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RESUMO

As doencgas cardiovasculares e hepaticas representam um grande desafio para a saude
publica, tornando a busca por novos agentes terapéuticos crucial. Além disso, a
identificagdo de novos tratamentos para essas condi¢cdes deve ser acompanhada por
ensaios de toxicidade garantindo a seguranca e eficacia. O objetivo desse estudo foi avaliar
a acgao antitrombdética e hepatoprotetora do 6leo essencial de Levisticum officinale (OELO)
em modelos experimentais in vitro e in vivo. O OELO obtido de folhas oriundas da Hungria
pela técnica de arraste a vapor foi submetido a caracterizagdo quimica através da
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O protocolo desse
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFMS (CAAE 57842022.2.0000.0021, parecer
n.° 5.445.802). Para avaliacdo da toxicidade in vitro e in vivo, foi realizado o ensaio de
exclusao de azul de trypan em plaquetas (in vitro) e a toxicidade sistémica foi estudada por
meio do modelo in vivo de larvas de Galleria mellonella. A avaliacdo da atividade
antitrombdtica foi determinada pelo ensaio de agregacao plaquetaria realizado por
turbidimetria, usando os agonistas dos receptores de adenosina (ADP) e epinefrina (EPI).
A coagulacao foi determinada pelo tempo de atividade da protrombina (TP) e tempo de
tromboplastina parcialmente ativada (TTPa). A ativacao plaquetaria foi avaliada pela
expressao de P-selectina e conteudo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por
citometria de fluxo e fluorescéncia, respectivamente. Para avaliacdo da atividade
hepatoprotetora, os experimentos foram realizados em camundongos Balb/c machos (6
semanas, 25 £ 2 g). Quatro animais foram reservados para obtencédo de neutrofilos
utilizados no ensaio de quimiotaxia. O protocolo desse estudo foi aprovado pelo
CEUA/UFMS (1.243/2022). Os demais animais foram alocados em seis grupos
experimentais (n = 8/grupo). Grupo | (controle negativo - CN) e grupo Il (paracetamol -
PCT) receberam solugao salina, veiculo de dissolu¢cado de PCT e OELO. Grupo Il foi pré-
tratado com silimarina (SLM-200 mg/kg). Grupos IV-VI receberam OELO em diferentes
doses (50, 200 e 400 mg/kg). Apds 7 dias de tratamento, os grupos II-VI receberam PCT
(300 mg/kg). Doze horas apés a administragdo de PCT, os animais foram eutanasiados e
0 sangue foi coletado para andlises bioquimicas de fungdo hepatica (AST, ALT e y-GT).
Os figados dos camundongos foram extraidos para avaliagdes histolégicas bem como de
biomarcadores de inflamagdo e estresse oxidativo hepatico (6xido nitrico - °NO,
mieloperoxidase - MPO, substancias reativas ao acido tiobarbiturico — TBARS e glutationa
reduzida - GSH). O ensaio de quimiotaxia de neutrdfilos foi realizado usando uma placa de
microquimiotaxia nas concentragdes de 1 - 60 mg/mL de OELO. A caracterizagao quimica
do OELO mostrou a presenga de monoterpenos, incluindo a-terpinil acetato, B-felandreno,
B-mirceno, a-terpineol e (Z)- B-ocimeno. O OELO ndo mostrou toxicidade in vitro e in vivo.
O OELO diminuiu a agregacao plaquetaria induzida por ADP e EPI. O tratamento de
plaguetas com OELO mostrou diminuicdo na expressdo de P-selectina, bem como na
producdo de EROs. Por outro lado, OELO nao interferiu no TP e TTPa. Em relacédo a
avaliagao hepatoprotetora, o pré-tratamento com OELO reverteu as alteragbes enzimaticas
hepaticas induzidas por PCT. Além disso, diminuiu a atividade de MPO e a producgao
hepatica de °*NO. Os cortes histolégicos mostram figados normais (sem alteragbes
morfoldgicas) no grupo |. O Grupo Il exibiu necrose severa. Grupos IlI-VI apresentaram
vacuolizagao difusa, com menor necrose nos grupos OELO. O OELO diminuiu os valores
de TBARS e restaurou as concentragdes de GSH. O OELO preveniu a migragao de
neutrdéfilos. Os resultados demonstraram que o OELO apresenta agao antiplaquetaria e
hepatoprotetora. Ademais, os achados sugerem que tais efeitos farmacoldgicos
possivelmente decorram da agéo antioxidante do OELO, uma vez que o mesmo foi capaz
de diminuir a produgcdo de EROs em plaquetas humanas bem como proteger contra o
estresse oxidativo tecidual induzido pelo PCT, inibindo o processo inflamatério hepatico.

Palavras-chave: antioxidantes, espécies reativas de oxigénio, estresse oxidativo

hepatoprotecao, inflamacgao, trombose, Levisticum officinale



ABSTRACT

Cardiovascular and liver diseases represent a major challenge for public health, making the
search for new therapeutic agents crucial. Furthermore, the identification of new treatments
for these conditions must be accompanied by toxicity tests to ensure safety and efficacy.
The aim of this study was to evaluate the antithrombotic and hepatoprotective action of
Levisticum officinale essential oil (EOLO) in in vitro and in vivo experimental models. EOLO
obtained from leaves from Hungary to capture the vapor was subjected to chemical
characterization by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The study
protocol was approved by the UFMS Ethics Committee (CAAE 57842022.2.0000.0021,
approval no. 5.445.802). To evaluate the in vitro and in vivo toxicity activity, the trypan blue
exclusion test was performed on platelets (in vitro) and systemic toxicity was developed by
an in vivo model of Galleria mellonella larvae. The evaluation of the antithrombotic activity
was determined by the platelet aggregation assay performed by turbidimetry, using
adenosine (ADP) and epinephrine receptor agonists (EPI). Coagulation was determined by
active prothrombin time (PT) and partially activated thromboplastin time (aPTT). Platelet
activation was assessed by P-selectin expression and reactive oxygen species (ROS)
content by flow cytometry and fluorescence, respectively. To evaluate hepatoprotective
activity, experiments were performed with male Balb/c mice (6 weeks, 25 £ 2 g). Tour
animals were reserved to obtain neutrophils used in the chemotaxis assay. The study
protocol was approved by the UFMS Animal Ethics Committee (CEUA/UFMS 1.243/2022).
The remaining animals were allocated into six experimental groups (n= 8/group).Group |
(NC) and group Il (APAP) received saline, paracetamol dissolution vehicle (APAP) and
EOLO. Group lll was pretreated with silymarin (SLM-200 mg/kg). Groups IV-VI received
EOLO at different doses (50, 200 and 400 mg/kg). After 7 days, groups II-VI received APAP
(300 mg/kg). Twelve hours after APAP administration, the animals were euthanized and
blood was collected for biochemical analysis of liver function (AST, ALT and y-GT). The
livers of the mice were extracted for histological evaluations as well as biomarkers of
inflammation and hepatic oxidative stress (nitric oxide - *°NO, myeloperoxidase -MPO,
thiobarbituric acid reactive substances—-TBARS e reduced glutathione-GSH). Neutrophil
chemotaxis assay was performed using a microchemotaxis plate at concentrations of 1 - 60
mg/mL of EOLO. Chemical characterization of EOLO showed the presence of
monoterpenes, including a-terpinyl acetate, B-phellandrene, p-myrcene, a-terpineol and
(Z2)-B-ocimene. EOLO demonstrated no toxicity in vitro and in vivo. EOLO resulted in platelet
aggregation caused by ADP and EPI. Treatment of platelets with EOLO demonstrated a
decrease in P-selectin expression as well as in ROS production. On the other hand, EOLO
did not interfere with PT and aPTT. Regarding the evaluation of hepatoprotective activity,
pretreatment with EOLO (50, 200 and 400 mg/kg) reversed the hepatic enzymatic
alterations induced by APAP. In addition, MPO activity and hepatic *NO production were
increased. Histological sections show normal livers (without morphological alterations) in
group |. Group Il exhibited severe necrosis. Groups IlI-VI presented diffuse vacuolization,
with less necrosis in the EOLO groups. EOLO included TBARS values and restored GSH
concentrations. EOLO prevented neutrophil migration toward fMLP (10°M). Neutrophil
chemotaxis assay was performed using a microchemotaxis plate at concentrations of 1, 3,
10, 30 and 60 mg/mL of EOLO. The results demonstrated that EOLO has antiplatelet and
hepatoprotective action. Furthermore, the findings suggest that such pharmacological
effects possibly result from the antioxidant action of EOLO, since it was able to reduce the
production of ROS in human platelets as well as protect against tissue oxidative stress
induced by APAP, inhibiting the hepatic inflammatory process.

Keywords: antioxidants, reactive oxygen species, oxidative stress, hepatoprotection,
inflammation, thrombosis, Levisticum officinale
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INTRODUGAO

As doencas cardiovasculares sao reconhecidas devido aos elevados custos
para o sistema de saude publica, sendo que os eventos trombdticos podem ser
prevenidos e tratados por meio da administracdo de medicamentos antiagregantes
ou anticoagulantes(Vaduganathan et al., 2022). Estima-se que o Sistema Unico de
Saude (SUS) some gastos de R$ 1 bilhdo em tratamentos cardiovasculares
anualmente (De Olveira et al., 2024). Foram registradas 2.917.900 hospitalizagcbes
por doengas cardiovasculares no Brasil, tendo variagdes geograficas na taxa de
mortalidade por acidente vascular cerebral (AVC), por exemplo, em 2021, o
Maranhao registrou a maior taxa, com 31,7 ébitos por 100 mil habitantes (Doris et
al., 2025).

Apesar dos esforcos das industrias farmacéuticas em desenvolverem
medicamentos antitrombadticos seguros, os que estdo disponiveis no mercado,
muitas vezes nao cumprem esse quesito em sua totalidade, devido a janela
terapéutica estreita e inumeras interagdes medicamentosas (Medlinskiene et al.
2023). Diante do exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de novos agentes
antitrombdticos com intuito de garantir o controle seguro da hemostasia e custo
acessivel para populagcao com baixo poder aquisitivo (Gimbel et al., 2018; Mcfadyen
et al., 2018).

Os produtos naturais sao fontes de novos agentes ativos e com potencial uso
terapéutico em diversas doencas humanas (Newman, Cragg, 2020). Pesquisas que
incluem a avaliagao de produtos naturais como candidatos a uma nova terapéutica
tém como alvo os medicamentos hepatoprotetores (Cardia et al., 2018). A utilizagado
de produtos naturais para prevengao e tratamento de doengas hepaticas tornou-se
popular, tendo como exemplo, a silimarina (SLM), reconhecida por seu efeito
hepatoprotetor (Zhong et al., 2017; Wang et al., 2020). Os produtos naturais
exercem efeitos hepatoprotetores devido as suas multiplas propriedades
farmacoldgicas, incluindo atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antiapoptética
(Papackova et al., 2018; Cardia et al., 2018).

Levisticum officinale (L. officinale) € uma planta perene, pertencente a familia
Apiaceae, cultivada na Europa e América do Norte, a qual é conhecida por sabor
semelhante ao aipo (Szparaga et al., 2023). O 6leo essencial das folhas de L.

officinale sao usados na produgao de alimentos e bebidas, além da atividade contra
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bactérias gram-positivas (Miran et al., 2018; Spréa et al. 2020).

A escassez de estudos cientificos que comprovem as propriedades
antitrombética e hepatoprotetora do 6leo essencial extraido das folhas de L.
officinale (OELO) ressalta a importédncia do desenvolvimento de pesquisas
abordando esse tema. As investigagbes das atividades bioldgicas propostas nesse
estudo buscam avaliar a eficacia do OELO e elucidar os mecanismos com intuito
de explicar suas agbes farmacoldgicas. Desta forma, é possivel ampliar o
conhecimento das possibilidades terapéuticas do OELO, promovendo o
desenvolvimento da farmacologia de produtos naturais e a sugestdo de novas
estratégias terapéuticas no tratamento de doencas relacionadas a trombose e

disfungdes hepaticas.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Antitrombéticos: agentes antiagregantes e anticoagulantes

1.1 Hemostasia

Em estado fisiolégico o corpo humano apresenta o sangue em seu estado
fluido, tendo este fungéo, o transporte de células e demais substancias (Bittencourt,
2016). O sistema hemostatico é responsavel por manter o sangue fluido e a
integridade do vaso sanguineo, tendo as plaquetas, os vasos sanguineos, as
proteinas da coagulacao e as da fibrindlise como seus componentes (Bittencourt,
2016).

A hemostasia € um processo complexo que garante a manutencéo do fluxo
sanguineo em condicdes fisioldgicas e interrompe a ocorréncia de hemorragias
ap6s alguma lesao vascular (Pourshahrestani et al., 2020). Esse processo é
responsavel pelo equilibrio entre a trombose e a hemorragia através de eventos
pro-trombaoticos e antitromboticos (Del Carmen et al., 2019; Vayne et al., 2021,
Zaidi, Green, 2022). Por razdes didaticas, os processos hemostaticos sao divididos

em hemostasia primaria e hemostasia secundaria.

1.2 Hemostasia primaria

As plaquetas sado fragmentos celulares anucleados com formato discoide e
tamanho variavel entre 2-3 um que desempenham um papel fundamental na
hemostasia (Vandermeijden, Heemskerk, 2019). A trombopoietina € o horménio
que regula a produgao das plaquetas, as quais sao produzidas pelos fragmentos
citoplasmaticos de megacariécitos na medula 6ssea, tendo sobrevivéncia de 7-10
dias (Vandermeijden, Heemskerk, 2019). A partir de uma lesdo vascular é
desencadeada a adesdo e ativagcao das plaquetas induzindo ao rearranjo da
estrutura plaquetaria (Figura 1), secre¢ado dos granulos plaquetarios e agregagéao
plaquetaria (Vilahur et al., 2018). Como resultado forma-se um tampao hemostatico
para obstruir o local lesionado, cessando a perda sanguinea e auxiliando na
regeneragao tecidual (Matus et al., 2018). Quando ativadas, as plaquetas sao

capazes de recrutar outras plaquetas circulantes pela secrecao de mediadores da
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ativacao plaquetaria, como a adenosina difosfato (ADP), aumentando o tamanho
do tampao plaquetario (Koupenova- Zamor et al., 2017).

O tecido subendotelial € conhecido por ser trombogénico, pois nele encontra-
se o fator de von Willebrand (fvW) e colageno (Tsyu, Belyaev, 2023). Quando ocorre
a exposicao do subendotélio, o fvW é responsavel pelo recrutamento das plaquetas
ao local onde esta a lesédo vascular (Shahidi, 2016). Esse processo se da a partir
da interagdo do dominio A1 do fvW com a porgéo Ib do complexo GPIb/V/IX das
plaquetas (Figura 1). Um fator facilitador é o colageno que imobiliza o fvW para que
ocorra a ligagao a varios receptores de GPIb. A GPVI assim como GPIb facilita a
interacédo do colageno com as plaquetas (Kaplan, Jackson, 2011; Cimmino, Golino,
2013; Vilahur et al., 2018).

Figura 1. Adesao, ativagao, secregao e agregacao plaquetaria.
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Fonte: Adaptado de Vayne et al., 2021.

Conhecidos como substancias que promovem a ativagao e agregagao das
plaquetas os agentes agregantes plaquetarios (ADP, epinefrina, trombina, acido
araquidbnico, colageno, serotonina e ristocitina) sdo responsaveis por

desempenhar papel fundamental na hemostasia e na formag¢ao de trombos (Zhou
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et al., 2019). Nesse processo, as plaquetas sdo capazes de recrutar outras
plaquetas circulantes pela secre¢do de mediadores da ativagao plaquetaria, como
a adenosina difosfato (ADP), aumentando o tamanho do tampao plaquetario

(Koupenova- Zamor et al., 2017).

1.2.1 ADP

Os receptores purinérgicos compdem uma classe de receptores de membrana
ativados por nucleotideos e nucleosideos extracelulares, como ADP (Cardoso et
al., 2021). Tais receptores sao classificados em duas familias principais, receptores
P1 e P2 (Cardoso et al., 2021). Os receptores P1 sdo ativados especificamente por
adenosina, enquanto os receptores P2, subdivididos em P2X e P2Y. Os receptores
P2Y sao ativados por canais idnicos sensiveis ao ATP, ja os receptores P2Y
ativados por receptores acoplados a proteina G, sensiveis a ATP e ADP (Han et
al., 2022).

Na hemostasia primaria, os receptores purinérgicos P2Y tém papel
fundamental na ativagdo e agregacao plaquetaria, pois as plaquetas expressam
dois subtipos relevantes P2Y+1 e P2Y 12 (Boncler, Bartczak, Rozalski, 2024). O P2Y 1
€ um receptor acoplado a proteina Gq e quando ativado por ADP, resulta na
mobilizacdo de calcio intracelular e consequentemente induz alteragcbes
morfolégicas nas plaquetas e inicia o processo de agregacao plaquetaria (Boncler,
Bartczak, Rozalski, 2024). Ja o P2Y12 € um receptor acoplado a proteina Gi (Figura
2), que ativado por ADP, leva a inibigdo da adenilato ciclase, a diminuigao dos niveis
de AMPc e a amplificacdo e estabilizacao da agregacgao plaquetaria (Boncler,
Bartczak, Rozalski, 2024).

A sinalizagao entre os receptores P2Y1 e P2Y12 € fundamental para uma
resposta plaquetaria eficaz, tornando-se necessarios para a formacido e
manutengao do trombo (Han et al., 2022). Como aplicagao clinica, a inibicao dos
receptores P2Y12 € uma estratégia terapéutica na prevencdo de eventos
trombdticos, dentre eles o infarto agudo do miocardio e o acidente vascular cerebral
(Han et al., 2022). Como exemplos de medicamentos antiagregantes plaquetarios,
estdo o clopidogrel e ticagrelor que sao antagonistas seletivos do P2Y 12 (Pitchford,
Pan, 2024).
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1.2.2 Epinefrina

A epinefrina € um hormdnio e neurotransmissor que exerce diversos efeitos
fisiologicos ao ativar receptores adrenérgicos a e 3, exercendo papel crucial na
agregacao plaquetaria (Golaszewska et al., 2021). Essa ativagédo ocorre através da
interacdo da epinefrina com os receptores adrenérgicos a, (Figura 2) localizados
nas plaquetas (Martin et al., 2020). Ao se ligar a esses receptores, a epinefrina ativa
vias de sinalizagao intracelular que resultam na diminuigdo dos niveis de AMPc
(Martin et al., 2020) e favorece a ativagao das plaquetas, provocando alteragbes
conformacionais que facilitam a ligagdo ao fibrinogénio e, assim, promovem a

agregacao plaquetaria (Golaszewska et al., 2021).

