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(57) Resumo: OLEO ESSENCIAL FOLIAR DE CALYPTRANTHES DARDANOI MATTOS
(MYRTACEAE) COMO AGENTE ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO. A presente invencao
descreve a composi¢do quimica encontrada no 6leo essencial foliar de C. dardanoi obtido a partir de
dois dominios fitogeograficos (Floresta Atlantica e Caatinga). Para tanto, o 6leo essencial foi extraido
em condicBes especiais de hidrodestilacdo por arraste a vapor em aparelho do tipo Clevenger. Os
componentes majoritarios encontrados em C. dardanoi da Floresta Atlantica (FA) foram: (E) -
Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno (9,09%) e Beta-Elemeno (5,29%) e no 6leo
essencial de C. dardanoi oriundo da Caatinga (CA): (E) -Cariofileno (15,59%), cis-calameneno
(11,40%), Germacreno-D (10,22%) e Alfa-Humuleno (9,86%). Os componentes encontrados na
composicdo quimica apresentam grande relevancia para as indastrias que fazem uso das propriedades
antioxidantes e anti-inflamatoéria evidenciadas. A invencéo indica o OE de C. dardanoi (FA e CA) como
uma fonte natural promissora de substancias quimicas, compostos com baixos efeitos colaterais, que
garante a seguridade para uso medicinal além de possuir potencial antioxidante e antiinflamatorio.

~ CA100mgiKg
- CA 200 mgiKg
o FAS)mgiKg
& FA100mg/Kg
& FA200mg/Kg

‘Tamanho do Edema (mm)
g H




1/11

OLEO ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE)
COMO AGENTE ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO

Campo dainvencao

[001] A presente invencgdo trata-se de o processo de obten¢do do 6leo essencial foliar
de Calyptranthes dardanoi (Myrtaceae) a partir de dois dominios fitogeograficos (Mata
Atlantica e Caatinga) e seu potencial biotativo. O 6leo essencial da espécie obtido da
Floresta Atlantica (FA) apresentou como componentes majoritarios o (E) -Cariofileno
(47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno (9,09%). Enquanto que o0s
componentes majoritarios do Oleo essencial foliar oriundos da Caatinga (CA)
encontrados foram: (E) -Cariofileno (15,59%), cis-calameneno (11,40%), Germacreno-D
(10,22%), a-Humuleno (9,86%). Os resultados sugerem que o Oleo essencial de C.
dardanoi obtido de Floresta Atlantica e Caatinga é detentor de diversas aplicacbes em
algumas éareas, sao elas: alimenticia, farmacéutica e da cosmética por ser uma fonte

promissora de constituinte antioxidante, anti-inflamatério e ndo toxico.

Fundamentos da Invencao

[002] Muitas plantas sao utilizadas de maneira indireta na medicina popular sendo essa
pratica estendida através de séculos. Essa pratica despertou na comunidade cientifica
um grande interesse em ampliar o conhecimento de forma multidisciplinar através das
areas da etnoboténica, fitoquimica e farmacologia, a fim de buscar subsidios que possam
classificar a utilizacdo ou a nédo utilizacdo da espécie como medicamentosa (MACIEL et
al., 2002).

[003] Os Oleos essenciais sdo agentes terapéuticos e constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis que séo responsaveis pelo odor aroméatico de diversas
plantas (COSTA et al.,, 2008). No nordeste do Brasil, a Caatinga (Floresta Tropical

Sazonalmente Seca) apresenta-se como um dominio fitogeografico promissor para o
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estudo de plantas medicinais como possiveis fontes de moléculas com atividade
farmacologica, e isso se deve as condicdes especificas de clima, solo, localizacdo

geografica, exposicao a luz solar e temperatura.

[004] A Floresta Atlantica também representa um importante dominio fitogeografico
brasileiro que possui elevada biodiversidade, devido as variacdes de relevo, regimes
pluviométricos e unidades fitogeograficas (RAMBALDI et al., 2003; PINTO et al., 2006).

[005] Tanto na Caatinga como na Floresta Atlantica inUmeras espécies endémicas
possuem um potencial medicinal subexplorado. A necessidade pela busca de
tratamentos mais eficazes, acessiveis e de facil obtencdo vem crescendo ha alguns
anos, este fato é atribuido devido ao interesse pela pesquisa de novas substancias
bioativas que sao derivadas de produtos naturais (MEOT-DUROS et al., 2008; SILVA-
CARVALHO et al., 2015), e, entre essas substancias se encontram os 6leos essenciais.

