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RESUMO

O geraniol (GE) ¢ um monoterpeno majoritario de algumas espécies vegetais utilizadas na
medicina popular, possuindo propriedades farmacoldgicas relevantes, incluindo antitumoral, anti-
inflamatoria, antioxidativa, antimicrobiana, efeitos hepatoprotetores, cardioprotetores e
neuroprotetores. Apesar da ampla descri¢do sobre seus efeitos, a atividade do GE para o
tratamento de desordens respiratorias e gastrointestinais ndo foi explorada, tampouco em sistemas
de nanoemulsoes, que por sua vez melhoram a capacidade de entrega de fArmacos nos sistemas
bioldgicos. Dessa maneira, o GE e sua nanoformulacao foram avaliados em modelos in vitro € in
vivo frente a sua atividade farmacologica nesses dois sistemas fisioldgicos., Para avaliagdo in vitro,
foram testadas concentragdes cumulativas do GE e sua nanoemulsdo (1,0 x 10 7-3,0x 10 > M)
em amostras de ileo e traqueia isoladas de cobaias. No modelo in vivo, foram utilizadas doses de
10, 50, 100, 200 e 400 mg/kg em modelo de de diarreia induzida por 6leo de ricino, velocidade de
transito gastrointestinal com carvao aditivado e tosse induzida por 4cido acético nas doses de 100,
200 e 400 mg/kg e com avaliagdo de toxicidade sub-aguda na dose de 2000 mg/kg. Os resultados
demonstraram que o GE apresentou atividade espasmolitica em ileo nas contragdes induzidas por
carbacol, com possivel mecanismo de a¢do envolvendo os canais de BKCa e TRPV1, com sua
poténcia farmacologica aumentada com a formulacdo (F1) do monoterpeno em seu sistema de
nanoemulsdo. O GE apresentou efeito anti-diarreico em camundongos nas doses de 200 e 400
mg/kg, havendo aumento de sua ponténcia farmacoldgica em sua nanoemulsdo em todas as doses,
que por sua vez apresentou uma reducdo na velocidade de transito intestinal nas doses 200 e
400 mg/kg. O GE nio apresentou toxicidade e nem atividade espasmolitica em traqueia isolada de
cobaia, mas apresentou atividade antitussigena nas doses 100 e 200 mg/kg comparada a codeina.
[.] Dessa maneira, o GE ¢ um monoterpeno com potencial biotecnoldgico tal como seu sistema de
nanoemulsdo, para disturbios gastro-intestinais..

Palavras-chave: Tosse. Traqueia. Nanoemulsdo. [leo. Espasmolitico. Antidiarreico.



ABSTRACT

Geraniol (GE) is a major monoterpene in some plant species used in folk medicine and has
relevant pharmacological properties, including antitumor, anti-inflammatory, antioxidative,
antimicrobial, hepatoprotective, cardioprotective and neuroprotective effects. Despite the
extensive description of its effects, the activity of EG in the treatment of respiratory and
gastrointestinal disorders has not been explored, nor in nanoemulsion systems, which in turn
improve the ability to deliver drugs in biological systems. In this way, EG and its nanoformulation
were evaluated in in vitro and in vivo models for their pharmacological activity in these two
physiological systems. For the in vitro evaluation, cumulative concentrations of EG and its
nanoemulsion (1.0 x 10-7-3.0 x 10-3 M) were tested in samples of ileum and trachea isolated from
guinea pigs. In the in vivo model, doses of 10, 50, 100, 200 and 400 mg/kg were used in a model
of diarrhea induced by ricin oil, gastrointestinal transit speed with added charcoal and cough
induced by acetic acid at doses of 100, 200 and 400 mg/kg and with evaluation of sub-acute toxicity
at a dose of 2000 mg/kg. The results showed that GE had spasmolytic activity in the ileum in
carbacol-induced contractions, with a possible mechanism of action involving the BKCa and
TRPV1 channels, with its pharmacological potency increased with the formulation (F1) of the
monoterpene in its nanoemulsion system. EG showed an anti-diarrheal effect in mice at doses of
200 and 400 mg/kg, with an increase in its pharmacological potency in its nanoemulsion at all
doses, which in turn showed a reduction in intestinal transit speed at doses of 200 and 400 mg/kg.
GE showed no toxicity or spasmolytic activity in isolated guinea pig trachea, but did show
antitussive activity at doses of 100 and 200 mg/kg compared to codeine. [Thus, GE is a
monoterpene with biotechnological potential, as is its nanoemulsion system, for gastrointestinal
disorders.

Keywords: Cough. Trachea. Nanoemulsion. ileum. Spasmolytic. Antidiarrheal.
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NanoGER F1 — Formulagdo de nimero tipo 1 de geraniol
NanoGER F2 — Formulagdo de nimero tipo 2 de geraniol

NanoGER F3 — Formulagdo de nimero tipo 3 de geraniol

Nrf2 — Fator de transcri¢ao nuclear relacionado ao fator eritroide 2

P2X3 — Receptor purinérgico do tipo P2X subtipo 3
p38 — Proteina quinase p38 (MAPK p38)

pS3 — Proteina supressora de tumor p53

PGE2 — Prostaglandina E2

PHE - Fentolamina

PRO - Propranolol cloridrato

Prdx-1 — Peroxiredoxina-1

R-RUT — Ruténio vermelho

SNA — Sistema nervoso autonomo

SNE — Sistema nervoso entérico

SNC — Sistema nervoso central

STAT3 — Transdutor de sinal e ativador de transcrigao 3
TEA — Tetraetilamonio

TGI — Trato gastrointestinal

TH1 — Linfocito T helper tipo 1

TH2 — Linfécito T helper tipo 2

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TRP — Canais do potencial receptor transitorio

TRPYV — Canais do potencial receptor transitorio vaniloide

14
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TRPAT1 — Canal do potencial receptor transitorio anquirina 1

TRPMS8 — Canal do potencial receptor transitorio melastatina 8

UNIVASF — Universidade Federal do Vale do Sao Francisco

VOCC:s — Canais de célcio dependentes de voltagem (Voltage-Operated Calcium Channels)
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento no numero de pesquisas relacionadas a atividade bioldgica de 6leos essenciais,
extratos e substancias isoladas de plantas medicinais tem sido observado em todo o mundo nos
ultimos anos. Este interesse tem sido mais expressivo devido a grande importancia e variedade de
espécies e as mais diversas propriedades que muitas delas apresentam, tais como atividades
espasmoliticas, antidiarreicas e para disturbios respiratorios. O alivio da dor e controle de
desordens relacionadas aos espasmos musculares quer seja devido a problemas como hipertensao,
asma, colicas uterinas e intestinais, dentre outros, estdo associados a uma disfun¢do da
contratilidade do musculo liso, e tem sido uma preocupagdo constante tanto de profissionais da
area da saude como da populacdo em geral. Dessa forma a contribuicdo das plantas medicinais e
seus metabolitos secundarios, como os monoterpenos, tem se apresentado como potenciais

estratégias terapéuticas (KHAN, et al. 2016 ¢ RAUF, et al. 2021).

O geraniol (GER) ¢ um monoterpeno isoprenoide aciclico isolado a partir de Oleos
essenciais de plantas aromaticas, incluindo Melissa officinalis (Lamiaceae), Cinnamomum
tenuipilum Kosterm (Lauraceae), Valeriana officinalis L. (Caprifoliaceae), Phyla scaberrima
(Juss. ex Pers.) Moldenke (Verbenaceae), Perilla frutescens var. hirtella (Nakai) Makino
(Lamiaceae), (LEL et al., 2019), dentre outras. Na literatura diversas propriedades farmacoldgicas
do GE sao relatadas, incluindo antitumoral, antiinflamatoria, antioxidativa e antimicrobiana e
efeitos hepatoprotetores, cardioprotetores e neuroprotetores. Entretanto pouco se conhece sobre a
atividade do GER isolado para o tratamento de doengas gastrointestinais e respiratérias (LEI, et
al., 2019). Foi descrito que espécies que possuem o monoterpeno como constituinte fitoquimico
majoritario como Valeriana officinalis possui atividades anti-diarreica e broncodilatadora (KHAN,
A. e GILANIL, A., 2012); Melissa officinalis com uso popular digestivo, disturbios
gastrointestinais, carminativo, antiespasmodico, sedativo, analgésico e diurético (MIRAJ, et al.,
2017); Phyla scaberrima (CHAVES, et al., 2014), Perilla frutescens (VERSPOHL, et al., 2013),
com seu uso popular com propriedade espasmolitica em ileo de rato(LEIL et al, 2019). Esses
achados evidenciam que o GER possui potencial farmacoldgico e pode ser utilizado como
espasmolitico, anti-diarreico e anti-tussigeno se investigado, sendo esse um dos objetivos desse

trabalho.

Compostos bioativos como o GER tém suas atividades farmacologicas potencializadas por

meio de diferentes sistemas de entrega, como as nanoemulsdes. Tais formula¢cdes aumentam sua



19

solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade, refletindo em maior eficicia terapéutica.
Destacam-se, por exemplo, sua atividade anti-inflamatoria, evidenciada pelo aumento dos niveis
de 6xido nitrico (NO) (GIONGO et al., 2017), além de suas propriedades antimicrobianas (ABU
et al., 2021; DEEPIKA et al., 2021) e larvicidas (DEHGHANKAR et al., 2021). Diante disso,
torna-se relevante o aprofundamento dos estudos sobre nanoemulsdes contendo geraniol,
especialmente quanto aos efeitos sobre o musculo liso dos sistemas gastrointestinal e respiratorio,
considerando seu potencial antihipertensivo ja descrito na literatura (EL-BASSOSSY et al., 2018;
MENEZES et al., 2014).

Com base no exposto, o estudo tem como objetivo investigar a atividade farmacolégica in
vitro e in vivo, do geraniol e seu sistema nanoemulsionado sobre o sistema gastrointestinal,
enquanto espasmoliticos e anti-diarreicos e respiratorio, como anti-tussigeno. Tal os mecanismos
de acdo foram propostos e a avaliacdo de curva dose-resposta foi empregada para determinar o

aumento da poténcia farmacologica do monoterpeno quando apresentado em sua nanoemulsao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Uso de monoterpenos na farmacologia

Na ultima década ha um crescente interesse medicinal no uso de monoterpenos,
considerando os diversos estudos na farmacologia devido as suas propriedades terapéuticas e
potencialidades no tratamento de varias condigdes, esses estudos destacam uma ampla gama de
aplicacdes dos monoterpenos na farmacologia, fornecendo evidéncias cientificas para sua
utilizacdo potencial, como em terapias alternativas e complementares em diversas condigdes

médicas (SILVA e DOMINGUES,, 2017).

As pesquisas tém sido conduzidas para explorar os efeitos desses compostos para o
tratamento de desordens relacionadas ao sistema nervoso central e para o cancer. Estudos
revelaram a capacidade dos monoterpenos de ultrapassar barreiras bioldgicas, principalmente a
barreira hemato-encefalica, mas também a membrana citoplasmatica e a pele, que parecem ser
caracteristicas que contribuem de forma critica no desenvolvimento e administracdo de farmacos
que revelam as propriedades farmacologicas dos monoterpenos e seu potencial terapéutico no

tratamento de diversas condi¢des como o cancer (CHEN, et al., 2021).

Monoterpenos com relatos na literatura sdo limoneno e o linalool que exercem efeitos
neuroprotetores, € que ainda apresentam varias propriedades biologicas, como antioxidantes, anti-
inflamatorias, antitumorais, antinociceptivas e gastroprotetoras. Devido ao seu efeito atenuante no
estresse oxidativo, na inflamacao e na regulacdao da morte celular apoptotica (EDDIN, et al., 2021;
SABOGAL-GUAQUETA, et al, 2019). O papel neuroprotetor de monoterpenos, como o
limoneno, tem sido explorado em diversas doengas neurodegenerativas, incluindo Alzheimer,
esclerose multipla, epilepsia, ansiedade e acidente vascular cerebral (EDDIN et al., 2021). Além
disso, suas propriedades sedativas e relaxantes sugerem potencial uso no tratamento de distirbios
do sono, como demonstrado em testes com camundongos, nos quais o limoneno apresentou efeitos

semelhantes ao diazepam em comparagio & solugdo salina (GASTON et al., 2016).

O trans-anetol, um monoterpeno encontrado em diversas espécies vegetais, especialmente
na Pimpinella anisum, demonstrou efeito antidepressivo sem comprometer a locomog¢do em
modelos animais (HASSANZADEH et al., 2022). Além disso, h4a ampla literatura destacando o
potencial terapéutico dos monoterpenos oxigenados, como linalol, terpinen-4-ol e pulegona, bem
como dos hidrocarbonetos monoterpénicos, os quais contribuem significativamente para as

atividades antioxidante, antibacteriana, antifungica e anticancerigena de Oleos essenciais de
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diferentes espécies vegetais (ELANSARY et al., 2018).

Monoterpenos como o mentol, mentona, neomentol, iso-mentona, timol, também ja foram
investigados demonstrando suas atividades anti-inflamatorias, antibacterianas, antivirais,
escolicidas, imunomoduladoras, antitumorais, neuroprotectoras, antifadiga e antioxidantes, tal
como serem protetoras dos sistemas gastrointestinal, hepatico, renal, cutdneo, respiratorio, cerebral
e nervoso, ¢ exercer efeitos hipoglicémicos e hipolipidémicos como ¢ o caso do geraniol.

Clinicamente, o esses monoterpenos podem ser utilizados em doengas gastrointestinais e

dermatologicas, na terapia adjuvante pos-operatoria (LIU, et al., 2022; ZHAO, et al., 2022).

A busca por novas terapias baseadas em produtos naturais representa uma alternativa
promissora a terapéutica convencional e tem sido amplamente incentivada. Nesse contexto, os
monoterpenos vém ganhando destaque devido a sua ampla gama de atividades farmacologicas,
incluindo propriedades cicatrizantes e anti-ulcerogénicas, comprovadas por estudos recentes in
vitro e in vivo (PERICO et al., 2020). Diante da crescente demanda por novos firmacos e da
relativa escassez de estudos especificos sobre o monoterpeno geraniol, torna-se evidente a
necessidade de aprofundar as investigacdes sobre seu potencial biotecnologico e aplicagdes

terapéuticas.

2.2 Consideracoes gerais sobre o uso do geraniol

O geraniol ¢ um monoterpeno isoprenoide aciclico isolado dos 6leos essenciais de plantas
aromaticas, incluindo Cinnamomum tenuipilum, Valeriana officinalis e varias outras espécies
(LEL et al.,, 2019 e BEN AMMAR, 2023). Dado o agraddvel aroma de rosas, € um componente
fitoquimico importante em muitos 6leos essenciais € utilizado comercialmente como um composto

de fragrancia em produtos cosméticos e domésticos (MACZKA, et al., 2020).

Uma revisao da literatura, nas principais bases de dados (Pubmed, Scielo, Lilacs) utilizando
os descritores indexados no DeCS/MeSH “geraniol” encontraram no total de 1.998 resultados
entre 1960 a 2021, estando 1.016 trabalhos entre os anos de 2015 a 2025. Refinando a pesquisa
utilizando os descritores “geraniol; smooth muscle” ofereceram 4 resultados e “geraniol; ileum” 2
resultados apenas, ndo se tratando da substancia isolada e sim de 6leos essenciais complexos que
apresentam o geraniol em sua composi¢do fitoquimica. Uma varredura com os descritores
“geraniol; nanoemulsion”, encontraram 4 resultados, todos do ano de 2021, sendo que em sua
totalidade relacionados a atividade antimicrobiana. Outra pesquisa com ‘“geraniol; trachea” nao

resultou em nenhum resultado e por fim utilizando “geraniol; smooth muscle; nanoemulsion”
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Uma consulta no INPI, apontou 4 depositos de patente tendo em seu tema o geraniol, essas

descritas no quadro abaixo.

Quadro — Patentes no INPI relacionadas ao geraniol.

Pedido

Deposito

Titulo

BR 11
2017
014223 6

29/12/2015

Planta lenhosa
geneticamente modificada,
estrutura de acido nucleico,
sistema de estruturas de
acido nucleico, célula isolada,
célula vegetal isolada,

composicao pesticida,
método para reforco da
resisténcia de uma planta
enhosa a infeccdo causada
or pragas, método para
reforco de, pelo menos, um
eor de oleo de geraniol,
geranial, neral, citronelol,
citronelal e citral de uma
lanta lenhosa, método para
ﬁrodugﬁo de dleo, dleo, 6leo
de eucalipto, método para

roduzir, pelo menos, um
monoterpeno, e  planta
geneticamente modificada

PL
1106543-
5

16/08/2011

Complexos de inclusio de
geraniol e b-ciclodextrina,
método de obtencio e
atividade antihipertensiva do
geraniol e seus complexos

BR 11
2012
024260 1

28/03/2011

Composicoes inibidoras
virais para uso terapéutico in
vivo compreendendo uma
combinacio de(-)-carvona,
(+)-carvona, geraniol e um
adicional componente oOleo
essencial

PL
0619383-
8

03/08/2006

Composicoes e métodos
compreendendo terpenos ou
misturas de terpeno
selecionadas de timol,
eugenol, geraniol, citral, e 1-
carvona

PL
0307136-
7

16/05/2003

Processo para aumentar a

orcentagem de geraniol e
nerol no oleo essencial de



https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=1422981&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=1422981&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=1422981&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=880054&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=880054&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=880054&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=930854&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=930854&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=930854&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=768712&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=768712&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=768712&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=660530&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=660530&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/PatenteServletController?Action=detail&CodPedido=660530&SearchParameter=GERANIOL%20%20%20%20%20%20&Resumo=&Titulo=
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| “ “melissa officinalis

Nota: As patentes depositadas no Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI) até 30 de
marg¢o de 2025 evidenciam o interesse crescente na aplicacdo do geraniol em diversas areas. Os
registros abrangem desde o desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas para aumento
da produgdo de geraniol e outros monoterpenos, até a formulagdo de complexos com f3-
ciclodextrina com atividade antihipertensiva. Também sao descritas composi¢gdes com potencial
antiviral, pesticida e terapéutico, refletindo o amplo espectro de aplicagcdes farmacoldgicas,
agricolas e biotecnoldgicas desse composto. Fonte: Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(INPI). Base de dados de patentes. Acesso em: 30 mar. 2025.

Uma pesquisa em outras bases de dados internacionais como o Espacenet com o termo
geraniol, revelou 37.253 resultados, usando os descritores: geraniol; diarrhea; respiratory;
spasmolytic foram encontrados 32 resultados. Desses, nenhum se relaciona diretamente ao
objetivo desse trabalho. Os resultados encontrados na Espacenet estio mais relacionados as
atividades antiviral, antifungica, antibacteriana, hipoglicémica ou para a o tratamento da acne e

cicatrizagao.

E possivel observar, com base no quadro apresentado, que até o momento nio ha registros
de patentes relacionados a possivel atividade espasmolitica do geraniol (GER). Embora a literatura
descreva efeitos sobre o musculo liso em diversas espécies vegetais, esses estudos ndo investigam
especificamente o monoterpeno isolado. Ressalta-se, contudo, que o GER, isoladamente ou em
combinacao, ja possui atividades farmacoldgicas bem documentadas, incluindo agdo antioxidante,
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antitumoral, hepatoprotetora, cardioprotetora e neuroprotetora

(LEl et al., 2019).

O GER apresenta importante atividade anti-ulcerogénica no estdmago e na mucosa
duodenal envolvendo a mediagdo de prostaglandinas endégenas e 6xido nitrico mostrando uma
melhora de sintomas clinicos (por exemplo, perda de peso, edema de colon, ulceragdo e indices de
massa do colon / bago), prevenindo o aumento dos niveis de 6xido nitrico e peroxido de lipidio e
restaurando a atividade antioxidante no modelo de rato com colite. Além disso, 0 GER mostrou
efeitos gastroprotetores e de cura de ulceras gastricas agudas induzidas por etanol e ulceras

cronicas induzidas por acido acético (ROCCA, et al., 2017; VENZON, et al., 2018).

O GER reduziu significativamente a expressao de proteinas quinases ativadas por

mitogeneos (MAPKSs) fosforiladas, tais como p38 MAPK, quinase-1 regulada por sinal
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extracelular (ERK1), quinase c-Jun N-terminal (c-JNK), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina-6 (IL-6) e ciclo-oxigenase-2 (COX-2) em células epiteliais gastricas humanas
infectadas com H. pylori. Além disso, aumentou a proteina antioxidante peroxiredoxina-1 (Prdx-
1) nas células infectadas com H. pylori. O GER protege assim a infe¢ao concomitante por H. pylori
e a sua resisténcia pode ser um método possivel para prevenir o cancer gastrico causado pela

espécie (ZHUANG, et al., 2023).

Em estudos in vivo, a administracdo de geraniol (GER) nas doses de 100 ¢ 200 mg/kg
demonstrou efeitos benéficos no controle da asma alérgica em modelo murino sensibilizado com
ovalbumina. O tratamento com GER reduziu significativamente os niveis de eotaxina no fluido de
lavagem broncoalveolar (BALF) e diminuiu a infiltragdo de eosinodfilos nos pulmdes (XUE et al.,
2016). Além disso, a intervencdo com GER resultou na supressdo de citocinas do perfil Th2, ao
mesmo tempo em que estimulou a producdo de interferon-y (IFN-y), marcador do perfil Thl,
também no BALF. O GER também promoveu a expressao da proteina Nrf2, um regulador-chave
da resposta antioxidante, elevando os niveis de enzimas como glutamato-cisteina ligase,
superdxido dismutase e glutationa S-transferase, bem como aumentando a produ¢do do hormoénio

glutationa reduzida (GSH), evidenciando seu potencial antioxidante (XUE et al., 2016).

