracdes do R-
(+)-limoneno (1,2; 2,4 e 5,0%) para cada formulacdo. Cada mistura foi titulada com
agua destilada e submetida a quatro ciclos de sonicagdo (disruptor ultrassénico,
Unique® DES 500, Brasil) e banho de ultra-som (lavadora de ultra-som, Unique® USC
2800A, Brasil) por 1 min cada. Em seguida foi acrescentado o Pluronic F127 a 10%
diluido em agua destilada, em baixas temperaturas (- 20 °C), a cada uma das
formulacdes, obtendo assim a consisténcia de um emulgel branco-leitoso (Araujo et

al., 2019) (Quadro 1).

Quadro 1: Composicéo da base do emulgel formulado.

Formulacdo | Kolliphor® HS15: Miristato de H20 R-(+)- Pluronic
Brij®52 Isopropila limoneno F127
Base 22,5% 23,9% 53,6% - 10%
F1 22,5% 23,9% 52,4% 1,2% 10%
F2 22,5% 23,9% 51,2% 2,4% 10%
F3 22,5% 23,9% 48,6% 5,0% 10%
Fonte: Préprio autor.
4.7 Caracterizacdo Fisico-Quimicas dos Emulgéis de R-(+)-limoneno

4.7.1 Determinacao de pH

A analise de pH da formulacgéo foi realizada em pHmetro digital (MPA 210-
A, MS Tecnopon, Piracicaba, Brasil) previamente calibrado com solu¢des tampéao de
fosfato e biftalato pH 7,0 e 4,0. A formulacéo foi diluida na proporcédo de 1:10 em agua
purificada e o eletrodo foi inserido diretamente, em temperatura ambiente (25°C), para
verificacdo do potencial hidrogeniénico da formulacdo em relacao ao tempo, conforme
a orientacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ANVISA para produtos

semissolidos (Brasil, 2004).
4.7.2  Medicao de viscosidade e determinagdo de propriedades reoldgicas

Para avaliacdo da viscosidade empregou-se o viscosimetro rotativo digital
de BROOKFIELD (modelo One, Fungilab Viscolead, Barcelona, Espanha) no qual a
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amostra foi medida por velocidade de rotagdo de eixo metdlico, com cone coaxial
spindle R7, imerso no material. Uma quantidade de 10 g de amostra, ap0s verificacdo
da auséncia de bolhas, em temperatura ambiente (25°C), foi acondicionada em frasco
de polietileno cristal. A andlise foi realizada, sob agitagdo rotacional variavel, sob
velocidade de rotacdo descendente. A leitura foi realizada, em triplicata, com valor em
centiPoise (cP), de acordo com a capacidade de leitura do aparelho (Kong et al.,
2015).

4.7.3 Avaliacéo da estabilidade preliminar

A avaliacdo da estabilidade das formulacdes foi avaliada conforme o Guia
de Estabilidade de Produtos Cosméticos (Brasil, 2004) e o Guia para realizacdo de
estudos de estabilidade (RDC N° 318, DE 6 DE NOVEMBRO DE 2019/ANVISA,
2019), contemplando as analises de estabilidade preliminar (centrifugacdo e ciclo

gelo-degelo).

4.7.3.1 Ciclo gelo-degelo dos emulgéis com R-(+)-limoneno

No ciclo gelo-degelo as amostras foram submetidas alternadamente a 5 +
2 °C por 24 h e 40 = 2 °C por 24 h. A leitura dos parametros avaliados foi realizada
antes e apos o teste. Desta forma, as amostras foram submetidas a seis ciclos na
geladeira e seis ciclos na estufa, alternadamente, totalizando 12 dias de analise. Apos

esta etapa, as amostras foram avaliadas quanto a viscosidade e pH (ANVISA, 2019).
4.7.3.2 Resisténcia a centrifugacao dos emulgéis com R-(+)-limoneno

Amostras de 13,0 g foram centrifugadas a 6.000 rpm durante 30 minutos.
O teste produziu estresse nas formulac¢des, simulando um aumento da forgca de
gravidade, podendo antecipar possiveis instabilidades, acelerando o aparecimento
dessas (ANVISA, 2019).

4.7.4  Espalhabilidade

Para determinar a espalhabilidade das amostras, uma placa circular de
vidro, com diametro de (20 cm x 20 cm) e 0,2 mm de espessura, foi colocada sobre
outra placa de suporte de mesma largura, entre ambas as placas, foi posicionado uma

folha de papel milimetrado e em seguida adicionado uma terceira placa, com orificio
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central de 1,2 cm de diametro. A amostra foi introduzida no orificio da placa e a
superficie nivelada com uma espatula. Apos a aplicacdo da amostra retirou-se
completamente esse molde e sob esse material, foi disposto uma placa, com peso

pré-determinado.

Apo6s um minuto, foi calculada a superficie abrangida através da medicdo
do didmetro em duas posi¢cdes opostas, calculando o didmetro médio. Este
procedimento foi repetido, com a adi¢ao de 10 placas adicionadas sobre a amostra.
Os resultados foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcdo do peso
adicionado. As analises foram realizadas em triplicata. A Equacéao 1 foi utilizada para

os célculos de espalhabilidade (Wathoni et al., 2020).

Ei(max)=d?.n Equacdo 1
4
Onde:
Ei: € a espalhabilidade da amostra para o peso i, em mm?;

d : é o diametro médio, em milimetros.

47,5 Andalise Térmica

As andlises térmicas dos emulgéis foram obtidas com um analisador
simultdneo de TG/DTA (modelo SDT Q600, TA Instruments, New Castle, EUA)
utilizando cadinhos de alumina contendo amostras com 8 + 0,1 mg, em azoto
atmosfera, sob um fluxo de 50 mLmin-1. Os experimentos foram conduzidos com
temperatura variando entre 25 e 900 °C a uma taxa de aquecimento de 10 °C min-1.
Para a calibracdo do equipamento, foi utilizado um padrdo de oxalato de calcio
monohidratado, conforme as metodologias utilizadas por Cartaxo-Furtado et al. (2017)
e Santana et al. (2018).

4.8 Aspectos Eticos

A presente pesquisa foi avaliada e aprovada pelo Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Estadual da Paraiba/UEPB, sob numero de
parecer 0012/2021.
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4.9 Toxicidade Agudain vivo do ELI Em Camundongos

Para a andlise de toxicidade aguda foram utilizados camundongos Mus
musculus albinos fémeas, linhagem Swiss, idade seis semanas, provenientes do
Centro de Bioterismo da UEPB, todos mantidos a uma temperatura de 21 + 1°C, ciclo
de claro e escuro de 12h. Os mesmos foram mantidos em microisoladoras com grade,
tampa e sistema de valvulas para insuflamento e exaustéo de ar, medindo 435 cm? e
forradas com maravalha de pinus, esterilizada por radiacdo gama, e alimentados com
racdo para roedores marca Quintia, esterilizada por radiacdo gama, servida ad libitum
e agua filtrada em carvao ativado 5 micras, esterilizada por autoclavagéo a 121°C por
20 minutos, ad libitum.

O grupo experimental foi tratado com ELI, os animais receberam uma dose
de 2000 mg/kg. No grupo controle foi utilizado o veiculo (emulgel sem incorporacao
do R-(+)-limoneno) (OECD, 2001). Ambas substancias administradas por gavagem
(Figura 5). Cada grupo foi composto por trés animais (fémeas), totalizando seis

animais.

O consumo de comida e agua foi monitorado diariamente, e o0 peso corporal
registrado no dia O (antes da dosagem) e dia 14. Apés esse periodo, os animais foram
eutanasiados pela administracdo de anestésico em excesso (30 mg/kg de xilazina e
300 mg/kg de cetamina), por via intraperitoneal. Em seguida foi realizada a exciséo

de material biologico (coracéo, estdmago, figado, baco e rins).

Os orgaos foram examinados macroscopicamente, a resseccao foi feita
com consecutiva pesagem do coracao, estbmago, figado, baco e rins. Os indices de
orgaos foram calculados de acordo com a equacao: indice = peso do componente
(g)/peso do animal(g)x100. As seccbes de tecidos dos o6rgdos excisados, foram
fixadas em solucédo de formaldeido a 10%, apds 72 horas foi realizada a clivagem para
processamento histopatologico para observacéo qualitativa de presenca ou auséncia
de sinais de toxicidade como: hiperemia, presenca de infiltrado inflamatorio,
binucleacao, sinuisdides dilatados e megalocitose (no figado), mineralizacdo da luz

tubular (nos rins) (Magalhéaes et al., 2018).
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Figura 5 - Ensaio de toxicidade oral aguda em camundongos Mus musculus. Em A) Pesagem dos
camundongos no inicio do experimento. B) Introdugéo do produto testado por gavagem. C)
Acomodacéo dos camundongos em gaiolas de prolipropileno devidamente identificadas. D) Eutanasia
dos camundongos por via intraperitoneal apoés 15 dias de observacéo e pesagem de racéo e dgua. E)
Orgéos excisados: coragéo. F) Estomago. G) Bago. H) Figado. I) Rins.

Fonte: Autoria Propria

4.10 Investigacdo do Potencial Clastogénico e Aneugénico em Eritrocitos de
Camundongos

Para a realizacéo desse teste foram utilizados camundongos Mus musculus
albinos machos e fémeas, linhagem Swiss, idade seis semanas. Os animais foram
aclimatados e alimentados nas mesmas condicdes ja citadas. Foram utilizados trés
grupos experimentais, contendo cada grupo um total de trés machos e trés fémeas,

totalizando 18 animais (Brasil, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2013).

O grupo teste foi tratado a partir da administracéo por gavagem de ELI na
dose de 2000 mg/kg. O grupo controle negativo recebeu tratamento apenas com
emulgel sem incorporagdo do R-(+)-limoneno e o grupo controle positivo recebeu
administracéo do agente mutagénico ciclofosfamida numa dose de 50 mg/Kg de peso

do animal.

Vinte e quatro horas ap6s a administracdo do ELI os animais foram
anestesiados intraperitonealmente (Xilazina 10 mg/kg e Cetamina 100 mg/kg) e uma
amostra de sangue foi coletada por via intracardiaca (Figura 6). Em seguida, os
animais foram eutanasiados pela administracdo de anestésico em excesso por via

intraperitoneal (30 mg/kg de xilazina e 300 mg/kg de cetamina). As laminas com
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amostras de sangue foram preparadas por esfregaco e coradas com acido panotico
para observacdo da presenca ou auséncia de micronucleos em eritrécitos de cada
animal em microscépio oOptico no aumento de 1000x. Para analise quantitativa,
considerou-se cinco campos por lamina, num total de 2000 eritrocitos (Hayashi et al.,
2007). Os resultados foram expressos como a média + desvio padrao em comparagao

com 0 grupo controle positivo.

