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RESUMO

Os efeitos toxicos de moléculas com atividade tireoidiana sobre os parametros biologicos em
modelo animal foram avaliados, e uma proposta de desenvolvimento de alternativas
nanotecnoldgicas com estas moléculas associadas a 0leos essenciais para o tratamento do
hipotireoidismo foi langada. Os testes toxicoldgicos propostos nesta tese foram realizados em
zebrafish (Danio rerio) e aprovados pela Comisséo de Etica no uso de Animais da UFRPE.
Foram avaliados os efeitos toxicos da tiroxina, levotiroxina e amiodarona isoladamente em
concentracdes dez, cem e mil vezes maiores que aquelas encontradas em ecossistemas
aquaticos. Além disso, também foram avaliados os efeitos toxicos das interacBes entre esses
compostos. Em seguida, foram formuladas nanoemuls@es dleo/agua (O/A) a base levotiroxina
associada a 0leos essenciais com atividade antioxidante por um processo de emulsificagdo sob
agitacdo. Também foi proposto um desenho industrial de um dispositivo portatil para
determinagdo da capacidade natatoria de peixes. As concentracdes ambientais de tiroxina,
levotiroxina e amiodarona isoladas mostraram um baixo risco em relacdo aos parametros
estudados, com &rea de coagulacdo e edema do saco vitelino sendo os efeitos teratogénicos
observados na fase embrionaria, enquanto na fase larval a auséncia da bexiga natatoria foi a
mais observada, seguida de deformacdo da coluna vertebral. No entanto, a porcentagem de
animais afetados teve um aumento significativo nos grupos experimentais expostos as
concentracdes de 100 e 1000 vezes maiores que a ambiental. Entretanto, nas combinacdes
foram detectados efeitos antagbnicos relacionados a toxicidade sendo menor do que oS
compostos individuais, uma vez que os individuos afetados foram inferiores a 25%. As
nanoemulsdes apresentaram tamanho entre 2185 e 489,22 nm, indice de polidispersdo entre
0,113 e 0,478, e potencial de zeta entre -12,5 e -39,1 mV. Estas tiveram atividade antioxidante
entre 204.3 e 288.5 para DPPH, e entre 156.6 e 194.9 para ABTS. Os resultados do teste
toxicologico em D. rerio sugeriram que os surfactantes utilizados nas formulagdes podem
estar relacionados & toxicidade observada. Por fim, o desenho industrial foi concedido. Além
disso, se faz importante também investigar a possivel eficAcia de novos produtos
nanotecnoldgicos para tratamento de disfuncdes tireoidianas. O zebrafish se fez um bom
modelo para estudos de farmacologia e toxicologia ambiental baseado em nossos resultados.
Podemos concluir que as concentracBes ambientais mostraram um baixo risco para 0S
parametros estudados, mas considerando a possibilidade de concentracdes mais altas causadas
por um acidente, liberando grandes quantidades desses compostos, um risco significativo €

possivel. Efeitos subletais e teratogénicos nos estdgios embriondrio e larval produziram



alteragcbes na frequéncia cardiaca e mortalidade do embrido. Ainda, os resultados
toxicologicos das nanoemulsdes sugeriram que os surfactantes podem ser relacionados a
toxicidade em zebrafish, demonstram a necessidade de estudos adicionais e fundamentais para

entender os efeitos desses surfactantes em nanoemulsées contendo 6leos essenciais.

Palavras-chave: Horménios tireoidianos; Tireoide; Levotiroxina; Amiodarona; Oleos
essenciais; Nanoemulsdo; Danio rerio; Capacidade natatoria.



ABSTRACT

The toxic effects of molecules with thyroid activity on biological parameters in an animal
model were evaluated, and a proposal to develop nanotechnological alternatives with these
molecules associated with essential oils for the treatment of hypothyroidism was launched.
The toxicological tests proposed in this thesis were performed on zebrafish (Danio rerio) and
approved by the Ethics Committee on the Use of Animals at UFRPE. The toxic effects of
thyroxine, levothyroxine, and amiodarone alone were evaluated at concentrations ten, one
hundred, and one thousand times greater than those found in aquatic ecosystems. In addition,
the toxic effects of interactions between these compounds were also evaluated. Then,
oil/water (O/W) nanoemulsions based on levothyroxine associated with essential oils with
antioxidant activity were formulated by an emulsification process under agitation. An
industrial design of a portable device to determine the swimming ability of fish was also
proposed. The environmental concentrations of thyroxine, levothyroxine and amiodarone
alone showed a low risk in relation to the parameters studied, with coagulation area and yolk
sac edema being the teratogenic effects observed in the embryonic stage, while in the larval
stage the absence of the swim bladder was the most observed, followed by deformation of the
spine. However, the percentage of affected animals had a significant increase in the
experimental groups exposed to concentrations of 100 and 1000 times greater than the
environmental one. However, in the combinations, antagonistic effects related to toxicity were
detected, being lower than the individual compounds, since the affected individuals were less
than 25%. The nanoemulsions had a size between 218.5 and 489.2 nm, a polydispersity index
between 0.113 and 0.478, and a zeta potential between -12.5 and -39.1 mV. These had
antioxidant activity between 204.3 and 288.5 for DPPH, and between 156.6 and 194.9 for
ABTS. The results of the toxicological test in D. rerio suggested that the surfactants used in
the formulations may be related to the observed toxicity. Finally, industrial design was
granted. In addition, it is also important to investigate the possible effects of new
nanotechnological products for the treatment of thyroid dysfunctions. Zebrafish have become
a good model for environmental pharmacology and toxicology studies based on our results.
We can conclude that ambient concentrations showed a low risk for the parameters studied,
but considering the possibility of higher concentrations caused by an accident, releasing large
amounts of these compounds, a significant risk is possible. Sublethal and teratogenic effects
in the embryonic and larval stages produced changes in heart rate and embryo mortality.

Furthermore, the toxicological results of the nanoemulsions suggested that surfactants may be



related to toxicity in zebrafish, demonstrating the need for additional and fundamental studies

to understand the effects of these surfactants in nanoemulsions containing essential oils.

Keywords: Thyroid hormones; Thyroid; Levothyroxine; Amiodarone; Essential oil;
Nanoemulsion; Danio rerio; Swimming ability.
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1 INTRODUCAO

Os hormdnios, dentre eles os tireoidianos, quando presentes no ambiente
aquatico podem atuar como disruptores enddcrinos (DEs) uma vez que influenciam nos
parametros fisiologicos, bioquimicos e comportamentais dos animais, sobretudo em
peixes, por estarem em contato direto e continuo com essas substancias. Hormonios
também podem estar presentes em produtos farmacologicos de uso humano e
veterinario, e os principios ativos desses farmacos podem ser liberados pelas fezes e
urina dos usuarios ou animais, sendo esta a principal fonte de contaminagdo ambiental
(FENT et al., 2006), além de residuos industriais e de embalagens descartadas
incorretamente.

Hormdnios tiroidianos (HTs) que sdo utilizados para o tratamento de disfuncdes
da tireoide, como a tiroxina (T,), ja foram quantificados em efluentes com valores 64 e
20 ng/L em aguas de esgoto bruto e agua tratadas, respectivamente (SVANFELT et al.,
2010). Ainda, a forma sintética deste hormonio, a Levotiroxina (L-T4), tambem ja
quantificada na concentracdo de 347 ng/L (FICK et al, 2010). Se tratando de
medicamentos que sdo utilizados para outros acometimentos, quando presentes no
ambiente aquatico fazem parte desta gama de DEs, como a amiodarona (AM), uma
droga antitireoidiana que foi quantificada em ambiente aquético na concentracdo de 555
ng/L (OVERTUF et al., 2012).

Compostos individuais mesmo que presentes em pequenas guantidades no
ambiente aquatico interferem na salde animal, e os efeitos toxicos induzidos por
misturas as vezes nao sdo levados em consideracdo ao tirar concluses sobre os perigos
desses compostos tdxicos. Uma vez que muitos tipos de hormbnios e drogas podem
coexistir no ecossistema aguatico, podendo ainda potencializar o efeito destes, €
importante investigar suas interacdes para avaliar completamente o risco ecologico, ja
que os efeitos dessa soma sdo diferentes da andlise dos compostos isolados (WANG et
al., 2017).

A indUstria farmacéutica vem produzindo farmacos com sistema de liberacdo
controlada (SLC) permitindo melhorar a biodisponibilidade de medicamentos, uma vez
que esse tipo de sistema possibilita o retardo e sustenta a liberacdo do farmaco apos a
administracdo. Além disso, ha o controle do local de liberacdo do farmaco, o que da
margem para a diminuicdo da dose terapéutica dos medicamentos durante o tratamento,
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e consequentemente levando a reducdo dos efeitos colaterais e toxicos aos pacientes
(BATISTA; PEPE, 2014).

Dentre os sistemas de liberacdo controlada de farmacos, as nanoemulsdes (NES)
sdo cada vez mais relatadas na literatura com enfoque nas pesquisas farmacéuticas. Elas
sdo constituidas de duas fases e produzidas a partir da mistura de dois liquidos
imisciveis (geralmente utiliza-se 6leo e 4&gua), estabilizada pela adicdo de um
surfactante adequado aos compostos utilizados, e assim se mostram um modelo
eficiente por fornecer estabilidade fisica ao sistema (SINGH etal., 2017).

Se tratando do hipotireoidismo, apesar da maior parte do tratamento ser feito
com a administracdo da L-T4, uma parte do farmaco ndo é completamente absorvido
pelo organismo. Além disso, ha producdo acelerada de radicais livres e baixa
disponibilidade de antioxidantes gerando um desequilibrio entre eles, surgindo o
estresse oxidativo (CHAKRABARTI et al., 2016; MANCINI et al., 2016). Isto pode
estar relacionado a insatisfacdo de muitos pacientes que fazem monoterapia com L-T,
por apresentarem sintomas de depressdo e bem-estar mental prejudicado, levando ao
questionamento se o tratamento com o horménio sintético é suficiente ou se podem ser
adotadas terapias alternativas que diminuam esses sintomas indesejados (CHACKER et
al., 2017). Neste caso, a nanotecnologia pode possibilitar a utilizacdo de estratégias para
o tratamento de diversas enfermidades superando os obstaculos farmacologicos dos
tratamentos ja utilizados (ROJAS-AGUIRRE etal., 2016).

Ainda, o uso de tratamento natural a base de extratos de plantas culturalmente é
utilizada, e se faz uma boa alternativa. Diante da condi¢do de estresse oxidativo, alguns
Oleos essenciais sdo relatados como bons oxidantes, como Citrus sinensis
(SCHNEIDER et al., 2020; XU et al., 2013), Piper aduncum (POHLIT et al., 2006),
Carum carvi (TRIFAN et al., 2016). Todavia, na literatura, ndo foi encontrado nenhum
estudo com a associacdo de L-T, e Oleos essenciais para tratamento de hipotireoidismo.
O que torna uma alternativa para potencializar o tratamento de paciente com esta
enfermidade.

O peixe-zebra tornou-se um modelo animal bem estabelecido para a triagem
farmacoldgica de novos medicamentos, bem como para a toxicologia ambiental devido
a caracteristicas como curto ciclo de vida, desenvolvimento externo, alta fecundidade e
corpos opticamente transparentes que facilitam observacbes ao longo do
desenvolvimento, apresenta 70% de similaridade dos seus genes com os de humanos



22

(WANG et al., 2017; SPIRITA; AHILA, 2015; ZORZETTO; GUIMARAES, 2013). E
por estes motivos, foi o escolhido para analises durante estes estudos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLANDULA TIREOIDE E 0OS HORMONIOS TIROXINA (T, E
TRIIODOTIRONINA (Ts)

A glandula tireoide, uma das maiores glandulas endécrinas em seres humanos
adultos (AIRES, 2012), é o 6rgdo responsavel por sintetizar secretar os horménios
triiodotironina (T3) e tetra-iodotironina ou tiroxina (T4), mas também secreta calcitonina
(RAVEN; JOHNSON, 2002). A secre¢do dos horménios T, e T3 é controlada
principalmente pelo horménio estimulante da tireoide (TSH), que é secretado pela
hipofise anterior (GUYTON, 2003). Em humanos saudaveis, a T, € excretada na urina
numa média de 1820 pmol/ 24 horas (FABER et al., 1981), enquanto que nas fezes é
encontrada na concentragdo de 1,03 + 0,65 nmol/g (TALWAR; SRIVASTAVA, 2006).

A tireoide € um o6rgdo bilobulado, situado imediatamente abaixo da laringe, a
frente da traqueia. No sexo feminino, essa glandula geralmente aumenta na segunda
metade do ciclo menstrual, durante a gravidez e lactagdo. E uma glandula bem
vascularizada, recebendo em torno de 4 a 6 mL/min de sangue. As células secretoras de
hormdnio estdo dispostas nesse Orgdo nos chamados foliculos tireoidianos. Em cada
foliculo, as células epiteliais cuboides circundam um Idmen, cheio por coloide,
consistido principalmente de uma glicoproteina, a tireoglobulina, de 660 kDa
sintetizada e secretada pelo reticulo endoplasmatico e aparelho de golgi, contendo 140
aminoacidos tirosina que, juntamente com o iodo, sdo 0s substratos dos horménios
ativos: triiodotironina ou liotironina - T3 e tiroxina - T, (LARSEN et al., 2003). As
funcBes desses horménios sdo iguais, poréem a velocidade e intensidade de acdo séo
diferentes. Segundo Schmidt-Nielsen (2010) em humanos a T3 € quatro vezes mais
potente que a T4 poOrém sua presenca no sangue € menor, persistindo entdo por um
periodo mais curto que a T4. A T3 é produzida predominantemente fora do parénquima
tireoidiano, secundaria a deiodinacdo tecidual periférica da T4, com < 20% sendo
secretado diretamente da tireoide. A T3 sérica é notavelmente estavel durante periodos
de dias, semanas ou meses em individuos adultos saudaveis, apesar de apresentar uma
meia-vida relativamente curta: aproximadamente 12 - 18 h (ABDALLA; BIANCO,
2014). A meia vida da T, € de 6 - 8 dias em individuos eutireoidianos, 3 - 4 dias em
hipertireoidianos e 9 - 10 dias em hipotireoidianos (BRENT; KOENIG, 2012).



24

A primeira etapa na producdo de horménios tireoidianos envolve a captacdo de
iodeto plasmatico (I') pela tireoide. A membrana basal das células da tireoide tem a
capacidade de transportar o iodeto ativamente para o interior da célula, esse processo €
conhecido como sequestro de iodo ou bomba de iodeto. No interior da glandula, o
iodeto passa por um processo de oxidacdo, se transformando em I3, estando entdo apto
para se complexar aos residuos de tirosina, formando as iodotirosinas (3-monoiodo-L-
tirosina [MIT] e 35-diodo-L-tirosina [DIT]), atraves da acdo da peroxidase e seu
perdxido de hidrogénio. A peroxidase localiza-se na membrana apical da célula ou fixa-
se a ela fornecendo o iodo oxidado onde surge a molécula de tireoglobulina pelo
aparelho de golgi. O iodo oxidado, mesmo na forma molecular, liga-se de modo direto,
porém lento, a tirosina. Para acelerar esse processo, a molécula oxidada encontra-se
associada a enzima iodinase (GUYTON, 1997). A sintese de T, exige a fusdo de duas
moléculas de DIT para que seja produzida a estrutura definitiva com dois anéis iodados,
enquanto a sintese da T3 da-se com a juncdo do MIT e DIT. Os hormdnios derivados
desse processo permanecem armazenados no coloide e, quando necessario, sdo
liberados como iodotironinas hormonalmente ativas (LARSEN et al., 2003). A reacao
de oxidacdo, assim como a de acoplamento séo catalizadas pela enzima peroxidase
tireoidiana (TAUROG et al., 1996).

Para haver a liberagdo da T3 e T4 na corrente sanguinea a partir da tireoide, 0s
horménios sdo inicialmente clivados da molécula de tireoglobulina. A superficie apical
da célula tireoidea emite extenses na forma de pseudopodos, que se fecham em torno
de pequenas porgdes do coloide formando vesiculas pinociticas. A seguir, 0s lisossomos
fundem-se a essas vesiculas promovendo entdo a digestdo desse coloide. Enzimas de
carater digestivo como as proteinases digerem a tireoglobulina, liberando o Tz e 0 T4
que se difundem através da base da célula tireoidea para os capilares circundantes,
liberando esses horménios no sangue. Durante o processo de digestdo da tireoglobulina
para a liberacdo dos horménios tireoidianos, tirosinas iodetadas que ndo se converteram
em T3 e T, também sao liberadas das células tireoidenas, todavia ndo sao secretadas no
sangue. O iodo € clivado pela enzima deiodinase, disponibilizando o mesmo para
reciclagem no interior da glandula (GUYTON, 1997). As desiodases tipo 1 e 2, sédo
secretadas na maioria das espécies (ESCOBAR-MORREALE et al., 2005; MARELLI;
PERSANI, 2017).

Embora ambas as moléculas possam desencadear efeitos biologicos, a T3 €

considerada o horménio tireoidiano biologicamente ativo que se liga aos receptores,
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enquanto a T, € um hormdnio que deve ser convertido em T3 para iniciar a sinalizacdo e
ganhar atividade bioldgica. A sinalizacdo do hormoénio tireoideano € iniciada pela
ligacdo da T3 a uma de suas isoformas no receptor da tircoide: TRa ou TR, afetando a
expressdo de genes dependentes de hormdnios tireoidianos. Isso também é conhecido
como efeito gendmico do hormbnio tireoidiano e explica as acdes biologicas do
horménio nos varios oOrgdos / sistemas, isto €, desenvolvimento, crescimento, controle
metabdlico e cognicdo. O fato de que a concentracdo plasmatica (e presumivelmente a
concentracdo intracelular) de T4 livre e T3 livre é semelhante (5-10 pM) e que a
afinidade do receptor para T; € aproximadamente 10 vezes maior que T4 faz da
triiodotironina o horménio tireoidiano mais potente (ABDALLA; BIANCO, 2014).

A liberacdo dos hormoénios tireoidianos é regulada pela secrecdo hipofisaria de
TSH, um horménio glicoproteico e adeno-hipofisario que aumenta a secrecdo de T3 e
T4, especificamente atuando no aumento da protedlise da tireoglobulina, aumento da
atividade da bomba de iodeto, aumento do processo de iodetagdo da tirosina e
acoplamento, dentre outros efeitos (GUYTON, 1997). A T3 e Ty, por sua vez exercem
feedback negativo no controle da secrecdo: a medida que ocorre um aumento na
secrecdo de T3 e T4, 0 metabolismo celular aumenta. Este aumento promove, no
hipotdlamo, reducdo na secre¢do de TSH — horménio liberador da tireotrofina -
provocando uma reducdo na secrecao de TSH pela adeno-hipofise e, reducdo de Tz e T,
pela tireoide, reduzindo o metabolismo basal celular (MILHORANSA; SOARES,
2009).

Os hormonios tiroideanos (HTs) sdo fundamentais para o crescimento e
desenvolvimento de varios 6rgaos e tecidos de vertebrados (NUNES, 2003). Os peixes
nao possuem um 6rgdo compacto como a glandula tireoide dos humanos, apresentando
entdo foliculos tireoidianos ao redor do coracdo, baco, rins e outros érgdos em algumas
espécies (SANTOS et al., 2019; DOLOMATOV et al., 2013). HTs sdo essenciais para o
desenvolvimento normal do cérebro, figado, coracéo, intestino, sangue e 0ssos, durante
todos os estagios da vida do peixe, inclusive antes e depois do nascimento
(TONYUSHKINA et al., 2014). Além disso, em peixes, os HTs tém efeitos sobre o
crescimento somatico, controle da osmorregulacdo, pigmentacdo da pele, pds-ecloséo,
metamorfose, reproducdo, comportamento (YU et al., 2013; NUGEGODA; KIBRIA,
2017; ARBOGAST et al, 2016; AJAY, 2013; MADER; CAMERON, 2006) e no
desenvolvimento embrionario estdo envolvidos na formagdo de 6rgdos sensoriais, como
os olhos (ODUM, 2015).
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2.2 DISFUNCOES TIREOIDIANAS: HIPOTIREOIDISMO E HIPERTIREOIDISMO

As doencas da tireoide podem se manifestar com sintomas evidentes ou de
forma insidiosa. As patologias que podem afetar a glandula incluem o hipertireoidismo
e o hipotireoidismo (RIVKEES, 2018). O termo tireotoxicose se refere ao estado clinico
resultante de altos niveis de horménios tireoideanos nos tecidos e a acdo dos mesmos
nesses casos. O hipertireoidismo pode, portanto, ser tratado como uma das etiologias da
tireotoxicose (ROSS et al., 2016).

O hipertireoidismo se denomina como 0 aumento da sintese e liberacdo dos
horménios tireoideanos (MAIA et al., 2013). O bdcio multinodular téxico e o adenoma
toxico solitario sdo causas comuns dessa patologia. Causas menos comuns incluem
tireotoxicose induzida por tirotropina e tumores trofoblasticos, nos quais os receptores
de TSH sdo estimulados por excesso de TSH e gonadotrofina coridnica humana,
respectivamente. Quando h& captacdo normal ou alta de iodo radioativo da tireoide
(1131), por administragdo, temos um quadro de tireotoxicose com hipertireoidismo ou
hipertireoidismo verdadeiro. A tireotoxicose sem hipertireoidismo é causada por fontes
extratireoidianas do hormonio tireoidiano ou pela liberagdo de hormdnios tireoidianos
pré-formados na circulacdo, com baixa captacdo de iodo radioativo na tireoide. O
hipertireoidismo pode ser evidente ou subclinico. Quando evidente, apresenta baixas
concentracdes séricas de TSH e elevadas concentragGes séricas dos hormonios
tireoidianos: tiroxina, triiodotironina ou ambos. O hipertireoidismo subclinico é
caracterizado por baixo nivel sérico de TSH, mas concentra¢des sericas normais de T4 e
Ts. A causa mais comum do hipertireoidismo em &reas suficientes de iodo € a doenga de
Graves (bocio difuso toxico). Acredita-se que a mesma esteja relacionada a perda de
imunotoleréncia e de desenvolvimento de autoanticorpos, os quais estimulam as células
foliculares da tireoide pela ligacdo ao receptor de TSH, podendo ocorrer também sob
predisposicdo genética. A maior ocorréncia é no sexo feminino e fatores de risco ndo
genéticos como estresse psicoloégico e tabagismo contribuem também para o
desenvolvimento da doenga (DELEO et al., 2016).

A sintomatologia de pacientes com tireotoxicose/hipertireoidismo incluem:
taquicardia sinusal, hipertensdo arterial sistolica, fibrilacdo atrial pode estar presente,
principalmente em idosos. Sinais oculares como retracdo palpebral, olhar fixo ou

assustado e sinal de lid-lag sdo decorrentes da hiperatividade adrenérgica e podem ser
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observados em qualquer quadro de tireotoxicose, a pele geralmente é quente e Umida.
Achados comuns também abrangem tremor fino de extremidades, fraqueza muscular
proximal e hiperreflexia. O controle do excesso de horménios tireoideanos envolve o
uso de drogas antitireoidianas (DAT) para inibicdo da sintese, destruicdo do tecido
tireoideano com iodo radioativo ou tireoidectomia total (MAIA et al., 2013).

O hipotireoidismo diz respeito a deficiéncia na producdo do horménio
tireoideano que, se ndo tratada, pode levar a uma série de complicacdes até a morte do
paciente. Devido a grande variacdo na apresentacdo clinica e auséncia geral de sintomas
especificos, a definicio de hipotirecidismo é predominantemente bioquimica. @
hipotireoidismo primério ou clinico primério ¢ definido quando concentracdes de TSH
estdo acima do intervalo de referéncia e as concentracdes de tiroxina também estdo
ECINEICESIENRIENAR O hipotireoidismo leve ou subclinico, que é comumente
considerado como um sinal de faléncia tireoidiana precoce é definido pelas
concentracdes de TSH acima da faixa de referéncia e pelas concentragfes de tiroxina
livre dentro da faixa normal. A reposicdo de horménio tireoidiano com levotiroxina é o
tratamento padrdo para pacientes com hipotireoidismo, no entanto uma propor¢éo
substancial de pacientes tratados com levotiroxina tém apresentado queixas persistentes,
0 que levou a questdo se o tratamento com esse hormdnio sintético é suficiente para
todos o0s pacientes ou se terapias alternativas, por exemplo, combinacdo com
preparagOes de liotironina, podem ser adotadas (CHAKER etal., 2017).

A causa mais frequente do hipotireoidismo é a tireoidite autoimune crénica
(tireoidite de Hashimoto). No entanto, a tireoidite também pode resultar do tratamento
do hipertireoidismo com cirurgia, radiagdo com 1131 ou apds o uso de drogas
antitireoidianas. Varias formas de tireoidite, tais como pés-parto, subaguda, silenciosa
ou tireoidite induzida por citocinas, também podem causar hipotireoidismo permanente
ou transitorio. Menos frequentemente, pode ser uma consequéncia de doencas
infiltrativas ou infecciosas, radioterapia externa, disgenesias da tireoide, defeitos
funcionais na biossintese e liberacdo dos horménios tireoidianos ou defeitos congénitos
na biossintese dos horménios da tireoide. Tanto a deficiéncia como o excesso de iodo
sdo causas bem reconhecidas de hipotireoidismo primario, como também é o uso de
certos farmacos, que incluem agentes antitireoidianos: litio; quimicos bociogénicos,

naturais e sintéticos; inibidores da tirosina-quinase; a interleucina-2 ou interferon-o
(IFN-a), etc. (BRENTA et al., 2013).
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Depois de reconhecido o déficit de iodo como principal etiologia do bocio, a
América Latina na década de 1940, comecou a introduzir o uso do sal iodado.
Reconhecido como um problema de salde publica, a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) tratou o0 bdcio como uma questdo endémica e estudos foram desenvolvidos de
forma a estabelecer um acompanhamento permanente e contribuir positivamente na
prevencdo desta doenca a nivel continental. Em 1980, todas as consequéncias da falta de
iodo, variando de bdcio ao retardo mental, estavam reunidas sob o termo “transtornos”
da deficiéncia de iodo (TDI) e a mensuracdo dos niveis da concentracdo de iodo urinario
(CIU) se tornou a melhor ferramenta para monitorar o estado de deficiéncia do mesmo
na populacdo. Em 1994, em uma tentativa de reduzir a prevaléncia de deficiéncia de
iodo em todo o mundo, a OMS recomendou a eliminacdo dos TDI por meio da iodacao
de todo o sal para consumo humano (FELD; BUSALA, 2010). A partir de 2005, a OMS
determinou que cada pais deveria fazer seus proprios relatorios sobre a situacdo da
deficiéncia de iodo acada 3 anos (CAMARGO et al., 2008).