2.2.1 Efeitos farmacologicos do geraniol no tratamento do cancer

Nos ultimos anos, o monoterpeno geraniol tem sido amplamente explorado como um
potencial agente anticancerigeno. Foram investigados analogos naturais como o alcool nerol, os
aldeidos geranial e neral, o sinergismo destes terpenos com compostos utilizados clinicamente e
ndo clinicamente como potenciais candidatos ao tratamento de diferentes tipos de cancer. A
atividade promissora destes compostos inspirou também a sintese de novos analogos, com diversos
estudos que apoiam os efeitos terapéuticos ou preventivos do geraniol em diferentes tipos de
cancer, como o cancer da mama, de endométrio, do pulmao, do célon, da prostata, do pancreas e
do figado, e revelaram a base mecanicista das suas agdes farmacologicas (CHO, et al., 2016; El-

GANAINY, et al., 2023; SILVA, et al., 2022; SHANMUGAPRIYA, et al., 2017).

Além disso, o geraniol sensibiliza as células tumorais aos agentes de quimioterapia
habitualmente utilizados, o geraniol controla uma variedade de moléculas e vias de sinalizacao,
como a indugdo da apoptose € a paragem do ciclo celular, modula multiplos alvos moleculares,
incluindo p53 e STATS3, ativacdo das caspases e modulagdo da inflamacdo através da regulagao
transcricional. O geraniol também alterou de forma potente o perfil de expressdo dos genes e, em

primeiro lugar, reduziu a regulacao das assinaturas dos genes relacionados com o ciclo celular, em
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comparagdo com o linalol, outro monoterpeno estruturalmente semelhante que ndo induz

alteragdes fenotipicas aparentes (BEN AMMAR, 2023; CHO, et al., 2016; LEE, et al., 2016).

A analise do regulador principal utilizando o interactoma regulador especifico do cancer
da proéstata identificou o fator de transcri¢ao E2F8 como uma molécula alvo especifica que regula
as assinaturas do ciclo celular especificas do geraniol. Experiéncias subsequentes confirmaram
que o geraniol regulava negativamente a expressao de E2F8 e que a supressdo de E2F8 era
suficiente para suprimir o crescimento celular induzindo a paragem G2 /M.Dentre outras vias
moleculares que representam caracteristicas distintivas dos tumores; estas agdes do geraniol
limitam a capacidade das células tumorais de adquirirem resisténcia adaptativa aos medicamentos
anticancerigenos, sendo uma substancia molécula promissora para o desenvolvimento de um
agente anticancerigeno seguro e eficaz (BEN AMMAR, 2023; CHO, et al., 2016; LEE, et al,,
2016), além de apresentar uma caracteristica muito importante para esse tratamento que ¢ de

reducdo da expressao do fator de crescimento vascular (VEGF) (WITTIG, et al., 2015).

Sistemas de entrega de drogas de nanotecnologia auto-responsivo multi-bioresponsivo
(HSSGQG) foi construido por Duan, et al., 2023, conjugando o monoterpeno anticancer geraniol ao
acido hialuronico por meio de uma ligacdo dissulfeto. As nanoparticulas exibiram uma forma
esférica uniforme com um didmetro médio de ~110 nm, mantiveram alta estabilidade e realizaram
liberagdo controlada de drogas no microambiente tumoral (pH / glutationa / hialuronidase). Os
resultados da microscopia de fluorescéncia do estudo e da citometria de fluxo verificaram que as
nanoparticulas foram seletivamente absorvidas pelas linhas celulares de carcinoma hepatocelular
humano através da internalizacdo mediada pelo receptor CD44. Estudos em ratos portadores de
tumor H22 demonstram que as nanopartpiculas podem efetivamente acumular-se no local do
tumor durante um longo periodo. Assim promoveram significativamente a morte de células do
cancer, enfatizando o potencial biotecnologico da molécula em questdo. Tal como outros estudos
apontam sua atividade para o cancer de colo retal, que pode ser atribuida a capacidade de
desencadear a apoptose, os danos no DNA e a paragem do ciclo celular (DUAN, et al., 2023; QI,
et al., 2018, SAWADA, et al., 2016). Além disso, o geraniol diminuiu potentemente a expressao
da caspase-9, Bax, Bcl-2 e caspase-3 nas células, inibiu a forma de fosforilagdo da via de
sinalizacdo da proteina quinase activada por mitogénio (p38, MAPK, JNK e ERK1/2), contra o
cancer de estomago humano (YANG, et al,, 2021).

2.2.2 Efeitos farmacologicos do geraniol em musculo liso isolado
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Existe escassa literatura sobre a atividade do GER em musculo liso. Alguns estudos apenas
sdo encontrados de espécies vegetais que o apresentam como um de seus constituintes
fitoquimicos, majoritario ou ndo, cujo extrato ou 6leo exibem atividades espasmolitica e relaxante

de musculos lisos endoteliais, gastrointestinais e respiratorios.

O GER administrado de forma isolada protege a mucosa gastrica e duodenal, aumentando
a atividade dos fatores de protecdo, como ja relatado, incluindo a liberagdao de prostaglandinas
endogenas ¢ a regulando a via do 6xido nitrico (NO). Também tendo atividade antioxidante no
modelo de colite em ratos (LEIL et al, 2019, XUE, et al., 2016). Entretanto a atividade na
motilidade e possiveis eventos espasmoliticos em traqueia e ileo, ainda ndo haviam sido avaliados,
mesmo que o GER nas doses de 100 ou 200 mg/kg tenha sido eficaz no alivio dos sintomas da
asma alérgica, em modelo de rato sensibilizado pela ovalbumina e efeito gastro protetor em tlceras
induzidas por etanol e acido acético, e ainda alivia as arritmias induzidas pela ouabaina através da

regulacdo negativa da forca contratil do coragdo (LEI ef al., 2019).

Espécies como a Dracocephalum kotschyi, que contém o GER em seu 6leo essencial usado
na medicina tradicional iraniana, sendo utilizada como antiespasmodico e analgésico. O 6leo
essencial obtido a partir de partes aéreas da planta possui como componentes majoritarios o-pineno
(10%), neral (11%), geraniol (10%), a-citral (12%), limoneno (9%) e a-terpineol (1,1%),
apresentando atividade espasmolitica em ileo isolado e contraido com KCl (80 mM), acetilcolina
(ACh, 500 nM) e estimulacdo de campo elétrico. No entanto, com atividade atribuida ao limoneno
e ao o-terpineol no 6leo essencial, ndo havendo relato ao GER no qual ndo foi investigado de

forma isolada (KUCHARSKA, et al., 2018).

O oleo essencial extraido das flores de Anthemis mauritiana Maire & Sennen também
apresenta efeitos antiespasmodicos no musculo liso intestinal. A composi¢do fitoquimica foi
revelada por cromatografia gasosa de alta eficiéncia acoplado a espectrofotometria de massa.
Foram identificados 18 compostos que representam 90,56% do 6leo. Os principais constituintes
fitoquimicos foram descritos como alfa-pineno (27,02%), sabineno (15,25%), cedrenol (14,53%),

germacreno (9,61%), geraniol (6,82%) e cariofileno (5,38%) (KARIM, et al., 2010).

O o6leo essencial exibiu um efeito inibitdrio nas curvas dose-resposta induzidas pelo
carbacol e CaCl(;) em preparagdes de jejuno de rato. Estes resultados demonstraram claramente o
efeito antiespasmodico do 6leo essencial com a presenca também do geraniol. Com o mecanismo

do 6leo essencial sugerido como sendo principalmente devido a um efeito inibitorio no influxo de
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Ca”" através da membrana das células musculares lisas do jejuno, com ECso= 32,26 + 1,48 pg/mL

de oleo essencial de Anthemis mauritiana (KARIM, et al., 2010).

Outra espécie que na literatura que apresentou atividade espasmolitica em musculo liso de
traqueia de ratos foi a Lippia alba (Mill.) N.E. Brown (Verbenaceae), em contragdes induzidas por
KCI (60 mM), apresentando uma CEso de 148 + 7 pg/mL para o 6leo essencial de Lippia alba, 136
+ 7 pg/mL para o citral e 581 £ 7 pg/mL para o limoneno. Nas contrac¢cdes induzidas pela
acetilcolina 10 uM, o ECso para o 6leo essencial e o citral foi de 731 £ 5 pg/mL e 795 + 9 ug/mL.
Alinhado a esses resultados a caracterizacdo fitoquimica do o6leo essencial de Lippia alba,
apresenta os seguintes componentes em suas proporgoes, citral 75,92% [geraniol (41,81%) e neral
(34,11%)], limoneno (9,85%), carvona (8,92%), gama-terpineno (2,05%), cimeno (1,02%). Os

resultados evidenciam que o geraniol ¢ uma molécula isomera do citral, entre o neral e o geraniol

(CARVALHO, et al., 2017).
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Figura 1 — Estruturas moleculares do 1,8 — cineol, limoneno, linalol, com foco para o neral e geraniol que se

apresentam como monoterpenos isdémeros com rotagdo no 2C, fazendo parte do citral. Fonte: VICENTE, et al., 2013.

Carvalho et al., 2017, verificou que 1000 pg/mL do 6leo essencial de Lippia alba e citral,
ambos os agentes teriam a capacidade de bloquearam o influxo de BaCl> pelos VOCCs,
apresentando efeito antiespasmodico sobre o musculo liso traqueal de ratos, tendo como principal
constituinte fitoquimico o citral. Além de haver outros estudos que evidencie a atividade

espasmolitica e vaso relaxante do 6leo essencial de Lippia alba em aorta isolada de rato (SILVA,
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et al., 2018) e vasorelaxante em arterial umbilical humana (MENEZES DANTAS, et al., 2022),
atividade tocolitica, com o citral e o limoneno relaxando de forma dose-dependente as preparagdes
miometriais pré-contraidas com KC1 60 mM, oxitocina 102 Ul/mL, serotonina (10 pM) ou ACh

(10 uM) (PEREIRA-DE-MORAIS, et al., 2019).
2.3 Atividade farmacologica do geraniol em modelos de tosse
2.3.1 Fisiopatologia da tosse

A tosse € um reflexo fisiologico essencial, desencadeado principalmente pela estimulagao
das terminagdes nervosas presentes nas vias aéreas, com o objetivo de eliminar secre¢des ou
substancias irritantes. Embora seja uma resposta natural e protetora do organismo, a tosse cronica
pode indicar condigdes patologicas subjacentes, como asma e doenga pulmonar obstrutiva cronica,
geralmente associadas a contracdo da musculatura lisa das vias aéreas, processos inflamatorios ou
alteragdes teciduais. Na infancia, compreender a fisiopatologia da tosse ¢ fundamental para
identificar seus mecanismos causais. A causa mais comum em criangas ¢ a infec¢do viral,
responsavel por episoddios de tosse. No entanto, a persisténcia da tosse por mais de 4 a 8 semanas
caracteriza a chamada "tosse cronica", exigindo investigacao clinica aprofundada (LAMAS et al.,

2014).

Os estudos sobre a neurofisiologia da tosse tém-se baseado fortemente em modelos
animais, especialmente cobaias e gatos. A tosse nestas espécies pode ser induzida com estimulos
que evocam a tosse nos seres humanos e, como tal, os estudos nesses modelos identificaram
mecanismos que levam a ativagdo dos nervos sensoriais, a indu¢do normal da tosse e as vias

neurais que medeiam a tosse reflexa (CHUNG, et al., 2022).

Em cobaias, dois subtipos de fibras sensoriais periféricas podem iniciar a tosse quando
estimulados: o subtipo de fibras Ad finamente mielinizadas e o subtipo de fibras C ndo
mielinizadas nociceptivas. Os corpos celulares das fibras Ad e das fibras C da tosse surgem de
ganglios vagais distintos (ganglio nodoso para as fibras Ad e ganglio jugular para as fibras C), e
acredita-se que as suas terminacdes periféricas residam predominantemente nas vias aéreas
principais (laringe, traqueia e bronquios grandes), embora as terminagdes no parénquima pulmonar
ndo possam ser descartadas, uma vez que vdarias doencas pulmonares parenquimatosas se

apresentam com tosse cronica (MAZZONE e MCGARVEY, 2021; CHUNG, et al., 2022).

As doencas habitualmente associadas, como a rinite, a bronquite eosinofilica, a asma ou o
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refluxo gastroesofagico acido, podem nao ser fundamentais para a tosse e, por conseguinte, podem
ser fatores desencadeantes e ndo causas, sendo necessario enfatizar a importancia da inflamacao e
da remodelacao das vias aéreas, bem como a interacdo entre componentes neurais € imunes

envolvidos (POE e KALLAY, 2003; SONG, et al., 2014).
2.3.2 Atividade do geraniol em modelos de tosse

Na literatura a quantidade de trabalhos que correlacionam o uso do geraniol diretamente
em modelos de tosse sdo escassos. No estudo de Stinson, et al., 2023, o 6leo essencial do eucalipto
ativa o TRPMg (Canal Transiente do Tipo Melastatina 8) e inibe 0 TRPA; (Canal Transiente do
Tipo Anquirina 1), a0 mesmo tempo que desregula o P2X3 (Receptor Purinérgico do Tipo P2X
Subtipo 3), ajudando a reduzir a tosse, a dor e a irritagdo das vias respiratorias, ndo ha mengao
direta a0 GER somente a canfora e ao mentol, todavia em vérios estudos demonstram a presenca
em mais de uma espécie de eucalipto a presen¢a do geraniol, 9,5% (CAPUTO, et al., 2020), tal
como o 6leo essencial de Michelia alba ¢é utilizado para tratar doengas inflamatorias e também
suprime a tosse e trata expectorantes e bronquite, tendo 1,23% de geraniol no 6leo essencial das
flores (CHENG, et al., 2022), uma quantidade muito pequena, mas ¢ importante relatar tendo em
vista o seu potencial uso e que o tratamento com geraniol reduziu os niveis de eotaxina no liquido
de lavagem broncoalveolar e atenuou a infiltracdo de eosinodfilos induzida pela ovalbumina e a
deformacao broquiolar (XUE, et al., 2016), no entanto até o momento ndo existem estudos que

fagam o uso de geraniol de forma isolada em traqueia.

Outras espécies de plantas com relato etnofarmacologico de atividade anti-tussigena ou
para o tratamento da asma apresentam o GER em diferentes concentragdes como, Cymbopogon
Jjwarancusa subsp. olivieri (Boiss.), Cananga odorata Hook. F. and Thoms), Citrus bergamia
Risso, Citrus limon (L.) Osbeck, Citrus paradisi Macfad, Coriandrum sativum L., Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf, Cymbopogon martini (Roxb.) W. Watson, Jasminum officinale L., Ocimum
basilicum L., Pelargonium graveolens L’Hér, Rosa damascena Mill. (CHENG, et al., 2017;
EFTEKHAR, et al., 2019; NAPAGODA, et al., 2018; TAN, et al., 2015; TIBENDA, et al., 2022;
SHARMEEN, et al., 2021).

2.4 Atividade farmacologica do geraniol na diarreia e desordens gastrointestinais
2.4.1 Fisiolopatologia da diarreia

O epitélio intestinal ¢ um ambiente complexo que atua como uma barreira restritiva contra
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antigenos luminais, microbiota residente, patdgenos invasores e como superficie que permite a
absorcdo e secre¢do, ambos fatores criticos para a aquisi¢ao de nutrientes e manutencdo da
homeostase. A ruptura desta barreira causada por estresse, psicologico ou fisico, pode causar um
aumento de um potencial aparecimento de distirbios gastrointestinais (GI), como sindrome do

intestino irritavel e doenga inflamatoéria do intestino (EDWINSON, e GROVER, 2019).

A motilidade gastrointestinal resulta da complexa interag@o entre o musculo liso e o sistema
nervoso entérico (SNE), localizado nas paredes do TGI, o qual mantém conexdes funcionais com
o sistema nervoso central (SNC). As fibras musculares lisas do TGI sao interligadas por um grande
nimero de jun¢des comunicantes (GAP), que facilitam a condugao de estimulos e a coordenagao
das contragdes (SAFFAR et al., 2019). Essa integracdo neuromuscular ¢ modulada por diversos
mediadores fisiologicos, como acetilcolina, histamina, serotonina, bradicininas, prostaglandinas e
substancia P, culminando na mobilizagdo intracelular de calcio (Ca*"), elemento-chave na

contra¢do do musculo liso.

Nesse contexto, produtos naturais que bloqueiam o influxo de Ca*" tém se mostrado
particularmente eficazes na regulacdo da motilidade intestinal. Em contraste, antagonistas dos
receptores muscarinicos produzem apenas uma inibi¢do parcial, uma vez que a inervagao
colinérgica € apenas um dos multiplos mecanismos que controlam essa motilidade. Além disso,
estudos sugerem que a desregulagdo do eixo intestino-cérebro, que envolve o SNE, o sistema
nervoso auténomo (SNA), o SNC e as células enteroendocrinas, esta fortemente associada a
fisiopatologia de diversos distirbios gastrointestinais através da modulacdo da motilidade

(GILANI et al., 2008).

A motilidade do TGI ¢ resultante das contracdes das células do musculo liso que sdo
reguladas por excitabilidade intrinseca e mecanismos de sensibilidade ao Ca®" e contribui¢des de
uma variedade de sistemas de controle de ordem superior, por exemplo, células intersticiais de
Cajal, neuronios motores entéricos, hormonios e substancias paracrinas (KAKINO et al., 2010).
As fibras musculares lisas maduras apresentam um unico nucleo ovoide, estando localizado
centralmente na célula. Os filamentos do seu citoesqueleto sao delgados e constituidos por actina,
com sua tropomiosina associada, porém sem troponina, e estdo ancorados em corpos densos
contendo actinina associados & membrana plasmadtica, enquanto os filamentos espessos sao
compostos por miosina. Logo abaixo da membrana celular encontram-se estruturas denominadas
cavéolas, que representam o reticulo sarcoplasmatico. Essas vesiculas podem ser importantes na

liberacdo e sequestro de ions célcio. O Ca®", liga-se com a calmodulina e o complexo Ca*" +
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Calmodulina ativa a MLCK (cinase Ca*" + Calmodulina ativadora da miosina) que fosforila a
cabec¢a da miosina promovendo a ligacao ao filamento da actina e promovendo a contragdo (GUO

etal.2017).

Esses mecanismos podem apresentar efeitos heterogéneos em sistemas diferentes, como
por exemplo, um determinado produto natural induz uma seletividade de relaxamento das vias
respiratdrias superiores, enquanto no sistema gastrointestinal uma atividade indutora de contragdes
da musculatura lisa. Existe a possibilidade de que haja uma diferenga de moduladores fisioldgicos
entre varios tecidos e/ou a extensao de suas influéncias regulatérias, fazendo com que um produto
natural tenha melhor efetividade em traqueia, bexiga e/ou aorta do que em ileo (DESIRE, ef al.,

2010; GILANI, et al. 2008).

A interacdo bidirecional entre intestino e SNC foi responsavel por alguns distarbios
gastrointestinais, incluindo a dispepsia funcional, em pacientes com maiores niveis de ansiedade
e depressao, no intestinal ¢ dominante as doengas inflamatorias intestinais. De acordo com a forte
conexao entre SNC e TGI, dados pré-clinicos e clinicos de alguns estudos apoiam o uso de agentes

psicotrdpicos no tratamento de pacientes com distirbios na mobilidade do TGI (SAFFAR, ef al.

2019).

O padrao de motilidade do TGI ¢ divergente em periodos de jejum chamados de
interdigestivo e digestivo. No periodo interdigestivo € caracterizado por periodos laténcia (fase I)
com posterior contracdes irregulares de baixa amplitude (fase II), seguindo de um curto periodo
de explosdes de contracdes regulares (fase III) que se estendem do duodeno ou estomago, até o
ileo, essa atividade na fase IIl pode esta relacionada com o esvaziamento do intestino antes da
proxima refeicao sendo ativada pelo hormonio motilina em suncus, caninos € humanos, enquanto

que a grelina esté relacionada a terceira fase em ratos e humanos (SCHATTAUER, et al., 2012).

Agonistas dos receptores de motilina como a eritromicina ou mitemcinal exercem efeitos
na fase III da contragdo em humanos, melhorando a gastropaseia em pacientes diabéticos. Essas
contragdes em jejum sdao reguladas pelo complexo motor migratério (MMC) sigla do inglés,
ocorrendo em ciclos de aproximadamente a cada 90 a 100 minutos em Suncus murinus, caninos e
humanos. Enquanto que em ratos, esse periodo ¢ mais curto, entre 12 a 15 minutos, com renovagao
dos ciclos com trés fases. A auséncia da atividade do MMC esta relacionada com infecc¢oes

bacterianas e pseudo-obstrucdo intestinal (SCHATTAUER, et al., 2012).

A compreensdo sobre a atividade do MMC com seus periodos alternados de contragdes
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ciclicas com periodo sem contragdo, podem fornecer um modelo clinico e pré-clinico ttil para o
estudo das anormalidades fisioldgicas e patoldgicas da motilidade e dos efeitos farmacoldgicos

dos inibidores e estimulantes da atividade motora gastrointestinal (SAFFAR, et al., 2019).

No periodo digestivo, apos a alimentagdo o padrao motibilidade muda imediatamente para
um ciclo de contragdo pds-prandial, que consiste em contragdes fasicas irregulares semelhantes as
da fase II interdigestiva com duragio de aproximadamente 160 minutos. E sugerindo que o
conteudo gastrico seja completamente misturado com o conteudo intestinal nesse momento,
seguindo de um periodo apresentando contragdes com alto tonus “fortes”, denominadas contragdes
gigantes pos-prandiais durante periodos aproximados de 10 minutos que ocorrem no final do PPC.
Propelindo o contetido para a porg¢ao do intestino grosso, esvaziando o estomago, duodeno, jejuno
e boa parte do ileo. Dessa maneira preparando o TGI para a proxima refeicdo (KAKINO, et al.,

2010; SAFFAR, et al. 2019).