Figura 2. Agado de agentes agregantes (ADP e epinefrina) na agregacao plaquetaria.

Epinefrina ADP

Ativagao de proteinas G

Agregacéo plaquetaria

ADP: Adenosina Difosfato, AMPc: Adenosina Monofosfato ciclico
Fonte: Autora. Imagem criada utilizando BioRender®.

1.2.3 Trombina

A trombina é reconhecida como um dos principais ativadores da agregagao
plaquetaria, ligando-se aos receptores PAR-1 e PAR-4 nas plaquetas (Ye et al,,
2021). Esse processo inicia uma cascata de sinalizagao intracelular que culmina na

ativagdo do receptor GPIlIb/llla, promovendo a agregagdo das plaquetas e,

17



consequentemente, a formag&o do coagulo sanguineo (Badulescu et al., 2025).
Além de sua fungao na agregacao, a trombina também converte o fibrinogénio em
fibrina (Tabela 1), o que ajuda a estabilizar o coagulo (Theofilis et al., 2022). Dessa
forma, ela se destaca como um dos agentes agregantes mais potentes (Theofilis et
al., 2022).

1.2.4 Colageno

O colageno, ao ser exposto em decorréncia de lesbes vasculares, constitui
um potente agente agregante, exercendo sua agao por intermédio dos receptores
GPVI e da integrina a231 (Hosseini et al., 2020). Esses receptores desempenham
um papel fundamental na adeséo e ativagdo das plaquetas, além de induzirem a
liberagcdo de granulos densos (Tabela 1) com fungéo de amplificar o processo de
agregacao (Becker, Sexton, Smyth, 2018). O colageno é reconhecido como o
primeiro agente a iniciar o processo de adeséo e agregacao em resposta a lesdes

vasculares (Hosseini et al., 2020).

1.2.5 Acido Araquidénico

O acido araquidbénico é metabolizado em tromboxano Az (TXAz2) pelas
enzimas ciclooxigenases (Li et al., 2024). O TXA2 exerce sua agédo sobre os
receptores TP (receptores de trombospondina) nas plaquetas (Tabela 1),
promovendo a ativagao e agregacao das mesmas (Li et al., 2024). Embora o acido
araquidénico desempenhe um papel fundamental na amplificacdo do processo de
agregacao, ele também se configura como um alvo terapéutico. Este acido € inibido
por medicamentos como o acido acetilsalicilico, que atua como um bloqueador da
COX-1, impedindo, dessa forma, a formacao de TXA2 e modulando a resposta
agregante (Larsen et al., 2023).

1.2.6 Serotonina (5-HT)
A serotonina (5-HT), liberada por plaquetas e células endoteliais, tem o

potencial de promover a agregacao plaquetaria por meio dos receptores 5-HT2A

(Aaron et al., 2019). Embora apresente um efeito agregante modesto quando

18



utilizada isoladamente, a serotonina exerce um efeito sinérgico (Tabela 1),
potencializando a agregagao induzida por outros agonistas, como o ADP e a

trombina (Lopez-Vilchez et al., 2009).

1.2.7 Ristocetina

A ristocetina € um agente utilizado em laboratérios para o estudo da fungao
plaquetaria, com particular énfase na avaliacdo da doenga de von Willebrand e da
sindrome de Bernard-Soulier (Frontroth, Favaloro, 2017). Este composto promove
a ligacao entre o fator de von Willebrand e o receptor GPIb presente na plaqueta,
facilitando a adesao plaquetaria, embora nao induza a agregagao na auséncia de
outros estimulos (Frontroth, Favaloro, 2017). Sua principal aplicagao € de natureza
diagnostica (Tabela 1), especialmente em contextos de exames laboratoriais
(Kazianka et al., 2017).

Tabela 1. Agonistas da Ativacao Plaquetaria: Receptores, Poténcia Bioldgica e Relevancia

Terapéutica.
Agente Receptor/Mecanismo Poténcia Observagoes Referéncia
Agregante
ADP Receptores P2Y; e Alta Ativa GPIIb/llla; alvo Cardoso et al.,
P2Y ., de antiplaquetdrios 2021.
como clopidogrel e
ticagrelor.
Epinefrina Receptores a,- Moderada Potencializa a Golaszewska
adrenérgicos agregagao induzida et al.,2021.
por ADP; relevante
em situagbdes de
estresse agudo.
Trombina Receptores PAR-1 e Muito alta Potente ativador; Ye etal.,2021.
PAR-4 converte fibrinogénio
em fibrina.

Colageno GPVI e integrina o231 Alta Ativacdo inicial e Hosseini et
secrecdo de granulos al., 2020.
densos.

Acido Conversao em TXA, Moderada TXA, é um potente Lietal, 2024.

Araquidénico (receptor TP) a alta ativador; inibido por
AAS (aspirina).

Serotonina Receptor 5-HT,A Fraca Efeito sinérgico; Aaron et al.,

(5-HT) reforca agregagdo 2019.
induzida por outros
agonistas.

Ristocetina GPIb e fator de von Variavel (in  Usada para Frontroth,

Willebrand vitro) diagndstico Favaloro,
laboratorial de 2017.

doengas como a de
von Willebrand.




1.3 Hemostasia secundaria

1.3.1 Cascata da coagulacao

A coagulacédo ocorre através da interacdo entre enzimas e seus cofatores com
intuito de formar um coagulo de fibrina estavel (Litvinov et al., 2021). A cascata da
coagulacao é dividida em trés vias denominadas: via intrinseca, via extrinseca e via
comum (Figura 3). A ativagao da via extrinseca ocorre a partir da lesdo da parede
vascular, onde ocorre a ativagao por tromboplastina, seguida da ativagdo do fator
VIl, havendo formag¢ao do complexo do fator tecidual com Vlla. Esse complexo ,
quando influenciado por calcio, ativa o fator X. O fator X inicia a via comum e em
seguida, forma o complexo protrombinase, ativando o fator Il (protrombina) que se
transforma em lla (trombina) (Silva, Melo, 2016; Van Der Meijden, Heemskerk,
2019).

Figura 3. Exemplo das trés vias da coagulagao.

VIA VIA
INTRINSECA EXTRINSECA
COLAGENO l
TROMBOPLASTINA
l ()
FATOR XII —+  FATORXlla I
FATOR VI
FATOR XI —+ FATOR Xla l
FATOR X )
FATOR IX —+  FATOR IXa e’ FATOR Vlla
+
s 4 e TF
R
FATOR VIII FATOR Vllla FATOR Xa e
—_— protrombinase
el + FATOR XIII
FATOR V — FATOR Va l
FL calt

TR

PROTROMBINA —>  TROMBINA [EUIATD

FIBRINOGENID — FIERINA

FL: fosfolipideos de membrana das plaquetas ; FvW: fator de Willdebrand ; TR: trombina
Fonte: Adaptado de SILVA; MELO, 2016.

A via intrinseca da coagulagdo € ativada através do colageno a partir do
momento em que ocorre uma lesao vascular (Silva, Melo, 2016). Quando ativado
pelo colageno o fator XlI transforma-se em Xlla e o fator Xl transforma-se em Xla

(Silva, Melo, 2016). Sendo que o fator IX transforna-se em IXa e o fator VIII é
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ativado por fosfolipidios das plaquetas, fator de Willdebrand e trombina (Silva, Melo,
2016). Os fatores IXa e Vllla formam um complexo calcio dependente ativado pelo
fator X, tornando-o Xa(Silva, Melo, 2016). O fator V é ativado em Va através da
influéncia de fosfolipidios e trombina, dando origem ao complexo protrombinase
dependente de calcio (Xa e Va) (Silva, Melo, 2016). A trombina ativa fibrinogénio,
que consequentemente ativa fibrina (Silva, Melo, 2016). A trombina ativa o fator
XIll, originado o fator Xllla, responsavel pela polimerizagao das fibrinas (ligacoes
cruzadas) (Silva, Melo, 2016). A fibrina € uma proteina insoluvel responsavel pela
formacéo de uma rede de fibras elasticas que consolida o tampao plaquetario e o

transforma em um tampao hemostatico (Van Der Meijden, Heemskerk, 2019).

2 Hepatoprotecao

2.1 Figado

O figado é considerado a maior glandula encontrada no corpo humano,
estando localizado no quadrante superior da cavidade abdominal e sendo
classificado como o maior 6rgao interno do organismo (Yang et al., 2022). Esse
orgao é de extrema relevancia para o corpo humano, devido as diversas fungoes
que desempenha, como o metabolismo (alimentos e medicamentos) e o
armazenamento de nutrientes, a sintese de proteinas e de horménios (Ayenew,
Wasihun, 2023). Além disso, os hepatdcitos tem a funcdo de produzir a bile e de
converter substancias toxicas a nao toxicas, tornando-as hidrossoluveis para serem
excretadas (Gartner, 2007; Brunton et al., 2018). No figado, os medicamentos
administrados por via oral sofrem o efeito de primeira passagem tendo sua
concentracao reduzida antes de chegarem a circulacao sistémica (Kammerer et al.,
2024).

Para serem eliminados do organismo, os farmacos sao biotransformados em
compostos hidrossoluveis, sendo essas reagdes catalisadas por enzimas do
citocromo P450 (CYP) (Kammerer et al., 2024). As reacbes de fase 1 (Figura 4)
ocorrem através de reacdes de oxidagdo, reducdo, hidrolise, hidratacao,
conjugacgao, condensacao ou isomerizagao, pois nesse fase sido incorporados
grupos funcionais ao farmaco (Dibetso, 2020). Ja as reagbes da fase 2 consistem

na conjugagao com substancias endoégenas, como acido glucurdnico, sulfato ou
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glicina e ocorrendo ocorrem por catalise da wuridina 5'-difosfo-

glucuronosiltransferases e sulfotransferases (Jarvinen et al., 2022).

Figura 4. Biotransformacao hepatica de xenobidticos.

Biotransformagao

hepatica de
xenohioticos

v v
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| conjugacio

—-[ glicuronidagdo l
——»[ sulfatagdo
—*[ acilagdo l
™\ —>[ metilagdo

—v[ oxidacdo
—b[ reducio
—{  hidrolise
—v[ hidratacao
—’I conjugacédo J
—-| condensacio l
—>I isomerizacdo ]

—_

Hidrossolavel

Created in BioRender.com bio

Fonte: Autora. Imagens criadas utulizando BioRender®.

2.2 Modelo de hepatoprotecao

Modelos de hepatoprotecdo in vivo consistem em métodos quimicos para
induzir lesdo hepatica por meio de substancias quimicas como tetracloreto de
carbono (CCls), tioacetamida e dimetilnitrosamina, amplamente utilizadas devido a
sua capacidade de mimetizar diferentes padrées de dano hepatico (Mao et al.,
2024). Alguns modelos unem substancias quimicas com etanol para induzir
toxicidade, assim como, ha modelos de lesdo induzida por farmacos, pois atuam
de forma dose-dependente e sdo altamente reprodutiveis (Mao et al., 2024). Um
desses farmacos é o paracetamol (PCT) que possui extrema relevancia clinica, pois

€ conhecido como uma das principais causas de insuficiéncia hepatica aguda em
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casos de intoxicagdo (Mossanen, Tacke, 2015), Por meio de parametros
bioquimicos, histoldgicos, e moleculares, esse modelo ajuda a avaliar com precisao
os impactos de medicamentos hepatoprotetores, avangando em terapias contra

danos hepaticos agudos (Mossanen, Tacke, 2015).

2.2.1 Paracetamol (PCT)

O PCT €& um farmaco com agéo analgésica e antipirética, com indicagao
terapéutica para eliminagao ou prevencao da dor e da febre com indicagao para
adultos e criancas (Mirrasekhian et al., 2018). E considerado um medicamento
seguro se administrado em doses entre 500 mg a 1 g, sendo considerado toxico,
administrado em dose superior a 4 g por dia (Chowdhury et al., 2020). A aquisigao
do paracetamol em drogarias e farmacias sem retengao de receita médica faz com
que a automedicacio seja realizada, podendo acarretar em sobredosagem e no
desencadeamento de insuficiéncia hepatica aguda (Da Silva et al., 2014; Marzuillo,
Guarino, Barbi, 2014; Dos Santos et al., 2018).

Em casos de febre, o paracetamol bloqueia a formacado e a liberagao de
prostaglandinas no sistema nervoso central (SNC), além de inibir a acdo de
pirogénios endogenos presentes no hipotalamo, ocorrendo vasodilatagcao
periférica, sudorese e dissipagao de calor (Mirrasekhian et al., 2018). Ja o efeito
analgésico do farmaco ocorre por meio da inibicdo da ciclooxigenase 2 (COX-2),
ressalta-se que 10 a 25% do paracetamol esta ligado as proteinas plasmaticas, em
casos de intoxicagao aguda, 20 a 50% do farmaco pode estar ligado a estas
(Marzuillo, Guarino, Barbi, 2014; Brunton et al., 2018; De Farias et al., 2021).

Durante a metabolizacdo hepatica do paracetamol sdo produzidos metabdlitos
téxicos em pequenas quantidades, N-acetil-p-benzoquinona imina-NAPQI e N-
acetil-p-benzosemiquinona imina-NAPSQI (intermediario eletrolitico reativo e
espécie radicalar de oxigénio, respectivamente) (Borges et al., 2022). Tais
metabdlitos tdéxicos sdo neutralizados pelo sistema defensivo do préprio 6rgao,
porém quando em condigbes de sobredoses (intoxicagdo) de paracetamol, a
neutralizagdo hepatica ndo é efetiva, ocorrendo dano hepatico centrolobular
dependente do sistema CP450 (Batlouni, 2010; Brayner et al., 2018).

O PCT é metabolizado por trés mecanismos metabdlicos: conjugacao hepatica

com &cido glicurénico (glicuronizagao), sulfatagcéo e oxidagao (Figura 5) (Borges et
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al., 2022). A via oxidativa produz NAPQI que rapidamente € metabolizada a produto
nao téxico por conjugagcdo com a glutationa reduzida (GSH) e posteriormente
metabolizada em acido mercapturico e excretada na urina (Borges et al., 2022). Em
casos de intoxicacéo pelo paracetamol, ocorre acumulo de NAPQI e com deplecéo
do conteudo de GSH, promovendo ocorre um processo irreversivel de leséo
hepatocelular (Sebben, 2010; Lopes, Matheus, 2012; Kheradpezhouha et al., 2014;
Brayner et al., 2018).

Figura 5. Reac¢des de metabolizacdo do medicamento paracetamol.
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NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona; EROs: Espécies reativas de oxigénio
Fonte: Adaptado de Casarett et al., 2008.

O NAPQI se liga covalentemente a proteinas celulares, principalmente as
proteinas mitocondriais, levando a uma disfungcao dessa organela, e induzindo a
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Kennon, Heard, 2008). A
geragcdo de EROs mitocondrial € exacerbada por uma infinidade de eventos de
sinalizacdo intracelular, provocando danos ao acido desoxirribonucleico (DNA)
mitocondrial, causando a fragmentagdo do DNA nuclear e culminando na abertura
dos poros de transigdo mitocondriais (Kennon, Heard, 2008). Todos esses eventos
resultam em necrose hepatocelular em meio a ativacdo das cascatas de sinalizagao
celular e o estabelecimento do estresse oxidativo (Kennon, Heard, 2008; Halliwell,
Gutteridge, 2015).
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A partir do momento que a fase Il do metabolismo do paracetamol torna-se
saturada, o seu excesso € metabolizado pela fase |, acumulando NAPQI (Win et
al.,2018). Consequentemente, a deplecao de GSH leva a formagao de conjugados
de proteina paracetamol, desencadeando estresse oxidativo e aumento de EROs
(Win et al.,2018). Nas mitocdndrias dos hepatdcitos, esses conjugados ativam a
MAPK (MKK4/7) a qual ativa a JNK. A JNK fosforilada transloca-se para as
mitocdndrias, ligando-se a proteina Sab (Win et al.,2018). Isso induz estresse
oxidativo, causando disfun¢gdo mitocondrial, necrose dos hepatdécitos e insuficiéncia

hepatica (Figura 6).

Figura 6. A importancia da mitrocondria no metabdlito reativo do paracetamol.
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EROs: Espécies reativas de oxigénio; NAPQI: N-acetil-p-benzoquinona imina; PCT: Paracetamol.

Fonte: adaptado de Win et al., 2018. Imagem criada utilizando BioRender®.

2.3Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido pelo desequilibrio entre as moléculas pro-
oxidantes e antioxidantes (Figura 7) o qual induz a ocorréncia de danos oxidativos

que podem atingir DNA, lipideos, proteinas e carboidratos (Halliwell, Gutteridge,
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2015). As EROs sao moléculas altamente reativas que podem ser radicalares ou
nao radicalares (Barreiros et al., 2006), sendo os elétrons ndo emparelhados os
responsaveis pela alta reatividade das mesmas. Como exemplo de EROs pode-se
citar o radical superéxido (O2°), peroxido de hidrogénio (H20:2), radical hidroxila
(*OH), dentre outros (El Hadri et al., 2021). As EROs possuem instabilidade e tempo
de meia vida curto, além de uma elevada reatividade, pois ligam-se com outras
estruturas semelhantes proximas de sua formagao. Tais moléculas também sao
conhecidas por sua capacidade de serem aceptores (oxidantes) ou doadores
(redutores) de elétrons (Barbosa et al., 2010; Halliwell, Gutteridge, 2015).

Figura 7. Equilibrio entre agentes antioxidantes e pré-oxidantes (radicalares e nao

radicalares).
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Fonte: adaptado de Halliwell; Gutteridge, 2015. Imagem criada utilizando BioRender®.