[006] Os dbleos essenciais oriundos das plantas medicinais e aromaticas, sdo detentores
de muitas potencialidades, além das atividades bioldgicas que lhes séo atribuidas:
antioxidantes, bactericidas, fungicidas, antivirais, antiparasitarias, inseticidas, anti-
inflamatérias. Dentre essas citadas, o potencial antioxidante e anti-inflamatério
evidenciado em algumas espécies sao de grande interesse para as industrias alimentar,
cosmética e farmacéutica (BAKKALI et al., 2008; EDRIS, 2007; MIGUEL, 2010;
ZUZARTE et al., 2011).

[007] Os Oleos essenciais e seus constituintes possuem propriedades terapéuticas que
Ihes sé&o conferidas, pela acdo de algum dos seus diversos constituintes ou pelo
sinergismo entres eles (PROENCA DA CUNHA et al., 2010). Portanto, por muitas vezes
a bioatividade dos 6leos essenciais € devida ndo apenas a um componente, mas sim a

acao combinada entre 0os seus constituintes.

[008] Diversas plantas arométicas que sao amplamente utilizadas na medicina

tradicional nunca foram caracterizadas quimicamente, tampouco foram submetidas a
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avaliacdes do potencial bioativo que possuem. Todavia, torna-se imprescindivel a busca
pelo conhecimento nesta area de conhecimento, de forma que essas espécies de plantas
medicinais possam vir a serem utilizadas tendo por base critérios de qualidade, eficicia
e seguranca toxicolégica (RODRIGUES, 2014).

[009] Inumeros estudos vém demonstrando a potencialidade e a eficacia das plantas
medicinais no combate a diversas doencas, entretanto existem sérios problemas em
relacdo ao uso indiscriminado de produtos de origem vegetal. O principal deles é o fato
da populacdo subestimar a toxicidade de plantas medicinais acreditando que nao
apresentam efeitos toxicos ao organismo (FERREIRA-MACHADO et al.,, 2014,
RODRIGUES et al., 2010).

[0010] Os dleos volateis, sdo capazes de eliminar alguns radicais livres, principalmente
agueles que possuem compostos com um ou mais grupos hidroxila (OH) ligados ao anel
aromatico, instauracdes e elétrons disponiveis para serem doados (CARVALHO, 2004).
Além disso, eles podem atuar como agentes anti-inflamatdrios, uma vez que a resposta
inflamatoria estd relacionada ao poder oxidativo que ocorre em diversas ceélulas

(mondcitos, neutrofilos, eosindfilos e macrofagos).

[0011] A atividade anti-inflamatdria que é evidenciada em alguns 6leos essenciais pode
ser atribuida ndo apenas a sua atividade antioxidante, como também as suas interacdes
com cascatas de sinalizacao intracelular que consequente aumentam da expressao de

genes proé-inflamatérios, que sdo denominadas citocinas (MIGUEL, 2010).

[0012] As plantas medicinais e seus metabdlitos sdo muito utilizados na medicina popular
para o tratamento de diferentes condi¢bes inflamatorias (SILVEIRA E SA et al., 2013).
Neste sentido, a utilizacdo de farmacos anti-inflamatorios constitui uma ferramenta eficaz

na prevencao ou tratamento de doencgas associadas a um componente inflamatério.

[0013] Analisando o grande percentual de plantas que ainda néo foram cientificamente

estudadas, ou que sdo desconhecidas, existe um consideravel nimero de espécies e
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compostos bioativos a serem explorados. O Brasil é detentor de quase um terco do total
da flora mundial além de possuir grande biodiversidade, indicando, portanto, um caminho

a ser explorado na classe de compostos fitoquimicos (GRANATO et al., 2013).

[0014] ApGs a realizagdo de uma busca detalhada pelos pedidos de patentes com o
género Calyptranthes foi observado que ndo possui nenhum registro do género e nem
da espécie C. dardanoi, acerca do processo de obtencéo do 6leo essencial, composicao
guimica e o potencial bioativo. Sendo feita a busca por registros de patentes da familia
Myrtaceae, foram encontrados alguns registros de Eugenia uniflora L
(BR1020160250064), Campomanesia guazumifolia  (Cambess.) O. BERG
(BR1020120177889), Eugenia pyriformis Cambess (BR1020120152452), Myrcia
multifora e Myrcia uniflora (P10001842-2). Portanto, s6 foi possivel identificar registros da
familia vegetal, sendo de grande importancia o conhecimento do perfil quimico do éleo
essencial foliar de Calyptranthes dardanoi Mattos ainda bem como, suas potencialidades

bioativas associadas ao género.