As respostas no musculo liso do ileo de cobaia sdo profundamente suprimidas em primeiros
30 minutos apos a preparagdo de preparacdes in vitro. Durante esse periodo, ha falta de tonus
muscular em resposta a um agente contracturante. As contracdes espontaneas estdo presentes, as
respostas a estimulagdo elétrica e aos agonistas exdgenos sdo pouco controladas e a preparacdo ¢
aparentemente inativa. No entanto, nos 30 a 90 minutos subsequentes, as respostas fisiologicas se
recuperam. Embora esse fendmeno seja um inconveniente menor para fisiologistas e
farmacologistas, se deveria for levando em conta o modelo in vivo, e se isso for comparado, uma
supressao profunda da motilidade dos intestinos se seguiria. Apesar de sua poténcia, pouco se sabe
sobre o que causa a perda inicial de capacidade de resposta. Um dos motivos indicados, esta
relacionada a uma perca temporaria do acoplamento das GAP em células musculares lisas nos

primeiros 30 minutos de experimento (CARBONE, et al., 2014).

As contragdes espontaneas ritmicas de diferentes por¢des do TGI sdo reguladas por sistema
marca-passo nervoso semelhante as células intersticiais de Cajal especializadas, localizadas no
sistema nervoso entérico. Foi demonstrado que pacientes com perca substancial das células
intersticiais de Cajal ¢ observada em pacientes com disturbios de mobilidade como as doengas de
gastroenteropatia diabética, constipagdo de transito lento, colite ulcerosa e doenca de Crohn

(SAFFAR, et al., 2019).

O mecanismo de contragdo da musculatura lisa do sistema gastrointestinal ¢ mediado por

resposta a agonistas como a histamina (receptor Hi) e a acetilcolina que ¢ um importante
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neurotransmissor envolvida na ativa¢ao do sistema nervo parassimpatico, regulando a mobilidade
gastrointestinal através do receptor M3 (RAHMAN, BASHIR, GILANI, 2013), no ato de
preparagao do 6rgao isolado, a sec¢ao do tecido separando-o do organismo da cobaia, imersao na
solucdo de Krebs, estiramento e compressao, tal como a mudanga da temperatura, podem afetar a
liberagdo desses mediadores pelas jungdes sinapticas entéricas do 6rgao isolado (CARBONE, et

al., 2014).

Varios estudos demonstraram o importante papel da serotonina na regulagdo das fungdes
GI, bem como seu papel fisiopatoldgico em disturbios de motilidade do TGI. A serotonina aumenta
a amplitude das contra¢des do TGI em cobaias principalmente pela via colinérgica Sao conhecidos
catorze receptores de serotonina, pertencentes a sete familias, mas, o 5-HT3 e 5-HT4 sdo estudados
principalmente por seu papel na motilidade GI. Os receptores 5-HT4 estdo distribuidos pelo MMC
e sdo importantes para melhorar a mobilidade gastrointestinal. Estudos demonstraram que a
atividade da motilina na fase III dependia da ativacdo dos receptores 5-HT3 localizados nos
aferentes vagais. Em humanos o efeito pro-cinético a administragdo de serotonina ¢ inibida através
de um antagonista dos receptores 5-HT3 como o alosetrona, ondansetrona e cilansetron,
promovendo efeitos como reduc¢ao da mobilidade e aumento da quantidade de liquido intestinal

mimetizando sintomas como da dispepsia (SAFFAR, et al., 2019).

Tanto o receptor Hi como o M3, sdo receptores acoplados a proteina Gq11. Essa proteina
por sua vez ativa a fosfolipase C, que degrada fosfatidil-inositol de membrana em DAG e IP3, que
por sua vez estimula o receptor de IP; no reticulo sarcoplasmatico a liberar Ca?" que por
consequéncia age nos receptores de rianodina a liberar ainda mais Ca**. O Ca?" liberado pode agir
no potencial de membrana abrindo canais de Cay ou mesmo regulando canais KCa com a
finalidade de repolarizacdo da membrana plasmatica, dentro outros varios alvos, qualquer
interferéncia nesse delicado equilibrio pode resultar na alteragcdo do padrdo de resposta da célula

da musculatura lisa gastrointestinal (DESIRE, ef al., 2010).

Muitos autores relatam que o efeito espasmogénico de varios produtos naturais
predominantemente envolve a ativagdo de receptores muscarinicos, enquanto que o efeito
espasmolitico ¢ devido ao bloqueio dos canais de calcio (DESIRE, et al., 2010). O aumento da
concentragdo de Ca®" ocorre por viérias vias, uma delas ¢ o influxo pelos canais para calcio abertos
por voltagem (Cav), ou via de liberacao dos estoques intracelulares do reticulo sarcoplasmatico,
por receptores de IP3 ou canais de rianodina (RAHMAN, BASHIR, GILANI, 2013). A
concentra¢do do Ca?’ e pH pode modular a condutincia das GAP (CARBONE, ef al., 2014). A
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despolarizagdo periddica e repolarizacdo, regula os movimentos espontaneos do intestino, como
exemplo na indugdo espontanea de uma contragdo da fibra muscular lisa de um intestino em algum
sentido, existe uma despolarizagdo celular, um potencial de acdo e rapido influxo de Ca®*" via
(CaV). O bloqueio desses canais pode proporcionar, uma diminui¢do da frequéncia de contragdes
espontaneas ou mesmo a reducdo da frequéncia mediante da contracdo causada por um agente
despolarizador como por exemplo o KCI, onde o K" em grande concentragdo extracelular
(>30mM) induzira a despolarizagdo da membrana e a abertura dos (Cay) (RAHMAN, BASHIR,
GILANI, 2013).

A secregdo de ions cloreto no intestino delgado e no colon ocorre através dos canais apicais
de cloreto ativados por célcio ou na fibrose cistica através de canais regulados por condutancia
transmembranar por meio de um processo mediado por AMPc ou GMPc. Os CaCCs (canais de
cloro Ativados por cilcio) dependem da liberagio e presenca de Ca’' intracelular, enquanto a
presenga de AMPc ativa a atividade basolateral do co-transportador Na*/K*/2CI™ que ¢ o principal
canal pelo qual CI” ¢ secretado no limen. A ativagdo do CFTR (regulador da condutancia
transmembrana da fibrose cistica) resultou na secre¢ao de ClI- e um aumento na estimulacao
secretdria de liquido. A administrag@o oral de um agonista CFTR foi capaz de normalizar o transito
intestinal total em um modelo de constipagdao em camundongo induzido por loperamida. Em outro
estudo, nove em cada dez pacientes que receberam um inibidor de CFTR teve resolucao dos
sintomas diarreicos. Além disso, a bumetanida, um inibidor da NKCC1, diminui a estimulacao
secretoria, impedindo a liberagdo de Cl indicando que a inibi¢do de NKCCI1 poderia

potencialmente reduzir o transito e a diarreia, prevenindo secrecdo idnica e fluida no limen do

célon (EDWINSON e GROVER, 2019).

A proporcao dos alimentos através do sistema gastrointestinal, estd associada a uma série
de contragdes e relaxamentos organizados em fibras sobrepostas de maneira longitudinal e anelar
ao longo do sistema, essas contragdes dependem de varios mecanismos como a despolarizagdo da
membrana das células musculares lisas, e do potencial de acdo, estimulagdo através de GAP e
excitacdo através de neurotransmissores resultam na acdo muscular das fibras especificas alvo,
pois enquanto as fibras musculares longitudinais contraem as fibras anelares relaxam para nao
lesar o tecido tal como com a finalidade de promover o movimento peristaltico com perfeicao

(CARBONE, et al., 2014).

Normalmente, durante os experimentos em banho de o6rgdo isolados, os tecidos sao

estabilizados durante 30 a 90 minutos antes de comecar gravagdes. Recentemente, foi mostrado
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que em varias por¢des do intestino grosso de cobaias pequenas, que esse periodo inicial sem
resposta esteja intimamente associado a reducdo da GAP entre células musculares. Como o
acoplamento da juncdo GAP se recupera durante o “periodo de equilibrio”, a respostas a
estimulagdo das fibras nervosas e aos agonistas farmacologicos, provavel que o acoplamento da
GAP esteja realmente envolvido, ¢ na modulagdo da responsividade. Ademais, quando um 6rgao
¢ isolado, ele esta sujeito a varios fatores que podem alterar sua poténcia e padrao de resposta,

como o estiramento, danos celulares, mudancas de temperatura e pH (CARBONE, et al., 2014).
2.4.2 Diarreia e Constipacio

Infeccdo intestinal ¢ a causa mais comum de diarreia no mundo, manifestando-se
principalmente através de quadros de diarreia aguda, sendo essa responsavel pela morte de cerca
de 4 milhdes de individuos a cada ano, a maior parte corresponde a criangas em idade pré-escolar,

em paises em desenvolvimento (RYU, ef al., 2004).

A diarreia pode ser induzida, por exemplo, por 6leo de ricino em camundongos. Essa
diarreia induzida pelo 6leo de ricino ¢ resultado da acdo do acido ricinoleico formado durante a
hidrolise do 6leo, o que afeta o transporte de eletrolitos e adgua, proporcionando um aumento da
quantidade das fezes com aspecto pastoso ou aquoso, gerando também contracdes gigantes do

colon transverso e distal (GILANI, et al., 2008).

A diarreia cronica ¢ um grande problema em muitas situagdes clinicas, especialmente em
pacientes com AIDS, se manifestando em 30 a 50% dos casos (RYU, et al., 2004). Problemas
relacionados com os distirbios gastrointestinais estdo ligados principalmente com distensdes
abdominais, obstrugdes intestinais, gases € excrecdo de fezes em quantidade variavel, ou em
contraponto a diarreia temos a constipacdo. A constipacdo corresponde a uma manifestacao
sintomatica com espasmos musculares no sistema gastrointestinal, resultante em desconforto por
constipacdes, distensdes abdominais, obstrugdes intestinais, gases ou no caso da diarreia a
eliminagdo de grande quantidade de fezes. Esses sintomas trazem uma severa reducdo da qualidade
de vida. Levando assim a uma parte da populagdo a fazer uso de agentes laxativos ou

espasmoliticos (KAKINO, et al., 2010).

Prejuizo do transporte de ions através do epitélio intestinal pode ter consequéncias drasticas
na fisiologia e fungdo gastrointestinal e pode explicar muitos dos sintomas associados a doengas
do trato GI. O equilibrio i6nico inadequado pode resultar em fendtipos diarréia e constipacao por

efeitos sobre a secrecdo tissular, além disso, também pode causam hipersensibilidade visceral
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atividade e hiperalgesia. Por esses motivos, identificar mediadores de absor¢do e secre¢ao de ions
no trato GI tornaram-se atraentes metas para o tratamento de doengas gastrointestinais

(EDWINSON, e GROVER, 2019).

Essas desordens geram sintomas que podem ser classificadas como distarbios
gastrointestinais, relacionados com disturbio de mobilidade, hipersensibilidade visceral, alteracao
da mucosa, alteragdes imunologicas, microbiota e/ou processamento do sistema nervoso
periférico. Existe uma dificuldade ainda, para a elaboragdo de modelos animais para disturbios do
TGI (trato gastrointestinal), por pouco se conhecer sobre a fisiologia desses disturbios. Portanto,
os modelos mais utilizados hoje estudam os principais sintomas como o, esvaziamento gastrico

tardio, constipacao e diarreia (SAFFAR, et al., 2019).

Recentemente, foi demonstrado que microbiota ¢ mediadores luminais como a bilis e
triptamina demonstram a capacidade de afetar a secrecao intestinal. As proteases correspondem a
importantes moléculas luminais que foram estudadas extensivamente em fisiopatologia da
sindrome da hipersensibilidade intestinal e como mediadores da hipersensibilidade visceral em
modelos animais. As proteases podem quebrar as jungdes célula-célula e clivar os receptores
ativados por protease na superficie celular que reduzem a integridade da barreira do tecido
intestinal e aumenta a secrecao no intestino. As proteases intestinais sd3o um alvo atraente para o
tratamento da sindrome da hipersensibilidade intestinal, com a inibi¢ao da atividade das proteases,
em testes com modelos animais. Os resultados ofereceram evidéncias para a busca da resolugao
de problemas hipersensibilidade viscerais. No entanto, os efeitos das proteases nos mecanismos

secretorios das doencas intestinais nao sao bem compreendidos (EDWINSON e GROVER, 2019).

A utilizagdo de marcadores biologicos tem sido feita de forma concomitante ao
desenvolvimento de tratamentos para a diarreia, condi¢do frequentemente associada a distirbios
gastrointestinais, em estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo. No entanto, a escolha da
espécie animal utilizada ¢ um fator determinante para a interpretagdo adequada dos dados e para a
extrapolacdo dos resultados para seres humanos, uma vez que, apesar da semelhanga consideravel
na estrutura basica do TGI entre animais ¢ humanos, ha particularidades relevantes. Assim, a
selecdo de uma espécie animal apropriada ¢ essencial para garantir que os dados obtidos possam

servir como base confiavel para futuros testes clinicos em humanos (GILANI, et al., 2008).

Respostas em estudos pré-clinicos devem levar em consideragdo as diferengas de espécies

nas vias funcionais e moleculares que controlam a fun¢ao do TGI que pode comprometer o valor
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translacional dos dados de animais para humanos, por exemplo, em humanos, caes e suncus, o
hormonio motilina esta envolvido no inicio da atividade da fase III da MMC. No entanto, modelos
verificando a atividade da motilina usando camundongos, ratos e cobaias nao devem ser
considerados, tendo em vista que a fungdo/gene promotor do receptor da motilina ndo estao
presentes nessas espécies. A literatura ainda aponta que os animais mais indicados e comumente
usados para a avaliagdo de distarbios diarreicos sdo: de diarreia induzida por o6leo de ricino em
camundongos ¢ velocidade de transito gastrointestinal in vivo e em cobaias para modelos in vitro
com orgaos isolados (DESIRE, et al., 2010; EDWINSON e GROVER, 2019; SAFFAR, et al.
2019).

As alteracdes de velocidade de transito do TGI sdo realizadas em tecidos ou animais
saudaveis, usando ferramentas farmacoldgicas para interferir ou aumentar uma resposta
fisioldgica. Portanto, modelos pré-clinicos podem imitar certas caracteristicas da alteragdo

sintomatica da motilidade gastrointestinal observada nos pacientes (SAFFAR, et al. 2019).

Entretanto, existem diferencas significantes entre receptores kappa-opidides em humanos
e de roedores, € a sinaliza¢ao que possa afetar os efeitos mediados pela ativagdo desses receptores.
Além disso, as neurocininas (NK) induzem potentes efeitos contrateis via receptores NK> no
intestino humano, enquanto NK; e os receptores NK3 sdo os principais contribuintes para a
contracdao do musculo liso em cobaias e coelhos. No que diz respeito a motilina e neurocininas, 0s
dados do estudo de Schattauer, ef al., 2012 sugerem que fatores fisiologicos e farmacoldgicos as
respostas da motilina em cdes parecem mais comparaveis as humanas do que nos roedores, que
demonstraram significantes diferencas entre receptores kappa-opidides de humanos e de roedores.
A sinalizagdo pode afetar os efeitos mediados pela ativacdo dos receptores kappa-opidides,
alterando a motilidade do TGI. Além disso, as NK induzem potentes efeitos contrateis via
receptores NK»> no intestino humano, enquanto que nos receptores NKi e NK3 sdo os principais
contribuintes para a contracdo do musculo liso em cobaias e coelhos, destacando que no caso da

motilina ndo demonstra atividade no TGI aparente em cobaias segundo Saffar, ez al., 2019.

Muitos estudos foram realizados em modelos in vitro sobre o segmento de tecido isolado
de animais e 6rgdo humano, ou parte inteira do TGI de animais, para estudar as respostas
fisiologicas e farmacologicas do musculo liso e do sistema nervoso entérico. Esses estudos
fisiologicos e farmacoldgicos foram conduzidos com segmento do intestino tipicamente suspenso
no banho de 6rgdos em uma dire¢do vertical para estudar a contragdo do musculo liso do musculo

longitudinal. Apesar de o peristaltismo ser produzido pela camada muscular circular, isso ¢ um
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problema, pois € necessario esclarecer quais as contribui¢des fisiopatoldgicas na diarreia por

exemplo de cada uma dessas camadas (KAKINO, et al., 2010).

A eletromiografia e as medidas de pressao tém sido o método de escolha para registrar a
atividade muscular circular e investigar a propagacao do musculo contracao ao longo do trato GI.
Além da intervengao cirurgica, as gravagdes da motilidade requerem restri¢cao animal para capturar
todos os dados. O desenvolvimento e a implementacdo de avancos clinicos recentes, como a
cintilografia e o uso de capsulas de mobilidade sem fio em estudos pré-clinicos, t€m se mostrado
alternativas menos invasivas € mais atrativas em comparac¢ao aos métodos tradicionais invasivos.
Essas técnicas oferecem a vantagem de gerar dados com maior potencial de translagdo para a
pratica clinica, favorecendo a aplicabilidade dos resultados obtidos em humanos (SAFFAR, et al.,

2019).
2.4.3 Tratamentos para Distarbios do Sistema Gastrointestinal

Algo importante a ser levado em consideragdo no estudo da avaliacdo na atividade frente
ao musculo liso gastrointestinal na diarreia, ¢ avaliar em conta a capacidade de o produto natural
possuir a dindmica necessaria na inibi¢ao da secre¢ao de liquido intestinal, redugao dos espasmos
e ndo levar a efeitos de constipagdo, com a distinguindo sua ac¢do no efeito da contracdo de origem

neurogénica e miogénica (LIS-BALCHIN e HART, 1998).

Uma variedade de medicamentos antiespasmoliticos sdo autorizados pelas principais
agéncias reguladores para o tratamento de distirbios gastrointestinais. Os mais utilizados sdo os
anticolinérgicos como butilescopolamina, relaxantes diretos do musculo liso como a papaverina,
antagonistas de célcio com o pinaverium ou moduladores dos receptores opidides como a

trimebutina (HEGHES, et al., 2019).

Comparacao entre resultados de tecidos gastrointestinais humanos isolados e dados obtidos
a partir das preparagdes isoladas de tecidos de roedores revelaram diferengas acentuadas nas
espécies, dependentes as respostas aos canabindides, 5-HT3/4 receptores de histamina, receptores
ativados por protease e o efeito da morfina na contracdo estimulada eletricamente. Estudos pré-
clinicos e clinicos com prucaloprida, um agonista dos receptores 5-HTs4, mostraram um efeito
consistente entre espécies de roedores e caninos, na estimulagdo da motilidade do TGL
Melhorando também a evacuacdo em pacientes com doenga cronica de constipagdo idiopatica.

(SAFFAR, et al. 2019).
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Alguns medicamentos como a loperadima, tinturas a base de oOpio e o difenoxilato
apresentam efeitos limitantes, como constipag@o e depressao do sistema nervoso central (RYU, et
al.,2004). Por sua vez, alguns medicamentos utilizados como antidiarreicos acabam por apresentar
a tendéncia a diminuir o movimento peristaltico no sistema gastrointestinal, causando constipagoes
sendo pouco interessante sobre o ponto de vista de reversibilidade, um exemplo disso ¢ a
loperamida. Dessa forma, espécies que apresentem efeitos laxativos e espamoliticos dose-
dependentes sao extremamente interessantes clinicamente (REHMAN, et al., 2015). A atividade
antidiarreica de uma gama de espécies ja ¢ relatada na literatura. Enquanto que algumas espécies
possuem atividade antidiarreica e espamolitica, outras possuem atividade laxativa. (HEGHES, et

al,, 2019)

Os flavonoides sdo os principais agentes antidiarreicos de varios produtos naturais. Suas
propriedades antidiarreicas envolvem agdes antisecretoras e antimotilidade envolvendo o
relaxamento da musculatura lisa intestinal normalmente relacionada a inibi¢do da mobiliza¢ao ou
antagonismo de Ca**. Alguns canais de Ca®" como os Cay, agem como propagadores rapidos da
entrada de Ca®" que se refletem a contragdes com voltagens de ondas lentas, estando relacionados
com as frequéncias e a amplitude das contra¢cdes musculares intestinais, com a posterior liberagao
de Ca’" através dos canais de rianodina que regula a excitabilidade e tonus do musculo liso

gastrointestinal (BALEMBA, et al., 2014).

No colon do rato e da cobaia, a motilidade intestinal depende da atividade elétrica
miogénica ritmica que subjaz contragdo do musculo liso chamado potenciais de agdo. Alguns
estudos demonstram que a atividade inibitdria de alguns farmacos isolados e/ou produtos naturais
sao dependentes nao da concentracdo, mas sim do tempo, com a diminuicdo da amplitude e

frequéncia das contracdes (BALEMBA, et al., 2014).
2.4.4 Acao farmacologica do geraniol em ileo isolado

Algumas informacgdes na literatura sdo encontradas sobre a possivel atividade
espasmolitica do geraniol, nao de forma isolada em ileo de cobaia ou rato, mas sim na presenca de
algumas plantas medicinais, como € o exemplo da Dracocephalum kotschyi usada na medicina
tradicional iraniana, a tem sido utilizada como antiespasmddico e analgésico, os principais
componentes encontrados no 6leo essencial foram a-pineno (10%), neral (11%), geraniol (10%),
a-citral (12%), limoneno (9%) e a-terpineol (1,1%), o 6leo essencial, inibiu a resposta a contracao

no ileo induzida por KCl1 (ICs50=51 + 8,7 nl/ml), ACh (ICs50=19 £ 2,7 nl/ml) e EFS (ICs0=15 % 0,5
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nl/ml) de forma dependente da concentragdo do o6leo essencial (KUCHARSKA, et al., 2018;
SADRAE], et al., 2015) tal como a de Anthemis mauritiana com ECso de 32,26 + 1,48 pg/mL com

6,28% de Geraniol com claro efeito espasmolitico em ileo isolado de cobaia (KARIM, et al.,

2010).
2.4.5 Atividade do geraniol em modelos de diarreia

O geraniol apresenta atividade antidiarreica inibindo o crescimento da estirpe
enterotoxigénica patogénicas de E. coli, que € responsavel por cerca de 200 milhdes de casos de
diarreia por ano e causa cerca de 380 mil mortes. E de salientar que, nos paises em
desenvolvimento, a E. coli ¢ o principal problema de saide em criangas com menos de 5 anos de
idade, segundo o estudo de Maczka, et al., 2020, além que uma dieta com a presenca do geraniol
tem a capacidade de melhoria da disbiose intestinal e alivia os sintomas em pacientes com
sindrome do intestino irritavel (RICI, et al.,, 2022; RIZZELLO, et al., 2018), porém ainda nao
existem dados na literatura suficientes em modelos de diarreia induzidas avaliando o efeito do

geraniol.
2.5 Desenvolvimento de sistemas biotecnolégicos de nanoemulsio envolvendo o geraniol

Podemos destacar que o desenvolvimento de sistemas de nanoemulsdo envolvendo
diferentes farmacos, com finalidade de potencializar seu efeito farmacoldgico, trard melhorias nas
suas caracteristicas farmacocinéticas, através da capacidade de melhoria da liberagdo do farmaco
no local de acdo e a reducdo da sua toxicidade, como elemento chave para o envolvimento da

biotecnologia voltada a nanotecnologia de compostos de origem natural.