As reacgdes envolvendo EROs podem causar danos oxidativos a biomoléculas,
como o DNA e 0 RNA, e induzindo mutagdes que desencadeam o cancer (Barreiros
et al., 2006). Além disso, a oxidacao de lipideos prejudica o transporte (ativo e
passivo) de substancias através da membrana e causa dano a essa estrutura e
morte celular, assim como atinge também as membranas das artérias e veias (Zhu
et al., 2025). Ainda o acumulo de lipideos pode resultar em aterosclerose e eventos
como trombose, infarto ou acidente vascular cerebral (AVC) (Barbosa et al., 2010;
Halliwell, Gutteridge, 2015).
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2.4Inflamacgao e estresse oxidativo

A inflamacgao é uma defesa do organismo que ocorre apés algum dano celular
causado por microorganismos, agentes fisicos ou quimicos e reagdes imunoldgicas
(Filep, 2022). Nesse processo, ocorre recrutamento de células do sistema imune
para identificar o agente causador e ativando os processos de defesa (El Hadri et
al., 2021), e desencadeando a inflamacéo local ou sistémico, bem como o estresse
oxidativo (Galdiero, Marone, Mantovani, 2018).

Durante a fase fagocitaria do processo inflamatério ocorre a liberagdo de
substancias microbicidas, com consequente ocorre a ativagdo da enzima NADPH
oxidase e influxo de ions que ativam a mieloperoxidase (MPO) (Hawkins, Davies,
2021). A MPO favorece a produgédo de acido hipocloroso (HOCI), seguido da
producao de peroxido de hidrogénio (H202) e ions cloreto, causando dano oxidativo
(Mortimer, Mc Intyre, Thomas, 2021).

3 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais (OEs) sédo definidos como substancias volateis de plantas
aromaticas, tendo suas matérias-primas empregadas industrialmente nas areas
cosméticas, farmacéuticas e alimenticias (Bolouri et al., 2022). Os OEs séao
utilizados como fragancias e aromas por diferentes segmentos industriais (Al-khayri
et al., 2023, Sharma et al., 2023).

Os OEs podem conter mais de 200 compostos volateis, sendo atribuidas aos
mesmos diversas atividades bioldégicas como agdo antimicrobiana,
anticancerigena, antioxidantes, antinflamatdéria e antiviral (Aziz et al., 2018). Devido
a sua composicao complexa, os OEs sdo capazes de exercer maior atividade
biolégica, quando comparados com componentes isolados, como por exemplo
atividade antimicrobiana (Contrucci et al., 2019).

Os OEs sao conhecidos por sua rica composicao de monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides, ésteres e outras substancias de baixo peso
molecular (Craveiro et al., 1993; Neta et al.,2021). Alguns exemplos de
monoterpenos encontrado em OEs sao o limoneno, o 3-mirceno e o y-terpineno

(Sharma, Thulasingam, Nagarajan, 2017; Yang et al., 2020).
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3.1 Extragao e caracterizagao quimica de 6leos essenciais

A principal técnica para obtencdo dos OEs ocorre por meio da técnica de
destilacao por arraste a vapor, além da prensagem dos pericarpos de frutos citricos
(Machado et al.,2022, Salvatore et al., 2022). A destilagao por arraste a vapor é um
processo que utiliza vapor de agua com o intuito de volatilizar os compostos
aromaticos presentes nas plantas, os quais sdo posteriormente condensados e
separados (Ayub et al., 2024). Por sua vez, a prensagem a frio constitui uma
técnica mecanica aplicada na extracdo de OEs de frutas citricas, rompendo as
glandulas localizadas na casca de frutas citricas para liberar o dleo (Siano,
Cautela, 2021). Este processo preserva a composi¢gao natural do oleo, sem a
utilizacéo de calor ou solventes (Siano, Cautela, 2021).

A cromatografia gasosa (CG) é reconhecida por realizar a separagcdo dos
componentes presentes em um oleo essencial por meio da volatilidade e interagdes
com a fase estacionaria em uma coluna, enquanto, a espectrometria de massas
(EM) identifica estes componentes através de seus padrdes de fragmentacao (Aziz
et al., 2018). Através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) obtém-se a capacidade de separagdao da cromatografia com a
capacidade de identificacdo da espectrometria de massas (Aziz et al., 2018). A
submissado da amostra, no estado gasoso a um bombardeamento de elétrons, e
consequentemente, quebra em ions positivos (Lai et al., 2024). A diferenca entre a
massa e a carga dos ions gerados o0s separa, sendo assim, ao detectar e registar
os fragmentos gerados pelo impacto dos elétrons, é possivel identificar o composto
quimico (Wesdemiotis et al., 2024). Esse método garante respostas rapidas e
eficazes (Lai et al., 2024).

3.2Terpenos encontrados em OEs

Os terpenos sdo compostos organicos encontrados em plantas, podendo ser
classificados como monoterpenos ou sesquiterpenos, dependendo do numero de
unidades de isopreno que os compdem (Felipe, Bicas, 2016). Os monoterpenos

sdo formados por duas unidades de isopreno e representam cerca de 90% dos
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Oleos essenciais das plantas (Figura 8), sendo assim, apresentam uma grande
diversidade estrutural, com aproximadamente 1000 metabdlitos diferentes (Forezi
et al., 2022). A formagao dos sesquiterpenos ocorre pela unido de trés unidades de
isopreno, conhecidos por sua complexidade estrutural (Forezi et al., 2022).

Os terpenos sdo conhecidos por desempenharem papéis importantes na
ecologia das plantas, pois sdo defensores contra herbivoros e patégenos, além de
atrairem polinizadores (Forezi et al., 2022). E possivel observar que a diversidade
estrutural dos terpenos é resultado de rearranjos e modificagdes bioquimicas, o que
permite que esses compostos apresentem diversas atividades biologicas (Felipe,
Bicas, 2017).

Figura 8. Formacdo de monoterpenos presentes em Oleos essenciais através de

isoprenos.

. = B-ocimeno
H (C10H16)

Isopreno / ‘

(C5H8)
-+

‘ B-felandreno
(C10H16)

Isopreno
(C5H8) ’ H

B-mirceno
(C10H186)

Fonte: a autora. Imagens obtidas utilizando o Pubchem.

3.3Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides s&o uma classe de compostos orgéanicos sintetizados
pelas plantas, possuem uma estrutura central contendo um anel aromatico de
benzeno ligado a uma cadeia lateral de trés carbonos (Dong, Lin, 2021). Essa

classe de compostos possuem uma variedade de compostos aromaticos, como
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aldeidos e alcoois, desempenhando fun¢gdes de defesa das plantas e na interacéo

com o ambiente (Dong, Lin, 2021).

3.4 Propriedades biolégicas dos 6leos essenciais

Os OEs sao ricos em compostos derivados do metabolismo secundario de
plantas, dentre esses compostos s&o encontradas estruturas quimicas capazes de
desempenhar acg¢des antimicrobianas, antinflamatoérias, antiparasitarias e
antipruriginosas (Balkrishna et al., 2024). Os OEs e suas atividades biolégicas s&o
destacadas através da influéncia de sua composi¢cao quimica, pois sua agao
normalmente é gerada a partir dos compostos majoritarios (De Sousa et al., 2023).
Essas propriedades estao diretamente ligadas a presenga de compostos bioativos,
incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, fendis e aldeidos, que interagem com
estruturas celulares e processos fisiolégicos de microrganismos e células humanas
(De Sousa et al., 2023). Contudo, compostos minoritarios podem desempenhar um
papel relevante na bioatividade, podendo potencializar a agdo dos compostos
majoritarios (Bruno, Almeida, 2021). Exemplos de OEs e suas propriedades

bioldgicas descritas a seguir (Tabela 2).

Tabela 2. Compostos bioativos presentes em 06leos essenciais.

Propriedade Composto Oleos essenciais Referéncia
biolégica
Antimicrobiana/ Timol e Carvacrol Thymus vulgaris (Tomilho) Perumal et al., 2021.

Antifangica (monoterpenos fendlicos)

Citronelal (aldeido Cymbopogon nardus, Hu et al., 2022.
monoterpénico) Eucalyptus spp
Antioxidante / Acido galico, Rosmarinus officinalis, Salvia Perumal et al., 2021.
Anti- rosmarinico, cafeico spp.
inflamatoria Timol, mentol, Thymus vulgaris, Mentha spp., Perumal et al., 2021.

cinamaldeido, eugenol Cinnamomum spp., Syzygium

aromaticum
Antitrombética Curdiona (sesquiterpeno) Curcuma aromatica Fang et al., 2019.
Calmante a-citral, B-citral, mirceno Cymbopogon citratus (Capim- Da Silva, 2022.
lim&o)
Hepatoprotetora a-pineno, , B-pineno, Salvia officinalis Mohammed et al.,
mirceno, y-terpineno 2021.

30



(monoterpenos)
a-tujeno, a-pineno, Rosmarinus officinalis El-Demerdash et al.,
canfeno, B-mirceno, p- 2021.

cimeno (monoterpenos)

4 Levisticum officinale

A planta Levisticum officinale é conhecida como levistico ou lovage, uma
planta herbacea (Figura 9), perene, glabra, com sabor e cheiro caracteristicos de
aipo e pertence a familia Apiaceae (Chaudhari et. al, 2021). A familia Apiaceae é
composta por cerca de 3.780 espécies e 434 géneros distribuidos em varias regides
do mundo e que apresentam diversas propriedades terapéuticas, devido a
presenca de metabdlitos secundarios como OEs, polifendis, cumarinas, saponinas
e alcaloides (Sertel et. al, 2011; Miran et. al, 2018; Thiviya et. al, 2022).

A familia Apiaceae inclui alguns vegetais e ervas aromaticas conhecidas,
como a cenoura (Daucus carota), o aipo (Apium graveolens), a gotu kola (Centella
asiatica), a salsa (Petroselinum crispum), o coentro (Coriandrum sativum) e o
cominho (Cuminum cyminum) (Wang et al., 2022). As plantas dessa familia séo
frequentemente cultivadas como fonte nutricional, mas também como fonte de
fragréancias e desenvolvimento de medicamentos, além de conterem gléndulas
secretoras essenciais no armazenamento de OEs, resultando no sabor
caracteristico de cada espécie (Thiviya et al., 2022).

A planta L. officinale é originaria do Iréd e do Afeganistéo, tornando-se difundido
mundialmente, sendo seu crescimento ja foi identificado em varias areas da Europa
e no sudoeste da regido do Mediterraneo Oriental (Afarnegan et al., 2017). A planta
L. officinale é muito utilizada devido aos seus beneficios terapéuticos apresentando
propriedades antiespasmaddicas, antiasmaticas e diuréticas (Hogg et al., 2001),
popularmente € empregada no tratamento de infecgdo do trato urinario e de
calculos renais, além de ser utilizada como agente anticancerigeno, anti-
inflamatorio, antitumoral, nefroprotetor e neuroprotetor (Abd El-Hamid et al., 2009;
Miran et al., 2018; Chaudhari et al., 2021). O levistico possui também efeito
antidislipidémico significativo e efeito anti-hiperglicémico, o que nos mostra que a
planta pode ser eficaz no tratamento de diabetes e de dislipidemias (Ghaedi et al.,
2020).
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Figura 9. Partes aéreas da planta aromatica conhecida como Levisticum officinale.

Fonte: Istock, 2016.

Suas folhas sdo utilizadas para a preparacgao de sopas, saladas, preparo de
carnes e em enxaguatorios bucais, bem como no tratamento de dor de garganta e
febre (Olennikov, 2022). O extrato das partes aéreas de L. officinale tem sido usado
como antisséptico para feridas (EI-Din, Hendary, 2010; Miran et al., 2018, Spréa et
al., 2020). J&4 o seu OE pode ser utilizado na preparagdo de medicamentos,
aromatizantes de alimentos e perfumes (Miran et al., 2018; Sprea et al., 2020;
Chaudhari et al., 2021).

A composicao do oleo essencial de L. officinale (OELO) depende de varios
fatores, como as partes da planta, colheita e localizagdo geografica (Moradalizadeh
et al., 2012). Alguns estudos destacam que o 6leo essencial derivado da planta
contém Z-ligustilida, pentilciclohexano, derivados de ftalida e terpendides incluindo
a- e B-pinenos, a- e B-felandrenos, y-terpineno, carvacrol, eugenol, |-aterpineol, p-
cimeno e a-terpinila (Miran et al., 2018). Devido as suas diversas caracteristicas
bioldgicas, a planta Levisticum officinale € amplamente submetida a estudos. Na
tabela 3, sdo descritos exemplos de origem dos extratos e seus respectivos efeitos

bioldgicos.
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Tabela 3. Diferentes propriedades biologicas da planta Levisticum officinale.

Origem da extragao Propriedade biolégica Referéncia

Oleo essencial das partes aéreas L. Antimicrobiano (M. tuberculosis) Miran et al., 2018.

officinale
Oleo essencial das folhas L. officinale  Inibe o crescimento de células Sertel et al., 2011.
tumorais
Extrato aquosa de raizes de L. Potencial alelopatico Szparaga et al., 2021.
officinale
Extrato etandlico de folhas de L. Aumenta viabilidade celular e Jambor et al., 2021.
officinale capacidade reprodutiva (células
Leydig TM3)
Partes aéreas de L. officinale Potencial fertilizante Matlok et al., 2021.
Oleo essencial das folhas de L. Atividade antitrombética (Z- Moradalizadeh et al.,
officinale ligustilida) 2012, Zhang et al., 2009.
Extrato aquoso de L. officinale Atividade hepatoprotetora Afarnegan et al.,2017.
(paraquat)

5 Acao antitromboética e hepatoprotetora do OELO

A medicina complementar e alternativa € definida como todo tipo de terapia,
seja medicamentosa ou ndo, que nao esteja inserida no cuidado de saude
convencional (Makarem et al., 2023). A aromaterapia encontra-se inserida na
medicina integrativa, no entanto combinada com terapias convencionais (Liao et al.,
2022). Essa associagao tem como objetivo complementar o tratamento tradicional,
garantindo a promogéo da saude e bem estar (Liao et al., 2022).

Os OEs sao conhecidos por sua ampla aplicagdo a saude, como
antisséptica, calmante e antiinflamatéria, no entanto ndo devem ser empregadas
como substituicdo aos tratamentos tradicionais ou convencionais (Sharifi-rad et al.,
2023). A eficacia dos OEs é variavel, além de terem apenas evidéncias cientificas
de curto prazo e auséncia de estudos clinicos prolongados (Sharifi-rad et al., 2023).

A utilizacao dos OEs com propriedades antitromboéticas e hepatoprotetoras

podem trazer beneficios através da reducdo da inflamacdo, atuando como
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antioxidante e protetor hepatico (Daoudi, Bnouham, 2020). Os OEs possuem
propriedades antiinflamatérias consequentemente reduzindo a inflamacgao evitando
a formacéao de coagulos e, junto a atividade antioxidante auxiliam na prevencgao de
danos aos vasos sanguineos e reduzindo o risco de trombose (Memariani et al.,
2018). Os OEs podem ser conhecidos por suas propriedades hepatoprotetoras,
através da desintoxicagao e reducgao da inflamacao, relacionada a sua composigao
rica em antioxidantes (Daoudi, Bhouham, 2020). No entanto, a identificacdo de
novos tratamentos com OEs para essas condicbes deve ser acompanhada por
ensaios de toxicidade garantindo a segurancga e eficacia (Leigh-de Rapper, Viljoen,
Van Vuuren, 2021).

A intencao desse trabalho foi destacar que a utilizagdo do 6leo essencial de L.
officinale traz inumeros beneficios para saude humana. Dessa maneira, o presente
estudo que tem como objetivo avaliar a atividade antitrombodtica e o efeito
hepatoprotetor de L. officinale em diferentes concentragdes em modelos

experimentais in vitro e in vivo.
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7 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito antitrombadtico e hepatoprotetor do dleo essencial de Levisticum
officinale (OELO).

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a caracterizagao quimica do OELO;
Avaliar o efeito do OELO sobre:

- A toxicidade in vitro com Azul de Trypan e in vivo em Galleria
mellonella;
- Agregacao plaquetaria induzida por ADP e epinefrina (EPI);
- A coagulagao sanguinea
. Avaliar como possivel mecanismo de acdo do OELO sobre a
ativacao plaquetaria.
. Avaliar o efeito do OELO em camundongos Balb/c com
hepatotoxicidade induzida por paracetamol sobre:
- As alteragdes funcionais hepaticas por meio de marcadores
bioquimicos plasmaticos (AST, ALT e y-GT);
- Os aspectos inflamatoérios no tecido hepatico (MPO e *NO);
- O estado oxidativo hepatico utilizando biomarcadores de estresse
oxidativo (conteudo de TBARS e GSH);

- As caracteristicas histolégicas do tecido hepatico.
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CAPITULO 2: Perfil quimico e atividade antitrombética do 6leo essencial de

Levisticum officinale WDJ Koch (Apiaceae)

Figura 10. Folha de rosto do artigo publicado no periédico Chemical Papers (JCR/2024
2.5 — Qualis A4 - https://doi.org/10.1007/s11696-024-03573-5).
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Perfil quimico e atividade antitrombdtica do 6leo essencial de Levisticum
officinale WDJ Koch (Apiaceae)

Resumo

As doencas cardiovasculares estao associadas a altos custos para os sistemas
de saude publica, tornando necessario o desenvolvimento de agentes
anticoagulantes ou antiplaquetarios. Portanto, o presente estudo investigou a
acao antitrombdtica do 6leo essencial de Levisticum officinale WDJ Koch em um
modelo experimental in vifro. A composi¢do quimica do 6leo essencial foi
caracterizada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG—-EM). Foi realizado o ensaio de exclusdo do azul de Trypan em plaquetas
(in vitro). A toxicidade sistémica foi realizada através do modelo in vivo de larvas
de Galleria mellonella. O ensaio de agregacao plaquetaria foi realizado por
turbidimetria utilizando um agregébmetro semiautomatico, e foram empregados
dois agentes agregantes: agonista do receptor de adenosina (ADP) e epinefrina
(EPI). A coagulagao foi determinada pelo tempo de atividade da protrombina (TP)
e tempo de tromboplastina parcialmente ativada (TTPa) em coagulémetro
semiautomatizado. A ativacado plaquetaria foi avaliada pela expressao de P-
selectina e conteudo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por citometria de
fluxo e fluorescéncia, respectivamente. Em nosso estudo, identificamos que o
Oleo essencial é constituido predominantemente por monoterpenos, incluindo a-
terpinil acetato, p-felandreno, B-mirceno, a-terpineol e (Z)-p-ocimeno. O déleo
essencial ndo apresentou toxicidade in vitro e in vivo. O 6leo essencial reduziu
significativamente a agregacédo plaquetaria frente ADP e EPI. A agregacgéo
induzida por EPI foi mais potentemente inibida. O tratamento de plaquetas com
6leo essencial mostrou uma diminuicdo na expressao de P-selectina e producao
de EROs quando comparado ao veiculo. Por outro lado, o 6leo essencial ndo
interferiu no TP e TTPa. Os resultados demonstraram que o 6leo essencial de L.
officinale tem acao antiplaquetaria, mas nao possui efeitos anticoagulantes.

