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RESUMO

O Eucalyptus radiata € uma espécie vegetal originaria da Australia, ecologicamente importante
que destaca-se por ser uma fonte economicamente rentavel de dleos essenciais (OE) com
potenciais atividades biol6gicas como a¢do antiinflamatdria, antioxidante, analgésica, redutora
de fadiga, hipoglicemiante, inseticida e bactericida que em geral sdo atribuidas a composicéo
bioquimica presente no OE, sobretudo ao composto majoritario 1,8-cineol. Contudo, inexistem
estudos investigando o possivel potencial cicatrizante do OE de E. radiata, o que torna esta
planta um importante alvo para pesquisas que almejam a prospeccdo de novas formulagoes
terapéuticas. Desse modo, o presente estudo teve por objetivo caracterizar o efeito cicatrizante
do OE de E. radiata em feridas dermatoldgicas. Para tanto, foi elaborado um creme de uso
topico com OE de E. radiata, que foi submetido a caracterizacédo fisico-quimica e a analise in
vivo (Rattus norvegicus) para verificar possiveis efeitos de cicatrizacdo quando aplicado em
feridas dermatoldgicas, além de ter sido mensurado o fechamento das feridas infligidas no
modelo murino. Como resultados pode-se evidenciar que o creme elaborado com o OE de E.
radiata (1,5, 3,5 e 5%) apresentou aspecto homogéneo caracteristico de emulsdo fase
oleosa/aquosa (O/A), sem presenca de grumos, quanto ao pH e a densidade, ndo houve grandes
variacoes entre as formulagdes com diferentes percentuais do OE da E. radiata, sendo que todas
as formulacGes apresentaram carater acido de pH (3,82 - 3,90). No teste de estabilidade
acelerada, observou-se que o creme com OE de E. radiata ndo apresentou alteracGes
significativas no aspecto, cor e odor e ndo houve variacdo nos valores obtidos de pH e
densidade. Portanto, o processo de utilizagcdo do OE de E. radiata na formulacéo de um creme
apresentou-se ser viavel, mantendo o odor caracteristico do 6leo. O creme apresentou boa
compatibilidade com o OE de E. radiata, obteve adequada espalhabilidade, ndo apresentou
mudanca de coloracdo, mantendo se constante sua estabilidade na maioria dos testes realizados.
O gel creme a base de 5% do OE de E. radiata, neste trabalho, demonstrou ter potencial de
estimular e favorecer o processo de cicatrizacdo in vivo em ratos Rattus norvegicus, modelo

animal.

Palavras-chave: Eucalyptus radiata. Feridas. Cicatrizacdo. Creme.



ABSTRACT

Eucalyptus radiata is an ecologically important plant species native to Australia that stands out
for being an economically profitable source of essential oils (EO) with potential biological
activities such as anti-inflammatory, antioxidant, analgesic, fatigue-reducing, hypoglycemic,
insecticidal and bactericidal action. which are generally attributed to the biochemical
composition present in the EO, especially to the major compound 1,8-cineole. However, there
are no studies investigating the possible healing potential of E. radiata EO, which makes this
plant an important target for research aimed at prospecting new therapeutic formulations. Thus,
the present study aimed to characterize the healing effect of E. radiata EO in dermatological
wounds. For this purpose, a topical cream was prepared with E. radiata EO, which was
subjected to physicochemical characterization and in vivo analysis (Rattus norvegicus) to verify
possible healing effects when applied to dermatological wounds, in addition to having been
wound closure inflicted in the murine model was measured. As a result, it can be seen that the
cream made with the EO of E. radiata (1.5, 3.5 and 5%) presented a homogeneous aspect
characteristic of an emulsion oily/aqueous phase (O/W), without the presence of lumps, as for
pH and density, there were no major variations between formulations with different percentages
of E. radiata EO, and all formulations showed acidic pH character (3.82 - 3.90). In the
accelerated stability test, it was observed that the cream with E. radiata EO showed no
significant changes in appearance, color and odor and there was no variation in the values
obtained for pH and density. Therefore, the process of using E. radiata EO in the formulation
of a cream proved to be viable, maintaining the characteristic odor of the oil. The cream showed
good compatibility with the EO of E. radiata, obtained adequate spreadability, showed no color
change, keeping its stability constant in most of the tests performed. The cream gel based on
5% of E. radiata EO, in this work, demonstrated the potential to stimulate and favor the healing

process in vivo in Rattus norvegicus rats, an animal model.

Keywords: Eucalyptus radiata. Feridas. Cicatrizagdo. Creme.
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1 INTRODUCAO

As feridas dermatologicas sdo enfermidades que em muito deprimem a qualidade
de vida dos pacientes acometidos pelas mesmas. Essas injurias sdo causadas por diversos
fatores como os extrinsecos que podem ser episddios de queda, intervengdes cirlrgicas,
acidentes entre outros e fatores intrinsecos como desnutricdo, problemas vasculares, diabetes,
cancer e outras comorbidades (MURPHREE, 2017). Além disso, algumas injarias, como as
lesGes por pressdo, sdo parametros de seguranca do paciente em contexto hospitalar, indicando
0 nivel de qualidade de assisténcia em salde ofertada, bem como da estrutura hospitalar
(GASPAR et al., 2019).

A internacdo de pacientes para o tratamento de feridas geralmente € por um tempo
prolongado e gera um consideravel énus financeiro e econémico, ndo somente para as
instituicdes de salde, mas também para o paciente e/ou familia do paciente acometido pela
injuria dermatoldgica ocasionando consequéncias econdmicas como perda de produtividade e
renda, contribuindo para um 0Onus que atinge cerca de trilhdes de dolares anualmente
(SLAWOMIRSKI; AURAAEN; KLAZINGA, 2017).

Nesse sentindo, € oportuno destacar que muitas das coberturas utilizadas como
curativos para o tratamento de feridas possuem um valor econdmico significativo e pode muitas
vezes ser inacessivel a uma importante parcela da sociedade (HAO et al., 2017; SANCHEZ et
al., 2016). Somado a isso, existe a complicacdo de que muitas feridas encontram-se colonizadas
e/ou infectadas por microrganismos com mecanismos de viruléncia e/ou resisténcia o que
impacta ainda mais a dificuldade do tratamento, prolongando o desconforto do paciente, tempo
de internacdo e a necessidade do uso de curativos a base de antimicrobianos o que encarece
consideravelmente a assisténcia em saude necessaria a ser ofertada (CHAKRABARTI et al.,
2019).

Diante disso, percebe-se a notavel necessidade do desenvolvimento de terapias
inteligentes que favoregam o tratamento de categorias diversificadas de feridas dermatoldgicas
agudas e/ou cronicas, utilizando diferentes matérias-primas como 0s produtos naturais.

O 6leo essencial (OE) de eucalipto (Eucalyptus sp.) é um dos produtos naturais
disponiveis, na flora brasileira, que destaca-se por diversas aplicabilidades como na queima
para producdo de combustiveis, além de apresentar diversas a¢Ges bioldgicas como acao
antimicrobiana, antifungica, repelente, acaricida, nematicida, entre outras atividades, que sao
possivelmente atribuidas a diversidade bioquimica presente nesse 6leo que em sua maioria €

composto por diferentes tipos de terpenos (FILOMENO, 2016).
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Entre as espécies de eucalipto, a espécie Eucalyptus radiata também contempla em
sua composicdo uma diversificada gama de terpenos e outras moléculas bioativas
(NISHIMURA et al., 1979), que podem desempenhar importantes atividades como ja relatadas
para esse género (DHAKAD et al., 2017). No entanto, os estudos envolvendo suas potenciais
ac0es bioldgicas ainda sdo escassos, sobretudo estudos envolvendo a capacidade de estimulacéo
de processos de cicatrizagdo em organismos Vivos.

Assim, a presente pesquisa teve como alvo a producédo de um creme a base do 6leo
de Eucalyptus radiata e a investigacéo da possivel acdo cicatrizante conferida pelo creme sobre

feridas dermatoldgicas in vivo, utilizando ratos Rattus norvegicus, como modelo animal.
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2 JUSTIFICATIVA

O género Eucalyptus compreende cerca de 900 espécies, que sdo exploradas em
diversas finalidades como na inddstria madeireira, cosmética e destacando-se também na
indUstria farmacéutica em virtude das propriedades do OE existente nas folhas deste género
vegetal, que demonstra atividades biolégicas como agdo antimicrobiana, anti-séptica,
antioxidante, inseticida, auxilia no tratamento de disturbios respiratorios e gastrointestinais,
inclusive ha relatos de espécies que favorecem a cicatrizacdo de feridas (DHAKAD et al.,
2017).

Entre as espécies que compdem o género Eucalyptus a E. radiata é uma espécie
ecologicamente importante amplamente distribuida no territorio da Australia, que destaca-se
por ser uma fonte economicamente importante de Gleos essenciais (DUAN et al., 2014),
demonstrou ter importante efeito antiinflamatorio (OTSUKA et al., 1974), efeito analgésico e
redutor de fadiga (ALI et al., 2015), atividade hipoglicemiante (CAPETTI et al., 2020) sendo
que tais propriedades sdo provavelmente justificaveis pela composicdo bioquimica do OE
presente nas folhas da espécie E. radiata (q- e PB-pinenes, camphene; 1, 8-cineole, q-
phellandrene, g-terpinene, terpinen-4-ol, g-terpineol, piperitone, e -seliene) (NISHIMURA et
al., 1979) o que torna esta planta um importante alvo para pesquisas que almejam a prospeccao
de novas formulages terapéuticas.

Contudo, os estudos envolvendo E. radiata, ainda sdo incipientes, necessitando de
mais pesquisas que auxiliem para elucidar os mecanismos de acdo do OE das folhas dessa
espécie vegetal, sobretudo existe a caréncia de estudos que foquem nos potenciais efeitos
cicatrizantes dessa planta.

E nitido que as feridas dermatoldgicas deprimem a qualidade de vida dos individuos
acometidos, sendo um grande entrave para 0 processo de cicatrizacdo fatores como idade
avangada, acima de 65 anos, fatores nutricionais, comorbidades como diabetes, doengas
vasculares entre outras (BONIFANT; HOLLOWAY, 2019). A integridade da pele alterada
aumenta a chance de infec¢do, o tempo de internagdo hospitalar, prejudica a mobilidade, pode
resultar na perda de um membro ou, as vezes, na vida do individuo acometido por injdrias na
pele (MURPHREE et al., 2017). Aliado a isso, existe o fato de que as coberturas, curativos,
atualmente disponiveis no mercado, utilizados para o tratamento de lesdes na pele, apresentam
um custo econémico muitas vezes elevado para uma grande parte da populacdo (PEDROLO et
al., 2018; SILVA et al., 2017), sendo justo, sensato e razodvel o interesse para o

desenvolvimento de novas estratégias para facilitar a acessibilidade ao tratamento de feridas
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dermatoldgicas.