Alguns estudos ja apontam o aumento de poténcia do geraniol em sistema de
B - ciclodextrina onde resultados mostraram que as propriedades fisico-quimicas das
nanoparticulas foram afetadas pelo teor de geraniol em formulag¢des que produziram particulas de
tamanho nanométrico variando de 111 a 258 nm, sendo considerado como um material bioativo
promissor para a concepcao de alimentos funcionais, tal como seu uso como uma ferramenta muito
promissora na administragdo de geraniol no sistema nervoso central através da via nariz-cérebro,
impedindo a libertagdo de geraniol na corrente sanguinea e assegurando a integridade da mucosa

nasal (HADIAN, et al., 2018; SANTOS, et al., 2015; TRUZZI, et al., 2021).

O uso das nanoemulsdes contendo geraniol sdo relatadas, para atividade antibacteriana

efeito anti-inflamatorio em macrofagos em inflamacao induzida com proteina soltvel de Candida
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albicans (GIONGQO, et al., 2017, SOMALA, et al., 2022).

A escolha do sistema de nanoemulsdo para formulagdes envolvendo o geraniol se justifica
pela necessidade de superar limitagdes tipicas de compostos naturais volateis, como baixa
solubilidade em agua, instabilidade e biodisponibilidade reduzida. A nanoemulsdo atua como um
sistema de entrega eficiente, favorecendo a liberagdo controlada do composto no local de agdo,
aumentando sua penetragdo tecidual e reduzindo efeitos toxicos sistémicos. Além disso, a
incorporagdo do geraniol em nanoestruturas potencializa suas propriedades bioativas, ampliando
sua aplicabilidade farmacologica e tecnoldgica (DEEPIKA, et al., 2021; FENG, et al., 2022;
KAMOU, et al., 2022).

Assim, a sele¢do dos modelos e testes farmacoldgicos utilizados nas investigagdes depende
diretamente do tipo de efeito a ser estudado. Em estudos com foco antimicrobiano, sao utilizados
modelos in vitro que avaliam a inibicdo do crescimento bacteriano frente a cepas patogénicas
relevantes, o que permite rapida triagem da eficacia. Ja para efeitos anti-inflamatorios, empregam-
se culturas de macrofagos ativados por estimulos inflamatoérios especificos, como proteinas de
origem flngica, a fim de mensurar a modulacdo da resposta imunoldgica. Para aplicacdes
neuroldgicas, por sua vez, sdo adotados modelos in vivo e estratégias de administragdo inovadoras,
como a via intranasal, que possibilitam avaliar a biodistribui¢ao do composto até o sistema nervoso
central, explorando o potencial do GER em terapias neuroprotetoras (HADIAN, et al., 2018;
SANTOS, et al., 2015; TRUZZI, et al., 2021).
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CAPITULO 1

Avaliaciao da atividade do geraniol in vitro em ileo isolado de cobaia e investigacio de seu
mecanismo de acio.

RESUMO

Dentre os constituintes fitoquimicos de algumas espécies vegetais utilizadas na medicina
popular, destaca-se o geraniol (GER), um monoterpeno que possui propriedades farmacologicas
relevantes, como antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidativa, antimicrobiana, efeitos
hepatoprotetores, cardioprotetores, anti-hipertensivo e neuroprotetores. Contudo, pouco se
conhece sobre sua atividade no trato gastrointestinal. Assim esse estudo visa investigar o potencial
antiespasmasmodico in vitro do geraniol e possiveis mecanismos de agcdo associados.
Concentra¢des cumulativas de GER (1,0 x 10 7 M a 3,0 x 10 > M) foram testadas em ileo isolado
de cobaia, nascontra¢des induzidas por carbacol 1 uM. Para estudo complementar, as vias dos
canais de potassio, canais TRPV (canais do potencial receptor transitorio vaniloide), dos receptores
adrenérgicos, opoiddes e via do 6xido nitrico foram propostas. O GE apresentou atividade
espasmolitica, com pEC50 = 4,75 e Emax = 40,23%, sendo que os bloqueadores tetraetilamonio
(TEA) pEC50 = 2,92 e Emax = -33,00%, e capsazepina (CPZ) pEC50 = 4,98 e Emax = -17,30%.
Os resultados indicam que os mecanismos de agdo estdo relacionados possivelmente, 8 modulagao
de canais de potassio do tipo BKCa e a atuagdo sobre receptores TRPV1, conforme evidenciado
pela resposta a presenca dos bloqueadores TEA e capsazepina. Esses dados contribuem para o
entendimento farmacologico do geraniol no trato gastrointestinal e refor¢am seu potencial como

agente terapéutico espasmolitico em musculo liso de ileo.

Palavras-chave: TRPV 1. Mecanismo de acdo. {leo. Geraniol. BKca.
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ABSTRACT

Among the phytochemical constituents of some plant species used in folk medicine,
geraniol (GER) stands out, a monoterpene that has relevant pharmacological properties, such as
antitumor, anti-inflammatory, antioxidative, antimicrobial, hepatoprotective, cardioprotective,
antihypertensive and neuroprotective effects. However, little is known about its activity in the
gastrointestinal tract. Therefore, this study aims to investigate the in vitro antispasmodic potential
of geraniol and possible associated mechanisms of action. Cumulative concentrations of GER (1.0
x 10 -7 M to 3.0 x 10 -3 M) were tested in isolated guinea pig ileum, during contractions induced
by 1 uM carbacol. For complementary studies, the potassium channel pathways, TRPV channels
(transient receptor potential vanilloid channels), adrenergic receptors, opiods and the nitric oxide
pathway were proposed. The EG showed spasmolytic activity, with pEC50 = 4.75 and Emax =
40.23%, whereas the blockers tetracthylammonium (TEA) pEC50 = 2.92 and Emax = -33.00%,
and capsazepine (CPZ) pEC50 = 4.98 and Emax = -17.30%. The results indicate that the
mechanisms of action are possibly related to modulation of BKCa-type potassium channels and
action on TRPV1 receptors, as evidenced by the response to the presence of TEA blockers and
capsazepine. These data contribute to the pharmacological understanding of geraniol in the
gastrointestinal tract and reinforce its potential as a spasmolytic therapeutic agent in ileal smooth

muscle.

Keywords: TRPV1. Mechanism of action. [leum. Geraniol. BKca.
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1. Introducio

O interesse sobre a pesquisa de atividades bioldgicas de 6leos essenciais, extratos e
substancias isoladas de plantas medicinais ¢ mundial. Este interesse tem sido mais expressivo
devido a grande variedade de espécies e as mais diversas propriedades que muitas delas
apresentam, tais como: espasmoliticas, antidiarreicas dentre outras (EL ALLAOUIL, et al., 2024;
YADAYV e JOSHI, 2024). O geraniol (GER) ¢ um monoterpeno isoprenoide aciclico. isolado dos
Oleos essenciais de plantas aromaticas, incluindo Cinnamomum tenuipilum, Valeriana officinalis
e muitas outras plantas, e sendo um dos principais constituintes fitoquimicos dos 6leos essenciais

de diversas espécies vegetais. (MIRAJ, S. et al., 2017, LIU, et al., 2022, SA, et al., 2021).

Entre as principais atividades do GER ¢ relatado em estudos que elucidam sua atividade
farmacologica, entretanto, apesar de haver muitas espécies contendo esse monoterpeno como
constituinte fitoquimico, com esses Oleos essenciais atividade em musculo liso isolados em
modelos in vivo, pouco se conhece sobre a atividade do monoterpeno apresentado de maneira
isolado no trato gastrointestinal em modelos in vitro em ileo isolado de cobaia com avaliacdo de
sua fungao espasmolitica, tal como a escassez de estudos que avalie 0 monoterpeno ¢ sua atividade
em modelos de diarreia (LEIL, et al., 2019; YE, et al., 2019). Destacam-se as propriedades anti-
inflamatoérias, antitumorais, antioxidantes, antimicrobianas, além de efeitos hepatoprotetores,
cardioprotetores e neuroprotetores (AMMAR, ef al., 2023; CHO, et al., 2016; GUO, et al., 2023;
LEl et al., 2019; LIU, et al., 2022; MACZKA, et al., 2020; MAMATTAH, et al., 2023). Além
disso, o composto tem mostrado efeitos protetores sobre o figado, o coracdo e o sistema nervoso,
além de possuir atividade espasmolitica, o que envolve a modulacao da motilidade gastrointestinal,
consolidando-se como uma promissora op¢ao farmacoldgica para uso terapéutico (MACZKA, et

al., 2020).

Nesse contexto, ¢ importante destacar que a motilidade gastrointestinal depende
diretamente da contracao do musculo liso, a qual ¢ regulada principalmente pelo influxo de célcio
(Ca*") através de canais do tipo L e pela liberagdo de estoques intracelulares. Esse processo ¢
modulado por ions potassio (K*), canais catidnicos ndo seletivos e por neurotransmissores como a
acetilcolina, o 6xido nitrico (NO) e a noradrenalina. Enquanto a acetilcolina promove a contracao
via aumento do Ca?" intracelular, o NO e os receptores f-adrenérgicos favorecem o relaxamento
muscular por mecanismos mediados, respectivamente, pelo cGMP e pelo AMPc (DUANGIJAL et

al., 2021).

Apesar das evidéncias de que diversas espécies vegetais contendo geraniol apresentam
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efeitos sobre o musculo liso, ainda sdo escassos os estudos que investigam a atividade desse
monoterpeno de forma isolada no trato gastrointestinal, especialmente em modelos experimentais
in vitro (KARIM, et al., 2010; LEL, et al., 2019; YE, et al., 2019). Diante dessa lacuna, o presente
estudo tem como objetivo avaliar a atividade espasmolitica do geraniol em ileo isolado de cobaia,

bem como investigar os possiveis mecanismos farmacologicos envolvidos em sua agao.

2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

Geraniol foi adquirido comercialmente (Sigma-Aldrich®, St. Louis, Missouri, EUA,
Numero de lote: 163333-25G), com propriedades fisico-quimicas de 154,25 g/mol, 229-230 °C
ponto de ebuligdo (lit.) a 1.008 hPa, densidade de 0,879 g/mL a 20 °C sendo sua solubilidade 0,1
g/L em dagua 25 °C. Considerando essas informacdes disponiveis na National Center for
Biotechnology Information, e do fabricante, GER foi dissolvido com cremofor 3% sobre agitagao

por 5 minutos em agua destilada em sistema fechado para evitar a evaporagao do monoterpeno.
2.2 Animais

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcelus) machos pesando entre 300 e 500 g, procedentes
do Biotério Central da UNIVASF. Os animais foram mantidos pelo Biotério Central da UNIVASF,
em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas e agua e ragao ad libitum, entrando em
periodos de jejum de 18 horas ou 24 horas apenas antes dos experimentos. Todos os protocolos
experimentais respeitam os critérios éticos de experimentagao animal preconizados pela Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (CEUA-UNIVASF),
n° 0005/270320.

2.3 Reagentes quimicos

Os agentes quimicos carbacol (CCh), cloreto de potassio (KCl), histamina (HIS)
aminofilina hidratada (AMI), glibenclamida (GLI), propranolol cloridrato (PRO), fentolamina
(PHE), Now-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), naloxona (NAL), ruténio vermelho (V-RUT),
cloreto de césio (CsCl), tetraetilamonio (TEA), 4-aminopiridina (4-AP), capsazepina (CPZ),
nitroprussiato de sédio (NPS), azul de metileno (AZM), &cido flufendmico (FLU) e Cremophor
EL® foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

2.4 Avaliacao da atividade relaxante da musculatura lisa de ileo isolado de cobaia
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As cobaias foram mantidas em jejum de solidos por 18 horas e em seguida eutanasiadas
com tiopental 150 mg/kg, via intraperitonial. Um segmento de 1 cm do ileo foi coletado e imerso
em recipiente contendo solucdo nutritiva de Krebs modificada (NaCl 117,0 mM, KCl 4,7 mM,
CaCl».2H>0 2,5 mM, MgS04.7H>0 1,3 mM, NaH,PO4 1,2 mM, Glicose 11,0 mM, NaHCO3 25,0
mM), a 37°C sob aeracdo com carbogénio 95% Oz e 5% CO,. Apos dissecagdo, o segmento foi
seccionado foi suspenso longitudinalmente, individualmente em cubas de vidro (10 mL) e
deixados em periodo de estabilizagdo do 6rgdo por 30 minutos, com for¢a induzida no tecido de

1 gF, sendo a solucdo nutritiva trocada a cada 10 minutos.

Com o objetivo de definir o agente contraturante a ser utilizado na avalia¢cdo do mecanismo
de acdo do estudo, foram testadas separadamente as substancias carbacol (1 uM), histamina (1
uM) e KCI (60 mM). Apds a estabilizacdo e formagdo dos grupos basais, as contragdes induzidas

por cada agente foram registradas por meio de transdutores isométricos.

Apos o periodo de estabilizagdo, duas contragdes foram induzidas com carbacol 1 uM,
histamina 1 pM ou KCI 60 mM. A primeira contracdo teve por finalidade verificar a viabilidade
do orgdo. Apods essa primeira contracdo a cuba foi lavada mais trés vezes, com uma diferenca de
10 minutos entre elas. Apos a ultima (6* e Gltima lavagem) o ileo foi novamente contraido (segunda
contracdo) na presenga de carbacol 1 pM, histamina 1 uM ou KCI 60 mM ou mantido na auséncia
de agente contraturante com a finalidade obter o tonus basal, e a cada 5 minutos ap6s a 2 contracao
o GER foi adicionado, em concentracdes cumulativas de 1,0 x 107; 3,0 x 107; 1,0 x 10%; 3,0 x 10-
6:1,0x 107; 3,0x 107; 1,0x 10%; 3,0x 10%; 1,0x 10 ¢ 3,0 x 10° M, a fim de dterminar uma

curva concentragdo-resposta com intervalo de 5 minutos entre cada concentragao.

2.5 Mecanismos de acio associados ao geraniol isolado

Para a investigacdo do mecanismo de acdo do GER, o o6rgdo foi posicionado de forma
vertical conforme descrito anteriormente. Apds o periodo de estabilizacdo, os seguintes protocolos
experimentais foram utilizados: a) 15 minutos antes de uma segunda contracdo induzida por
carbacol 1 pMcaptada por um transdutor isométrico, as preparacdes foram expostas
separadamente a bloqueadores das vias adrenérgicas, opioides, 6xido nitrico, TRP e canais de

potassio, afim de investigar em qual(is) via(s) seria(m) observada(s) reversao do efeito.
2.5.1 Avaliagdo da influéncia via adrenérgica e AMPc no mecanismo de agdo do geraniol

Foram utilizados os seguintes farmacos no ileo isolado de cobaia e suas concentragdes de

propranolol 1 uM (antagonista B-adrenérgico nao seletivo) (HORINOUCHI e KOIKE, 2000),
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fentolamina 1 pM (antagonista a-adrenérgico) (ZHANG, et al., 2021), aminofilina 100 uM
(inibidor ndo seletivo da fosfodiesterase e inibidor de influxo intra-celular de calcio) (MELNYK,

etal., 2023, OKWASABA, et al., 1997).

2.5.2 Avaliagao da influéncia via do NO e opioides no mecanismo de a¢do, do geraniol.

Os seguintes farmacos foram utilizados no estudo com ileo isolado de cobaia, juntamente
com suas respectivas concentragdes, naloxona 1 pM (antagonista de receptores opidides) (KANG,
et al., 2012), Now-nitro-L-arginina metil éster 100 uM (L-NAME, inibidor competitivo da 6xido
nitrico sintase) (GASTREICH-SEELIG, et al., 2020), Nitroprussiato de Sodio 1 uM (doador de
NO), Azul de Metileno 10 uM (Inibi¢do da guanilil ciclase) (DUANGIJAL et al., 2021).

2.5.3 Avaliacdo da influéncia dos canais de potassio no mecanismo de a¢do, do geraniol.

No experimento com ileo isolado de cobaia, foram empregados os seguintes farmacos, com
suas respectivas concentracdes, CsCl 5 mM (bloqueador dos canais para K ndo seletivo)
(VASCONCELOS, et al., 2015), Tetraetilamonio 1 mM (bloqueador dos canais Kv, KCa, BKca)
(KOSLOV e ANDERSSON, 2013, VASCONCELOS, et al., 2015), 4-aminopiridina 3 mM
(bloqueador dos canais KV) (GOLDFEDER, et al., 2022, VASCONCELOS, et al., 2015),
glibenclamina 10 uM (bloqueador dos canais KATP) (VASCONCELOS, et al., 2015).

2.5.4 Avaliacao da influéncia dos receptores TRPV1 e canais de célcio no mecanismo de acao, do

geraniol.

Foram administrados diferentes farmacos no ileo isolado de cobaia, cada um em sua
respectiva concentracao, vermelho de Ruténio 10 uM (inibidor ndo seletivo para TRPV1) (JARA-
OSEGUERA, 2024), capsazepina 10 uM (antagonista TRPV1) (KISTNER, et al., 2016, LIU, et
al., 2021), acido flufenamico 1 pM (inibidor seletivo de canais para calcio regulados por cloreto)

(HOTTA, et al., 2005).
2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos do Windaq exportados para o Excel e foram desenhados em gréficos no
Graph-Pad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA) Windaq XL®
(Dataq Instruments Inc. Springside, Akron, Ohio, USA), and Excel® 2014 (Microsoft, San
Francisco, California, USA)., permitiram a analise da area sobre a curva (AUC). resultados de area

sobre a curva (AUC) obtidos foram expressos como S.E.M e analisados estatisticamente por teste
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t de Student das médias das AUC obtidas, com teste paramétrico pareado para cada concentracao
entre o GER na presenca e auséncia de cada bloqueador, inibidor ou antagonista farmacologico e
ANOVA one-way com pos-teste de Dunnett para comparar dentro de cada experimento as
diferengas entre as concentragdes cumulativas e o inicio da curva de concentragdo apos a
estabilizacao do orgdo. Onde os valores de p<0,05 foram considerados os significantes. Os valores
de pEC50 (p valor da concentracdo do monoterpeno que produz uma resposta igual a 50% do seu
efeito maximo) e Emax (efeito maximo), foram calculados por regressao nao-linear para todos os

experimentos realizados.

3. Resultados
3.1 Triagem da atividade espasmolitica do geraniol em ileo isolado de cobaia.

Os resultados demonstram que a administragdo de GER promoveu um efeito relaxante nas
contragdes induzidas por carbacol, reduzindo progressivamente a forca de contragdo conforme a
concentracdo do GER aumentava. A comparacdo da AUC (4rea sobre a curva) indica que o GER
apresentou maior poténcia frente ao carbacol (pECso = 4,75; Emax = 40,23%) em rela¢do ao KC1
(pECso = 2,16; Emax = 43,06%) ¢ a histamina (pECso = 0,20; Emax = 18,11%), sugerindo que o

geraniol possui maior afinidade e eficdcia relaxante em modelos de contratilidade colinérgica.

Os resultados expressos na Figura 2 representam as AUC das contragdes induzidas por
carbacol sobre o ileo isolado de cobaia, evidenciando que o efeito relaxante do GER ¢
possivelmente mais eficaz na presenca de estimulo colinérgico, com agao seletiva e dependente da
contragdo prévia, tal como o uso do carbacol como agente indutor de contragdo, permite a
avaliagdo de vias no mecanismo de acdo como os canais para potassio, o que nao seria viavel caso

fosse utilizado o KCI.
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Figura 2. Efeito relaxante do GER nas contragdes ileais induzidas por carbachol 1 pM, registro original do
experimento e cumulativa de 1,0 x 107 até 3,0 x 103 M, indicadas nas diferentes areas, cada uma correspondendo a
uma concentrag¢ao dentro de um periodo de 5 minutos até a adicdo de uma nova concentracido de forma cumulativa.
Valores dos n=5 sobrepostos, expressos com =SEM do experimento real obtido a partir do Windaq. Grafico desenhado
no Prisma, a partir dos dados brutos do Windaq convertidos para Excel. Essa estratégia foi ttil para obtengdo da AUC
(area sobre a curva). O eixo (y) do grafico demonstra a forga em (g) do ileo isolado, o eixo (x) € o tempo em (segundos)

em segundos de experimento, cada segundo gera um dado de (g) for¢a que foram agrupados. Valores com pontos com
barra média SEM.

Afim de avaliar a influéncia do GER sem contragao induzida por carbacol, ndo ¢ observado

efeito indutor da contracdo pelo geraniol, quando na auséncia do carbacol, a cumulativa foi

realizada no 6rgao isolado fig. 3.