2.3 LEVOTIROXINA

A levotiroxina sodica (L-T,4), o isbmero sintético da L tiroxina, € um farmaco
de reposicdo hormonal empregado no tratamento de hipotireoidismo, de qualquer
etiologia (exceto hipotireoidismo transitorio, durante a fase de recuperacéo de tireoidite
subaguda); supressdo do TSH hipofisario no tratamento e prevencdo de varios tipos de
bécios eutireoidianos ou como agente diagndstico nos testes de supressao, auxiliando no
diagnostico da suspeita de hipertireoidismo leve ou de glandula tireoide autbnoma. No
mercado brasileiro, este farmaco estd disponivel sob diversos nomes, tais como:
Synthroid®, Levoid®, Levotroid®, Tiroidin®, Euthyrox®, Puran T4® (BRASIL,
2013). As formulagbes orais de L-T, comercialmente disponiveis e
farmacocineticamente distintas sdo: comprimidos, capsulas de gelatina mole e solucdo
oral (GERONIMO et al., 2018). Na tabela 1, é possivel observar as caracteristicas

fisico-quimicas deste composto.

Tabela 1 - Propriedades Fisico-Quimicas da Levotiroxina.

Nome comum Levotiroxina

Nome comercial do produto Puran T4, Synthroid, Euthyrox, Levoid
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(FDA, 2016)
Férmula molecular CisH10lsN NaO4* H,0 (FDA, 2016)
Peso molecular 798,86 g/mol (anidro) (FDA, 2016)
Solubilidade em agua Inferior a 1,5 mg/ml (MHRA, 2013)
Taxa de dissolugdo ~0,0002 mg/min/cm? - lento (MHRA, 2013)
Estabilidade Fisicamente estavel na sua forma pentaidratada

abaixo de 50 ° C (MHRA, 2013)

Decomposicdo A altas temperaturas, quando exposta ao ar, sofre
desidratacdo rapida, seguida por degradacdo (MHRA,
2013)

A indicacdo e dosagem de L-T, para pacientes com idade inferior a 50 anos é
de 1,7 pcg/kg/dia, o que equivale a 100/150 pcg/dia. Para idosos ou cardiopatas as doses
devem ser menores e respeitando intervalos de 4 a 6 semanas, enquanto para recém-
nascidos, lactantes e adolescentes as doses devem ser superiores a 1,7 pcg/kg/dia
(COLUCCI et al.,, 2013). Ainda, encontram-se estudos relatando que a dosagem tipica
para reposicdo ambulatorial em pacientes menores de 60 anos ¢ de 1,6 a 1,8 pcg/kg/dia
(LARSEN; DAVIES, 2003) o que resulta na prescricdo de aproximadamente 75 a 112
ucg/dia para mulheres ¢ 125 a 200 pcg/dia para homens. Alguns pacientes podem
necessitar de doses mais altas ou mais baixas do que as geralmente utilizadas, devido as
variagOes individuais na absorcdo e muitas outras condicdes associadas que possam
alterar as necessidades de L-T4, como doencas gastrintestinais, suplementos dietéticos
(VINAGRE; SOUZA, 2011) e algumas drogas que podem interferir com a absorcao de
L-T, tais como os anticoagulantes orais, antidiabéticos orais e insulina, indutores

enzimaticos, amiodarona (inibe a conversdo periférica da L-T, para T3 resultando em
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reducdo da concentracdo sérica de Tz e aumento do nivel de TSH sérico) e
glicocorticoides, inibidores da protease, inibidores da tirosina quinase, salicilatos e
estrogenos, furosemida, bem como inibidores da bomba de prétons e modificadores da
motilidade intestinal (GERONIMO et al, 2018). Tendo em vista este quadro, o
monitoramento de pacientes é recomendado (BULA PURAN T4). Ainda, outros fatores
que também devem ser considerados incluem: idade, disfuncdo na absorgéo,
alimentacdo, gestacdo e administracdo de outros farmacos (BALOCH et al., 2003).

Considerando o fato de que para se estudar alteracdes da biodisponibilidade de
T, foi necesséria a criacdo de um método para mensurar a absorcdo do horménio, o que
vem sendo feito desde 1960. Um modelo foi desenvolvido por Hays e Nielsen (1994),
baseado nos parametros de transporte gastrointestinal. Com relacéo a L-T,, sua absorc¢ao
foi localizada no duodeno, jejuno e ileo, sendo 80% da administracdo oral absorvido.
Nas primeiras poucas horas apds a ingestdo oral, o L-T, distribui-se principalmente para
0 leito vascular e 6rgdos esplancnicos antes da circulacdo para os tecidos periféricos,
com um pico em 2 a 4 horas (MANDEL et al., 1993). Assim, 0 incremento sérico do T,
total deve ser proporcional a quantidade de T, absorvido em varios momentos durante
as primeiras seis horas depois da ingestdo (VINAGRE; SOUZA, 2011).

A absorgdo da levotiroxina € variavel, girando em torno de 50% a 80% das
doses administradas. A sua meia-vida no plasma normal é de 6 a 7 dias. Essa meia-vida
diminui no hipertireoidismo e aumenta no hipotireoidismo. Sua deiodinagdo ocorre em
varios locais como o figado, rins e outros tecidos. Diariamente, cerca de 70% de
levotiroxina metabolizada é deiodinada (BULA PURAN T4).

O tratamento a base de levotiroxina deve ser monitorado através da medigédo
dos niveis de TSH e T, livre, 6 a 8 semanas ap06s cada ajuste de dose, para evitar sub ou
supertratamento sustentado. Deve-se levar-se em consideragdo a meia-vida do
hormdnio, a distribuicdo da L-T, e a retroalimentacdo pituitaria. Ao atingir o estado
eutireoidiano, o intervalo de acompanhamento pode ser aumentado para 6 meses e
depois anualmente. O monitoramento ao longo de toda a vida do paciente é
recomendado para Vverificacdo da dosagem e a adesao ao tratamento, analisando também
as variedades nas necessidades desse farmaco (BALOCH et al., 2003).

O anuario estatistico do mercado farmacéutico relata que a L-T4, em 2016
alcangou o décimo segundo lugar no ranking dos principios ativos e associagfes mais
comercializadas, gerando um faturamento anual entre 250 a 500 milhdes de reais
(ANVISA, 2017). Em 2015 o Puran T4®, uma das apresentacGes comerciais da L-Ty,
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figurou em quarto lugar na lista das 10 moléculas mais comercializadas no pais, em suas
versdes de referéncia, genéricos e similares (CORREIO POPULAR, 2015).

2.4 AMIODARONA

A amiodarona (AM) é um farmaco que foi sintetizado em 1962 com o objetivo
de tratar a angina de peito (SINGH, 2006). Suas propriedades fisico-quimicas podem
ser observadas na tabela 3. Vasconcelos et al. (2003) relatam que esta droga é
classificada como classe Il (tabela 2), de acordo com a categorizagdo realizada por
Vaughn — Williams em 1970. Ela atua como um elevador dos limiares de desfibrilagdo
ventricular. A particularidade dessa substéncia reside no fato dela se caracterizar como
uma excecdo dentro da classe, uma vez que os agentes antiarritmicos do tipo IlI,
conhecidos como blogueadores de potassio, aparentemente reduzem os limiares de
desfibrilacdo ventricular. Este farmaco niao ¢ um agente bloqueador “puro” dos canais
de potéssio, pois, além de possuir uma acdo antiadrenérgica, possui propriedades das
classes | e IV, por ser também um blogueador dos canais de sodio e calcio, sendo esta
possivelmente a razéo dos seus efeitos diferenciados sobre os limiares de desfibrilagcéo,
quando comparados aos de outros agentes da classe Ill.

Tabela 2 - Classificacdo das drogas antiarritmicas segundo Vaughn-Williams (1970)

apud Vasconcelos et al. (2003).

Droga

Classe I  Disopiramida

Quinidina
Procainamida

Lidocaina

Mexiletine

Moricizine

Encainida

Flecainida

Propafenona

Classe I Atenolol

propanolol
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Classe 111 Amiodarona
Azimilide
Dofetilide
Ibutilide

Sotalol

Classe IV Diltiazen

Verapamil

E um farmaco benzofuranico iodado (contém dois &tomos de iodo por
molécula, sendo estruturalmente semelhante a tiroxina), empregado no manejo de
arritmias supraventriculares e usualmente administrada na dose diaria de 200 mg
(BOGAZZI et al., 2010). Devido ao seu alto teor de iodo (cerca de 37% em peso, com
uma taxa de dissociacdo diaria de iodo da droga de cerca de 10%) e propriedades
farmacoldgicas (inibicdo da monodiodinacdo periférica da tiroxina), a droga causa
alteracbes nos testes de funcdo tireoidiana e pode ser responsavel por disfungbes na
glandula (BARTALENA et al., 2018). A dose diaria, pode chegar a 600 mg por dia
liberando por diodinacdo de 7 a 21 mg de iodeto. Esse valor, por sua vez, € muito
superior & ingestdo didria de iodo recomendada pela Organizacdo Mundial de Salde
(OMS), que é de 0,15 a 0,3 mg/dia. (TAVARES etal., 2016).

Durante os primeiros dias do tratamento o principio ativo deste produto se
acumula em quase todos os tecidos, especificamente no adiposo (BULA AMIORON,
2015) incluindo figado, pulmdo e, em menor alcance, também chega aos rins, coracao,
musculo esquelético, tireoide e cérebro (MARTINO et al., 2001).

A administracdo da amiodarona pode ser realizada via intravenosa (aguda -
curto prazo) ou via oral (cronica - longo prazo), apresentando a biodisponibilidade por
via oral variavel entre 22-86% (valor médio 50%) entre os individuos (VASSALLO;
TROHMAN, 2007), onde o pico de concentragdo plasmatica € atingido em 3 a 7 horas
ap6s dose oral Unica. E altamente lipofilica e ligada a proteinas (96-99%), tendo a
albumina como principal (62,1%), seguida por pequenas quantidades de lipoproteina
beta (33,5%), 0 que resulta em grande volume de distribuicdo (66 L/kg) (PUNNAM et
al., 2010). A longa meia-vida deste farmaco varia consideravelmente interpaciente de 20
a 100 dias, sendo esta caracteristica correspondente ao fato de que a
atividade e os efeitos desta droga persistem meses depois de ser suspenso 0 Seu USO
(AMIORON, 2015; CAMPQS, 2004).
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Tabela 3 - Propriedades Fisico-Quimicas da Amiodarona.

Nome comum

Amiodarona

Nome comercial do produto

1. Cordarone, Parcerone, Cloridrato de

amiodarona, Amiodarex, Ancoron, Amioron

Nome da IUPAC

2. (2-butil-1-benzofuran-3-il) - [4- [2-

(dietilamino) etoxi] -3,5-diiodofenil] metanona

Estrutura quimica

C:Hs

Qo_ =S .
CaHs

[CH:): —CHs

(MARTINO etal., 2001)

Formula estrutural

CHs
O— CH:/—CH: — N
CaHs
(CH2)sCHs

(LOH,
2000)
Férmula molecular Cos5 Hog I NO3
Peso molecular 645,32 g/mol

Solubilidade em agua

Baixa (700 mg/l a 25 °C)

Soliivel em;
a25 °C (g/100 ml)

Cloroférmio  44,51; Cloreto de metileno 19,20;
Metanol 998; Etanol 128, Benzeno 0,65;
Tetrahidrofurano 0,60; Acetonitrilo 0,32; 1-octanol
0,30; Eter 0,17; 1-Propanol 0,13; Hexano 0,03; Eter
de petrdleo 0,001; Pouco soluvel em isopropanol;
Ligeiramente  solivel em acetona, dioxano e

tetracloreto de carbono

Taxa de dissolugéo

Baixa (RUBIM etal., 2015)

pKa (constante de dissociacao)

6,56

Ponto de fusao

156 °C

pH 34 a39 (5%)
Cor P¢ cristalino; Cristais de acetona
Estabilidade Cloridrato de amiodarona a 0,6 mg/ml em dextrose a

5% emaguaé estdvel durante cinco dias a



https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C25H29I2NO3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/acetone
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Amiodarone%20Hydrochloride
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
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temperatura ambiente. As solugBes que contém menos
de 06 mg/ml de cloridrato de amiodarona em
dextrose a 5% em agua sdo instaveis e ndo devem ser

utilizadas.

O uso deste farmaco, por pacientes que estdo sob tratamento de arritmias
cardiacas, pode causar efeitos colaterais, o que inclui fotosensibilidade, microdepdsitos
da cornea, toxicidade pulmonar, hepatotoxicidade e neuropatia periférica (LOH, 2000).
Estudos ainda relatam a inducdo de dislipidemia (JIANG et al., 2016) e aumento do
risco de cancer (SU et al., 2013). De 15 a 20% dos pacientes tratados com amiodarona
desenvolvem disfungbes da tireoide — tireotoxicose induzida por amiodarona (TIA), a
qual representa um desafio diagnostico e terapéutico e o hipotireoidismo induzido por
amiodarona (HIA), que ndo representa um problema tdo grande quanto o anterior.
Existem duas formas de TIA: o tipo 1 que é um hipertireoidismo induzido por iodo e o
tipo 2, que é uma tireoidite induzida por drogas. Formas mistas também estdo presentes
e podem ser causados por ambos os mecanismos patogénicos. O TIA tipo 1 geralmente
ocorre em glandulas tireoidianas anormais enquanto o tipo 2 acomete glandulas
tireoidianas aparentemente normais, 0 que caracteriza o bdcio atoxico ou simples.
(BOGAZZI etal., 2010).

As incertezas quanto ao diagnostico, classificacdo e manejo da TIA sédo
relacionadas as evidéncias limitadas neste campo fornecidas por ensaios clinicos
randomizados. Em abril de 2017, a European Thyroid Association (ETA) contratou uma
forca-tarefa para fornecer diretrizes praticas para o controle dessa disfungéo tireoidiana
(BARTALENA et al, 2018). Nao foram identificados preditores especificos da
ocorréncia de disfuncdo tireoidiana associada a amiodarona (AHMED et al., 2011),
embora 0 sexo feminino e os anticorpos antitireoperoxidase parecam predizer a HIA
(TRIP et al., 1991).

As drogas antitireoidianas sdo usadas no tratamento de TIA do tipo I, mas com
sucesso variado. A descontinuacao da amiodarona é recomendada, se possivel. O tipo Il
é tratado com prednisona e 0 uso da amiodarona pode ser continuado. Desconhece-se a
existéncia de fatores de risco para o desenvolvimento de disfungéo tireoidiana associada
a amiodarona (AHMED etal., 2011).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/amiodarone%20hydrochloride
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/amiodarone%20hydrochloride
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/water
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25 O ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL PARA ESTUDOS
TOXICOLOGICOS

O Danio rerio (Figura 1) € um peixe é um teledsteo tropical de agua doce,
pertencente a familia Cyprinidae, conhecido como zebrafish mas no Brasil é
comumente chamado de paulistinha, vem sendo utilizado como organismo modelo para
testes laboratoriais (SCHNEIDER et al., 2009). Sua ocorréncia perpassa as regides no
Norte, Nordeste e ainda o Oeste da india (ENGESZER et al., 2007), encontrado em
afluentes do rio Ganges no sudeste da Asia (NAGEL, 2002), tendo como habitat as

aguas dulciaquicolas e lénticas, como areas de varzea.

Figura 1 - Danio rerio adulto criado no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento
Animal — UFRPE (Fonte: Propria autora, 2019).

Os zebrafish sdo animais onivoros, ndo apresentam estémago verdadeiro, mas
possuem um intestino longo com grande area de absor¢cdo. Quando em habito natural D.
rerio consumem grande variedade de bentbnicos e crustaceos planctdnicos, vermes e
larvas de insetos, e quando em cativeiro podem ser alimentados com dieta artificial ou
presas vivas, como artémia e rotiferos, por exemplo, ou ainda a mistura de ambos
(ULLOA etal., 2011).

Sdo faceis de criar e as fémeas podem colocar centenas de ovos em uma
semana. Em Yang et al. (2009) encontramos relato de que o zebrafish passou a ser
introduzido nas pesquisas ha aproximadamente trés décadas, como um modelo animal
para o estudo do desenvolvimento e da neurobiologia.
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Caracteristicas importantes que mostram a importancia e facilidade de usar
esse animal em testes laboratoriais perpassam o seu tamanho reduzido, a fecundacao ser
externa e ainda o desenvolvimento ocorre inteiramente fora do corpo da mae, 0 acesso
aos embrides ser facilitado, a manipulacdo e observacdo. Um casal de peixes adultos é
capaz de colocar 200 a 300 ovos em uma Unica manhad (Figura 2) e, a depender da sua
manutencédo, podem fornecer a mesma quantidade de ovos por prole a cada 5 a 7 dias,
porém € indicado que para maximizar este efeito sejam usados peixes recém maturados
(entre 3 e 6 meses de idade) (HILL et al., 2005).

Seus ovos sdo grandes se comparados a outros peixes (0,7 milimetros de
diametro na fecundacdo), sdo opticamente transparentes podendo ser monitorado todo o
seu desenvolvimento com a utilizacdo de um microscopio (SPIRITA; AHILA, 2015). E
quanto ao desenvolvimento, por ser muito rapido, resumidamente Yang et al. (2009)
relata que a gastrulacdo é completada por aproximadamente 10 horas pos-fertilizagdo
(hpf), e segue-se de imediato para a fase de segmentacdo (formagdo dos somitos). A
somitogénese € completada por 24 hpf e 6rgdos ainda rudimentares sdo estabelecidos.
Nessa fase os embrides sdo moveis, e 5 dias poés fertilizacdo (dpf) comecam a se

alimentar comprovando que a maioria atingiu o estado funcional.

Figura 2 - Ovos de Danio rerio adulto ap6s fecundagdo de 5 casais, no Laboratério de
Ecofisiologia e Comportamento Animal — UFRPE. Ovos brancos sdo coagulados
(inviaveis), e, portanto, ndo utilizados nos testes experimentais (Fonte: Prépria autora,
2021).
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O zebrafish apresenta um padréo de listras pretas e brancas ao longo de todo o
corpo, como também nas nadadeiras dorsais e caudal. Essa é a caracteristica da qual
marca 0 seu nome como zebrafish, pelas listras lembrarem a zebra. Os peixes adultos
possuem cinco listras pretoazuladas alternadas com listras amarelo-prateadas
(DAMMSKI, 2011). A diferenciacéo entre zebrafish macho e fémea esta basicamente
relacionada a coloracdo e conformidade do corpo. Os machos adultos geralmente
apresentam o corpo mais delgado e escuro que as fémeas. Ainda, € possivel e notorio

observar a protuberancia abdominal das fémeas em periodo reprodutivo (Figura 3).

Figura 3 - Diferenciacdo entre fémea (A) e macho (B) de Danio rerio adultos (Fonte:

Propria autora, 2021).

E um peixe que apresenta 70% de similaridade dos seus genes com os de
humanos (ZORZETTO; GUIMARAES, 2013), sendo comumente utilizado como
modelo bioldgico pela sua eficacia e vantagens para o estudo de toxicidade em meio
aquatico (LIU et al., 2016; SELDERSLAGHS et al., 2012). Com ele pode-se avaliar 0s
efeitos causados pelos disruptores endocrinos (DES), pois suas caracteristicas vantajosas
permitem pontuar facilmente os efeitos teratogénicos e embriotoxicos, como também é
uma alternativa eficaz, representando ainda um avango em direcdo ao objetivo do
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principio dos 3Rs, ao reduzir e refinar o uso de animais em pesquisas (YANG et al.,
2009).

Zebrafish tornou-se o modelo animal mais importante no estudo da biologia do
desenvolvimento de vertebrados (NAGEL, 2002) por o seu processo de
desenvolvimento ser altamente conservado, tornando-se grande parte comparavel a dos
mamiferos (NISHIMURA et al., 2016). Segundo Nagel (2002) os animais adultos do
zebrafish medem cerca de 3-5 centimetros de comprimento em adultos. Isso facilita a
realizacdo de estudos por tem a vantagem de reduzir o espaco habitacional bem como os
custos de manejo (KALUEFF, 2014), como por exemplo as baixas quantidades de
solucdes necessarias (quimicos experimentais, drogas, poluentes) e consequentemente
menores volumes de residuos para descarte. Além disso, é valido apontar a minimizacao
de reagentes laboratoriais e produtos quimicos para manter peixes vivos e para realizar
os variados ensaios (HILL et al., 2005).

Em habitat natural, os animais adultos reproduzem entre os meses de abril a
agosto, o que pode variar de acordo com a latitude, altitude e condi¢Bes climaticas
(ENGESZER et al., 2007). Para produzir 0s ovos, que seguirdo para ensaios, um plantel
de peixes adultos saudaveis, colocados separadamente em aquario de vidro na
propor¢do de 1:2 fémea/macho. Para tanto, as condicbes do ambiente devem ser de
temperatura 26 + 1 °C, (NAGEL, 2002), regime de luz claro/escuro de 14/10 horas
(OECD, 2013), alimentados duas vezes por dia e ad libitum com racéo, e uma vez por
dia larvas de artemia (NAGEL, 2002). No sistema para reproducdo, devera existir
malhas ou telas, afim de evitar que os ovos sejam canibalizados pelo animal adulto.
Estima-se que desova ira ocorrer dentro de 30 minutos apos a luz ser acesa pela manha
(ou pelo aparecimento da luz do dia — natural), podendo os ovos serem recolhidos de 30
a 60 minutos apos a desova (NAGEL, 2002).

Apontadas as vantagens para o uso do zebrafish como modelo animal em
experimentos laboratoriais, especialmente na area toxicologica, é possivel observar o

crescente nimero de publicagdes usando este organismo modelo atualmente.
2.6 OLEOS ESSENCIAIS
Oleos essenciais (OEs) sdo liquidos volateis, lipossoliveis e soliveis em

solventes organicos, podendo sua sintese ser realizada por todos os érgdos da planta,

principalmente as partes aéreas com folhas e folhes, mas também de botbes, cascas,
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sementes, raizes, frutos, galhos, caule ou tronco (BILIA et al., 2014; PEDRO et al.,
2013). S&o limpidos, e por isso raramente apresentam coloragdo. Seus constituintes sdo
metabdlitos vegetais secundarios lipofilicos e altamente volateis. OEs sdo geralmente
misturas complexas de compostos organicos, produzidos como metabdlitos secundarios
que incluem hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados
(&lcoois, esteres, éteres fendlicos, cetonas, lactonas, aldeidos e fendis) (BILIA et al.,
2014). Essas misturas complexas tem a funcdo de proteger o organismo vegetal de
diversos patodgenos, e para isso sdo capazes de repelir insetos que atuam como vetores
de pragas, e também reduzir o apetite de algumas espécies herbivoras por conferir sabor
desagradavel a planta. Por outro lado, OEs também facilitam a reproducdo de uma
planta por atrair insetos especificos que favorecem a dispersao de polens e sementes, ja
que os insetos tém forte sensibilidade a cheiros (PEDRO etal., 2013).

OEs contém cerca de 20-60 componentes, podendo chegar a ter até mais de
100 substancias em concentracdes diferentes. Geralmente apresentam dois ou trés
componentes principais em concentragfes altas variando de 20 a 70%. Esses
componentes principais na maioria dos casos sdo responsdveis por determinar as
propriedades bioldgicas dos OEs (BILIA et al., 2014). Sdo utilizados desde a
antiguidade, e a sua grande aceitacdo pelos consumidores esta relacionada ao seu status
seguro (GRUMEZESCU, 2013), e também por ser considerado um produto natural.

H& mais de 2.000 anos aconteceu a primeira destilacdo de oOleos essenciais na
india e Pérsia, sendo esta técnica aprimorada pelos &rabes no século IV. Apenas no
século XIII é que os OEs passaram a ser produzidos por farmacias, tendo os seus efeitos
farmacologicos relatados em farmacopeias. O século XX proporcionou quase
inteiramente que os OEs fossem utilizados em perfumes, cosméticos e aromas
alimentares, ao invés de preparacdes farmacéuticas, muito devido a sua caracteristica
aromatica. Eles representam uma poténcia comercial para varios ramos como industrias
cosmética, de perfumaria, farmacéutica, alimenticia, agrondmica e sanitaria (BILIA et
al., 2014).

A relevante lista de atividades biologicas dos OEs pode estar relacionada a
complexidade e variabilidade da composi¢do de seus produtos quimicos, e Sa0 VArios 0s
fatores que podem afetar a composicdo final, como: I. a extracdo do 6leo poder ser feita
através de diversas partes da planta, uma vez que cada parte da planta é composta por
diferentes sistemas e linhagens celulares e portanto cada uma dela tem diferentes e

extensas vias metabdlicas envolvidas; Il. a variacdo sazonal do ambiente ao qual foi
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colhida a planta para extracdo do 6leo, pois as condicdes da natureza durante 0 ano sao
diferentes; I1l. os nutrientes disponiveis para e durante o crescimento da planta define
reacdes bioquimicas importantes nas organelas vegetais, como também exposicdo a luz,
a temperatura ambiente e o fornecimento de agua; V. os diferentes métodos de extracéo
também podem fornecer OEs com composicdes diferentes (PEDRO et al., 2013).

Das técnicas para extracdo de OE duas sdo mais antigas: o0 vapor e a
hidrodestilacdo. Nessas técnicas, o OE liberado do material vegetal por aquecimento é
transportado por vapor e, apos a condensacdo matua, ocorre a separacdo entre as fases
aquosa e oleosa. Especificamente, a hidrodestilagdo consiste em colocar a planta em
contato com a agua fervente, podendo ela estar completamente imersa ou apenas
flutuando (BUSATO et al., 2014). Mas, ainda existem técnicas de extracdo mediadas
por solventes organicos. Contudo, a depender do estudo a ser realizado, € importante
considerar o possivel potencial toxico destes solventes (PEDRO et al., 2013).