Desse modo, novas alternativas terapéuticas devem ser exploradas a fim de
deprimir a os impactos advindos das feridas dermatoldgicas que prejudicam a vitalidade dos
pacientes, causam desconforto, algia, além de representar um notavel risco ao desenvolvimento
de processos infecciosos, formacdo de biofilmes microbianos e assim propiciar a resisténcia
microbios a drogas antissépticas convencionais e defesa imunolégica do organismo hospedeiro
(LU et al., 2018). Dessa forma, o presente estudo teve como finalidades investigar o potencial
cicatrizante do 6leo de E. radiata em feridas dermatoldgicas, bem como o desenvolvimento de

uma formulacédo (creme) para aplicacbes biomédicas e industriais a partir do OE de E. radiata.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Feridas dermatoldgicas

As feridas dermatoldgicas sdo lesdes, abrasdes que acometem as camadas de tecido
epitelial e conjuntivo subjacente, que podem ser oriundas de diferentes fatores como
gueimaduras, acidentes, traumas, substancias causticas e/ou corrosivas, desnutri¢ao, infeccdes
microbianas, além de poderem ser adquiridas por meio de comorbidades como cancer, diabetes,
problemas vasculares, incontinéncias (dermatites), como também de enfermidades congénitas
como a epidermdlise bolhosa (PRODINGER et al., 2019; MURPHREE, 2017). As feridas
podem ser classificadas, quanto o tempo de persisténcia, em agudas (queimaduras, traumas ou
cirurgias), essas também podem ser crénicas tendo sua reparacdo em tempo adequado sem
complicagdes ou crbnicas (lesdes por pressdo, Ulceras diabéticas) geralmente ndo tem sua
reparacdo dentro do tempo esperado, possuindo complicagdes, situacGes essas que podem
comprometer tanto na esfera fisica quanto emocional, principalmente quando as feridas deixam
cicatrizes importantes e que podem perdurar ao longo de toda a vida do paciente (YOON, 2018).

As lesbes dermatoldgicas, em sintese, se caracterizam pelo rompimento da
integridade da pele, que pode desencadear infec¢do, trauma e cicatrizes. Dessa forma torna-se
importante que o processo de cicatriza¢do seja propicio e para que iSSo ocorra é necessaria uma
interacdo complexa de células imunes e cutaneas circundantes, assim como outros fatores

(vascularizacdo, auséncia de infeccdo etc.) (GRAY, 2013).

3.2 Cicatrizagao de feridas

O processo da cicatrizacdo de feridas tem como principal objetivo, devolver aos
tecidos lesados todo seu reestabelecimento a nivel de estrutura e funcdo. Ha um processo natural
do corpo capaz de regenerar e devolver toda a integridade do tecido lesado, dependendo
diretamente dos esforgos de todas as linhagens celulares imprescindiveis para a cura (OTUN;
YUCEL, 2019). A cicatrizacdo de feridas é um processo bem complexo composto por
diferentes fases a nivel celular e bioquimico, possibilitando a restauracdo do tecido e retorno da
capacidade estrutural e funcional dos tecidos lesados. Tal processo envolve a interacdo das
células que utilizam os mediadores inflamatdrios contidos na matriz extracelular em atividade
continua e em diferentes fases sobrepostas. (SILVA, et al., 2019).

No processo de cicatrizacdo de feridas o 6rgdo ou tecido corporal reparao tecido
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lesado passando por basicamente quatro fases que sdo controladas por citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento. Essas fases sdo justamente a hemostasia, inflamacdo, proliferacéo e
remodelacéo do tecido (CHAKRABARTI et al., 2018).

3.2.1 Hemostasia

A etapa de hemostasia ocorre imediatamente ap6s a lesdo no 6rgéo ou tecido, e para
isso a ativacdo ocorre a ativacdo do colageno subendotelial e da producdo de trombina com
posterior ativacao das plaquetas que estdo no espacgo intravascular. Apos ativacao das plaquetas
ocorre a formacdo de um coagulo de fibrina que serve como um suporte para que outras células
ocupem e se estabelecam no local da ferida em um estagio posterior. Finalmente, um grupo de
citocinas incluindo IL-1, IL-6, IL-10, fatores de crescimento, como fator de crescimento de
fibroblastos béasico ou &cido, fator de crescimento endotelial, fator de crescimento
transformador-p, fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator de angiogénese derivado de plaquetas, fator de ativacdo plaquetéaria,
tromboxano A2, prostaglandinas, serotonina, bradicinina e histamina séo liberados pelas
células iniciando os estagios preliminares de cicatrizacdo de feridas (PRATIKCHA, et al.,
2020; TOCCO et al., 2012).

3.2.2 Inflamacéo

Apos o desencadeamento da cascata de coagulacdo, mais precisamente apos a
ativacdo da trombina ocorre um aumento da permeabilidade vascular, o que permite uma maior
infiltracdo de células e liquido no leito da ferida, nesse infiltrado encontram-se importantes
células inflamatdrias, como neutréfilos e macréfagos, células essenciais, anticorpos, glébulos
brancos, fatores de crescimento, nutrientes e enzimas que levam a manifestagdo de edema,
calor, dor e vermelhiddo que caracterizam a fase inflamatéria (SAUAIA; MOORE; MOORE,
2017).

3.2.3 Proliferacéo
Essa fase é desencadeada por fatores de crescimento celular que sdo secretados

durante a fase da inflamacéo, esses fatores geralmente estimulam o crescimento de fibroblastos,

e células epiteliais, além de promover a quimiotaxia, ou seja, a migracao celular para o local da



22

ferida, consequentemente contribuindo para a formagdo de novos vasos sanguineos,
remodelacéo do tecido e cicatrizacdo da ferida (SHAH; MITAL, 2018).

3.2.4 Remodelamento

A remodelacdo (maturacéo) é a fase final do processo de cicatrizagdo, ocorre apds
o fechamento da ferida e pode durar até dois anos (CHAKRABARTI et al., 2018). Essa fase é
marcada pelo aumento da resisténcia a tracdo do tecido dérmico e substituicdo de fibroblastos
ndo funcionais por funcionais. Nessa etapa também ocorre uma diminuicao da atividade celular
e da vascularizagdo. Os tecidos de granulagdo inicialmente formados s&o fracos, mas
gradualmente se fortalecem pela substituicdo do colageno tipo Il imaturo por colageno tipo |
maduro. A indicacdo clinica da maturacdo da ferida consiste em uma série de eventos, como
contragdo, diminuicdo da vermelhiddo, espessura, endurecimento e aumento da forga. Os
fibroblastos e seus produtos, colageno e metaloproteinases da matriz (degradam o colageno),
juntamente com 0s vasos sanguineos, sdo 0s principais atores no processo de maturacdo da
ferida (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2017).

3.3 Coberturas empregues na cicatrizacao de feridas

Para favorecer o processo de cicatrizacdo é necessario uma cobertura que tenha a
capacidade de fornecer uma infinidade de beneficios terapéuticos no local alvo da injdria e de
direcionar a complexidade do processo normal de cicatrizagdo das feridas, especificidade do
tipo de célula, e abundancia de moléculas reguladoras, bem como que contribua para subverter
a fisiopatologia das feridas cronicas (CHAKRABARTI et al., 2019).

Vérias estratégias sdo utilizadas para o tratamento de feridas e para favorecer o
processo de cicatrizagdo, entre essas estratégias pode-se incluir suplementagdo nutricional,
tratamento da comorbidade de base (diabetes, cancer etc.), mudanca de decubito a cada duas
horas (no caso de lesdes por pressdo), técnica de desbridamento, pressdo negativa topica, terapia
com ozénio, utilizagdo de curativos, pomadas e cremes, como bacitracina, sulfadiazina de prata,
neomicina e fenitoina (HAO et al., 2017).

Entre as vérias terapéuticas utilizadas para tratar feridas, os curativos, 0 uso de
medicamentos antimicrobianos, o alginato, os hidrocoldides, produtos de colageno, hidrogéis,
a técnica do desbridamento, que favorece a cicatrizagdo e aumentando a vascularizagao, séo

algumas das alternativas mais utilizadas (RODRIGUEZ, 2020). Logo, percebe-se que no
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mercado estdo disponiveis varias alternativas curativas para tratar injarias na pele, desde
solucBes antissépticas, pomadas, géis e até mesmo complexos de curativos denominados
“curativos inteligentes” ou “curativos bioativos” (LORDANI et al., 2018).

Contudo, o processo de reparo decidual utilizando apenas um Gnico fator ou
tratamento bioativo, geralmente tem eficécia limitada, o que representa um desafio e estimulo
ao desenvolvimento de novas terapias que tenham mais de um componente biologicamente
ativo que estimule a migracao epitelial (SERRA, 2020). Desse modo, existe uma crescente
busca por estudos que busquem validar o uso de novas matérias prima, para elaboracéo de novas
terapias, como a utilizacdo de plantas medicinais e seus derivados que séo reconhecidos pela
riqueza de diversidade biomolecular e potencial bioativo (MODARRESI; FARAHPOUR,;
BARADARAN, 2019).

3.4 Custos do tratamento de feridas dermatolégicas

Entre a classificacdo das feridas, quanto ao tempo de persisténcia, as feridas
crénicas destacam-se pela maior representatividade econdmica, pois sdo as que mais
contribuem para o encarecimento dos cuidados de assisténcia em saude, esses tipos de feridas
levam um tempo maior de tratamento, muitas vezes requerem curativos especiais e caros,
frequentemente apresentam o leito da ferida acometida por colonizagao/infeccdo microbiana, o
gue requer gastos adicionais com uso de antimicrobianos, inclusive muitas vezes os portadores
apresentam doencas de bases (diabetes, obesidade, uso de quimioterapias, esteroides e anti-
inflamatorios ndo esteroidais) o que dificulta ainda mais o tratamento (RODRIGUEZ, 2020).

As feridas, especialmente feridas cronicas, representam um problema global que
custa milhdes de dolares por ano nos paises desenvolvidos e sdo caracterizadas por
complicacBes microbianas, incluindo infeccdo local ou evidente, cicatrizacdo retardada e
disseminacdo de germes multirresistentes. Portanto, o tratamento de feridas com
antimicrobianos € um grande desafio que continua a exigir novas solugdes contra microbios e
seus biofilmes (DAESCHLEIN, 2013).