Palavras-chave: Lovage - Antiagregante - Plaquetas - P-selectina - Espécies
reativas de oxigénio
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Introducgao

Muitos individuos vivem com doengas crénicas e o aumento da expectativa
de vida pode agravar essa situagdo (Bickmann et al., 2017). Eventos
tromboembdlicos, por exemplo, representam um sério problema de saude
publica (Bickmann et al., 2017). Diversos estudos investigaram o
desenvolvimento de medicamentos para tratar e prevenir eventos
tromboembdlicos (Andrews et al. 2014). No entanto, a farmacoterapia disponivel
atualmente para tratamento antitrombdtico possui desvantagens consideraveis,
como um risco aumentado de sangramento (Bick-mann et al., 2017) e altos
custos de tratamento. Tais problemas ressaltam a necessidade de novos agentes
antitromboéticos (Gimbel et al., 2018; Mcfadyen et al., 2018).

Os produtos naturais sdo empregados por muitas décadas na medicina
tradicional (Wang et al., 2023). Atualmente sdo estudados por seus possiveis
efeitos protetores contra riscos sérios a saude de doengas tromboembdlicas
(Santana et al., 2023). Os 6leos essenciais, por exemplo, sdo produtos naturais
extraidos de plantas aromaticas e caracterizados por uma composigdo complexa
de substancias volateis (Santana et al., 2023). S&o conhecidas por suas
atividades biolégicas, como anticancer, antimicrobiana, anti-inflamatéria e

antitrombdética (Santana et al., 2023).

A familia Apiaceae compreende vegetais e plantas aromaticas bem
conhecidos, como aipo (Apium graveolens), salsa (Petroselinum crispum),
coentro (Coriandrum sativum) e cominho (Cuminum cyminum). Além de serem
valorizadas como ingredientes culinarios, sdo usadas em formulagdes de
fragréancias e no desenvolvimento de medicamentos (Thiviya et al., 2022). A
familia compreende cerca de 434 géneros e 3780 espécies, distribuidas em
varias regides do mundo com diferentes propriedades terapéuticas (Wang et al.,
2022). As plantas e vegetais da familia produzem metabdlitos secundarios, como
Oleos essenciais, polifendis, cumarinas, saponinas e alcaloides (Thiviya et al.,
2022). Muitas plantas sdo conhecidas por serem empregadas na medicina
tradicional ou como remédios caseiros para prevenir ou tratar doengas como
hipertensdo e doengas cardiovasculares (Kamyab et al, 2020). Estudos

mostraram que as plantas da familia Apiaceae sao uma boa fonte de compostos
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bioativos com efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios, anticancerigenos,

cardioprotetores, anti-hiperglicémicos e hipolipidémicos (Sal-eem et al., 2017).

Levisticum officinale WDJKoch (Apiaceae), conhecido como levistico ou
lovage, € uma erva perene classificada como glabra e eudicotiledénea, com
sabor e cheiro caracteristicos de aipo (Miran et al., 2018a,b). A planta é oriunda
do Ird e do Afeganistédo e difundiu-se pelo mundo todo. Atualmente, encontra-se
em varias areas da Europa e no sudoeste da regido do Mediterraneo Oriental
(Afarnegan et al., 2017). Todas as partes de L. officinale tém o sabor
caracteristico do aipo, sendo que os extratos de raiz sao descritos como picantes
(Deepika et al., 2021; Moradalizadeh et al., 2012). No sul da Europa, as folhas
de L. officinale sdo usadas em saladas e sopas, assim como suas sementes que
sdo adicionadas a doces, bolos e queijos; e os talos geralmente sdo comidos
frescos (Spréa et al.,2020). As folhas secas de levistico sdo usadas para
preparar infusdes para aliviar dor de garganta e febre devido as suas

propriedades anti-inflamatorias (Miran et al., 2018a,b).

O dleo essencial de L. officinale (OELO) contém monoterpenos, incluindo
acetato de a-terpinila e B-felandreno (Spréa et al., 2020; Miran et al., 2018a,b),
que possui propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes, respectivamente,
sendo benéficas em condi¢des como inflamagéo, dor e infecgdes (Deep-ika et
al., 2021). Diferentes partes constituintes do lovage sao usadas na preparagao
de medicamentos e usadas como temperos alimentares (Miran et al., 2018a,b).
Além disso, raizes e folhas de L. officinale tém alto teor de compostos fendlicos
que estimulam o sistema imunolégico e protegem contra inflamacéo, sendo
usadas na prevencao de inumeras doengas cardiovasculares e disturbios
neurodegenerativos (Violeta et al., 2017). Apesar de ser tradicionalmente usada
para protecdo cardiovascular, os possiveis efeitos antitrombdticos da planta

nunca foram avaliados.

Dada a importancia biolégica do 6leo essencial das folhas de L. officinale,
este estudo teve como objetivo investigar sua toxicidade, bem como suas

propriedades antiagregantes e anticoagulantes in vitro.
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Material e métodos

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

O OELO foi adquirido através da empresa Laszlo®, por destilagdo por
arraste a vapor das folhas importadas da Hungria e analisado por CG-EM
(Sharma et al. 2021). A amostra foi diluida em hexano a uma concentragéo de 5
mg/mL, e 1 pL foi injetado em um cromatografo Shimadzu QP2010 equipado
com um autoinjetor COA-20i e uma coluna capilar Rtx-5MS (30 mx0,25
mmx0,25 pm). A temperatura de injecao foi de 250 °C, e a razao de divisao foi
de 1:20. O programa de temperatura foi aumentado de 60 para 240°C com uma

rampa de 3 °C/min, e o tempo total de analise foi de 60 min.

O hélio foi usado como gas de arraste a 79,7 kPa, e o fluxo da coluna foi
de 1,30 mL/min. Os espectros de massa foram obtidos por ionizagao de elétrons
a 70 eV. A temperatura da interface foi de 280 °C, e a faixa de m/ z aplicada foi
de 40-500. Os constituintes do O6leo essencial foram identificados em
comparagao de seus espectros de massa com aqueles depositados nas
bibliotecas do Instituto Nacional de Padrbdes e Tecnologia (National Institute of
Standards and Technology - NIST), Wiley, e Espectros de massa de sabor e
fragrancia de compostos naturais e sintéticos (Mass Spectra of Flavour and
Fragrance of Natural and Synthetic Compounds - FFNSC) e seus indices de
retencao (calculados pela inje¢do de um padréo de alcano C8—C28) com dados
da literatura (Adams, 2007).

Coleta de sangue

As plaquetas humanas foram obtidas através da coleta de sangue de 20
doadores saudaveis, homens e mulheres, na mesma proporgcdo, com idades
entre 18 e 40 anos, sem histérico de sangramento ou trombose. As amostras

foram fornecidas voluntariamente. Todos os voluntarios assinaram um termo de
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consentimento antes de participar do estudo. O protocolo do estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul e atende
as diretrizes nacionais e internacionais sobre pesquisas envolvendo seres
humanos (protocolo CAAE n.° 57842022.2.0000.0021, parecer de aprovagao n.°
5.445.802).

A coleta de sangue foi realizada usando citrato trissddico (nove partes de
sangue e uma parte de 3,8% de citrato trissddico) como anticoagulante. Para os
ensaios da determinagdo da agregacao plaquetaria, um pool de plasma rico em
plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugagao de sangue total por 10 min a 123xg
em temperatura ambiente. O PRP foi ajustado para 2,5 x 108 células/mL em
solugdo salina tamponada com fosfato. Para ensaios de coagulacéo, um pool de
plasma pobre em plaquetas (PPP) foi usado. O pool de PPP foi obtido por
centrifugacdo de amostras de sangue por 15 min a 1107xg e 8 °C. Em todos os
experimentos, foram usados PRP e PPP, os quais foram obtidos dentro de 3 h

apods a coleta da amostra.

Avaliagao de toxicidade

Toxicidade in vitro com azul de Trypan

A viabilidade plaquetaria foi determinada usando o ensaio de exclusao de
azul de trypan. Para isso, 400 uL de PRP foram incubados com 5 uL de OELO
em diferentes concentragdes (50, 100, 200, 400, 800 e 1000 pg/ mL), DMSO
0,6% (v/v) (controle negativo/veiculo) ou 1% de Triton X-100 (controle positivo)
por 5 min. Posteriormente, 50 uL de PRP tratado (OELO ou controles) foram
misturados individualmente com um volume igual de azul de Trypan 0,04% e 20
ML desta solugdo foram transferidos para uma camara de Neubauer para
determinar as contagens de plaquetas totais e ndo viaveis. A viabilidade
plaquetéaria foi determinada pela Eq. (1). Os resultados foram apresentados

como a média.

Eq. 1. Viabilidade plaquetaria (%) = Numero total de células viaveis x

100/Numero total de células
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Toxicidade aguda in vivo em Galleria mellonella

Este ensaio foi realizado para avaliar efeitos toxicos sistémicos, conforme
descrito por Megaw et al. 2015. Dez larvas pesando entre 0,2 e 0,3 g e sem
sinais de melanizagado foram usadas por grupo. Inicialmente, 10 pyL de OELO
foram injetados no hemocele de cada larva através da ultima proleg esquerda
usando uma seringa Hamilton (Hamilton Inc®, Nevada, EUA). Posteriormente, as
larvas foram incubadas no escuro a 37 °C, e sua sobrevivéncia foi registrada em
intervalos selecionados por 72 h. Larvas que ndo se moviam quando tocadas e

com altos niveis de melanizagcdo eram contadas como mortas.

Determinagao da agregagao plaquetaria

A agregacao plaquetaria foi avaliada por turbidimetria (Weber et al. 2022),
utilizando um agregémetro semiautomatico (EasyA-greg, Qualiterm®, S&o Paulo,
Brasil). Aliquotas de 400 yL de PRP foram transferidas para uma curveta e
homogeneizadas sob agitagdo a 180xg e 37 °C. As plaquetas foram pré
incubadas com 5 pL de diferentes concentragées de OELO (50, 100, 200, 400,
800 e 1000 ug/mL), e posteriormente, foram adicionadas adenosina difosfato
(ADP, 30 uM, Sigma—-Aldrich® St. Louis, EUA) ou epinefrina (EPI, 5 pg/mL;
Hipolabor®, Minas Gerais, Brasil). A agregacéo foi medida como porcentagem
(%) e registrada continuamente por 5 min apds a adigdo do agonista. A turbidez
basal das amostras foi corrigida usando PPP obtido por centrifugacao. O veiculo
(DMSO 0,6% (v/v)) foi usado como controle negativo e 10 uM de ticlopidina,
como controle positivo. ADP, epinefrina e ticlopidina foram diluidos em agua
destilada purificada. Todos os testes foram realizados em triplicata e em trés dias

independentes.
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Avaliagao da coagulagao sanguinea

Os ensaios de coagulagao foram realizados usando um coagulémetro
semiautomatico (CLOTimer®, Quick Timer, S&o Paulo, Brasil). Inicialmente, 100
ML do pool de PRP foram incubados a 37 °C por 5 min com diferentes
concentragdes de OELO (50, 100, 200, 400, 800 e 1000 pg/mL). Em seguida, o
tempo de protrombina (TP) e o tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa)
foram determinados de acordo com as diretrizes do fabricante (BIOS
Diagnostics®, Sdo Paulo, Brasil). O veiculo (DMSO 0,6% v/v) foi usado como
controle negativo e a heparina (17 Ul/mL de sangue) como controle positivo.
Todos os testes foram realizados em ftriplicata, em trés dias independentes, sem

exceder trés horas apos a coleta.

Ativagao plaquetaria

Expressao de P-selectina

A expressao da P-selectina nas plaquetas foi determinada apds incubagao
de 400 pL de pool de PRP com 5 pL de OELO (50, 100, 200, 400, 800 e 1000
pg/mL) ou veiculo (DMSO 0,6% v/v) por 5 min em temperatura ambiente. A
solugdo foi estimulada com ADP (30 pM) e incubada por 5 min. As plaquetas
ativadas foram marcadas com isotiocianato de fluoresceina (FITC) anti-CD42b
humano de camundongo (5 pL) e P-selectina com ficoeritrina (PE) anti-CD62P
humano de camundongo (5 pL). As amostras foram mantidas no escuro por 15
min. PRP ndo marcado, PRP marcado apenas com CD42b-FITC e PRP marcado
apenas com CD62P-PE foram usados como controles. Um total de 10.000
eventos foram avaliados usando citdbmetro de fluxo CytoFLEX (Beckman
Coulter®, Califérnia, EUA). Os dados foram analisados usando o software
FlowJo® versdo 10.8 (BD Life Sciences®) (Merten, Thiagarajan 2000; Park,
2009).
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Geracgao de espécies reativas de oxigénio

A ativacao plaquetaria também foi avaliada pela determinagéo do conteudo
intraplaquetario de espécies reativas de oxigénio (EROs), conforme Reiniers et
al., 2017. Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 200 pug de PRP (2,5 x
108 células/mL), 2,5 ug dos respectivos controles (DMSO 0,5% e H20230%) e
2,5 ug de OELO (0-1000 pg/mL). A placa foi incubada por 5 min, em seguida 10
pL de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA-10 uM) foram
adicionados em cada poco, e a placa foi incubada por mais 30 min. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata em trés dias independentes. A
intensidade da fluorescéncia foi medida na emisséo de 485/530 nm usando um
espectrofotdbmetro multimodo (Varioskan™ LUX, Thermo Fisher Sci-entifc®,

Vantaa, Finlandia).

Analise estatistica

Para o modelo de G. mellonella, as diferengas na sobrevivéncia foram
comparadas usando o teste log-rank. Analise de variancia unidirecional (ANOVA)
foi realizada para investigar diferencas entre concentragdes de OELO e os
controles. A significancia foi definida em p<0,05. Todas as imagens dos

resultados foram geradas usando GraphPad Prism 8.0.

Resultados

Composicao quimica do OELO

A analise da CG-EM de OELO revelou a presenca de 32 constituintes
volateis. Dezenove compostos foram anotados usando as bibliotecas de
equipamentos (NIST, FFNSC e Wiley) bem como os indices de retengao (Tabela
1). As principais classes de compostos foram monoterpenos oxigenados e nao
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oxigenados, enquanto os principais compostos foram acetato de a-terpinila
(36,67%), B-felandreno (36,21%), B-mirceno (10,66%), a-terpineol (4,61%) e (Z)-
B-ocimeno (3,22%) (Tabela 1).

Tabela 1. Constituintes identificados a partir do 6leo essencial de L. officinale (OELO)
por CG-EM.

. RT A o,

Pico (min) Composto Area (%) RI
1 4.31 NI 0.01 -
2 4.50 NI 0.06 909
3 4.87 NI 0.13 928
4 4.95 a-tujeno 0.07 931
5 5.13 a-pineno 2.18 939
6 5.40 NI 0.03 951
7 5.50 Canfeno 0.15 955
8 5.65 NI 0.02 961
9 5.96 NI 0.37 972
10 6.12 Sabineno 1.05 978
11 6.23 B-pineno 0.30 982
12 6.39 NI 0.01 987
13 6.57 B-mirceno 10.66 993
14 6.72 NI 0.00 998
15 6.98 a-felandreno 1.12 1007
16 7.37 a-terpineno 0.03 1020
17 7.62 P-Cimeno 1.29 1029
18 7.80 B-felandreno 1035

36.21

19 8.02 (£)-B-ocimeno 3.22 1042
20 8.38 (E)-B-ocimeno 0.50 1053
21 8.65 NI 0.01 1060
22 8.76 Y-terpineno 0.57 1064
23 9.07 NI 0.01 1072

24 9.83 a-terpinoleno 0.18 1091




25 10.27 Linalol 0.06 1102

26 11.38 NI 0.04 1134
27 12.49 NI 0.25 1162
28 13.31 Terpinen-4-ol 0.07 1181
29 13.71 NI 0.08 1190
30 13.85 a-terpineol 4.61 1193
31 19.12 NI 0.03 1320
32 20.50 acetato de a-terpinila 36.67 1355

NI: ndo identificado; TR: tempo de retencao; IR: indices de retencéo no colo capilar RTx-
5MS.

Testes de toxicidade

Avaliagao da toxicidade in vitro com azul de Trypan

O OELO em diferentes concentragdes nao promoveu reducgdes
significativas no numero de plaquetas viaveis em comparagao ao controle. Este
achado sugere que o 6leo essencial ndo € toxico para as plaquetas humanas
(Figura 1).

Figura 1. Porcentagem (%) de viabilidade plaquetaria humana obtida em PRP tratado
com o6leo essencial de L. officinale (OELO) em diferentes concentragdes.
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Nota: Controle negativo (CN): 0,6% DMSO; Controle positivo (CP): Triton 1% X-100;
6leo essencial de L. officinale (OELO). *** p<0,001 em comparagdo com o CN.
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Toxicidade aguda in vivo em G. mellonella

A taxa de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella nao foi
significativamente influenciada pela incubagao com diferentes concentragdes de
OELO (50-1000 pg/mL). Portanto, os resultados sugerem que o 6leo essencial
nao causou toxicidade sistémica aguda (Figura 2).