A grande bioatividade dos OEs ja foi analisada em diversos estudos
confirmando seu potencial efeito antibacteriano, antiinflamatério, antifingico, antiviral,
anticarcinogénico, antimutagénico, antioxidante, ansiolitica, entre outras. No entanto,
estudos vem sendo realizados para investigar as suas propriedades bioldgicas desses
OEs, principalmente quanto a sua atividade antioxidante. Na literatura sdo relatados
Oleos essenciais com a proposta de serem ricos em antioxidantes, como Cymbopogon
citratus (GUIMARAES et al., 2011), Rhodostemonodaphne parvifolia (ALCANTARA
et al., 2010), Schinus terebinthifolius (VELAZQUEZ et al., 2003), Citrus sinensis
(SINGH etal., 2010) e Piper aduncum (POHLIT et al., 2006).

2.6.1 Carum carvi

Carum carvi L., planta utilizada para a extragdo do 6leo essencial de cominho,
é encontrada na Europa, Sibéria, Caucaso, Oriente Proximo, Himalaia, Mongdlia e
Marrocos. Na América do Norte é encontrada apenas apos a sua introdugdo (SACHAN
et al., 2016). Também é conhecida como cominho persa ou alcaravia, ¢ uma planta
bienal e aromatica, que cresce de 20 a 30 cm. A planta tem flor em forma de guarda-
chuva, nas cores branca ou rosa. Seus frutos sdo aquénios em forma de meia lua, com
cerca de 2 mm de comprimento, sendo semente madura e seca, apresentando um
aspecto aromatico, quente e gosto forte com um odor caracteristico (MIRAJ e KIANI,
2016; KHAN et al., 2016). Sua classificacdo cientifica é descrita na tabela 4.
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Carum carvi L. tem uma longa histéria de uso em fitoterapia devido aos seus
efeitos farmacologicos (espasmolitico, antiespumante, galactagogo e antimicrobiano),
também como condimentado e aromatizante em produtos alimenticios. Os frutos secos
contém Oleo essencial (3-7%), com carvona (40-65%) e limoneno (30-45%) como
constituintes principais (TRIFAN et al., 2016).

O cominho é utilizado para problemas digestivos, 0 que inclui azia, inchaco,
colicas gastrointestinais e sensacdo de saciedade, bem como para incbmodos nervosos
gastrico-cardiacos, flatuléncia, estdmago irritavel, indigestdo, falta de apetite, dispepsia
em adultos, no alivio de cdlicas em bebés, bem como na melhora da lactagdo em
lactantes. Além disso, também é utilizado como tranquilizante, diurético, emenagogo e
gastrico estimulante, afrodisiaco, adstringente, no tratamento de enjoos matinais, dor de
cabeca, para melhorar a fungdo hepatica, em doencas broncopulmonares, tosse e como
analgésico. As mulheres usam 6leo de cominho para iniciar a menstruacdo e aliviar as
colicas menstruais. Ainda, o vapor das sementes do cominho era usado para aliviar
dores lombares e reumatismo. Suas sementes também eram utilizadas no tratamento da
sarna. O Oleo essencial do cominho era utilizado como constituinte em enxaguatorios
bucais e aditivos para banho e em perfumaria, e como parasiticida. Também era
comumente utilizado como aromatizante em sorvetes, doces, condimentos, carnes,
queijos, refrigerantes e bebidas alcodlicas (SACHAN et al., 2016; MIRAJ e KIANI,
2016). As folhas picadas finas sdo usadas na preparacao de sopas e sementes na padaria
e industria de confeitaria (KHAN etal., 2016).

Tabela 4 - Classificacdo cientifica de Carum carvi.

Classificacédo Cientifica

Reino Plantae
Sub-reino Tracheobionta
Superdivisédo Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Rosidae
Ordem Apiales
Familia Apiaceae
Género Carum
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Espécie carvilL.

2.6.2 Citrus sinensis

Citrus sinensis, popularmente conhecida como laranja, € uma espécie
arboricola nativa da Asia e posteriormente difundida por todo o Pacifico e regides de
clima quente. E uma arvore que pode atingir entre 9 a 10 metros de altura, apresentando
folhas morfologicamente variando entre eliptico, oblongo e oval, com peciolos alados
(3-5 mm de largura, 6,5-15 cm de comprimento). As flores sdo constituidas por 5
pétalas brancas com 20-25 estames amarelos. A fruta, globosa ou oval, é formada por
duas regibes distintas: o pericarpo (casca) e o endocarpo (polpa). Representa o maior
grupo de plantas cultivadas e consumidas em escala mundial, sendo uma boa fonte de
compostos com potencial farmacologico (FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016). Sua
classificagdo taxondmica é descrita na tabela 5.

O fruto da C. sinensis pode ser consumido in natura ou na forma de suco, da
casca pode ser extraido o 0leo essencial e as folhas sdo utilizadas no preparo de cha.
Tradicionalmente € empregada no tratamento de prisdo de ventre, colicas, diarreia,
bronquite, tuberculose, tosse, resfriado, obesidade, hipertensdo, ansiedade, depressdo e
estresse (MILIND; DEV, 2012; FAVELA-HERNANDEZ et al., 2016). As espécies
pertencentes a familia Rutaceae, como a laranja, possuem componentes bioativos que
conferem a esses espécimes propriedades antitumorais (ROMAGNOLO; SELMIN,
2013), atividades citotoxicas (ALI; CELIK, 2020) e antioxidantes (LAGHA-
BENAMROUCHEA; MADANI, 2013).

Tabela 5 - Classificacdo cientifica de C. sinensis.

Classificacao cientifica

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Sub-classe Sapindales
Ordem Rosidae
Familia Rutaceae
Sub-familia Aurantioideae
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Género Citrus

Espécie Citrus sinensis

2.6.3 Piper aduncum

Piper aduncum L. é um arbusto que pode atingir de 7 a 8 metros de altura, com
folhas alternadas e flores pontiagudas (MAMOOD et al., 2017). E uma espécie de
ampla distribuicdo tropical e de ocorréncia em solos areno-argilosos, sendo conhecido
popularmente como “pimenta-de-macaco” e “aperta-rudo”. Considerada uma planta
oportunista, invade areas desflorestadas apds exploracdo de madeira. Apresenta alta
rusticidade e elevada resisténcia as mudancgas climaticas (SOUZA et al., 2008). Sua
classificagdo taxondmica é descrita na tabela 6.

O Oleo essencial de P. aduncum exibe excelente rendimento (2,5 a 35%) e é
rico em dilapiol (315 a 91,1%), um éter fenilico com elevado padrdo de oxigenacao
(MAIA et al., 1998; CORRAL, 2018). E empregado no uso terapéutico contra fungos,
dores no estdbmago, reumatismo, febre e infeccdo geral (MGBEAHURUIKE et al.
2017). Efetivo também contra parasitas protozoarios (DAL PICOLO et al.,, 2014) e
apresenta acdo repelente (MAMOOD et al, 2017). Na aquicultura € utilizada no
tratamento de doencas parasitarias em peixes (CORRAL, 2018). Possui acdo
bactericida, antitumoral (PARMAR et. al., 1997), e antioxidante (RODRIGUEZ et al.,
2013).

Tabela 6 - Classificacdo cientifica de P. aduncum.

Classificacéo cientifica

Reino Plantae

Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Piperales
Familia Piperaceae
Género Piper

Espécie Piper aduncum
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2.6.4 Schinus terenbintifolius

Schinus terebinthifolius, também conhecida como aroeira vermelha, aroeirinha,
ou aroeira-pimenteira, € uma espécie nativa da Ameérica do Sul, ocorrendo desde o Rio
Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, em varias formacdes vegetais, sendo mais
comum em beiras de rio (CERUKS et al., 2007). E caracterizada como uma arvore
perene que pode atingir de 3 a 7 metros de altura. Possui a copa larga com a folhagem,
do tipo pinada, concentrada no dossel. As folhas sdo alternadamente organizadas em
galhos que variam de 8 a 17 centimetros de comprimento. As flores sdo pequenas,
dioicas e produzidas em paniculas piramidais com 2 a 11 centimetros de comprimento,
as quais surgem das axilas de folhas perto das extremidades do caule. Os frutos sdo
drupas na cor vermelha, muito atrativas para passaros e mamiferos (FERRITER, 1997).

S. terebinthifolius é usada popularmente através de chés, infusdes ou tinturas e
empregada no tratamento de doencas do sistema urogenital, contra inflamacdes e como
antisséptico devido a presenca de taninos em sua composicdo (MEDEIROS et al.,
2007). Também mostra efetividade no combate a gastrite e Ulceras (CARLINI et al.,
2010). E considerada uma espécie invasora devido a sua plasticidade fenotipica para
colonizar ambientes previamente danificados artificial ou naturalmente (WILLIAMS et
al,, 2007). Os extratos de S. terebinthifolius sdo ricos em terpenos (LLYOD et al,
1997), polifendis, mostram efeitos antioxidantes, antibacterianos, antifingicos e
antialérgicos (ROSAS et al,, 2015). Sua classificacdo taxondmica € apresentada na
tabela 7.

Tabela 7 - Classificagdo cientifica de S. terebinthifolius.

Classificacéo cientifica

Reino Plantae
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Sapindales
Familia Anacardiaceae
Género Schinus
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Espécie Schinus terebinthifolius

2.7 NANOTECNOLOGIA

Com o crescente avan¢o no inicio do século XXI, a nanotecnologia € um
campo cientifico em que seu principio de atuacdo é através da manipulacédo e fabricacdo
de produtos com tamanho em escala, no qual o tamanho nanométrico proporciona
vantagens em diversas aplicagbes, como agricultura, medicina, téxtil, construcéo,
engenharia, dentre outros.

No inicio dos anos 2000 a aplicacdo da nanotecnologia para a medicina foi
tratada pelas grandes poténcias mundiais, como os EUA e Europa, com bastante
interesse e altos investimentos (FREITAS, 2005). Essa aplicagdo da nanotecnologia
para tratamento, diagndstico, prevencdo, monitoramento e controle dos sistemas
biologicos foi definida pela National Institute of Health nos Estados Unidos como
nanomedicina (PIMENTEL, 2007). Adicionalmente, a nanomedicina foi definida pela
The European Science Foundation como sendo a aplicagdo da nanotecnologia ao
diagnostico, prevencdo e tratamento de doencas e, consequentemente, a compreensdo
dos processos fisiopatoldgicos que interferem na origem e no curso de determinada
doenca (ROJAS-AGUIRRE et al., 2016).

A nanomedicina entra no ranking mundial como o 4° viés de aplicacdo
nanotecnologica mais explorado, ficando atrds das indUstrias cosmética, téxtil e
construtora, respectivamente. A nanomedicina conta com um total de 441 companhias e
45 paises, que dispde de recursos e que estdo explorando esse Viés, nos quais Sao
explorados 210 tipos de diferentes de aplicagbes (STATNANO, 2021). Estima-se que
até 2024 este seja um ramo que ird mover 80 bilhdes de ddlares ao redor do mundo, o
que confirma o potencial promissor do ramo bem como demonstra uma possibilidade de
haver rentabilidade, uma vez que produtos desenvolvidos na area podem ser passiveis
de protecdo intelectual e patenteamento, 0 que garante retorno financeiro para seus
inventores (RESEARCH AND MARKETS, 2020; FERREIRA et al., 2009).

Na nanomedicina, um dos vieses de exploracdo mais fortes é o farmacéutico.
Dentro dessa industria, o foco é o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas e
produtos com capacidade farmacoldgica que auxiliem tanto no processo de diagnéstico

como de tratamento, sanando as dificuldades encontradas pelas limitacGes das terapias
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convencionais (ROJAS-AGUIRRE et al., 2016). Atualmente vem sendo utilizada,
principalmente nos paises desenvolvidos, para patologias conhecidas, mas de dificil
tratamento como o cancer, HIV, diabetes e insuficiéncia renal (AVILA; PASTRANA,
2007; LESO et al., 2019).

Nesse contexto, busca-se construir nanoparticulas que sejam bioativas ou
sistemas nanomeétricos capazes de encapsular farmacos, visando a liberagcdo gradativa
dessas substancias, e proporcionando seu carreamento até o seu sitio alvo, 0 que podera
maximizar os efeitos esperados do farmaco, minimizando a dosagem necessaria para se
atingir a dose terapéutica e diminuindo os efeitos colaterais. Tais vantagens podem ser
Uteis quando levada em consideracdo por exemplo, a quimioterapia, onde os farmacos
utilizados nesse processo terapéutico trazem diversos efeitos colaterais para os pacientes
devido sua alta dosagem (MORAES JR., 2008a; BATISTA; PEPE, 2014).

Os sistemas nanotecnoldgicos, dentro da nanomedicina, possuem diversas vias
de administracdo, sendo as principais a administracdo tdpica, oral e respiratoria. Devido
sua estrutura especializada em aumentar a area de absorcao, o epitélio do trato intestinal
€ 0 mais importante para absorcdo de macro e micromoléculas, tornando-o o mais
adequado e consequentemente o mais utilizado para a absorcdo destes sistemas
nanotecnolégicos (HOET et al., 2004).

2.7.1 Sistemas de Liberacdo Controlada (SLCs)

Os sistemas de carreamento e liberacdo de farmacos € um setor onde ha um
grande potencial de aplicacdo para melhoramento da eficicia terapéutica, o conjunto de
técnicas utilizadas para realizar essa liberacdo sdo denominados sistemas de liberacao
modificadas (SLMs) (LIMA., 2010; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2014). De acordo com
Bastos et al. (2016), nos tratamentos terapéuticos convencionais, quando ha
administracdo de um farmaco pouco tempo depois sua concentra¢do aumenta, atinge o
apice e logo depois é reduzida. Dessa forma, cada substancia ativa obtém uma faixa de
acao terapéutica que fica entre um valor maximo e um minimo, quando superior a essa
faixa se torna toxica, e quando inferior, se torna ineficiente. Com a utilizagdo dos SLMs
de farmacos é possivel manter a concentracdo do medicamento dentro dessa faixa
terapéutica ao modificar de diferentes maneiras algumas variaveis importantes para a
acéo do composto.
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Os SLMs, sdo divididos em: sistemas de liberacdo retardada (SLRs), sistemas
de liberacdo sustentada (SLSs) e sistemas de liberacdo controlada (SLCs). Cada um
desses sistemas possui caracteristicas Unicas, atuando com diferentes variaveis para
proporcionar uma melhor entrega do farmaco para o organismo, havendo vantagens e
desvantagens em cada uma. Os SLRs, sdo caracterizados pela utilizacdo de uma forma
farmacéutica, mas com a necessidade repetitiva de administracdo do farmaco. Os SLSs,
inclui qualquer sistema de liberacdo de farmaco que proporcione sua liberacdo lenta e
gradativa no organismo, a exemplo, os adesivos dérmicos. Ja os SLCs, sdo
caracterizados por direcionar o farmaco diretamente ao sitio especifico de acao,
mantendo as concentragdes efetivas (LIMA, 2010).

Alguns dos pontos positivos dos SLCs sdo a possibilidade de sua produgédo a
partir de material biodegradavel, ndo antigénicos, possuir boa solubilidade, facil
preparacdo e baixo custo. Além disso, as SLCs reduzem a frequéncia de reposicdo do
medicamento, bem como aumentam a biodisponibilidade do farmaco no organismo, o
que pode proporcionar uma melhora significativa do quadro patolégico a ser tratado. As
SLCs atuam a partir de diferentes processos fisico-quimicos: Difusdo, Dissolucdo e
Osmose. A difusdo é mais frequente em SLCs do tipo reservatério, no qual o fArmaco
estard encapsulado por um filme ou membrana, e em SLCs do tipo matricial, no qual o
farmaco estara disperso em uma matriz. Na Dissolu¢do ou Erosdo, a matriz que envolve
o farmaco estard sendo dissolvida, sendo a liberagdo do farmaco controlada a partir da
escolha do polimero e da interacdo deste com outras substancias.

Existem diversos tipos de SLCs, cada um com suas vantagens e desvantagens,
a exemplo: lipossomas, as bombas osmoéticas, os revestimentos entéricos, os sistemas
transdérmicos, os pré-farmacos, os sistemas matriciais poliméricos, entre outros (LIMA,
2010; LOPES, et al., 2005). No entanto, tais mecanismos possuem limitacdes, como
biocompatibilidade dos produtos selecionados para a producdo, incébmodo para o
paciente, diferencas na taxa de absorcdo, dentre outros. Nesse contexto, sistemas
nanotecnoldgicos podem ser um vies interessante de producdo de SLCs, a exemplo das
nanoemulsdes, micelas, lipossomas, nanoparticulas poliméricas, ciclodextrinas e
dendrimetros (BRUXEL, et al., 2012).

As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em nanocapsulas e
nanoesferas, sendo a primeira um sistema onde o farmaco encontra-se em um nucleo,
sendo este revestido por uma membrana polimérica ou parede permeavel. Ja a segunda,

consiste na incorporagdo homogénea do principio ativo em um ou mais polimeros, que
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podem ter composices variadas ou ndao (BIZERRA, A., SILVA., V. 2016). As
ciclodextrinas, sdo complexos polissacarideos, produzidos a partir da interacdo de
enzimas denominadas de CD glicosiltransferases (CGTases) com o amido. Tais
complexos atuam no processo de incorporacdo de farmacos, uma vez que formam
estruturas ndo especificas, possibilitando a adequacdo de principios ativos para
utilizaco terapéutica (VENTURINI et al, 2008). Os dendrimeros sdo polimeros
quimicos com grandes ramificacdes em sua estrutura, o que permite que o farmaco
possa se ligar de forma espontanea as suas estruturas funcionais ou que o farmaco seja
capturado por essas estruturas (FIGUEIRAS et al., 2014).

As Micelas sdo estruturas formadas em meio aquoso, a partir da unido
espontanea de moléeculas que possuem em sua estrutura uma parte hidrofébica e uma
parte hidrofilica, formando um nucleo hidrofobico, onde farmacos com a mesma
caracteristica podem ser incorporados. Os lipossomas sdo esferas caracterizadas por
duas fazes, uma hidrofilica e uma hidrofdbica, formadas por uma bicamada que possuli
uma alta eficacia na melhora dos parametros farmacocinéticos de principios ativos
(FIGUEIRAS et al., 2014). As nanoemulsdes séo sistemas formados a partir da unido
das fases aquosas e oleosas pela adicdo de um surfactante, e/ou um co-surfactante,
formando goticulas dispersas que auxiliam na diminuicdo da toxicidade de farmacos e
aumentam a biodisponibilidade do mesmo (JAISWAL etal., 2014).

Os sistemas nanotecnoldgicos que atuam como mecanismos de liberacdo
modificada de farmacos, aléem das vantagens farmacoldgicas citadas, abrem muitas
possibilidades para novas investigacoes e descobertas dentro da area, o que ira

contribuir para o avango da medicina e da ciéncia.

2.7.2 Nanoemulsdescomo SLC

As nanoemulsBes (NEs), também conhecidas como emulses submicrénicas e
miniemulsdes, consistem em um tipo de sistema coloidal, sendo produzidas a partir da
mistura de dois liquidos imisciveis, geralmente composta por hidrocarbonetos (6leos) -
fase oleosa e apolar -, e uma fase polar, geralmente composta por agua - fase aquosa,
estabilizados através da adicdo de um surfactante apropriado para 0s compostos
utilizados, que vai atuar diminuindo a tensdo superficial entre os liquidos imisciveis,
proporcionando sua mistura, podendo também, haver a adicdo de um co-surfactante
(ALMEIDA, 2014; SINGH et al., 2017).
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Existem dois tipos de emulsfes: uma denominada Oleo-em-agua (O/A) onde a
fase oleosa, apolar, fica dispersa na fase aquosa e o outro tipo, denominada agua-em-
0leo (A/O) onde a aquosa fica dispersa na fase apolar. Adicionalmente, ha situacdes em
que podemos encontrar emulsdes multiplas do tipo agua-em-6leo-em-agua (A1/O/A2)
ou 6leo-em-agua-em-6leo (O1/A/02) (BASTOS et al., 2016).

Independentemente do tipo de NE a ser produzida, é possivel a utilizagdo de
diferentes substancias para a sua producdo. Conforme citado anteriormente, é
necessario a utilizacdo de uma fase oleosa, uma fase aquosa, um surfactante, e se
necessario, um co-surfactante. Com relacdo a fase oleosa, na literatura encontramos
diferentes produtos utilizados nessa fase, como: Oleo de Peixe (GARCIA-MARQUEZ,
et al., 2017); Oleo essencial (PEDRO et al., 2013); Fosfolipidios (BAI et al., 2016). O
surfcante e 0 co-surfactante sdo substancias essenciais para a produgdo das NEs, pois
sua adicdo ao sistema, diminui a tensdo superficial entre as fases oleosas e aquosas, 0
que possibilita a formacdo das vesiculas. Tais substancias atuam como substancias
emulsificantes, e podem ser classificados em 3 tipos: Surfactantes anibnicos (Carga
negativa), Surfactante catiénicos (carga positiva), Surfactantes iénicos (sem carga). Ja a
fase aquosa pode ser composta simplesmente por 4gua, ou por agua deionizada, etc... E
de suma importancia que durante o processo de formulacdo das NEs as caracteristicas
fico-quimicas dos componentes sejam levadas em considera¢do, como por exemplo:
Viscosidade, densidade, equilibrio hidrofilo-lipofilico, polaridade, pH, indice de
refracdo, tempo de meia vida, dentre outras caracteristicas (SINGH et al., 2017; AZMI
et al.,, 2019).

As nanoemulsdes podem ter aplicagbes nas mais diversas areas: Industrial,
Agropecuaria; Farmacéutica; Veterinaria; Cosmética. Contudo, sua aplicacdo dentro da
indGstria farmacéutica vem sido bastante explorada nos Ultimos anos. Nesse ambito,
elas possuem propriedades farmacolédgicas, atuando como SLC. Nesse sentindo, um
farmaco ou principio ativo pode ser incorporado durante sua formulacdo, para entdo
desempenhar seu papel farmacologico na saude humana. Por possuir fases tanto
lipidica como aquosa, as NEs sdo capazes de guardar farmacos que sdo tanto lipofilicos
como hidrofilicos, 0 que aumenta a gama de possibilidades para a incorporagcdo de
substancias com potencial terapéutico nas NEs. (AZMl, etal., 2019)

Elas apresentam suas propriedades fisico-quimicas e estabilidade diretamente
influenciadas pela qualidade e quantidade de seus componentes, bem como suas

condicGes de preparo. Adicionalmente, elas também podem ser classificadas de acordo
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com o tamanho de suas vesiculas, que podem ser obtidas dependendo dos métodos de
preparacdo (SINGH et al., 2017). As nanoemulsGes sdo termodinamicamente instaveis,
mas devido ao seu pequeno tamanho de vesiculas (entre 20 e 50 nm) podem parecer
transparentes, e resistir a agdo da gravidade, evitando a sedimentacdo ou a formacéo de
creme, oferecendo, portanto, maior estabilidade (PENGON et al, 2018;
MCCLEMENTS, 2011).

O grau de estabilidade das nanoemulsdes produzidas é determinado a partir de
caracteristicas fisico-quimicas como Tamanho, Carga (Potencial Zeta) e Indice de
polidispersdo das vesiculas. Quanto ao tamanho da vesicula, durante a formulagéo, o
tempo de homogeneizagdo bem como a intensidade vao interferir gradativamente no
tamanho das vesiculas, podendo esta caracteristica interferir no mecanismo de atuacao
da nanoemulsdo. Quanto a carga, devido as emulsfes serem sistemas que possuem
tensoativos carreados em sua composicédo (surfactantes que geralmente sdo Tween e/ou
Span), as particulas ganham carga positiva ou negativa, a depender do tipo de tensoativo
e da proporcdo utilizada em sua composicdo, o que pode fazer com que as vesiculas
presentes na nanoemulsao se agreguem caso possuam carga proxima de zero (BILIA et
al., 2014; MCCLEMENTS, 2011).

Além das caracteristicas fisico-quimicas, a estabilidade das nanoemulsées sofre
influéncia do método escolhido para sua produgdo. Os métodos para a producdo nas
NEs podem ser agrupados em dois grandes grupos: Métodos de baixa energia (MBs) e
Método de alta energia (MAs). Os métodos de alta energia consistem na liberacdo de
energia, a partir de mecanismos fisicos, para o sistema que ird formar a NE, no qual tais
energias podem ser: Cisalhamento ou pressdo. Os métodos de baixa energia consistem
na utilizacdo da energia quimica dos componentes que formardo as NE, sem a aplicagéo
externa de energias para o sistema. As MAs apresentam maior efetividade no processo
de diminuicdo da vesicula, uma vez que as energias utilizadas contribuem drasticamente
para esse processo, contudo, as MBs também possibilitam resultados promissores na
diminuicdo da vesicula, contudo, por dependerem das caracteristicas fisico-quimica dos
compostos utilizados para a formulagdo, acabam se tornando limitados, pois 0s
compostos precisam interagir entre si, caso o contrario, ndo a NE sdo sera formada

(SINGH, et al., 2017). Tanto as MAs como as MBs estdo representadas na tabela 8.
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Tabela 8 - Descricdo prévia das metodologias de alta energia ou metodologias de baixa

energia utilizadas na formulagdo de nanoemulsdes.

Métodos de Alta

Energia (MAS)

Forca utilizada

Métodos de Baixa

Energia (MBs)

Forca utilizada

Ultrasonificacéo
Microfludizacéo
Agitacdo
Homogeneizacao

por alta pressao

Emulsificacdo de

Membrana

Cisalhamento
Pressao

Cisalhamento

Pressao

Pressao

Emulsificacao
espontanea

Mistura por

Solvente

Inversdo de fase

por temperatura

Interacao quimica
entre 0s
componentes da

formulacéo

Fonte: Adaptado de SINGH etal., (2017).