Além disso, a auséncia de efeito significativo nas preparagdes basais conforme
demonstrado na figura 3 indica que o GER ndo induz relaxamento espontaneo do tecido sem a

presenca de um estimulo prévio, o que fortalece seu perfil farmacodindmico seletivo e

potencialmente seguro para uso terapéutico.
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Figura 3. Registro original do efeito do geraniol (GER) sobre o ileo isolado de cobaia na auséncia de qualquer agente
indutor de contragdo. O grafico representa a aplicacdo cumulativa de GER nas concentrag¢des de 1,0 x 1077 M até 3,0
x 107 M, com intervalos de 5 minutos entre cada dose. Os dados sdo expressos como média = erro padrdo da média
(SEM), comn=>5. O eixo y representa a for¢a de contracdo (g), enquanto o eixo x representa o tempo de experimento
(s), sendo que a cada segundo foi registrado um ponto de for¢a. Os dados foram obtidos por meio do software WinDagq,
convertidos para Excel e analisados no GraphPad Prism. Os resultados demonstram que, na auséncia de estimulo
contratil, o GER nao induziu alteragdes significativas na contratilidade basal do ileo isolado, sugerindo que sua agdo

relaxante depende da presenga prévia de contragdo induzida.

3.2 Avaliacao do mecanismo de a¢io do geraniol em ileo isolado de cobaia

3.2.1 Avaliagdo da influéncia via adrenérgica e do AMPc no mecanismo de a¢do do GER em ileo

1solado de cobaia.

Diferentes bloqueadores foram utilizados com a finalidade de verificar o possivel
mecanismo de a¢do do GER em musculo liso, do ileo isolado de cobaia. Na presen¢a do
antagonista f-adrenérgico nao seletivo propranolol, houve um aumento de poténcia do GER de
pEC50 =4,75, Emax = 40,23% para pEC50 = 6,78 ¢ Emax = 54,81 %. Houve diferenga da AUC,
estatisticamente significativa (p < 0,05) com test t quando comparado o GER na presenca e
auséncia do propranolol. As concentracdes de 3,0 x 10-7 até 3,0 x 10-3 M, como demonstrado na

Figura 4.

De forma semelhante, na presenca da fentolamina, antagonista a-adrenérgico nao seletivo,

também houve uma diminui¢do da AUC do geraniol, com um aumento de sua poténcia com pEC50
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=6,19, e Emax = 76,59 %. Houve diferenca da AUC, estatisticamente significativa (p <0,05) com

o teste t, como demonstrado na fig. 4 B.
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Figura 4 - Gréficos de regressdo ndo-linear da area sobre a curva, da contragdo do ileo de cobaia pré-incubado 15
minutos antes da contracdo com CCh 1 uM, cada grupo com (n=5), com (A) — propranolol 1 uM (PRO), antagonista
B-adrenérgico ndo seletivo. (B) — fentolamina 1 uM (FET), antagonista a-adrenérgico ndo seletivo. (C) — aminofilina
100 uM (AMI), inibidor ndo seletivo da fosfodiesterase. Com a adigdo cumulativa do geraniol (GER) 1,0 x 107 M a
3,0 x 10 M. Valores da regressio ndo linear expressos em Y em (%). Analise estatistica realizada através de test # de

Student, com p<0,05.

A contragdo do ileo isolado de cobaia com carbacol, na presen¢a de aminofilina, inibidor
nao seletivo da fosfodiesterase e inibidor de influxo intracelular de calcio, resultou em uma

reducdo da poténcia GER de pEC50 =4,75, Emax = 40,23% para pEC50 = 3,81 com e no entanto
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aumentou seu Emax = 53,89 %.. Todavia, ndo houve diferenca estatisticamente significativa da

AUC como demonstrado na figura 4 C.

3.2.2 Avaliagdo a influéncia via do 6xido nitrico, GMPc e opioide no mecanismo de acdo do GER

em ileo isolado de cobaia.

Durante a contragado do ileo isolado, na presenca do L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico
sintase, na figura 5 A, observou-se pEC50 = 4,19 ¢ Emax = 63,75%. Nao houve diferenca

estatisticamente significativa p < 0,05 com o teste t.
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Figura 5 - Graficos de regressdo ndo-linear da area sobre a curva, da contragdo do ileo de cobaia pré-incubado 15
minutos antes da contracdo com CCh 1 pM, com (n=5) em cada grupo. (A) — L-name 1 uM (L-NA), inibidor da 6xido
nitrico sintase. (B) — Azul de Metileno 10 uM (AZM), inibi¢do da guanilil ciclase e da NO sintase. (C) — naloxona 1
uM (NAL), antagonista de receptores opidides. (D) — nitroprussiato de Sédio 1 uM (NPS) doador de NO. Com a
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adicdo cumulativa do geraniol (GER) 1,0 x 107 a 3,0 x 103 M. Valores da regressdo nio linear expressos em Y em
(%). Valores da regressdo ndo linear expressos em Y em (%). Analise estatistica realizada através de test t de Student,

com p<0,05.

Na figura 5, observa-se que a inibi¢ao da guanilil ciclase pelo azul de metileno (figura 5 B)
potencializa o efeito do monoterpeno. Na presenca do azul de metileno, o GER teve um aumento
de poténcia para pEC50 = 5,46 ¢ Emax = 66,27%, com diferenca estatisticamente significativa (p

<0,05) com o teste t.

Tal como observado para naloxona figura 5 C um antagonista de receptores opioides, houve
um bloqueio do efeito do monoterpeno GER, com pEC50 = 6,07 ¢ uma diminui¢do do Emax =
13,55% com um bloqueio do efeito do GER nas concentra¢des as concentragdes de 1,0 x 10° M
até 3,0 x 10~ M com diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) com teste t quando GER ¢é
comparado na presenga e auséncia de naloxona e ANOVA one-way com pods teste de Dunnett

quando observadas as concentragdes.

Quando usado o nitroprussiato de sodio, figura 5 D, um doador de 6xido nitrico, houve um
aumento do relaxamento produzido pelo GER nas primeiras concentracdes 1,0 x 107 M, 3,0 x 107
"M, 1,0 x 10® M e depois um bloqueio do relaxamento produzido pelo GER e um leve aumento
do tonus muscular e contragdo do ileo isolado, com uma diferenca estatisticamente significativa
com p < 0,05 com ANOVA one-way com pos teste de Dunnett, nas concentra¢des de 3,0 x 107
M, 1,0 x 10° M, 3,0 x 10 M. Com de pEC50 = 4,47 ¢ Emax = -4,9%, ou seja a AUC chegou a
104,9% como demonstrado na fig. 5 D na presenc¢a do doador de NO. Apesar dos resultados
encontrados, na comparagdo com teste t, na presenga e auséncia do NPS, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa.

3.2.3 Avaliagdo da influéncia da via dos canais de potdssio no mecanismo de acdo do GER em ileo

1solado de cobaia.

Os resultados demonstraram que o GER teve uma diminui¢do de sua poténcia na presenga
da glibenclamida figura 6 A. Onde houve uma diferenca estatisticamente significativa nas
concentracoes de 1,0 x 10-6 M até 3,0 x 10-3 M, (p < 0,05) com ANOVA one-way com p0s teste
de Dunnett. Com o pEC50 = 3,36 no entanto aumentando o Emax = 69,16 % na presenca da
glibenclamida, houve no teste t diferenga estatisticamente significativa comparando as médias das

AUC na presenca e auséncia da glibenclamida.
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Figura 6. Graficos de regressdo nio-linear da area sobre a curva, da contragdo do ileo de cobaia pré-incubado 15

minutos antes da contragdo com CCh 1 uM, com (A) — glibenclamida 10 uM (GLI) (bloqueador dos canais KATP).

(B) — Cloreto de Césio 5SmM (CsCl) (bloqueador dos canais para K ndo seletivo). (C) — tetractilamonio 1 mM (TEA)

(bloqueador dos canais Kv e KCa). (D) 4-aminopiridina 3 mM (bloqueador dos canais KV). Com a adi¢do cumulativa

do geraniol (GER) 1,0 x 107 23,0 x 10> M. Valores da regressdo nio linear expressos em Y em (%). Analise estatistica

realizada através de test t de Student, com p<0,05.

Como observado houve na presenca do CsCl, figura 6 B, um deslocamento da curva para

a esquerda, com diferenca estatisticamente significativa nas concentracdes de 3,0 x 107 M até 3,0

x 107 M, de forma estatisticamente significativa (p < 0,05) com ANOVA one-way com pos teste

de Dunnett. Com o pEC50 =3,59 e aumento do Emax = 78,05% na presenca do CsCl, resultados

com diferenga estatisticamente significativa no test t de Student p < 0,05.
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Um resultado muito importante para o estudo, no ileo isolado de cobaia, o GER quando na
presenca do TEA (tetractilamonio), figura 6 C, teve seu efeito bloqueado, com diferenga
estatisticamente significativa nas concentracdes de 1,0 x 10° M, 3,0 x 10° M, 3,0 x 10* M, 1,0 x
10° M, 3,0 x 10° M, p < 0,05 com ANOVA one-way com pds teste de Dunnett. Sendo o
bloqueador que mais reduziu a poténcia do GER, expressiva diminui¢do de pEC50 = 2,98 ¢ Emax
=-33,0 % ou seja a AUC chegando a 133,0% na presenca do TEA, com diferenca estatisticamente
significativa, no test t de Student, quando comparadas as médias das AUC na presenga e auséncia

de TEA.

Esse resultado evidéncia uma possivel interagdo entre os canais Kv ou Kca no mecanismo
de acdo do GER. O GER quando na preseng¢a da 4-AP fig. 6 D, com pEC50 = 3,89 e Emax = 54,71
% na presenca da 4-AP. No entanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando

comparadas as médias das AUC no teste t de Student.

3.2.4 Avaliagdo da influéncia da via dos receptores TRPV e canais de calcio no mecanismo de

acdo do GER em ileo isolado de cobaia.

Tendo em vista os resultados obtidos, foi realizada uma investigagdo quanto a influéncia
dos canais TRPV no mecanismo de acdo do monoterpeno. O GER teve seu efeito bloqueado pela
capsazepina figura 7 A, com diferenca estatisticamente significativa em todas as concentragoes de
1,0 x 107 M até 3,0 x 10~ M, de forma estatisticamente significativa (p < 0,05) com ANOVA one-
way com pos teste de Dunnett. Com o pEC50 = 4,98 e reducao seu Emax = -17,30 % ou seja, na
presenga da capsazepina a AUC chegou a 117,30%, com uma inversdo da curva, figura 7 A. Os
resultados apresentacdo no test t de Student, diferencas estatisticamente significativas, p<0,05

quando comparadas as médias das AUC, na presenga e auséncia da CPZ.

Observando os resultados da figura 7 B, fica demonstrado que o vermelho de ruténio
potencializou o efeito do GER em todas as concentragdes de forma estatisticamente significativa
p <0,05 com ANOVA one-way com pds teste de Dunnett, com aumento da poténcia do GER com
pEC50 = 5,55 e aumento do Emax = 56,06 % do GER, com diferenga estatisticamente
significativa, no test t de Student, quando comparadas as médias das AUC na presenga e auséncia

de V-RUT.
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Figura 7. Graficos de regressdao ndo-linear da area sobre a curva, da contragdo do ileo de cobaia pré-incubado 15
minutos antes da contragdo com CCh 1 uM, com (A) — capsazepina 10 uM (CPZ) (inibidor néo seletivo de TRPV1).
(B) — Vermelho de Ruténio 10 pM (V-RUT) (inibidor ndo seletivo para TRP). (C) — Acido flufenamico 1 pM (FLU)
(inibidor seletivo de canais para calcio regulados por cloreto). Com a adig8o cumulativa do geraniol (GER) 1,0 x 10~
7a3,0x 10 M. Valores da regressdo ndo linear expressos em Y em (%). Andlise estatistica realizada através de test

t de Student, com (p<0,05).

J& os resultados da figura 6 C, fica evidente que o acido flufenamico, potencializou o efeito
do GER em todas as concentragdes, de forma estatisticamente significativa p <0,05 com ANOVA
one-way com pods teste de Dunnett, com pEC50 = 5,71e aumento de seu Emax = 91,54 %,
deslocando a curva para a esquerda. Os resultados serao discutidos logo mais no estudo, mas fica

evidente uma possivel integragdo entre os canais Kca e TRPV, que foram

bloqueados/antagonizados respectivamente pelo TEA e capsazepina, segundo a fig. 6 A e fig. 7 C,

e representacdo resumida do experimento na fig. 8.
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Figura 8 — Representagao grafica do experimento do modelo in vitro, utilizando ileo isolado de cobaia, com contra¢des
induzidas por carbacol (1 uM), e concentragdes cumulativas de 1,0 x 107 a 3,0 x 10 M de geraniol, seguida da

investigacdo do mecanismo de a¢do com bloqueadores farmacologicos.

4. DISCUSSAO

O geraniol apresentou atividade espasmolitica sobre o ileo isolado de cobaia,
possivelmente mediada pela abertura de canais BKCa (Canais de potassio de grande conduntécia
ativados por voltagem e por Ca*' intracelular), ou aos receptores TRPV, conforme sugerem os
resultados obtidos. O modelo experimental utilizando o ileo isolado de cobaia ¢ amplamente
utilizado para avaliar o efeito de substincias farmacologicas sobre a reatividade do tecido a
estimulacdo elétrica ou a agentes exdgenos, como a acetilcolina, ou um mimético sintético como
no caso o carbacol. Esse modelo permite investigar tanto a atuagao das drogas sobre componentes
neuronais quanto sobre elementos musculares, como demonstrado pelas respostas observadas na

presenca de carbacol, KCI ou histamina.

Dessa maneira, o uso do carbacol permite estudar acdes em componentes neuronais €
musculares, assim o carbacol, um agonista colinérgico, atua no musculo liso do ileo ao se ligar aos

receptores muscarinicos do tipo M3 presentes na membrana das células musculares lisas. Esses
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receptores estao acoplados a proteinas Gq, que, ao serem ativadas, estimulam a enzima fosfolipase

C-B (PLC-B) (ENNIS, et al., 2011, DONNERER, LIEBMANN, 2016, GAO, et al., 2016).

A ativagdo dessa enzima resulta na hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2),
gerando dois segundos mensageiros: o inositol trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3 se
difunde no citoplasma e se liga a receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico, promovendo
a liberacdo de ions calcio (Ca?") para o interior da célula. O aumento da concentragdo intracelular
de Ca?" permite que esses ions se liguem a proteina calmodulina, formando um complexo Ca?**-
calmodulina. Esse complexo ativa a enzima quinase da cadeia leve da miosina (MLCK),
responsavel por fosforilar a cadeia leve da miosina. A fosforilagdo da miosina permite sua
interagdo com os filamentos de actina, desencadeando o mecanismo de deslizamento dos
filamentos, o que resulta na contracdo do musculo liso (ENNIS, ef al, 2011, DONNERER,
LIEBMANN, 2016, GAO, et al., 2016).

Na influéncia da contragdo por KCI e dos canais Cay para a contracdo tonica e suas
diferengas com carbacol para a contracdo do ileo, podemos observar experimentalmente suas
distingdes sendo justificado pois, 0 KCI ¢ um espasmogénio tipicamente usado para analisar a
atividade dos extratos vegetais ou monoterpenos com atividade espasmolitica e/ou seu mecanismo
de acdo. Tendo a alta concentragdo de K" pela dissociagdo através do KCl, atua impedido a saida
de K para que ocorra o processo de repolarizagio, ja que o K se encontra em maior quantidade
no meio intracelular ndo havendo sua saida, contra seu gradiente de concentra¢do, mantendo a
célula despolarizada, e o tonus da contracdo muscular, assim impedindo a investigagdo de canais

para K™ que estejam relacionados ao mecanismo de agdo (GUO, et al. 2017).

Avaliando os diferentes resultados obtidos na investigagdo do mecanismo de agdo,
conforme as figuras 3 A e B, um aumento da poténcia pEC50 e Emax do GER na presenca do
propranolol e fentolamina, enquanto que a aminofilina (figura 4 C) ndo alterou significativamente
de forma estatistica o efeito do GER. A presenca de propranolol, figura 4 A, um antagonista 3-
adrenérgico, pode potencializar o efeito relaxante de monoterpenos como o timol e 6leos essenciais
de plantas como a Xylopia frutescens no ileo da cobaia. O propranolol evita a despolarizagdo tonica
de receptores beta acoplados a Gs, relacionado ao fechamento dos canais BKCa, ou que poderia
interferir no efeito de canais i16nicos sensiveis ao timol que por sua vez induz um relaxamento
devido a hiperpolarizacdo celular (BOYER, et al., 2017, ENNIS, et al., 2011, SOUZA, et al.,
2015).
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Os canais BKca sao fosforilados por PKA e fechados, assim resultando em despolarizagao.
Dessa forma, na medida em que os receptores acoplados a Gs sao antagonizados pelo propranolol,
ocorre a diminui¢do de AMPc, diminui¢do de PKA ¢ assim mantendo os canais BKca abertos,
resultando em hiperpolarizacio e no relaxamento observado, caso o geraniol tenha efeito possivel
nos canais BKca levando a esse aumento da poténcia e Emax observado do geraniol na presenca
do propranolol pode ser justificada, tal como o aumento do Emax na presen¢a da aminofilina, na
medida que a redu¢do do AMPc celular, PKA e menor fosforilazagdo da BKca mantendo o canal
aberto (BOYER, ef al., 2017, ENNIS, ef al., 2011, SOUZA, et al., 2015, ZHANG, et al., 2021,
ZHOU, et al. 2010).

Conforme observado na figura 4 B, nos resultados houve um aumento da poténcia do
geraniol na presenga da fentolamina, que ¢ um antagonista nao-seletivo dos receptores alfa
adrenérgicos al e a2. A estimulagdo dos receptores al levam a ativagdo da fosfolipase C, que
hidrolisa o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O
IP3 causa a liberagdo de célcio do reticulo endoplasmatico, enquanto o DAG ativa a proteina
quinase C (PKC) (COSTA, et al., 2017, DONNERER ¢ LIEBMANN, 2018). Dessa maneira, a
presenca da fentolamina levou ao relaxamento via o antagonismo dos receptores al, enquanto que
o GER possivelmente pode estd influenciando de forma sinérgica outra via o que levou a
potencializacdo de seu efeito. De toda forma, assim descartando assim a via adrenérgica no

envolvimento direto com o mecanismo de acao do geraniol.

Tanto a aminofilina, L-NAME, nitroprussiato de sodio e 4-AP, ndo apresentaram
diferencas significativas nas suas médias da AUC, com o test t de Student, quando comparado o
GER na presenca desses bloqueadores farmacoldgicos e o monoterpeno na sua auséncia. Dessa

maneira ndo existe influéncia dessas vias no mecanismo de acao do GER.

O aumento do Emax do geraniol na presenca de L-NAME pode ser atribuido possivelmente
ao bloqueio da via do 6xido nitrico, o que resulta em um aumento do tonus basal do musculo liso
do ileo. Essa elevacdo do tonus favorece a observacao de um efeito relaxante mais pronunciado
do geraniol, uma vez que ha maior margem para a agdo do monoterpeno pois, na auséncia do NO,
pode-se induzir a ativagdo de vias compensatorias de relaxamento, contribuindo para a
intensificacdo da resposta farmacolodgica e, consequentemente, para o aumento do efeito maximo

observado (ABDELWAHAB, et al., 2019).

Apesar de o L-NAME, ter aumentado o Emax do geraniol, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa no test ¢ de Student, assim ndo havendo como sugerir que a via
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NO/GMPc exerce papel inibitério sobre seu efeito relaxante do GER, por sua vez o nitroprussiato
de sodio, doador de NO, reduziu o Emax. Como ¢ observado na fig. 5 D que também outros
doadores de NO como o sal de Angeli, induziu um aumento significativo na concentragio de Ca**
citosolico o que resulta no aumento da contracdo do ileo (ABDELWAHAB, et al., 2019,
GALLEGO, et al., 2014, GASTREICH-SEELIG, et al., 2020, GRONEBERG, et al., 2016;
NAKANISHI, et al., 2006, POUOKAM, 2022, QU, et al., 2016, RYOO, et al., 2015, SANDERS
e WARD, 2019, SCHUCHT, et al., 2023)

Na presenca do azul de metileno houve um aumento da poténcia do geraniol, fig. 5, assim
o bloqueio da produg¢dao do GMPc favorece o efeito do geraniol, possivelmente pelo aumento do
tonus de contragdo muscular pela auséncia de GMPc, ou sugerindo que geraniol atua por uma via
independente ou competitiva com GMPc ou PKG, ressaltando um possivel efeito do geraniol via

BKca uma vez que esse canal ¢ ativado por PKG (ZHOU, et al. 2010).

O azul de metileno exibe um mecanismo de acdo multifacetado no ileo isolado da cobaia,
influenciando principalmente na atividade neuronal. Isso se deve principalmente a supressao da
condutancia de potassio dependente do calcio via BKca, resultando na liberagdo de
neurotransmissores, aumentando a saida de noradrenalina, impactando a sinaliza¢do adrenérgica
no intestino (CHINO et al., 2018, DUANGIJALI et al., 2021, PATON e VIZI, 1969, SOARES e
CARAMONA, 1989), o que resulta na ativacdo dos receptores P-adrenérgicos, ativagdo da
proteina Gs e consequentemente um aumento de AMPc que resulta no relaxamento do musculo
liso. Caso o geraniol promova provavel abertura de BKca, a supressdo provocada pelo azul de
metileno ndo ocorreu, pela acdo do monoterpeno diretamente nos canais mantendo-os abertos,
observando assim somente um efeito de sinergismo pela ativacao dos receptores f-adrenergicos e
aumento de AMPc, resultando em relaxamento, somado a diminui¢do de PKG que seria
possivelmente competitivo pelo BKca com o geraniol (NANTALIS; et al., 2014; MENDES; et al.,
2015; YANG, et al., 2023).