Figura 2. Taxa de sobrevivéncia de larvas de G. mellonella ao longo de 72 h apés a
administracéo de diferentes concentragdes de OELO.
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Nota: A curva de controle refere-se a larvas tratadas com solucéo salina estéril com
fosfato (PBS). As diferencas nas estimativas de sobrevida foram comparadas pelo teste
de log-rank (p<0,05).

Efeito do OELO na agregacao plaquetaria humana

A agregacao plaquetaria foi determinada usando dois agentes
agregadores (ADP e EPI). OELO mostrou atividade antiplaquetaria significativa
in vitro ao inibir a agregagao plaquetaria induzida por ADP (Figura 2A, B). O
OELO também mostrou um efeito inibitério significativo na agregacao plaquetaria
induzida por EPI (Figura 2C, D).
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Figura 3. Efeito do 6leo essencial de L. officinale (OELO) na agregagao plaquetaria
humana.
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Nota: Porcentagem de agregacido plaquetaria apds tratamento com diferentes

concentragdes de OELO (50-1000 pg/mL) e indugédo com 30 uM de ADP (Ae B) ou 5
pg/mL de epinefrina — EPI (C e D) por 5 min.

Efeito do OELO na coagulagao sanguinea

O tratamento do plasma humano com OELO nas concentracdes testadas
nao resultou em aumentos significativos no TP ou TTPa (Tabela 2). Além disso,

o0 OELO ndo alterou a Razdo Normalizada Internacional (RNI) e o TTPa.
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Tabela 2. Pardmetros de coagulagdo medidos em plasma humano tratado o6leo
essencial de L. officinale (OELO).

Ensaios de coagulagio sanguinea 2

Amostras’ TP TTPa
Tempo RN Tempo Razao*
(sec) (sec)
Padrao 14+ 0,0 - 28 +2,20 -
Controle negativo 15+ 0,22 1.1 33+1,74 1.2
OELO (50 pg/mL) 16+ 0,0 1.1 24 + 3,01 0.9
OELO (100 pg/mL) 15+0,69 1.1 26 £ 0,96 0.9
OELO (200 pg/mL) 15+ 0,31 1.1 32 +4,55 1.1
OELO (400 pg/mL) 16+0,50 1.2 321492 1.1
OELO (800 pg/mL) 15+0,88 1.1 31+ 3,01 1.1
OELO (1000 pg/mL) 16 + 0,61 1.2 33+3,18 1.2
Heparina (17 IU/mL de >100 - >100 -
sangue)

Nota: Oleo essencial de L. officinale (OELO); controle negativo (veiculo, DMSO 0,6%)
e heparina (controle positivo). Tempo de protrombina (TP) e tempo de tromboplastina
parcial ativada (TTPa) em segundos (seg) medido em plasma humano tratado com
OELO e expresso em média + DP. Razdo normalizada internacional (RNI) calculada
com base nos resultados do TP e usada para monitorar a eficacia do anticoagulante.
Relagao entre os valores de tempo entre o (s) tempo (s) das concentragdes e o (s) tempo
(s) do controle (Razao).

Expressao da P-selectina nas plaquetas

A ativacao plaquetaria é desencadeada pela exposicdo das plaquetas ao
ADP, colageno, trombina ou derivado do acido araquidbnico. Logo apds a
ativagdo plaquetaria, a P-selectina, que é armazenada em alfa granulos

plaquetarios, move-se para a superficie celular e facilita a adesao aos leucdcitos
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e/ou endotélio, levando a geragcdo de biomoléculas como citocinas, fatores e
procoagulantes (Merten, Thiagarajan 2000).

Os produtos naturais e compostos sintéticos que suprimem a expressao de
P-selectina sao alvos de pesquisa interessantes para o tratamento de doengas
cardiovasculares (Park, 2009). A expressdo de P-selectina foi medida por
citometria de fluxo. Os resultados mostraram que a concentracéo de 50,100, 400
e 1000 pg/mL OELO suprimiu a expresséo de P-selectina em comparagao com
o controle negativo. No entanto, ndo houve diminuigdo nas concentragdes 200 e
800 upg/mL quando comparado ao controle negativo.

Figura 4. Expresséao de superficie da P-selectina em plaquetas apds exposi¢édo ao 6leo
essencial de L. officinale (OELO).

CD41FITC

Events
Expresséo de CD62b-PE

OELO (ug/mL) + ADP (30 uM)

CD62b-PE

Nota: (A) Graficos de pontos representativos gerados usando o software FlowJo. A zona
bloqueada mostra a populagdo de plaquetas. (B) Grafico de pontos representativo
mostrando uma populagdo CD42b FITC-positiva (plaquetas). (C) Histogramas
representativos mostrando ativacdo plaquetaria apés incubagcdo com OELO e indugao
com ADP (30 uM) por 5 min. As plaquetas ativadas foram marcadas com CD42b (5 uL)
e CD62P (5 pL) e mantidas no escuro por 15 min. (D) Intensidade média de
fluorescéncia (IMF) de CD62P-PE expressa na membrana de plaquetas ativadas
tratadas com diferentes concentracbes de OELO (50-1000 pg/mL). CN, controle
negativo (DMSO  0,6%). Os resultados s&o a média de trés experimentos
independentes. *p<0,05 e ***p<0,001 em comparacdo com plaquetas induzidas por
ADP.
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Geracgao de espécies reativas de oxigénio (EROs)

O composto 2',7'-diclorodihidrofuoresceina diacetato (DCFH-DA) é
oxidado por moléculas pro-oxidantes, como o peréxido de hidrogénio (H202).
A diclorofuoresceina reage com EROs e libera altas quantidades de 2'.7'
diclorofuoresceina (DCFH), que é impermeavel a membrana plasmatica
(Reiniers et al. 2017). Como resultado, o conteudo de EROs pode ser
medido e estimado por meio da intensidade de fluorescéncia. Os resultados
demonstraram que todas as concentrag¢des testadas (0—1000 ug/mL) de OELO
diminuiram a produgcdo de EROs em comparagdo com os controles positivos e

negativos.

Figura 5. Conteudo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs).
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Nota: Intensidade de fluorescéncia de plaquetas tratadas com DMSO 0,5% (controle
negativo, CN), peroxido de hidrogénio (H202) 30% (controle positivo, CP) ou 6leo
essencial de L. offiinale (OELO) (50-1000 pg/mL). p<0,001 em comparagcado com CN e
# p<0,001 em comparagéao com CP.
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Discussao

A composigdo quimica do OELO determinada no presente trabalho
corrobora outros achados com a mesma espécie. Em um estudo recente, a
caracterizagao quimica de varios extratos de L. officinale revelou mais de 190
compostos volateis, variando de acordo com diferentes partes da planta e tipos
de extragdo quimica, sendo a principal classe os monoterpenos (Atteya et al.,
2022). Os monoterpenos a-acetato de terpinila (36,67%), B-felandreno (36,21%),
B-mirceno (10,66%) e (Z)-B-ocimeno (4,61%) séo os principais compostos do
OELO. Suas concentragdes diferem de acordo com a parte da planta usado para
extracao (Spréa et al., 2020). Os 6leos essenciais extraidos da raiz e folhas de
L. officinale possuem composi¢cdes quimicas diferentes, mas seus principais
constituintes sao o B-felandreno e o acetato de a-terpinila, corroborando a

composi¢ao quimica encontrada em nosso estudo (Heidarpour et al.,2013).

O acetato de a-terpinila € conhecido por sua fragrancia adocicada e odor
floral herbaceo, sendo utilizado na fabricagdo de sabonetes, produtos para o
cabelo, antitranspirantes, locdes e produtos de limpeza, além de aromatizante
em bebidas e doces (VAICIULYTE et al., 2021). O monoterpeno B-felandreno foi
identificado no o6leo essencial de Angelica purpurascens (Apiaceae), sendo
reconhecido por sua acado antioxidante e citotoxicidade contra linhagens
celulares de cancer de mama humano (Boiangiu et al., 2022). O B-mirceno
possui atividades antiulcerosas, antioxidantes e antimicrobianas. O (3-ocimeno
possui propriedades anticonvulsivantes, antifungicas e antitumorais
(Badalamenti et al., 2022). Portanto, os principais compostos do OELO
apresentam uma ampla gama de atividades biologicas e potencial para uso na
industria alimenticia. Tais caracteristicas tornam o OELO uma fonte natural

promissora desses compostos (Spréa et al., 2020).

Um extrato de L. officinale com composicao semelhante ao OELO nao
demonstrou toxicidade em até 5.000 mg/kg em ratos Wistar apdés 72 h de
administragao, sendo considerado seguro (Ghaedi et al., 2020). Neste estudo,
avaliamos o efeito do OELO na viabilidade plaquetaria (Fig. 1A). Foi
demonstrado que o OELO nas concentragbes de 50-1000 ug/mL n&o causou

uma diminuigao significativa no numero de plaquetas viaveis, evidenciando sua

73



atoxicidade para esses elementos. O modelo experimental de G. mellonella é
barato e rapido para avaliagao in vivo de novos compostos terapéuticos (Megaw
etal., 2015; Singkum et al., 2019). O ensaio de toxicidade in vivo utilizando larvas
de G. mellonella confirmou a auséncia de toxicidade nas concentracdes testadas
(Fig. 1B). Esses resultados in vivo corroboram os do ensaio de viabilidade
plaquetaria in vitro. Em um teste de toxicidade oral aguda em camundongos, o
OELO apresentou uma dose letal média (DL50 = 19.786,59 uL/kg) maior do que
o lllicium verum (11.257,14 uL/kg) e o Mentha cardiaca (7.133,70 uL/kg),
sugerindo que o OELO possui um melhor perfil de segurancga (Deepika et al.,
2021). O odleo essencial de Foeniculum vulgare (Apiaceae) demonstrou ser
atéxico em um teste de viabilidade plaquetaria em comparagdo com o controle
negativo (Tognolini et al., 2007). Os resultados do presente estudo confirmam
esses dados anteriores, mostrando que o OELO nao induziu toxicidade in vitro

ou in vivo em modelos experimentais.

O OELO causou uma diminuigdo significativa na agregacgao plaquetaria
induzida por ADP ou EPI. Na agregacéo plaquetaria induzida por ADP, houve
reducédo de 32% em comparagdo com o controle negativo. Além disso, quando
induzida por EPI, a agregacao plaquetaria diminuiu 66% em comparagao com o
controle negativo (Figura 3). O dleo essencial de F. vulgare exibiu atividade
antiplaquetaria, atribuida a presenga de anetol (Tognolini et al., 2007). Esses
dados corroboram os resultados do nosso estudo, mostrando o potencial uso do
OELO como agente antiplaquetario. A. visnaga, A. majus e P. anisum, todos
pertencentes a familia Apiaceae, contém cumarinas, conhecidas por seu
potencial anticoagulante. P. anisum demonstrou ter atividade anticoagulante,
pois prolonga o TTPa (Mahrous et al., 2022). O OELO, por outro lado, néo
influenciou significativamente o TP, o TTPa ou o INR (Tabela 2), demonstrando

gue ndo atua na cascata de coagulagéo.

Estudos anteriores investigaram a atividade antiplaquetaria dos oleos
essenciais. Por exemplo, o 6leo essencial de Curcuma wenyujin contém
curdiona, conhecida por sua acdo antiplaquetaria. O mecanismo de acao da
curdiona foi elucidado: o composto inibe o aumento dos niveis de Ca?* e diminui
a expressao de P-selectina em plaquetas induzida pelo fator ativador de
plaquetas. Semelhante a curdiona, o OELO (50-1000 ug/mL) reduziu a
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expressao da P-selectina (Xia et al., 2012). Em nosso estudo, a expresséao de P-
selectina foi reduzida nas concentragdes de 50 pg/mL (26%), 100 pg/mL (11%),
400 pg/mL (4%) e 1000 pg/mL (12%). Contudo, as concentragdes de 200 ug/mL
(13%) e 800 pg/mL (10%) estimularam a expressao de P-selectina quando
comparadas com plaquetas induzidas por ADP. Além disso, o OELO mostrou-se
mais eficaz na concentracdo de 50 ug/mL, comparativamente as demais

concentragbes testadas (Figura 4).

As EROs sao produzidas em plaquetas ativadas, desempenhando um
papel importante na formagao de trombos (Qiao et al., 2018). O pré-tratamento
com OELO resultou em uma diminuigao na geragcao de EROs nas plaquetas em
todas as concentragdes testadas 50 ug/mL (29%), 100 pg/mL (33%), 200 ug/mL
(30%), 400 pg/mL (32%), 800 pg/mL (30%) e 1000 ug/mL (30%)], em
comparacgao ao controle negativo (Figura 5). A liberacao e ativacao de plaquetas
por EROs sdo responsaveis por alterar a fungcdo mitocondrial e aumentar a
ativagao plaquetaria (Ajanel et al., 2023). Consequentemente, a hiperativagao
plaquetaria desencadeia a formacéo excessiva de coagulos e complicagbes
tromboembdlicas (Masselli et al., 2020). A acao antiplaquetaria do OELO foi

evidenciada pela diminuicao das EROs.

O presente estudo identificou os efeitos farmacolégicos do OELO voltado
para 0 uso antitrombodtico, tendo como préximo passo desta pesquisa o
desenvolvimento de um produto para administragao oral contendo OELO. Os
estudos se concentrardo no desenvolvimento de uma formulagdo oral
nanoestruturada a base de lipidios para administragéo oral estavel e homogénea
de OELO.

Conclusao

O OELO promoveu uma diminui¢ao significativa na agregacgao plaquetaria
em diferentes concentragdes, independentemente do agente agregante
utilizado. Além disso, o OELO diminuiu a ativagao plaquetaria, pois foi capaz de
impedir a produgédo de EROs e a expressao de P-selectina. Esses achados

demonstram o potencial do OELO no tratamento e/ou prevencao da trombose
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arterial.  Nenhuma das concentragdes de OELO testadas influenciou
significativamente os parametros de coagulacéo (TP, INR e TTPa), e o dleo

essencial ndo apresentou toxicidade nas concentragdes testadas.
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CAPITULO 3: O Odleo essencial de Levisticum officinale previne a

hepatotoxicidade induzida por paracetamol ao diminuir o estresse oxidativo
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O ¢dleo essencial de Levisticum officinale previne a hepatotoxicidade induzida

por paracetamol ao diminuir o estresse oxidativo

Resumo

Levisticum officinale (Apiaceae) € uma erva perene, conhecida como levistico ou
lovage, sendo utilizada em preparagdes culinarias, como por exemplo saladas e
sobremesas. Neste estudo, os efeitos hepatoprotetores e o0s mecanismos
subjacentes do 6leo essencial das folhas de Levisticum officinale (OELO) foram
investigados em um modelo experimental de hepatotoxicidade induzida por
paracetamol utilizando camundongos Balb/c. Os experimentos foram realizados com
camundongos machos (6 semanas, 25+2 g). Antes dos experimentos, quatro animais
foram reservados como fontes de neutréfilos para o ensaio de quimiotaxia. Os
camundongos restantes foram alocados em seis grupos experimentais (n=8 por
grupo): o grupo | (controle negativo) foi pré-tratado com solug¢do salina (veiculo de
dissolugéo de paracetamol); o grupo Il ndo foi pré-tratado (administrado apenas 300
mg/kg de paracetamol - PCT); o grupo lll foi pré-tratado com silimarina (SLM, 200
mg/kg) e os grupos IV=VI foram pré-tratados com OELO em diferentes doses (50,
200, 400 mg/kg). Apds 7 dias de tratamento, os grupos II-VI receberam PCT (300
mg/kg). Doze horas apds a administragdao de PCT, os animais foram eutanasiados e
o sangue foi coletado para analises bioquimicas de fungao hepatica (AST, ALT e y-
GT). Os figados dos camundongos foram extraidos para avaliagdes histolégicas bem
como de biomarcadores de inflamacéao e estresse oxidativo hepatico (éxido nitrico -
*NO, mieloperoxidase - MPO, substancias reativas ao acido tiobarbiturico — TBARS e
glutationa reduzida - GSH). A quimiotaxia de neutrdfilos foi avaliada usando uma
placa de microquimiotaxia nas concentragdes de OELO (1 - 60 pg/mL). O pré-
tratamento com OELO (50- 400 mg/kg) preveniu alteracdes nos valores plasmaticos
de AST, ALT e y-GT induzidas por paracetamol. O pré-tratamento com OELO
diminuiu a atividade da MPO e a producdo de °*NO. O OELO em diferentes
concentragdes preveniu a migragao de neutroéfilos. Os cortes histolégicos mostraram
figados normais (sem alteragdes morfolégicas) no grupo |, com vacuolizagéo
ocasional devido ao jejum. O grupo Il apresentou necrose grave, e os grupos IlI-VI
apresentaram vacuolizacao difusa e necrose diminuida. O pré-tratamento com OELO
diminuiu a peroxidacao lipidica e restaurou as concentragdes de GSH. De maneira
geral, o OELO preveniu a lesdo hepatica induzida por paracetamol, protegendo contra
o estresse oxidativo e inibindo a inflamacgao.

Palavras-chave: antioxidante, hepatotoxicidade, inflamacgéo, Levisticum officinale,
paracetamol.
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Introducgao

O uso irracional de medicamentos pode levar a dependéncia e a doengas
graves, principalmente quando consumidos em sobredoses ou combinados com
alcool e outras substancias (Mhadi et al., 2023). Esse fenémeno ¢é atribuido a falta de
conhecimento por parte de pacientes e prescritores, ao facil acesso aos
medicamentos e a comercializagdo inadequada (Rahman et al., 2021). Um dos
orgaos frequentemente analisados em pacientes que fazem uso indevido de
medicamentos é o figado (Zhang et al., 2019). O figado € o segundo maior 6rgao do
corpo humano, representando aproximadamente 2% do peso corporal de um adulto
saudavel (Mohajan, 2025). Ele exerce fungbes secretoras e excretoras e é
responsavel pela regulacdo das fun¢gdes metabdlicas e vasculares (Alamri, 2018).
Aproximadamente 30% do débito cardiaco é direcionado ao figado por meio do
sangue da artéria hepatica e do sangue da veia porta (Alamri, 2018). Além disso, o
figado desempenha um papel fundamental na desintoxicagéo e excregao de inumeras
substancias endogenas e exégenas (Barouki et al., 2023).