Devido a versatilidade no processo de sua producdo, as NEs trazem para 0s

cientistas diversas possibilidades de produgdo e aplicagdo. De forma que novas e

inovadoras formulagdes podem ser criadas de forma Unica, o que seria um dos primeiros

critérios que possibilitam a protecdo intelectual desses produtos pelos seus investidores

e idealizadores. Garantindo os devidos direitos e regulando a exploracdo desses

produtos, possibilitando a geracdo de retorno financeiro para seus investidores & medida

que traz beneficios para os individuos que podem fazer uso desses produtos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicos de moléculas com atividade tireoidiana sobre os parametros
biolégicos em modelo animal e propor o desenvolvimento de alternativas
nanotecnoldgicas com estas moléculas associadas a 6leos essenciais para o tratamento

do hipotireoidismo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver um dispositivo portatil para determinacdo da capacidade natatoria em
peixes;

2. Avaliar toxicidades simples e conjuntas com concentracdes equivalentes e proporcoes
equitoxicas de T4, L-T4 e AM nos estagios embrio-larvais de D. rerio;

3. Descrever um processo de obtencdo de nanoemulsdes Oleo/dgua (O/A) produzidas
por um processo de emulsificacdo sob agitacao;

4. Analisar a toxicidade de nanoemulsdes contendo levotiroxina associada a o6leos

essenciais com atividade antioxidante em zebrafish (Danio rerio).
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Single and joint toxic effects ofthyroid hormone, levothyroxine, and amiodarone

on embryo-larval stages of zebrafish (Danio rerio)

Abstract

This study aimed to evaluate both single and joint toxicities of thyroid hormone (T,),
levothyroxine (L-T,4), and amiodarone (AM) on the embryo-larval stages of Danio rerio.
Environmental toxicity of these commonly used drugs should be studied to evaluate
effects on the development of aquatic and other organisms. Single toxicity experiments
were carried out in concentrations based on the environmental concentration and
increasing concentrations of 10, 100, and 1000 times the commonly detected
environmental concentration. Joint toxicity experiments were conducted to evaluate
whether toxicity of the mixtures of compounds. Acute toxicity tests were performed based
on OECD test guideline 236 (2013) modified. The toxic effects were examined during
zebrafish embryonic development, and the parameters analyzed were apical sublethal and
teratogenicity endpoints. Analysis of the results showed that the environmental
concentrations for all 3 compounds had low risk in relation to the parameters studied,
such as teratogenic effects and morphometric analysis. T, exhibited the highest toxicity.
The larvae were more affected than embryos and by the higher concentrations in all
experiments, possibly due to the absence of the chorion. No differences in effects were
observed in the joint toxicity test, but a possible antagonistic effect was demonstrated.
So, it was possible to conclude that the environmental concentrations showed a low risk

for the parameters studied and the mixtures produced an antagonistic effect. However,
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high concentrations led to conclusions concerning the hazards of these toxic compounds
for fish development.
Keywords: Thyroid hormones, Ecotoxicology, Teratogenicity, Adquatic animals,

Zebrafish.

1. Introduction

Levothyroxine (L-T4) is a common prescribed drug in the United States and
Brazil. Itis used in the treatment of hypothyroidism and to replace the thyroxine hormone
(T4) when the thyroid gland presents dysfunction in production and secretion. L-T, is used
as a drug to replace a hormone missing in the thyroid, however other drugs, such as
amiodarone (AM) can interfere in this organ, even though it is not the organ target of the
drug. Due to the structural similarity with T4, AM competes with T, in the enzyme active
site of deiodinase, which is responsible for the conversion of T4 to Ts. When T3is reduced,
the hypothyroid state is caused by the elevation of TSH level (Elnaggar et al., 2018).
Therefore, thyroid dysfunction induced by amiodarone occurs through inhibition of
peripheral monodeiodination of T, (Bartalena et al., 2018), or inhibition of T3 binding to
thyroid hormone receptors (TR) a and [ through competition (Liu & Chan, 2002). AM
may cause several adverse effects, including hypothyroidism (Bartalena et al., 2018). This
inhibitory action persists for several months after treatment, explaining the decreased T3
concentrations in plasma and tissue (Loh, 2000). However, amiodarone-induced
hypothyroidism can be easily controlled by supplementation with L-T, without requiring
the discontinuation of treatment (Kinoshita etal., 2016). Incorrect disposal of these drugs
can cause environmental issues as concentrations of 64 ng/L T, (Svanfelt et al., 2010),
347 ng/L L-T,4 (Fick et al., 2010) and 555 ng/L AM (Overturf et al., 2012) have been

detected in water bodies.
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L-T4, AM, and T, are examples of drugs that are excreted in their native form, and
these compounds can act as endocrine disruptors (EDs), which are detected in the aquatic
environment. EDs rarely occur as individual chemicals in the aquatic ecosystem, usually
being present as mixtures at relatively low levels. Therefore, it is necessary to analyze
their single and joint toxicity to aquatic organisms. Aquatic organisms, like fish, are used
to study human diseases or to test effects on environmental health (Law, 2003; Silva et
al., 2019). Previous studies from our research group have used fish as an animal model to
assess the single toxicity of EDs, such as T,4, and their complexed form with cyclodextrin
(Santos et al, 2019), progesterone, estradiol (Silva et al, 2019), metformin and
glibenclamide (Souza et al., 2019). The presence of these chemical compounds in the
environment represents a potential risk to aquatic animals since they can mimic or
interfere with the binding and action of natural hormones, affecting the physiological
processes (Abdallah, 2016). These compounds can enter the aquatic ecosystem through
different pathways, and there are limitations in the removal of drugs by water treatment
systems (Fent et al., 2006; Svanfelt et al., 2010). These toxic compounds and their
mixtures may compromise fish development.

Zebrafish (Danio rerio) represents an ideal model for studies of pharmacology
and environmental toxicology (Nowik etal., 2015; Wang et al., 2017), including the study
of thyroid dysfunctions. They offer advantages and can overcome limitations associated
with using traditional animal models, like rodents (Marelli & Persani, 2017). A short
lifecycle, external development, high fecundity, and optically transparent bodies facilitate
observations throughout development are some advantages of using zebrafish embryos
and larvae in toxicology investigations (Spirita & Abhila, 2015; Wang et al., 2017).
Zebrafish can be affected by antithyroid drugs such as AM, because the pathways

involved in human thyroid development are conserved in the zebrafish model, and its



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

57

function and feedback regulation occur by the hypothalamus-pituitary-thyroid axis
(Jomaa et al., 2014).

The thyroid hormones are involved in growth, skin pigmentation, central nervous
system development, development of sensory organs such as the eyes, otolith formation,
swim bladder inflation, somite formation, and heartbeat in fish (Arbogast et al., 2016;
Kumar et al., 2013; Odum, 2015; Stinckens et al., 2016; Yu etal., 2013). Moreover, AM
is involved in embryonic hypothyroidism and heart development (Chen et al., 2012;
Pandya et al., 2016). The current study helps us understand the possible toxic interactions
of these chemical compounds. In this framework, our objective was to evaluate both
single and joint toxicities with equivalent concentrations and equitoxic proportions of T,
L-T4, and AM on the embryo-larval stages of D. rerio. The toxic effects on the fish
development evaluated were seen in apical sublethal, teratogenicity, lethal and
morphometric endpoints.

2. Material and methods
2.1. Management

The protocols used in this study were approved by the Ethics Committee in the
use of animals of the same University, protocol number 091/2018. The experiments were
carried out in the Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA,
Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. The adult zebrafish were obtained
from a commercial supplier and maintained in quarantine to detect and confirm the
absence of pathogens or diseases before experiments.

2.2. Reagents and chemicals

Thyroxine (T4) (lot # BCBL8063V, CAS number 51-48-9, purity of >98% and

HPLC grade) was purchased from Sigma (St. Louis MO, USA). Commercial

levothyroxine  (L-T4) (composition: L-T; (37.5 ug), mannitol, maize starch,
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microcrystalline  cellulose, butyl-hydroxyanisole, and magnesium stearate), and
amiodarone (AM) (composition: lactose monohydrate, starch, povidone, silicon dioxide,
magnesium stearate, red dye FDC n° 40 aluminum lacquer) were used. All other reagents
utilized were of analytical grade.
2.3. Preparation of stock solutions

Fresh stock solutions of T, and AM were made by dissolution in absolute ethanol.
Next, the solutions were diluted with distilled water for the evaporation of alcohol,
obtaining the final nominal concentrations of 40 pg/L and 200 pg/L. The stock solution
of L-T4 was prepared by dissolution in distilled water, obtaining the final nominal
concentration of 250 pg/L. The solutions prepared were stored under refrigeration (4°C)
until further use. Any residue generated by these drugs was treated by the advanced
oxidative process (AOP) in a reactor using photo-oxidation UV (16w) and H,O, (Silva et
al., 2019).
2.4. Embryo production for toxicity tests

Adult male/female fish with a 2:1 ratio (Maharajan et al., 2018) were housed in
crossing chambers (Patent BR 20 2016 017042 2). After fish crossing, spawning was
stimulated by the onset of light (Maharajan et al., 2018). The embryos and larvae
remained in an incubator (Patent BR 10 2018 0150 4) in a light-dark cycle of 14:10 h.
2.5. Fish embryo-larval zebrafish acute toxicity test

The acute toxicity testwas performed according to OECD 236 (OECD, 2013) and
(Silva etal., 2019). Briefly, after spawning (see section 2.4), the embryos were collected
and washed with distilled water in Petri dishes. Healthy fertilized embryos were used to
form the groups. Embryos were maintained in sterile polystyrene test chambers (80 mL)
and incubated at a controlled temperature of 26 + 1°C and pH of 7.5 +0.5. The study used

a control group and experimental groups with animals exposed to Ty, L-T4, and AM with
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tenanimals (with triplicates) per group. The drug exposure started at1-h post-fertilization
(hpf).
2.6. Single toxicity experiments

The concentrations used in the tests were based on the environmental
concentration described in the literature, as shown in Table 1. Moreover, increasing
concentrations (10, 100, and 1000 times greater than the environmental concentration)
for each compound were used, simulating possible high concentrations caused by an
accident releasing a high amount of these compounds. During all experiments, water
renewal was performed daily with the replacement of drug concentrations (OECD, 2013).
2.7. Joint toxicity experiments

The mixtures of the compounds (T4, L-T,, and AM) were carried out according to
the methodology modified from Wang et al. (Wang et al., 2017). The concentration of
binary and ternary mixtures used in the equivalent concentration and equitoxic ratio tests
was ten times the environmental concentration, considering that the environmental
concentration can have low toxicity in exposed animals. In addition, we assume that
concentrations found in the aquatic environment will be higher in the near future. The
tests were performed in triplicate.
2.7.1. Equivalent concentration test

The test was assayed using a protocol modified from Wang et al. (Wang et al.,
2017). Briefly, the concentration of binary and ternary mixtures (1:1 or 1:1:1) was
maintained as the same than used previously used in the joint tests with ten times the
environmental concentration of each compound. The study used a control group, three
experimental groups with animals exposed to the concentrations of binary mixtures, and
one group with animals exposed to the concentration of the ternary mixture, as shown in

Table 2.
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2.7.2. Equitoxic ratio test

The equitoxic ratio test was assayed using a protocol modified from Wang et al.
(Wang et al., 2017), modified. The binary and ternary mixtures were prepared at the ratio
of 1:1 (50% of each compound corresponding to environmental concentration or 5 times
greater) and 1:1:1 (33.3% of each compound corresponding to environmental
concentration or 3.33 times greater), respectively. Although the total concentration of
each mixture was changed, the above-mentioned ratios were constant. This study, as well
as the test above (see section 2.7.1.) useda control group, three experimental groups with
animals exposed to the mixtures, as shown in Table 2.
2.8. Embryonic development

The embryos were rinsed and checked under an optical microscope BIO2B SSI
with an LED bulb. Photographic records of the embryos were used to identify toxic
effectsduring the experiments, aspresented in the results. Apical sublethal, teratogenicity
and lethal endpoints were evaluated at 24-, 48-, 72-, and 96-hours post-fertilization (hpf).
2.8.1. Apical sublethal and teratogenicity endpoints

The apical endpoints for the assessment of acute chemical toxicity were analyzed
in two categories, according to Lammer et al. (2009), OECD 236 (2013), Silva et al.
(2019), and (Cadena et al., 2020) modified: Sublethal endpoints (non-permanent) and
teratogenicity endpoints (malformations). Sublethal endpoint effects analyzed were
absence of the swim bladder (ASB), area of coagulation (AC), heartbeat/blood circulation
(BC), abnormal heart rate (AHR), pigmentation (P), pericardial edema (PE), absence of
spontaneous movement (ASM), and yolk sac edema (YSE). The number of heartbeats of
the embryos was also measured manually by counting the number under an optical
microscope (Silva et al., 2019). Animals were considered bradycardic (identified by B)

when the heartbeat was below 2 standard deviations of the mean, and tachycardic
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(identified by T) when the heartbeat was above 2 standard deviations of the mean (Huttner
et al., 2013) compared to the control (normocardic, identified by N). Endpoints of
teratogenicity effectsanalyzed were deformation of eyes (DE), formation of somites (FS),
growth retardation (GR), malformation of the heart (MH), malformation of the head
(MTH), malformation of otoliths (MO), spine deformation (SD), tail deformation (TD),
and yolk sac deformation (YSD). The results of the endpoints were presented on an
ordinal scale, as described in section 2.8.3.
2.8.2. Apical lethal endpoints

The mortality rate was observed daily, with the apical lethal endpoints indicating
the cause of death. The lethal endpoint effects analyzed were coagulation (CG), lack of
hatching (LH), no heartbeat (NHB), no somite formation (NSF), and tail not detached
(TND), according to OECD 2036 (2013). The data on mortality were presented in
percentages (%), and score determination of the lethal endpoints was presented on an
ordinal scale as described in section 2.8.3.
2.8.3. Morphometric analysis

The potential teratogenicity of T4, L-T4, AM, and their mixtures was estimated by
monitoring morphometry (pum) at 96 hpf larvae under microscopy. The parameters
studied were: Body length, distance from the larval mouth to the pigmented tip of the tail
(um); Ocular distance (um), using the distance between the inner edge of the two eyes
(similar to the inner intercanthal distance in humans) (Altenhofen et al., 2017); Eye
diameter (Kawahara & Hayashi, 2016); Head-width (Nakayama et al., 2015); And head
length (Balow et al., 2013), anterior tip to the pectoral fins measurement. Digital images
were made of the top view position of surviving larvae. The images were captured using

a Hayear Mod. HY-2307 digital camera microscope and S-EYE 1.4.2.474 software. We
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calibrated and took measurements from the images using Image J software (version
v1.52k, 2019, National Institutes of Health, MD).
2.9. Statistical analysis

All data were shown as mean + SD. ANOVA was used to analyze data, and the
means were compared by Tukey's test (p < 0.05). Statistical analyses were carried out
using the Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA USA).
3. Results
3.1. Effects of thyroxine on embryonic development of zebrafish

The effects observed in the embryo and larval stages of D. rerio exposed to the
studied concentrations of T, are shown in Figure 1. Sublethal and teratogenicity endpoints
revealed wide-ranging effects that are observed starting at 48 hpf, including the area of
coagulation, yolk sacedema, absence of the swim bladder, and spine deformation, but the
absence of the swim bladder is the only toxic effect observed in the environmental
concentration. The percentage of affected animals had a significant increase in the
experimental groups exposed to 64 and 6.400 ng/L at 96 hpf, and 64.000 ng/L starting at
48 hpf compared to control (Figure 2). Regarding the heart rate, embryos exposed to T,
in the highest concentration presented bradycardia from 48 hpf. Animals exposed to T,
had no increase in mortality rate at the embryo stage, and only those exposed to 64.000
pg/L of T, presented a larger proportion of effects in the larvae stage, with mortality rate
increased only in this concentration (13,3%). Additionally, T, exposure reduced the
morphometric parameters, including body length, head length, head-width, and eye
diameter at the highest exposure concentrations (Figure 3). Insummary, few toxic effects
were observed in zebrafish when exposed to environmental concentrations of T4. Several
teratogenic effects were observed at a concentration of 1.000 times greater than the

environmental concentration (64.000 pg/L).
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3.2. Effects of levothyroxine on embryonic development of zebrafish

The typical sublethal and teratogenic effects observed in the studied
concentrations of L-T, are shown in Figure 1. The most obvious observed sublethal effect
was modification in the pigmentation, but the animals also displayed pericardial edema
and absence of the swim bladder in the higher concentrations. The teratogenicity endpoint
revealed spine deformation, tail deformation, and yolk sac deformation at 96 hpf.
However, the percentage of affected animals had a significant increase in the
experimental groups exposed to 34,700 and 347,000 ng/L starting at 72 hpf compared to
control (Figure 2). Regarding the heart rate, no differences were observed when animals
were exposed to L-T4. The animals exposed to L-T4 had no increased mortality above
10%. Morphometric parameters affected when fish were exposed to L-T, were head-
width and eye diameter atall concentrations. The body length and head length were only
affected in the highest concentrations (Figure 3). Basedon our results, L-T, showed low
toxicity in the environmental concentration and AM the lowest toxicity when comparing
the three studied compounds.
3.3. Effects of amiodarone (AM) on embryonic development of zebrafish

The effects observed in the embryo and larval stages of D. rerio exposed to AM
are shown in Figure 1. The results show that AM is the least toxic compound studied at
48 hpf. Area of coagulation and yolk sac edema were the effects observed in the embryo
stage. While in the larval stage, absence of the swim bladder was most often observed,
followed by spine deformation. Regarding the heart rate, animals exposed to AM had
tachycardia at 96 hpf in the concentration of 1,000 times greater than environmental
concentration. Toxicity endpoints revealed transitory effects in the embryo stage,
including area of coagulation, pericardial edema, yolk sac edema. Larvae stage fish had

permanent defects, including spine and tail deformations. There was no increased
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mortality in animals exposed to the amiodarone concentrations. The typical sublethal and
teratogenic effects observed in embryo and larvae stages exposed to AM are shown in
Figure 1. Finally, the animals exposed to AM showed a statistically significant reduction
in the larva-morphological parameters analyzed, except ocular distance (Figure 3).

3.4. Effects of joint toxicity tests on embryonic development of zebrafish

The results of the equivalent concentration test are shown in Figure 2. There was
no significant difference in any endpoint analyzed. Regarding heart rate, animals
exhibited tachycardia at 96 hpf in the binary mixtures. In the ternary mixtures,
bradycardia was observed until 72 hpf, followed by tachycardia at 96 hpf. The animals
displayed pericardial edema when exposed to all mixtures after 24 hpf. In addition,
modification in the pigmentation was seenin the ternary mixture after 72 hpf. The animals
displayed heart malformation and yolk sac deformation at 48 hpf when exposed to the
T,+AM mixture. When animals were exposed to the binary mixture T4+L-T, and ternary
mixture, they exhibited more teratogenic effects, including spine deformation, tail
deformation, yolk sac deformation, and malformation of otoliths. The toxicity of mixtures
was lower than single compounds since the affected individuals were less than 25%. The
mortality rate was less than 10% in the test (Figure 2), and mixtures did not affect
morphometric parameters (Figure 3); this was the opposite of the single toxicity
experiments. The typical sublethal and teratogenic effects observed in the embryo and
larval stages exposed in equivalent concentration tests are shown in Figure 4A.

The results of the equitoxic ratio test are shown in Figure 2. The animals exhibited
bradycardia when exposed to all mixtures at 24 hpf, and tachycardia was seen at 48 hpf
in groups exposed to T4+L-T, mixture and ternary mixture. Sublethal endpoints revealed
that animals were affected mainly in the larval stage. The endpoints observed were

absence of the swim bladder, area of coagulation, pericardial edema, and absence of
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spontaneous movement. The teratogenicity endpoints showed effects in the larvae stage,
including spine deformation and yolk sac deformation, but less than 25% of individuals
were affected. The results of the equitoxic ratio test revealed that these mixtures had low
toxicity compared to the tests using equivalent concentration mixtures or single
compounds. The mortality rate was less than 10% in the equitoxic ratio test (Figure 2),
and the mixtures did not affect morphometric parameters (Figure 3). This was the
opposite of the single toxicity experiments. The observed effectsin the embryo and larval
stages in the equitoxic ratio testare shown in Figure 4B.
4. Discussion

Our results from measurements at embryo and larval stages of zebrafish revealed
that T, exhibited the highest toxicity, followed by L-T, and AM showed the lowest
toxicity. No additional defects were observed in the joint toxicity tests, as compared to
the single toxicity test. However, the single compounds were more toxic than the
mixtures, suggesting antagonism (see below). The larvae were more affected than
embryos in all experiments. The absence of the chorion in the larval stage may explain
the increase in the observed toxic effects at this stage. The chorion functions to protect
the embryo against environmental influences, such as chemical exposure (Kim &
Tanguay, 2014), and when it ruptures, the fish are more readily exposed to pollutants that
are present. We found that the toxic effects of exogenous T, were first observed in the
embryonic stage. In zebrafish, the thyroid starts to form around 40 hpf (Liu & Chan,
2002). The synthesis of the hormones becomes detectable between 70 and 80 hpf in the
free-swimming larva, arapid rise in whole-body Ts and T, content is seen (Spaan et al.,
2019). The hormone receptors appear before hormone synthesis (Marelli et al., 2016).
The exogenous T, interfered with development, producing toxic effects like an absence

of the swim bladder, coagulation, pericardial edema, reduction in pigmentation, spine
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deformation, tail deformation, yolk sac deformation, and yolk sac edema in the two
highest concentrations (Figure 1). Reduced pigmentation was probably caused by the
reduction in melanophore density, as reported by Jomaa et al. (Jomaa et al., 2014), who
studied zebrafish exposed to 500 uM of T, a concentration 6,000 times higher than used
in the current study. The same authors observed similar toxic effects, including a
reduction in melanophore density, absence of the swim bladder, and spine deformation.
Thyroid hormones modulate every component of the cardiovascular system necessary for
normal cardiovascular development and function (Grais & Sowers, 2014). Interestingly,
our results revealed bradycardia in zebrafish with the highest concentration of T,. Since
the function of the heart, the blood vessels, and the blood are affected by thyroid
hormones (Grais & Sowers, 2014), the highest concentration of T, used in our work
appeared to be cardiotoxic.

The presence of AM in the aquatic environment may produce endocrine
disruption. In our study, AM was toxic to zebrafish, causing effects in sublethal and
teratogenic endpoints. These include area of coagulation, yolk sac edema, pericardial
edema, spine deformation, tail deformation, and an absence of the swim bladder. These
morphology defects can reduce swimming capacity, directly affecting feeding behavior
and predator avoidance, which could result in lower survival probability and population
decline. The failure of the swim bladder to inflate would increase oxygen and energy
demand, leading to slighter growth of the animals (Stinckens et al., 2018). The zebrafish
swim bladder arises around 96-120 hpf, as a single chamber. Our findings demonstrated
the absence or inability to inflate this organ at 96 hpf, suggesting toxicity at the
concentrations used. Jomaa et al. (Jomaa etal., 2014) also observed that zebrafish exposed
to AM at 10 pM had uninflated swim bladders. Our findings corroborate with these

authors using concentrations that were much smaller. Chen et al. (Chen et al., 2012)
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reported that zebrafish embryos exposed in 12 hpf to 15 uM of AM had smaller heads,
delayed development, tail shrinkage, pericardial edema, reduced heart rate, and abnormal
heart development. Our findings also corroborate these authors, except we observed
increased heart rate. The developmental time and concentrations for drug exposure used
by Chen et al. (Chen et al., 2012) were different from our experiments, but we detected
similar AM toxicity. Our results demonstrated that AM caused tachycardia. Some authors
report that bradycardia occurred in animals exposed to AM (Lin et al., 2018; Wen et al.,
2012) due to a decrease in cardiomyocyte excitability due to drug effects on ion channels.
This was not observed in our experiments. Perhapsthe AM effects are biphasic, inducing
tachycardia at lower concentrations and bradycardia at higher concentrations. This could
be explored in future studies.

Our results also reveal that L-T4 was the least toxic compound compared to the
other studied compounds. Environmental studies evaluating L-T, toxicity are scarce. L-
T, is adrug categorized as class 11 according to the Biopharmaceutical Drug Disposition
Classification System due to high solubility but low permeability (Skelin et al., 2017).
Low permeability may explain the low toxicity of the drug. In anearlier study, our group
evaluated the toxic effects of L-T, on the biological parameters of tambaqui (Colossoma
macropomum). The results revealed that the animals had significantly reduced swimming
at slow rates and increased frequency in being motionless, and L-T, reduced the
photoreceptor response to visual stimuli. Incontrast, L-T, did not affect larva spontaneous
movements in the present study. This may be explained by differences in the age of the
fish: juvenile tambaqui vs larvae zebrafish.

Thyroid hormones are important for the growth of fish (Kumar et al., 2013). Our
morphological findings at 96 hpf revealed that T, and L-T, at the highest concentrations

reduced growth (Figure 1). This indicates that morphological effects of high doses of
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thyroid EDs produce expected defects in thyroid function. Thyroid hormones also
regulate normal eye development (Arbogast et al., 2016). AM caused eye size defects,
which are expected responses.

The toxic effects of single compounds may be modified by the presence of other
compounds in the environment. Aquatic animals are continually exposed to mixtures of
environmental factors like the EDs studied in our study. The experiments showed that in
the equivalent concentration test the animals produced more effects than in the equitoxic
ratio test (Table 1). These results were expected because the amount of each compound
is higher in the equivalent concentration test than in the equitoxic ratio test (Table 2). This
result may show some antagonistic effect between the compounds, possibly caused by
AM binding to the same thyroid hormone receptors and interfering with T, or L-T,
binding (Elnaggar et al., 2018). A low mortality rate and no morphological alterations
were observed in the joint toxicity tests, suggesting an antagonistic effect. In addition to
antagonistic responses, possible additive effects of the mixtures were also observed,
including the appearance of tachycardia and heart malformation. Lee at al. (Lee et al.,
2015) and Chen et al. (Chen et al., 2012) reported that AM acts to inhibit cardiac valve
formation. We did not detect this effect in the fish exposed to AM. However, the animals
exposed to a binary mixture of T4+AM in equivalent concentration showed heart defects.
5. Conclusion

The concentrations used in the acute toxicity tests with single compounds were
ten, one hundred, and one thousand times higher than those typically found in aquatic
ecosystems, which produced toxic effects. The environmental concentrations showed a
low risk for our studied parameters, but if you consider the possibility of higher
concentrations caused by an accident, releasing large amounts of these compounds, a

significant risk is possible. Sublethal and teratogenic effects in the embryo and larval



375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

391

392

393

394

395

396

397

69

stages produce changes in embryo heart rate and mortality. The absence of the chorion in
the larval stage may explain an increase in the observed toxic effects. Joint toxic tests
revealed antagonistic morphological effects. Since many types of hormones and drugs
may coexist in the aquatic ecosystem, it is important to investigate their interactions to
fully assess the ecological risk. Aquatic animals are continually exposed to mixtures of
contaminants, and the toxic effects induced by mixtures are sometimes not taken into
account when making conclusions concerning the hazards of these toxic compounds.
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Captions for figures

Figure 1: Typical teratogenic effects observed in zebrafish exposed to thyroxine (T,),
levothyroxine (L-T,), and amiodarone (AM) in the highest concentration tested for each
compound compared with normal animal (control group). Arrows and abbreviations
indicate main teratogenic effects as yolk sac edema (YSE), spine deformation (SD),
pigmentation (P), pericardial edema (PE), absence of the swim bladder (ASB), yolk sac

deformation (YSD), area of coagulation (AC).