Vantagens da Invencado

[0015] O 6leo essencial de C. dardanoi obtido de Floresta Atlantica e Caatinga demonstra
ser uma fonte promissora de constituinte antioxidante, sendo de grande interesse na
pesquisa de novas de moléculas com possivel impacto em doencas que apresentam o

estresse oxidativo como fenomenologia basica.

[0016] Além de possuir propriedades anti-inflamatorias reduzindo significativamente a
inflamac&o nos testes realizados, corroborando com a caracterizacdo quimica do 6leo
essencial, uma vez que, alguns dos componentes majoritarios presentes na composi¢cao
(cariofileno, germacreno D e a-Humuleno) sao agentes anti-inflamatorios, onde, além de

acOes anti-inflamatdrias, podem ter acdo analgésica, antipirética e antioxidante.

[0017]E sobretudo, ndo téxico, ndo causando alteracbes nos niveis séricos dos
parametros hematoldgicos (Leucécitos, Hemacias, Hemoglobina, Hematdcrito, VCM,
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HCM, CHCM, RDW, Linfocito, Mondcito e Granulocito) e bioquimicos (Creatinina,
Colesterol Total, Glicose, ALT, AST, Ureia). Pode-se ressaltar que nenhuma mortalidade
foi observada, com DLso > 2000 mg/Kg; classificando o 6éleo essencial de C. dardanoi
(FA e CA) como seguro, de acordo com as diretrizes da OCDE (2001).

Breve Descricdo da lnvencao

[0018] A presente invencao resultou em uma composi¢cdo quimica do 6leo essencial
semelhante entre os dois dominios fitogeograficos onde foram obtidos. Os componentes
majoritarios encontrados em C. dardanoi da Floresta Atlantica (FA) foram: (E) -
Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno (9,09%), B-Elemeno
(5,29%), bicyclogermacreno (3,99%) e oxido de cariofileno (2,78%). Enquanto que para
0 Oleo essencial de C. dardanoi oriundos da Caatinga (CA) apresentou como
componentes majoritarios: (E) -Cariofileno (15,59%), cis-calameneno (11,40%),
Germacreno-D (10,22%), a-Humuleno (9,86%), bicyclogermacreno (9,62%) e B-Elemeno
(4,56%). Além disso, o Oleo essencial ndo apresentou toxicidade e sdo fontes de

potenciais antioxidantes e anti-inflamataorios.

Breve descricdo das Figuras

Figura 1 — Representante de Calyptranthes dardanoi. Figura 2 — Demonstracdo do
processo de obtengdo do 6leo essencial. Figura 3 — Rendimento percentual do Oleo
essencial foliar de Calyptranthes dardanoi (FA e CA). Figura 4 — Composicéo quimica do
oleo essencial de Calyptranthes dardanoi ocorrente na Floresta Atlantica (FA) e na
Caatinga (CA). Figura 5 — Atividade Antioxidante Total do O6leo essencial de
Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) em relacéo
ao acido ascorbico. Figura 6 — Resposta anti-inflamatoria do tratamento com o 6leo
essencial de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga

(CA) avaliado pelo método de Edema de Pata induzido por Carragenina.
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Figura 7 — Concentracéo peritoneal de TNF-a em camundongos tratados com o 0leo
essencial foliar de Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e
Caatinga (CA). Figura 8 — Efeito do 6leo essencial foliar de Calyptranthes dardanoi
ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA) (2000mg/Kg) administrado por via
oral sobre os parametros hematologicos dos camundongos Mus musculus fémeas
tratadas por 14 dias consecutivos. Figura 9 — Efeito do 6leo essencial foliar de
Calyptranthes dardanoi ocorrentes na Floresta Atlantica (FA) e Caatinga (CA)
(2000mg/Kg) administrado por via oral sobre os parametros bioquimicos dos

camundongos Mus musculus fémeas tratadas por 14 dias consecutivos.

Descricdo detalhada da Invencao

[0019] As folhas de Calyptranthes dardonoi foram coletadas no Parque Nacional Vale do
Catimbau, Buique - PE (Caatinga) e na Usina S&o José, Igarassu - PE (Floresta
Atlantica), ambas no ano de 2018 (Figura 1). A espécie foi identificada e depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima — IPA com o voucher: 92921 (Vale do Catimbau) e
93554 (Usina Sao Jose).