Figura 6: Teste de microndcleo em camundongos Mus musculus. Em A) Introducao do produto teste.
B) Anestesia por via intraperitoneal. C) Coleta de material biolégico por via intracardiaca seguida de
eutanasia D) Excisdo para coleta de 6rgéos.

Fonte: Autoria Propria

4.11. Atividade Antifungica Por Reducéo Logaritmica

4.11.1 Produtos teste

Para a avaliacdo da atividade antifingica contra C. albicans (isolado clinico
A2) e C. glabrata (ATCC 90030), foi realizada a diluicdo de 2625ug/mL (2XCIM) do
LIM em uma solucdo contendo Tween 80, agua destilada estéril e dimetilsulféxido
(DMSO) e foram usadas as formula¢des de ELI em suas trés concentragdes: 1,2%,
2,4% e 5% (Figura 7).

Nas analises com o LIM e com o ELI, a Nistatina foi utilizada como controle
positivo e a base do emulgel (veiculo) foi usada como controle negativo. Foi realizado

0 controle de crescimento.
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Figura 7: Produtos teste inoculados com C. albicans (A) e com C. glabrata (B).

Fonte: Proprio Autor.

4.11.2 Reducao Logaritmica

Foi adicionado 1 mL do in6culo de trabalho padronizado em 1 x 10% a 5 x
10 a um tubo de ensaio estéril junto com as amostras teste, a fim de obter
concentracgédo final de 0,5x10% a 2,5x10% UFC/tubo, enquanto outros tubos continham
as mesmas amostras diluidas em Y. As amostras teste foram homogeneizadas
manualmente e incubadas a 35 °C por 24 h. Em seguida, foram realizadas diluicbes
seriadas de 1/10 até 1/100000, aliquotas de 10 pl do crescimento de cada diluicdo
foram semeadas em triplicata em placas de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose,
apos incubacao em estufa a 35 °C por 24 h, foi realizada a contagem de col6nias. Os
resultados foram expressos em UFC/mL. O mesmo procedimento foi realizado com

os controles (Bou-Chacra et. al., 2005; Da Farmacopeia et al., 2019).
4.12 Determinacéo do Potencial Anti-Inflamatorio do ELI
4.12.1 Indugéo de UT nos animais

Para a inducéo e tratamento de UTs, foram utilizados Ratos Wistar, machos
e fémeas, com idade entre 5 e 7 semanas e pesando, em média, 300g, provenientes
do Centro de Bioterismo da UEPB. Todos os animais foram mantidos nas condicdes

adequadas relatadas nos testes anteriores.

No dia 1 os animais foram anestesiados com solucdao de Cloridrato de
cetamina a 10% (100 mg/Kg) (Cetamin, Rhobifarma, Sao Paulo, Brasil) e receberam
também, Cloridrato de xilasina a 2% (10 mg/Kg) (Xilazin, Rhobifarma, Sao Paulo,

Brasil). Em seguida, foi realizada queimadura aplicando um disco de papel filtro
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embebido em &cido acético 5,0% na mucosa jugal direita dos animais (Vilela-Goulart
et al., 2008; Fujisawa; Miyamoto; Nagayama, 2003; Damy et al., 2010; Campos et al.,
2016).

Os animais receberam analgesia com Butorfanol® (2mg/kg), por via
subcutanea, 30 minutos antes da injaria na mucosa jugal, e passaram por repouso
pés-trauma de 2h, ou seja, ficaram em gaiolas individuais e ndo foram submetidos a

nenhuma intervengao neste periodo.

Quadro 2: Representacdo esquematica do experimento.

PIES 1] 2| 3| 45| 6| 7| 8| 9| 10| 12| 12| 13| 14
Queimadura com X
acido acético
Fotografias da X X X X
mucosa
Tratamento X
1° Grupo
Tratamento X X X X
2° Grupo
Tratamento X X X X | X | X | X
3° Grupo
Tratamento X X X X | X | X | X X X X X X
4° Grupo
Coleta de tecido para X X X X
biépsia
Eutanasia X X X X

Fonte: Proprio Autor.

4.12.2 Tratamentos dos Grupos

Foram utilizados quatro grupos experimentais com quatro animais cada.

Desse modo, foram utilizados um total de 16 animais.

Grupo |: Grupo experimental, no qual os animais receberam tratamento com o ELI
(5,0%).

Grupo II: Grupo experimental, em que os animais receberam tratamento com ELI
(2,4%).

Grupo IlI: Controle positivo, no qual os animais receberam tratamento com Ad-Muc

gel.
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Grupo IV: Controle negativo, em que 0s animais receberam a base (emgulgel sem

incorporacao do R-(+)-limoneno).

Nos grupos | e Il os animais foram tratados com ELI diariamente, nas
concentracbes 5,0% e 2,4%, respectivamente. JA o grupo lll, controle positivo,
recebeu tratamento com o Ad-Muc gel. O grupo IV, controle negativo, recebeu
aplicacdo do veiculo. A aplicacdo das medicacdes foi realizada com o auxillio de um
Swab estéril, a cada oito horas, em cada grupo.

O Ad-Muc®, extrato fluido da camomila, foi escolhido no presente estudo
como controle positivo devido possuir reconhecidas propriedades antisséptica e anti-
inflamatdria, indicado clinicamente para o tratamento de UTs da gengiva e mucosas
de revestimento oral (BIOLAB, 2022).

As aplicagbes foram realizadas com os animais imobilizados manualmente,
por um operador previamente treinado (Figura 8). Apés essa etapa, os animais ficaram
30 minutos sem beber agua ou comer para que a medicacao tivesse um periodo maior
de absorcdo no local da lesdo. Nesse experimento, a via de administracdo da
medicac&o foi a topica. E importante ressaltar que, foi realizado o cegamento, no qual
o avaliador ndo sabia qual medicacao era aplicada pelo operador.

Figura 8. Procedimentos clinicos realizados durante o experimento.

Ap0s aplicacdo do Aplicagdo da Ulcera com a
Ac. Acét. 5,0% formulagao formulagdo aplicada

Fonte: Préprio autor.
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4.12.3 Alimentacéo

Todos os animais foram alimentados de forma controlada pelo pesquisador,
administrando-se a quantidade de 100g/dia/gaiola de racdo ao inicio de cada dia,
durante todo o experimento, e apds periodo de 24h era pesada a racao residual, para
verificar a quantidade que os animais consumiram, visto que a presenca das lesdes
pode provocar dor e dificuldade para ingestdo de alimentos (Guimardes; Mazaro,
2004; Carvalho et al., 2009).

4.12.4 Avaliacao Clinica

As lesbBes foram avaliadas nos dias 3, 6, 9 e 14 a partir de registros
fotograficos com uma camera Canon T5i. A avaliacédo clinica do grau de severidade
das lesdes foi realizada a partir da observacédo das fotografias obtidas, que foram
previamente embaralhadas, codificadas e analisadas de maneira cega por um Unico
examinador previamente calibrado, avaliando parametros como a presenca de

hiperemia, eroséo e formacéo de Ulceras.
4.12.5 Procedimento de Retirada de Material Bioldégico dos Animais

Nos dias 3, 6, 9 e 14, um animal de cada grupo, foi anestesiado, por via
intraperitoneal com solucdo de Cloridrato de Cetamina a 10% (300 mg/Kg) (Cetamin,
Rhobifarma, S&o Paulo, Brasil) e receberam também injecdo de Cloridrato de Xilasina
a 2% (10 mg/Kg) (Xilazin, Rhobifarma, S&o Paulo, Brasil) para melhor conforto. Em
seguida, tiveram a mucosa jugal direita excisada. Os espécimes foram colocados em
solucdo de formaldeido a 10%, e em seguida conduzidos ao Laboratério de
Histopatologia Oral da UEPB, para fins de exame histopatoldgico. Posteriormente, os
animais foram eutanasiados pela administragcdo de anestésico em excesso (300
mg/kg de cetamina) associado a 30mg/kg de Xilasina por via intraperitoneal (Akgullu
et al., 2015).

4.12.6 Processamento do Material Biol6gico

Os espécimes coletados foram seccionados e mantidos em soluc¢éo formol
a 10% tamponado por aproximadamente 48 h, e submetidos a processamento e
coloracdo em H/E, seguindo todo o protocolo do Laboratério de Patologia Oral da
UEPB.
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4.12.7 Avaliacao Histopatoldgica Semiquantitativa

As analises microscopicas foram realizadas em microscopio 6ptico com
magnitude de 200x e 400x de aumento. As laminas foram avaliadas a por meio de
escores histopatoldgicos, divididos em “Alteragcdes do tecido epitelial” (0 = Auséncia
de Ulcera; 1 = Presenca de Ulcera) e “Alteragdes no tecido conjuntivo” (0 = Tecido
conjuntivo remodelado; 1 = Fibrose/Presenca de discretas células inflamatérias
mononucleares dispersas; 2 = Fibrose/Presenca de tecido de granulag&o + Infiltrado
inflamatério mononuclear leve; 3 = Fibrose/Presenca de tecido de granulacdo +
Infiltrado inflamatério mononuclear moderado ou intenso; 4 = Fibrose/Presenca de
tecido de granulacdo + Infiltrado inflamatério misto (agudo e crénico); 5 = Processo
agudo (Vasos ectasicos, edema, presenca de infiltrado inflamatorio,
predominantemente, neutrofilico) (adaptado de Cavalcante et al., 2011). Para a
obtencdo das imagens, a identificacdo das laminas foi bloqueada com papel pardo e
numerada. As avaliacdes foram realizadas por profissional em cego para evitar viés

no processo de avaliagao.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados através do
software GraphPad Prism 5.0®, San Diego, CA, EUA. Os dados foram avaliados por
estatistica descritiva e inferencial. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrdo. As diferencas entre os grupos foram determinadas por analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey. A normalidade foi avaliada pelo teste
de Shapiro-Wilk (p>0,05), as amostras que apresentaram distribuicdo normal foram
submetidos a Analise de variancia de 1 via com teste post-hoc de Tukey. Nos grupos
sem distribuicdo normal, a comparacéao entre eles foi realizada pelo teste de Kruskal

Wallis e teste a posteriori de Dunn.
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6. RESULTADOS

6.1 Ensaio in Silico

Através do software PASS online foi definido os valores para o R-(+)-
limoneno de ser ativo ou inativo em determinados alvos moleculares (tabela 2).
Constatou-se que esse composto apresenta possibilidade de obter acao contra virus,
fungos, bactérias, protozodrios, além muitos outros potenciais, como anti-inflamatério,
antiulcerativo e antineoplasico. A maior probabilidade de ser ativo pertenceu a
atividade antienzimatica (Pa=0,896).