Figure 2: Percentage of affectedanimals (A) after 24, 48, 72, and 96 h (post-fertilization)
in single and joint toxicities tests. The reduction in the percentage of affectedanimals was
considered significant when * = p < 0.05. Legend: T, - thyroxine; L-T, - levothyroxine;

AM - amiodarone.

Figure 3: Morphometry of zebrafish (Danio rerio) larvae with 96 hpf exposed to single
compounds with concentrations of thyroxine (0.064, 0.640, 6,400, and 64,000 ug/L),
levothyroxine (0.347, 3.470, 34.700, and 347,000 pg/L), and amiodarone (0.555, 5,550,
55,500, and 555,000 pg/L), and exposed to experiments of mixtures of compounds with
concentrations of thyroxine (0.640 pg/L), levothyroxine (3.470 pg/L), and amiodarone
(5550 wg/L) in equivalent concentration test and equitoxic ratio test. Morphometric
analysis measures: body length (um), ocular distance (um) (Altenhofen etal., 2017), eye
diameter, head-width (midbrain) (um), and head length (um). *Indicates statistically

significant difference from control (p < 0.05) by Tukey test.
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Figure 4: Optical microscopy of embryos and larvae exposed to mixtures in the
equivalent concentration test (A) and equitoxic ratio test (B) at 24, 48, 72 and 96 h (post-
fertilization). Arrows and abbreviations indicate main teratogenic effects as absence of
the swim bladder (ASB), malformation of heart (Mh), malformation of otoliths (MO),
pigmentation (P), pericardial edema (PE), spine deformation (SD), tail deformation (TD),

Yolk sac deformation (YSD), and yolk sac edema (Y SE).
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Table 1. Concentrations of the individual compounds used in the acute toxicity test.
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Compounds Environmental concentrations Concentrations 10times Concentrations 100 times Concentrations 1000 times
greater greater greater

Thyroxine 0.064 pug/L (Svanfelt et al., 2010) 0.640 pg/L 6.400 ug/L 64.000 pg/L
(0.00008 pM) (0.00082 uM) (0.00823 uM) (0.08238 uM)
Levothyroxine 0.347 pg/L (Fick et al., 2010) 3.470 pg/L 34.700 pg/L 347.000 pg/L
(0.00446 uM) (0.04466 uM) (0.44666 uUM) (4.4666 UM)
Amiodarone 0.555 pg/L (Overtufetal., 2012) 5.550 ug/L 55.500 pg/L 555.000 pg/L
(0.00086 uM) (0.00860 pM) (0.08600 uM) (0.86004 pM)

Table 2. Concentrations of binary and ternary mixtures used in equivalentconcentrationtest and equitoxic ratio test.

Equivalent concentrationtest

Equitoxic ratio test

Binary mixtures 0.640 pg/L T4 :5.550 pg/LAM
(0.000082 UM T4: 0.000860 UM AM)
0.640 pg/L T4 :3.470 pg/LL-Ts
(0.000082 UM T4:0.00446 UM L-T.)
3.470 pg/L L-T4 : 5.550 pg/L AM
(0.00446 uM L-T. : 0.000860 uM AM)

0.320 pg/L T4:2.775 pg/LAM
(0.000412 pM T,: 0.004300 pM AM)
0.320 pg/L T4:1,735 pg/LL-T4
(0.000412 uM T,: 0.002233 puM L-T4)
1.735 pg/L L-T4 : 2.775 pg/L AM
(0.002233 pM L-T, : 0.004300 pM AM)

Ternary mixture 0.640 pg/L T4 :3.470 pg/LL-T4 : 5550 ug/LAM
(0.000082 UM T,: 0.00446 UM L-T, : 0.000860 UM AM)

0.213 ug/L T4 : 1155 pg/LL-T, : 1.848 pg/LAM
(0.00041191 UM T4 : 0.002233 UM L-T, : 0.000430 pM AM)
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Abstract

The study aimed at the development of nanoemulsions containing levothyroxine
associated with essential oils with antioxidant activity and their toxicity in zebrafish
(Danio rerio) as a non-target organism. Essential oils of the Piper aduncum, Citrus
sinensis, and Carum carvi were characterized by qualitative and quantitative gas
chromatography (GC-MS and GC-FID). The oil/water nanoemulsions were prepared
using a high-energy emulsification method by magnetic stirring. The study of the effect
of time and stirring speed in the preparations of nanoemulsions was carried out by a two-
level 3x 22 full experimental design. The mean size, polydispersity index (PDI), and zeta
potential of nanoemulsions were used as the response variables of the design study.
Antioxidant activity was analyzed by DPPH" and ABTS '+ radicals. Toxicity tests with
non-target organisms were performed using zebrafish as an animal model based on the
OECD 236 testing guideline was response variables of mortality, teratogenic effects, and
behavioral tests like thigmotaxis and touch sensitivity. The GC-MS analysis of C. carvi,
C. sinensis, and P. aduncum allowed the identification of 6, 16, and 13 compounds being
carbon (60.44 + 0.80%), limonene (90.13 + 1.11%), and dilapiol (78.41 * 0.98%) the
major constituent of each oil, respectively. Nanoemulsions were successfully developed
with the mean size of vesicles of 218.5 e 489.2 nm, PDI of 0.113 e 0.478, and zeta
potential of -12,5 e -39,1 mV. Experimental designs revealed that the higher agitation
speed promotes more negative zeta potential for the C. carvi nanoemulsions, the higher
stirring speed reduces the size of the vesicles for the C. sinensis nanoemulsions, and
shorter the stirring time induces the smaller PDI values for P. aduncum nanoemulsions.
All oils were shown to be active in antioxidant tests with the antioxidant activity being
ECso = 204.3 to 288.5 pg/mL for DPPH, and ECsp = 156.6 to 194.9 pg/mL for ABTS.

The results of the toxicity tests revealed that the animals exposed to all nanoemulsions
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presented teratogenic effects as pericardial and yolk sac edemas, mostly in the larval
stage. Only C. carvi nanoemulsion affected the behavioral tests. These nanoemulsions
could be a good alternative to overcome the monotherapy with levothyroxine in the
therapeutic of hypothyroidism which can show the potential of new nanotechnological
products with essential oils as new herbal medicines.

Keywords: Carum carvi, Citrus sinensis, Piper aduncum, Levothyroxine, Danio rerio.
1. Introduction

Essential oils (EOs) are part of the spices used since antiquity, much due to their
medicinal properties, and the wide acceptance by consumers is related to your safe status
(1) being considered a natural product. EOs are volatile liquids, lipid-soluble and soluble
in organic solvents, with their synthesis being able to can be by all plant organs, such as
flowers, leaves, and barks (1, 2). Its constituents are highly volatile and lipophilic
secondary plant metabolites (3), understanding monoterpenes, sesquiterpenes, and
phenylpropanoids.

Citrus is the genus that includes one major the world's major fruit cultivated
species, the Citrus sinensis (sweetorange), and Brazil has been the world’s main producer
of this fruit (4). According to the Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO), in Brazil, the total production of this fruit was 16.713.534 tons in 2018.
Antibacterial, antifungal, and antioxidant properties are reported for C. sinensis essential
oil (5). Popular utilization ranges from improving the appearance of the skin and
promoting detoxification of the body to pharmacological actions to relieve anxiety,
agitation, stress, challenging behaviors, and insomnia (6).

Piper is a genus of the Piperaceae family, widely distributed in subtropical
regions. Piper aduncumis popularly known as long pepper, and monkey pepper among

others (7, 8). In Brazil is used due to activities such as bactericide, leishmanicide action,
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fungicide, antioxidant, cytotoxic, anticancer, larvicide, insecticide, antiplatelet,
molluscicides, and antiviral (7, 8).

Carumcarvi, also known as caraway and black zeera, is a plant from the Apiaceae
family, grown in Northern Africa, western Asia, and Europe. Recently, was implanted in
other regions of the world like Russia, Iran, Iraqg, Indonesia, and North America. Its
potential biological effects include antioxidant, anti-inflammatory, anti-diabetic, anti-
obesity, anti-spasmodic, anti-asthmatic, anti-microbial, anti-hemolytic, anti-foaming, and
galactagogue actions (9, 10). In addition, the essential oil of Carum Carviis a potent agent
for the treatment of hypothyroidism (9).

In hypothyroidism, there is an accelerated production of free radicals and low
availability of antioxidants (11), which are substances with the capacity of eliminating
free radicals. As a result of this biological condition of unbalance between free radicals
and antioxidant defense, oxidative stress arises, which is implicated as a
pathophysiological mechanism of different diseases including hypothyroidism (11).
Thyroid hormones are necessary for the physical and mental health of humans, and many
processes of development and metabolism are regulated by them, just like in fish (12).
Levothyroxine monotherapy is the standard treatment for patients with hypothyroidis m.
However, some unresolved issues exist concerning patients who are biochemically well-
controlled but unsatisfied with their treatment outcome. A substantial proportion of
patients treated with levothyroxine have persistent complaints, as symptoms of
depression and impaired mental wellbeing. Such a condition raised the question of
whether treatment with this synthetic hormone is sufficient for all patients or whether
alternative therapies can be adopted to minimize these adverse effects (13). Due to this

problem, the formulation of product-based nanoemulsions containing levothyroxine
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associated with essential oils with antioxidant activity can become a good alternative to
overcome these limitations.

Nanotechnology applied to the pharmaceutical industry is seen as an opening for
the use of treatment strategies that overcome the obstacles of conventional therapies (14).
Therefore, controlled release systems have been widely investigated by enabling the delay
and sustaining the drug release after administration, besides controlling the site of drug
release and reducing the amount of drug required for the treatment (15). Among the
controlled drug release systems, nanoemulsions are well reported in the literature for
pharmaceutical research. Nanoemulsion is produced from the mixture of two immiscible
liquids (oil and water are usually used), stabilized by the addition of a surfactant suitable
for the compounds used, which will act by decreasing the surface tension between the
immiscible liquids (15). Sometimes, is necessary for the combination of surfactants to
ensure the formation and stabilization of nanoemulsions (16). Nanoemulsions offer a
better bioavailability in the drug liberation system due to vesicle size, which is usually <
500 nm, giving it a clear or hazy appearance (3, 15). NEs can be used in various forms
such as liquids, creams, and sprays, and can be administered by various routes from oral
to intravenous. For administration orally, the small size of vesicles provides an increased
rate of dissolution and systemic bioavailability of the drug (15). Physicochemical and
functional properties of nanoemulsion produced can be determined by characteristics
such as mean size, surface charge (zeta potential), and vesicles polydispersity index
(PDI).

Emulsification processes are commonly used for essential oils due to the
protection of their volatile compounds, which are easily decomposed under exposure to

some environmental factors such as heat, light, oxygen, and humidity (2, 3), besides being
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a viable economic alternative for the pharmacology. Emulsification of the C. sinensis
essential oil is described in the literature (17), as well P. aduncum (8).

In silico, in vitro, and in vivo are conventional methods that are indicated to
evaluate the toxicity of nanoemulsions, because the nanoscale could change their toxicity.
In silico and in vitro methods are beneficial for the preliminary toxicological assessment
of nanoemulsions. However, animal tests are still needed. Zebrafish have become a well-
established animal model for the toxicological and pharmacological screening of new
drugs. In addition, the expressed results in animal models could reveal the benefit/risk of
the use of new products, while these nanotechnological products acquire a different
dimension to the pharmacological/toxicological profile of traditional drugs (18). When
zebrafish are used to evaluate the toxicity of new drugs at the pre-clinical stage, this can
make it easier the discard or modification the profile of these new drugs for the use of
safer alternatives (19, 20).

In addition, the zebrafish embryo model is an effective model system for studying
the toxicological effects of a broad spectrum of herbal medicines (19). Firstly, zebrafish
present fertilization externally, and your eggs are optically transparent during early life
stages allowing real noninvasive observations throughout the entire embryonic
development (20). The zebrafish genome owns 87% like human genes, sharing similar
pathological mechanisms (19). Besides, zebrafish features a homolog gene for 82% of
human genes that are associated with disease (20), and 91% of homology of the thyroid
receptors with humans (21). This allows for the strategic use of this animal model for the
study of human diseases, like hypothyroidism. Because of all the advantages, it is
suggested the evaluation of drug toxicity using D. rerio in pre-clinical studies, thus

avoiding the wear of drugs in clinical, but, principally, to develop safer drugs (19).
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In subclinical hypothyroidism symptoms such as memory deficit, despondency,
and symptoms of depression and anxiety are frequently in the patients (22). Thigmotaxis
is acommonly used behavioral endpoint measured in preclinical studies being used as an
index of anxiety like-behavior in the zebrafish (23, 24). This endpoint can be applied in
hypothyroidism studies. Zebrafish larvae with thigmotaxis prefer to stay near the wall of
multi-well plates and showed thigmotaxis at5 days post fertilization (24). The sensibility
touch test is an indicator of the integration of sensory and motor function. This test
evaluates the behavior of zebrafish larvae in response to a tactile stimulus given to the
head or tail (23).

For the reasons described above, in the present study, we produced, characterized,
and analyze the antioxidant activity of the nanoemulsions of essential oils associated with
levothyroxine. Finally, the toxicity of these produced nanoemulsions was evaluated in
zebrafish (Danio rerio) as non-target organisms. The toxic effects on the fish
development evaluated were seen in mortality, teratogenic effects, and animal behavior
with the thigmotaxis and touch sensitivity tests. Additionally, the analysis of behavior in
zebrafish data as a non-target organism model, associated with the physicochemical
characterization can provide insights into the potential usability of these nanoemulsions.
2. Material and methods
2.1. Collection of plant material

Fresh leaves of the P. aduncum (8°01'10.1"S 34°56'50.4"W) was collected in the
Mata de Dois Irmaos, in Recife,Pernambuco, Brazil. Leafcollections for specimens were
performed at around 9:00 am in the dry season, in February 2019. The plants were
identified by botanist Dra. Angela Maria de Miranda Freitas (Universidade Federal Rural
de Pernambuco). Vouchers specimen was mounted and deposited in the Sérgio Tavares

Herbarium of the UFRPE under numbers HST 18177. Fruits of the C. sinensis were
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collected in Sitio Cigarra, in the municipality of Santana do Mundad, Alagoas-AL, in
May of 2019. Fruits collections for specimen was performed at around 11:00 am in the
dry season. The plant was identified by Dra. Suzene lIzidio da Silva from the Biology
Department of the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Vouchers
specimen was deposited in the Vasconcelos Sobrinho Herbarium of the UFRPE, under
the number: 48735, C. sinensis Osbeck var. pear). Oil of the Carum carvi was acquired
from local commerce.
2.2. Isolation, chemical analysis, identification, and quantification of the essential oil
The essential oils from fresh leaves of Piper aduncum,and shells of the fruit of
Citrus sinensis (100 g) were separately isolated using a modified Clevenger-type
apparatus and hydrodistillation for 2h. The oil layers were separated and dried over
anhydrous sodium sulfate, stored in hermetically sealed glass containers, and kept at a
low temperature (-5 °C) until analysis. Total oil yields were expressed as percentages
(9/100 g of fresh plant material). All experiments were carried out in triplicate. For the
Carumcarvi oil was acquired from local commerce (LASZLO, Brazil). Quantitative GC
analysis was carried out using a PerkinElmer Clarus 500 GC apparatus equipped with a
flame ionization detector (FID) and a non-polar DB-5 fused silica capillary column (30
m x 0.25 mm x 0.25 pum film thickness) (J & W Scientific). The oven temperature was
programmed from 60 to 240 °C ata rate of 3 °C/min. Injector and detector temperatures
were 260 °C. Hydrogen was used as the carrier gas at a flow rate of 1 mL/min in split
mode (1:30). The injection volume was 0.5 pL of diluted solution (1/100) of oil in n-
hexane. The amount of each compound was calculated from GC-FID peak areas in the
order of DB-5 column elution and expressed as a relative percentage of the total area of
the chromatograms. Analyses were carried out in triplicate. The qualitative Gas

Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) analysis was carried out using a Varian
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220-MS IT GC system with a mass selective detector, a mass spectrometer in EI 70 eV
with a scan-interval of 0.5 s, and fragments from 40 to 550 Da. fitted with the same
column and temperature program as that for the GC-FID experiments, with the following
parameters: carrier gas = helium; flow rate = 1 mL/min; split mode (1:30); injected
volume =1 pL of diluted solution (1/100) of oil in n-hexane. Identification of the
components was based on GC-MS retention indices with reference to ahomologous series
of C8-C40 n-alkanes calculated using the Van der Dool and Kratz equation (25) and by
computer matching against the mass spectral library of the GC-MS data system (NIST 14
and WILEY 11th) and co-injection with authentic standards as well as other published
mass spectra (26). Area percentages were obtained from the GC-FID response without
the use of an internal standard or correction factors.

2.3. Preparation of levothyroxine stock solution

Commercial levothyroxine (L-T4) (composition: L-T4 (37,5 pg), mannitol, maize
starch, microcrystalline cellulose, butyl-hydroxyanisole, and magnesium stearate) was
used in the experiments. The stock solution of L-T, was prepared by dissolution in
distilled water, obtaining the final nominal concentration of 250 pg/L, and was stored
under refrigeration (4°C) until further use.

2.4. Preparation of nanoemulsions

The oil/water (O/W) nanoemulsions were prepared using a high-energy
emulsification method by magnetic stirring from an oily phase (OP) produced from a
mixture of 10-20% (w/w) of each essential oil (Carum carvi, Citrus sinensis, Piper
aduncum), 10-20% (w/w) of sorbitan monooleate (Tween 80) and/or 10% polysorbate 80
(Span 80). The OP was first homogenized using a magnetic stirrer for 30 min at 635 g at
room temperature (25 £ 2 °C). Simultaneously in another container, water phase (WP)

was prepared with or without (empty) levothyroxine diluted in 43.75 mL of phosphate
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buffer 100 mM, pH 7.4. Finally, 70% of the WP was dripped (flow of 3.5 mL/min) using
a burette into the OP under magnetic stirring according to Duarte et al. (27). The prepared
nanoemulsions were identified from the initials of each essential oil: Carumcarvi— CC;
Citrus sinensis — CS; and Piper aduncum - PA.
2.5. Experimental designs

A two-level 3 x 22 full experimental design was carried out to study the effect of
time and stirring speed in the preparations of nanoemulsions. Factors (stirring speed and
stirring time) of each formulation that mainly influenced the physicochemical parameters
were evaluated at two levels and a central point (Table 1) in authentic triplicate. The mean
size, polydispersity index (PDI), and zeta potential ({ mV) of nanoemulsions were used
as the response variables of the design study.
2.6. Physicochemical characterization

The nanoemulsions were diluted (50x) in double-distilled water before analysis
for reducing the turbidity before being subjected to analysis of microscopic
characteristics. The average size (nm), polydispersity index (PDI), and zeta potential
(mV) of the oil vesicles were evaluated using the standard photon correlation
spectroscopy (PCS) technique fixed at 90° to 25 °C using a Zetasizer Nano ZS (Malvern,
UK) (28). The analysis was performed at Laboratdrios Associados em Rede de
Nanotecnologia (LARnano) of the Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). The
data were measured in triplicate.
2.7. Antioxidant Activity of the nanoemulsions

Antioxidant activity was analyzed by DPPH" and ABTS'* radicals. The
experiments were performed at Laboratorio de Produtos Naturais Bioativos (LPNBIo)
of the Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). The antioxidant activity of

the nanoemulsions was performed against the free radical DPPH following the
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methodology of Araujo et al. (29). Stock solutions were prepared from the extracts and
methanol fraction at several concentrations (0.1 to 5.0 mg/mL). Through preliminary
analysis, appropriate quantities of stock solutions of the samples and 450 pL of the
solution of DPPH" (23.6 mg/mL in EtOH) were transferred to 0.5 mL Eppendorf tubes
and the volume was completed with EtOH, following homogenization. Samples were
sonicated for 30 min and the amount of DPPH" was recorded on a UV-vis (Biochrom EZ
Read 2000) device ata wavelength of 517 nm in a 96-well plate. Ascorbic acid was used
as a positive control. The determination of the antioxidant activity of the nanoemulsions
against the radical cation ABTS* was carried out following the methodology described
by Araujo et al. (29), in a UV-vis (Biochrom EZ Read 2000) device, using Trolox as the
standard compound. The starting concentrations of the solutions of the samples were 0.1—
1.0 mg/mL, with the addition of 450 pL of the radical ABTS"* solution to give final
concentrations of 2.5-100.0 pg/mL samples. Samples were protected from light and
sonicated for 6 min. The absorbance of the samples and the positive control were
measured at a wavelength of 734 nm using a microplate of 96 wells. In the two tests each
concentration was tested in triplicate, and the percentage of free radical scavenging
activity of DPPH or ABTS"* was calculated by the equation: %SA =100 X (AbScontrol —
ADbSsampie) / AbScontrol, Where Abscontror i the absorbance of the control containing only the
ethanol solution of DPPH" or ABTS* and AbSsmpie iS the absorbance of the radical in the
presence of the sample or standard ascorbic acid. The antiradical efficiency was
established using linear regression analysis and the 95% confidence interval (p < 0.05)
obtained using the statistical program GraphPad Prism 5.0.
2.8. Fish husbandry, crossing, and toxicity test

Toxicity tests with non-target organisms were performed using zebrafish (Danio

rerio; WT strain; 7-months-old) as an animal model. The experiments were assayed at
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Laboratdrio de Ecofisiologia e Comportamento Animal (LECA) — Universidade Federal
Rural de Pernambuco (UFRPE). Adults’ zebrafish used in the experiments were obtained
from a commercial supplier and put in quarantine to detect and confirm the absence of
pathogens or diseases. The protocols used in this study were approved by the Ethics
Committee in the use of animals of the same University, protocol number 2008150721.
Adult male/female zebrafish were isolated in spawning aquariums (Alesco Zebclean)
with a 2:1 ratio (30) for fish crossing (40 min). The eggs were collected and washed with
distilled water in Petri dishes. Healthy fertilized eggs (normal development of the
blastula) were used to form the experimental groups.

The experiments were conducted with 5 x 15 animals per experimental group (a
total of 825 animals). The assay was based on the OECD guidelines on the Fish Embryo
Acute Toxicity (FET) Test (31) and Silva et al. (32). The toxicity test was started at 1-
hour post-fertilization (hpf). Embryos were maintained in sterile polystyrene test
chambers (80 mL) and maintained in an incubator (Patent BR 10 2018 0150 4) in a light-
dark cycle of 14:10 h, controlled temperature of 26 = 1°C and pH of 7.5 £0.5. Daily water
renewal was performed with the replacement of the nanoemulsions. The study used a
control group and experimental groups that were described in Table 2 with two dilution
rates where 4444x represents the high (H) dilution and 3200x represents the low (L)
dilution. These dilution ratios were chosen based on previous studies (data not shown)
where most of the animals survived at 96 hpf. The final nominal concentration of L-T, in
all experimental groups wasthe same. The exposure to nanoemulsions started at 1-h post-
fertilization (hpf) being reneweddaily at 96 hpf according to OECD 236 (31). Any residue
generated by these compounds during the experiments was treated by the advanced
oxidative process (AOP) in a reactor using photo-oxidation UV (16w) and H,O, (32, 33).

2.9. Analysis of the embryonic development
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Mortality data were observed at 24, 48, 72- and 96-hours post-fertilization (hpf).
The determination of embryo lethality was assayed according to OECD 236 (31).
Determination of mortality as coagulation, tail not detached, no somite formation,
absence of heartbeat, and lack of hatching. Teratogenic effects were evaluated according
to OECD 236 (31), Silva etal. (32), and Cadena et al. (23). The studied teratogenic effects
were spine deformation, tail deformation, yolk sac edema, and pericardial edema. The
effects were identified by images in lateral and dorsal views in vivo. The images were
captured using a Hayear Mod. HY-2307 digital camera microscope and S-EYE 1.4.2.474
software. We consider larvae affected when at least, mortality or one teratogenic effect
was observed under a microscope (23). These results were presented as a percentage of
affected animals per experimental group.
2.10. Animal behavior

Behavioral tests were used as a method to study the effects of nanoemulsions in
zebrafish (Danio rerio). The thigmotaxis (TH Test) is the tendency of ananimal to move
towards the edge or periphery of plates that are introduced. Therefore, this animal avoids
the center of this environment. This parameter evaluates the anxiety like-behavior in
zebrafish (24). Thigmotaxis test was realized at 144 hpf, according to Cadena etal. (23).
The larvae were left at 10 min of acclimatization in 48-well plates (48 larvae per
experimental group) in a light environment, and when remained near the wall of plates,
the response was recorded. The touch sensitivity test (TS Test) was performed according
to Cadena et al. (23). This test evaluated the larval response to mechanical stimuli.
Therefore, at 144 hpf, with the aid of a pipette, the larvae were touched on the tail or head.
The response was recorded if the larva exhibited swim behaviors (slow or fast), similar
to escape.

2.11. Statistical analysis
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All data were shown as mean £ SD. ANOVA was used to analyze data, and the
means were compared by Tukey's test (p < 0.05). Statistical analyses were carried out
using the Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA USA) and GraphPad
Prism 5.0.