A analise econdmica do dnus advindo do tratamento de feridas dermatoldgicas deve
abranger desde os custos diretos e indiretos com a assisténcia em saude, entre 0s custos diretos
pode-se citar os gastos financeiros oriundos dos tratamentos, exames laboratoriais ou
hospitalizacdo e entre os custos indiretos ressalta-se a possivel perda de produtividade no
trabalho que o individuo portador da injaria pode vir a ser assolado (LICHTERFELD et al.,

2016). Dessa maneira, é bastante oportuno o desenvolvimento de terapias que tenham uma
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sensata relacdo de custo beneficio, que sejam acessiveis e seguras.

3.5 Metabdlitos secundarios e acéo cicatrizante

As espécies vegetais sdo ricas em biomoléculas, entre elas os metabolitos
secundarios, também chamados de fitoquimicos, sdo produtos naturais de baixo peso molecular
que frequentemente apresentam propriedades bioativas e sdo produzidos a partir de precursores
derivados do metabolismo primario, em sua maioria, sdo caracterizados com base em seu
impacto na salde humana e animal (CARY et al., 2018).

Os fitoquimicos contribuem para o crescimento vegetal, floracdo, frutificacdo e
abscisdo, e reconhecidos por possuirem diferentes propriedades bioativas como acéo
antimicrobiana (TEOH, 2016), antioxidante, anti-inflamatéria (MERECZ-SADOWSKA et al.,
2020), anticancerigena (SITAREK et al., 2020), entre outras. Além disso, o reino vegetal € uma
rica fonte de metabdlitos secundarios, com inimeras propriedades, incluindo o potencial de
favorecer a eliminacdo da inflamacdo e propiciar o processo de cicatrizacdo (MERECZ-
SADOWSKA et al., 2021). Estudos cientificos evidenciam que metabolitos secundarios como
fenois, alcalbides, saponinas, terpenos, entre outros, podem modular varias vias de sinalizacao
celular em diferentes tipos de células, incluindo as células epidérmicas por meio de mudancas
nas vias de transducdo de sinal, além disso, essas biomoléculas podem possuir uma alta
capacidade antioxidante e podem suprimir a liberacdo de espécies reativas de oxigénio, inibir
proteinas pro-apoptoticas e apoptose e ativar enzimas antioxidantes que favorece o processo de
reparacao tecidual (ERB; KLIEBENSTEIN, 2020).

Estudos revelam que até 80% da populacdo mundial faz uso de medicamentos
oriundos de plantas para tratar varias doencas de pele, e comprovadamente melhoram o
processo de cicatrizacdo de diferentes feridas. Ha séculos utiliza-se as plantas medicinais para
o tratamento de doengas de ordem dermatoldgicas, em particular, cortes, feridas, queimaduras
(OTUN; YUCEL, 2019). Dessa forma, cada vez mais é fortalecido o apelo para o uso de
formulacdes a base de produtos naturais, como as plantas medicinais, na saude e para o bem-
estar dos individuos (ABUBAKAR; HAQUE, 2020).

3.6 Oleo essencial de eucalipto (Eucalyptus sp.) e Eucalyptus radiata

Os OEs sdo compostos odoriferos e volateis que podem ser oriundos de todas as

partes da planta, seja dos botdes, flores, folhas, caules, sementes, frutos, raizes, madeira ou
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casca. Normalmente, esses compostos sdo liquidos hidrofébicos e sollveis em alcool,
ligeiramente solUveis em &gua, de coloracéo na grande maioria incolor ou amarelo palido. Em
se tratando da sua composi¢do quimica, sdo compostos de hidrocarbonetos e monoterpenos
oxigenados, sequiterpenos e diterpenos, compostos aromaticos e alifaticos com baixo peso
molecular (BARBOSA; FILOMENO; TEIXEIRA, 2016). Entre as espécies vegetais que
produzem Oleos essenciais, a arvore Eucalyptus sp destaca-se por ser a espécie arborea mais
plantada e representa uma importante fonte de biomassa para a producdo de combustiveis,
produtos quimicos e materiais, alem do seu potencial de biomoléculas terapeuticamente ativas
(PENIN et al., 2020).

Nativo da Australia, o Eucalipto (Eucalyptus sp) (Figura 1), representa um dos
principais géneros pertencentes a familia Myrtaceae, cultivado em todo o mundo. Possuem
folhas perenes, odoriferas caracteristicas atribuidas a presenca de 6leos essenciais nas células
secretoras. Geralmente o OE € incolor, mas ha estudos que relatam sua coloracdo acastanhada
ou esverdeada (HO, et al. 2020).

Figura 1 — Espécie arborea Eucalyptus sp

Fonte: Quinta dos ouriques (2021).

O OE de Eucalipto (Eucalyptus sp.) pode ser extraido de diferentes partes da planta,
tendo sua maior concentragdo nas folhas, destacando-se pela ampla atividade biologica dentre
elas atividades antimicrobianas, antifungicas, repelentes, acaricidas e nematicidas, que sdo

possivelmente atribuidas aos terpenos presentes nessa planta, como o-pineno, limoneno, p-
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cimeno, tr-pinocarveol, a-terpineol, globulol, a-eudesmol, B-eudesmol, e 1,8-cineol entre
outros. Sendo o 1,8-cineol (cineol ou eucaliptol) o responsavel por grande parte das atividades
terapéuticas do OE de eucalipto e consequentemente tem sido bastante estudado em varios
modelos animais nos dltimos anos (FILOMENO, 2016).

Entre as tecnologias farmacéuticas elaboradas a partir da espécie Eucalyptus sp.
ressalta-se a fabricacdo de inalantes, expectorantes, produtos de higiene bucal, ou ainda com a
funcdo de dar sabor e aroma aos medicamentos, adicionalmente, possiveis efeitos cicatrizantes,
antiinflamatdrios e antimicrobianos estdo sendo atribuidos a essa planta (MOTA; TURRINI;
POVEDA, 2015). Possivelmente as propriedades antinflamatdrias, analgésicas e
antimicrobianas (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e, cepas de Pseudomonas
aeruginosa) do 6leo de Eucalipto, sdo decorrentes do seu composto majoritario o 1,8-cineol
(YADAV; CHANDRA, 2017).

Adicionalmente, também é relatado atividade estimulante, no sistema imunolégico,
do OE de Eucalipto, capaz de desencadear acdo fagocitaria de macréfagos derivados de
monacitos, bem como de acdo antibacteriana contra Salmonella e E. coli., possivelmente,
devido aos acidos graxos de cadeia média presentes no 6leo que podem levar a alteracdes na
lipossolubilidade de superficie da bactéria (THACKER, 2016).

Contudo, é valido refletir que entre as espécies de Eucaliptus sp. a espécie E.
radiata ainda é um alvo pouco explorado nos estudos cientificos, sobretudo quanto ao possivel
potencial de cicatrizacdo. Entre os estudos que investigaram o potencial bioldgico da E. radiata
destacam-se as pesquisas envolvendo o potencial antimicrobiano dessa espécie.

Mahumane et al. (2015) relata o potencial biolégico antimicrobiano do OE de E.
radiata contra cepas bacterianas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Streptococcus
mutans NCTC 10919, Lactobacillus acidophilus ATCC 314, Streptococcus agalactiae ATCC
55618 e Streptococcus pyogenes NHLS 8668, que apresentaram valores de concentracao
inibitoria minima (CIM) menores ou igual a 1 mg/ml e que possivelmente s&o decorrentes da
composicao bioquimica desse OE.

Estudos cientificos relatam que o composto majoritario do OE de E. radiata é o
1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol (MULYANINGSIH et al., 2011), no entanto,
Luis et al. (2015) relata que 0 composto majoritario do E. radiata ¢ o limoneno, seguido do a-
terpineol, a-terpinil acetato e a-pineno. As diferencas na composi¢do quimica do OE de E.
radiata pode ocorrer a devido a variagdo genética e diferentes fatores ambientais como clima,
épocas de colheita e localizagdo (MULYANINGSIH et al., 2011).

De acordo com Luis et al. (2015) o OE de E. radiata também tem acao
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antibacteriana contra as cepas de controle P. aeruginosa ATCC 27853 (CIM:32uL/mL),
Escherichia coli ATCC 25922 (CIM:16uL/mL), Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
(CIM:16pL/mL), Salmonella Typhimurium ATCC 13311 (CIM:32uL/mL), Acinetobacter
baumannii LMG 1025 (CIM:8uL/mL) e A. baumannii LMG 1041 (CIM:8uL/mL), além de
mostrar acdo antimicrobiana contra as cepas de isolados clinicos de P. aeruginosa PA 08
(CIM:16pL/mL), P. aeruginosa PA 12/08 (CIM:32uL/mL), E. coli EC 08 (CIM:16pL/mL) e
K. pneumoniae KP 08 (CIM:16uL/mL).

Adicionalmente, Luis et al. (2015) também destacaram a forte atividade
antioxidante do OE de E. radiata apresentou forte atividade antioxidante, que pode estar
relacionada ao perfil fitoquimico. Horvathova et al. (2014) relataram que o 1,8-cineol mostrou
varios graus de poder redutor, eliminacao de radicais, acdo quelante, além da capacidade de
protecdo do DNA. O limoneno também é o principal constituinte de outros OEs com notéavel
atividade antioxidante (AMIRI, 2012).

O OE das folhas de E. radiata também pode vir a ser uma estratégia para o combate
de acaros como contra o acaro vermelho das aves, o Dermanyssus gallinae (GEORGE et al.,
2009). Além de manifestar atividade inseticida contra o cupim japonés, Reticulitermes speratus
Kolbe (PARK; SHIN, 2005).

Além dos efeitos antimicrobianos e inseticidas relatados na literatura para 0 OEs da
E. radiata, pode-se também elencar o efeito antiinflamatério (OTSUKA et al., 1974), efeito
analgésico e redutor de fadiga (ALI et al., 2015), atividade hipoglicemiante por meio da
inibi¢ao da enzima hidrolisadora de carboidratos (a-amilase), o que pode ser uma interessante
estratégia terapéutica ao combate da enfermidade diabetes mellitus do tipo 2 (CAPETTI et al.,
2020).

Diante do exposto é possivel verificar que a constituicdo bioguimica do OE das
folhas da espécie vegetal E. radiata representa uma fonte potencial de moléculas bioativas e
que pode vir a ser utilizado para o tratamento de diferentes enfermidades, contudo é perceptivel
que ainda existe uma escassez de estudos envolvendo essa espécie, inclusive, para o
conhecimento desta pesquisa, ainda ndo existe nenhum estudo com o OE dessa planta

explorando a atividade de cicatrizacdo de feridas dermatoldgicas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Avaliar e Caracterizar o efeito cicatrizante do Oleo essencial de Eucalipto

(Eucalyptus radiata) em feridas dermatoldgicas.