A naloxona, antagonista opioide, bloqueou o efeito do geraniol com significancia
estatistica, com uma diminui¢do do Emax para apenas 13,55%, diminuindo a poténcia do geraniol,
implicando diretamente a participacdo da via opioide endogena, possivelmente resultando na
liberacao de peptideos opioides endogenos, como encefalinas (GALLIGAN e STERNINI, 2016).
Os antagonistas opioides podem induzir a contragdo da musculatura lisa do ileo através da
inativagdo de receptores opioides. Essa inibicdo pode ser mediada, em parte, pela diminuicao de
NO. A diminuigao do NO também pode influenciar a liberagdo desses neurotransmissores, como

a acetilcolina no ileo isolado de cobaia. A naloxona, ao antagonizar os receptores opioides, afeta
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a liberacdo neurotransmissores, como a acetilcolina, tanto direta quanto indiretamente, através

dessa modulagdo da producao de NO (KILBINGER, et al., 2002) ZHANG, et al., 2022).

A naloxona mantém a contragdo muscular. O mecanismo de a¢do da naloxona envolve
principalmente seu papel como antagonista competitivo no receptor p-opioide. O receptor p-
opioide, se acopla predominantemente as proteinas Gi, inibindo a adenilato ciclase e reduzindo os
niveis de cAMP, o que leva a diminuicao da liberagdo de neurotransmissores, além disso o receptor
p-opioide também influencia os canais idnicos, inibindo especificamente os canais de Ca™
dependentes de voltagem e ativando os canais de K*, dessa forma o antagonismo promovido pela
naloxana leva ao aumento do Ca*? e inativacdo dos canais de K*, salientando novamente a
importancia dos canais de K* para a a¢do do GER pelo efeito indireto da naloxona (MONDAL. et
al., 2020, GALLIGAN e STERNINI, 2016, KANG, et al., 2012, (O’BRIEN, et al., 2024, SADEE,
etal., 2022, ZHANG, et al., 2022).

A possivel atuacdo do geraniol sobre canais de potassio foi investigada utilizando
diferentes bloqueadores seletivos, permitindo inferéncias relevantes sobre os mecanismos
espasmoliticos envolvidos. A 4-aminopiridina, bloqueador de canais de K* voltagem-dependentes
(Kv), exerce seus efeitos ao prolongar o potencial de acdo e aumentar a liberacdo de
neurotransmissores excitatorios, como a acetilcolina. Apesar de sua aplicagdo ter provocado
alteracoes discretas no perfil de resposta ao geraniol, a auséncia de significancia estatistica indica
que os canais Kv ndo sdo essenciais para a a¢gao do composto, embora possam exercer um papel
acessorio (CURRO, 2016; GOLDFEDER et al., 2022; DIETRICH e al., 2021; RODRIGUEZ-
RANGEL et al., 2020; VASCONCELOS et al., 2015).

J& a glibenclamida, um bloqueador de canais de K* sensiveis ao ATP (Katp), provocou
alteracdo mais perceptivel nos parametros farmacodinamicos, o que sugere que essa subclasse de
canais participa da fase inicial do relaxamento promovido pelo geraniol. Contudo, a resposta
incompleta ao bloqueio com glibenclamida indica que vias compensatdrias, como os canais de
potassio ativados por célcio (BKCa), podem ser recrutadas em paralelo (GUO, et al., 2017,

PENFOLD, et al., 2021; VASCONCELOS, et al., 2015).

O bloqueio dos canais Kir com cloreto de césio também resultou em aumento da resposta
maxima, ainda que com reducdo de poténcia. Isso sugere que a inibi¢do desses canais, a0 remover
um mecanismo basal de repolarizagdo, favorece a amplificagdo do relaxamento mediado por outras
vias ativas, como os BKCa. A relacdo entre canais Kir, despolarizagdo leve e subsequente ativacao

de canais de célcio tipo L ¢ compativel com o modelo de ativacao indireta dos BKCa, que
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respondem ao aumento transitério de Ca*" intracelular. Nesse cenario, o geraniol possivelmente
atua como modulador positivo dos BKCa, ampliando a corrente de saida de K*, promovendo

hiperpolarizagdo e intensificando o relaxamento (PLANTE, et al., 2021).

O bloqueio promovido pelo tetraectilamdnio (TEA) apresentou o perfil de inevidéncias mais
robusto entre os bloqueadores testados, sendo o unico capaz de reverter o efeito relaxante do
geraniol. O TEA inibe diretamente canais de K* regulados por célcio, como os BKCa, impedindo
a saida de K* e, consequentemente, a hiperpolarizacdo celular. Isso interrompe um dos mecanismos
fundamentais para o relaxamento do musculo liso, sustentando a hipotese de que o geraniol exerce
sua acdo majoritariamente via ativacdo de BKCa (TAN, et al., 2012). Esse tipo de atuagdo esta de
acordo com descrigdes anteriores que apontam a localizacdo estratégica desses canais nas regioes
de liberagdo de "faiscas" de calcio no reticulo sarcoplasmatico (KOSLOV e ANDERSSON, 2013;
SHIH, et al., 2016).

Essa dinamica entre célcio e canais BKCa ¢ essencial: um influxo localizado de Ca?*" pode
ativar esses canais, gerando correntes hiperpolarizantes que limitam a ativacao de canais de calcio
voltagem-dependentes, diminuindo a contratilidade. O geraniol, ao facilitar esse processo, pode
estar agindo como agonista funcional dos BKCa, justificando os efeitos observados em presenga

e auséncia do TEA (TAN, et al., 2012; SHIH, et al., 2016; KOSLOV e ANDERSSON, 2013).

Além dos canais de potéssio, os dados sugerem um papel relevante dos receptores TRPV1
na agdo do geraniol. A capsazepina, antagonista seletivo desses receptores, promoveu uma redugao
da resposta espasmolitica, indicando possivel participagdo do TRPV1 como alvo adicional do
monoterpeno. Embora tradicionalmente associado a sinalizag¢do sensorial e nociceptiva, o TRPV1
também estd presente em terminais nervosos entéricos e células musculares lisas, podendo
influenciar a motilidade intestinal. A ativacdo desses receptores leva ao influxo de Ca*", o qual
pode, por sua vez, ativar canais BKCa, gerando hiperpolarizagdo e relaxamento muscular (CAO,

etal.,2013; CHEN, et al., 2004; ISAEV, et al., 2022; WAN, et al., 2022; YANG, et al., 2014).

Essa possivel interacdo entre TRPV1 e BKCa sustenta um modelo de acdo integrada, no
qual o geraniol promoveria um influxo inicial de Ca** via TRPV1, seguido pela ativagdo dos
BKCa, resultando em relaxamento do ileo. Essa hipotese ganha for¢a quando se considera que
outros monoterpenos estruturalmente relacionados ao geraniol, como o linalol e o proprio
propofol, também interagem com canais da familia TRP, incluindo TRPV3 (BEHRENDT, et al.,
2004; VOGT-EISELE, et al., 2007; YE, et al., 2019; ZHANG, et al., 2019; LAVIGNE, et al.,
2021).
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O uso de vermelho de ruténio, bloqueador inespecifico de canais TRP, corroborou esses
achados ao potencializar o efeito do geraniol. Ao reduzir o influxo de Ca**, o vermelho de ruténio
contribuiu para a hiperpolarizacdo ao impedir a ativagdo de canais de calcio voltagem-
dependentes, favorecendo a agao do geraniol via BKCa. Esse sinergismo sugere uma sobreposi¢ao
de mecanismos que convergem para a reducao da excitabilidade celular e do tonus muscular liso

(HOLZER, 2004; JARA-OSEGUERA, 2024).

Portanto, os dados apresentados indicam que o geraniol atua possivelmente de forma
predominantemente por meio da ativagao dos canais BKCa, provavelmente em cooperagcdo com
os receptores TRPV1, compondo um eixo funcional de modulacdo da excitabilidade no ileo
isolado. A multiplicidade de vias acessadas por esse monoterpeno reforca seu potencial
farmacologico e aponta para mecanismos analogos observados com outros compostos naturais de

estrutura semelhante.

5. CONCLUSAO

Os resultados da verificagdo do comportamento do ileo isolado de cobaia revelaram que o
geraniol possui efeito espasmolitico nas contra¢des induzidas por carbacol e seu mecanismo de
acdo esta relacionado possivelmente a abertura de canais de BKCa. Uma possivel ampliagdo do
estudo consiste em explorar comparativamente o geraniol frente a outros monoterpenos,
destacando seu potencial diferenciado como modulador espasmolitico, dada sua aparente
capacidade singular de atuar sobre multiplas vias, especialmente BKCa e TRPVI1, o que o
posiciona como um candidato promissor para o desenvolvimento de fitofarmacos direcionados ao
trato gastrointestinal. No entanto, outros estudos precisam ser realizados para confirmar essa
hipotese, assim como a execucdo de protocolos como patch clamp ou modelos de docking

molecular.
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CAPITULO 2

Avaliacao do sistema de nanoemulsdo com inclusdo do monoterpeno geraniol e a comparacao
de seu efeito farmacoldgico in vitro em ileo isolado de cobaia e in vivo em diarreia induzida e

velocidade de transito gastrointestinal em camundongos.
RESUMO

O geraniol ¢ um monoterpeno com diversas atividades farmacoldgicas, mas sua
poténcia pode ser aumentada quando incorporado em sistemas de nanoemulsdo. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar a atividade espasmolitica do geraniol e compara-la com
sua forma nanoemulsionada, em trés formulacdes diferentes, utilizando um sistema de
emulsificagdo espontanea de baixa energia. Esse estudo tem como objetivo comparar os
efeitos do geraniol livre e nanoemulsionado. Foram preparadas trés nanoemulsdes
contendo geraniol (NanoGER F1, NanoGER F2 e NanoGER F3), por meio da técnica
isotérmica de emulsificacdo espontanea. As formulagdes foram analisadas quanto ao
tamanho das goticulas, indice de polidispersidade (PdI) e potencial zeta ({, mV). Os testes
in vitro foram realizados em ileo isolado de cobaia, com contra¢des induzidas por carbacol
1 uM e concentragdes cumulativas de geraniol e sua nanoemulsdo de 1,0 x 1077 a 3,0 x
10~ M. Modelos in vivo de diarreia induzida por 6leo de ricino e velocidade de transito
gastrointestinal com carvao ativado foram utilizados com doses de 10, 50, 100, 200 ¢ 400
mg/kg, comparando-se o efeito do geraniol livre e nanoemulsionado (GNEs). Nos
resultados foi observado que o geraniol, na formulagdo NanoGER F1, apresentou tamanho
de goticula de 49,70 £ 0,421 nm, PdI de 0,435+ 0,01 e potencial zeta de -38,75+ 0,37 mV.
NanoGER F2 apresentou 109,93 + 0,338 nm, PdI de 0,165 + 0,007 ¢ { de -39,52 + 0,19
mV; enquanto a NanoGER F3 apresentou 110,23 + 0,406 nm, Pdl de 0,115 + 0,004 e { de
-19,65 + 0,33 mV. Tanto o geraniol livre quanto as nanoemulsdes demonstraram efeito
espasmolitico dependente da concentragdo nas contracdes induzidas por carbacol. No
entanto, apenas a formulacdo NanoGER F1 potencializou significativamente o efeito do
monoterpeno, aumentando de pEC50 = 4,75 e Emax = 40,23% para pEC50 = 5,21 ¢ Emax
= 84,31% em todas as concentracOes testadas. No modelo in vivo, a NanoGER F1
aumentou a atividade antidiarreica do geraniol, melhorando o aspecto das fezes,
prevenindo a perda de peso dos animais e promovendo uma reducao da velocidade do
transito gastrointestinal semelhante a loperamida, nas doses de 200 e 400 mg/kg. Conclui-
se que a formulacdo NanoGER F1 potencializou significativamente os efeitos
espasmolitico e antidiarreico do geraniol, evidenciando que a nanoemulsificagdo ¢ uma
estratégia promissora para otimizar sua eficicia no tratamento de disturbios
gastrointestinais.

Palavras-chave: Nanoemulsio. Monoterpeno. fleo. Geraniol. Espasmolitico. Antidiarreico.
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ABSTRACT

Geraniol is a monoterpene with diverse pharmacological activities, but its potency can be
increased when incorporated into nanoemulsion systems. Therefore, the aim of this study was to
investigate the spasmolytic activity of geraniol and compare it with its nanoemulsified form, in
three different formulations, using a low-energy spontaneous emulsification system. This study
aims to compare the effects of free and nanoemulsified geraniol. Three nanoemulsions containing
geraniol (NanoGER F1, NanoGER F2 and NanoGER F3) were prepared using the isothermal
spontaneous emulsification technique. The formulations were analyzed for droplet size,
polydispersity index (PdI) and zeta potential ({, mV). The in vitro tests were carried out on isolated
guinea pig ileum, with contractions induced by carbacol 1 uM and cumulative concentrations of
geraniol and its nanoemulsion from 1.0 x 10-7 to 3.0 x 10-* M. In vivo models of castor oil-induced
diarrhea and gastrointestinal transit speed with activated charcoal were used with doses of 10, 50,
100, 200 and 400 mg/kg, comparing the effect of free and nanoemulsified geraniol (GNEs). The
results showed that geraniol in the NanoGER F1 formulation had a droplet size of 49.70 + 0.421
nm, a PdI of 0.435 + 0.01 and a zeta potential of -38.75 = 0.37 mV. NanoGER F2 showed 109.93
+ 0.338 nm, PdI of 0.165 £ 0.007 and { of -39.52 + 0.19 mV; while NanoGER F3 showed 110.23
+ 0.406 nm. NanoGER F2 showed 109.93 + 0.338 nm, PdI of 0.165 + 0.007 and { 0f -39.52+0.19
mV; while NanoGER F3 showed 110.23 £ 0.406 nm, Pdl of 0.115 + 0.004 and { of -19.65 £ 0.33
mV. Both free geraniol and the nanoemulsions showed a concentration-dependent spasmolytic
effect on carbacol-induced contractions. However, only the NanoGER F1 formulation
significantly potentiated the effect of the monoterpene, increasing from pEC50 = 4.75 and Emax
=40.23% to pEC50 = 5.21 and Emax = 84.31% at all concentrations tested. In the in vivo model,
NanoGER F1 increased the anti-diarrheal activity of geraniol, improving the appearance of the
feces, preventing weight loss in the animals and promoting a reduction in the speed of
gastrointestinal transit similar to loperamide, at doses of 200 and 400 mg/kg. It is concluded that
the NanoGER F1 formulation significantly potentiated the spasmolytic and antidiarrheal effects of
geraniol, showing that nanoemulsification is a promising strategy for optimizing its efficacy in the
treatment of gastrointestinal disorders.

Keywords: Nanoemulsion. Monoterpene. Ileum. Geraniol. Spasmolytic. Antidiarrheal.
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1. Introducio

Sistemas nanoemulsionados sdo bastante efetivos e cada vez mais utilizados para a
conservagdo de monoterpenos, evitando sua volatilizacdo, degradagdo pela luz e melhorando sua
estabilidade quimica. A escolha entre diferentes sistemas carreados inclui polimeros
nanocapsulados, lipossomas, fitossomas, nanoemulsdes, microemulsdes, nanoparticulas lipidicas
solidas e lipidios nanoestruturados (KOMAIKO; MCCLEMENTS, 2016; LIMA, et al., 2022). A
maioria dos estudos sobre nanoemulsdes se concentra na caracterizagao da distribuigao de tamanho
de goticulas e no potencial zeta, avaliando suas propriedades tanto em fases aquosas quanto nao

aquosas (KADUKKATTIL RAMANUNNY, et al., 2022; WANG et al., 2023).

A administragdo oral de medicamentos, j& amplamente consolidada quanto a sua
efetividade e adesdo, destaca-se como uma via promissora para sistemas de liberagcdo baseados em
nanoemulsdes e nanoemulgéis. Isso ¢ particularmente relevante considerando os desafios
associados a baixa biodisponibilidade e a solubilidade aquosa limitada de muitos farmacos, como
0os monoterpenos, que sao compostos oleosos altamente volateis a temperatura ambiente

(PANDEY, et al., 2021; SITHOLE, et al., 2021).

O uso de sistemas nanoemulsionados contendo monoterpenos vem ganhado cada vez mais
espago, tendo em vista a busca constante no mercado emergente de medicamentos de origem
natural e cada vez mais biotecnoldgicos. Na natureza, 6leos bioativos a base de terpeno (isopreno)
e terpendides compostos sdo sintetizados por plantas aromdticas como metabolitos secundarios,
comumente conhecidos como 6leos essenciais (OE) ou oOleos volateis. Os monoterpenos sao
formados por duas unidades de isopreno (10 4&tomos de carbono) e constituem mais de 80% da

composi¢dao do OF (LIMA, et al., 2021).

Viérios estudos centram-se na utilizagdo do geraniol como farmaco, produto cosmético e
detergente, exibindo baixa toxicidade. E sugerido que o geraniol representa uma nova classe de
agentes quimio-preventivos para o cancer. Outras atividades bioldgicas, como efeitos como
antioxidante, anti-inflamatdrio, antimicrobiano, hepatoprotetor, anti-ulcerogénica no estdmago e
mucosa duodenal (ROCCA, et al., 2017; VENZON, et al., 2018), tal como o efeito do geraniol
como intensificador de penetracdo para administracao transdérmica de medicamentos também
atraiu a aten¢do de pesquisadores e cientistas relacionados a biotecnologia (CHEN, VILJOEN,

2010, KAMOU, et al., 2022).

Dessa forma esse trabalho, avalia se o geraniol tem seu efeito farmacologico com atividade
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espasmolitica e antidiarreica potencializado em um sistema nanoemulsionado em modelos animais
in vitro e in vitro, em ileo isolado de cobaia e em modelos de diarreia e de velocidade de transito

gastrointestinal, propondo um sistema nanoemulsionado viavel e eficiente.
2. Materiais e Métodos
2.1 Materiais

O geraniol (3,7-Dimethylocta-2,6-dien-1-ol) 99,8% com propriedades fisico-quimicas de
154,25 g/mol, 229-230 C (lit) bp, solubilidade de 0,879 g/mL a 20 °C sendo (0,1 g/L a sua
solubilidade em dgua 25 C), monooleato de sorbitano monooleato (SMO), monolaurato sorbitano
de polioxietileno-20 (SML-20) monooleato sorbitano de polioxietileno-20 (SMO-20), fosfato de
s6dio monobasico e fosfato de sodio dibasico foram adquiridos a SigmaAldrich Co. (St. Louis,
MO, EUA). Os triglicéridos de cadeia média (MCT, d =0,94 g mL- 1 a 20 °C) foi gentilmente
fornecido pela Brasquim (Porto Alegre-RS, Brasil). com propriedades fisico-quimicas de 154,25
g/mol, 229-230 C (lit) bp, solubilidade de 0,879 g/mL a 20 °C sendo (0,1 g/L a sua solubilidade
em agua 25 C), levando em consideragao essas informagdes disponiveis na National Center for
Biotechnology Information, ¢ informagdes do fabricante o monoterpeno foi diluido em agua
destilada com cremofor® 3% para os testes in vivo e in vitro. As formula¢des emulsionadas de
geraniol (GNEs) foram preparadas pelo método de emulsificacdo direta, sem a presenca de

cremofor® (LIMA et al., 2021, KAMAIOKO e MCCLEMENTS, 2016, XUE, et al., 2019).
2.2 Preparo das nanoemulsdes

As nanoemulsdes carregadas com geraniol (GNEs) foram preparadas através da técnica de
preparo isotérmico com emulsificagdo espontanea para a aquisi¢cdo da nanoemulsdo
baseada abordagem relatada anteriormente de Lima et al., 2021, Kamaioko e McClements,
2016, Xue, et al., 2019, com modificacdes. Resumidamente, o geraniol foi preparado em
trés formulagdes diferentes cada uma usando (500 mg) de geraniol que foi dissolvido em
agua destilada com PBS 10 mM tamponado pH 7,0 (8 mL), seguido da adi¢do dos
surfactantes (SMOQO), SML-20, SMO-20) para cada tipo de formulagdo realizada em
triplicata para as posteriores analises, obtendo o geraniol 5% (m/v) na formulagdo. A
mistura foi mantida num frasco fechado e emulsionado por tratamento com agitagdo
magnética durante 15 minutos a temperatura ambiente (<30 °C). As nanoemulsdes
preparadas de 6leo em dgua (O/W) foram armazenadas em sistema fechado, com condi¢des

de temperatura (25 °C) para uma melhor caracterizagdo (KAMOU, et al., 2022).Para o
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preparo da GNEs formulagao 1 (F1), 2 (F2) e 3 (F3), os surfactantes foram pesados e adicionados

segundo a tabela 1 a seguir:

Tabela 1: Composi¢ao em (peso/volume %) das formulac¢des contendo o geraniol (GNEs).