3. Results
3.1. Isolation, chemical analysis, identification, and quantification of the essential oil

The chemical composition of essential oils from the leaves of P. aduncum,
C.carvi, and C. sinensis are presented in Table 3. Hydrodistillation of P. aduncum leaves
provided a yellowish oil. The extraction of the oil revealed a yield of 2.52 + 0.10%.
Moreover, for C. sinensis the hydrodistillation provided a colorless citrus-scented oil. The
extraction of the oil revealed a yield of 1.4 £0.13%. The GC-MS analysis of P. aduncum
oils allowed the identification of 13 compounds, representing a total of 98.53 + 1.01% of
the oil. The oil revealed the presence of compounds belonging to the class of
monoterpenes (4.03 + 0.05%), sesquiterpenes (16.09 + 0.10%), and phenylpropanoid
(78.41 £ 0.98%). The phenylpropanoid dilapiol (78.41 + 0.98%) was characterized as a
major constituent in the oil. For C. carvioil the GC-MS analysis allowed the identification
of 6 compounds, representing a total of 98.37 + 0.82% of the oil. The oil revealed a
predominance of compounds belonging to the monoterpene class (98.37 +0.82%), having
as main constituent carbon (60.44 + 0.80%) followed by limonene (34.14 + 0.64%).
Finally, C. sinensis,the analysis by GC-MS allowed the identification of 16 compounds,
representing a total of 97.47 + 1.22% of the oil. The oil revealed the presence of
compounds belonging to the class of monoterpenes (96.39 + 1.08%) and sesquiterpenes
(1.09 + 0.01%). For this oil, limonene (90.13 * 1.11%) was characterized as a major
constituent in the oil.

3.2. Physicochemical characterization of nanoemulsions
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The results of the physicochemical characterization of nanoemulsions were shown
in Table 4 (A and B). Our data revealed significant results in the zeta potential for the C.
carvi nanoemulsion suggesting that the higher agitation speed promotes more negative
zeta potential. For the C. sinensis nanoemulsion, a significant result was observed only in
the size of the vesicles, demonstrating that the higher stirring speed reduces the size of
the vesicles. In addition, a significant result in PDI values observed in the P. aduncum
nanoemulsions suggested that the shorter stirring time induces the smaller PDI values.
Finally, the C. carvi nanoemulsions were produced using high stirring speed and short
stirring time (1129 g /1 h), C. sinensis nanoemulsion was produced using short stirring
speed, and short stirring time (282 g /1 h) and P. aduncumnanoemulsions produced using
short stirring speed and high stirring time (282 g / 2 h) were chosen for the next
experiments. Our choice was based on the best physicochemical parameters for industrial
production and used in the next experiments.

3.3. Antioxidant activity of the nanoemulsions (DPPH " and ABTS )

The antioxidant activity of nanoemulsions from the leaves of P. aduncum, C.
carvi, and C. sinensis associated with levothyroxine is presented in Table 5. According
to our results, all nanoemulsions were shown antioxidant activity. In the DPPH test,
higher antioxidant activity was observed for the C. carvi nanoemulsion (ECso = 204.3
pg/mL). In the test with the radical ABTS, the P. aduncum nanoemulsion (ECsy = 156.6
pg/mL) showed the best antioxidant activity.

3.4. Effects of levothyroxine and nanoemulsions on zebrafish embryonic development

Toxicity tests were carried out with zebrafish non-target organisms to evaluate the
toxicity of the nanoemulsions. The results of the embryo and larval stages of zebrafish
exposed to L-T4 and nanoemulsions of each essential oil with different dilution ratios are

shown in Figure 1. Mortality was the only effect observed at 24 hpf with significant
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results in the animals exposed to P. aduncum nanoemulsion in the low dilution ratio
(PAL). Teratogenic effects were start observed still in the presence of the chorion in the
embryo stage. However, toxic effects were most commonly observed after 72 hpf in the
larvae stage in the following groups ECS, CSL, EPA, PAH, and PAL with P. aduncum
nanoemulsion being the most toxic. While at 96 hpf, significant teratogenic effects were
observed in groups exposed to all nanoemulsions. Yolk sac edema is the most toxic effect
presented followed by the pericardial edema in zebrafish larvae.
3.5. Animal behavior

The results of the thigmotaxis test (TH test) and touch sensitivity response (TS
test) are shown in Figures 2A and 2B. The data in the TH testwas collected by observation
of the animals moving towards the edge or periphery of plates. We did not observe toxic
effects in this test when larvae were exposed to L-T, and all nanoemulsions (Figure 2A).
TS test was also performed by the mechanical stimuli to evaluate if L-T, or
nanoemulsions exposure affects the swimming activity of the larvae. According to our
results (Figure 2B), this parameter was affected in the larvae exposed only to empty C.
carvi nanoemulsion.
4. Discussion

Essential oils are used since their ancestors in popular culture astherapeutic agents
for the treatment of various diseases. Its chemical constituents presented high volatility.
As a result, nanoencapsulation of these oils has been proposed in drug delivery systems
once this technique has the capability of improving the solubility, stability, and
bioavailability of formulations. Among them, nanoemulsions are being broadly studied
in the last years with formulations produced from essential oils (2). Through the present
study, GC-MS and GC-FID identified 16 chemical constituents in Citrus sinensis

essential oil. Limonene was found to be the main constituent with 90.13%. Rezende et al.
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(4) also stated that essential oil from C. sinensis had high contents of limonene (91.4%),
a fact that corroborates with data in this study reported. In addition, traces of a- and -
pinene (1.25 +0.07, 1.87 £ 0.10, respectively), and phellandrene are also present, as also
the portion that consists of the aldehyde (E)-Isocitral (0.22 + 0.03), that is characteristic
of the odor present in this essential oil, as related by Ali et al. (6). In Piper aduncum
essential oil was identified with 13 chemical constituents, and dillapiole was the main
constituent (78.41%), corroborating with data in studies reported by Pino et al. (34) and
Maia et al. (35). Finally, Carum carviessential oil presents 6 constituents, but the main
ones are carvone (60.44 *0.80) and limonene (34.14 * 0.64). This dataset corroborates
the findings by Obeid et al. (9) and Trifan et al. (10).

The increase of the therapeutic potential of the essential oil is possible through
nanoencapsulation (3). The emulsification technique was successfully used to develop
three different nanoemulsions produced from essential oils in our study. In addition, the
formulation of nanoemulsions was affected by the stirring speed and stirring time. Our
formulations were characterized as nanoemulsions since their vesicle sizes were less than
300 nm (15). For the polydispersion index (PDI), a measure that characterizes the
homogeneity of the size of the vesicles, it is preferable that the values are below 0.2 (36),
as it indicates high size homogeneity (37). However, PDI values can vary more or less
depending on the technique used to produce nanoemulsions. The results obtained in our
study corresponded to expected with PDI values varying between 0.3 and 0.4 being
obtained in the best nanoemulsions demonstrating the homogeneity of the formulation.
Additionally, the zeta potential ({ - mv) parameter measures the surface charge and
electrostatic parameters of vesicles (38). Our data revealed that all formulations presented
high negative potential indicating the stability of the nanoemulsions by repulsion forces

between the vesicles, taking the absence of aggregations of the vesicles.
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The use of surfactants with intermediate-high hydrophilic-lipophilic balance
(HLB) (generally between 11 and 16) such as tween is the best choice to produce cheaper
nanoemulsions for the dispersion of an oily phase in the aqueous phase. In addition, non-
ionic surfactants are also important such as span, for presenting better toxicological safety
for oral ingestion (2). According to Aziz et al. (3), it is necessary for a higher value HLB
surfactant for the production of smaller vesicles in the nanoemulsions. This statement is
in accordance with our results.

Nanoemulsions containing C. carvi, C. sinensis, and P. aduncum essential oils
showed a good antioxidant activity according to our values by ECsy (concentration of
sample required to scavenge 50% of free radicals). This data confirms findings by Trifan
et al. (10), Rodriguez et al. (39), and Frassinetti et al. (5) for C. carvi, P. aduncum, and
C. sinensis, respectively. These results can be justified because oils have a large
percentage of oxygenated compounds in their compositions, such as limonene, carvone,
and dilapiol, besides phenylpropanoid that present in their structure methoxy groups and
methylenedioxy. Furthermore, we cannot rule out the presence of other oxygenated
compounds found in lower percentages than the cited. Our findings are important to
developing products that reduce the toxicity of monotherapy levothyroxine treatment (13)
and we suggest a combination of them.

Keeping this in mind, this study focused on the development, characterization,
and evaluation of the toxicity of the nanoemulsions produced from essential oils. We used
the zebrafish (Danio rerio) as a non-target organism to evaluate the toxicity of the
produced nanoemulsions. The ethical consideration of the use of lower vertebrates such
as zebrafish to evaluate the toxicity of nanoemulsion was taken into account (19). Our
results revealed that the animals exposed to all nanoemulsions presented teratogenic

effects. Independent of the type of EO used, despite P. aduncumnanoemulsion producing
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more toxicity, similar teratogenic effects were observed. This could indicate that the same
chemical compound used in the formulation of nanoemulsions can be related to toxicity.
We did not observe significant teratogenic effects in the L-T, solution. However, all
nanoemulsions were produced with surfactants (tween 80 and span 80). These statements
are supported by Yang et al. (40) found that tween 80 induced anaphylactoid reactions in
zebrafish. Ginzburg et al. (41) investigated the influence of surfactants on nanoparticle
biocompatibility by studying mixtures of ligand-stabilized gold nanoparticles and
polysorbate 80 (span 80) in embryonic zebrafish and observed that the mixtures produced
synergistic toxicity at concentrations where the individual components were benign.

The acute toxicity of polysorbate 80 on zebrafish can be explicated by the
presence of the polyoxyethylene sorbitan monooleate, the theoretical target product of
polysorbate 80 (42). This indicates that pharmaceutical excipients including mixtures
such as polysorbate 80 have potential risks in the quality control of these
nanotechnological new drugs. Because of its surfactant properties, tween 80 could be
toxic to zebrafish. This can be supported by the comparably high relative toxicity of
zebrafish in relation to other surfactants such as sodium dodecyl sulfate (SDS) (43). The
absence of the chorion in the larval stage may explain the presence of the observed toxic
effects in this study. The chorion functions to protect the embryo against chemical
exposure, for example (44), and when it ruptures, the fish are more readily exposed to
toxins. Generally, we found low toxic effects related to behavioral tests. This could be
explained due to the animals chosen for tests did not show any morphological defects,
and probably these animals are more resistant to toxic compounds present in
nanoemulsions. Finally, these results support that the toxic effects found in our work are
more related to morphological defects than behavioral endpoints.

5. Conclusion
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We developed and characterized nanoemulsions using full factorial designs using
essential oils associated with levothyroxine. All nanoemulsions were active in antioxidant
tests and their physicochemical characterization showed good results. These
nanoemulsions could be a good alternative to overcome the monotherapy with
levothyroxine in the therapeutic of hypothyroidism. However, in vivo tests using animal
models of developmental hypothyroidism must be used to evaluate the therapeutical
potential of these nanoemulsions. Teratogenic effects in the zebrafish animal model were
start observed still in the presence of the chorion in the embryo stage. However, toxic
effects were mostly observed in the larval stage. Probably surfactants were related to this
toxicity. Nevertheless, in adult animals, or humans these surfactants are considered safe
which can show the potential of new nanotechnological products with essential oils as
new herbal medicines.
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Captions for figures

Figure 1. Percentage of affected animals after 24, 48, 72, and 96 h (post-fertilization) in
toxicity test. The reduction in the percentage of affected animals was considered
significant when * = p < 0.05. Legend: L-T4 - levothyroxine; ECC - Empty C. carvi
nanoemulsion;, CCH - C. carvi nanoemulsion (4444x dilution); CCL - C. carvi
nanoemulsion (3200x dilution); ECS - Empty C. sinensis nanoemulsion; CSH - C.
sinensis nanoemulsion (4444x dilution); CSL - C. sinensis nanoemulsion (3200x
dilution); EPA - Empty P. aduncum nanoemulsion; PAH - P. aduncum nanoemulsion

(4444x dilution); PAL - P. aduncum nanoemulsion (3200x dilution).

Figure 2. The thigmotaxis test (A) showed that the empty nanoemulsion, as well as the
levothyroxine, did not affect the thigmotaxis response, but the empty C. carvi
nanoemulsions affect the touch sensitivity response (B). The response for each group was
compared to the control group by one-way ANOVA followed by Tukey’s test
(thigmotaxis (F(10, 732) = 1.15, p < 0.05); touch sensitivity response (F(10, 732) = 2.81,
p < 0.05). * = p < 0.05. Legend: L-T, - levothyroxine; ECC - Empty C. carvi
nanoemulsion; CCH - C. carvi nanoemulsion (4444x dilution); CCL - C. carvi
nanoemulsion (3200x dilution); ECS - Empty C. sinensis nanoemulsion; CSH - C.
sinensis nanoemulsion (4444x dilution); CSL - C. sinensis nanoemulsion (3200x
dilution); EPA - Empty P. aduncum nanoemulsion; PAH - P. aduncum nanoemulsion

(4444x dilution); PAL - P. aduncum nanoemulsion (3200x dilution).
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Table 1. Two-level 3 x2? full experimental designs of nanoemulsions of each essential oil associated

with levothyroxine.

Run Stirring Stirring Essential oil Tween  Span  Phosphate-buffered +
speed time (h) @ 80(g) 80(g) Levothyroxine (250
@) Hg/L)
1 282 g 1h 0.5 (Carumcarvi) 1 0 35
2 1129 ¢ 1lh 0.5 (Carumcarvi) 1 0 35
3 282 g 2h 0.5 (Carumcarvi) 1 0 35
4 1129 ¢ 2h 0.5 (Carumcarvi) 1 0 35
5(CP) 635g 1h30min 0.5 (Carumcarvi) 1 0 35
6 282 g 1h 1.0 (Citrussinensis) 1 0 3.0
7 1129 ¢ 1lh 1.0 (Citrussinensis) 1 0 3.0
8 282 g 2h 1.0 (Citrussinensis) 1 0 3.0
9 1129 g 2h 1.0 (Citrussinensis) 1 0 3.0
10 (CP) 635g 1h30min 1.0 (Citrussinensis) 1 0 3.0
11 282 g 1h 0.5 (Piperaduncum) 05 0.5 35
12 1129 ¢ 1h 0.5 (Piperaduncum) 05 0.5 35
13 282 g 2h 0.5 (Piperaduncum) 05 0.5 35
14 1129 ¢ 2h 0.5 (Piperaduncum) 05 0.5 35
15 (CP) 635g 1h30min 0.5 (Piperaduncum) 0. 0.5 3.5

Legend: Runs 1to 5are Carum carvi samples with a central point (CP — run 5); 6 to 10 are Citrus

sinensis samples with a central point (CP —run 10); 11 to 15 are Piper aduncumsampleswith a central

point (CP— run 15).

Table 2. The dilution ratio of the chemical compounds used in the experimental groups for the acute

toxicity test. Legend: 4444x representthe high (H) dilution and 3200x represents the low (L) dilution.

Experimental groups Abbreviations Dilution ratio
Control C -
Levothyroxine L-T, 320x
Empty (E) Carum carvi (CC) nanoemulsion (0.5 g oil, 1.0 g tween, ECC 3200x
3.5 g of phosphate buffer) diluted
Carum carvi (CC) nanoemulsion (0.5 g oil, 1.0 g tween, 3.5 g of CCH 4444x
phosphate buffer with levothyroxine) diluted
Carum carvi (CC) nanoemulsion (0.5 g oil, 1.0 g tween, 35 g CCL 3200x
phosphate buffer with levothyroxine) diluted
Empty (E) Citrussinensis (CS)nanoemulsion (1.0g oil, 1.0 g tween, ECS 3200x
3.0 g phosphate buffer) diluted
Citrus sinensis (CS) nanoemulsion (1.0 g oil, 1.0 g tween, 3.0 ¢ CSH 4444x
phosphate buffer with levothyroxine) diluted
Citrus sinensis (CS) nanoemulsion (1.0 g oil, 1.0 g tween, 3.0 g CSL 3200x
phosphate buffer with levothyroxine) diluted
Empty Piper aduncum (PA) nanoemulsion (0.5g oil, 0.5 g tween, 0.5 EPA 3200x
gspam, 3.5 g of phosphate buffer) diluted
Piperaduncum (PA) nanoemulsion (0.5g oil, 0.5 g tween, 0.5 g spam PAH 4444x
3.5 g of phosphate buffer with levothyroxine) diluted
Piper aduncum (PA) nanoemulsion (0.5 g oil, 0.5 g tween, 0.5¢g PAL 3200x

spam, 3.5 g of phosphate buffer with levothyroxine) diluted
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Table 3.Chemical compositionofessential oils of Piper aduncum, Carum carvi,and Citrus sinensis.

Compounds RIF  RIP P.aduncum C.carvi C.sinensis Methodofidentification
a-Thujene 921 924 - - 0.16+0.00 RI, MS
a-Pinene 928 932 - 0.33+0.02  1.25+0.07 RI, MS, Cl
Sabinene 966 969 - - 0.95+0.03 RI, MS
B-Pinene 971 974 0.11+0.00 0.13+0.01 1.87+0.10 RI, MS,Cl
iso-Sylvestrene 1005 1007 0.45+0.02 - - RI, MS
p-Cymene 1018 1020 - 2.14+0.08 - RI, MS,Cl
Limonene 1023 1024 - 34.14+0.64 90.13+1.11 RI, MS,Cl
p-Phellandrene 1025 1025 - - 0.11+0.00 RI, MS,Cl
(2)-p-Ocimene 1031 1032 - - 0.28+0.01 RI, MS
(E)-p-Ocimene 1040 1044 1.01+0.05 - - RI, MS
y-Terpinene 1055 1054 - - 0.35+0.02 RI, MS
Terpinolene 1088 1086 0.13+0.00 - 0.38+0.01 RI, MS
Linalool 1094 1095 - - 0.22+0.01 RI, MS, Cl
cis-p-Terpineol 1143 1140 - - 0.360.01 RI, MS
Citronellal 1145 1148 - - 0.11+0.00 RI, MS
Terpinen-4-ol 1174 1174 0.50+0.01 - - RI, MS, Cl
(E)-Isocitral 1175 1177 - - 0.22+0.03 RI, MS
Dill ether 1180 1184 - 1.19+0.10 - RI, MS
a-Terpineol 1189 1186 1.83+0.03 - - RI, MS,CI
-Elemene 1340 1335 0.75+0.04 - - RI, MS
Carvone 1235 1239 - 60.44:0.80 - RI, MS
p-Caryophyllene 1415 1417 3.20£0.09 - 0.08+0.00 RI, MS, Cl
a-trans-Bergamotene 1431 1432 - - 0.11+0.01 RI, MS
a-Humulene 1456 1452 8.32+0.34 - RI, MS,Cl
y-Gurjunene 1474 1475 - - 0.9+0.00 RI, MS
»-Muurolene 1477 1478 0.55+0.02 - - RI, MS
y-Himachalene 1488 1481 1.93+0.06 - - RI, MS
Germacrene B 1555 1559  1.34+0.09 - - RI, MS
Dillapiole 1620 1620 78.41+0.98 - - RI, MS, Cl
Total 08.53+1.01 98.37+0.82 97.47+1.22
Monoterpenes 4.03£0.05 98.37£0.82 96.39+1.12
Sesquiterpenes 16.09+0.10 - 1.09+0.01
Phenylpropanoids 78.41+0,98 - -

Legend: RI* = Retention indices calculated fromretention times in relation to thoseofa series Cg-Cao Of
n-alkanes on a 30m DB-5 capillary column. RI® = Retention indices fromthe literature. SD = Standard
deviation. RI = retention indices, MS = mass spectroscopy and Cl = Co-injection with authentic

compounds.
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Table 4. Effect of variables stirring speed (g) and stirring time (h) in the physicochemical parameters of
nanoemulsions of each essential oil associated with levothyroxine. Bold values indicate significant results
by the Tukey test (p <0.05).

A) Size, polydispersityindex(PDI), and zeta potential data for each nanoemulsion

Emulsionformulations (g/h) [ Meansize (nm) | PDI | (mV)
Carumcarvi282g/1h 384.7£4.9 0.333 -125+0.6
Carumcarvi1129g/ 1h 2771 +£25 0.304 -22.7+£04
Carumcarvi282g/2h 408.6 £ 7.8 0.409 -151+04
Carumcarvi1129g/2h 259.0 £ 12.0 0.323 -146 +£04
Carumcarvi 6359/ 1 h 30 min 2185+44 0.315 -128+0.5
Carumcarvi 6359/ 1 h 30 min 2231+£33 0.317 -13310.9
Carumcarvi 635g/ 1 h 30 min 225.8 +6.3 0.257 -14.6 £ 0.6
Citrussinensis282g/1h 287.3 £20.5 0.226 -21.3+26
Citrussinensis 1129g /1 h 401.9 £455 0.113 -185+0.3
Citrussinensis282g/2h 3253 +£3.7 0.424 -16.9 £0.7
Citrussinensis1129g /2 h 391.8 £ 35.7 0.223 -209+16
Citrussinensis635g/ 1 h 30 min 2002 +£7.4 0.339 -129+0.3
Citrussinensis 6359/ 1 h 30 min 2352 +6.0 0.460 -16.0+0.3
Citrussinensis635g/ 1 h 30 min 2249 +10.2 0.235 -185+2.0
Piperaduncum282g/1h 489.1 +78.1 0.234 -32.2+0.3
Piperaduncum1129g/1h 445.9 +298.0 0.299 -36.8 £ 0.3
Piperaduncum282g/2h 3269 £15.7 0.406 -30.6 £ 1.3
Piperaduncum1129g/2h 401.7+£21.1 0.478 -39.1+04
Piperaduncum635g/ 1 h 30 min 631.3 £118.2 0.302 -36.1+1.3
Piperaduncum635g/ 1 h 30 min 426.4 +42.7 0.343 -31.3+16
Piperaduncum635g/ 1 h 30 min 489.2 +57.4 0.265 -35.7 £ 0.6
B. ANOVA of 3 x 2* full experimental design
Carumcarvi
Size Sumofsquares Df Mean square F P
Stirring speed 16537.96 1 16537.96 2.393784 0.219558
Stirring time 841 1 8.41 0.001217 0.974359
PDI Sumof squares Df Mean square F P
Stirring speed 0.003306 1 0.003306 1.011704 0.420410
Stirring time 0.002256 1 0.002256 0.690407 0.493425
Zeta Sumofsquares Df Mean square F P
Stirring speed 77.4400 1 77.44000 89.6988 0.010965
Stirring time 1.4400 1 1.44000 1.6680 0.325658
Citrussinensis
Size Sumof squares Df Mean square F P
Stirring speed 8226.49 1 8226.49 25.42729 0.037150
Stirring time 198.81 1 198.81 0.61450 0.515195
PDI Sumof squares Df Mean square F P
Stirring speed 0.024649 1 0.24649 1.943876 0.297943
Stirring time 0.023716 1 0.023716 1.870298 0.304843
Zeta Sumofsquares Df Mean square F P
Stirring speed 0.36000 1 0.36000 0.045743 0.850467
Stirring time 1.00000 1 1.00000 0.127065 0.755588
Piperaduncum
Size Sum of squares Df Mean square F P
Stirring speed 249.64 1 249.64 0.022653 0.894171
Stirring time 10650.24 1 10650.24 0.966443 0.429218
PDI Sum of squares Df Mean square F P
Stirring speed 0.004692 1 0.004692 3.08228 0.221235
Stirring time 0.030800 1 0.030800 20.23226 0.046039
Zeta Sum of squares Df Mean square F P
Stirring speed 42.90250 1 42.90250 6.048285 0.133109
Stirring time 0.12250 1 0.12250 0.017270 0.907475
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Table 5. Antioxidant activity of the essential oil of species of Carum carvi, Citrus sinensis, and Piper
aduncum. Legend: Ascorbic acid and TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxy lic
acid) were used as reference antioxidants.

Chemicals DPPH ABTS
ECso pug/mL (Confidenceinterval) ECso pug/mL (Confidenceinterval)
C. carvi 204.3 (199.4-208.2) 194.9 (190.4-199.4)
C. sinensis 288.5 (280.8-295.1) 191.5 (186.7-196.3)
P. aduncum 266.5 (261.4-272.0) 156.6 (151.4-161.8)
Ascorbic acid 1.6 (1.4-1.8) -

TROLOX - 4.1 (3.75.8)
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Figure 2. Chromatogramofthe essential oil of Carum carvi.
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5 CONCLUSOES

e O desenho industrial pode ser utilizado na determinacdo da capacidade natatoria
sob diferentes parametros fisico-quimicos, presenca de farmacos ou outros produtos
quimicos com aplicacdo no desenvolvimento de medicamentos ou testes toxicologicos;

e Asconcentra¢des ambientais dos compostos analisados mostraram baixo risco
para 0s parametros avaliados no estudo, mas quando analisada a juncdo de desses
compostos foram detectados efeitos morfologicos antagdnicos;

e Asnanoemulsdes compreendem a formulagdo de vesiculas com tamanhos
inferiores a 500 nm, e o produto final a partir destas nanoemulsdes podem ser utilizados
na terapéutica humana e animal;

e Todas as nanoemulsdes mostraram-se ativas nos testes antioxidantes, mas efeitos
teratogénicos foram observados em D. rerio, sugerindo que os surfactantes podem estar
relacionados a toxicidade provocada uma vez que todas as formulagBes apresentaram os

mesmos efeitos teratogénicos.
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“CONFIGURACAO APLICADA EM DISPOSITIVO PORTATIL PARA DETERMINACAO

DA CAPACIDADE NATATORIA EM PEIXES”

[001] O presente relatério descritivo de Pedido de Registro de Desenho
Industrial, diz respeito a Configuragao Aplicada em Dispositivo Portatil Para
Determinagao da Capacidade Natatdria em Peixes constituida por um tubo alongado
transparente com extremidades de entrada e saida de agua, tela de protecdao, bomba,
tubulacgdes, registro, reservatério de d4gua com tampa rosquedvel, sensor de medi¢ao
de fluxo de dgua com display, base de sustentacdo, haste de sustentacdo e al¢a de
sustentacdo, sendo que a combinacdo destes materiais e formas de utilizagdo permite-
Ihe que seja portatil.

[002] O campo de aplicagcdo desta Configuracdo Aplicada em Dispositivo Portatil
Para Determinacdo da Capacidade Natatdoria em Peixes compreende o uso em
laboratédrios de pesquisa e ensino e no campo (in situ).