4.2 Especificos

a) Sintetizar um creme de uso topico com 6leo essencial de Eucalipto (Eucalyptus
radiata);

b) Caracterizar as propriedades fisico-quimicas do creme;

c) Apontar os efeitos do uso tépico do creme em feridas dermatoldgicas em ratos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao do 6leo essencial de Eucalyptus radiata

O OE de E. radiata foi adquirido da empresa Do Terra international. O mesmo
acompanha certificado de pureza e caracterizagdo cromatografica com identificacdo de seus

constituintes, descritos no Anexo A.

5.2 Preparo do creme

O creme foi preparado conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 62 edicao
(2019) e em Tibirica et al. (2020), em uma Farmacia de manipulacéo localizada no municipio
de Floriano-Pl, por meio da adicdo de fase aquosa sobre a oleosa, sob agitacdo, a temperatura
entre 75°a 80°C. Os insumos ativos farmacéuticos utilizados na formulacéo para do creme, bem
como, a porcentagem presente e a funcdo correspondente estdo descritas a seguir (Tabela 1)
sendo separadas nas fases A (aguosa) e B (oleosa) com as respectivas funcbes. A fase C foi

adicionada ap0s o sistema ter sido emulsificado.

Tabela 1 - Formulacédo do creme com respectivas fases e insumos utilizados na
formulacéo e funcéo

Fase INCI Funcéo
A Acqua Veiculo
A  Disodium EDTA Sequestrante
A Glycerin Umectante
B BHT Antioxidante
B Alcool Cetoestearilico Emulsificante
B Cyclopentasiloxane Modificador sensorial
B Cyclomethicone Modificador sensorial
B Dry Flo Modificador sensorial
B Avristoflex Espessante
B Amigel Espessante/Emulsionante
B Lipomulse Emulsificante
C Phenoxyethanol + Paraben Bactericida/conservante.

Fonte: elaborada pela autora. INCI = Internacional Nomenclature of Cosmetic Ingredients

A Fase A foi aquecida até 80°C e a Fase B até 75°C. Ao atingirem suas respectivas
temperaturas foi vertida a Fase A sobre a B sob agitagdo de um agitador vertical mecéanico por
5 minutos. Foi resfriado em banho de gelo, sob agitacdo, até atingir a temperatura de 40°C.

Apobs resfriamento foram adicionados o componente da Fase C e realizada a homogeneizacéo.
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Foram preparados 100 g de creme.

5.3 Incorporacao do 6leo essencial de Eucalyptus radiata ao creme

A incorporacdo do OE a emulsdo ja finalizada, procedeu-se sob agitacdo
continua até completar a homogeneizacdo da mistura, processo pelo qual foi produzido
cremes com respectivamente 5%, 3% e 1,5% de concentracdo do OE de E. radiata. Apds,
a incorporacdo do OE ao creme, esse bioproduto foi encaminhado a um laboratério
industrial farmacéutico (Sobral) do municipio de Floriano-Pl, para analise e caracterizacdo
fisico-quimica.

Ressaltando que os respectivos percentuais do OE de E. radiata elencados para
producdo do creme, foram escolhidos baseados em concentragfes utilizadas por estudos
como de Jesus et al. (2021). Adicionalmente a literatura ressalta que formulac6es a base de
2% de OE é utilizado para peles muito sensiveis e com inclinacdo para alergias, 3% de OE
sdo indicadas para massagem aromatica e melhora da acdo medicinal, 5% de OE séo
recomendadas visando tratamento de problemas agudos como dores e inflamacGes graves
e 10% de OE utilizado para tratamento de problemas crdnicos, doencas degenerativas,
infeccOes e inflamacdes graves, sendo que deve-se sempre estar atento a constituicao
bioguimica dos OEs que sdo ricos em cetonas ou fendis e ndo devem ultrapassar a 1% da
formulacdo. (AROMAVIDA, 2021)

5.4 Estabilidade da formulacéo

O estudo de estabilidade da formulacdo desenvolvida foi realizado em diferentes
ambientes (geladeira, ambiente e estufa a 35°C) durante 30 dias, para tanto foram observados
parametros quanto aspecto, cor, odor, pH e densidade. As amostras foram retiradas da estufa e
geladeira 30 minutos antes das analises (ANVISA, 2010).
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5.5 Caracterizacao fisico-quimica do creme a base do 0leo essencial de Eucalyptus

radiata

5.5.1 Teste de centrifugacao

A centrifugacdo é caracterizada como um processo de separacdo em que uma
amostra € submetida a um aparelho centrifugador ou centrifuga a fim de se promover a
separagdo dos componentes, através da sedimentacdo dos liquidos imisciveis de diferentes
densidades ou de s6lidos com particulas muito pequenas que se possam encontrar em suspensao
no liquido. E utilizada em diferentes aplicacdes laboratoriais (BRASIL, 2019b). Para o teste de
centrifugacdo, foram utilizadas 5g do creme a base de OE de E. radiata, acondicionadas em
tubos de ensaio e levados a centrifugacdo a 3000 rpm por 30 minutos, a temperatura ambiente,

para observacao de uma possivel separacdo das fases.

5.5.2 Determinacéo do pH aparente

Entende-se o valor de pH como a medida da atividade do ion hidrogénio de uma
solucdo. Convencionalmente é usada a escala da concentracdo de ion hidrogénio da solugédo
(BRASIL, 2019b). O pH foi aferido através de um eletrodo acoplado a um potenciémetro. A
calibracdo do medidor de pH foi realizada ap6s calibracéo do eletrodo com solucdes padréo pH
7,0 e 4,0. Os resultados foram obtidos através da média de trés determinacGes sucessivas. Para
esse teste foi utilizada uma proporcao de 2g do creme para 20mL de agua destilada, em seguida
diluidas e homogeneizadas por meio do vortex, transferidas para o tubo de ensaio e levadas

para a analise no aparelho medidor de pH.

5.5.3 Determinagéo da densidade

A densidade de massa de uma substancia é a razdo de sua massa por seu volume a
20°C. A densidade de massa da substancia em uma determinada temperatura é calculada a partir
de sua densidade relativa. Sendo assim, os materiais utilizados para esse procedimento foram:
0 picndmetro metélico e a balanca hidrostatica (BRASIL, 2019b). Para a realizacao do teste foi
utilizado um picnémetro metalico limpo, seco e que foi previamente calibrado. A calibracao foi
baseada na determinacdo da massa do picnémetro vazio e da massa com seu conteudo com

agua, recentemente destilada e fervida a 20 °C. Em seguida as amostras foram transferidas para
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0 picndémetro, feito o ajuste da temperatura 20 °C e quando necessario foi removido o excesso
do produto antes de ser pesado. O peso das amostras foi determinado através da diferenca de
massa do picnémetro cheio e vazio (BRASIL, 2019b).

5.6 Testes in vivo da agdo cicatrizante do creme a base de 6leo de eucalipto (Eucalyptus
radiata)

5.6.1 Avaliagdes biologicas

O presente ensaio foi realizado de acordo com delineamento proposto por Leal et
al. (2017), para tanto a amostra foi composta por ratos da linhagem Rattus norvegicus (n=45)
pesando aproximadamente 300g, machos, com 60 dias de idade, e sendo divididos em forma
randomizada em 03 (trés) grupos que foram submetidos a anestesia para retirada de fragmento
da regido dorsal utilizando-se punch metalico com 02 (dois) cm de diametro.

Os ratos foram divididos em 03 grupos composto por 15 animais cada de modo
homogéneo entre si. Estes animais possuiam em média 60 dias de idade e para este estudo foram
identificados no dorso por marcas feitas a pincel. No Grupo controle positivo — GP, foi aplicado
uma pomada antibidtica com uma combinacédo de bacitracina zinica e sulfato de neomicina, o
Grupo experimental — GE recebeu uma camada do gel creme a base de OE de eucalipto 5% e,
0 Grupo negativo foi tratado com solucgéo fisioldgica (cloreto de sédio 0,9%), uma vez ao dia
durante 14 dias de tratamento.

Em todos os animais foram observadas diariamente as lesdes com relacdo a
hiperemia, edema, sangramento, secrecdo, odor e crostas. As areas das feridas foram medidas
no didmetro maior e menor, empregando-se paquimetro no dia 0 (dia de realizacdo das lesGes
dérmicas) e nos dias 4°, 7° e 14° pés-operatdrio, conforme ilustrado na figura 2.

Figura 2 - Delineamento experimental da avaliacdo do potencial de cicatrizacio do gel
creme a base de 5% do OE de Eucalipytus radiata.

Controle positivo Grupo experimental Controle Negative
(Nebacetin)
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Fonte: elaborada pela autora.
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5.6.2 Andlise histologica

Apbs a eutanasia dos animais foram retiradas pecas cirurgicas (constituidas pela
cicatriz ou leséo cutanea) acondicionadas em formol, em seguida para preparo das laminas que
foram coradas com hematoxilina/eosina, posteriormente encaminhadas ao laboratério de
Fisiopatologia da Reproducdo da Universidade Federal do Piaui, para analise baseada nos
seguintes critérios: presenca de infiltrado inflamatorio, proliferacdo vascular e fibroblastos,

formacéo de tecido de granulagéo, deposicdo de colageno e reepitelizacdo da area da leséo.

5.6.3 Aspectos Eticos

O presente projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Estadual do Piaui tendo em vista cumprir a determinacdes dos aspectos éticos
envolvendo a utilizacdo de animais no desenvolvimento da pesquisa e em atividades de ensino,

tendo sido aprovado, conforme parecer em Anexo B.
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6 RESULTADOS

Nas observacBes preliminares, em vidro de relogio, apos centrifugacdo, da
formulacdo a base do OE de E. radiata, ao longo de 10 dias, pode-se verificar aspecto
homogéneo caracteristico de emulsdo fase oleosa/aquosa (O/A), sem presenca de grumos
(Tabela 2, Figura 3,4,5,6 e 7).

Tabela 2 - Resultados da estabilidade preliminar do creme a base de Eucalyptus radiata,

leitura inicial do 1° ao 10° dia

Formulacdo (% do OE  Aspecto Cor Odor Ph Densidade
de E. radiata) (g/mL™Y)
Creme 5% Creme  Branco Caracteristico 3,0-4,0 0,91-0,99
Creme 3% Creme  Branco Caracteristico 3,0-4,0 0,91-0,99
Creme 1,5% Creme  Branco Caracteristico 3,0-4,0 0,91-0,99

Fonte: elaborada pela autora.

Legenda: OE: éleo essencial.