[0020] ApGs a coleta, o material foi seco em temperatura ambiente e posteriormente
triturado para atingir baixa granulometria. A extracdo do Oleo essencial das folhas foi
realizada por meio do processo de hidrodestilagao por arraste a vapor em aparelho do
tipo Clevenger. As folhas da planta secas foram submetidas ao processo de
hidrodestilagdo na proporcdo de 1:15 material vegetal: 4gua (m/m), durante 4 horas
(PEREIRA et al., 2011) (Figura 2). Ap6s 4 horas de extracdo, o 6leo essencial extraido
foi armazenado em frasco do tipo &mbar a temperatura de -15 °C. Ao final da extracao,
foi obtido um 6leo transparente e limpido com rendimento percentual médio de 0,23% +
0,03 para as coletas realizadas na Floresta Atlantica (FA) e 0,33% % 0,05 para as
amostras provenientes da Caatinga (CA). O 6leo essencial foliar da espécie apresentou
diferenca significativa (p> 0,02) em relag¢éo ao local de coleta (Figura 3), onde o 6leo de
CA apresentou um rendimento percentual maior quando comparado ao de FA. Essa

diferenca observada, se deve a fatores que influenciam diretamente o rendimento e a
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composicdo quimica, sao eles: a evolucdo das espécies, variacdes fisioldgicas,

condicBes ambientais e variacdes geografica (FIGUEIREDO et al., 2007).

[0021] Para a andlise quimica, 1 mg do 6leo essencial foi diluido em 1 mL de hexano
bidestilado e 1 yL da solucéo foi injetada em um cromatdgrafo gasoso acoplado a um
espectrometro de massas com analisador do tipo quadrupolo Agilent 5975C série
GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) equipado com uma coluna apolar
Agilent J&W HP-5 (60 m x 0,25 mm diametro interno; espessura do filme 0,25 ym)
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA). As amostras foram analisadas sob as
seguintes condicdes: temperatura inicial de 40 °C (mantida por 2 min), rampa de
aguecimento de 4 °C/min e temperatura final de 230 °C, que foi mantida por 5 minutos.
O hélio foi usado como gas de arraste a um fluxo 1 mL/min, mantido a uma pressao
constante de 7,0 psi. Os compostos eluidos da coluna cromatogréfica foram ionizados
por impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ionizacédo foi mantida a 230 °C e o quadrupolo
a 150 °C. Os espectros de massas foram obtidos no modo scan com velocidade de 0,5
scan por segundo, com faixa de varredura de m/z de 35 a 550. Uma aliquota de 1 pL de
cada 6leo essencial foi injetada em modo split 1:50. Os compostos foram identificados
por meio da andlise dos espectros de massa de cada pico cromatografico, comparacao
com padrdes auténticos e calculo de indices de retencdo. Foram calculados os indices
de retencdo linear dos componentes do Oleo utilizando-se os tempos de retencéo de
cada composto e os tempos de retencdo de n-alcanos (C9 a C25) analisados sob as
mesmas condi¢cdes. Os valores calculados foram comparados com os indices de
retencao publicados na literatura (Adams, 2007; NIST WebBook, 2014). A caracterizacao
guimica do oleo essencial foliar de C. dardanoi coletado na Floresta Atlantica (FA)
apresentou como componentes majoritarios: (E) -Cariofileno (47,80%), Germacreno-D
(10,07%), a-Humuleno (9,09%), B-Elemeno (5,29%), bicyclogermacreno (3,99%) e 6xido
de cariofileno (2,78%). Enquanto que para o 6leo essencial foliar de C. dardanoi oriundos
da Caatinga (CA) apresentou como componentes majoritarios: (E) -Cariofileno (15,59%),
cis-calameneno  (11,40%), Germacreno-D  (10,22%), a-Humuleno (9,86%),

bicyclogermacreno (9,62%) e B-Elemeno (4,56%) (Figura 4). A composi¢cdo quimica do
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Oleo essencial da espécie foi semelhante entre as diferentes areas de coleta, no entanto,
ha o destaque apenas para o cis-calameneno que foi encontrado apenas no oleo
essencial da espécie coletada na Caatinga. A composicao é semelhante a encontrada
no estudo realizado por Limberger et al. (2002), inclusive o cis-calameneno encontrado
no oleo essencial de C. dardanoi (11,40%) coletado na Caatinga, é encontrado em C.

concinna (10,3%).