[003] Para obter uma total e completa visualizagdo de como é constituido o
objeto do presente Pedido de Registro de Desenho Industrial em questdo,
acompanham os sete desenhos ilustrativos anexos, aos quais se faz referéncias
conforme segue:

[004] A FIGURA 1 representa uma vista geral, em perspectiva, do brinquedo
proposto neste Pedido de Registro de Desenho Industrial;

[005] A FIGURA 2 representa a vista frontal do dispositivo;

[006] A FIGURA 3 representa a vista lateral esquerda do dispositivo;

[007] A FIGURA 4 representa a vista lateral direita do dispositivo;
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[008] A FIGURA 5 representa a vista posterior do dispositivo;

[009] A FIGURA 6 representa a vista superior do dispositivo;

[010] A FIGURA 7 representa a vista inferior do dispositivo;

[011] Conforme se infere dos desenhos que acompanham e fazem parte
integrante deste relatério, a Configuracdo Aplicada em Dispositivo Portatil Para
Determinagdo da Capacidade Natatéria em Peixes consiste de um dispositivo
composto por uma bomba que retira a 4dgua do reservatério, passando pelas
tubulacbes até chegar na camara de teste, que contém tela de protecdo para evitar
ferimentos no animal em casos de arrastamento pela correnteza. Finalmente a dgua ao
passar pelo medidor de velocidade onde ocorre a determinacdo da capacidade

natatdria, volta ao reservatério.
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REIVINDICACOES

1 "CONFIGURACAO APLICADA EM DISPOSITIVO PORTATIL PARA

DETERMINAGAO DA CAPACIDADE NATATORIA EM PEIXES" caracterizado por ter

sua aparéncia definida conforme figuras em anexo.
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Figura 2
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Figura 3

Figura 5
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Figura 6

Figura 7
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INSTITUTOD BT0200156644
' ‘ NACIONAL 14/12/2020 15:41
INDUSTRIAL
29409161926367765

Pedido nacional de Invengéo, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adigédo de Invengdo e entrada na fase nacional do PCT

Ndmero do Processo: BR 10 2020 025513 4

“PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ASSOCIADOS A LEVOTIROXINA”

Campo da invencéao

[001] O presente pedido de patente de invencdo descreve um processo de obtencéo de
nanoemulsfes 6leo/dgua (O/A) produzidas por um processo de emulsificacdo sob
agitacdo. As nanoemulsdes séo produzidas a partir de 6leos essenciais, que contenham
efeitos benéficos relatados na literatura para o tratamento de disfuncdes tireoidianas,
sendo estes 0Oleos presentes em sua fase organica, enquanto a levotiroxina é adicionada
a fase aquosa. As fases séo entéo estabilizadas pelo uso de surfactantes. O produto final
contendo a nanoemulsdo pode ser utilizado no tratamento do hipotireoidismo. Esta
invencéo se situa no campo da biotecnologia com énfase em bionanotecnologia aplicada

a saude humana e animal.
Fundamentos dainvencéao

[002] A glandula tireoide é revestida por células epiteliais cuboides que secretam
substancias dentro dos foliculos, que por sua vez sdo preenchidos por coloide. O coloide
por sua vez é composto pela tireoglobulina, uma proteina produzida pelas células
foliculares que apresenta cerca de 70 aminoacidos de tirosina, que € o principal substrato
a se combinar com oiodo e formar os hormonios tireoidianos (HTS). A sintese e secrecao
dos hormonios tireoidianos é regulada por um sistemade feedback negativo envolvendo
o hipotalamo, a hipdéfise anterior e a glandula tireoide. O hipotdlamo produz o horménio
liberador da tireotrofina (TRH) que vai agir na hipéfise anterior que por sua vez produz o

hormonio estimulante da tireoide (TSH). O TSH entdo estimula a tireoide a produzir
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tiroxina (T4) (GUYTON; HALL, Tratado de fisiologia médica, 931-943, 2017). A converséo
de tiroxina (T4) para triiodotironina (T3), o hormonio biologicamente ativo, ocorre nos
tecidos periféricos pela remocdo enzimatica de uma unidade de iodo do anel externo da
T4, processo denominado desiodacdo. Sendo assim, faz-se necessario apresentar niveis
intracelulares de T3 adequados afim de garantir a manutencdo da atividade normal dos
tecidos-alvo (POWER et al., Comp. Biochem. Phys. C, 130: 447-459, 2001; NUNES,
Arquivos Brasileiros de Endocrinol. Metabol., 47(6): 639-643, 2003). Na existéncia de
disfuncdo da glandula tireoide, pode ocorrer o fornecimento insuficiente ou excessivo de
HTs para o corpo. O hipotireoidismo caracteriza-se como um estado clinico resultante da
guantidade reduzida ou até mesmo auséncia de horménios tireoidianos circulantes para
suprir a funcdo normal do corpo, enquanto que o hipertireoidismo caracteriza-se pelo
aumento dos hormoénios tireoidianos circulantes devido ao aumento da funcdo da
glandula tireocide (OLIVEIRA; MALDONADO, Interciéncia Soc., 3(2): 36-44, 2014).

[003] Apods o diagnéstico de hipotireoidismo, a reposicdo de horménio tireoidiano com
levotiroxina sodica € o tratamento comumente utilizado pelos pacientes, e se nao tratado
pode levar a uma série de complicacdes, inclusive a morte, sendo entdo necessario o
tratamento por toda a vida do individuo, exceto em caso de hipotireoidismo transitério. O
nome quimico da levotiroxina sodica € (2S) -2-amino-3- [4- (4-hidroxi-3,5-diiodofenoxi) -
3,5-diiodofenil] propanoato de sddio, que € o sal de sddio da levotiroxina, um levoisbmero
sintético da tiroxina (T4) que é semelhante ao horménio enddégeno produzido pela
glandula tireoide. Nos tecidos periféricos, a levotiroxina € desiodada pela 5'-desiodinase
para formar a triiodotironina (T3). As formulacbes orais de L-T4 comercialmente
disponiveis podem compreender comprimidos, capsulas de gelatina mole e solugao oral
(GERONIMO et al., Braz. J. Surg. Clin. Res., 23(2): 128-134, 2018). O Brasil em 2018
movimentou o mercado farmacéutico com vendas de levotiroxina sodica obtendo assim
a posicdo de 14° medicamento mais comercializado no pais de acordo com a ANVISA

(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 1-41, Brasilia, 2019).

[004] A indicac&o e dosagem de L-T4 descrita na literatura depende de fatores como
género e idade do paciente, por exemplo. No caso de pacientes com idade inferior a 50
anos a indicagao é de 1,7 pg/kg/dia, o que equivale a 100/150 ug/dia. Ja para pacientes
idosos ou cardiopatas as doses devem ser menores e respeitando intervalos de 4 a 6
semanas. Enquanto para recém-nascidos, lactantes e adolescentes, as doses devem
ser superiores a 1,7 pg/kg/dia (COLUCCI et al., EAAP endocrinol., 9(1): 40-47, 2013).
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Adicionalmente, alguns pacientes podem necessitar de doses mais altas ou mais baixas
do que as geralmente utilizadas, devido as variacGes individuais na absor¢cdo e muitas
outras condi¢des associadas que possam alterar as necessidades de L-T4, como no caso
dos portadores de doencas gastrintestinais, os usuarios de suplementos dietéticos
(VINAGRE E SOUZA, Rev. Bras. Ter. Intens., 23(2): 242-248, 2011) e alguns farmacos
gue podem interferir com a absorcdo de L-T4, tais como 0s anticoagulantes orais,
antidiabéticos orais como insulina, indutores enzimaticos, amiodarona, glicocorticoides,
inibidores de protease, inibidores da tirosina quinase, salicilatos e estrogenos,
furosemida, bem como inibidores da bomba de prétons e modificadores da motilidade
intestinal (GERONIMO et al., Braz. J. Surg. Clin. Res., 23(2): 128-134, 2018). Ainda,
outros fatores que também devem ser considerados incluem aqueles produtos usados
contra disfuncédo na absorcéo, alimentacdo e gestacdo (BALOCH et al., Thyroid, 13(1):
3, 2003).

[005] A L-T4 quando administrada por via oral é absorvida pela mucosa intestinal,
especificamente no jejuno e ileo. A absorgao € variavel, girando em torno de 60% a 82%
das doses durante as 3 horas ap6s a administragcdo do medicamento (SKELIN et al.,
Clin. Ther., 39(2): 378-403, 2017). A sua meia-vida no plasma normal € de 5 a 7 dias
(GOODMAN; GILMAN, As bases farmacoldgicas da terapéutica, 1175-1199, 2003),
sendo aumentada nos casos de hipotireoidismo néo tratado (HAYS; NIELSEN, Thyroid,
(4):1, 1994). Na faixa de 80% da dose de levotiroxina ingerida € absorvida no trato
gastrointestinal (MANDEL et al., Ann. Intern. Med., 119, 1993) e seu pico de absor¢ao é
dado ap6s 120 minutos da sua ingestdo (JOHN-KALARICKAL et al., Thyroid, 17(8),
2007). No entanto, uma proporcéo substancial de pacientes tratados com levotiroxina
tém apresentado sintomas persistentes, como depressdo e bem-estar mental
prejudicado, o que levou a questdo se o tratamento com esse hormonio sintético é
suficiente para todos os pacientes ou se terapias alternativas podem ser adotadas
(CHACKER et al., Lancet, 390: 1550-15562, 2017).

[006] As doencas da tireoide podem se manifestar com sintomas evidentes ou de forma
insidiosa. Em adultos diagnosticados com hipotireoidismo alguns sintomas como fadiga,
letargia, intolerancia ao frio, ganho de peso, constipacdo, alteracdo da voz e pele seca
sao comuns (CHACKER et al., Lancet, 390: 1550-1562, 2017). No hipotireoidismo ocorre
producéo acelerada de radicais livres (CHAKRABARTI et al., Indian J. Endocrinol
Metabol., 20: 674-678, 2016) e baixa disponibilidade de antioxidantes (MANCINI et al.
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Mediat. Inflamm., 2016: 1-12, 2016), que s&o as substancias capazes de eliminar os
radicais livres. Em consequéncia a esta condicdo biologica de desequilibrio entre os
radicais livres e a defesa antioxidante, decorre o aparecimento do estresse oxidativo que
esta implicado como um mecanismo fisiopatologico de diferentes doencas (MANCINI et
al. Mediat. Inflamm., 2016: 1-12, 2016).

[007] Métodos de deteccdo de sequestradores de radicais livres séo utilizados para a
identificacdo e quantificacdo de atividades antioxidante, como o 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) e o 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (LUZIA et al.,
Rev. Inst. Adolfo Lutz, 69(2): 175-80, 2010). O DPPH € um radical livre, estavel a
temperatura ambiente, e a andlise da atividade antioxidante por este método apresenta
vantagens como a realizacdo do teste em curto periodo de tempo, e por isso &
comumente utilizado (ZOLA, Dissertagcdo, 2014). Este radical apresenta coloracdo
violeta, e é reduzido na presenca de uma molécula de antioxidante doador de hidrogénio
(LUZIA et al., Rev. Inst. Adolfo Lutz, 69(2): 175-80, 2010). O ABTS € um dos testes mais
rapidos de ser realizado para analise da atividade antioxidante, apresentando outras
vantagens como poder ser utilizado para amostras hidrossollUveis e lipossoluveis. O
meétodo é baseado na capacidade dos antioxidantes capturarem ABTS +, e o radical

apresenta coloracao azul esverdeado (ZOLA, Dissertacéo, 2014).

[008] Na literatura séo relatados 6leos essenciais com a proposta de serem ricos em
antioxidantes, como Cymbopogon citratus (GUIMARAES et al., Ciénc. Agron., 42(2):
464-472, 2011), Rhodostemonodaphne parvifolia (ALCANTARA et al., Acta Amazon.,
40(3): 567 - 572, 2010), Schinus terebinthifolius (VELAZQUEZ et al., Fitoterapia, 74: 91-
97, 2003), Citrus sinensis (SINGH et al., Food Chem. Toxicol., 48: 1734-1740, 2010) e
Piper aduncum (POHLIT et al., Revista Fitos, 2(1): 7-18, 2006). Todavia, até o presente
momento, ndo foram localizados trabalhos que associassem esses 6leos essenciais ao

medicamento comumente prescrito para tratamento de disfuncéo tireoidiana.

[009] Os Oleos Essenciais (OEs) s&o liquidos volateis, lipossollveis e solGveis em
solventes organicos, com sua sintese podendo ser feita em diversos 6rgaos das plantas
como flores, folhas e cascas (BILIA et al., Evid-Based Compl. Alt., 2014: 1-14, 014). S&o
misturas complexas compreendendo constituintes como monoterpenos, sesquiterpenos
e fenilpropandides (BORN et al., Exp. Appl. Acarol., 75: 491-502, 2018). Diversos séo os
métodos para extracdo de OEs, a exemplo da hidrodestilacdo, que consiste em colocar

a planta em contato com a agua fervente, podendo ela estar completamente imersa ou
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apenas flutuando (BUSATO et al., Ciénc. Rural, 44(9): 1574-1582, 2014). O produto final
da extracdo pode variar, a depender da espécie da planta, tanto em qualidade e
guantidade, como na propria composicao. Isto se deve a fatores como clima, composicao
do solo, 6rgdo da planta a qual é destinado a extracdo, idade e estagio do ciclo vegetativo
da espécie (BILIA et al., Evid-Based. Compl. Alt., 2014: 1-14, 014).

[0010] As NEs, também conhecidas como emulsfes submicrénicas e miniemulsodes,
consistem em um tipo de sistema coloidal, sendo produzidas a partir da mistura de dois
liquidos imisciveis (geralmente utiliza-se dleo e agua), estabilizados através da adigcdo
de um surfactante apropriado para os compostos utilizados, que vai atuar diminuindo a

tenséo superficial entre os liquidos imisciveis.

[0011] Uma NE pode conter vesiculas pequenas com até 500 nm de tamanho (SINGH et
al., J. Control. Release, 252: 28-49, 2017). O tamanho pequeno lhe confere tendéncia a
serem transparentes ou apenas turvas, além de uma estabilidade melhor
(MCCLEMENTS, Soft Matter, 7(6): 2297-2316, 2011).

[0012] O grau de estabilidade das nanoemuls@es produzidas é determinado a partir de
caracteristicas fisico-quimicas como Tamanho, Carga (Potencial Zeta) e indice de
polidispersdo das vesiculas. Quanto ao tamanho da vesicula, durante a formulagao, o
tempo de homogeneizacdo bem como a intensidade vao interferir gradativamente no
tamanho das vesiculas, podendo esta caracteristica interferir no mecanismo de atuacao
da nanoemuls&o. Quanto a carga, devido as emulsdes serem sistemas que possuem
tensoativos carreados em sua composicao (surfactantes que geralmente sao Tween e/ou
Span), as particulas ganham carga positiva ou negativa, a depender do tipo de tensoativo
e da proporcéo utilizada em sua composi¢cdo, o que pode fazer com que as vesiculas
presentes na nanoemulsdo se agreguem caso possuam carga proxima de zero (BILIA et
al., Evid-Based. Compl. Alt., 2014: 1-15, 2014; MCCLEMENTS, Soft Matter, 7(6): 2297 -
2316, 2011).

[0013] Os sistemas nanotecnoldgicos possuem diversas vias de administracdo, sendo
as principais a administracao tépica, oral e respiratoria. O epitélio do trato intestinal é o
mais importante para absor¢cdo de macro e micromoléculas, se tornando o mais utilizado
para a absorcdo destes sistemas nanotecnologicos (HOET et al., J. Nanobiotechnol., 2:
1-15, 2004).
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[0014] Diante disso, o presente pedido de patente de inven¢éo propde uma nanoemulséo
contendo a associagdo de levotiroxina sodica a Oleos essenciais que apresentem
atividade antioxidante, uma vez que estes por sua vez apresentam a capacidade de
neutralizar, retardando ou inibindo, efeitos deletérios provocados por radicais livres em
pacientes diagnosticados com hipotireoidismo. Logo, esse sistema nanotecnolégico
proposto se mostra um método mais eficiente para aumentar a eficacia terapéutica do

farmaco.

[0015] Alguns documentos utilizando Oleos essenciais para a formulacdo de
nanoparticulas ou nanoemulsées também sdo encontrados na literatura. Todavia, eles
estdo associados ao tratamento e/ou prevencao de outras enfermidades humanas que
nao seja o hipotireoidismo. Como o documento US 9492398 B2 que descreve a
nanoencapsulacdo de 6leos essenciais ou seu extrato com atividade antibacteriana de
amplo espectro, atividade antiparasitaria, atividade antifingica, e/ou atividade
antipatogénica. O extrato € encapsulado em nanoparticulas ou nanocapsulas lipidicas
obtidas por um método de temperatura de inversdo de fase. A nanocapsula lipidica
compreende uma mistura de lecitina de soja e uma mistura de polietilenoglicol livre 660
e 66-hidroxiestearato de polietilenoglicol. Ainda existe um veiculo farmaceuticamente
aceitavel que é solucdo salina ou solucéo salina tamponada. O documento difere da
presente invengdo por ndo propor uma nanoemulsédo abase de 6leo essencial associado

a levotiroxina.

[0016] No que se refere ao uso de derivados dos hormonios tireoidianos associado a
Oleos essenciais na preparacdo de farmacos, o documento EP 2941272 Al descreve
uma composicao farmacéutica compreendendo levotiroxina, acacia e um antioxidante
selecionado de galato de propila, hidroxianisol butilado e hidroxitolueno butilado.
Adicionalmente contém sacarose, celulose microcristalina e manitol. A composicéo
farmacéutica tem uma vida Ut melhorada para tratar distarbios da tireoide por
administracdo oral da composicdo ao paciente. O documento difere da presente
invencd&o na sua composicao, por nao utilizar surfactante, e solugéo tampao, bem como

por ndo se caracterizar como um sistema nanotecnoldgico.

[0017] Ainda, referente a utllizacdo de derivados dos horménios tireoidianos na
preparacdo de farmacos, sem a associacao a 6leos essenciais, alguns documentos séo
encontrados na literatura. O documento US 9168239 B2 descreve uma substancia de

composicdo solida, a qual é formada por um método que inclui a combinagdo de um
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solvente, levotiroxina sddica, manitol e fosfato de sédio dibasico para formar uma mistura
liguida e a liofilizacdo dessa mistura. Difere da presente invengdo em sua composi¢ao
por ndo apresentar Oleo essencial, e também por ndo se tratar de um sistema
nanotecnoldgico.

[0018] Documentos como US 7723390 B2, US 9682045 B2, US 005753254 A, US
006936274 B2, WO 158463 Al, CA 2333193 Al, US 5225204 A, US 5635209 A, US
5753254 A, US 6936274 B2 diferenciam-se da presente invencdo por nao conter a

associacao de levotiroxina sédica com um 6leo essencial para formar uma nanoemulsao.

[0019] Também, pode ser encontrado na literatura documentos como o US 0178870 Al
gue descreve um dispositivo inalador compreendendo uma mistura estavel de pé seco
estavel do hormonio da tireoide. De acordo com a invencéo, o referido dispositivo contém
uma mistura compreendendo hidrato de levotiroxina soédica, particulas de lactose,
gelatina, amido de milho, glicolato de amido sdédico, estearato de magnésio e talco
silicificado. Este documento difere da presente invengcdo em seu processo, COmposicao
e via de administracdo do produto ja que ndo apresenta Oleo essencial e ndo se trata de

um sistema nanotecnolégico.

[0020] Diante do exposto, ndo foram encontradas informacdes no estado da técnica que
divulguem os elementos contidos na presente invengcdo comprovando sua novidade. O
estado da técnica também demonstra 0 espaco para a proposi¢do de um novo processo
de obtencdo de produto a base de um sistema nanotecnoldgico, possuindo uma fase
organica a base de 6leo essencial e uma fase aquosa contendo levotiroxina sédica que

se associam e podem potencializar o efeito terapéutico.
Descricao da invencéao

[0021] Para fins desta invencdo, o material para a composi¢cao da fase orgéanica foi 6leos
essenciais, que sao substancias volateis que possuem varios compostos, dentre eles
terpenos, cetonas, alcoois, fenilpropandides (EDRIS, Phytother. Res., 21: 308-323,
2007).

[0022] Para fins desta invencéo, o tampao fosfato de sédio ou tampéo fosfato salino
podem ser utilizados preferencialmente como meio para a solubilizacdo do farmaco

levotiroxina, uma vez que este é hidrofilico.
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[0023] A nanoemulséo foi preparada a partir de duas fases: i. Fase aquosa composta de
tampéo, preferencialmente com pH ajustado entre 6,5 e 7,4 a molaridade de 0,1 M, e
levotiroxina sodica; ii. Fase oleosa composta por 6leo essencial preferencialmente
Carum carvi, Citrus sinensis ou Piper aduncum, por serem descritos na literatura por
apresentarem eficacia no tratamento do hipotireocidismo e/ou serem ricos em
antioxidantes (KHAN et al. EAAP J. Pharm. Med. Res., 3(6), 231-236, 2016; SINGH et
al. Food Chem. Toxicol., 48: 1734-1740, 2010; POHLIT et al. Fitos, 2(1): 7-18, 2006), e
Monooleato de sorbitano (Tween 80®) e/ou Polissorbato 80 (Span 80®) de 0 a 20% (p/p)

submetida a suave agitagao.

[0024] Para a formacdo da nanoemulsdo, as fases oleosa e aquosa foram preparadas
separadamente. Inicialmente a fase oleosa foi produzida sob agitacdo constante, por
preferencialmente 30 minutos, a partir de 6leo essencial e polissorbitano 80 (Tween 80®)
e/ou monooleato de sorbitano 80 (Span 80®) nas concentracdes preferenciais de 5% a
20%. Esta fase foi homogeneizada sob agitacdo controlada e constante,
preferencialmente 635 g. Em simultaneidade, a fase aquosa foi produzida a partir da

levotiroxina sddica e diluida em 43,75 mL de tampao fosfato.

[0025] Apos finalizada a homogeneizacdo, 4 g da fase aquosa foi vertida sob
gotejamento, em uma taxa de fluxo de aproximadamente 3,5 mL/min, a fase oleosa ainda
sob agitacdo. Em seguida, esta mistura foi mantida em agitac&o vigorosa, controlada e
constante para formacdo da nanoemulsao oleo/agua (O/A) durante preferencialmente 1

hora.

[0026] Por fim, para que seja possivel a comercializacdo, o complexo final pode ser
misturado com excipientes farmaceuticamente aceitdveis, como o estearato de
magnésio e outros adjuvantes, bem como crioprotetores como glicose, sacarose, manitol

e polidextrose, para compressédo em comprimidos ou colocados em capsulas.
[0027] A nanoemulséo foi caracterizada conforme descrito nos exemplos a seguir:

Exemplo 1: Producdo de uma nanoemulsdo O/A contendo levotiroxina e 6leos

essenciais em escala de bancada

[0028] As nanoemulsdes foram produzidas para um volume final de 5,00 g contendo duas
solu¢des. Primeiramente a solugdo 1, que compreende a fase oleosa foi preparada

contendo Oleo essencial e polissorbato (Tween 80®) e monooleato de sorbitano 80 (Span
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80®), e agitada por 30 minutos em suave agitacdo constante de 900 rpm em agitador
magnético. Em seguida, a solu¢do 2, que compreende a fase aquosa, contendo tampéo
fosfato com pH regulado para 7,4 e levotiroxina soédica diluida. A levotiroxina pode
preferencialmente ser 1 comprimido macerado, sendo a quantidade total na formulagao
dependente da dosagem do comprimido utilizado. A dose exata do comprimido de
levotiroxina sddica utilizada dependera da finalidade do tratamento e sera verificada por
um especialista na técnica. Passados os 30 minutos, a solucéo 2 foi vertida na solucéo
1 por gotejamento utilizando bureta a uma taxa de fluxo de 3,5 mL/min. Apos a solugéo
aquosa ser completamente vertida, a agitacdo foi mantida por 60 minutos a 900 rpm. Os
Oleos essenciais de Citrus sinensis (CS) e Piper aduncum (PA) foram isolados
separadamente das folhas frescas, enquanto o de Schinus terenbinthifolius (ST) foi
isolado dos frutos, usando um aparelho do tipo Clevenger modificado e hidrodestilacéo.
Esses 6leos foram caracterizados por Cromatografia Gasosa do tipo FID (500 GC,
PerkinElmer Clarus, Shelton, CO, EUA) e MS (220-MS IT GC, Varian, Walnut Creek, CA,
EUA). Enquanto o 6leo essencial de Carum carvi (CC) foi adquirido em comércio. Quanto
a composicdo dos oleos, o de Citrus sinensis apresentou 0s seguintes componentes:
1,25% a-Pineno, 1,87% p-Pineno, 90,13% Limoneno. O o6leo essencial de Piper
aduncum apresentou os principais componentes: 1,01% (E)-pB-Ocimeno, 1,83% a-
Terpineol, 3,20% B-Cariofileno, 8,32% a-Humuleno, 1,93% y-Himachaleno, 1,34%
Germacreno B, e 78,41% Dilapiol. O 6leo essencial de Schinus terenbinthifolius
apresentou 0s principais componentes: 7,18% iso-Silvestreno, 1,90% o-Cimeno, 1,02%
Limoneno, 2,84% (E)-B- Ocimeno, 1,50% Terpinen-4-ol, 1,29% (E)-Isocitral, 1,50% &-
Elemeno, 1,66% a-Copaeno, 3,42% iso-longipineno, 3,04% Longipineno, 1,00% -
funebreno, 16,18% p-Cariofileno, 1,51% pB-llangeno, 2,66% B-Copaeno, 1,91% pB-
Gurjuneno, 2,63% y-Elemeno, 15,99% Aromadendreno, 1,87% 9-epi-(E)-Cariofileno,
1,3% y-Gurjuneno, 2,25% a-Amorfeno, 1,14% lalenceno, 8,54% Biciclogermacreno,
1,71% B-Himachaleno, 1,64% Germacreno A, 1,75% Germacreno B. Carum carvi
apresenta os principais componentes: 2,14% p-Cimeno, 34,14% Limoneno, 1,19% Dill

etér, 60,44% Carvona.