Tabela 2: Potencial biolégico previsto para o R-(+)-limoneno em alvos moleculares.

Pa Pi Atividade
0,896 0,005 Antienzimatica
0,812 0,010 Antineoplastica
0,665 0,005 Antihelmintica (Nematodeos)
0,610 0,029 Anti-inflammatoria
0,610 0,009 Antimicobacteriana
0,613 0,005 Antineoplastica (cancer ovariano)
0,628 0,013 Antiprotozoaria (Leishmania)
0,405 0,029 Antibacteriana
0,454 0,024 Anticarcinogenica
0,582 0,020 Antifngica
0,094 0,091 Potencial Antifungico
0,219 0,159 Anti-inflamatéria, intestinal
0,232 0,223 Antiinflammatoria, oftalmica
0,249 0,127 Dor Antineurogenica
0,452 0,069 Antinociceptiva
0,157 0,094 Antioxidante
0,614 0,008 Antiparasitaria
0,168 0,137 Antiviral
0,275 0,121 Antiulcerativa

Pa — Probabilidade do composto ser ativo. Pi — Probabilidade de ser inativo

Para a analise da toxicidade tedrica do R-(+)-limoneno foi utilizado software

admetSAR (http://Immd.ecust.edu.cn:8000/), a partir das informacgbes preditivas
farmacocinéticas do estudo in silico ADMET (absorcéo, distribuicdo, metabolismo,
excrecao e toxicidade), dispostas na tabela 3 e observou que o composto trata-se de
uma substéancia pouco metabolizada por enzimas hepaticas P450, com baixo risco
tedrico de toxicidade, pois ndo expressou mutagénicidade, carcinogenicidade além de

baixa toxicidade aguda oral.


http://lmmd.ecust.edu.cn:8000/

Tabela 3. Andlise da toxicidade te6rica do R-(+)-limoneno.
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ADMET Perfil Previsto -

Classificacéo

Modelo Resultado Probabilidade
Absorc¢éo
Barreira Hemato-Encefélica BBB+ 0.9444
Absorc¢do Intestinal Humana HIA+ 0.9887
Permeabilidade Caco-2 Caco2+ 0.7667
Substrato Glicoproteina P N&o-substrato 0.6027
Inibidor Glicoproteina P N&o-inibidor 0.7613
Nao-inibidor 0.8697
Transportador Renal de Néo-inibidor 0.7484
Cations Orgénicos
Distribuicédo
Localizacdo Subcelular Lisossomo 0.6471
Metabolismo
Substrato CYP450 2C9 N&o-substrato 0.8776
Substrato CYP450 2D6 N&o-substrato 0.8152
Substrato CYP450 3A4 N&o-substrato 0.6142
Inibidor CYP450 1A2 Nao-inibidor 0.7497
Inibidor CYP450 2C9 Nao-inibidor 0.9308
Inibidor CYP450 2D6 Nao-inibidor 0.9398
Inibidor CYP450 2C19 Nao-inibidor 0.8906
Inibidor CYP450 3A4 Nao-inibidor 0.9257
- N Baixo Inibidor de
Inibidor de Promiscuidade CYP Promiscuidade CYP 0.7657
Excrecao
Toxicidade
Inlb[gao do Gene Humano Inibidor Fraco 0.7745
Relacionado ao Ether-a-go-go
Nao-inibidor 0.8679
Toxicidade AMES AMES Né&o-tdxico 0.9356
Cancerigeno N&o-cancerigeno 0.6913
Toxicidade em Peixes FHMT Alta 0.9866
Toxmldade.Tetrghymena TPT Alta 0.9632
Pyriformis
Toxicidade em Abelhas HBT Alta 0.7911
Biodegradacéo Pronto biodegradavel 0.7562
Toxicidade Oral Aguda Il 0.9069
Carcinogenicidade(Trés- AViSO 05329
classes)
ADMET Perfil Previsto ---
Regresssao
Modelo Valor Unid
Absorc¢éo
Solubilidade Aquosa -3.9372 LogS
Permeabilidade Caco-2 1.7462 LogPapp, cm/s
Distribuicédo
Metabolismo
Excrecao
Toxicidade
Toxicidade Aguda em Ratos 1.4819 LD50, mol/kg
Toxicidade em Peixes -0.7569 pLC50, mg/L
Toxicidade em Tetrahymena 0.6268 pIGC50, ug/L

Pyriformis

Fonte: Préprio Autor.


http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
http://lmmd.ecust.edu.cn/admetsar1/predict/?smiles=CC1=CC%5bC@@H%5d(CC1)C(=C)C&action=A
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6.2 Determinacdo da Atividade Antifungica

A atividade antifungica do R-(+)-limoneno e dos farmacos padrdo sobre
Candida spp foi avaliada por meio de analise de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
capaz de exercer efeitos inibitérios e letais sobre o crescimento dos microorganismos.
Os valores da Concentracdo Inibitéria Minima e Concentragdo Fungicida Minima
(expressos em pg/mL), bem como a descricao da relacdo CFM/CIM estdo descritas

na tabela 6.

Tabela 6 - Atividade antifingica do LIM e de farmacos padrao sobre fungos do género Candida (valores
de CIM e CFM expressos em ug/mL).

MICRORGANISMOS/SUBSTANCIAS CIM CFM Relacédo
CFM/CIM

C. albicans (ATCC 10231)
LIM 656,25 5250 8
Nistatina 32 32 1
Fluconazol >64 >64 >1

C. glabrata (ATCC 90030)
LIM 1312,5 1312,5 1
Nistatina 16 64 4
Fluconazol >64 >64 >1

C. parapsilosis (ATCC 22019)
LIM 656,25 1312,5 2
Nistatina 16 64 4
Fluconazol 4 >64 16
C. krusei (ATCC 6258)

LIM 1312,5 1312,5 1
Nistatina 4 4 1
Fluconazol 32 64 2

C. tropicalis (ATCC 750)
LIM 2625 2625 1
Nistatina 16 64 4
Fluconazol >64 >64 1

C. albicans (Al)
LIM 2625 2625 1
Nistatina 16 64 4
Fluconazol >64 >64 >1
C. albicans (A2)

LIM 1312,5 1312,5 1
Nistatina 8 64 8
Fluconazol >64 >64 >1

Fonte: Préprio Autor

Diante dos dados, percebe-se que o R-(+)-limoneno apresenta efeitos
antifingicos sobre o crescimento das espécies de Candida testadas, demonstrado
valores de CIM na faixa de 656,25 yg/mL a 2625 ug/mL para esses microrganismos.
Observa-se que as cepas de C. albicans (ATCC 10231) e C. parapsilosis (ATCC
22019) apresentam maior sensibilidade a acdo antifungica do R-(+)-limoneno,

conforme a tabela 6. Além disso, evidenciou-se que o0 R-(+)-limoneno demonstra acéo
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fungistética sobre a cepa de C. albicans (ATCC 10231), enquanto para as demais

espécies sua acao foi fungicida.

6.3 Agcado do R-(+)-limoneno sobre a Cinética do Crescimento de Candida
albicans

O efeito antifungico do R-(+)-limoneno e da nistatina sobre o crescimento de
células plancténicas de C. albicans (ATCC 10231) e isoaldo clinico (C. albicans A2)
foi avaliado sob diferentes concentracdes e tempos de acdo das substancias, visando
a investigacdo dos seus efeitos sobre a cinética de crescimento desses

microrganismos. Os resultados descritivos estdo apresentados na figura 9.

Figura 9. Efeito do R-(+)-limoneno e da Nistatina na cinética de crescimento de C. albicans ATCC
10231 e C. albicans A2 exposta as concentracdes CIM, 2xCIM e 4xCIM. Resultados expressos
através da média do nimero de microrganismos (eixo vertical UFC/mL) segundo os diferentes tempos
de acéo (eixo horizontal).
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Fonte: Préprio autor.

Os resultados da cinética demonstraram reducéo de crescimento microbiano
a partir da primeira hora de observacdo para as concentracdes testadas do R-(+)-
limoneno e da nistatina em comparacdo ao controle de crescimento (Figura 17). C.
albicans (ATCC 10231) permitiu crescimento microbiano a partir de 16 horas de
exposi¢do a CIM do R-(+)-limoneno, assim como a C. albicans A2 quando exposta a
CIM, CIMX2 e CIMx4 do R-(+)-limoneno. Enquanto C. albicans ATCC permitiu
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crescimento microbiano a partir de 20 horas de exposi¢cao para a CIMx2 e CIMx4 do

R-(+)-limoneno.

Foram realizados os testes estatisticos ANOVA seguido pelo pés-teste de
Tukey. Houve diferenca significativa (p<0,05) no crescimento das cepas submetidas
aos tratamentos com o R-(+)-limoneno e com a Nistatina, entre suas referidas CIMs
em comparagao ao grupo controle (Tabela 8). Ou seja, o R-(+)-limoneno apresentou
inibicdo estatisticamente significativa sobre o crescimento de C. albicans em todas as
CIMs testadas.

Tabela 8: Efeitos do R-(+)-limoneno e da Nistatina sobre a Cinética de Crescimento de Candida albicans
(ATCC 10231) e C. albicans A2 (Valores de média e desvio-padrao da viabilidade dos microrganismos).

C. Albicans
ATCC 10231
Substancia Concentracéao Média Desvio- Valor de p
Padréao
Controle 3,781005a 0,140576 -
R-(+)-limoneno CIM 2,355493b 0,745489 0,0007786
CIMX2 2,02316b 0,936106 4,295E-05
CIMX4 2,398126b 0,71161 0,001124
Controle 3,781005a 0,140576 -
Nistatina CIM 2,634551b 0,301161 0,0001925
CIMX2 2,573285b 0,362171 9,094E-05
CIMX4 2,584529b 0,338376 0,0001068
Controle 3,781005a 0,140576 -
Veiculo CIM 3,780753a 0,281548 1,00
CIMX2 3,786576a 0,274086 1,00
CIMX4 3,733818a 0,327409 0,9806
C. albicans A2
Substéancia Concentracéo Média Desvio- Valor de p
Padrao
Controle 3,799535a 0,198967 -
R-(+)-limoneno CIM 1,879921b 0,419218 3,351E-05
CIMX2 2,267886b 0,942809 0,0007587
CIMX4 2,116366b 1,06991 0,0002239
Controle 3,799535a 0,198967 -
Nistatina CIM 2,7551124b 0,126507 5,846E-07
CIMX2 2,8558738b 0,501674 4,696E-07
CIMX4 2,6883015b 0,164094 1,588E-08
Controle 3,799535a 0,198967 -
Veiculo CIM 3,888889a 0,226308 0,786
CIMX2 3,900612a 0,200809 0,7143
CIMX4 3,906485a 0,189219 0,6798

Fonte: Préprio autor.

*Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos quando comparados ao controle de

crescimento.
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6.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica dos Emulgéis de R-(+)-limoneno
6.4.1 pH e resisténcia a centrifugacéo

A formulagdo apresentou cor branco leitoso, com odor citrico. Os valores
de pH para as amostras desenvolvidas foram de 5,71 + 0,11; 5,71 + 0,09 e 5,97 £
0,05 para formulacdo do emulgel com R-(+)-limoneno (ELI) a 1,2%, 2,4% e 5%,
respectivamente, e 5,74 + 0,21 para a formulagcéo controle (sem ELI). As amostras
submetidas a condicbes extremas de centrifugacdo tem como objetivo acelerar as
possiveis reacdes e instabilidades entre seus componentes como precipitagéo,
separacao de fases e turbidez. Foi possivel observar visualmente, que nenhuma das
formulacdes apresentaram instabilidade nas condi¢cbes estudadas (Figura 10),
indicando que possuem tendéncia a permanecer estaveis fisicamente ao longo do

armazenamento.

Figura 10: Amostras submetidas ao teste de resisténcia por centrifugacéo das formulagcbes
contendo o ELI, e sem ELI, na centrifuga (A), antes da centrifugacao (B) e apés a centrifugacao (C),
e durante o teste de pH (D).

Fonte: Préprio Autor.

6.4.2 Estabilidade Preliminar

A leitura dos parametros avaliados (viscosidade e pH) foi realizada antes e
apos o ciclo gelo-degelo. Na avaliacdo do estresse quente/frio, as formulagfes
permaneceram estaveis durante os seis ciclos de 48 h (24 h na geladeira/24 h na
estufa), ndo sofrendo danos como turvacdo ou separacdo de fases. Ao término do
ciclo gelo-degelo, averiguou-se o pH e a viscosidade, ndo observando consideraveis
mudangas nesses valores, atestando, dessa forma, a estabilidade das formulacdes,
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visto que as mesmas permaneceram estaveis ap0s as diversas perturbacdes

aplicadas no sistema.

Tabela 1: Distribuicdo segundo os valores do pH e viscosidade do ELI e da base em diferentes
concentrac8es e nos diferentes ciclos do ensaio de estabilidade preliminar. F1 (ELI 1,2%,) F2 (ELI

2,4%), F3 (ELI 5%) e DP (Desvio Padrio).

pH Viscosidade
F1 Média + DP F1 Média + DP
DO 5,39+0,04 DO 4,84+0,58
Ciclo 1 5,23+0,23 Ciclo 1 4,87+0,58
Ciclo 2 5,31+0,06 Ciclo 2 4,93+0,60
Ciclo 3 5,22+0,04 Ciclo 3 4,94+0,61
Ciclo 4 5,11+0,02 Ciclo 4 4,96+0,61
Ciclo 5 5,07+0,04 Ciclo5 4,98+0,62
Ciclo 6 4,99+0,08 Ciclo 6 4,99+0,62
F2 Média £ DP F2 Média + DP
DO 5,52+0,05 DO 4,85+0,61
Ciclo 1 5,43+0,03 Ciclo 1 4,89+0,62
Ciclo 2 5,33+0,05 Ciclo 2 4,91+0,63
Ciclo 3 5,23+0,09 Ciclo 3 4,92+0,64
Ciclo 4 5,14+0,11 Ciclo4 4,95+0,64
Ciclo 5 5,06+0,07 Ciclo5 4,96+0,65
Ciclo 6 4,91+0,05 Ciclo 6 4,97+0,64
F3 Média £ DP F3 Média £ DP
DO 5,48+0,09 DO 4,87+0,57
Ciclo 1 5,19+0,35 Ciclo 1 4,89+0,59
Ciclo 2 5,32+0,05 Ciclo 2 4,91+0,59
Ciclo 3 5,23+0,03 Ciclo 3 4,93+0,59
Ciclo 4 5,09+0,06 Ciclo 4 4,94+0,58
Ciclo 5 4,90+0,02 Ciclo 5 4,96+0,57
Ciclo 6 4,82+0,05 Ciclo 6 4,98+0,57
Base Média + DP Base Média + DP
DO 5,2510,04 DO 4,77+0,54
Ciclo 1 5,23+0,04 Ciclo1 4,83+0,59
Ciclo 2 5,23+0,04 Ciclo 2 4,90+0,62
Ciclo 3 5,19+0,07 Ciclo 3 4,95+0,62
Ciclo 4 5,16+0,03 Ciclo 4 4,98+0,63
Ciclo 5 5,17+0,11 Ciclo5 5,02+0,64
Ciclo 6 5,13+0,14 Ciclo 6 5,04+0,64

Fonte: Préprio Autor.

6.4.3 Viscosidade

A Figura 11 apresenta o comportamento da viscosidade em funcao da taxa de

cisalhamento, para as formulagdes ELI 1,2% (F1), 2,4% (F2) e 5% (F3) e do emulgel

base. Esta mostra os valores de viscosidade aparente em funcdo da taxa de

cisalhamento, sob temperatura constante. A partir dessa analise, observa-se que 0

comportamento das formulacdes se caracteriza como fluido ndo-newtoniano do tipo
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pseudoplastico, ou seja, a viscosidade diminui com o aumento da taxa de
cisalhamento, influindo assim que ha um alinhamento das particulas na direcdo da
tensdo aplicada, o que tornam a resisténcia ao movimento cada vez menor. Isso &
importante pois uma formulacao oral ideal deve possuir baixa viscosidade quando
aplicada na mucosa, e permanecer no local da aplicagdo, garantindo a agéo topica
do ELI.

Figura 11: Viscosidade em funcéo da taxa de cisalhamento das formula¢cbes ELI 1,2% (F1), 2,4%
(F2) e 5% (F3) e do emulgel base.
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Fonte: Préprio Autor.

6.4.4 Espalhabilidade

A espalhabilidade do ELI foi medida em termos do diametro médio do
circulo de espalhamento. Os valores médios do indice de disperséao das formulacdes
nas concentracdes de 1,2%; 2,4% e 5% foram, respectivamente, 9,22 + 2,7 cm?; 7,7
+ 1,81 cm? e 9,6 + 2,38 cm?. Ja para o emulgel base foi de 12,18 + 2,87 cm? Esse
resultado mostra que as formulacdes ELI apresentaram uma maior resisténcia a
espalhabilidade devido a incorporacdo do LIM na formulacdo. Os testes de
espalhabilidade realizados demonstraram uma relacdo entre resisténcia ao
movimento forcado desta forma farmacéutica, correspondendo a relacdo entre a area

de espalhamento, com a for¢ca aplicada ao produto, para todas as formulacdes
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analisadas. Porém, um aumento maior pode ser observado na formulagdo sem R-(+)-

limoneno, havendo aumento da espalhabilidade, com aplicacao de forca (Figura 12).

Figura 12: Espalhabilidade das formula¢gbes ELI 1,2% (F1), 2,4% (F2) e 5% (F3) e do emulgel base.
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Fonte: Préprio Autor.

6.4.5 Andlises Térmicas do Emulgel Puro e Suas Diferentes Concentracdes Apos
Incorporagao do R-(+)-limoneno

As curvas de termogravimetria (TG) em todas as amostras analisadas
revelou a ocorréncia de apenas um evento endotérmico. Na curva TG do ELI 5,0%
ocorreu na faixa de temperatura de 26,01 °C e 96,53 °C, em que houve uma perda de
95,4% da massa. Ja no ELI 2,4% ocorreu na faixa entre 26,01 °C e 85,8 °C, havendo

perda de 92,69% da massa.

No ELI 1,2% entre 25,04 °C e 131,18 °C, apresentando uma perda de
87,6% de sua massa, e no emulgel puro, esse evento aparece na faixa de 26,01 °C a

153,22 °C, revelando uma perca de 94,85% da massa (Figura 13).
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Figura 13. Andlise térmica do emulgel puro (base) e do ELI em suas diferentes concentracdes.
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Fonte: Proprio autor.

O mesmo pbdde ser observado nas curvas de andlise térmica diferencial
(DTA) das amostras, que revelaram a ocorréncia de apenas um evento endotérmico
em cada uma delas. No ELI 5,0% a ocorréncia desse evento aconteceu na faixa de
temperatura de 38,16°C a 129,73°C. Ja no ELI 2,4% se deu na faixa entre 82,25 °C e
133,12 °C. No ELI 1,2%, ocorreu entre 116,17 °C e 173,82 °C. Enquanto no emulgel

puro, o evento endotérmico aconteceu na faixa de temperatura entre 122,95 °C e
190,78 °C (Figura 14).
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Figura 14. Curvas DTA do emulgel puro e suas diferentes concentracdes apés incorporacdo do R-(+)-

limoneno.
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Fonte: Préprio autor.

6.5 Determinacéo da Toxicidade Oral Aguda

O emulgel incorporado ao R-(+)-limoneno na dose de 2.000 mg/kg
administrado por gavagem em camundongos fémeas, ndo produziu morte e nao
causou alteracdo comportamental no periodo de 14 dias de observacdo. A massa
corporea (Figura 15A), o consumo de agua (Figura 15B) e o consumo de racéo (Figura
15C) néo diferenciaram do grupo controle (ANOVA - p>0,05). O peso absoluto e
relativo do coracdo, estbmago, figado, rins e bago ndo foram afetados com a
administracdo do ELI na dosagem de 2000 mg/kg (Tabela 4). Também nao foram
encontradas alteracdes morfolégicas externas na textura ou cor desses 0Orgaos
guando comparados ao grupo controle. As analises histopatoldgicas dos 6rgaos nao

demonstraram evidéncias de alteragdes morfologicas (Figura 16).
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Tabela 4: Efeito emulgel incorporado com R-(+)-limoneno (ELI 2000 mg/kg), por via oral sobre o peso
absoluto (g) e relativo (%) de camundongos Mus musculus fémeas. Valores de média e desvio

padréo () para n=3.

Grupo Peso/Org&o Coracgéo Estdmago Figado Baco Rim
Peso 0,11 1,11 0,16
absoluto 0008 024%0012 575 01020001 5509
Controle
4,15 0,62
Peso relativo 0,42 +0,03 0,92 +0,065 +0510 0,38 +0,040 £0.034
0,10 1,11 0,17
alfs%slgto +0.007 0,27 +0,056 +0173 0,08+0,017 £0.019
Experimental
0,40 4,28 0,67
Pesorelativo #0015  02*0015 p'395 03220057 506,

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos testados, ANOVA (p>0,05).

Fonte: Préprio Autor.