Figura 3 — Creme a base de 6leo essencial de Eucalyptus radiata antes de ser submetido
ao processo de centrifugacdo

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 4 — Creme a base de 6leo essencial de Eucalyptus radiata apds ser submetido ao

__processo de centrifugacao
3 %

ntrifugagao

Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 5 — Aspecto e cor do creme a base de 5% do 6leo essencial de Eucalyptus radiata

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 6 — Aspecto e cor do creme a base de 3% do 6leo essencial de Eucalyptus radiata

Fonte: elaborada pela autora.

Figura 7 — Aspecto e cor do creme a base de 1,5% do 6leo essencial de Eucalyptus radiata

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com a caracterizacao fisico-quimica do creme a base do OE de E. radiata
foi evidenciado que, em relacdo ao pH e a densidade, ndo houve grandes variac@es entre as
formulagdes com diferentes percentuais do OE de E. radiata, conforme visualizado na Tabela

3, sendo que todas as formulagdes apresentaram carater acido de pH.
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Tabela 3 — Indices fisico-quimicos do creme a base de 6leo essencial de Eucalyptus

radiata
Formulacdo (% do 0leo essencial de Eucalyptus radiata) pH Densidade (g/mL1)
Creme 5% 3,82 0,9726
Creme 3% 3,94 0,9905
Creme 1,5% 3,90 0,9936

Fonte: elaborada pela autora.

Apos o desenvolvimento do gel creme a base de 5% do OE de E. radiata procedeu-

se com a realizacdo da avaliacdo do potencial de cicatrizacdo, desse produto, sobre feridas

dermatoldgicas infringidas na superficie cutanea dorsal de ratos Rattus norvegicus como pode

ser observado nos quadros 1, 2, e 3.

Quadro 1 - Critérios histopatoldgicos do processo cicatricial de feridas dermatoldgicas
em grupos experimentais de Rattus norvegicus apos o 4° dia do evento operatorio. C4

(Grupo negativo foi tratado com solucéo fisiologica de cloreto de sodio 0,9%0); B4

(Grupo do controle positivo tratado com pomada antibidtica com uma combinacéo de
bacitracina zinica e sulfato de neomicina e E4 (Grupo experimental tratado com gel

creme a base de 5% de OE de E. radiata)

Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado E;Z%ﬂf;gg% Colageno | Reepitelizacao Outros
R1 + + +++ Imaturo - - -
R2 + + +++ Imaturo + - -
R3 + + +++ Imaturo - - -
C4 R4 + + +++ Imaturo + + -
RS + + +++ Imaturo + + -
Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado g;l—rzcr:ﬂ?asggg Colageno | Reepitelizacéo Outros
R1 ++ ++ ++ Imaturo ++ - Hemorragia
R2 ++ ++ ++ Imaturo + - Hemorragia
R3 ++ ++ ++ Imaturo + + Hemorragia
B4 R4 ++ ++ ++ Imaturo + + Hemorragia
R5 ++ ++ ++ Imaturo ++ + Hemorragia
Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado ;gcéﬂ?:ggz Colageno | Reepitelizacéo Outros
R1 ++ ++ +++ Imaturo + + Hemorragia
R2 ++ ++ Imaturo + + Hemorragia
R3 ++ ++ Imaturo ++ + Hemorragia
E4 R4 ++ ++ +++ Imaturo + + Hemorragia
R5 ++ ++ +++ Imaturo + + Hemorragia

Fonte: elaborada pela autora.

A avaliacdo microscopica das les6es visou observar crosta, edema, infiltrado, tecido
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de granulacdo, colageno, reepitelizacdo e eventos como hemorragias. Como observado no
quadro 1 e Figura 8, as crostas estavam presentes com maior extensdo nas lesdes ao 4° dia de
avaliacdo, respectivamente em 100% e 60% dos animais dos grupos B4 (controle positivo-
pomada antibidtica com uma combinacdo de bacitracina zinica e sulfato de neomicina) e E4
(Grupo experimental — Gel creme a base de 5% do OE de E. radiata), assim como o edema
também que também foi evidente em 100% dos animais de cada um desses dois grupos. Quanto
a presenca de infiltrado celular foi detectavel, em maior quantidade, respectivamente em 100%
e 60% dos animais do grupo C4 (Controle negativo-soro fisiologico a 0,9%) e E4. Em relacao
ao tecido de granulacdo, 100% dos animais de todos os grupos C4, B4 e E4 apresentaram tecido
imaturo. Quanto ao colageno todos os animais do grupo B4 e E4 apresentaram producdo de
fibras colagenas, contudo, no grupo C4, 40% dos animais ndo produziram essas fibras.
Conforme o critério de reepitelizacdo, 100% dos animais do grupo E4 apresentaram sinais de
reepitelizacdo, em contrapartida, houve evidéncia em apenas 60% dos animais do grupo B4 e
em 40% do grupo C4. Sendo constatado evento de hemorragia em 100% dos animais dos grupos
B4 e E4.

Figura 8 - Fotomicrografia das lesdes infligidas em modelo murino (Rattus norvegicus)

do grupo controle (C) e dos grupos de tratados com Bacitracina (B) e Gel creme a base

de 5% de 6leo essencial de Eucalyptus radiata, ao longo do 4°, 7° e 14° dia de tratamento
4° dia : 7° dia 14° dia

Fonte: elaborada pela autora.



38

Quadro 2 - Criteérios histopatoldgicos do processo cicatricial de feridas dermatoldgicas
em grupos experimentais de Rattus norvegicus apos o 7° dia do evento operatorio. C7
(Grupo negativo foi tratado com solucéo fisioldgica de cloreto de sédio 0,9%0); B7
(Grupo do controle positivo tratado com bacitracina zinica e sulfato de neomicina) e E7
(Grupo experimental tratado com gel creme a base de 5% de OE de E. radiata)

Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidos de | Coladgeno | Repitelizacdo | Outros
granulacdo
R1 ++ ++ +++ imaturo + + -
C7 R2 ++ ++ +++ imaturo ++ + -
R3 ++ ++ +++ imaturo ++ + -
R4 ++ ++ +++ imaturo ++ + -
R5 ++ ++ +++ imaturo ++ + hemorragia
Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidos de | Colageno | Repitelizacdo | Outros
granulacdo
R1 ++ ++ +++ imaturo + + -
R2 ++ ++ +++ imaturo ++ + hemorragia
B7 R3 ++ ++ ++ imaturo ++ + -
R4 ++ ++ ++ imaturo ++ + hemorragia
R5 ++ ++ ++ imaturo + + hemorragia
Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidode | Colageno | Repitelizacdo | Outros
granulacao
R1 ++ ++ +++ imaturo + + hemorragia
R2 ++ ++ +++ imaturo + + hemorragia
E7 R3 ++ ++ +++ imaturo ++ + hemorragia
R4 ++ ++ +++ imaturo ++ + hemorragia
R5 ++ ++ +++ imaturo ++ + hemorragia

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com o quadro 2 e Figura 8, as crostas, bem como o edema estavam

presentes, de forma igualitaria, nas lesbes ao 7° dia de avaliacdo, em todos os animais dos

grupos C7, B7 e E7. Quanto a presenca de infiltrado celular, continuou sendo detectavel em

maior quantidade em 100% dos animais do grupo C7 e E7 e em apenas 40% dos animais do

grupo B7. Em relacéo ao tecido de granulagéo, 100% dos animais de todos os grupos C7, B7 e

E7 apresentaram tecido imaturo. Quanto ao colageno, a maior producgéo, foi respectivamente

em 80%, 60% e 60% dos animais dos grupos C7, B7 e E7. Conforme o critério de reepitelizacdo

100% dos animais do de todos os grupos C7, B7 e E7 produziram epitélio. Sendo constatado

evento de hemorragia em 20%, 60% e 100% dos animais dos grupos C7, B7 e E7.
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Quadro 3 - Criteérios histopatoldgicos do processo cicatricial de feridas dermatoldgicas
em grupos experimentais de Rattus norvegicus apos o 14° dia do evento operatorio. C14
(Grupo negativo foi tratado com solucéo fisioldgica de cloreto de sédio 0,9%0); B14
(Grupo do controle positivo tratado com bacitracina zinica e sulfato de neomicina) e E14
(Grupo experimental tratado com gel creme a base de 5% de OE de E. radiata)

Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidos de Colageno | Repitelizagcdo | Outros

granulacdo
R1 - - + Maduro +++ total -
R2 ++ + ++ Imaturo ++ + -
Cl4 i
R3 ++ - ++ Imaturo ++ + hemorragia
R4 ++ - ++ Imaturo ++ + hemorragia
RS ++ - ++ Imaturo ++ + -

Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidos de Coladgeno | Repitelizagcdo | Outros

granulacdo
R1 ++ ++ ++ Imaturo ++ + -
R2 ++ ++ ++ Imaturo ++ + -
B14
R3 ++ ++ ++ Imaturo ++ + -
R4 ++ ++ ++ Imaturo ++ + -
R5 ++ + ++ Imaturo ++ + hemorragia
Grupos | Animal | Crosta | Edema | Infiltrado | Tecidos de Colageno | Repitelizagcdo | Outros
granulacao
R1 ++ ++ ++ Maduro ++ + -
R2 ++ + ++ Imaturo ++ + -
E1l4
R3 + + + Maduro +++ ++ -
R4 + + + Maduro +++ ++ -
R5 - - + Maduro +++ total -

Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com o quadro 3 e Figura 8, as crostas, estavam presentes, em maior
extensdo, nas lesbes ao 14° dia de avaliacdo, em respectivamente, 80%, 100% e 40% dos
animais dos grupos C14, B14 e E14. Respectivamente 80% e 20% dos animais do grupo B14 e
E14 apresentaram edema local. Quanto a presenca de infiltrado celular, foi detectavel, em maior
quantidade, em respectivamente 80%, 100% e 40% dos animais dos grupos C14, B14 e E14.
Em relacdo ao tecido de granulagéo, respectivamente 20% e 80% dos animais dos grupos C14
e E14 apresentaram tecido maduro, contudo, nenhum dos animais do grupo B14 apresentou
tecido maduro. Quanto ao colageno, a maior expressado foi para o grupo E14 sendo observado
em 60% dos animais, seguido do grupo C14 em 20% dos animais. Conforme o critério de
reepitelizacdo, a maior expressao foi detectada no grupo E14, sendo que 20% dos animais
apresentaram reepitelizacdo completa da area da ferida. Nenhum evento hemorrégico foi
constatado nos animais do grupo E14, contudo em 40% dos animais do grupo C14 e 20% dos

animais do grupo B14 apresentaram hemorragia.
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7 DISCUSSAO

De acordo, com 0 Anexo A o OE de E. radiata, utilizado neste estudo, apresentou
em sua constituicdo como composto majoritario o 1,8 cineol, esse dado vai ao encontro dos
achados em estudos cientificos que relatam que o composto majoritario dos 6leos essenciais da
maioria das espécies de Eucalyptus sp., inclusive da espécie E. radiata, é o 1,8-cineol, também
conhecido como eucaliptol (FILOMENO, 2016; MULYANINGSIH et al., 2011).