[0022] A capacidade antioxidante total (CAT) foi baseada no método de Prieto et al.
(1999). 0,1 mL de 6leo essencial foi combinado com 1 mL da solucéo reagente (acido
sulfarico 0,6 M, Fosfato de s6dio 28 mM e molibdato de amoénio 4 mM). Os tubos com as
solucbes foram colocados em banho maria a 95 °C durante 90 minutos, depois foram
arrefecidas até a temperatura ambiente e a absorvéncia de cada amostra medida a 695
nm contra um branco (1 mL de reagente e 0,1 mL de metanol). A curva padrao foi
construida utilizando solucfes de acido ascérbico nas concentra¢des 100, 200, 300, 400,
500 e 600 ug/mL. Todas as analises foram realizadas em ftriplicata. A capacidade
antioxidante das amostras foi expressa em relacdo ao Acido Ascérbico (AA),
considerando sua absorbancia correspondente a 100% de atividade antioxidante. A
atividade antioxidante total do Oleo essencial de C. dardanoi apresentou diferenca
estatistica entre as amostras que foram coletadas na Floresta Atlantica - FA e na
Caatinga - CA (111,48% e 115,33%, respectivamente), como também quando
comparado ao acido ascorbico (100%) que € um padrao conhecido utilizado para avaliar
o potencial antioxidante (Figura 5). Essa diferenca significativa evidenciada se deve a
fatores de diferenca entre os locais de coleta, uma vez que, os metabdlitos secundarios
sdo influenciados por fatores externos como variacbes de temperatura, umidade,
exposicdo a radiacao ultravioleta (UV), entre outros (ATSA, 1989). No presente estudo é
possivel verificar que o ensaio realizado com o método de AAT% o 6leo essencial da
espécie demostra uma atividade antioxidante total maior que o padrdo (AA). Esse
potencial evidenciado é corroborado com 0s componentes majoritarios presentes na
composicdo quimica do OE (cariofileno, a-cubeno, B-elemeno, e a-Humuleno) que

guando presentes, conferem a espécie um potencial antioxidante.
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[0023] Para os testes de anti-inflamatoria, foram utilizados camundongos Swiss machos
e para avaliacdo da toxicidade aguda foram utilizados camundongos Swiss fémeas
(ambos com 60 dias e peso corporal entre 28g e 31g), provenientes do Departamento
de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) — Biotério do
Laboratério de  Farmacologia e  Cancerologia  Experimental  (LAFAC).
Os animais foram e mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica da mesma
instituicdo e receberam agua e racdo ad libitum, e foram mantidos em condi¢cdes
agradaveis de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60 + 1%), sob ciclo natural claro e
escuro de 12/ 12 horas. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em

Experimentacdo Animal da UFPE sob o processo n°0049/2019.

[0024] Para o teste de anti-inflamatéria com edema de pata induzido por carragenina,
foram utilizados camundongos (machos) que foram divididos em seis grupos com seis
animais cada. O edema de pata foi induzido por carragenina 2%, injetada em um volume
de 15 ylL/animal na regido subplantar da pata direita do camundongo (WINTER et al.,
1962) e 15 pL/animal de salina 0,9% na pata esquerda. Os animais foram pré-tratados
com: 6leo essencial de C. dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial de
C. dardanoi — CA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solucdo salina 0,9%) e
indometacina (20 mg/Kg, v.0.) 1 h antes das inje¢cdes subplantares. As concentracdes
foram definidas apoés a toxicidade aguda (2000mg/Kg). O volume da pata foi mensurado
por paquimetro por um periodo de 1, 2, 3, 4 e 5h apds a injecao (HUANG et al., 2012).
A inibicdo do edema foi calculada por (pataD-PataE). O 6leo essencial de C. dardanoi
oriundo de Floresta Atlantica e Caatinga (FA e CA) nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg,
reduziu cerca de 60% do edema de pata. Na concentracdo mais alta testada (200
mg/Kg), o 6leo essencial oriundo de Floresta Atlantica reduziu 67,42% o edema de pata,
enquanto que o 6leo essencial obtido da Caatinga reduziu 69,06% (Figura 6). Esses
resultados demonstram que o 6Oleo essencial da espécie possui propriedades anti-
inflamatdrias, reduzindo significativamente o edema de pata induzido por carragenina,
corroborando com a composicdo quimica do Oleo que possui compostos com