Figura 15: Efeito do emulgel incorporado com R-(+)-limoneno (ELI 2000mg/kg) sobre a massa corporea
de camundongos Mus musculus fémeas (A); consumo de agua (B) e consumo de ragédo (C). Os valores
representam as médias +d.p.m. (n= 3/grupo). Ndo houve diferenca significativa comparado ao grupo

controle, ANOVA (p>0,05).
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Figura 16: Fotomicrografias evidenciando auséncia de sinais de toxicidade aguda em 6rgdos como
bago, coragdo, estbmago, figado e rim entre o grupo controle (A-E) e grupo experimental (F-J). (H/E,
200x). Foram observadas caracteristicas semelhantes entre os grupos. Visualiza-se em C e H
integridade epitelial e em D e | morfologia bem preservada, ndo demonstrando alteracdes teciduais.

:

Fonte: Préprio Autor

6.6 Determinacdo do Potencial Clastogénico e Aneugénico

6.6.1 Teste de Micronucleo em Eritrocitos de Camundongos Mus Musculus, Linhagem

Swiss

A tabela 5 demonstra os valores médios do Teste de micronucleo do ELI.
Apds administracdo de uma dose Unica de 2.000 mg/kg, foi observado que o ELI ndo
induziu um aumento na frequéncia de micronucleos quando comparado com o grupo
de controle (p> 0,05) (Tabela 5 e Figura 17).

Tabela 5- Teste de micronlcleo de ELI (2000 mg/ kg) em células de sangue periférico de
camundongos e 0s respectivos controles.
Tratamento Eritrécitos micronucleados (Média + D.P.)!

Ciclofosfamida 50 mg / kg 153+1,77
(controle positivo)

Veiculo 1,58 + 0,99
(controle negativo)

ELI 1,16 +0,93

! Dados representam a contagem de micronticleos por 2000 eritrocitos.
Fonte: Proprio autor.




70

Figura 17. Micrografia de eritrocitos capturados com objetiva de 400x apdés administracdo das
substancias: exibindo diferencas quantitativas entre os grupos analisados. A) Ciclofosfamida
(50mg/kg). B) Veiculo e C) ELI (2000mg/kg). Diferencas quantitativas em relagdo aos micronucleos
observados nos diferentes grupos.
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Fonte: Préprio Autor.

6.7 Acdo do R-(+)-limoneno e do ELI Sobre Reducéo Logaritmica

Os resultados da andlise do potencial antifungico do R-(+)-limoneno (LIM)
e de um emulgel carreado com R-(+)-limoneno (ELI), demonstraram que houve uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) sobre o crescimento das espécies de
Candida analisadas nos grupos testes em que o ELI ou LIM estava presente tanto
para a isolado clinico C. albicans A2, como para C. glabrata (ATCC 90030), em

relacdo ao controle de crescimento (Tabela 7).

Tabela 7: Atividade antimicrobiana do R-(+)-limoneno, do ELI e da Nistatina sobre o crescimento de
Candida albicans isolado clinico A2 e Candida glabrata ATCC 90030 (Valores de média e desvio-
padréo da viabilidade dos microrganismos).

Candida glabrata ATCC 90030 (média tdesvio
padréo)

Emulgel base (2,66 +4,61)b Emulgel base (8,25 +0,24)ac

Candida albicans A2 (média +desvio padréo)

Emulgel 1,2 % de R-(+)-limoneno (6,49 +0,19)ab Emulgel 1,2 % de R-(+)-limoneno (6,01 £0,23) abc
Emulgel 2,4 % de R-(+)-limoneno (6,20 +0,17) abc  Emulgel 2,4 % de R-(+)-limoneno (6,20 +0,17)a

Emulgel 5,0 % de R-(+)-limoneno (4,90 +0,05)b Emulgel 5,0 % de R-(+)-limoneno (6,10 +0,17)bc
Nistatina CIM (0,00+0,00)c Nistatina CIM (4,43+0,37)b

R-(+)-limoneno CIM (6,43 +0,22)b R-(+)-limoneno CIM (5,80 +0,19)b

Controle (9,28+0,18)a Controle (9,34+0,06)a

Fonte: Préprio autor. P<0.05
*Letras diferentes indicam diferencas entre os grupos quando comparados ao controle de
crescimento.
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Foram observadas diferencgas estatisticamente significativas nas cepas de
C. albicans (isolado clinico A2) entre: (controle x R-(+)-limoneno CIM); (Controle x
Nistatina); (Controle x Emulgel 5,0 % de R-(+)-limoneno); (controle x Emulgel base);
(Nistatina CIM x Emulgel base); (Nistatina CIM x R-(+)-limoneno CIM); (Nistatina CIM
x Emulgel 1,2 % de R-(+)-limoneno); (Nistatina CIM x Emulgel 5,0 % de R-(+)-
limoneno). E nas cepas de C. glabrata (ATCC 90030), entre: (Controle x R-(+)-
limoneno CIM); (Controle x R-(+)-limoneno CIM) (Controle x Emulgel 5,0 % de R-(+)-
limoneno); (Controle x Nistatina CIM); (R-(+)-limoneno CIM x Emulgel 2,4 % de R-(+)-
limoneno); (R-(+)-limoneno CIM x Emulgel base); (Nistatina CIM x Emulgel 2,4 % de

R-(+)-limoneno); (Nistatina CIM x Emulgel base).

De acordo com May et al. (2000), Jones et al. (2002) e Shelburne et al.
(2004), uma reducao de 3 logl0 significa efeito fungicida e reducédo de 2 logl0
equivale a efeito fungistatico. Portanto, o ELI e o LIM foram considerados fungistaticos
para C. albicans (isolado clinico A2) e C. glabrata (ATCC 90030) nas concentracdes
de 1,2%, 2,4% e 5,0% demonstrando o potencial antifungico da formulacédo para
ambas as espécies (Figura 18). O emulgel base ndo apresentou reducéo logaritmica
guando comparado ao controle negativo, dessa forma é possivel constatar que foi a
adicdo do LIM ao emulgel que permitiu a reducdo do crescimento microbiano. A
nistatina apresentou reduc&o microbiana de 4 1og10 (99,99%) para C. glabrata (ATCC
90030), e de 100% para C. albicans (isolado clinico A2), visto que nao permitiu o

crescimento de nenhum microorganismo nesta espécie.
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Figura 18: - Reducao logaritmica entre os grupos quando comparados ao controle de crescimento.
(Valores expressos em LogUFC).
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Fonte: Préprio autor.

6.8 Determinacéo do Potencial Anti-Inflamatorio do ELI em UTs

Na tabela 9 pode-se observar, em andlise hispatolégica, a acdo anti-
inflamatéria do ELI nas concentracdes de 2,4%, 5,0%, da base (sem incorporacéo do
LIM) e do Ad-Muc® (Biolab, Sao Paulo, Brasil) no tratamento de UTs da cavidade oral
de ratos Wistar. N&o foi observado diferenca estatisticamente significativa entre as

alteracOes dos tecidos epitelial e conjuntivo nos diferentes grupos de tratamento.

Tabela 9. Analise histopatoldgica da agéo anti-inflamatéria do ELI a 2,4%, 5,0% e do Ad-Muc no
tratamento de UTs da cavidade oral de ratos Wistar.

Tratamentos Alteracao epitelial p Alteracdo conjuntiva p
Gl (ELI 5,0%) Auséncia de epitélio Granulagdo + Infiltrado leve
GllI (ELI 2,4%) Ulceragéo e necrose Infiltrado leve
. 0,262 R 0,392
Glll (BASE) C- Ulceragéo e necrose Granulagéo + infiltrado leve
GIV (Ad-Muc) C+ Ulceracao e necrose Granulagéo + infiltrado leve

Fonte: Préprio autor.

Na analise histopatolégica semiquantitativa pode-se observar nos
fragmentos da mucosa oral que ndo foi submetida a injuria, a presenca de tecido

integro revestido por epitélio pavimentoso estratificado ortoceratinizado (Figura 18 A),
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enguanto a mucosa que recebeu queimadura com acido acético a 5,0% mostrou a
presenca de areas de ulceracdo e necrose, com presenca de infiltrado infamatério
cronico (Figura 19 B, C e D).

Figura 19: Fotomicrografia de mucosa oral integra, revestida por epitélio pavimentoso estratificado
ortoceratinizado B) Fragmento de mucosa oral exibindo extensa area de ulceragéo e, subjacente a
essa area, intenso infiltrado inflamatério cronico. C) e D) Fotomicrografias de mucosa oral ulcerada
exibindo extensas areas de necrose em sua superficie (H/E, 1OOX)

Fonte: Proprio autor.

6.9 Avaliacao Clinica do Processo Cicatrizante de UTs com Uso do ELI

Clinicamente, no nono e décimo quarto dias de tratamento, pode-se
observar uma melhor cicatrizacdo nos grupos tratados com ELI 2,4% e 5%, em relac&o
aos grupos tratados com Ad-Muc ou apenas com a base do emulgel (sem a
incorporagao do LIM) (Figura 20).

Figura 20: Comparacéo clinica do processo de cicatrizac¢ao tecidual de UTs na cavidade oral.

G 1-ELI5,0% G Il - ELI 2,4% | GIi-AD MUC (¢+) |[G1v-BASE (C)

=

D3 - 12 Eutandsia |

D6 — 22 Eutanasia

%

P\ |
D9 - 32 Eutanasia | ‘ m ' <
L AR

D 14— 42 Eutanasia |

Fonte: Proprio Autor.
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7 DISCUSSAO

O modelo de estudo in silico permite caracterizar, propriedades e estrutura
proteicas, bem como predizer suas singularidades fisico-quimicas, estabilidade e
interacdo ligante-receptor. As simulagdes biocomputacionais sdo uma alternativa
acessivel aos experimentos in vivo, vez que constituem uma ferramenta tecnoldgica

contemporanea com aceitavel poder de predicdo (Mello et al., 2021).

Os resultados obtidos no PASS online apontam que o R-(+)-Limoneno
apresenta possibilidade de obter acdo contra virus, fungos, bactérias, protozoarios,
além muitos outros potenciais biologicos, como anti-inflamatorio, antiulcerativo e
antineoplasico, resultado que corrobora com diversas pesquisas desenvolvidas in vitro
e in vivo disponiveis na literatura (Araujo-Filho et al., 2017; Amini et al., 2020; Meeran

et al., 2020), confirmando o potencial terapéutico do composto.

A genotoxicidade € um fator importante nos testes de toxicidade pré-clinica
do design da droga (Wang, et al., 2015). Para os parametros de toxicidade foi possivel
observar que o composto avaliado é um fraco inibidor do gene codificador de canais

de potassio (HERG), ndo apresentou toxicidade pelo teste AMES.