O 1,8-cineol é um tipo de monoterpeno saturado, com aroma e sabor agradaveis,
que frequentemente € adicionado em aromatizantes, cosméticos ou fragrancias, aditivos para
banho, enxaguantes bucais e inclusive repelentes de insetos (CAIl et al., 2020). Esse
monoterpeno possui diversas propriedades farmacoldgicas nas quais se destacam a acgdo
antiinflamatdria por meio da regulacéo do fator nuclear Kappa-B (NF-Kb) inibindo a producao
de citocinas pré-inflamatérias e acdo antioxidante por meio da regulacdo do fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) inibindo espécies reativas de oxigénio (ERO),
respectivamente (JIANG et al., 2019; KENNEDY-FEITOSA et al., 2019).

O metabdlito 1,8-cineol demonstra também potencial in vitro contra o cancer
(SAMPATH et al., 2018), doencas cardiovasculares (LINGHU et al., 2019), no tratamento da
doenca de Alzheimer (PAUL et al., 2020), doencas digestivas (MURATA et al., 2015), doencas
respiratérias como bronquite (FISCHER; DETHLEFSEN, 2013), asma (WORTH;
DETHLEFSEN, 2012) e doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) (WORTH;
SCHACHER; DETHLEFSEN, 2009), além de ter acdo bactericida (YIN et al., 2020).

Contudo, apesar do 1,8-cineol ter uma importante potencialidade bioativa é
oportuno destacar que 0 mesmo possui uma baixa estabilidade, logo se faz necessério o
desenvolvimento de formula¢des adequadas para posterior aplicacdo in vivo (CAl et al., 2020).
Sendo assim, OE de E. radiata cujo composto majoritario é o 1,8-cineol, torna-se um
ingrediente promissor para ser considerado na composigéo de formulagdes farmacéuticas como
cremes, sobretudo com a finalidade de verificar a possivel acdo cicatrizante sobre feridas
dermatoldgicas, diante disso, nesta pesquisa foram desenvolvidos cremes a base de 5%, 3% e
1,5% do OE de E. radiata.

As formulagdes farmacéuticas destinadas a aplicacdo na superficie da pele podem
ser Uteis para viabilizar protecdo, ou mesmo melhorar a circulacdo dentro da derme. Contudo,
cada formulacdo desenvolvida para o uso humano deve ser submetida a avaliacdes de qualidade
e adequacdo, as quais seguem rigidas diretrizes ante os recursos da legislacdo (HEIN;
LULLMANN; MOHR, 2016). Para tanto, nesta pesquisa, 0 creme a base 5% do OE de E.
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radiata foi submetido desde caracteriza¢Ges fisico-quimicas a bioensaios in vivo, a para
verificar a viabilidade deste produto no favorecimento da cicatrizacdo e sua possivel
compatibilidade para utilizacgdo em humanos. Adicionalmente, a literatura ressalta que
formulagdes a base de 5% de OE sdo recomendadas visando tratamento de problemas
agudos como dores e inflamagdes graves (AROMAVIDA, 2021), sendo, portanto, a priori,
essa formulacédo a escolhida para dar inicio aos ensaios in vivo, as demais formulacGes a
base de 3% e 1,5% serdo testadas em outro momento oportuno.

O creme elaborado, neste trabalho, com o OE de E. radiata € um candidato
promissor a ser desenvolvido devido a simplicidade para a producéo e a qualidade final do
produto elaborado. Nas observacgdes preliminares, em vidro de reldgio, apds centrifugacéo, da
formulacdo a base do OE de E. radiata, ao longo de 10 dias, pode-se verificar aspecto
homogéneo caracteristico de emulsdo fase oleosa/aquosa (O/A), sem presenca de grumos
(Tabela 2, Figura 2, 3, 4 e 5).

Na tabela 3, foi evidenciado que, em relacdo ao pH e a densidade, ndo houve
grandes variagdes entre as formulagfes com diferentes percentuais do OE da E. radiata, sendo
que todas as formulacGes apresentaram carater acido de pH (3,82 - 3,90). A pele humana
apresenta pH levemente acido (4,6 — 5,8), o que contribui para a protecdo antimicrobiana na
superficie da pele, dessa forma é importante verificar o Ph de diferentes produtos tépicos, que
estdo disponiveis no mercado, com intuito de ndo promover variagfes bruscas do pH natural da
pele, 0 que pode expor a pele a uma série de agentes agressores, em especial microrganismos
(PINTO et al., 1997; RODRIGUES, 1996; RODRIGUES, 1995).

No teste de estabilidade acelerada, observou-se que o creme com OE de E. radiata
esteve em conformidade segundo os critérios de avaliacdo do Guia de Estabilidade da ANVISA
(2010), uma vez que nao houve alteracdes significativas no aspecto, cor e odor e ndo houve
variagdo nos valores obtidos de pH e densidade. “Os ensaios de estabilidade de produtos
cosméticos visa determinar o comportamento das formulacdes durante meses ou anos,
submetendo-os a diferentes condi¢des de armazenamento” (COELHO et al., 2016).

Apbs o desenvolvimento do gel creme a base do OE de E. radiata procedeu-se com
a realizagdo da avaliacdo do potencial de cicatrizacdo, desse produto, sobre feridas
dermatoldgicas infringidas na superficie cutanea dorsal de ratos Rattus norvegicus, para tanto,
a priori, foi escolhida a formulacdo a base de 5% do OE de E. radiata, para a realiza¢ao primaria
dessa analise bioldgica, poder cicatrizante, como pode ser observado nos quadros 1, 2, e 3.

Geralmente, quanto maior a concentragdo de um extrato possivelmente maior serd a presenca
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de seu composto majoritario e consequentemente do seu efeito biol6gico, contudo, como essa
avaliacdo ndo se faz homogénea para todos os produtos naturais (NETO et al., 2020), ¢é vélido
verificar em outro momento oportuno se o gel creme a base de 1,5% e 3% do OE de E. radiata
apresenta um efeito dose resposta, quando comparado aos resultados deste ensaio.

As crostas estavam presentes com maior extensao nas lesfes ao 4° dia de avaliagao,
respectivamente, em 100% e 60% dos animais dos grupos B4 e E4 (Quadro 1 e Figura 8). Nas
lesbes ao 7° dia de avaliacdo, as crostas estavam presentes, de forma igualitaria, em todos os
animais dos grupos C7, B7 e E7 (Quadro 2 e Figura 8). Nas lesfes ao 14° dia de avaliacdo, as
crostas, estavam presentes em respectivamente, 80%, 100% e 40% dos animais dos grupos C14,
B14 e E14 (Quadro 3 e Figura 8). Diante disso, pode-se observar que ao longo do periodo de
avaliacdo (0 a 14 dias), o grupo E (grupo experimental) do gel creme a base de 5% do OE de
E. radiata estimulou a formacdo de crosta, na ferida dermatologica, de forma semelhante a
pomada antibidtica com uma combinacdo de bacitracina zinica e sulfato de neomicina, sendo,
neste grupo, detectada a presenca de crosta em menor quantidade, no 14° dia, em virtude da
ferida dermatoldgica ja se encontrar em niveis mais avancados de cicatrizacdo. De acordo com
Branco Neto et al. (2006), a ferida € inicialmente preenchida por coagulo, fibrina e exsudato
inflamatorio, originando assim a crosta fibrino-leucocitaria. Logo, conforme essa premissa,
quanto mais rapido houver o estimulo de recrutamento de mediadores quimicos da inflamacéo,
bem como de fatores de coagulacdo, mais rapido tendem a serem executadas as demais etapas
envolvidas no processo de cicatrizagéo.

Quanto ao edema, no quadro 1 e figura 8, foi mais expressivo em 100% dos animais
dos grupos B4 e E4. Nas lesbes ao 7° dia de avaliacdo, o edema estava presente, de forma
igualitaria, em todos os animais dos grupos C7, B7 e E7 (quadro 2 e Figura 8). Nas leses ao
14° dia de avaliacdo, o edema, apresentou-se em maior extensdo, respectivamente em 80% e
20% dos animais do grupo B14 e E14 (quadro 3 e Figura 8). Evidenciando-se dessa forma que
0 grupo E que foi tratado com gel creme a base de 5% do OE de E. radiata estimulou a formacao
de edema, na ferida dermatoldgica, de forma semelhante a pomada antibiotica com uma
combinacdo de bacitracina zinica e sulfato de neomicina, contudo, ainda demonstrou melhor
performance, pois ao longo do 14° dia de avaliagdo o grupo E apresentou importante reducédo
do edema, ou seja, demonstrando potencial de resolutividade do evento inflamatério e
propensdo a cicatrizacao.

E evidente que, nesta pesquisa, o grupo E tratado com o gel creme a base de 5% do
OE de E. radiata, manifestaram picos de edema semelhante ao grupo B, tratado com pomada

antibidtica com uma combinacdo de bacitracina zinica e sulfato de neomicina, ao longo do 4° e
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7° dia de avaliagéo, tendo reduzido massivamente, para o grupo E, no 14° dia e esses achados
vao ao encontro dos resultados de Santos e Rao (1997) que ao avaliarem, ao longo de 24 horas,
o efeito do 1,8-cineol (10, 15 e 20 pL), composto majoritario do OE de E. radiata, na formacao
de edema demonstraram que esse terpeno tem a capacidade de degranular mastécitos e
consequentemente liberar aminas, histamina e serotonina e assim induzir edema local ap6s
injecdo subplantar em ratos Rattus norvegicus, tendo como o pico de formagéo de edema aos
30 minutos a 2 horas ap0s a injecdo, caindo bruscamente ap6s 5 horas da administracado, e essa
queda significativa que pode ser em virtude de um estimulo anti-inflamatorio, que inclusive os
mesmos autores discutem trés anos depois em Santos e Rao. (2000).