propriedades anti-inflamatérias (cariofileno, germacreno D e a-Humuleno).
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[0025] Para avaliacao do potencial anti-inflamatorio pelo teste de peritonite induzida por
carragenina, os camundongos (machos) foram separados em oito grupos de seis
animais cada, nos quais, os animais foram pré-tratados com: 6leo essencial de C.
dardanoi — FA (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), 6leo essencial de C. dardanoi — CA (50, 100
e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (solucdo salina 0,9%) e indometacina (20 mg/Kg, v.0.) 1 h
antes. As concentracdes foram definidas apos a toxicidade aguda (2000mg/Kg).
Posteriormente, foi realizada a indugao da peritonite aguda com carragenina 2%, injetada
em um volume de 15 plL/animal na regido peritoneal do animal (SOUZA; FERREIRA,
1985). Passado o periodo de 4 h de inducao da peritonite, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal lavada, injetando-se 3 mL de salina
estéril contendo 5 pyL/mL de heparina. Apdés massagem do peritbnio, a cavidade
peritoneal foi aberta através de uma incisdo longitudinal e o exsudato coletado em
condicOes assépticas, para a quantificacao do fator de necrose tumoral (TNF-a) realizada
a partir de kit (eBioscience, USA). Os resultados obtidos mostram uma reducdo na
expresséo do TNF-a de 48,44% (FA) e 45,59% (CA) na concentracéo de 200 mg/Kg. Os
resultados obtidos com o grupo controle apoiam o efeito do OE das folhas, uma vez que,
o veiculo ndo apresentou atividade e a droga controle indometacina (20 mg/Kg, 1 h antes,
n=6) reduziu 66,35% a expressdo do TNF-a induzida por carragenina para a cavidade
peritoneal (Figura 7). Como 0s componentes majoritarios presentes na composicao
guimica da espécie sao relatados por possui potencial antioxidante, esse fator contribuiu
para a reducdo do processo inflamatorio induzido pela carragenina nos modelos

testados.

[0026] O teste de toxicidade aguda foi realizado de acordo com o protocolo experimental
proposto por Guideline 423 (OECD, 2001). Inicialmente um grupo com trés animais
(fémeas) foram submetidos a administracdo da dose Unica preconizada de 2000mg/Kg
do OE de C. dardonoi - FA e o outro grupo com trés animais também foram submetidos
a administracdo da dose unica de 2000mg/Kg do OE de C. dardonoi — CA. A
administracao foi realizada por gavagem e foi feita a observacao individual nas duas
primeiras horas apos receberem a dose inicial do tratamento, e periodicamente durante

14 dias. A agua foi administrada ad libitum até o término do experimento. Ao final do 14°
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dia de observacdo, os animais foram anestesiados e eutanasiados por overdose de
anestésicos (Ketamina (100mg/Kg) + Xilazina (10 mg/Kg), intraperitoneal). As amostras
sanguineas foram coletadas por punc¢ao cardiaca, sendo alocado em dois tubos, um com
EDTA para analise hematoldgica de eritrdcitos, leucocitos, hemoglobina e indices
hematimétricos como: Volume Corpuscular Médio (VCM), Hemoglobina Corpuscular
Média (HCM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM) e outro tubo
com gel separador, destinado a analises dos parédmetros bioquimicos como ureia,
creatinina e transaminases. Este tubo foi centrifugado por 15 minutos a uma velocidade
de 3.500 Rotac6es por Minuto (RPM) e armazenado a -20 °C. Os resultados demonstram
gue a espécie coletada em dominio de Floresta Atlantica e Caatinga (FA e CA) nao
desencadeou nenhuma resposta inflamatéria imunossupressora na analise destes
parametros hematoldgicos (Figura 8), uma vez que, ndo houve alteracdo nos niveis
séricos dos parametros avaliados quando comparado ao grupo controle. Na avaliacao
dos parametros bioquimicos (Figura 9), ndo foi observada nenhuma alteracdo nos niveis
séricos avaliados. O oleo essencial foliar de C. dardanoi (FA e CA) nédo foi capaz de
causar alteracbes significativas nos marcadores de lesdo renal, independente do
dominio fitogeogréafico em que foi obtido (Floresta Atlantica e Caatinga), sugerindo que
a administracdo subaguda do 6leo essencial da espécie ndo provoca toxicidade renal,
além disso, ndo houve alteragcbes nos niveis séricos de ALT e AST, ou seja, a
administracdo via oral ndo causou danos ao figado dos animais tratados. Podemos
ressaltar que nenhuma mortalidade foi observada, com DLso> 2000 mg/Kg; classificando
o0 Oleo essencial de C. dardanoi (FA e CA) como seguro, de acordo com as diretrizes da
OCDE (2001). Portanto, o 6leo volatil da espécie poderia ser incluido na categoria 5
(baixo téxico ou atdxico), de acordo com a classificacdo do Sistema Harmonizado

Globalmente de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos (GHS).