O composto ndo apresentou caracteristica carcinogénica, sendo um ponto
favoravel, visto que quando ocorrem mutacdes no material genético (DNA) de células,
estas recebem instrucfes erradas para as suas atividades, dando origem ao cancer.
As alteracBes celulares sdo decorrentes de danos em genes especificos. Estas
ocorrem no genoma celular por meio de metabdlitos reativos enddégenos, mutdgenos
ambientais e drogas terapéuticas que podem alterar sua integridade. Dessa forma, a
carcinogénese pode ser espontanea ou induzida por agentes mutagénicos (Da Silva;
Oliveira, 2017).

O R-(+)-Limoneno apresentou-se como um composto pronto
biodegradavel, e com potencial antimicrobiano. A importancia da pesquisa do perfil
biodegradavel do farmaco tornou-se importante apdés a deteccdo de produtos
farmacéuticos em sistemas terrestres e aquaticos. A biodegradacao € um processo
gue determina a eliminacdo da maioria dos xenobidticos, incluindo farmacos, através
de organismos que tém a capacidade de degradar diversos poluentes, presentes nas

aguas residuais e os biotransformar recuperando a contaminac¢do, contudo isto s6
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ocorre se 0 composto nao for capaz de inibir a atividade microbiana devido ao seu ao

poder de toxicidade (Domaradzka, et al., 2015; Kiel; Engesser, 2015).

O objetivo dos modelos de toxicidade in silico € complementar os métodos
existentes de toxicidade in vitro para prever os efeitos de toxicidade dos produtos
guimicos, minimizando tempo, e a necessidade de testes em animais. A previsao
precisa de toxicidade aguda é um grande desafio porque os mecanismos de a¢do sdo
bastante diversos. Para os requisitos de rotulagem de precaucédo, a Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (US EPA) estabeleceu categorias de toxicidade com
base na dose letal mediana (DL50) ou na concentracao letal média (CL50). Para
toxicidade oral aguda, existem quatro categorias (categorias I, Il, 1l e IV) para indicar
o nivel de toxicidade (LI et al., 2014). O R-(+)-limoneno foi classificado na Categoria
[Il que inclui compostos com DL50 valores superiores a 500 mg/kg e inferiores a 5000
mg/kg, fato confirmado com a estimativa da DL50 tedrica pela ferramenta que foi de
1.4819 (LD50, mol/kg).

Estudos microbiol6gicos mostraram que Candida albicans representa mais de
80% das espécies isoladas na candidiase oral e que o numero de infecgBes por
espécies ndo albicans é crescente. No entanto, as infec¢cbes causadas por outras
espécies, como C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei e C. parapsilosis estédo
aumentando devido ao tratamento com dose Unica, regimes de manutengdo com
azois de baixa dosagem, e 0 uso de antimicéticos de venda livre que podem induzir

resisténcia aos medicamentos (Saracino et al., 2022).

Os tratamentos mais prevalentes contra a candidiase envolvem fluconazol,
itraconazol, miconazol e caspofungina. Além disso, a anfotericina B associada a
administracdo prolongada de azois é utilizada para controlar os casos graves.
Atualmente, inumeras diretrizes recomendam equinocandinas para tratar a candidiase
invasiva (Munoz, 2020). Entretanto, o uso desses farmacos tem sido limitado, devido
a presenca de cepas resistentes, casos onde o R-(+)-limoneno em determinadas
concentracbes mostra-se eficaz em inibir o crescimento microbiano (Thakre et al.,
2018; D’Arrigo et al., 2019; Mufioz et al., 2020).

Observou-se na literatura que o0 R-(+)-limoneno apresentou potencial
antifingico contra diferentes espécies de Candida: Candida albicans (Omran et al.,
2011; Pinto et al., 2013, 2017; Thakre et al., 2018; D’Arrigo et al., 2019; Leite-Andrade,
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2022), Candida glabrata, Candida parapsilosis (Pinto et al., 2013, 2017; D’Arrigo et al.,
2019; Leite-Andrade et al., 2022), além de Candida dublinienses, Candida tropicalis,
Candida krusei (Pinto et al., 2013, 2017) e Candida auris (Zapata-Zapata et al., 2022).

Os dleos essenciais sdo conhecidos por suas atividades antibacterianas,
antifangicas, antivirais, antioxidantes, anticancerigenas e imunomoduladoras, além de
também serem usados como medicamentos analgésicos, anti-inflamatoérios,
espasmoliticos e anestésicos locais (Saracino et al., 2022). O modo de acdo dos
Oleos essenciais € multidirecional, de modo que levam a ruptura da parede celular e
da membrana celular através de um processo de permeabilizagdo (Karpinski, 2020).
O R-(+)-limoneno, por sua vez, atua inibindo o crescimento de C. albicans por
superexpressao génica, causando danos a membrana celular induzidos por estresse
oxidativo, que levam a danos ao DNA, resultando na modulacéo do ciclo celular e
inducdo de apoptose através do estresse nucleolar e da via dependente da
metacaspase. Esse composto demonstrou excelente potencial anti-Candida contra as
formas planctonicas (levedura), morfogénese (hifal), inibicdo de adesé&o e crescimento
do biofilme de forma significativa, demonstrando atividade fungicida contra Candida
albicans (Thakre et al., 2018).

O R-(+)-limoneno apresentou efeitos antifiUngicos sobre o crescimento das
espécies de Candida testadas, demonstrando valores de CIM na faixa de 656,25
Mg/mL a 2625 ug/mL para esses microrganismos. Observou-se que as cepas de C.
albicans (ATCC 10231) e C. parapsilosis (ATCC 22019) apresentam maior
sensibilidade a acdo antifungica do R-(+)-limoneno o, conforme a tabela 6. Neste
estudo, os resultados de CIM para C. parapsilosis foi de 656,25 ug/Ml (0,65 mg/mL),
corroborando com os resultados obtidos na pesquisa desenvolvida por Klimek-
Szczykutowicz et al. (2020), em que o potencial do LIM contra Candida parapsilosis
apresentou uma CIM de 8 mg/mL.

Neste estudo, o R-(+)-limoneno apresentou acdo fungistatica sobre as
cepas de C. albicans (ATCC 10231), enquanto para todas as outras cepas sua acao
foi fungicida. Entretanto, em estudo realizado por Thakre et al. (2018), o limoneno
demonstrou potencial anti-Candida contra as formas planctdnicas (levedura), hifal e
inibicdo de adesdo e crescimento do biofilme de forma significativa, demonstrando

atividade fungicida contra Candida albicans.
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Os resultados da cinética (Figura 9) demonstraram reducgéo de crescimento
microbiano a partir da primeira hora de observacéo para as concentracdes testadas
do R-(+)-limoneno e da nistatina em comparacdo ao controle de crescimento. C.
albicans (ATCC 10231) permitiu crescimento microbiano a partir de 16 horas de
exposicdo a CIM, no entanto, para as outras concentracdes, CIMx2 e CIMx4, do R-
(+)-limoneno, percebeu-se crescimento apos as 20 horas de exposicdo. Observou-se
semelhanca em relacédo ao resultado da CIM do R-(+)-limoneno entre o isolado clinico
(C. albicans A2) e a C. albicans (ATCC 10231). Ja no estudo de Munoz et al. (2020),
visando avaliar os efeitos do R-(+)-limoneno contra diferentes Candida spp., 0 R-(+)-
limoneno por um periodo de 12 h, apresentou inibicdo de crescimento nas
concentragdes de 250 e 500 uM, sendo observada uma diminuicdo significativa na
viabilidade celular de C. albicans quando as leveduras foram previamente tratadas

com R-(+)-limoneno, nas concentragdes de 500 uM e 600 uM, por um periodo de 8 h.

Os emulgéis sdo amplamente utilizados na indastria farmacéutica na
administrac@o topica de insumos farmacéuticos ativos (IFA), visto que permitem o
aumento da biodisponibilidade e mascaramento de sabor e odor desagradaveis,
sendo considerados uma boa opcéo para a mucosa oral devido serem tixotropicos,
sem gordura, facilmente espalhados, facilmente removiveis, emolientes, néo
mancham, sédo sollveis em 4gua, possuem vida Util mais longa, sdo biocompativeis e
apresentam aparéncia clara e agradavel ao toque (Yadav et al., 2016; Yousuf et al.,
2022).

Eles sdo considerados o melhor veiculo para IFAs hidrofébicos e nao
estaveis, como € o caso do R-(+)-limoneno, que é um oOleo essencial volatil e
fotossensivel. O procedimento de formulacdo desse produto € simples, barato e
consome menos tempo. As formulagbes apresentam-se cremosas, viscosas e
brancas com uma textura homogénea e suave com aparéncia brilhante, favorecendo

a aceitacdo dos pacientes (Shivappa et al., 2018; Charyulu et al., 2021).

O limoneno foi escolhido pois além de suas diversas propriedades
terapéuticas, é considerado um intensificador de penetracdo dérmica, que tem
demonstrado bastante eficacia quando incorporado em formulages tdpicas como
agentes de permeacdo quimica, que facilitam e ampliam a penetracéo de IFA (Sousa
et al., 2021).
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Optou-se por utilizar o Pluronic® F127 por tratar-se de um copolimero
atoxico, biocompativel e termoativo, capaz de gelificar a temperatura corporal,
podendo ser utilizado para a preparacao de hidrogéis e organogéis destinados a
administracéo local de medicamentos (Wréblewska; Szymanska; Winnicka, 2021).
Além disso, a transicao liquido-gel dependente da temperatura que é uma propriedade
interessante para o desenvolvimento de formulagdes mucoadesivas (Giuliano et al.,
2018).

Esses sistemas termossensiveis gelificam a temperatura corporal e séo
mais convenientes de administrar; sua matriz formada pode proteger IFAs sensiveis
e controlar a sua liberacdo da pela matriz polimérica, melhorando a eficacia e
reduzindo reacdes adversas (Huang et al., 2019). Além disso, a transi¢éo sol-gel do
emulgel in situ acomoda sua forma a geometria da area tratada (Valentino et al., 2022)

e a gelificacao facilita a fixacdo do ativo no local alvo (Zhou et al, 2017).

O pH é um importante fator que determina quanto erosivos os produtos
podem ser. A desmineralizacdo do esmalte induzida por acido afeta muitos individuos
por exposicdo a dietas acidas, produtos erosivos (erosdo dentaria) ou é&cidos
provenientes do biofilme dentario (carie dentaria) (Harper et al., 2021). A saliva possui
um efeito protetor limite para o esmalte até o pH critico 5,5. Valores de pH, inferiores
a este, criam condicbes para que haja aumento da solubilidade e dissolucéo dos
cristais de esmalte. Quando episédios de reducdo do pH sao intercalados com
maiores periodos de retorno ao pH fisiol6gico, hd um retorno ao equilibrio entre os
ions provenientes da saliva e do esmalte dentario (Loke et al., 2016). O pH do ELI nas
concentracdes de 1,2%, 2,4% e 5% apresentou carater acido, porém acima do pH
critico para que a saliva atue como protecéo a desmineralizacdo do esmalte dentario,

guando da aplicacéo deste produto na cavidade oral.