As doencgas hepaticas podem estar associadas a comportamentos aditivos (por
exemplo, consumo de alcool e tabagismo), desequilibrio alimentar e obesidade,
infecgdes virais e parasitarias, exposicdo a toxinas e intoxicacdo medicamentosa
(Barouki et al., 2023). A les&o hepatica € um efeito adverso comum de medicamentos
e um grave problema de saude, com evolugao clinica que varia de assintomatica a
ictericia hepatocelular ou colestatica, insuficiéncia hepatica e hepatite cronica (Ke et
al., 2020). Em casos de lesao hepatica por intoxicagdo medicamentosa, os pacientes
geralmente recebem o antidoto N -acetilcisteina, que restaura as concentragdes de
glutationa reduzida (GSH) hepatica e é eficaz na maioria dos casos (Zhou et al., 2021;
Sanabria-Cabrera et al., 2022).

O paracetamol ou acetaminofeno (N-acetil-p-aminofenol, PCT) é um
medicamento de venda livre usado terapeuticamente nos Estados Unidos desde
meados de 1950 para tratar dores leves e febre em criancas, gestantes e idosos
(Cooper et al., 2017). O PCT apresenta um bom perfil de seguranga na dosagem
recomendada de 4 g por dia em adultos (Ndetan et al., 2020). No entanto, uma
sobredose de PCT pode desencadear dano oxidativo, morte de células hepaticas,
inflamagao, formagao de vacuolos nos hepatdcitos e disfungdo mitocondrial (Ahmed

et al., 2023). Esses efeitos aumentam os niveis sanguineos de varias enzimas, como
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a alanina aminotransferase (ALT), a espartano aminotransferase (AST) e a gama-
glutamil transferase (y-GT), além de aumentar os biomarcadores de lesdo hepatica e
biliar em casos de hepatotoxicidade e insuficiéncia hepatica aguda (Fu et al., 2020;
Guo et al., 2019).

O PCT é biotransformado por trés mecanismos metabdlicos: conjugacéo
hepatica com acido glicurdnico (glicuronidagéo), sulfatacéo e oxidagao (Brayner et al.,
2018). A via oxidativa produz N-acetil-para-benzoquinona imina (NAPQI), que é
rapidamente metabolizada em um produto n&o téxico por conjugagdao com GSH, o
que € metabolizado em acido mercapturico e excretado na urina (Brayner et al., 2018).
Em casos de intoxicacao por PCT, a deple¢ao do conteudo de GSH leva ao acumulo
de NAPQI, desencadeando um processo irreversivel de dano hepatocelular (Guo et
al., 2019). O NAPQI liga-se covalentemente a proteinas celulares, principalmente
proteinas mitocondriais, causando disfungdo mitocondrial e aumento da formagao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Guo et al.,, 2019). O excesso de NAPQI
danifica as proteinas hepaticas, induz a peroxidacéo lipidica e causa danos oxidativos
no figado (Li et al., 2023). Assim, os danos hepaticos por sobredose de PCT ocorrem
devido ao acumulo do composto toxico NAPQI, que sobrecarrega o processo de
eliminacdo e induz danos oxidativos nas células hepaticas (Chilvery et al., 2023).

Um exemplo de planta com propriedades bioativas é Levisticum officinale.
Comumente conhecido como lovage, trata-se de uma planta perene pertencente a
familia Apiaceae, nativa do Ird e Afeganistado, e sendo encontrada em toda a Europa
e no Mediterraneo Oriental (Spréa et al., 2020). Possui sabor e aroma semelhantes
ao aipo, sendo usada em saladas e sobremesas (Basilio et al., 2024). O 6leo essencial
obtido desta planta é rico em compostos fendlicos, possuindo propriedade
antioxidante, imunomoduladora e anti-inflamatdria, além disso, pode proteger contra
o desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neurodegenerativas (Basilio et al.,
2024, Avola et al., 2024). No entanto, mais pesquisas sao necessarias para elucidar
esse efeito especifico em modelos experimentais envolvendo danos induzidos por
PCT.

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito hepatoprotetor
do dleo essencial das folhas de L. officinale (OELO) em um modelo experimental in
vivo de lesao hepatica induzida por PCT.
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Material e métodos

Oleo essencial e reagentes

OELO foi adquirido da Laszlo® Brasil. O OELO foi extraido por destilagdo por
arraste a vapor de folhas importadas da Hungria (Sharma et al, 2021). A
caracterizagdo quimica foi realizada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), e os resultados podem ser encontrados em um
estudo publicado recentemente por nosso grupo de pesquisa (Basilio et al., 2024). Os
kits diagnosticos para quantificagdo de ALT, AST e y-GT foram adquiridos da Gold
Analisa® Brasil. Fosfato monossadico, acido 2-ditionitrobenzoico (DTNB) e &acido
tiobarbiturico (TBA) foram adquiridos da Sigma—Aldrich® Estados Unidos.
Tris(hidroxi)aminometano e acido tricloroacético foram obtidos da Cromoline Quimica
Fina® e Dinamica Quimica Contemporanea®, ambas localizadas no Brasil. Todos os

outros reagentes foram de grau analitico.

Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c machos de 6 semanas de idade, pesando
25 1 2 g. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), Brasil. Os animais foram alojados em condi¢des
laboratoriais padrao com temperatura (24 £ 1 °C) e umidade (60%—65%) controladas
e um ciclo claro/escuro de 12 h. Racgéao peletizada padrao e agua foram fornecidas ad
libitum. O protocolo de uso de animais foi revisado e aprovado pelo Comité de
Cuidados com Animais da UFMS (CEUA/UFMS 1.243/2022, 9 de setembro de 2022).

Desenho experimental

Os camundongos foram aclimatados por 1 semana antes dos experimentos. Em
seguida, foram alocados aleatoriamente em seis grupos experimentais (n=8 por
grupo), conforme descrito a seguir: grupo |, o controle negativo (CN), foi pré-tratado
com solucgao salina (veiculo de dissolugao do PCT); grupo Il ndo foi pré-tratado (PCT);
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grupo lll, recebeu o tratamento de referéncia, foi pré-tratado com silimarina (SLM, 200
mg/kg), reconhecida por suas propriedades hepatoprotetoras; e os grupos IV-VI foram
pré-tratados com OELO nas doses de 50, 200 e 400 mg/kg, respectivamente.

Os pré-tratamentos de CN, SLM e OELO foram administrados por via oral uma
vez ao dia durante 7 dias. As doses de OELO e PCT foram definidas com base em
estudos anteriores (Rocha et al., 2017; Uchida et al., 2017). No dia 7, apos 8 horas
da administragao dos pré-tratamentos, os grupos Il-VI receberam 300 mg/kg de PCT
para induzir lesdo hepatica aguda. Doze horas apdés a administracdo de PCT, os
animais foram anestesiados com uma dose unica de cetamina (100 mg/kg ip) +
xilazina (10 mg/kg ip) e eutanasiados. O sangue foi obtido por puncdo cardiaca,
coletado em tubos com anticoagulante EDTA e centrifugado a 1500 x g por 10 min
para separar o plasma, que foi utilizado para avaliagao bioquimica da fungao hepatica
(AST, ALT e y-GT).

Os figados foram cuidadosamente retirados e separados em duas partes. A
primeira foi utilizada para avaliagdo histolégica e a segunda para analise de
biomarcadores de inflamacgao e estresse oxidativo. Para os ensaios de estado redox,
foram preparados homogeneizados de tecido hepatico em solugdo de 20 mM de
fosfato de potassio, pH 7,4, contendo 0,1% de Triton X-100 e 150 mM de cloreto de
soédio (NaCl). Os homogeneizados de tecido hepatico foram armazenados a -80 °C
até a realizacao dos ensaios. Posteriormente, os homogeneizados de tecido hepatico
foram descongelados e centrifugados a 1500 x g por 5 min. O sobrenadante foi
utilizado nos ensaios redox. Os biomarcadores inflamatérios e de estresse oxidativo
foram padronizados para o conteudo proteico, determinado pelo método de Lowry et
al. (1951).

Biomarcadores da fungao hepatica

Aproximadamente 1 mL de sangue foi coletado em tubos de EDTA por pungao
cardiaca. O plasma foi imediatamente separado por centrifugagédo (5000 x g por 15
min a 4 °C) para a avaliagao bioquimica. As atividades plasmaticas de ALT, AST e y-
GT foram medidas utilizando kits comerciais, de acordo com as instrugcées do
fabricante, e utilizadas como marcadores da fungao hepatica.

Para determinacéo da atividade de ALT, a solugdo reagente foi preparada

misturando 4 partes de tampéao (150 mmol/L de Tris, 750 mmol/L de L-alanina, >2300
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U/L de lactato desidrogenase e 14,6 mmol/L de azida sodica) com 1 parte de mistura
de coenzimas (75 mmol/L de 2-cetoglutarato, 1,3 mmol/L de NADH e 14,6 mmol/L de
azida sddica). Para o ensaio de AST, a solugao reagente consistiu em 4 partes de
tampao (105 mmol/L de Tris, 330 mmol/L de L-aspartato; 825 U/L de malato
desidrogenase, 1200 U/L de lactato desidrogenase, e 0,095% de azida soddica,
estabilizantes e surfactantes) e 1 parte de mistura de coenzima (20 mmol/L de Tris,
1320 mol/L de NADH, 66 mmol/L de 2-cetoglutarato e 0,095% de azida sddica,
estabilizantes e surfactantes). Para ambos os ensaios de ALT e AST, 200 yL de
solugéo reagente e 20 uL de plasma foram adicionados a uma placa de multiplos
pogos. O conteudo dos pogos foi homogeneizado e as placas foram incubadas a 37
°C. A absorc¢ao inicial foi lida a 340 nm apds 1 min, seguida por leituras adicionais em
2, 3 e 4 min. Os resultados foram calculados com base na diminuigdo da absorgao
por minuto e foram expressos em U/L.

Para a determinacdo quantitativa da atividade de y-GT, a solug&o reagente foi
preparada misturando 4 partes de tampao (197 mmol/L de glicilglicina e 14,6 mmol/L
de azida sdédica) e 1 parte de substrato (21 mmol/L de gama-glutamil-3-carboxi-4-
nitroanilida e 14,6 mmol/L de azida sddica). Em seguida, 200 pyL desta solugdo
reagente e 10 pyL de plasma foram adicionados a uma placa multipogos,
homogeneizados e incubados a 37 °C por 1 min. A absorbancia inicial foi lida a 405
nm. Em seguida, leituras de absorbancia subsequentes foram feitas apés 1, 2 € 3 min.
Os resultados foram calculados usando a absorgao média por minuto e sdo expressos
em U/L.

Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO foi avaliada em homogeneizados de tecido hepatico usando
o método colorimétrico de Bradley et al. (1982). Assim, 20 yL de homogeneizado
hepatico foram transferidos para pogos de microplaca contendo 150 uL de uma
solugcado constituida de dicloridrato de o-dianisidina 0,0007 M, H202 0,0005%,
NaH2PO4 50mM e agua destilada. Apds a incubacgao, 30 uL de azida sédica 1% foram
adicionados para interromper a reagao. As amostras foram incubadas novamente por
10 min a temperatura ambiente, e as leituras de absorg¢ao foram obtidas a 450 nm
usando um leitor de microplacas multimodo (Varioskan™ LUX, Thermo Fisher

Scientific®, Finlandia).
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Determinagao da producao de éxido nitrico (* NO)

A producéo de *NO foi determinada medindo os niveis de nitrito usando a reagao
de Griess (Green et al., 1982). Os niveis de nitrito foram determinados em amostras
de homogeneizado de tecido hepatico com solugdo de lise (tampédo fosfato de
potassio 20 mM, pH 7,4, Triton X-100 0,1%, NaCl 150 mM). O sobrenadante foi
separado (50 pL) e incubado com um volume igual de reagente de Griess
(sulfanilamida 1%, acido fosférico 5% e dicloridrato de N-1-naftiletilenodiamina 0,1%
em agua) a temperatura ambiente por 10 min. A densidade éptica foi lida usando um
leitor de placas multipogos (HumaReader HS ®, Alemanha) a 540 nm. A quantificagao
foi obtida usando uma curva padrdao de NaNO:2. Os resultados foram expressos em
MM NO2 .

Analise histopatologica

Os figados foram coletados e fixados em solugcdo de formaldeido 10%.
Posteriormente, as amostras foram desidratadas em concentracbes crescentes de
alcool (80% a 100% v/v), incluidas em parafina e seccionadas a uma espessura de 3
um usando um micrétomo rotativo (Ser. Nr. 69190, MICROM GmbH®, Alemanha). Os
cortes foram corados com hematoxilina e eosina e examinados em microscopia optica
para a presenga ou auséncia de achados histolégicos, como degeneragao hialina,

degeneracgao hidropica, necrose e infiltragdo leucocitaria.

Avaliagao de biomarcadores de estresse oxidativo

Quantificagao da peroxidacgao lipidica

A peroxidagao lipidica foi avaliada pelo ensaio de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Bird, Draper, 1984). Resumidamente, 100 pL de
homogeneizado de tecido hepatico foram precipitados em 1 mL de acido

tricloroacético (TBA) 12% e tamponados com 1 mL de tampéo Tris-HCI 60 nM + &cido
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dietilenotriaminopentaacético (DTPA) 0,1 mM, pH 7,4. Em seguida, as amostras
foram incubadas em acido tiobarbiturico 0,73% por 60 min a 100 °C. Apds o
resfriamento, as amostras foram centrifugadas (5 min a 10.000 x g), e a densidade
Optica foi lida a 535 nm usando um leitor de microplacas (Varioskan™ LUX, Thermo
Fisher Scientific®, Finlandia), em triplicata. Os resultados foram expressos em nmol/

mg de proteina.

Quantificagcado de proteina carbonilada(PC)

O conteudo de PC foi medido de acordo com Levine e colaboradores (1990).
Para isso, 100 yL de amostra foram misturados com 600 uL de 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (DNPH). Posteriormente, etanol/acetato de etila (1:1 v/v) foi adicionado para
remover o DNPH. Em seguida, 600 yL de cloreto de guanidina foram adicionados, e
a densidade optica foi lida a 370 nm usando um leitor de ELISA (Thermo Fisher
Scientific Oy®, Vantaa, Finlandia). Os resultados foram expressos como micromoles

de PC por miligrama de proteina.

Ensaio de GSH

As concentracbes de GSH foram medidas conforme descrito por Beutler e
colaboradores (1963). Apds centrifugagdo a 3000 x g por 5 min, 10 pL de
homogeneizado de tecido hepatico e 10 pL de fosfato de sodio 2 M, pH 8,0, foram
adicionados aos pog¢os da microplaca. Em seguida, 20 uL de acido 2-
dityonitrobenzoico (DTNB) 2,525 mM foram adicionados aos pogos. A formagao do
anion tiolato correspondente foi imediatamente determinada a 412 nm por 90 s
usando um leitor de microplacas (Varioskan™ LUX, Thermo Fisher Scientific®,
Finlandia). O conteudo de GSH foi expresso em pmol/mg, calculado usando ¢ =
14,1/(mmol-cm).

Quimiotaxia de neutroéfilos in vitro
Os efeitos do OELO na quimiotaxia foram avaliados usando neutrofilos, que

foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos 4 h apds a inje¢do de zimosan

(1 mg/cavidade ip). O nimero de células foi ajustado para 1 x 108 células/mL em meio
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RPMI 1640 suplementado com albumina 0,1% de soro bovino. O ensaio de
quimiotaxia foi realizado usando uma placa de microquimiotaxia de 48 pogos (Neuro
Probe®, EUA), na qual as camaras foram separadas por uma membrana de
policarbonato livre de polivinilpirrolidona (tamanho do poro de 5 mm). O
quimioatraente, N-formil metionil leucil fenilalanina (fMLP 107 M) e o controle negativo
- CN (RPMI 1640) foram adicionados a camara inferior. Uma suspenséo de leucdcitos
(1 x 108 células/mL) foi pré-tratada por 30 min com OELO (1, 3, 10, 30 ou 60 pg/mL)
e, em seguida, adicionada a camara superior. As camaras foram incubadas a 37 °C
e CO2 5% por 1 h. Apds a incubagdo, a membrana foi lavada em solucédo salina
tamponada com fosfato, fixada em metanol e corada solu¢do de ciclohexadienos a
0,1%, solucao de azobenzenosulfénicos a 0,1% e solugao de fenotiazinas a 0,1% (kit
de Instant Prov) . A area da membrana de cada poco foi avaliada por microscopia
optica para a contagem do numero de células em cinco campos aleatorios. Os
resultados foram expressos como a média do numero de neutrofilos por campo e séo

representativos de medi¢des em triplicata de trés experimentos separados.

Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média para cada
grupo experimental. Os resultados foram analisados estatisticamente por analise de
variancia (ANOVA) unidirecional, seguida pelo teste de Tukey. As diferengas foram
consideradas significativas quando p <0,05. Diferentes pontos de corte para o valor
de p (0,01 e 0,001) foram utilizados para melhor distinguir a forca das respostas
significativas. As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad

Prism (verséo 8.0.2).
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Resultados

Funcao hepatica

Os valores plasmaticos de ALT, AST e y-GT aumentaram significativamente
com a administragao de PCT, indicando les&o hepatica (Tabela 1). O pré-tratamento
com OELO, no entanto, atenuou os efeitos do PCT indicado pela redugao da atividade
enzimatica hepatica. Nas doses de 50, 200 e 400 mg/kg, o pré-tratamento com OELO
levou a redugdes nas atividades de AST (36,8%, 27,3% e 32,8%, respectivamente),
ALT (36,6%, 44,2% e 45,2%, respectivamente) e y-GT (0,8%, 12,6% e -1,6%,

respectivamente), em comparagdo com a auséncia de pré-tratamento.

Tabela 1. Efeito do 6leo essencial das folhas de L. officinale (OELO) e da silimarina (SLM)
sobre os valores plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase
(AST) e gama-glutamil transferase (y-GT).