Peticéo 870220065837, de 26/07/2022, pag. 17/25



1/2

REIVINDICACOES

01. PROCESSO DE OBTENCAO, COMPOSICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por conter um processo de
hidrodestilagdo a vapor tendo condi¢des espécies de coleta e extracao.

02. PROCESSO DE OBTENCAO, COMPOSICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por possuir coleta da espécie em dois
dominios fitogeograficos diferentes (Floresta Atlantica e Caatinga) afim de compreender
diferencas significativas em relagéo ao local de coleta na composi¢do quimica bem como

no potencial bioativo.

03. PROCESSO DE OBTENCAO, COMPOSICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por possuir como componentes
majoritarios: (E) -Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno (9,09%),
B-Elemeno (5,29%), bicyclogermacreno (3,99%) e 6xido de cariofileno (2,78%) em
dominio de Floresta Atlantica (FA) e em dominio de Caatinga (CA): (E) -Cariofileno
(15,59%), cis-calameneno (11,40%), Germacreno-D (10,22%), a-Humuleno (9,86%),
bicyclogermacreno (9,62%) e B-Elemeno (4,56%).

04. PROCESSO DE OBTENCAO, COMPOSICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por ndo ser toxico (2000 mg/Kg)
podendo ser utilizado em formulacbes farmacéuticas e cosmética sendo considerado

seguro de acordo com as diretrizes da OCDE.
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05. PROCESSO DE OBTENGAO, COMPOSIGAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por ser uma fonte promissora de
constituintes antioxidante, sendo de grande interesse na pesquisa de novas de

moléculas.

06. PROCESSO DE OBTENCAO, COMPOSICAO QUIMICA, AVALIACAO DA
TOXICIDADE, POTENCIAL ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO DO OLEO
ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE) A PARTIR
DE DIFERENTES LOCALIDADES caracterizado por possuir propriedades anti-
inflamatoérias, reduzindo 69,06% da inflamacdo do edema de pata e reduzindo a
expressao do TNF-a de 48,44% no teste de peritonite aguda.
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FIGURAS

Figura 2.
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Composicgado quimica

C. dardanoi - (FA) C. dardanoi - (CA)
Composto RI? RI® % Composto RI? RI® %
a-pineno 932 930 0,06 a-pineno 932 930 0,03
B-pineno 974 973 0,12 -pineno 974 973 0,07
benzeno, 1-metdxi-4-metil 1015 1020 0,04 benzeno, 1-metdxi-4-metil 1015 1018 0,07
1,8-cineol 1026 1029 0,23 1,8-cineol 1026 1029 0,14
fenchone 1083 1086 0,09 fenchone 1083 1086 0,07
- nonanal 1100 1104 0,02
d-elemeno 1335 1337 0,14 o-elemeno 1335 1337 0,76
a-cubebeno 1348 1349 1,00 a-cubebeno 1348 1349 1,51
a-copaeno 1376 1376 2,71 a-copaeno 1376 1376 2,83
B-bourboneno 1387 1385 2,21 -bourboneno 1387 1385 1,45
B-elemeno 1389 1392 5,29 B-elemeno 1389 1392 4,56
- metil eugenol 1403 1400 0,94
a-gurjuneno 1409 1410 0,14 a-gurjuneno 1409 1409 0,75
(E)-cariofileno 1417 1421 47,80 (E)-cariofileno 1417 1420 15,59
B-copaeno 1430 1429 0,82 B-copaeno 1430 1429 1,54
aromadendreno 1439 1439 0,19 aromadendreno 1439 1439 1,11
a-humuleno 1452 1454 9,09 a-humuleno 1452 1454 9,86
allo-aromadendreno 1458 1461 0,72 allo-aromadendreno 1458 1461 2,02
germacreno D 1480 1482 10,07 germacreno D 1484 1482 10,22
biciclogermacreno 1500 1496 3,99 biciclogermacreno 1500 1497 9,62
germacreno A 1508 1505 1,15 germacreno A 1508 1506 2,81
- cis-calameneno 1528 1524 11,4
y-cadineno 1513 1514 0,58 -
d-cadineno 1522 1524 3,80 -
trans cadina-1,4-dieno 1533 1533 0,25 trans-cadina-1,4-dieno 1533 1533 2,47
a-cadineno 1537 1538 0,15 -
a-calacoreno 1544 1544 0,07 -
- germacreno B 1559 1558 0,6
- palustrol 1567 1568 0,22
- spathulenol 1577 1578 1,99
oxido de cariofileno 1582 1584 2,78 -
- hexadecano 1600 1597 1,6
- ledol 1602 1604 0,59
- humuleno epéxide I 1608 1610 0,56
- epi-a-muurolol 1640 1643 1,4
a-muurolol 1644 1642 1,74 -
a-cadinol 1622 1655 1,39 a-cadinol 1652 1655 0,95
- heptadecano 1700 1698 2,54
- octadecano 1800 1797 0,23
Total (%) 96,62 Total 90,69