A espalhabilidade das formulacdes € um critério importante para aplicacéo
padronizada e simples na mucosa, além disso, a eficacia terapéutica depende da sua
disseminacdo, com aplicacdo uniforme, satisfazendo a qualidade para aplicacdo
topica, impactando em quao bem o medicamento € administrado na dosagem
adequada (Dantas et al., 2016; Djekic et al., 2020). O ELI demonstrou estabilidade
guando submetido a condi¢cBes extremas, indicando permanecer estavel fisicamente
ao longo do armazenamento. As formulagbes com e sem LIM apresentaram bons

resultados fisico-quimicos, ainda que o LIM tenha alterado os resultados de pH,
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viscosidade e espalhabilidade, seu comportamento continuou dentro do aceitavel para
um fitofarmaco de uso topico, 0 mesmo também foi observado quanto a resisténcia a
centrifugacéo. Portanto, para estes testes, a presenca do LIM no emulgel nédo alterou
sua estabilidade, indicando que é facilmente espalhado por uma pequena quantidade
de cisalhamento, o que resulta no aumento da capacidade do IFA difundir-se pela
mucosa oral. Sendo também, um dos aspectos fundamentais para a aceitabilidade do

ponto de vista do paciente.

Para as formulacGes orais topicas, 0os principais critérios de desempenho
para uma resposta ideal sdo o tempo de retencédo do gel na mucosa oral, a taxa de
difusdo do ativo para fora do gel e a estabilidade do composto no gel, propriedades
gue sao controladas pela composi¢do da formulag&o. A viscosidade do emulgel € um
fator fundamental na taxa de difuséo e retencéo do ativo na mucosa oral e, portanto,
a composicdo do gel precisa ser otimizada para atender a todos esses critérios de
desempenho (Kong et al., 2015). O grafico apresentado na Figura 11 demonstra que
a medida que a taxa de cisalhamento aumentou, a viscosidade do emulgel a base de
R-(+)-limoneno diminuiu, sugerindo sua difusdo no meio para exibir seu efeito

terapéutico.

O estudo preliminar avalia a estabilidade de formulacdes durante a fase
inicial do desenvolvimento do produto, a partir de variacdes que possam afetar a forma
farmacéutica ou o IFA. Para a sua realizacdo, as formulas propostas sdo submetidas
a condi¢cBes extremas de temperatura com o objetivo de acelerar possiveis reacfes
de degradacdo entre seus componentes, e avaliar o surgimento de sinais de
instabilidade e/ou caracteristicas especificas de cada tipo de produto (Mazzo et al.,
2020; Pereira et al., 2020; Cavalcante et al., 2022).

Ao realizar o teste de triagem na centrifuga, neste estudo, todas as
formulacdes mantiveram-se estaveis ndo apresentando nenhuma separacao de fase,
reacdo de oxidacdo ou mudancas organolépticas. Assim, todas as formulacdes foram
dirigidas para a fase posterior. Durante o0s seis ciclos de estresse térmico,
macroscopicamente, foram observadas as condicdes organolépticas, pH e
viscosidade, constatando que ndo houve alteracdo significativa na cor, odor e
separacao de fases em nenhuma das formulacdes, ou seja, tanto a base como a

formulacdo nas trés concentragbes de LIM, em qualquer temperatura, mantiveram
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suas respectivas caracteristicas organolépticas, bem como os padrdes de pH e

viscosidade, atestando assim a estabilidade das formulacdes.

A andlise térmica tem sido um método analitico amplamente utilizado para
analisar as propriedades da amostra em funcéo de variacfes da temperatura (Santana
et al., 2018). Trata-se de uma ferramenta Util para avaliar rapidamente uma possivel
interagdo entre 0s componentes ativos e 0s excipientes em estudos de
compatibilidade na pré-formulacdo, além de avaliar a existéncia de polimorfismo,
compostos de inclusdo e dispersdes solidas, determinacdo de pureza quimica,
estudos de reacdes no estado sdlido, analise de formas farmacéuticas sélidas e
controle de qualidade (Cordella et al., 2002; Lambi et al., 2003; Tomassetti et al., 2005;
Mamede et al., 2006).

A analise termogravimétrica (TGA) € uma andlise térmica em que a
variacdo de massa da amostra € determinada como uma funcao da temperatura e/ou
tempo, enquanto a amostra é submetida a uma programacao controlada de
temperatura e atmosfera. E importante na area farmacéutica, pois fornece
informagdes sobre reacbes de decomposicdo, oxidacao, e de processos fisicos como
vaporizacao, sublimagao e dessor¢ao, contribuindo para o controle de qualidade do
medicamento e para o melhoramento do produto final. Seu uso € descrito na
caracterizacdo, determinacdo de pureza e de umidade, identificacdo de
pseudopolimorfismo, na avaliacao da estabilidade de farmacos e medicamentos e em
estudos de cinética de degradacao (Oliveira, 2011).

Os resultados deste estudo, apresentados na Figura 14 apontam que as
formulagdes iniciam a alteracéo de sua estabilidade por volta de 26 °C quando ocorre
o inicio da perda de massa e a liberacédo das substancias volateis, como é o caso do
limoneno. Segundo Matos et al. (2009), a temperatura em que se inicia a perda de
massa € a temperatura inicial do evento, ou seja, o ponto onde a amostra deixou de
ser estavel termicamente e iniciou a liberacdo de substancias volateis, enquanto a
temperatura final, indica o final da etapa de perda de massa (liberacdo total das

substancias volateis).

Outro dado importante obtido através da curva TG é a curva
termogravimétrica derivada (DTG). A DTG expressa a derivada primeira da variacéo
de massa (m) em relacdo ao tempo (dm/dt), sendo registrada em funcéo do tempo ou



81

temperatura. Na curva DTG séo obtidos picos cujas areas sado proporcionais a
variacdo de massa da amostra, apresentando informacdes mais facilmente

visualizadas (como eventos sobrepostos) que em uma curva TG (Matos et al., 2009).

O limoneno apresenta ponto de ebulicdo: 176°C e ponto de fuséo: -74,35
°C e evaporacao a 20 °C. No entanto, os medicamentos comerciais apresentam
maximos de temperatura diferentes do IFA, sendo que esta diferenca pode ser
atribuida a interacdo do excipiente com o IFA (Mamed et al., 2006). No que se refere
ao Polaxamer F-127 (P127), usado nos emulgéis, trata-se de um material solivel em
agua fria (4 - 5°C) e solucdo aquosa, e apresenta transicdo gel (6 - 8°C) com
aguecimento. A uma temperatura mais baixa em solugcdo aquosa, uma camada de
hidratagdo envolve moléculas responséveis por sua solubilidade a frio, mas com o
aumento da temperatura, as cadeias de copolimeros hidrofilicos tornam-se
dessolvatadas que favorecem interacdes hidrofobicas entre unidades de
polioxipropileno e conduzem a formagéo de gel (Boonlai et al., 2017; Dewan et al.,
2015; Kuroiwa et al., 2018).

De acordo a analise térmica realizada por Ledo (2021), o P127 obteve um
pico exotérmico logo no inicio (61,7 °C) atingindo um grau de cristalinidade de
124,82% e uma temperatura de transicao vitrea (Tg) 55 °C, e tanto as nanoparticulas
guanto a mistura fisica também apresentaram eventos térmicos no inicio. Portanto, os
picos endotérmicos observados podem estar relacionados a fuséo deste polimero. A
temperatura a qual ocorre a transicdo de estado solugéo-gel, conforme a literatura é
de aproximadamente 29,2 °C (Nie et al., 2011). Contudo, a propriedade de
termogelificacdo do sistema P127 ainda ndo se encontra totalmente esclarecida
(Adeli, 2016; Nascimento et al., 2018; Nie et al., 2011).

Com base nos achados dos ensaios das curvas de TG, a perda de massa
ocorrida na primeira etapa de decomposi¢cao da amostra pode ser atribuida a perda
de agua e certos produtos volateis da amostra, como € o caso do limoneno, dada as
semelhancas entre as faixas de temperaturas e os percentuais de perdas de massas
ocorridas na etapa de decomposicdo observada nos emulgéis e os dados obtidos por
Rupp; Binder (2020), que avaliaram a estabilidade térmica do limoneno e observaram
gue o inicio da variacéo de temperatura se deu em 102°C e o fimem 177 °C, ocorrendo

uma perca de massa de 99.9% a 400 °C.
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As reacbOes endotérmicas incluem desidratagdo, reducdo em uma
atmosfera gasosa e decomposicdo, entdo devido a grande quantidade de agua
presente nos emulgéis e a natureza volatil do limoneno, € provavel que o evento se
trate de um caso de desidratacéo, visto que acima de 100 °C ocorre a evaporacao da
agua, e que nos emulgéis aos quais foi incorporado R-(+)-limoneno, a perda de massa
foi proporcional a concentracdo do bioativo adicionado. Entretanto, de acordo com
Morais (2009), na natureza, os 6leos essenciais, na maioria das vezes, apresentam
um aumento em seu teor quando as plantas produtoras se encontram em ambientes
com temperatura elevada, porém, em dias muito quentes, pode-se observar perda
excessiva dos mesmos. As curvas DTA das amostras revelaram a ocorréncia de
apenas um evento endotérmico em cada uma delas, referentes a decomposicdo do
0leo com a carbonizacdo do material, concordante com a perda de massa

apresentada nas curvas TG/DTG.

Os resultados obtidos por TG/DTG e DTA (Figuras 14 e 15,
respectivamente) em atmosfera inerte evidenciaram o comportamento térmico dos
produtos analisados. Com a utilizacdo destes métodos foi possivel determinar a
estabilidade desses materiais, que é um fator determinante no controle de qualidade
de oleos e gorduras durante o processamento, estocagem e utilizacdo na industria
farmacéutica. No estudo de Silva (2017), a curva de TG/DTG do P127 apresentou um
anico evento em aproximadamente 397 °C, com perda de = 97% de massa,
caracteristico da decomposicdo das cadeias principais das moléculas do polimero,

corroborando com os resultados encontrados na presente pesquisa.