GNEs SML-20 SMO-20 SMO MCT GER PBS
F1 6,2 - 3.8 5,0 5,0 80,0
F2 - 7,2 2,8 5,0 5,0 80,0
F3 - 10,0 - 5,0 5,0 80,0

SML-20: monolaurato de sorbitano de polioxietileno-20; SMO-20: monooleato sorbitano de polioxietileno-20; SMO:
monooleato de sorbitano; MCT: triglicéridos de cadeia média; GER: geraniol; PBS: Solugdo tampao de fosfato 10
mM pH 7,4. Todos valores descritos na tabela, sdo correspondentes a propor¢do de porcentagem para 100% da

formulag@o final.
2.3 Avaliaciao do tamanho de particulas

O didmetro hidrodinamico das goticulas e o indice de polidispersao (Pdl) das formulagdes
NE foram determinados por espetroscopia de correlagdo de fotons (PCS) a 25 °C e um angulo de
dispersdo de 173 (Zetasizer® Nano ZS, Malvern PCS Instruments, Reino Unido). Todas as

amostras foram diluidas (1/ 100) com 4gua ultra-purificada (Lima, ef al., 2021).
2.4 Avaliacao do potencial Zeta

O potencial zeta () da NE foi medido pela mobilidade electroforética utilizando um
aparelho Zetasizer® Nano ZS (Malvern PCS Instruments, Reino Unido). O modelo de
Smoluchowski foi utilizado para estimar o potencial { a partir da mobilidade electroforética. As
analises foram realizadas a 25 °C, e as as amostras foram adequadamente diluidas (1/100) com

agua ultra-purificada (Lima, et al., 2021).
2.5 Animais

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcelus) machos pesando entre 300 e 500 g, e
camundongos albinos machos Swiss (Mus musculus) de pesando entre 25 e 35 g, todos
procedentes do Biotério Central da UNIVASF. Os animais foram mantidos pelo Biotério Central
da UNIVASF, em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas e 4gua e ragao ad libitum,
entrando em periodos de jejum de 18 horas ou 24 horas apenas antes dos experimentos. Todos os
protocolos experimentais que j& estdo em execucao respeitam os critérios éticos de experimentacao

animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL).
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Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do

Vale do Sao Francisco (CEUA-UNIVASF) e aprovado pelo nimero 0005/270320.

2.6 Experimentos avaliativo da atividade relaxante da musculatura lisa de ileo isolado de

cobaia

As cobaias foram mantidas em jejum de solidos por 18 horas e em seguida eutanasiadas
por injegdo de tiopental 150 mg/kg via intraperitoneal. O abdomen foi aberto e um segmento do
ileo foi retirado e colocado em recipiente contendo solugdo de Krebs modificada (NaCl 117,0 mM,
KCI 4,7 mM, CaCl,.2H20 2,5 mM, MgS04.7H20 1,3 mM, NaH>PO4 1,2 mM, Glicose 11,0 mM,
NaHCOs 25,0 mM), a 37°C sob aeracao com carbogénio 95% 02 e 5% CO2. Apoés dissecacdo, o
segmento do ileo foi seccionado em fragmentos de 1 cm longitudinalmente, suspensos
individualmente em cubas de vidro (10 mL) e deixados em periodo de estabilizacdo do 6rgao por
45 minutos, com for¢a induzida no tecido de 1 gF, sendo a solu¢do nutritiva trocada a cada 10
minutos. Apds o periodo de estabilizagdo, contragdes foram induzidas com carbacol 1 pM. A

primeira contragao teve por finalidade verificar a viabilidade do 6rgao.

ApoOs essa primeira contracao a cuba foi lavada mais trés vezes, com uma diferenca de 10
minutos entre elas. Apds a tltima (6 e tltima lavagem) o ileo foi novamente contraido na presenga
de carbacol 1 uM, ou mantido na auséncia de agente contraturante com a finalidade obter o tonus
basal, e 5 minutos apds a 2 contragdo ou na auséncia da segunda contracdo o GER e NanoGER
em suas diferentes formulagdes, foram adicionados, em concentragdes cumulativas que resultaram
nas concentragdes finais do monoterpeno dentro da cuba com o 6rgdo de 1,0 x 107; 3,0 x 107;
1,0x 10% 3,0x 10% 1,0x 107; 3,0x 107; 1,0x 10 3,0x 10 1,0x 1073 ¢ 3,0x 10° M com

intervalo de 5 minutos entre a adi¢ao de cada concentragao.

2.7 Investigaciao do efeito do geraniol e sua nanoemulsio na diarreia induzida por 6leo de

ricino em camundongos

O modelo experimental foi o estabelecido por Gilanni et al, (2005). Camundongos
machos, em jejum de sé6lidos de 15 horas, foram divididos em cinco grupos (n=6). A diarreia foi
induzida pela administracdo de 6leo de ricino. Os animais divididos nesses cinco grupos foram
tratados com cremofor 3% em 4agua destilada 10 mL/kg (m/v) (controle negativo), loperamida 20
mg/kg (controle positivo) ou GER nas doses de 10, 50, 100, 200 ou 400 mg/kg, e a nanoemulsao
da formulagao F1 de geraniol (NanoGER) nas doses de 10, 50, 100, 200 ou 400 mg/kg todos por

via oral. Ap6s uma hora, foi administrado 0,01 mL/g do agente indutor da diarreia, (o 6leo de
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ricino), em cada animal por via oral. Os animais foram colocados em caixas individuais forradas
com papel branco, que foram trocadas a cada hora, e avaliados por 4 horas. A cada hora apds a
administracdo do 6leo de ricino, foi atribuido a cada animal uma pontuagdo de 0-3, onde: O -
auséncia de diarreia, 1 - elimina¢do de fezes de aspecto imido, 2 - eliminacdo de fezes de aspecto
pastoso em pequena/moderada quantidade, 3 - eliminagdo de fezes de aspecto liquido ou pastoso
em grande quantidade. Somado ao escore, a massa de fezes eliminada por cada animal foi pesada,
assim como a perda de peso corpdreo apresentada pelos mesmos. Ao final do experimento os
animais foram eutanasiados por injecdo com tiopental 180 mg/kg via intraperitoneal, e seu

intestino retirado e pesado.

2.8 Investigacao do efeito do geraniol e sua nanoemulsao sobre o transito intestinal normal

em camundongos

O modelo experimental foi o estabelecido por Gilanni et al. (2005). A diarreia induzida por
6leo de ricino em camundongos. Camundongos machos, em jejum de sélidos de 15 horas, serdo
divididos em cinco grupos (n=6) e tratados com solucdo de cremofor 3% em agua destilada 10
mL/kg (controle negativo), loperamida 20 mg/kg (controle positivo) ou GER e GNEs nas doses
de 10, 50, 100, 200 e 400 mg/kg, todos via oral. Apos 30 minutos, foi administrado 0,1 mL/g de
uma solugdo de carvao ativado (5%) em goma arabica (2%) a cada animal, que foram eutanasiados
por administragdo de tiopental 180 mg/kg via intraperitoneal. A cavidade abdominal foi aberta e o
intestino delgado removido. Com auxilio de uma régua, foi determinado o comprimento total do
intestino delgado, em centimetros, de cada animal (distancia entre o piloro até a valvula ileocecal)
e a distancia percorrida pelo carvao ativado. Os resultados serdo expressos em percentagem da

distancia percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento total do intestino delgado.
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Figura 9 — Formacao de nanoemulsdes pelo método de emulsificagdo espontanea. Quando a fase orgénica contendo o

GER + os surfactantes e co-surfactantes, 6leo organica (6leo + surfactante hidrofilico) e a fase aquosa (dgua) entram

em contato, uma microemulsdo bicontinua (LE) é formada no limite entre as fases, que se romper e forma pequenas

goticulas de 6leo a temperatura ambiente e agitacdo magnética de 200 rpm, a nanoemulsdo de GER ¢ formada. Em

circulo as fotografias das nanoemulsdes em tubo de ensaio, contendo geraniol apds o seu preparo. F1, F2 e F3.

Podemos notar que a formulagao F2 ficou levemente mais transparente em comparagao a F1, e por sua vez F3 pois a

que teve maior transparéncia e uma coloracdo levemente azulada, a iluminagdo ambiente. As formulagdes foram

testadas em modelos in vitro em ileo isolado de cobaia, com 1 cm de 6rgdo, com contra¢des induzidas por CCh 1 pM,

e concentra¢des cumulativas de 1,0 x 107 a 3,0 x 10> M de GER e de NanoGER das trés formulagioes, em in vivo

nos modelos de diarreia induzida por 6leo de ricino e de velocidade de transito gastrointestinal.
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2.9 Analise estatistica

Os valores indicados nos testes de indice de polidispersao e potencial zeta ({) foram a
analisados com média + SEM de trés lotes diferentes de cada dispersdo coloidal, e posterior
ANOVA one-way, com pos teste de Dunnett. Os dados obtidos do Windaq exportados para o Excel
e foram desenhados em graficos no Graph-Pad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software Inc., San
Diego CA, USA), permitiram a analise da area sobre a curva (AUC). resultados de area sobre a
curva (AUC) obtidos foram expressos como S.E.M e analisados estatisticamente por teste t de
Student, onde os valores de p<0,05 foram considerados os significantes. Os valores de pECso
(concentracdo do monoterpeno que produz uma resposta igual a 50% do seu efeito maximo) foram
calculados por regressao nao-linear para todos os experimentos realizados. Nos testes in vivo, foi
utilizado ANOVA one-way, com pés teste de Dunnett. Todas as andlises estatisticas foram
realizadas com auxilio do programa Graph-Pad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software Inc., San

Diego CA, USA).

3. Resultados

As dispersoes coloidais contendo geraniol, utilizando como fase aquosa PBS (pH 7.4),
enquanto a fase organica consistia numa mistura de geraniol e triglicéridos de cadeia média (MTC)
(1:1 w/w), e diferentes tipos de surfactantes. Para as emulsdes aqui obtidas, registrou-se uma
variacdo do visual entre as dispersdes nanoemulsionadas fluidas, desde turva na F1 a ligeiramente
turva na F2 e F3 com reflexo azulado a uma dispersao leitosa opaca que reflete diretamente a fase
dispersa formada em cada formulagdo coloidal, figura 9.

As principais propriedades dos sistemas nanoemulsionados dependem tanto do tipo de
surfactantes e co-surfactantes, como também da composicao da fase aquosa e a técnica utilizada.
Os tipos de surfactantes nao idnicos utilizados nas formulagdes demonstraram uma influéncia
consideravel no didmetro médio das goticulas e na distribuicdo do tamanho das dispersoes

coloidais e seu segundo a tabela 2.

Tabela 2: Tamanho da particula (didmetro hidrodindmico), indice de polidispersidade (PdI) e ({)

potencial zeta em (mV) das formulagdes de NanoGER.

GNEs Tamanho (nm) PdI ¢ potencial (mV)
Fl1 49,70 +(0,421)2 0,435+ (0,01) P -38,75 £(0,37)

2 109,93 + (0,338) 0,165 % (0,007) ® -39,52 + (0,19)
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F3 110,23 + (0,406) 0,115 + (0,004) ° -19,65 £(0,33) ¢

Os resultados foram expressos como média + SEM, (n = 3), com diferencas estatisticamente significativas comparadas

com ANOVA one-way, com pos teste de Dunnett, quando p<0,05.

4 p<0,05 em comparagio com as formulacdes F1 com F2, F3 em relacdo ao tamanho da particula em (nm).
b p < 0,05 em comparagdo com as formulac¢des F1, F2 e F3 em relagdo ao Pdl.

®p <0,05 em comparacdo com as formulacdes F1, F2 e F3 em relagdo ao { potencial.

Assim, verificamos a obtenc¢ao nas formulagdes de NanoGER, goticulas com menores
tamanhos (<115 nm) e com a distribuicdo de tamanho mais uniforme (PdI <0,2 ¢ monomodal).
Esses resultados foram observados para a formulagdo F1 (p < 0,05), que foi preparada contendo
SML-20 e SMO como par de surfactantes ndo idnicos, que apresentou particulas muito menores
com média de 49,70 nm de tamanho, entretanto com uma distribui¢do maior de tamanho como
observado no Pdl. As formula¢des de NanoGER, F1 e F2 apresentaram valores negativos
significativos de potencial zeta (< - 20 mV, Tabela 2) que podem estar relacionados a grupos
ionizados livres de componentes da fase organica, assim demonstrando uma possivel boa
estabilidade das formulagdes F1 e F2, no entanto o que ndo foi observado em F3 com valor (> -

20 mV, Tabela 1), com diferenga estatisticamente significativa p < 0,05.

Em contraste, as maiores goticulas com a menor distribui¢cao de tamanho foram observadas
na dispersdo preparada com os surfactantes SMO-20 e SMO (formulagdo F2). Do mesmo modo,
para a formulacdo que contém apenas SML-20 como surfactante (formula¢do F3), o tamanho
médio das goticulas apresentou diferenca quando comparado entre F2 e F3 com F1. No que diz
respeito ao indice de polidispersdo, a variabilidade de populagdes com tamanhos de goticulas
diferentes, todas as formulacdes apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si com

p < 0,05, com valores de Pdl > 0,4 para F1 e <0,2 para F2 e F3 (Tabela 2).

A formula¢do NanoGER F1 apresentou os melhores resultados, de tamanho de goticulas,
49,70 £ (0,421) e { potencial -38,75 £ (0,37), entretanto no indice de polidispersdo 0,435 £ (0,01),
houve a formacao de duas populacdes de particulas diferentes em duas das trés preparagdes, com
intensidades de picos de 40 e 44%, mesmo que houvesse um tamanho de goticulas menores essa
distribuicdo heterogénea nao ¢ interesse sobre o ponto de vista biotecnoldgico. Ja na formulagdo
F2, houve em apenas uma das preparagdes uma populacdo diferente de particulas, no entanto com
intensidade de apenas 1,8% o que pode ser desconsiderado. Na nanoemulsao F3 houve apenas uma
populagdo observada com pico de intensidade de 100% nas trés amostras. Todos os resultados

demonstraram a eficiéncia do método de preparo da nanoemulsdo.
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Os resultados obtidos nos testes in vitro, fig. 10, comparando as contragdes no ileo isolado
de cobaia induzidas por carbacol 1 uM, demonstraram que houve um aumento da poténcia

farmacoldgica do geraniol quando esse foi incorporado em um sistema de nanoemulsao.
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Figura 10 - Comparagado do efeito relaxante em ileo isolado de cobaia, do geraniol e da sua nanoemulsdo, na contragao
com CCh 1 uM, com a adi¢do cumulativa do (GER) ou (GNEs) 1,0 x 10 -7 M to 3,0 x 10 -3 M. (A) na formulagao 1
NanoGER - F1, com SML-20: monolaurato de sorbitano de polioxietileno-20 (6,2%), SMO: monooleato de sorbitano
(3,8%), MCT: triglicéridos de cadeia média (5,0%), GER (5,0%) em PBS: Solu¢do tampao de fosfato 10 mM pH 7,4
(80%). (B) na formulag@o 2 NanoGER — F2, com SMO-20: monooleato sorbitano de polioxietileno-20 (7,2%), SMO:
monooleato de sorbitano (2,8%), MCT: triglicéridos de cadeia média (5,0%) + GER (5,0%) em PBS: Solucéo tampao
de fosfato 10 mM pH 7,4 (80%). (C) na formulagdo 3 NanoGER — F3, com SMO-20: monooleato sorbitano de
polioxietileno-20 (10%), MCT: triglicéridos de cadeia média (5,0%) + GER (5,0%) em PBS: Solugdo tampao de

fosfato 10 mM pH 7,4 (80%). Valores da regressdo ndo linear expressos em (AUC%). Andlise estatistica realizada



89

através de teste t de Student e ANOVA one-way com pos teste de Dunnett, com p<0,05.

O geraniol solubilizado em 4gua destilada e cremofor 3%, teve pEC50 = 4,75 ¢ Emax =
40,23% nas contragdes induzidas por carbacol, que foi potencializada na formulacdo F1, que
apresentou por sua vez pEC50 = 5,21 e Emax = 84,31% deslocando a curva a esquerda
apresentando diferenca estatisticamente significativa em todas as concentragdes quando
comparado NanoGER F1 com GER. Ja nas formulagdes F2 e F3, houve deslocamento da curva de
concentracao e de resposta como pode ser observado na figura 2 mas nao potencializou o efeito
do monoterpeno geraniol, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa quando
comparadas com o test t de Student, com NanoGER F2 pEC50 = 3,63 e Emax = 94,48%, enquanto
NanoGER F3 com pEC50 = 4,02 ¢ Emax = 92,17%.

Em contraste, as maiores goticulas com a menor distribui¢cdo de tamanho foram observadas
na dispersdo preparada com os surfactantes SMO-20 e SMO (formulag¢do F2). Do mesmo modo,
para a formulagdo que contém apenas SML-20 como surfactante (formulagdo F3), o tamanho
médio das goticulas apresentou diferenca quando comparado entre F2 e F3 com F1. No que diz
respeito ao indice de polidispersdo, a variabilidade de popula¢des com tamanhos de goticulas
diferentes, todas as formulagdes apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si com

p < 0,05, com valores de Pdl > 0,4 para F1 e <0,2 para F2 e F3 (tabela 2).

A formulacdo NanoGER F1 apresentou os melhores resultados, ou seja, quanto menor a
tamanho de goticulas melhor, com 49,70 + (0,421) e C potencial -38,75 + (0,37), entretanto no
indice de polidispersao 0,435 + (0,01), houve a formacdo de duas populagdes de particulas
diferentes em duas das trés preparacoes, com intensidades de picos de 40 e 44%, mesmo que
houve-se um tamanho de goticulas menores essa distribui¢cdo heterogénea nao € interesse sobre o
ponto de vista biotecnologico. J& na formulagdo F2, houve em apenas uma das preparacdes uma
populacdo diferente de particulas, no entanto com intensidade de apenas 1,8% o que pode ser
desconsiderado. Na nanoemulsdo F3 houve apenas uma populacdo observada com pico de
intensidade de 100% nas trés amostras. Todos os resultados excelentes, demonstrando assim a

eficiéncia do método de preparo da nanoemulsdo.

Os resultados obtidos nos testes in vitro, comparando as contragdes no ileo isolado de
cobaia induzidas por carbacol 1 puM, demonstraram que houve um aumento da poténcia
farmacologica do geraniol quando esse foi incorporado em um sistema de nanoemulsado. O geraniol
solubilizado em 4gua destilada com cremofor 3%, teve pEC50 = 4,75 ¢ Emax = 40,23% nas

contracdes induzidas por carbacol, que foi potencializada na formulagdo F1, que apresentou por
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sua vez pEC50 = 5,21 e Emax = 84,31% deslocando a curva a esquerda apresentando diferenca
estatisticamente significativa em todas as concentracdes quando comparado NanoGER F1 com
GER. Ja nas formulacdes F2 e F3, houve deslocamento da curva de concentracdo e de resposta
como pode ser observado na figura 10 mas nio potencializou o efeito do monoterpeno geraniol,
com NanoGER F2 pEC50 = 3,63 ¢ Emax = 94,48%, enquanto NanoGER F3 com pEC50 =4,02 ¢
Emax =92,17%.

Os resultados obtidos das formulagdes F2 e F3, apesar de terem um indice de polidispersao
(PdI) menor e uma populagdo de particulas bem definidas nao potencializou o efeito do geraniol,
de forma estatisticamente significativa, no modelo in vitro como observado na NanoGER F1. Os
resultados apontaram para a melhor atividade in vitro da formulagao NanoGER F1, dessa maneira,
os testes in vivo prosseguiram utilizando a NanoGER F1. J4 os resultados obtidos das formulagdes
F2 e F3, apesar de terem um indice de polidispersao (Pdl) menor e uma populacio de particulas
bem definidas ndo potencializou o efeito do geraniol no modelo in vitro como observado na F1,
quando avaliado o ECso e Emax. Assim na comparacdo dos resultados da AUC entre GER, com
F1, F2 e F3, somente F1 apresentou diferenca estatisticamente significativa. A analise da diferenca

de cada concentragao esta descrita na tabela 3.

Tabela 3: Area sobre a curva da contracdo induzida em ileo isolado de cobaia por carbacol 1 pM,
na avaliagdo do efeito relaxante do GER e comparagdo a sua nanoemulsdo em contragdes
cumulativas.

Formulacao GER (Geraniol) GNEs F1 GNEs F2 GNEs F3

AUC + SEM AUC +SEM  AUC +SEM  AUC +SEM

Contraciio CCh 3473 44,29 3967 35,87 4399 37,8 3372 45,54
0,0 M 4018 28,2 4733 44,12 4721 56,81 4111 37,19

1,0x 10" M 4035 27,88 4439* 51,53 4712* 56,26  4298* 29,3
3,0x10"M 4093 26,92 3932* 53,38  4587* 55,53  4106* 31,11
1,0 x 10° M 3942 28,07 3588* 49,61 4293* 57,4 3800% 33,48
3,0x10°M 3692 23,21 3111* 45,77  4040* 58,81 3619*% 34,19
1,0x 105 M 3556 22,82 2829% 46,07  3829* 58,39  3355*% 3447
3,0x105M 3362 20,03 2573*% 43,68  3648* 58,07  3107* 34,07
1,0x 104 M 3274 19,48 2381* 39,76  3354* 57,23 2799* 32,59
3,0x104 M 3162 17,69 2074*% 32,59  2948* 51,34 2399 30,53
1,0x 103 M 2979 17,43 1742* 24,04  2303* 41,53 1893 29,05
3,0x10° M 2682 16,57 1371 18,72 1504 25,74 1358 24,28

Valores (*) com diferenga estatisticamente significativa quando comparada com o grupo GER, a analise somente foi
feita a partir da presenga do geraniol, assim as concentragdes 0,0 M e da contragio foram retiradas da analise. Analise

estatistica realizada através de ANOVA one-way com po6s teste de Dunnett, com p<0,05.
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Na avaliacao do teste de diarreia induzida por 6leo de ricino, fig. 11 A, verifica-se que as
doses de 10, 50 e 400 mg/kg do GER sem esta em sua nanoemulsdo, apresentaram redugdo do

efeito diarreico induzido pelo 6leo de ricino.
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Figura 11 — Graficos em coluna da comparacao da atividade antidiarreica do geraniol e da nanoemulsdo de geraniol,
no teste de diarreia induzida por 6leo de ricino. (A) Comparagdo da quantidade de massa fecal evacuada em grama
(g), no teste usando o geraniol. (B) Comparacdo da quantidade de massa fecal evacuada em grama (g), no teste
utilizando a nanoemulsdo contendo geraniol. (C) grupo geraniol ndo nanoemulsionado, na avaliagdo de variagdo da
massa corporea dos animais, com peso perdido em gramas (g) ap6és 4h de experimento, da administragdo de 6leo de
ricino. (D) grupo nanoemulsdo contendo geraniol, na avaliagdo de variagdo da massa corporea dos animais, com peso
perdido em gramas (g). Graficos em +SEM, em um periodo de 4h, na diarreia induzida por 6leo de ricino, nas doses
de 10, 50, 100, 200 e 400 mg/kg do GER ou NanoGER F1. Com (n=6) por grupo, onde (#) corresponde a diferenca

estatisticamente significativa superior, quando comparados com o grupo veiculo. (*) diferenca estatisticamente
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significativa inferior, quando comparado com o grupo salina p<0,05 por ANOVA one-way, com pos teste de Dunnett.