RI* = literatura especializada sobre indice de retencéo; RIP = Taxa de retengéo determinada; % = area do composto em relagcdo ao OE de C.
dardanoi (FA ou CA).

Figura 4.
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Pardmetros Hematolégicos

C. dardanoi - FA

C. dardanoi - CA

Parametro Controle (2000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Leucdcitos (103/mm3) 7,50 £ 0,95 5,83 £ 3,54 8,23+ 3,11
Hemacias (105/mm?) 7,15 £ 0,50 7,0+0,51 7,37 £ 0,13
Hemoglobina (g/dL) 13,87 £ 0,68 14,40 + 0,66 13,10+ 1,10
Hematocrito % 22,67 + 1,64 22,07 + 1,63 23,30 £ 0,36
VCM (fm3) 32,00+ 0 31,33+0,58 32,000
HCM (pg) 19,40 + 0,44 20,63 + 1,03 17,77 + 1,62
CHCM (g/dL) 61,20 + 1,39 65,57 + 3,36 56,23 + 5,10
RDW (%) 8,23 £ 0,06 8,27 + 0,06 8,300
Linfocito (%) 88,53 + 3,33 90,33+ 2,61 87,97 £ 5,24
Mondécito (%) 8,23 + 0,60 7,20 £ 2,59 9,60 £ 3,14
Granuldcito (%) 3,23+£3,18 2,47 + 2,00 2,43 +2,24

Figura 8.
Parametros Bioquimicos

Parametro Controle C. dardanoi - FA C. dardanoi - CA

(2000 mg/kg) (2000 mg/kg)
Creatinina (mg/dL) 0,38 £ 0,03 0,50 + 0,09 0,47 £ 0,03
Colesterol Total (mg/dL) 164,70 £ 7,33 156,31 £0,10 159,61 + 5,19
Glicose (mg/dL) 201,73 £ 11,95 215,29 + 8,51 182,64 + 10,71
ALT (U.L/L) 53,38 * 3,87 51,27 + 6,47 95,32 + 5,95
AST (U.L/L) 184,77 £ 6,18 189,05 + 10,06 177,07 £ 10,27
Ureia (mg/dL) 48,91 + 4,18 41,46 + 4,08 45,09 + 2,97
Figura 9.
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RESUMO

OLEO ESSENCIAL FOLIAR DE Calyptranthes dardanoi MATTOS (MYRTACEAE)
COMO AGENTE ANTIOXIDANTE E ANTIINFLAMATORIO

A presente invencao descreve a composicdo quimica encontrada no 6leo essencial foliar
de C. dardanoi obtido a partir de dois dominios fitogeograficos (Floresta Atlantica e
Caatinga). Para tanto, o Oleo essencial foi extraido em condicbes especiais de
hidrodestilacdo por arraste a vapor em aparelho do tipo Clevenger. Os componentes
majoritarios encontrados em C. dardanoi da Floresta Atlantica (FA) foram: (E) -
Cariofileno (47,80%), Germacreno-D (10,07%), a-Humuleno (9,09%) e B-Elemeno
(5,29%) e no oOleo essencial de C. dardanoi oriundo da Caatinga (CA): (E) -Cariofileno
(15,59%), cis-calameneno (11,40%), Germacreno-D (10,22%) e a-Humuleno (9,86%).
Os componentes encontrados na composi¢cdo quimica apresentam grande relevancia
para as industrias que fazem uso das propriedades antioxidantes e anti-inflamatoria
evidenciadas. A invengéo indica o OE de C. dardanoi (FA e CA) como uma fonte natural
promissora de substancias quimicas, compostos com baixos efeitos colaterais, que
garante a seguridade para uso medicinal além de possuir potencial antioxidante e anti-

inflamatorio.
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