Pré-tratamento AST (U/L) ALT (U/L) y-GT ( U/L)

CN 843,58 + 68,87 803,98 * 65,82 1181,29 + 112,20
PCT 1606,67 + 106,80 # 1739,17 + 163,30 # 1943,10 + 278,66 **
SLM (200 mg/kg) 918,57 + 96,23* 839,61 + 102,08* 1637,31 + 335,58

OELO (50 mg/kg) 1015,03 + 86,55*  1103,58 + 85,44 #* 1929,39 + 240,52 #*
OELO (200 mg/kg)  1169,90 + 351,12* 971,39 £ 41,96* 1698,75 + 235,26
OELO (400 mg/kg)  1080,60 + 155,53* 953,15 + 74,06* 1975,61 + 173,33 #

Nota: Os resultados s&o expressos como média + desvio padrdo da média. # p < 0,01 em
comparagao ao controle negativo. * p < 0,01 em comparagéo ao grupo sem pré-tratamento.

Atividade de MPO e Producgao de °NO

O pré-tratamento com OELO nas doses de 50, 200 e 400 mg/kg antes da
administragcdo de PCT levou a diminuigdo na atividade da MPO de cerca de 51%,
88% e 79%, respectivamente, em comparagdo com a auséncia de pré-tratamento
(Figura 1A). Além disso, camundongos preé-tratados com OELO nas doses de 50, 200
e 400 mg/kg apresentaram redugdes de cerca de 46%, 39% e 32%, respectivamente,
nos conteudos de *NO hepatico, em comparagao com camundongos nao pré-tratados
(Fig. 1B).
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Figura 1. Efeito do 6leo essencial das folhas de L. officinale (OELO) e silimarina (SLM, 200
mg/kg).
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Nota: (A) atividade da mieloperoxidase (MPO); (B) produgdo de 6xido nitrico (*NO). * p <
0,05, *** p < 0,001. NC, controle negativo (veiculo); PCT, sem pré-tratamento; paracetamol
(300 mg/kg).

Histopatologia hepatica

Os cortes histologicos de figados dos camundongos do grupo | (CN) exibiram
morfologia normal, mostrando arquitetura lobular e estrutura compativel com o
animais saudaveis (Figura 2A). A presenca de vacuolizagdo hepatocelular difusa em
algumas areas é justificada pelo jejum prolongado. Em contraste, nos tecidos
hepaticos dos camundongos nao pré-tratados expostos a PCT, grupo Il (Figura 2B),
foram visualizadas areas necroéticas graves com manifestacées de necrose aguda de
coagulagao difusa acentuada (intensa). Os achados histolégicos dos camundongos
pré-tratados com SLM, grupo lll, foram semelhantes aos encontrados no CN, exibindo
apenas vacuolizacdo hepatocelular significativamente difusa devido ao jejum
prolongado (Figura 2C). Os achados histologicos do grupo IV, camundongos pré-
tratados com 50 mg/kg de OELO (Figura 2D), mostraram dois tipos de necrose:
necrose aguda de coagulagdo difusa acentuada e necrose aguda de coagulagao

periacinar multifocal. Os grupos V e VI, referentes aos grupos constituidos por
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camundongos pré-tratados com 200 e 400 mg/kg de OELO, respectivamente,
apresentaram apenas vacuolizagdo hepatocelular periacinar multifocal, justificada

pelo jejum prolongado (Figuras 2E e 2F).

Figura 2. Efeito do pré-tratamento com 6leo essencial de folhas de L. officinale (OELO) na
morfologia hepatica em camundongos expostos a paracetamol (PCT, 300 mg/kg).

Nota: (A) Grupo I: controle negativo; (B) grupo Il: sem pré-tratamento + PCT; (C) pré-
tratamento com silimarina (200 mg/kg) + PCT; (D) grupo IV: pré-tratamento com OELO (50
mg/kg) + PCT; (E) grupo V: pré-tratamento com OELO (200 mg/kg) + PCT; (F) grupo VI: pré-
tratamento com OELO (400 mg/kg) + PCT. Ampliacdo 40x%. VC, veia centrolobular; VP, veia
porta; N, necrose.
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Marcadores de estresse oxidativo

Os resultados demonstraram que a administracdo de PCT aumentou as
concentragdes de TBARS em comparagao com o grupo CN, indicando dano oxidativo
no figado por peroxidagao lipidica (Figura 3A). Notavelmente, o pré-tratamento com
SLM ou OELO (50, 200 ou 400 mg/kg) diminuiu significativamente os valores de
TBARS em 71%, 59%, 60% e 71%, respectivamente. Em relacdo ao ensaio de PC,
nao houve diferenca estatistica entre os grupos (Figura 3B). Além disso, a
superdosagem de PCT diminuiu a concentragado hepatica de GSH em comparagéao
com o controle negativo. No entanto, o pré-tratamento com OELO nas doses de 50,

200 ou 400 mg/kg ou SLM preveniu significativamente essa deplegéo (Figura 3C).

Figura 3. Efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de folhas de L. officinale (OELO) em
diferentes doses.
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Nota: (A) substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), (B) Proteina carbonilada (PC)
e (C) Conteudo de glutationa reduzida (GSH) no figado de camundongos expostos ao
paracetamol (PCT, 300 mg/kg). * p < 0,05, *** p < 0,001. NC, controle negativo (veiculo); PCT,
sem pré-tratamento; SLM, silimarina (200 mg/kg).

Quimiotaxia de neutroéfilos in vitro

A fMLP induziu consideravelmente a migragcao de neutrdfilos (65,91 + 3,44
células/campo) em comparagao com o CN (17,23 + 1,03 células/campo). O OELO em

concentragdes de 3, 10, 30 e 60 pg/mL reduziu a migragao de neutréfilos em diregao
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a fMLP (106 M) (em 30%, 47%, 54% e 62%, respectivamente) em comparagdo com

o controle (Figura 4).

Figura 4. Efeito do 6leo essencial das folhas de L. officinale (OELO) na quimiotaxia de
neutrofilos in vitro.
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Nota: Os neutrdéfilos foram estimulados com fMLP (107°M) 30 min apds o tratamento com
OELO nas concentragdes de 1, 3, 10, 30 ou 60 ug/ mL. Os resultados sao representativos de
trés experimentos independentes. *** p < 0,001.

Discussao

Niveis plasmaticos elevados das enzimas hepaticas AST e ALT sao indicativos
de dano hepatocelular e perda da integridade funcional das membranas celulares dos
hepatdcitos (Kwo et al., 2017; llukho et al., 2022). Todas as doses de pré-tratamento
com OELO (50, 200 e 400 mg/kg) preveniram o dano hepatico induzido por PCT, visto
que a atividade de AST e ALT diminuiu (Tabela 1).

Pesquisas anteriores demonstraram que a atividade da MPO é diretamente
proporcional ao grau de infiltragcado de neutrdfilos, devido ao seu papel como mediador
da inflamagédo em danos teciduais (Kargapolova et al., 2021; Rizo-Téllez et al., 2022).
Além disso, estudos utilizando produtos naturais, incluindo 6leos essenciais e
monoterpenos, relataram uma diminuicao na atividade da MPO, que foi associada a

uma menor infiltragdo de neutrdéfilos (Cardia et al., 2018; Cardia et al., 2022; Ahmed,
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Masoud, 2024). Portanto, sugere-se que o OELO diminuiu a infiltragdo de leucdcitos,
reduzindo a resposta inflamatoria e protegendo o figado da toxicidade induzida pela
sobredose de PCT. O OELO na dose de 200 mg/mL mostrou-se promissor como um
agente hepatoprotetor (Fig. 1A).

A sobredose de PCT pode aumentar a formacédo de *NO. Este radical éxido
interage rapidamente com as EROs, formando peroxinitrito, responsavel pela
exacerbacao da peroxidagao lipidica e pela destruicao de neutrdfilos (Du et al., 2016;
Chowdhury et al., 2019). A interacéo entre *NO e EROs aumenta a complexidade e
gravidade dos danos hepaticos (Du et al., 2016). O estudo atual mostrou a supresséo
da concentragao de *NO em animais pré-tratados com OELO, indicando que o OELO
foi eficaz em todas as doses testadas (Figura 1B). Os resultados do pré-tratamento
com OELO foram semelhantes ao do pré-tratamento com SLM.

As avaliacbes bioquimicas realizadas neste estudo apresentaram resultados
semelhantes com os descritos por Uchida et al. (2017). No estudo mencionado, a
hepatoprotecéo de C. citratus foi confirmada por meio de analises histopatoldgicas de
amostras hepaticas, evidenciando menor grau de lesao nos animais pré-tratados em
comparagao aqueles que nao receberam o tratamento (Uchida et al. 2017). Os
achados histologicos corroboram os resultados dos grupos submetidos ao pré-
tratamento com OELO. Os grupos Ill, V e VI apresentaram caracteristicas
morfolégicas semelhantes as do grupo controle. Apesar de exibirem vacuolizagao
hepatocelular periacinar multifocal, atribuida ao jejum prolongado, esses grupos
apresentaram morfologia tecidual fisiolégica. Tais achados demonstram que os pré-
tratamentos com OELO de 200 e 400 mg/Kg foram eficientes na protecao do figado
contra altas concentragées de PCT. Achados semelhantes foram registrados para o
agente antioxidante de referéncia SLM (200 mg/kg), o que valida o modelo
experimental. Por outro lado, o grupo IV (pré-tratado com 50 mg/kg de OELO)
apresentou grandes areas de necrose hepatica, fendbmeno semelhante ao resultado
do grupo Il (sem pré-tratamento + exposi¢ao a PCT). Portanto, baixas doses de OELO
nao exerceram efeitos hepatoprotetores (Figura 2).

A atividade hepatoprotetora de produtos naturais € comumente associada a
presenga elevada de monoterpenos e flavonoides no 6leo essencial (Uchida et al.,
2017). Um estudo anterior sobre OELO conduzido por nosso grupo de pesquisa
identificou quatro monoterpenos principais: a-acetato de terpinila (36,67%), PB-
felandreno (36,21%), B-mirceno (10,66%) e (Z)-B-ocimeno (4,61%) (Basilio et al.,
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2024). O B-felandreno foi identificado em Oleos essenciais de L. officinale e Angelica
purpurascens (Apiaceae), conhecidos por sua agao antioxidante (Basilio et al., 2024,
Boiangiu et al, 2022). O B-mirceno possui propriedades antioxidantes e,
consequentemente, efeitos hepatoprotetores, restaurando as caracteristicas
bioquimicas do figado, protegendo-o de danos oxidativos e melhorando os
parametros histopatolégicos (Tian et al., 2020). A justificativa para o uso de altas
doses de OELO para aumentar as concentragdes in vivo desses terpenos foi
totalmente apoiada pelo notavel efeito hepatoprotetor do 6leo essencial nas doses de
200 e 400 mg/Kg.

Os resultados revelaram que o pré-tratamento com OELO causou uma
diminuicao significativa nas concentragdes de TBARS e restaurou os valores de GSH
em todas as doses administradas. Assim, a atividade hepatoprotetora do OELO esta
provavelmente associada a sua atividade antioxidante. Chen e colaboradores (2022)
relataram que um aumento no conteudo de GSH juntamente com niveis persistentes
de TBARS no figado de ratos tratados com PCT foi sugestivo de agressao oxidativa
grave. Apos a sobredose de PCT, o excesso de NAPQI induz a deplecdo de GSH
(Oyman et al., 2022, Teixeira et al., 2025). A capacidade antioxidante das células
hepaticas € reduzida quando os niveis de GSH estdo baixos, resultando em uma
maior proporgao de glutationa oxidada (GSSG) e um estado de estresse oxidativo
(Averill-Bates, 2023). A GSH é considerada o principal sequestrador de radicais livres
(Halliwell, Gutteridge, 2015). Sua reagdo com NAPQI minimiza as respostas toxicas
(Chowdhury et al., 2019).

O pré-tratamento com 50 ou 200 mg/kg de OELO protegeu contra esse processo
oxidativo, devido as propriedades antioxidantes do 6leo essencial, que ajudaram a
manter os niveis de GSH, provavelmente por meio da neutralizacido de EROs. Além
disso, o pré-tratamento com OELO nessas doses proporcionou resultados
semelhantes aos de 200 mg/kg de SLM. As concentragdes de PC nao diferiram entre
os grupos de tratamento e controle. O PCT interage diretamente com proteinas
modificadas oxidativamente, formando complexos que podem exacerbar os efeitos
toxicos (Jaeschke, Ramachandran, 2024). Estudos demonstraram que o tratamento
preventivo com produtos naturais atenua a hepatotoxicidade aguda causada pelo
PCT (Teixeira et al., 2025), particularmente pela diminuicdo da carbonilagédo de
proteinas, diferindo dos resultados obtidos aqui. Tais efeitos sdo atribuidos a agao

antioxidante dos produtos naturais.
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O recrutamento e a ativagcao de neutrofilos sdo etapas cruciais no processo
inflamatodrio (Pérez-figueroa et al., 2021). A migracdo celular para o local da
inflamacgédo é essencial para sua resolugédo (Margraf et al., 2022). No entanto, a
ativacao excessiva de fagocitos durante a inflamagao pode estar relacionada a uma
maior incidéncia de danos teciduais (de Freitas et al., 2022). No presente estudo, o
OELO dificultou a migracdo de leucocitos no ensaio de quimiotaxia in vitro,
demonstrando a atividade anti-inflamatdria dos monoterpenos do OELO. De fato, o
OELO em concentragdes de 3, 10, 30 e 60 ug/mL preveniu a quimiotaxia de leucdcitos
induzida por fMLP (Figura 4). Os achados corroboram os de Freitas et al. (2022), que
investigaram o efeito anti-inflamatorio in vitro e in vivo de déleos essenciais contendo
monoterpenos.

Intervencdes que atuam na prevengao ou eliminacdo de EROs mitocondriais e
peroxinitrito (ONOO") sdo atualmente consideradas as principais abordagens
terapéuticas para o tratamento da hepatotoxicidade induzida por PCT (Chau et al.,
2022). OELO suprimiu a produgao de *NO, a atividade de MPO bem como diminuiu a
migracdo de neutrofilos, demonstrando potencial hepatoprotetor. Além disso, a
melhora no estado redox sugere que a acao hepatoprotetora do OELO provavelmente
se deve a sua atividade antioxidante.

Este estudo forneceu informagdes inovadoras sobre o efeito hepatoprotetor do
OELO. Portanto, o OELO é um candidato promissor para desenvolvimento posterior
em um prototipo farmacéutico estavel, atoxico e homogéneo, principalmente para
administracao oral. A otimizacdo da administracdo deste 6leo essencial por meio de
nanossistemas pode ajudar a manter ou melhorar seu efeito hepatoprotetor,
permitindo sua administracdo por via oral, 0 que nao & possivel com formulacbes

convencionais de 6leos essenciais.

Conclusao

Este estudo demonstrou que o pré-tratamento com OELO mitigou ou preveniu
eficazmente as lesbes hepaticas pelo PCT. Seu efeito hepatoprotetor pode envolver
a modulagao das vias de desintoxicagao no figado. Além disso, o OELO atua inibindo
o estresse oxidativo e as respostas inflamatérias, minimizando a produgao de *NO por

meio de sua atividade de eliminacdo de radicais livres. Este estudo propde que o
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OELO pode ter um efeito protetor contra lesdo hepatica aguda induzida por PCT e

outras formas de dano mediado por estresse oxidativo em camundongos.
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10. CONSIDERAGOES FINAIS

Através dos resultados do presente estudo verificou-se que OELO
possui propriedades antiagregante plaquetaria, evidenciando a inibicdo da
producdo de EROs e expressao de P-selectina na membrana plaquetaria
que acometem no declinio dos eventos que levam ao recrutamento, ativagéao
e agregagao plaquetaria.

Além disso, através desse estudo verificou-se que o OELO tem um efeito
protetor contra les&o hepatica aguda causada por paracetamol. Ressaltando
que seu efeito hepatoprotetor pode envolver a modulacdo de vias de
desintoxicagdo no figado, além de atuar inibindo o estresse oxidativo e a
resposta inflamatoria, diminuindo a producao de *NO, principalmente devido

a sua atividade antioxidante de eliminac&o de radicais livres.

111



11.PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos no presente trabalho abrem novas perspectivas.

Em relagéo a atividade antitrombotica, pretende-se:

e Avaliar o efeito do OELO sobre o influxo de calcio plaquetario.

e Produzir e avaliar o efeito antitrombdtico de nanoformulagdes

contendo OELO em modelos experimentais in vitro e in vivo.

Referente a atividade hepatoprotetora, pretende-se:

e Realizar ensaios sobre as citocinas através da analise de conteudo
de TNF-qa, IL-1B e IL-17.

e Explorar novas formas de administracdo através da obtencao de
nanoformulagdes com intuito de melhorar biodisponibilidade,
absorgao, estabilidade, permeabilidade no trato gastrointestinal e
capacidade de direcionamento ao sitio de acdo, mantendo a

seguranca e eficacia do OELO.
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ANEXO 1 : Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeitos biol6gicos de dleos derivados de Acromia aculeta e Levisticum officinale e da
biomassa resultante

Pesquisador: EDUARDO BENEDETTI PARISOTTO

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 57842022.2.0000.0021

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 5.445.802

Apresentacédo do Projeto:

A trombose associada a doencas arteriais € a principal causa de morbidade e mortalidade podendo levar a
uma obstrucdo arterial, ocasionando déficit sanguineo e perturbacdes no metabolismo celular das areas
afetadas. Objetivos: Investigar a agdo antitrombdtica do 6leo essencial de Levisticum officinale e da polpa da
Acrocomia aculeata, assim como seus respectivos microencapsulados, num modelo experimental in vitro.
Metodologia: O plasma rico em plaquetas sera avaliado na presenca e auséncia (veiculo) de 6leo essencial
de L. officinale e da polpa da A. aculeata. A avaliacdo da agregacdo plaquetaria serd realizada por
turbidimetria. A medida da secrecao plaquetaria sera por fluorescéncia. A avaliagdo da coagulacdo sera
realizada em sistema semi-automatizado de coagulacdo. O estudo dos possiveis mecanismos de acao sera
feito por avaliagdo dos receptores plaquetarios por citometria de fluxo e pelo estudo do balango redox por
espectrofotometria

Objetivo da Pesquisa:

Estudar a acéo antitrombética do 6leo essencial de Levisticum officinale e do 6leo da polpa e da Acrocomia
aculeata, microencapsulado, num modelo experimental in vitro.