Em relacéo ao teste de toxicidade oral aguda, o ganho de peso dos animais
pode ser afetado pela dificuldade na digestao e absorcéo de alimentos e nutrientes,
uma indicacdo de possivel efeito toxico. A Organization of Economic Co-operation and
Development (OECD) considera aceitavel uma variacéo de até 20% do peso corporal.
Além das variac6es comportamentais, a toxicidade de um composto pode ser avaliada
por meio de mudangas no ganho de peso animal, redugdo no consumo de agua e

comida, e alteracdes na excrecao de urina e fezes (OECD, 2001).

Sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, progressao e
reversibilidade destes sintomas foram observados, além disso, parametros como

alteracdo da locomocdo, aumento da frequéncia respiratoria, diarréia, sialorréia,
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convulsdes, hiperexcitabilidade do sistema nervoso central, contorgdes abdominais,
namero de animais mortos com possivel causa de morte e respectivos exames
histopatoldgicos foram investigados. A observacéao se deu nas primeiras quatro horas
apos administracdo do emulgel (sem ou com LIM), nos periodos de 0, 15, 30 e 60
minutos. Apds findar a primeira hora, o acompanhamento ocorreu a cada 60 minutos
até se completarem as quatro horas. Durante os 14 dias apds administracdo do
emulgel (sem ou com LIM), as observacgdes foram diarias e sempre no mesmo horario
do inicio do experimento (Brasil, 2004).

Os testes toxicoldgicos realizados em animais experimentais visam
fornecer informacdes seguras sobre os efeitos toxicos produzidos por um agente
guimico, a natureza desses efeitos e as doses seguras de exposicao (Pires et al.,
2010). O ELI pode ser considerado de baixa toxicidade aguda de acordo com o
método de classes recomendado pela OECD 423 (OECD, 2001) e enquadra-se na
classe 5 (DL50 superior a 2.000 mg/kg), pois ndo foram registrados sinais clinicos de
toxicidade geral como alteracdes no peso corpdreo e no consumo de agua e racao,
como também nédo foram observados 6bitos durante todo periodo experimental. A
administracéo do ELI também ndo promoveu evidéncias de alteracdes morfologicas
nos Orgaos pela analise histopatoldgica. As caracteristicas histoldgicas de cada 6rgao
foram verificadas, e ndo foram encontradas evidéncias de alteracdes promovidas por
toxicidade aguda como: hiperemia, presenca de infiltrado inflamatério, binucleacao,

sinuisoéides dilatados e magalocitose em figado, mineralizacédo na luz tubular renal.

O método de micronucleo baseia-se na analise da frequéncia de danos
ocorridos ao DNA, resultantes de mitoses ou meiose celular que, em contato com
agentes clastogénicos e aneugénicos podem gerar a perda de fragmentos ou de
cromossomos inteiros, formando assim o0s microndcleos. Os micronucleos sao
indicativos de perdas irreversiveis de DNA (Hayashi et al., 2007). O ELI ndo induziu
aumento na formacdo de micronucleos em eritrécitos de camundongo, visto que a
frequéncia de eritrocitos micronucleados nos grupos experimental e controle negativo
foram semelhantes e ndo revelou diferenca significativa. Em relacdo ao controle
positivo (ciclofosfamida) houve diferenca estatisticamente significativa quando
comparado ao grupo experimental e controle negativo. De acordo com esses
resultados, sugere-se que o ELI ndo apresenta potencial clastogénico e aneugénico.
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Quanto a reducdo logaritmica, os resultados da andlise do potencial
antifangico do LIM e do ELI, demonstraram que houve uma diferenca estatisticamente
significativa (p < 0,05) sobre o crescimento das espécies de Candida analisadas nos
grupos testes em que o ELI ou LIM estava presente tanto para a isolado clinico C.
albicans A2, como para C. glabrata (ATCC 90030), em relacdo ao controle de
crescimento (Tabela 8). Essa atividade anti-Candida demonstrada pela reducao do
namero de coldnias fungicas (UFC/mL) na presenca do composto corrobora com os
estudos de Pinto et al. (2017), Thakre et al. (2018) e D’Arrigo et al. (2019) que
sinalizaram o efeito inibitorio do LIM sobre o crescimento de Candida spp.

O ELI e o LIM foram considerados fungistaticos para C. albicans e C.
glabrata nas concentracées de 1,2%, 2,4% e 5,0% demonstrando o potencial
antifingico da formulacdo para ambas as espécies. Em particular, C. glabrata € uma
preocupacao crescente como causa de infeccbes da mucosa e esta relacionada a
aproximadamente 15% de todas as infeccOes sistémicas da corrente sanguinea
associadas a Candida spp., e que exibe suscetibilidade reduzida aos antifingicos
usados comumente. A taxa de infecgdo mista (com duas ou mais Candida spp.) tem
aumentado progressivamente e este fato € de grande importancia clinica, uma vez
gue a suscetibilidade e resisténcia aos antifingicos difere consideravelmente entre
Candida spp (Rodrigues, Silva, Henriques, 2014; Cleveland, 2015; Berkow, Lockhart,
2017).

Em relagéo ao potencial anti-inflamatoério e cicatrizante do ELI em Ulceras
traumaticas induzidas na cavidade oral de ratos Wistar, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as alterac6es dos tecidos epitelial e conjuntivo nos
diferentes grupos de tratamento (Tabela 9). Porém clinicamente, pode-se observar
uma melhor cicatriza¢g&o nos grupos tratados com ELI 2,4% e 5%, visto que no nono
dia de avaliacdo estes ja apresentavam o tecido cicatrizado, enquanto nos grupos
tratados com Ad-Muc ou apenas com a base do emulgel (sem a incorporacéo do LIM),
ainda foi observado a presenca de Ulceras, ao final do tratamento clinico (14° dia),
todos 0s grupos apresentavam tecido cicatrizado, exceto o grupo tratado com a base
do emulgel (Figura 20). Isso pode se justificar devido ao LIM provocar um aumento do
namero de macrofagos e produtores de fator de crescimento endoltelial vascular, ou
pela ativacdo indireta de macréfagos por meio de linfocitos ativados, podendo

melhorar a cicatrizacdo de feridas através de quimiotaxia e angiogénese, além de
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melhorar a funcdo endotelial tanto na conducdo nervosa quanto na oxigenagao
tecidual, resultando na cicatrizacdo acelerada da Ulcera, conforme mostram os
resultados obtidos por Ayuningtyas et al. (2023) ao avaliar a aplicacdo de Oleo
essencial de casca de Citrus limon contendo R-(+)-limoneno em Ulceras traumaticas

no labio inferior de ratos Wistar diabéticos.

Esses resultados corroboram com os de Keskin et al. (2017), que revelam
gue o limoneno pode ser util para acelerar a cicatrizagédo de feridas agudas e cronicas,
protegendo o local da lesdo contra infec¢des, inibindo células inflamatorias e
aumentando a formacéo de tecido conjuntivo no tecido reparado. Ainda neste sentido,
Yu, et al. (2017) encontraram em seus resultados considerac¢des sobre o uso do LIM
em colite ulcerativa induzida em ratos em que foi observado que o R-(+)-limoneno
suprime os niveis de expressdo de Matriz Metaloproteinase 2 (MMP-2) e -9 RNA
mensageiro (MRNA) via regulacdo das vias de sinalizacdo de 6xido nitrico sintase
(INOS), COX-2, porstraglandina E2, TGF-y e (Extracellular signal-regulated kinases)
ERKZ1/2, indicando suas potenciais propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias.

Os resultados encontrados no presente estudo, ressaltam que,
efetivamente, o ELI é capaz de modular as fases que envolvem o processo de
cicatrizacdo tecidual. Ao comparar com o0 controle positivo (Ad-Muc), apenas
histopatologicamente, as terapias ndo se sobrepdem uma a outra de forma evidente,
porém clinicamente os emulgéis incorporado com LIM permitiram a cicatrizagdo do
tecido ulcerado em nove dias de tratamento, enquanto o grupo tratado com Ad-Muc
mostrou auséncia de Ulcera apenas apos 14 dias. Estes resultados concordam com
agueles obtidos por Oliveira et al. (2016), que compararam 0 uso tépico do extrato
fluido de camomila (Ad-muc®) e da triancinolona acetonida (Omcilon-A) no tratamento
de ulceras orais em ratos diabéticos e concluiram que o extrato de camomila pode
otimizar a cicatrizacéo de UTs através da reducéo da apoptose no epitélio e expressao
de TNF-a.

Neste sentido, as lesdes ulcerativas da mucosa oral consistem em um
grupo de alteracbes comuns que geralmente apresentam sintomatologia dolorosa,
provocando desconforto, interferindo na funcdo e qualidade de vida do paciente
acometido e que tendem a desenvolver processos infecciosos de natureza

polimicrobiana. Os resultados desse estudo revelam que o limoneno é um composto
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com potencial acdo antifungica e promissor para o desenvolvimento de medicamento
contra espécies de Candida, além de mostrar um bom desempenho como anti-
inflamatorio e cicatrizante em UTs induzidas na cavidade oral de ratos Wistar. O
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas alternativas para o tratamento de
UTs é uma opcdo interessante, de modo que o ELI demonstrou ser um produto
promissor para o tratamento das UTs orais, porém, mais analises devem ser
realizadas, assim como a avaliagdo terapéutica em estudos clinicos para verificar sua

acédo e seguranca como farmaco.
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8 CONCLUSOES

e Os ensaios in silico estimaram que o R-(+)-limoneno apresenta um amplo
espectro de acdo sobre microrganismos de grande importancia clinica; também
possui boa biodisponibilidade oral teérica e baixa toxicidade oral aguda em
ratos;

e O ELI apresentou pH &cido, boa espalhabilidade, viscosidade, estabilidade e
resisténcia a centrifugacdo adequadas;

e A atividade antifungica do R-(+)-limoneno considerando a relacdo CFM/CIM se
classificou como fungistatico sobre as cepas de C. albicans (ATCC 10231),
enguanto para as demais cepas sua acao foi fungicida.

e O R-(+)-limoneno interferiu na cinética de crescimento das cepas padrao e

clinica de C. albicans, inibindo seu crescimento em todas as CIMs testadas;

e O ELI apresentou baixa toxicidade aguda oral e produziu um menor nimero de
micronucleos estatisticamente significativo comparado ao controle positivo
(ciclofosfomida a 50 mg/kg) em eritrocitos de camudongos.

e Na analise por reducdo logaritmica, o ELI e o LIM foram considerados
fungistaticos para C. albicans e C. glabrata nas concentra¢fes de 1,2%, 2,4%
e 5,0% demonstrando potencial antifingico da formulagdo para ambas as
espécies.

e O ELI apresentou acao anti-inflamatoria e cicatrizante no tratamento de UTs na

cavidade oral de ratos Wistar.
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