De forma semelhante, a este trabalho, Santos e Rao. (2000) avaliaram que o0 1,8-
cineol, composto majoritario do OE de E. radiata, reduziu significativamente o edema de pata
em ratos, destacando ainda que esse monoterpeno entre suas varias potencialidades bioldgicas,
destaca-se a acdo anti-inflamatdria, contudo, os autores relataram que o mecanismo pelo qual
0 1,8-cineol exerce sua acdo anti-inflamatoria ndo esta claro, mas que provavelmente ocorre
devido uma inibicdo significativa na producdo de citocinas (TNFa, IL1-b), leucotrieno B4,
tromboxano B2 e prostaglandina E2, diminuindo a formacdo de mediadores inflamatérios.
Adicionalmente, Asanova et al. (2003) verificou que o 1,8-cineol extraido da Artemisia cina
Berg., possui moderada agdo analgésica, anti-inflamatdria e antiexudante em modelo de edema
(carragenina), in vivo utilizando ratos Rattus norvegicus, e observou que esse composto de
forma isolada inibiu 30% do crescimento do edema em relacéo ao controle (aspirina), contudo,
guando os autores verificaram a acdo do OE da Artemisia cina Berg. a acdo foi comparavel a
da aspirina, levantando a hipétese de que o efeito terapéutico deste 6leo essencial é
provavelmente devido a a¢do sinérgica do composto majoritario, 1,8-cineol, com alguma outra
combinacdo de triterpendides. Assim, vale a pena refletir que os efeitos promissores do gel
creme a base de 5% do OE de E. radiata, neste trabalho, podem ser provavelmente, tanto em
virtude do composto majoritario, quanto devido ao sinergismo entre 0s compostos bioguimicos
presentes no OE.

Quanto a presenca de infiltrado celular, no quadro 1 e figura 8, foi detectavel, em
maior quantidade, respectivamente em 100% e 60% dos animais do grupo C4 e E4. Nas les6es
ao 7° dia de avaliacdo, a presenca de infiltrado celular, continuou sendo detectavel em maior
quantidade em 100% dos animais do grupo C7 e E7 e em apenas 40% dos animais do grupo B7
(quadro 2 e Figura 8). Nas lesfes ao 14° dia de avaliag&o, o infiltrado celular, foi detectavel, em
maior quantidade, em respectivamente 80%, 100% e 40% dos animais dos grupos C14, B14 e

E14 (quadro 3 e Figura 8). Evidenciando-se dessa forma que o grupo E tratado com gel creme
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a base de 5% do OE de E. radiata estimulou mais rapidamente, a migragdo de mediadores
quimicos da inflamacdo, na ferida dermatoldgica, em comparagdo a pomada antibidtica com
uma combinacao de bacitracina zinica e sulfato de neomicina, bem como também demonstrou
mais rapida resolucdo da inflamacao, pois ao longo do 14° dia de avaliagéo o grupo E apresentou
significativa reducéo do infiltrado celular em comparagdo com os demais grupos, indicando o
possivel potencial da formulacdo a base de eucalipto no desfecho do processo de cicatrizacéo,
situacdo essa que vai ao encontro dos achados na pesquisa de Santos et al. (2004) na qual foi
observada a capacidade do 1,8-cineol (400 mg/Kg) em promover acdo antiinflamatéria, na
reducdo do infiltrado de neutréfilos e na reducdo da deteccdo da enzima mieloperoxidase na
colite induzida por &cido trinitrobenzenossul6énico em ratos (Rattus norvegicus), desse modo
enfatizando o potencial de reducdo de infiltrados celulares que possivelmente o OE de E.
radiata possui, haja visto que seu composto majoritario é o 1,8-cineol. Da mesma forma, o
trabalho de Juergens et al. (2004) também corroboram com os resultados, deste estudo, visto
que a pesquisa desses autores evidenciou que doses diarias de 1,8-cineol (200 mg as 8:00 am,
2:00 am e 8:00 pm ao longo de 12 semanas) em pacientes humanos com diagnostico de asma
brénquica (32-75 anos de idade) reduziram, infiltrado de linfécitos e mondcitos, a producéo de
citocinas como o TNF-a e IL-1p, assim reforcando a hipétese de que o OE de E. radiata tem
potencial de inibir o processo de inflamacdo.

Em relacéo ao tecido de granulacéo, no quadro 1 e figura 8, nas lesdes ao 4° dia de
avaliacdo, 100% dos animais de todos os grupos C4, B4 e E4 apresentaram tecido imaturo,
assim como nas lesBes ao 7° dia de avaliacdo (quadro 2 e Figura 8). Nas lesGes ao 14° dia de
avaliacdo, respectivamente, em 20% e 80% dos animais dos grupos C14 e E14 apresentaram
tecido maduro, contudo, nenhum dos animais do grupo B14 apresentaram tecido maduro
(quadro 3 e Figura 8). Revelando dessa maneira que a formulacdo a base de 5% do OE de E.
radiata possui significativa influéncia na maturacdo tecidual e estimulo precoce de cicatrizacao.
Tunel et al. (2016) também obteve resultados similares ao desta pesquisa avaliar o efeito do OE
da Alpinia Zerumbet, Zingiberaceae, no processo de reparo tecidual in vivo (Wistar allbinus),
cuja composicédo é rica em 1,8-cineol, e observou que esse OE inibiu o processo inflamatorio e
atuou como modulador do processo inflamatério, acelerando eventos fisiopatoldgicos
associados ao processo de reparo tecidual, como a retracdo da area da ferida e a maturacédo da
reacao ou tecido de granulacdo. Diante do exposto, o resultado de Tunel et al. (2016) vem a
somar para legitimar os resultados desta pesquisa, o potencial de cicatrizagdo provindo do gel
creme a base de 5% do OE de E. radiata.

Quanto ao colageno, no quadro 1 e figura 8, nas lesdes ao 4° dia de avaliacdo, 100%
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dos animais do grupo B4 e E4 apresentaram producdo de fibras colagenas, contudo, no grupo
C4, 40% dos animais ndo produziram essas fibras. Nas lesdes ao 7° dia de avaliagdo, a maior
producdo de colageno, foi respectivamente em 80%, 60% e 60% dos animais dos grupos C7,
B7 e E7 (quadro 2 e figura 8). Nas lesdes ao 14° dia de avaliacéo, a maior expressao de colageno
foi para o grupo E14 sendo observado em 60% dos animais, seguido do grupo C14 em 20% dos
animais (quadro 3 e figura 8). Pelo exposto, observou-se que a formulacéo a base de OE de E.
radiata estimulou de maneira mais eficaz a producéo de fibras colagenas, quando comparado
ao grupo que foi submetido a pomada antibidtica com uma combinacao de bacitracina zinica e
sulfato de neomicina. Oleos essenciais ricos em terpenos, como o 1,8-cineol, podem estimular
a atividade prd-reparativa de tecidos por meio de um provavel efeito estimulatério sobre
fibroblastos e turnover do colageno tipo I, modelando o tecido original (SANTOS-JUNIOR,
2013).

Conforme o critério de reepitelizagdo, no quadro 1 e figura 8, nas lesGes ao 4° dia
de avaliagdo, houve regeneracdo do epitélio, respectivamente, em 40%, 60% e 100% dos
animais dos grupos C4, B4 e E4. Nas lesGes ao 7° dia de avaliacdo, 100% dos animais de todos
0s grupos C7, B7 e E7 produziram epitélio (quadro 2 e figura 8). Nas lesGes ao 14° dia de
avaliacdo, a maior expressdo foi detectada no grupo E14, sendo que 20% dos animais
apresentaram reepitelizacdo completa (quadro 3 e figura 8). O gel-creme a base de OE de E.
radiata estimulou a precoce reepitelizacdo do leito da ferida dermatolégica quando comparado
ao grupo submetido a pomada antibidtica com uma combinacdo de bacitracina zinica e sulfato
de neomicina. Apos a formacdo do coagulo, formacdo de crosta, edema, recrutamento de
mediadores quimicos da inflamac&o, estabelecimento do tecido de granulagdo primario (vasos
sanguineos invasores, formacdo de tecido endotelial e fibroblastos e seus produtos, como
colageno fibrilar, elastina, fibronectina, etc), os fibroblastos, mais precisamente 0s
miofibroblastos, presentes no tecido de granulacdo, contraem as paredes marginais da lesao,
forcando as fibras de colageno a se sobreporem e se entrelacarem, reduzindo a area de
sangramento e facilitando a reepitelizacéo que levara ao fechamento das superficies da lesdo e
que € iniciada pela migracdo de células epiteliais (queratindcitos) desde as margens da ferida
(OLIVEIRA; DIAS, 2012). Segundo, Santos-Junior (2013) 6leos essenciais ricos em terpenos,
podem estimular a atividade pro-reparativa de tecidos por modulacdo da acdo dos fibroblastos
e do colageno.

Quanto ao evento de hemorragia, no quadro 1 e Figura 8, nas lesdes ao 4° dia de
avaliacdo, em 100% dos animais de cada um dos grupos B4 e E4 foram evidenciados focos de

sangramento. Nas lesdes ao 7° dia de avaliacdo, ocorreu hemorragia em 20%, 60% e 100% dos
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animais dos grupos C7, B7 e E7 (quadro 2 e Figura 8). Nas lesGes ao 14° dia de avaliacdo,
nenhum evento hemorragico foi constatado nos animais do grupo E14, contudo em 40% e 20%
dos animais do grupo C14 e B14 apresentaram hemorragia (quadro 3 e Figura 8). A auséncia
de foco hemorragico em 100% dos animais do grupo submetido a formulacdo do OE de E.
radiata, vem a reforcar a hipotese de que a presente formulacédo rica em diversos terpenos, com
potentes acdes bioldgicas, possui um provavel efeito de aceleramento do processo de
cicatrizacdo. Depois de estruturados o tecido de granulacdo maduro e o processo de epitelizacao
na ferida dermatoldgica, o fluxo sanguineo e a oxigenacao sao restabelecidos, dessa forma o
principal fator desencadeador da angiogénese é reduzido e os vasos neoformados comecam a
diminuir, reduzindo assim os focos de sangramento (OLIVEIRA; DIAS, 2012; NETO, 2003).

Diante do exposto, pode-se refletir que a composi¢do bioquimica do OE de E.
radiata, sobretudo do seu composto majoritario o 1,8-cineol, possivelmente exerceu notavel
influéncia para o favorecimento do processo de cicatrizagdo in vivo, neste trabalho.
Adicionalmente, também é oportuno mencionar e enfatizar que pardmetros fisico-quimicos do
gel creme a base de 5% do OE de E. radiata, como o pH, também pode ter contribuido para o
éxito no processo cicatricial estudado, nesta pesquisa.