Objetivo Secundario:

1 Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale e do 6leo da polpa da

Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre ativagcdo plaquetaria;
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2 Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale e do 6leo da polpa da
Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre a agregacdo plaquetaria;

3 Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale e do 6leo da polpa da
Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre a secrecao plaquetaria;

4 Avaliar o efeito do 6leo essencial e microencapsulado de Levisticum officinale e do 6leo da polpa da
Acrocomia aculeata, in natura e microencapsulado, sobre a coagulacdo sanguinea;

5 Investigar os possiveis mecanismos de ac@o por meio de:* Expressdo de receptores plaquetarios e
espécies reativas de oxigénio (EROs);» Avaliagdo do balan¢o redox.

Avaliagéo dos Riscos e Beneficios:

Como riscos séo apresentados que a retirada de sangue venoso é um método corriqueiro na investigacéo
clinica e cientifica, sem graves consequéncias para o doador. Contudo é considerada uma técnica invasiva
visto que a agulha penetra na pele até chegar na veia. O maior problema é uma leve dor, e o desconforto de
agulhas e da puncéo; porém se houver qualquer desconforto, o participante tem o direito de desistir a
gualguer momento. Em raras ocasifes pode ocorrer: hematomas (durante ou apés a realiza¢do da puncgéo
venosa); puncdo em artéria; anemia iatrogénica (em casos de volumes maiores a 100 mL); lesdo nervosa;
infeccdo. Em caso de qualquer complicacdo o contratante dos pesquisadores arcard com as despesas
produzidas pelo procedimento. O risco associado de quebra de sigilo aos dados do participante sera
minimizado por meio do uso somente de um numero de identificacdo e somente os pesquisadores terdo
acesso aos dados.

O principal beneficio esperado pelo pesquisador é a partir deste estudo podera ser identificada uma nova
biomolécula que pode beneficiar o tratamento de doencas cardiovasculares associadas a trombose.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um projeto de pesquisa em que serdo coletados 5 mL de sangue de 30 participantes, todos
brasileiros, maiores de 18 anos e sem historicos de hemorragia ou trombose. O estudo possui financiamento
proprio.

Consideragfes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Carta resposta
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Recomendacgdes:

*k%

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequac0des:

Apbs a analise dos novos documentos apresentados, o parecer € APROVADO.

Pendéncia 1. Ap6s a apreciacdo do projeto e demais documentos apresentados, ndo fica claro porque o
projeto se encaixa em Area Tematica Especial, a saber: Projetos de pesquisa que envolvam organismos
geneticamente modificados (OGM), células-tronco embrionarias e organismos que representem alto risco
coletivo, incluindo organismos relacionados a eles, nos ambitos de: experimentacdo, construcdo, cultivo,
manipulagdo, transporte, transferéncia, importacdo, exportacdo, armazenamento, liberagdo no meio
ambiente e descarte. Por favor, esclarecer porque optou por esta classificacao.

Resposta: Ocorreu um equivoco ao selecionar a Area Tematica Especial do futuro estudo, pois o estudo em
questdo ndo se enquadra em nenhuma das &reas apresentadas. Levando em consideracdo a afirmacgéo
“indique todas as areas tematicas do projeto, se aplicavel” a correcéo foi realizada na plataforma.
Andlise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 2. Tanto a Resolugdo CNS n° 441/2011 quanto a Portaria do Ministério da Saude n° 2.201/2011
do Ministério da Saude definem o biorrepositério como uma “cole¢cdo de material biolégico humano, coletado
e armazenado ao longo da execucdo de um projeto de pesquisa especifico, conforme regulamento ou
normas técnicas, éticas e operacionais pré-definidas, sob responsabilidade institucional e sob
gerenciamento do pesquisador, sem fins comerciais”.

Toda pesquisa que envolva a coleta de material biolégico humano (MBH) em alguma de suas etapas
necessariamente constituira um biorrepositério. Ele podera ter a duragdo de alguns anos, alguns meses,
alguns dias e, em determinadas situac¢des, até mesmo algumas horas. A Resolugdo CNS n° 441/2011 ndo
estabelece um prazo minimo para a existéncia de um biorrepositério, embora ela estabeleca um prazo
méaximo de 10 anos e a possibilidade do uso futuros das amostras em outras pesquisas. O biorrepositério é
0 nome dado ao MBH coletado durante a execug¢éo da pesquisa e que ficara reservado até a realizacéo das
andlises previstas no protocolo. Tao logo sejam encerradas as etapas experimentais do protocolo e a
manutencdo do MBH nédo seja mais necesséaria, 0 MBH devera ser destinado ao descarte ou transferido
para um biobanco ou outro biorrepositério, a depender do planejamento feito pelo pesquisador no projeto de
pesquisa. No momento em que as amostras forem descartadas ou transferidas, o biorrepositorio
inicialmente constituido deixara de existir.
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Desta forma, entende-se que o uso de material biolégico acarretara em biorrepositério, e assim deve ser
apresentado o regulamento. Por favor, consultar: https://cep.ufms.br/biobancos-e-biorrepositorios-para-
material-biologico-humano/, no final da pagina havera o modelo de biorrepositério.

Resposta: Apesar de futuramente ser realizada a coleta de material biolégico humano (MBH), ndo seréao
armazenadas amostras dos voluntarios em biorrepositério. Levando em consideragéo que as plaguetas que
serdo utilizadas como reagente para avaliagdo antitromboética possuirem estabilidade de apenas 3h apés a
coleta. Sendo assim, apés a utilizac@o para avaliagdo antitrombotica as amostras serédo descartadas em lixo
infectante.

Andlise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 3. Os beneficios e riscos estdo corretamente apresentados no TCLE, porém na plataforma brasil
e no projeto estdo incompletos ou parcialmente incorretos. Por favor, ajustar o0s mesmos riscos e beneficios
em todos os documentos. Atencdo ao trecho dos beneficios: “O participante ndo tera nenhum tipo de
despesa para participar desta pesquisa, sendo sua colaboracdo na pesquisa livre e de espontanea
vontade”. A isencdo de despesas ndo é beneficio e deve ser retirada.

Resposta: Todos os ajustes relacionados a riscos e benéficos foram realizados na plataforma e no projeto
detalhado.

Andlise: Pendéncia atendida.

Pendéncia 4. Quanto ao Termo de consentimento livre e esclarecido

a. Por favor, adequar o campo para rubricas, esta aparecendo no meio da segunda pagina. O TCLE deve
campo especifico para rubrica em todas as paginas.

b. Segundo a Resolucdo CNS/MS n°466/2012 — Item IV.2., o TCLE n&o deve conter trecho final com o
seguinte teor: “Eu, declaro que li o TCLE e concordo em participar da pesquisa”. A assinatura
do participante atesta a sua vontade em patrticipar da pesquisa. Desta forma, solicita-se retirar.

c. Segundo a resolugdo CNS/MS n°466/2012 — Item IV.5, alinea d, o TCLE também deve constar o
endereco profissional do pesquisador responsavel.

d. Também segundo a resolugdo CNS/MS n°466/2012 — Item IV.5, alinea d, recomendar-se adequacao das
seguintes informag6es do CEP/UFMS.

“Campus da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, prédio das Pré-Reitorias ‘Hércules Maymone’ —
1° andar, CEP: 79070900. Campo Grande — MS. e-mail: cepconep.propp@ufms.br; telefone: 3345-7187;
atendimento ao publico: 07:30-11:30 no periodo matutino e das 13:30 as
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17:30 no periodo vespertino.”

Resposta: Todos os ajustes em relacdo ao TCLE foram realizados. Podendo ser consultados no TCLE e no
projeto detalhado.

Analise: Pendéncia atendida.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
CONFIRA AS ATUALIZACOES DISPONIVEIS NA PAGINA DO CEP/UFMS

1) Regimento Interno do CEP/UFMS
Disponivel em: https://cep.ufms.br/novo-regimento-interno/

2) Calendario de reunides
Disponivel em https://cep.ufms.br/calendario-de-reunioes-do-cep-2022/

3) Etapas do tramite de protocolos no CEP via Plataforma Brasil
Disponivel em: https://cep.ufms.br/etapas-do-tramite-de-protocolos-no-cep-via-plataforma-brasil/

4) Legislacéo e outros documentos:

Resolucdes do CNS.

Norma Operacional n°001/2013.

Portaria n°2.201 do Ministério da Salde.

Cartas Circulares da Conep.

Resolugdo COPP/UFMS n°240/2017.

Outros documentos como o manual do pesquisador, manual para download de pareceres, pendéncias
frequentes em protocolos de pesquisa clinica v 1.0, etc.

Disponiveis em: https://cep.ufms.br/legislacoes-2/

5) Informacdes essenciais do projeto detalhado
Disponiveis em: https://cep.ufms.br/informacoes-essenciais-projeto-detalhado/

6) Informacdes essenciais — TCLE e TALE
Disponiveis em: https://cep.ufms.br/informacoes-essenciais-tcle-e-tale/
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- Orientacdes quanto aos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e aos Termos de
Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) que serdo submetidos por meio do Sistema Plataforma Brasil
versdo 2.0.

- Modelo de TCLE para os participantes da pesquisa versao 2.0.

- Modelo de TCLE para os responsaveis pelos participantes da pesquisa menores de idade e/ou legalmente
incapazes versao 2.0.

7) Biobancos e Biorrepositorios para armazenamento de material biolégico humano
Disponivel em: https://cep.ufms.br/biobancos-e-biorrepositorios-para-material-biologico-humano/

8) Relato de caso ou projeto de relato de caso?
Disponivel em: https://cep.ufms.br/662-2/

9) Cartilha dos direitos dos participantes de pesquisa
Disponivel em: https://cep.ufms.br/cartilha-dos-direitos-dos-participantes-de-pesquisa/

10) Tramitagdo de eventos adversos
Disponivel em: https://cep.ufms.br/tramitacao-de-eventos-adversos-no-sistema-cep-conep/

11) Declaragéo de uso de material biol6gico e dados coletados
Disponivel em: https://cep.ufms.br/declaracao-de-uso-material-biologico/

12) Termo de compromisso para utilizagdo de informagdes de prontuarios em projeto de pesquisa
Disponivel em: https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-prontuarios/

13) Termo de compromisso para utilizagéo de informag6es de banco de dados
Disponivel em: https://cep.ufms.br/termo-de-compromisso-banco-de-dados/

DURANTE A PANDEMIA CAUSADA PELO SARS-CoV-2, CONSIDERAR:

Solicitamos aos pesquisadores que se atentem e obedecam as medidas de seguranca adotadas pelo locais
de pesquisa, pelos governos municipais e estaduais, pelo Ministério da Saude e pelas demais instancias do
governo devido a excepcionalidade da situacédo para a prevengdo do contagio
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e o enfrentamento da emergéncia de saude publica de importéncia internacional decorrente do coronavirus
(Covid-19).

As medidas de seguranc¢a adotadas poderao interferir no processo de realizacdo das pesquisas envolvendo
seres humanos. Quer seja no contato do pesquisador com os participantes para coleta de dados e execucao
da pesquisa ou mesmo no processo de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE e
Termo de Assentimento Livre e Esclarecido-TALE, incidindo sobre o cronograma da pesquisa e outros.
Orientamos ao pesquisador na situacdo em que tenha seu projeto de pesquisa aprovado pelo CEP e em
decorréncia do contexto necessite alterar seu cronograma de execugao, que faga a devida “Notificagéo” via
Plataforma Brasil, informando alterag6es no cronograma de execucéo da pesquisa.

SE O PROTOCOLO DE PESQUISA ESTIVER PENDENTE, CONSIDERAR:

Cabe ao pesquisador responsavel encaminhar as respostas ao parecer de pendéncias por meio da
Plataforma Brasil em até 30 dias a contar a partir da data de emissdo do Parecer Consubstanciado. As
respostas as pendéncias devem ser apresentadas e descritas em documento a parte, denominado CARTA
RESPOSTA, além do pesquisador fazer as alteracdes necessarias nos documentos e informacdes
solicitadas. Ressalta-se que deve haver resposta para cada uma das pendéncias apontadas no parecer,
obedecendo a ordenacdo deste. Para apresentar a Carta Resposta 0 pesquisador deve usar 0S recursos
“copiar” e “colar” quando for transcrever as pendencias solicitadas e as respostas apresentadas na Carta,
como também no texto ou parte do texto que sera alterado nos demais documentos. Ou seja, deve manter a
fidedignidade entre a pendéncia solicitada e o texto apresentado na Carta Resposta e nos documentos
alterados.

Para que os protocolos de pesquisa sejam apreciados nas reunides definidas no Calendario, o pesquisador
responsavel devera realizar a submissdo com, no minimo, 15 dias de antecedéncia. Observamos que o0s
protocolos submetidos com antecedéncia inferior a 15 dias serdo apreciados na reunido posterior. Confira o
calendario de reunides de 2022, disponivel no link: https://cep.ufms.br/calendario-de-reunioes-do-cep-2022/
Observar se o atendimento as solicitagdes remetera a necessidade de fazer adequacao no cronograma da
pesquisa, de modo que a etapa de coleta de informacg8es dos participantes seja iniciada somente apds a
aprovacao por este Comité.
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Continuacéo do Parecer: 5.445.802

SE O PROTOCOLO DE PESQUISA ESTIVER NAO APROVADO, CONSIDERAR:

Informamos ao pesquisador responsavel, caso necessario entrar com recurso diante do Parecer
Consubstanciado recebido, que ele pode encaminhar documento de recurso contendo respostas ao parecer,
com a devida argumentagdo e fundamentacéo, em até 30 dias a contar a partir da data de emissédo deste
parecer. O documento, que pode ser no formato de uma carta resposta, deve contemplar cada uma das
pendéncias ou itens apontados no parecer, obedecendo a ordenacdo deste. O documento (CARTA
RESPOSTA) deve permitir o uso correto dos recursos “copiar” e “colar” em qualquer palavra ou trecho do
texto do projeto, isto €, ndo deve sofrer alteragdo ao ser “colado”.

Para que os protocolos de pesquisa sejam apreciados nas reunides definidas no Calendario, o pesquisador
responsavel devera realizar a submissdo com, no minimo, 15 dias de antecedéncia.

Observamos que os protocolos submetidos com antecedéncia inferior a 15 dias seréo apreciados na reunido
posterior. Confira o calendario de reunides de 2022, disponivel no link: https://cep.ufms.br/calendario-de-
reunioes-do-cep-2022/

EM CASO DE APROVA(;AO, CONSIDERAR:

E de responsabilidade do pesquisador submeter ao CEP semestralmente o relatério de atividades
desenvolvidas no projeto e, se for o caso, comunicar ao CEP a ocorréncia de eventos adversos graves
esperados ou ndo esperados. Também, ao término da realizagdo da pesquisa, 0 pesquisador deve
submeter ao CEP o relatério final da pesquisa. Os relatérios devem ser submetidos através da Plataforma
Brasil, utilizando-se da ferramenta de NOTIFICACAO.

Informacdes sobre os relatérios parciais e final podem acessadas em https://cep.ufms.br/relatorios-parciais-e
-final/

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informacg6es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P 13/05/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_1914322.pdf 14:10:03
Outros CARTARESPOSTA.pdf 13/05/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito

14:02:44 | LUIZ SOARES

Projeto Detalhado/ | PROJETO_DETALHADO_ MAIO2022.pd| 13/05/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
Brochura f 14:01:31 LUIZ SOARES
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Continuacéo do Parecer: 5.445.802
Investigador PROJETO_DETALHADO_MAIO2022.pd| 13/05/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
f 14:01:31 | LUIZ SOARES
TCLE / Termos de | TCLE_REVISADO_MAIO.pdf 13/05/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
Assentimento / 14:01:15 |LUIZ SOARES
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de RESOLUCAOCASFACFANUFMSn473d| 24/03/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
Instituicéo e €18022022.pdf 11:17:26 |LUIZ SOARES
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhadeRostoProfessorEduardo.pdf 23/03/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
17:29:05 LUIZ SOARES
Orcamento Orcamento.pdf 23/03/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
17:21:37 LUIZ SOARES
Declaracéo de materialbiologico.pdf 23/03/2022 | DENISE CAROLINE | Aceito
Manuseio Material 17:11:46 |LUIZ SOARES
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco

Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
CAMPO GRANDE, 02 de Junho de 2022
Assinado por:
Fernando César de Carvalho Moraes
(Coordenador(a))
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ANEXO 2: Aprovacdo Comissao de Etica no Uso de Animais

Servigo Puablico Federal
Ministério da Educacgao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul |<<" =

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito hepatoprotetor do
oleo essencial de Levisticum officinale em modelo experimental de lesao
hepatica induzida por paracetamol”, registrada com o n° 1.243/2022, sob a
responsabilidade de Eduardo Benedetti Parisotto e - que envolve a
producao, manutencao ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal - CONCEA, e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA
NO USO DE ANIMAIS (CEUA/UFMS) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL, em reuniao de 09/09/2022.

Finalidade ( )Ensino | ( x ) Pesquisa
Vigéncia da Autorizacao | 10/09/2022 a 14/08/2025
Espécie/linhagem/raca | Camundongo/Balb-c

N° de animais 116

Peso/ldade 6 semanas, 25+ 2 g
Sexo 30 fémeas/86 machos
Origem Biotério CentralUFMS

Fabio José Carvalho Faria
Coordenador da CEUA/UFMS
Campo Grande, 07 de novembro de 2022

Documento assinado eletronicamente por Fabio Jose
Carvalho Faria, Presidente de Comissao, em
08/11/2022, as 08:12, conforme horario oficial de Mato
Grosso do Sul, com fundamento no art. 6°, § 1°, do
Decreto n°® 8.539, de 8 de outubro de 2015.

1
Sel ;
?
assinatura
eletrdnica

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
=] https://sei.ufms.br/sei/controlador_externo.php?
¥+m acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0,
I¢% informando o codigo verificador 3655166 e o codigo CRC
4374F68B.
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Av Costa e Silva, s/n° - Cidade Universitaria
Fone: (67) 3345-7925
CEP 79070-900 - Campo Grande - MS

Referéncia: Processo n° 23104.020679/2022-12 SEI n°® 3655166
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