Exemplo 2: Efeito da concentracdo de 6leos essenciais, surfactantes e tampao

fosfato contendo levotiroxina sob a preparacdo da emulséo

[0029] Para a determinacdo da proporcdo final de Oleo essencial, tampao fosfato

contendo levotiroxina a 4 pg/mL, e surfactantes (tween 80 e span 80) na preparacéo da
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emulsdo foram utilizadas 4 diferentes concentragcdes destes compostos como

demonstrado na tabela a seguir.

[0030] Tabela 1. Diferentes propor¢cdes dos componentes na preparacdo da emulsao.

Oleo Amostra | Velocidade | Tempo | Oleo | Tween® | Span® | Solucdo | Total %
de de (p/p) | 80 (p/p) 80 Tampao (p/p)
agitacdo | agitacdo (p/p) +L-Ty

Ccc1 900 rpm 60min  10% 20% 0% 70% 100%

Carum carvi cc2 900 rpm 60 min  20% 20% 0% 60% 100%

Cc3 900 rpm 60min  10% 5% 5% 80% 100%

Cc4 900 rpm 60min  10% 10% 10% 70% 100%

Cs1 900 rpm 60min  10% 20% 0% 70% 100%

Citrus CSs2 900 rpm 60min  20% 20% 0% 60% 100%
sinensis

Cs3 900 rpm 60min  10% 5% 5% 80% 100%

Cs4 900 rpm 60min  10% 10% 10% 70% 100%

PA1 900 rpm 60 min  10% 20% 0% 70% 100%

Piper PA2 900 rpm 60 min 20% 20% 0% 60% 100%
aduncum

PA3 900 rpm 60 min  10% 5% 5% 80% 100%

PA4 900 rpm 60min  10% 10% 10% 70% 100%

ST1 900 rpm 60min  10% 20% 0% 70% 100%

Schinus ST2 900 rpm 60min  20% 20% 0% 60% 100%

terebinthfolius
ST3 900 rpm 60min  10% 5% 5% 80% 100%
ST4 900 rpm 60min  10% 10% 10% 70% 100%

Exemplo 3: Determinacdo da estabilidade de acordo com a separagcao de fases

[0031] As emulsdes apds serem preparadas, foram colocadas em um frasco respeitando

o head space com aproximadamente um terco da capacidade do frasco, e colocadas em
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centrifuga a 1210 g (3000 rpm) durante 30 minutos para analise da separacao de fases.
Apbs isso, foram retiradas do equipamento e mantidas em bancada até temperatura
ambiente para observar a separacdo de fases como um indicativo de estabilidade. No
estudo, foi possivel observar que dos 4 dleos essenciais utilizados para a formulacdo
das emulsdes, o de Schinus terebinthfolius separou fases em todas as combinagdes,

enquanto que nos demais 6leos essenciais ndo houve separacao de fases.
Exemplo 4: Avaliacdo das caracteristicas organolépticas

[0032] Apos avaliagcdo da separacado de fases, foi realizada a analise das caracteristicas
organolépticas (avaliacdo macroscopica) de todas as emulsdes, exceto as de Schinus
terebinthfolius devido a separacédo de fases de todas as amostras. Esta etapa consistiu
em uma analise fisica macroscopica a fim de determinar as melhores emulsdes
estabilizadas quanto a Aspecto, Cor e Odor de acordo com o protocolo da ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 1 vol., 1 ed., 52 p., Brasilia, 2004). Para
aspecto foi analisado Fase de dispersdo: Homogénea (HM) ou Heterogénea (HT);
Consisténcia: Fluido (FL), Pouco espesso (PE), Espesso (E) ou Muito espesso (ME);
Opacidade: Translucido (TR), Pouco Opaco (PO) ou Opaco (O); e Grumos: Presenca
(PR) ou Ausente (AU). Para Odor E Cor foi analisado Presenca (PR) ou Auséncia (AU)
gue quando presente foi classificado em Modificado (MO), levemente modificado (LM)

ou Sem alteracdo (SA) em relacdo ao 6leo.

[0033] De acordo com a observacdo macroscopica foi possivel observar que todas as
formulacbes se mostraram homogéneas. Também foi observado que todas as
formulacdes apresentaram consisténcia fluida, exceto a CC4 e PA4 que se mostraram
pouca espessas. Ainda, quanto a opacidade, apenas as amostras CCl e CS2 se
mantiveram transllcidas. Apenas a amostra CS3 apresentou grumos em sua
composicdo. O odor esteve presente em todas as amostras, visto que os Oleos
essenciais apresentam aromas variados, porém nas amostras PA1 e PA3 o odor foi
modificado. A cor, também presente em todas as amostras, foi modificada em todas elas
sendo levemente modificada em CS1 apenas.

[0034] De acordo com os dados obtidos, as melhores emulsdes foram: Carum carvi
(CC1) com 0,5 g de dleo, 1,0 g de tween 80 e 3,5 de solugdo tampéo + L-T4, por se
apresentar homogénea, fluida, translicida e sem modificacdo de odor; Citrus sinensis

(CS2) com 0,5 g de bleo, 1,0 g de tween 80 e 3,5 de solucdo tampao + L-Ts, por se
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apresentar homogénea, fluida, translicida e sem modificacdo de odor; e Piper aduncum
(PA4) com 0,5 g de dleo, 0,5 g de tween 80, 0,5 de span 80, e 3,5 de solugcdo tampéao +

L-T4 por se apresentar homogénea, fluida, pouco opaca e sem alteracédo de odor.

Exemplo 5: Efeito das variaveis fisicas de tempo e velocidade de agitacdo no

Tamanho, indice de Polidisperséo e Potencial Zeta das emulsées

[0035] De acordo com os resultados obtidos no Exemplo 4, apenas as emulsdes que
apresentaram as melhores caracteristicas organolépticas (andlise macroscopica)
seguiram para elaboracdo do planejamento fatorial de dois niveis (3 x 22), com o objetivo
de analisar o efeito das variaveis Tempo e Velocidade de agitacdo na formacdo das

vesiculas.

[0036] Na variavel Tempo foi utilizado 1 hora, 1 hora e 30 minutos, e 2 horas. Enquanto
na variavel Velocidade de agitacdo utilizamos 282 g, 635 g e 1129 g. As nanoemulsdes
foram diluidas em &gua ultrapura para entdo serem submetidas a andlise, reduzindo
assim a sua turbidez. Foram avaliados o tamanho médio (nm), indice de polidisperséao
(PDI) e potencial zeta (mV) das vesiculas de dleo pela técnica de espectroscopia de
correlagdo de fétons padréo (PCS) fixado 90° a 25 °C utilizando um Zetasizer Nano ZS
(Malvern, UK) (CADENA et al., BBA, 1828:309-316, 2013; RIQUELME et al., Food Sci,
Technol., 111: 760-766, 2019).

[0037] As andlises foram realizadas por 4 repeticdes e mais 3 pontos centrais para cada
amostra, de acordo com o planejamento fatorial, e os resultados obtidos foram:
Nanoemulsfes contendo Oleo essencial de Carum carvi variaram de 218,5 a 408,6 para
tamanho médio (nm), de 0,257 a 0,409 para PDIl e de -12,5 a -22,7 para potencial zeta.
Nanoemulsfes contendo 6leo essencial de Citrus sinensis variaram de 200,2 a 401,9
para tamanho médio, de 0,113 a 0,460 para PDI, e de -12,9 a 21,3 de potencial zeta.
Nanoemulsfes contendo 6leo essencial de Piper aduncum variaram de 326,9 a 631,3

para tamanho médio, de 0,113 a 0,460 para PDI, e de -30,6 a 39,1 para potencial zeta.

[0038] Diante dessas informagdes, as emulsbes produzidas se caracterizam como
nanoemulsdes, uma vez que os tamanhos de suas vesiculas foram inferiores a 500 nm
(SINGH et al., J. Control. Release, 252: 28-49, 2017), exceto em amostras contendo o
6leo essencial de Piper aduncum. Adicionalmente, para o indice de polidispersédo (PDI),
uma medida que caracteriza a homogeneidade do tamanho das vesiculas, é preferivel

gue os valores estejam abaixo de 0,7. Estando os valores proximos a 0,3 € indicativo de
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boa homogeneidade (CADDEO et al. Int. J. Pharm., 363(1-2), 183-191, 2008). Valores
proximos a 0,3 foram obtidos em todas as nanoemulsdes. Em relagdo ao potencial zeta
(C - mv), todas as nanoemulsbes apresentaram o0 potencial negativo, com valores
proximos a -20 mV. Ainda, apenas as nanoemulsfes de Piper aduncum apresentaram
valores proximos a -30 mV. Torna-se importante destacar que em nenhuma formulagéo
houve o0 acréscimo de agentes de carga, visando assim simplificar o processo de
producéo. Baseado nas informacdes acima, consideramos que nanoemulsdes com
menor Tamanho, menor PDI e maior Potencial Zeta foram as mais eficientes para a atual
proposta, e que passardo para a etapa de avaliagdo da atividade antioxidante. Desta
forma, para a nanoemulsdo de Carum carvi a amostra 2 foi selecionada, para Citrus

sinensis foi escolhida a amostra 5, e para Piper aduncum a amostra 11.
Exemplo 6: Teste de Estabilidade Preliminar — Caracteristicas Organolépticas

[0039] O teste de estabilidade preliminar consiste em submeter as formulacfes a
condi¢des de estresse visando acelerar o surgimento de possiveis sinais de instabilidade
baseando-se nos protocolos da ANVISA adaptados (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 1 vol., 1 ed.,, 52 p., Brasilia, 2004). As amostras foram preparadas e
armazenadas em recipientes fechados com tampa de boa vedacéo, contendo um head
space equivalente a um terco da capacidade total do recipiente, afim de permitir
possiveis trocas gasosas. As nanoemulsdes utilizadas foram as mesmas preparadas
para a andlise do efeito das variaveis fisicas de tempo e velocidade de agitacdo do
exemplo 5. Essas amostras foram submetidas a estudos de aquecimento, resfriamento
e congelamento durante 24 horas. Todas as nanoemulsdes foram observadas e
comparadas por suas caracteristicas organolépticas apds serem retiradas dos
equipamentos e chegarem a temperatura ambiente. Os dados destas andlises sé&o

observados na tabela a seguir.

[0040] Tabela 4. Aspectos organolépticos decorrentes dos diferentes estresses térmicos

provocados nas nanoemulsoes.

Centrifugacéo 1210 g /30 min

Aspecto
Amostra Fase de . . . Odor Cor
] . Consisténcia | Opacidade Grumos
dispersao
CC1 HM FL o] AU PR/MO PR/MO

cCc2 HM FL PO AU PR/LM PR/MO
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CC3 HM FL O AU PR/MO PR/MO
cc4 HM FL O AU PR/SA PR/MO
CC5 HM FL 0] AU PR/LM PR/MO
Cs1 HT FL O AU PR/MO PR/MO
CSs2 HT FL O AU PR/MO PR/MO
CSs3 HT FL o] AU PR/LM PR/MO
Cs4 HT FL o] AU PR/MO PR/MO
Cs5 HT FL o] AU PR/LM PR/MO
PA1 HM FL o] AU PR/MO PR/MO
PA2 HT FL o] AU PR/SA PR/MO
PA3 HT FL O AU PR/SA PR/MO
PA4 HT FL O AU PR/SA PR/MO
PAS5 HT FL o] AU PR/SA PR/MO

Resfriamento 5+2°C

Aspecto

Amostra Fase de — _ Odor Cor
dispersdo Consisténcia | Opacidade Grumos
cc1 HT FL PO AU PR/MO PR/MO
cc2 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
CC3 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
Ccc4 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
CC5 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
Cs1 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
CSs2 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
Cs3 HT FL PO AU PR/MO PR/MO
CS4 HT FL TR AU PR/LM PR/MO
CS5 HT FL PO AU PR/LM PR/MO
PA1 HM PE o] AU PR/SA PR/MO
PA2 HM PE O AU PR/MO PR/MO
PA3 HM PE O AU PR/MO PR/MO
PA4 HM PE o] AU PR/SA PR/MO
PAS5 HM PE o] AU PR/MO PR/MO
Congelamento -20+2°C
Aspecto
Amostra Fase de . . ' Odor Cor
dispersao Consisténcia | Opacidade Grumos

cc1 HT FL LO AU PR/MO PR/MO
cc2 HT FL LO AU PR/LM PR/MO
CC3 HT FL LO AU PR/LM PR/MO
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cc4 HT FL LO AU PR/SA PR/MO
CC5 HT FL LO AU PR/LM PR/MO
Cs1 HM FL O AU PR/LM PR/MO
CSs2 HM FL O AU PR/LM PR/MO
CSs3 HM FL O AU PR/LM PR/MO
Cs4 HM FL o] AU PR/LM PR/MO
CS5 HM FL o] AU PR/LM PR/MO
PA1 HM PE O AU PR/SA PR/MO
PA2 HM PE o] AU PR/SA PR/MO
PA3 HM E o] AU PR/SA PR/MO
PA4 HM PE O AU PR/LM PR/MO
PAS5 HM PE O AU PR/SA PR/MO

Aquecimento 37+2°C

Aspecto

Amostra Fase de _ _ _ Odor Cor
dispersio Consisténcia | Opacidade Grumos

CcC1 HT FL TR AU PR/MO PR/MO
CcC2 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
CC3 HT FL TR AU PR/LM PR/MO
cc4 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
CC5 HM FL TR AU PR/MO PR/MO
Cs1 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
CSs2 HT FL TR AU PR/LM PR/SA
CSs3 HT FL TR AU PR/LM PR/SA
Cs4 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
CS5 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
PA1 HM PE O AU PR/SA PR/MO
PA2 HM E o] AU PR/MO PR/MO
PA3 HM PE O AU PR/MO PR/MO
PA4 HM E O AU PR/MO PR/MO
PAS5 HM PE o] AU PR/MO PR/MO

Aquecimento 40+ 2 °C

Aspecto

Amostra Fase de — _ Odor Cor
disperso Consisténcia | Opacidade Grumos

CcC1 HT FL TR AU PR/MO PR/MO
CcC2 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
CC3 HT FL TR AU PR/LM PR/MO
Cc4 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
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CCh HM FL TR AU PR/MO PR/MO
Cs1 HM FL TR AU PR/LM PR/SA
CS2 HM FL TR AU PR/LM PR/SA
Cs3 HM FL TR AU PR/LM PR/SA
Cs4 HM FL TR AU PR/SA PR/SA
CS5 HM FL TR AU PR/SA PR/SA
PA1 HM PE o] AU PR/LM PR/MO
PA2 HM E o] AU PR/LM PR/MO
PA3 HM PE o] AU PR/LM PR/MO
PA4 HM E o] AU PR/LM PR/MO
PA5 HM PE o] AU PR/MO PR/MO
Aquecimento 50+ 2 °C
Aspecto
Amostra Fase de — . Odor Cor
dispersdo Consisténcia | Opacidade Grumos
CC1 HT FL TR AU PR/MO PR/MO
CcC2 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
CC3 HT FL TR AU PR/LM PR/MO
CC4 HM FL TR AU PR/LM PR/MO
CCh HM FL TR AU PR/MO PR/MO
Cs1 HT FL TR AU PR/LM PR/SA
CS2 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
CSs3 HT FL TR AU PR/LM PR/SA
Cs4 HT FL TR AU PR/SA PR/SA
CS5 HT FL TR AU PR/LM PR/SA
PA1l HM E o] AU PR/MO PR/MO
PA2 HM E o] AU PR/LM PR/MO
PA3 HM E o] AU PR/SA PR/MO
PA4 HM E 0 AU PR/LM PR/MO
PAS5 HM E 0 AU PR/LM PR/MO

[0041] Apds passagem por todas as etapas de estresse propostas pelo teste de

estabilidade preliminar, os resultados foram apresentados conforme permanéncia da

homogeneidade das amostras uma vez que essa seria a condi¢do ideal de estabilidade

para a nanoemulsdo. Assim sendo, 0s nossos dados

revelaram que para as

nanoemulsdes de C. carvi, a homogeneidade foi observada em todas as amostras apos

a centrifugacdo, e nas amostras 2, 4 e 5, nas 3 diferentes temperaturas de aguecimento

(37, 40 e 50 °C). Para as nanoemulsfes de C. sinensis, a homogeneidade foi observada

em todas as amostras apds congelamento e aquecimento a 40 °C. Por fim, para as
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nanoemulsdes de P. aduncum, a homogeneidade foi observada na amostra 1 apds
centrifugacdo, e em todas as amostras apos resfriamento, congelamento, e nas 3
diferentes temperaturas de aquecimento (37, 40 e 50 °C). Acrescentamos ainda que
todas as nanoemulsdes nédo apresentaram grumos em condicdo de estresse. Apenas
nanoemulsdes contendo 6leo essencial de P. aduncum apresentaram consisténcia
variando de pouco espessa para espessa nas condicdes de estresse, exceto na

centrifugacédo, bem como apresentaram opacidade em todas as condi¢cdes.
Exemplo 7: Analise da atividade antioxidante das nanoemulsfes

[0042] Para esta andlise foram utilizadas as nanoemulsfées de Carum carvi contendo 0,5
g de dleo, 1,0 g de tween 80, 3,5 g de solucdo tampao contendo L-Ta ; Citrus sinensis
contendo 1,0 g de dleo, 1,0 g de tween 80, 3,0 g de solucdo tampédo contendo L-Ts ;
Piper aduncum contendo 0,5 g de éleo, 0,5 g de tween 80, 0,5 g de span 80, 4,0 g de
solucdo tampéo contendo L-T4 (as mesmas utilizadas no exemplo 5). A atividade
sequestradora de radicais livre DPPH e ABTS'+ das nanoemulsdes foi realizada
seguindo a metodologia de Silva et al. (2006) (SILVA et al. J. Food Compost. Anal., 19,
507-511, 2006) e RE et al. (1999) (RE et al. Free Radic. Biol. Med., 26, 1231-1237,
1999), respectivamente. As nanoemulsfes apos preparadas foram diluidas em etanol e
testadas para os radicais DPPH" e ABTS +, com as concentra¢fes variando entre 0,5 a
500,0 pg/mL. Nos testes DPPH e ABTS'+ as amostras foram protegidas da luz e
sonicadas (Poténcia 40kHz). Para DPPH" a sonicagdo durou 30 min, enquanto para e
ABTS + durou 6 min. A avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres nos testes
DPPH’" e ABTS +, foi realizada através da medida das absorbancias das amostras e dos
controles positivos em comprimentos de onda de 517 nm e 734 nm, respectivamente,
em um dispositivo UV-vis (Biochrom EZ Read 2000). O &cido ascorbico e o Trolox foram
usados como antioxidante de referéncia (controle positivo) e todas as concentracdes
foram testados em triplicata. A porcentagem de atividade de sequestro (% AS) tanto para
DPPH’ quanto para ABTS + foi calculada a partir da equagéo: %AS =100 x (AbScontrole —
AbSamostra)/AbScontrole. Onde Abscontrole € @ absorbancia do controle contendo apenas a
solugédo de DPPH/ABTS + em etanol e Absamostra € a absorbancia do radical na presenca
da amostra ou do &cido ascérbico/Trolox padrdo. A eficiéncia anti-radicalar foi
estabelecida por andlise de regresséo linear e o intervalo de confianca de 95% (p <0,05)
obtido pelo programa estatistico GraphPad Prism 5.0. Os resultados foram expressos

através do valor da Concentracdo Efetiva média (CE50), que representa a concentracdo
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da amostra necesséria para sequestrar 50% dos radicais. Todas as nanoemulsdes
contendo Oleos essenciais se mostraram ativas nos testes antioxidantes. No teste de
DPPH o melhor resultado foi observado para a nanoemulséo contendo o 6leo de C. carvi
(CE50 = 204,3 pg/mL). Ja no teste com o radical ABTS, a nanoemulsdo contendo o 6leo
de P. aduncum (CE50 = 156,6 pg/mL) apresentou o melhor resultado. Esses resultados
observados para as espécies C. carvi e P. Aduncum podem ser justificados pela
presenca de compostos oxigenados em suas composi¢cdes. Com isso, € possivel concluir

gue essas nanoemulsdes apresentam atividade antioxidante.
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REIVINDICACOES

1. “PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ASSOCIADOS A LEVOTIROXINA” caracterizado por um método de
obtencédo de nanoemulsdes 6leo/dgua (O/A) possuindo tamanho inferior a 500 nm, onde
a fase aguosa é composta por tampéo fosfato na faixa neutra e levotiroxina sddica, sendo
esta vertida suavemente na fase oleosa formada por 6leos essenciais compreendendo
Carum carvi, Citrus sinensis e Piper aduncum, ainda tendo na fase oleosa tensoativo que
confere estabilidade compreendendo o monooleato de sorbitano 80 e o polisorbato 80,
podendo estas nanoemulsdes serem incorporadas em formulacdes farmacéuticas de

uso comercial.

2. ‘PROCESSO DE OBTEN(;AO DE NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ASSOCIADOS A LEVOTIROXINA®, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pela fase oleosa ser preparada pela adicdo do monooleato de sorbitano

80 e polisorbato 80 no dleo essencial sob suave agitagéo.

3. “PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ASSOCIADOS A LEVOTIROXINA’, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pela fase aquosa ser preparada pela adicéo de levotiroxina a um tampéao

fosfato na faixa neutra.
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RESUMO

“PROCESSO DE OBTENCAO DE NANOEMULSOES A BASE DE OLEOS
ESSENCIAIS ASSOCIADOS A LEVOTIROXINA”

A presente invengdo descreve um processo de obtencdo de nanoemulsfes odleo/agua
(O/A) contendo a associacéo de levotiroxina sodica e 6leos essenciais, produzidas por
um processo de emulsificacdo sob agitacdo, com a fase aquosa sendo vertida sob
gotejamento na fase oleosa. Esta associacdo visa melhorar a eficacia do farmaco
comercial uma vez que o0s Oleos utlizados apresentam atividade antioxidante
comprovadamente descrita. A invengcdo compreende a formulacdo de vesiculas com
tamanhos inferiores a 500 nm. Ainda, a esta nanoemulsdo pode ser incorporada em
formas farmacéuticas de uso comercial. O produto final a partir da nanoemulséo pode

ser usado na terapéutica humana e animal.
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Abstract The toxic effects of thyroxine (T4F),
levothyroxine (L-T,), and thyroxine complexed into
[3-cyclodextrin (3-CD-Ty) on the biological parameters
of tambaqui (Colossoma macropomum) were evaluated.
The animals were exposed to a chronic toxicity test
based on concentrations of influent (60 ng/L) for
2 months. Weight, total length, animal behavior, oxygen
consumption, photopic electroretinogram (ERG), and
the Flicker exam were evaluated. No significant differ-
ences were observed (p >0.05) on the weight and total
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When present in the aquatic environment, the thyroid hormones as thyroxine (T,) and
its synthetic form, levothyroxine (L-T,4) are considered endocrine disruptors (EDs). Due
to limitations of removal in wastewater treatment systems, these compounds persist in
the aquatic environment. In the literature were found the environmental concentrations
in influent of 64 ng/L (T4) and 347 ng/L (L-T4). Fish can be used as indicators of
environmental health and are classified as good experimental models for toxicological
studies. In this framework, the objective of this study was to evaluate the toxic effects of
T, and L-T, as endocrine disruptors in embryological parameters of zebrafish. Acute
toxicity test was realized using D. rerio embryos exposed to environmental
concentrations of T, and L-T4 (n = 30 per group) according to OECD 236 guidelines.
The heart rate, mortality, and teratogenic effects as pericardial edema (Pe), yolk sac
edema (Yse), spine deformation (Sd), tail deformity (Td) and coagulation (Cg) were
evaluated. The analysis of the results of the acute toxicity test with embryos showed a
significant (p < 0.05) increase in the heart rate after 24 and 48 hpf in the animals
exposed to T, and L-T,4 in 48 hpf. However, it was observed a reduction in the heart rate
after 72 hpf in the group exposed to T,, but this effect was not observed in the group
exposed to L-T, Regarding mortality, it was observed 3.33% of mortality rate in all
groups studied. It was not observed teratogenic effects in the animals exposed to T, and
L-T4. According to these results, it was possible to observe the toxicity effects of these
compounds only in the heart rate in the environmental concentrations, and T, showed
more toxicity than L-T, in the studied parameters.

KEYWORDS: “Endocrine disruptor”;  “Thyroid hormone”; “Teratogenicity”;
“Embryos”; “Fish”.
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Disruptores enddcrinos (DEs) sdo residuos quimicos presentes no ambiente oriundos de
atividade humana, por exemplo, excretas e descarte indevido de medicamentos vencidos ou
sobras, e que podem ocasionar alteracbes morfologicas e fisiologicas em organismos. Dentre
estes DEs, a amiodarona — um dos farmacos mais utilizados pela populagdo mundial para o
tratamento de distdrbios graves de desregulacdo do ritmo cardiaco — esté presente em ambientes
aquaticos em concentracdo aproximada de 555 ng/L. Por participarem do ecossistema aquatico,
0s peixes como a espécie Danio rerio (zebrafish) podem ser utilizados como indicadores de
salde ambiental e sdo classificados como bons modelos experimentais para estudos
toxicoldgicos, inclusive para estudos com DEs. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho
foi avaliar qualitativamente os efeitos teratogénicos cardiopaticos (Edema de Pericardio — Ep e
Coagulacdo — Cg) da amiodarona em embribes de Zebrafish expostos a concentracédo ambiental
do farmaco. Obteve-se a licenga CEUA/UFRPE n° 056/2018 para o desenvolvimento desta
pesquisa. Teste de toxicidade aguda foi realizado com amiodarona utilizando embrides de D.
rerio de acordo com as diretrizes da OCDE 236. Foram utilizados 2 grupos (n = 10 com
triplicatas auténticas), um grupo controle e outro exposto a amiodarona. Nao foram observados
efeitos teratogénicos Ep e Cg nos embrides nas primeiras 24h de experimentacio. As 48 e 72
hpf foi observado Cg e Ep. Além disso, apenas Ep foi observado as 96 hpf. Deacordo com os
resultados apresentados, foi possivel observar origem ao Ep devido ao desvio de fluxos para o
espagco intersticial do epitélio cardiaco do zebrafish em desenvolvimento e também foi possivel
observar a formacdo de coagulos. Ambos os efeitos observados provavelmente foram
ocasionados devido as propriedades toxicas da amiodarona. Dessa forma, este estudo fornece
base para estudos posteriores dos efeitos da amiodarona como um DE.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Farmacos; Teratogenicidade; Peixe.
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