O pH de uma preparacdo para aplicacdo cutdnea deve ser cuidadosamente
observado, uma vez que cada produto deve apresentar pH compativel com a regido do corpo
onde se aplica. A pele humana tem normalmente um pH médio de 5,5, que pode variar
ligeiramente conforme as diferentes zonas do corpo (OLIVEIRA, 2009). O pH natural da pele
provem das secrecOes das glandulas apocrinas e enddcrinas (suor e sebo) que contém enzimas
bactericidas (lisozima), anticorpos e &cido lactico, que d& a pele um valor de pH &cido
(MENDES et al., 2016). O pH da pele pode variar de 4 a 6, dependendo da idade e localizagéo
anatdmica. Esta particularidade de pH da pele proporciona uma barreira contra a proliferacao
de microrganismos e favorece os processos de reparacdo tecidual (MENOITA; SEARA;
SANTOS, 2014).

O processo de cicatrizacdo compreende uma cascata de eventos complexos e
sequenciais, entre esses eventos existem diversos fatores que alteram o processo de cicatrizagdo
e um deles é a variagdo do pH das feridas. Em geral o pH alcalino tem sido observado como
um indicativo de possivel processo infeccioso e presente nas feridas cronicas,
consequentemente o pH ligeiramente &cido em grande maioria favorece o processo cicatricial
e aumenta as chances de cura (FARIAS et al., 2021). Na tabela 3, o gel creme a base de OE de
E. radiata a 5% apresentou pH de carater acido de (3,82), sendo compativel com o pH do leito

das feridas dermatoldgicas nos modelos murinos.



47

De acordo com Svensson e Wahlstrom (2017) feridas com valores de pH entre 4,5-
5,5 tem menores chances de infeccdo e complicagdes, para que ocorra 0 processo de
cicatrizacao, o ideal é que a ferida mantenha o pH o mais proximo do pH da pele (4 a 6) e que
0 ambiente seja mantido o mais invariavel possivel para o melhor processo de cura.

Durante o processo de reparagdo tecidual de uma ferida ocorre uma intensa
demanda metabdlica (SIRKKA et al, 2016). Entre as exigéncias metabdlicas para viabilizar o
processo cicatricial pode-se elencar o aumento da demanda de oxigénio (O2), contudo devido
ao processo de vasoconstriccao, ocorre uma diminuicdo do fluxo sanguineo no leito da ferida e
consequentemente uma reducdo de O, e aumento da presenca de CO> e producdo de acido latico
0 que contribui para a manutencdo do pH acido no leito da ferida, ou seja, uma acidificacdo
fisiolégica. Contudo essa acidose fisioldgica temporaria no leito da ferida estimula a
dissociacdo da hemoglobina do oxigénio, deixando assim o O livre para os tecidos favorecendo
a cicatrizacdo, esse cenario é denominado efeito Bohr. Uma reducgéo de 0,6 unidades de ions
hidrogénio liberta aproximadamente 50% de oxigénio livre para os tecidos (MENOITA, 2015).
Neste estudo o controle positivo, grupo B (bacitracina zinica + sulfato de neomicina), foi tratado
com uma pomada de pH &cido, visto que a bacitracina zinica tem pH &cido (5,7) (SCOGIN;
BALDWIN; GENNIS, 1983) e a neomicina possui grupo amina, quanto mais amina menor o
pH (PUB CHEM, 2022) que visa justamente ndo alterar o pH natural da pele (4 a 6) e favorecer
0 processo de cicatrizacdo, assim como a formulagéo deste trabalho, grupo E (gel creme a base
de 5% do OE de E. radiata) que também possui pH acido.

O pH levemente &cido estimula a quimiotaxia de macréfagos e leucdécitos para o
leito da ferida (PERCIVAL et al., 2014). A angiogénese também é favorecida em pH baixo,
uma vez que estimula a producéo de citocinas e enzimas pro-angiogénicas que visam restaurar
0 suprimento sanguineo em um tecido rompido (LEMQOS, 2008).

Assim, o gel creme a base do OE de E. radiata retne qualidades desde fisico-
quimicas (pH, densidade, aspecto, odor, cor) e uma composi¢do bioquimica relevante, formada
por diferentes terpenos, como o 1,8-cineol que se destacam por importantes bioatividades, que
se tornam oportunas para o desencadear da cascata de eventos que culminam no processo de
cicatrizacdo tecidual, o que provavelmente contribuiu para os resultados observados na presente
pesquisa.

O gel creme a base do OE de E. radiata é um produto novo e que precisa ainda ser
melhor investigado. Sendo assim, sdo necessarios mais estudos para melhor caracterizar a
elucidar as potencialidades bioldgicas dessa formulagdo. Além disso, € necessario realizar testes

antimicrobianos, abrangendo um espectro de cepas bacterianas, fungicas, protozoérias, entre
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outras. Adicionalmente, também é importante investigar seu potencial toxicolégico.

Cabe destacar que existe a possibilidade do OE de E. radiata apresente outros
efeitos bioldgicos e possa ser matéria-prima para diversas tecnologias (na composicdo de
curativos, adjunto em farmacos ja disponiveis no mercado, sabonetes antimicrobianos, entre
outras possibilidades) possuindo, portanto, um imenso potencial cientifico e tecnoldgico a ser

explorado.
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8 CONCLUSAO

O processo de utilizagdo do OE de E. radiata na formulacdo de um creme
apresentou-se ser viavel, mantendo o odor caracteristico do 6leo. O creme apresentou boa
compatibilidade com o O.E. de E. radiata, obteve adequada espalhabilidade, ndo apresentou
mudanca de coloragdo, mantendo se constante sua estabilidade na maioria dos testes realizados.

O gel creme a base de 5% do OE de E. radiata, neste trabalho, demonstrou ter
potencial de estimular e favorecer o processo de cicatrizacdo in vivo em ratos (Rattus

norvegicus).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O gel creme a base de 5% do OE de E. radiata € um produto novo, advindo de uma
planta medicinal, segundo as analises de caracterizacdo do OE de E. radiata, conforme anexo
A, evidencia que o composto majoritario desse produto é o terpeno 1,8-cineol, contudo sdo
necessarios mais ensaios para verificar se suas potencialidades bioldgicas, como a capacidade
de favorecer o processo de cicatrizacdo, sdo em sua maioria atribuidas a esse composto ou
devido ao sinergismo com outros compostos presentes no OE de E. radiata. Dessa maneira, Sao
oportunos também testes antimicrobianos in vitro e in vivo, com o gel creme a base de 5% do
OE de E. radiata, envolvendo micrébios como virus, fungos, protozoarios, helmintos e cepas
bacterianas, para melhor investigar a suscetibilidade dos microrganismos a essa formulacao.

Adicionalmente, também é importante investigar seu potencial toxicologico, além
de explorar outras possiveis atividades biolégicas do OE de E. radiata, para que ele possa ser
matéria-prima para diversas outras tecnologias, possuindo, portanto, um imenso potencial

cientifico e tecnologico a ser explorado.
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10 PERSPECTIVAS

a)

b)

d)

f)

Realizar teste de controle microbioldgico do gel creme a base de 5% do OE de
E. radiata conforme a RDC 481/99;

Executar ensaios de natureza cronica, haja visto que os resultados in vivo desta
pesquisa séo ensaios agudos;

Avaliar o potencial antimicrobiano do gel creme a base de 5% do OE de E.
radiata contra bactérias e fungos de importancia clinica humana e/ou
veterinaria, como contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Candida albicans, entre outros;

Avaliar o possivel potencial de cicatrizacdo do gel creme a base de 3% e 1,5%
do OE de E. radiata;

Verificar se o gel creme a base de 1,5% e 3% do OE de E. radiata apresenta um
efeito dose resposta, quando comparado aos resultados deste ensaio;

Realizar analise toxicoldgica.
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ANEXO A - CHROMATOGRAM OE DE E. RADIATA
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Peakd# R.Time Mame Areath
1 B8.945 cig-3-Haxenol 0.03
2 9.345 trang-2-Haxenol 0.02
3 9.472 n-Hexanol 0.02
4 12171 alpha-Thujene 0.23
B 12583 alpha-Pinena 2.23
6 13.414 alpha-Fenchene 0.01
7 13516 Camphene 0.02
B 14.792 Sabinane 1.91
9 15.102 beta-Pinene 0.64
10 15519 B-methylHept-5-en-2-one 0.01
11 165712 Iyrcens 1.31
12 16.664 Pseudolimaonane 0.01
13 16.812 alpha-Phellandrene 0.81
14 17.467 alpha-Tempienans 0.28
16 18.007 para-Cymene 0.28
16 18.332 Limonena 6.04
17 18.613 1,8-cinaole 68.28
18 19.329 frans-beta-Ocimena 0.28
19 20.143 gamma-Terpinang 0.44
20 20.963 cis-Sabinene hydrate 0.05
21 21.949 Terpinolens 0.15
22 22,042 trans-Linalool exide (furanoid) 0.05
23 22,929 Linalool 0.38
24 23.0556 trans-Sabinene hydrate 0.02
25 24,673 cig-para-Menth-2-en-1-ol 0.25
26 25919 trans-para-Menth-2-en-1-al 047
27 26.368 lzopulegol 0.01
28 26.592 Citrenellal 0.06
29 27.240 cis-Chrysanthenol 0.01
30 27.888 delta-Tempineol 0.23
a1 28138 trans-Linalool oxide (pyanaid) 0.02
32 28.581 Terpinen-4-ol 1.13
33 29.110 Cryptone 0.01
34 29.708 alpha-Tarpineol 11.26
35 30.562 trans-Piperitol 0.10
36 30.953 3-oxo-Cineale 0.01
37 31.565 Marol 0.04
38 31.707 Citronallol 0.07
39 32657 Neral 016

40 32.885 Banzylacetone 0.03
41 33.330 Geraniol 1.08
42 33.679 Piperitona D.12
43 34.583 Garamal 0.22
44 38.772 delta-Elemensa 0.01
45 39.809 alpha-Terpinyl acetata 1.07
46 41.869 Geranyl acetate 0.02
47 42570 beta-Elemane 0.00
48 44.509 beta-Caryophyllene 013
49 46.786 alpha-Humulane 0.01
50 47.065 Alloaromandendrena 0.01
51 48,987 Viridiflorene 0.01
52 499277 Bicyclogermacrane 0.18
53 52477 alpha-Elemol 0.03
54 57.384 gamma-Eudesmol 0.01
55 58.731 beta-Eudesmol 0.03
100,00

CUSTOMER: do Terra International

Lot number: 2201411

Data filled: 05/20/2020

Column: ZB5 (60 m length x 0.25 mm inner diameter x 0.25 pum film thickness)
Instrument: Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra

Carrier gés: Helium 80 psi

Temperature ramp: 2 degrees celsius per minute up to 260-degrees Celsius

Split ratio: 30:1

Sample preparation: 5%w/v solution with Dichloromethane

Comments: The analysis of this Eucalyptus lot revealed no contaminants or adulteration.

The sample meets the expected chemical profile for authentic essential oils of Eucalyptus radiata.
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