Entretanto, com aumento da quantidade de fezes em (g) expelidas em 4h de experimento
na dose de 200 mg/kg de GER como demonstrado na figura 11 A. Quando usada a nanoemulsao
NanoGER F1 todas as doses de 10, 50, 100, 200 e 400 mg/kg obtiveram efeito antidiarreico 11 B,
comparado ao veiculo, ficando evidente o aumento da atividade biologica do monoterpeno quando
utilizado na sua forma de nanoemulsao. As formulacdes NanoGER F2 ¢ NanoGER F3, nao foram
utilizadas pois ndo apresentaram como dito anteriormente aumento da poténcia do monoterpeno

no ileo isolado de coabaia.

Quando usada a nanoemulsdo NanoGER todas as doses de 10, 50, 100, 200 ¢ 400 mg/kg
obtiveram efeito antidiarreico 11 B, comparado ao veiculo, ficando evidente o aumento da
atividade biolégica do monoterpeno quando utilizado na sua forma de nanoemulsio. E ressaltada
esse aumento da atividade uma vez que o GER nao teve a capacidade de realizar a manutenc¢ao do
peso animal figura 11 C, evitando assim a sua perca de peso em (g), durante a diarreia induzida
por 6leo de ricino em nenhuma das doses observadas, somente a loperamida 20 mg/kg. Quando
utilizada a NanoGER F1, nas doses de 200 e 400 mg/kg, figura 11 C, se evitou a perca de peso
animal comparado ao veiculo, assim evidenciado que o GER possui efeito antidiarreico tal como

a loperamida 20mg/kg.

Avaliando a influéncia do geraniol no aspecto das fezes expelidas durante a diarreia
induzida com 6leo de ricino, assim demonstrado na figura 12 A, somente a dose de 400 mg/kg de
GER conseguiu reduzir o escore, tal como a loperamida quando comparado ao grupo veiculo,
sendo um dado importante pois quanto maior a eliminagdo de fezes e pior seu aspecto, maior sera
a perda de peso do individuo. Mesmo que a dose de 400 mg/kg de GER nao tenha realizado de

forma estatisticamente significativa a manuten¢ao do peso dos camundongos como visto em 11 C.

Por outro lado, a NanoGER F1, melhorou a pontuagdo e o consequentemente o aspecto das
fezes nas doses de 50, 100, 200 e 400 mg/kg tal como a loperamida, figura 12 B, o que corrobora
os dados manuten¢ao de peso animal das doses de 200 e 400 mg/kg da NanoGER F1, figura 11 D.
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Figura 12 — Gréaficos em coluna da comparagéo da atividade antidiarreica do geraniol e da nanoemulsdo de geraniol.
(A) Notas (score), 0 - auséncia de diarreia, 1 - eliminaggo de fezes de aspecto umido, 2 - eliminagdo de fezes de aspecto
pastoso em pequena/moderada quantidade, 3 - eliminagdo de fezes de aspecto liquido ou pastoso em grande
quantidade, para o aspecto das fezes durante as 4h de experimento, na diarreia induzida por 6leo de ricino, comparando
o efeito do geraniol. (B) Notas (score) para o aspecto das fezes durante as 4h de experimento, na diarreia induzida por
oleo de ricino, quando utilizado a nanoemulsao contendo geraniol. A e B em um periodo de 4h, na diarreia induzida
por 6leo de ricino. (C) Grupo geraniol, com a distidncia percorrida pelo carvdo aditivado em % no intestino dos
camundongos. (D) Grupo nanoemulsdo, com a distancia percorrida pelo carvao aditivado em % no intestino dos

camundongos. Graficos em +£SEM, nas doses de 10, 50, 100, 200 ¢ 400 mg/kg do GER ou NanoGER F1. Com (n=6)
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por grupo, onde (#) corresponde a diferenca estatisticamente significativa superior, quando comparados com o grupo
veiculo. (*) diferenca estatisticamente significativa inferior, quando comparado com o grupo salina p<0,05 por

ANOVA one-way, com po6s teste de Dunnett.

Assim, um dos dados mais importantes ¢ justamente conforme observado na figura 12 C,
onde o GER nao teve a capacidade em sua forma de monoterpeno livre ndo nanoemulsionado, de
reduzir a velocidade em que o carvao aditivado percorria o trato gastrointestinal em nenhuma dose,
tal como ndo reduziu em nenhuma dose a perca de peso animal na 11 C. Todavia, a nanoemulsao
NanoGER FI1 nas doses de 200 e 400 mg/kg reduziram tal como a loperamida 20 mg/kg essa
velocidade de transito gastrointestinal, figura 12 D, destacando a atividade antidiarreica da
nanoemulsdo nas doses de 200 e 400 mg/kg. Os resultados apontam que o geraniol na NanoGER
F1, aumentou a atividade espasmolitica em todas as concentragdes e também a antidiarreica do
monoteperno principalmente nas doses de 200 e 400 mg/kg nos modelos de diarreia induzida por
6leo de ricino, com a avaliacdo da variacdo de peso, escore para o aspecto das fezes e velocidade

de transito gastrointestinal.
3. Discussiao

Neste estudo fica evidente que o GER possui atividade espasmolitica e antidiarreica, e que
foi pontencializada com a NanoGER FI1. As demais formula¢cdes ndo possuindo a mesma
atividade, mesmo sendo preparadas nanoemulsdes de geraniol utilizando o método de
emulsificagcdo espontanea como uma abordagem isotérmica, que sdo métodos de baixa energia que
ndo utilizam qualquer equipamento especializado de homogeneiza¢ao ou requerem aumento de
temperatura para produzir goticulas finas, aplicada a compostos organicos volateis e hidrofobicos,
com seguranga sem perder compostos volateis, ainda assim aumentar seu efeitos em diferentes
sistemas, como observado nesse estudo, tendo em vista que a nanoemulsdo NanoGER FI
aumentou a poténcia farmacologica do geraniol que era de pEC50 = 4,75 e Emax = 40,23 % para
na NanoGER F1 pEC50 = 5,21 e Emax = 84,31 % do geraniol em ileo isolado de cobaia, tal como
aumentou o efeito antidiarreico nas doses de 200 e 400 mg/kg (FENG, et al., 2022, KOMAIKO e
MCCLEMENTS, 2016, LIMA, et al., 2021).

Outros estudos que realizaram a caracterizagao, revelaram que nanoemulsdes contendo
geraniol, pode ter tamanhos médios de goticulas variando de 68,22 nm a 232,3 nm, com baixos
indices de polidispersidade indicando homogeneidade, além de boa estabilidade sob varias
condi¢des, incluindo armazenamento de longo prazo e estabilidade térmica (EKONOMOU, et al.,

2022, PONTES, et al., 2023), nesse encontrado nesse estudo como ja demonstrado nos resultados
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goticulas com cerca de 49 nm. Foi observado que nas formulagdes F2 e F3, os resultados obtidos
de indice de polidispersdo foram melhores em comparagdo a formulacdo F1, o mecanismo
atribuido a formagdo de goticulas de pequenas dimensdes por emulsificagdo espontinea esta
diretamente ligado ao rapido deslocamento do(s) tensioativo(s) da fase organica para a fase aquosa.
Posteriormente, ambas as fases entram em contato; esta mistura resulta na rapida difusdo do(s)
tensioativo(s) da fase organica para a fase aquosa, produzindo turbuléncia na interface 6leo/agua
e a consequente formagao de goticulas pequenas, assim o tipo do surfactante, como o monolaurato
de sorbitano de polioxietileno-20 (SML-20), utilizado somente na formulacdo FI1, pode ter
influenciado diretamente nesses resultados observados. (CORDOVA-GONZALEZ e HEJAZI,
2024, LIMA et al., 2021, KAMAIOKO ¢ MCCLEMENTS, 2016, KULLAPPAN, et al., 2023,
XUE, et al., 2019).

O SML-20, um surfactante ndo idnico, presente apenas na NanoGER F1 que obteve os
melhores resultados no ileo isolado de cobaia, desempenha um papel crucial na estabilizagao das
nanoemulsdes ao reduzir a tensdo interfacial. Embora o foco esteja nas vantagens do SML-20 na
formagdo de nanoemulsdes estaveis, permanecem desafios em relagdo a estabilidade em longo
prazo e a complexidade dos métodos de preparacdo, talvez métodos alternativos, como
emulsificagdo por inversdo de fase de baixa energia, também podem produzir nanoemulsdes
altamente homogéneas sem ampla entrada de energia (MAHFOUDH]I, et al., 2016, KULLAPPAN,
et al., 2023, PIRES, et al., 2023, SIMS, 2023, XUE, et al., 2019). A aplicacdo de nanoemulsdes
requer estudos de otimizagao para alcangar as melhores propriedades. Esta otimizacao € necessaria
ndo apenas em relagdo as varidveis de formulagdo, mas também em relacdo as varidveis de
preparacao (por exemplo, taxa de mistura ou taxa de adi¢@o) para obter as caracteristicas desejadas.
Esta dependéncia das caracteristicas da nanoemulsdo em varidveis de preparacdo ¢ uma
consequéncia direta de serem sistemas termodinamicamente instaveis (SOLANS e SOLE, 2012,

WAKISAKA, et al., 2015).

As nanoemulsdes normalmente exibem tamanhos de goticulas que variam de 50 a 200 nm,
contribuindo para sua estabilidade cinética contra a separacdo gravitacional e floculagdo que
ocorre justamente pela separacao dos componentes O/W (KUMAR, et al., 2024, MUSTAFA, et
al., 2024). Nesse estudo, os valores de tamanho de particula < 50 nm para F1, e < 120 nm para F2
e F3, tal como valores de potencial zeta>30 mV para F1 e F2, observados na tabela 2, demonstram
a possivel estabilidade dessas formulagdes e seu possivel emprego biotecnologico, sobretudo para
a F1 que apesar de ter dois tipos de populagdo de goticulas, apresentou resultados promissores nos

testes farmacologicos.
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O NanoGER na formulagao F1, no teste in vitro de contragdo por carbacol do ileo isolado
de cobaia, teve diferenca estatisticamente significativa quando comparado somente ao geraniol na
sua forma ndo nanoemulsionada em todas as concentragdes (figura 10), demonstrando assim o
aumento da poténcia farmacoldgica necessitando de uma concentragdo menor do produto
biotecnoldgico para alcancar o mesmo efeito, ou seja pPEC50 = 5,21. Esses valores sao muito
promissores € corroboram os estudos ja encontrados na literatura, demonstrando de forma
preliminar em ensaios pré-clinicos que o GER pode ser desenvolvido em sistemas
nanoemulsinados com potencial finalidade terapéutica (BALTA, et al., 2017, CHEN, et al., 2022,
DEHGHANKAR, et al., 2021, EKONOMOU, et al., 2022, FENG, et al., 2022, KAMOU, et al.,
2022, NEMODA, et al., 2024, PONTES, et al., 2023, SINGH, et al., 2024). Estudos indicam que
as formulagdes de geraniol exibem baixa citotoxicidade contra linhas celulares normais, tornando-

as estratégias mais seguras para aplicacdes terapéuticas (LEI, et al., 2019, PONTES, et al., 2023).

O aumento da poténcia farmacoldgica do geraniol no modelo in vitro em ileo isolado de
cobaia, ocorre possivelmente pela melhoria de sua biodisponibilidade e melhoria da entrega do
farmaco a seu alvo farmacoldgico. Isso ¢é particularmente relevante no contexto do ileo de cobaia,
onde sistemas de entrega aprimorados podem facilitar uma melhor absor¢do e agdo do geraniol.
Segundo Feng, et al., 2022, as nanoemulsdes de geraniol exibem um tamanho médio de particula
de aproximadamente 90 nm, aumentando a solubilidade e a estabilidade em ambientes aquosos, o

que ¢ crucial para uma absorcao gastrointestinal eficaz.

A espécie Cymbopogon citratus, que contém geraniol (37,1%) e Cymbopogon palmarosa
(87,9%) (DANGOL, et al., 2023) de composi¢do fitoquimica em seu 6leo essencial mostraram
uma reducdo nas contragdes do musculo liso de ileo isolado de cobaia, induzidas pela acetilcolina
indicando potencial atividade espasmolitica, essa atividade espasmolitica da C. palmarosa
possivelmente relacionada a modulagdo dos canais de calcio (MANS, et al., 2004). Outras espécies
contendo geraniol é a Lippia alba, (20% de geraniol) também apresentando atividade
esposmolitica relacionado a canais de célcio e canais para potdssio, assim justificando uma
possivel via do mecanismo de acdo da atividade espasmolitica observada e potencializada pela

NanoGER F1 (CABALLERO-GALLARDO, et al., 2022, OLIVEIRA, et al., 2021).

Apesar da grande maioria dos estudos encontrados na literatura envolvendo GER em
sistemas de nanoemulsdo, correspondam a testes antimicrobianos, com atividade anti-inflamatoria,
cicatrizante, antineoplasica (CHAUDHURI, et al., 2024, SOMALA, et al., 2023), espécies

contendo o GER em sua composi¢do fitoquimica apresentam atividade antidiarreica como C.
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winterianus, C. nardus, C. citratus e C. martini, (BANSAL, et al., 2022, ZHAO, et al., 2024) ¢
Pelargonium graveolens, (GEVRENOVA, et al., 2024).

Os resultados demonstraram um aumento da atividade do GER quando incorporado
nanoemulsdo nos testes in vivo, com atividade antidiarreica e evitando a perda de peso do animal,
nas doses de 200 e 400 mg/kg principalmente, resultados semelhantes foram encontrados por
Medicherla et al., 2015 e Fazio et al., 2016, onde o pré-tratamento com geraniol melhorou a
consisténcia das fezes (sem sangue oculto), aumentou o comprimento do célon. Além disso os
niveis de citocinas pro-inflamatorias, especificamente TNF-o, IL-1p e IL-6 e a atividade da
mieloperoxidase no tecido do cdlon foram significativamente diminuidas em camundongos pré-

tratados com GER.

Nas mesmas doses, de 200 e 400 mg/kg NanoGER F1, observamos efeito semelhante a
loperamida 20 mg/kg uma reducdo da velocidade de transito gastrointestinal. A espécie vegetal C.
citratus, a atividade espasmolitica tornou-se evidente devido aos seus efeitos inibitdrios sobre as
contragdes do musculo liso induzidas por acetilcolina e histamina. Esse perfil farmacologico esta
alinhado com os resultados observados para o extrato de C. citratus, no estudo de Mans et al.,
2004, que demonstrou efeito antidiarreico em modelos animais. Isso inclui a reducdo da diarreia
induzida por 6leo de ricino em ratos também observada por Sadraei et al., 2003 com a Melissa
oficinalis (GER 10% ), a diminui¢@o do transito intestinal de uma refeicdo marcada com carvao

vegetal em camundongos e a reducao dos escores de defecacdo em ratos.

Essa reducdo da diarreia pode estd relacionada possivelmente com uma redugdo da
motilidade instetinal, tendo em vista seu efeito espasmolitico, ou mesmo uma atividade anti-
inflamatoria ou mesmo de redugdo da secrecao de liquido intestinal. Assim o geraniol pode ser um
farmaco potencial, em sua forma de nanoemulsdo para o tratamento de distarbios de motilidade

intestinal e diarreia.
4. Conclusao

A formulagdo F1, apesar de ter um indice de PdI maior conseguiu obter menores tamanhos
de goticulas e melhor pontencial potencial zeta ({) apresentando os melhores resultados
espasmoliticos em ileo isolado de cobaia melhorando a poténcia do GER e em in vivo, assim a
NanoGER F1 aumentou a atividade antidiarreica, no aspecto das fezes, evitando a perda de peso
do animal e uma maior reducdo da velocidade de transito gastrointestinal semelhante a loperamida,

nas doses de NanoGER F1 200 e 400 mg/kg. Dessa maneira, nas formulacgdes testadas fica evidente
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a influéncia do tipo de formulacdo e surfactante escolhido para a obtengdo de tamanhos de
goticulas, indice de polidispersdao e potencial zeta apropriados sobre o ponto de vista, da
aplicabilidade e efeito bioldgico. Assim, para verificar o uso do geraniol como possivel
medicamento para diarreica e cdlica intestinal, outros testes precisam ser feitos, afim de avaliar a

toxicidade da nanoemulséao.
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CAPITULO 3

Avaliacao farmacolégica in vivo do geraniol em traqueia isolada de cobaia e in vivo em modelo

de tosse em camundongos e toxicologia do geraniol.

RESUMO

O geraniol (GER) ¢ um monoterpeno presente em oOleos essenciais de diversas plantas
aromaticas, com propriedades farmacoldgicas descritas, como anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana e antiasmaticas. Assim esse estudo teve como objetivo avaliar os efeitos
espasmoliticos e antitussigenos do GER em modelos experimentais in vitro em traqueia isolada de
cobaia e in vivo em modelo de tosse induzida por 4cido citrico, nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg
de GER, além de investigar sua toxicidade subaguda, nas doses de 100, 200, 400 e 2000 mg/kg.
Para anadlise espasmolitica, utilizou-se traqueia isolada de cobaia submetida a contragdes com
carbacol (CCh) 1 uM. O GER foi administrado de forma cumulativa (1,0 x 1077 a 3,0 x 107 M).
Os resultados demonstraram auséncia de efeito relaxante do GER sobre as contragdes induzidas,
ndo sendo observada atividade espasmolitica em nenhuma das concentracdes testadas. Por outro
lado, no modelo de tosse induzida por nebulizacao com acido citrico 0,4 M, o GER apresentou
atividade antitussigena significativa. Nas doses de 100 e 200 mg/kg, reduziu o numero de tosses
de forma compardvel a codeina, com diferenca estatistica significativa em relacdo ao grupo
controle Na avaliacdo de toxicidade subaguda, nenhum animal apresentou sinais clinicos de
toxicidade ou morte ao longo de 14 dias. Entretanto, ndo foi possivel realizar a andlise
histopatologica por limitagdes operacionais. Conclui-se que o GER ndo apresenta agdo
espasmolitica em traqueia isolada de cobaia, mas demonstra potencial antitussigeno promissor,
com bom perfil de seguranca preliminar. Estudos futuros sdo necessarios para elucidar o
mecanismo de a¢do envolvido na inibi¢do da tosse, bem como avaliar aspectos farmacocinéticos
e toxicologicos mais aprofundados.

Palavras-chave: Traqueia. Tosse. Geraniol. Espasmolitico. Cobaia.
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ABSTRACT

Geraniol (GER) is a monoterpene found in the essential oils of various aromatic plants,
with pharmacological properties such as anti-inflammatory, antioxidant, antimicrobial and
antiasthmatic. The aim of this study was to evaluate the spasmolytic and antitussive effects of GER
in experimental models in vitro in isolated guinea pig trachea and in vivo in a citric acid-induced
cough model, at doses of 100, 200 and 400 mg/kg of GER, as well as investigating its subacute
toxicity at doses of 100, 200, 400 and 2000 mg/kg. For spasmolytic analysis, trachea isolated from
guinea pigs submitted to contractions with carbacol (CCh) 1 uM was used. GER was administered
cumulatively (1.0 x 107 to 3.0 x 107 M). The results showed no relaxing effect of GER on the
induced contractions, and no spasmolytic activity was observed at any of the concentrations tested.
On the other hand, in the model of cough induced by nebulization with 0.4 M citric acid, GER
showed significant antitussive activity. At doses of 100 and 200 mg/kg, it reduced the number of
coughs in a way comparable to codeine, with a statistically significant difference compared to the
control group. In the subacute toxicity assessment, no animal showed clinical signs of toxicity or
death over 14 days. However, it was not possible to carry out a histopathological analysis due to
operational limitations. It is concluded that GER does not show spasmolytic action in isolated
guinea pig trachea, but it does show promising antitussive potential, with a good preliminary safety
profile. Future studies are needed to elucidate the mechanism of action involved in cough
inhibition, as well as to evaluate pharmacokinetic and toxicological aspects in greater depth.

Keywords: Trachea. Spasmolytic. Guinea pig. Geraniol. Cough.
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1. Introducao

Doengas respiratdrias representam um importante problema de satide publica mundial,
sendo responsaveis por elevada morbidade e impacto socioecondmico. Dentre os principais
sintomas relacionados a essas condi¢des, destacam-se a tosse € o broncoespasmo, que
comprometem significativamente a qualidade de vida dos pacientes. Embora existam
medicamentos sintéticos eficazes no controle desses sintomas, muitos apresentam efeitos
colaterais indesejaveis, como sonoléncia, constipagdo e risco de dependéncia, especialmente no
caso de antitussigenos opidides como a codeina. Esse cenario tem impulsionado a busca por novas
estratégias terapéuticas provenientes de fontes naturais, com melhor perfil de seguranga ¢ eficacia
(OSARODION, 2020, PATEL, 2022, WISNIVESKY ¢ de-TORRES, 2019).

O geraniol (GER) é um monoterpeno aciclico presente em 6leos essenciais de diversas
plantas aromaticas, como Cymbopogon martinii, Rosa spp. € Pelargonium graveolens. Diversos
estudos tém demonstrado que o GER possui propriedades farmacologicas relevantes, incluindo
atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antimicrobiana e anticancerigena (DUDHAREJIYA,
2024, SA, et al., 2021). Contudo, seus possiveis efeitos sobre o sistema respiratorio ainda sio
pouco explorados, principalmente no que se refere a sua acdo sobre a musculatura lisa das vias
aéreas e ao reflexo da tosse.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade espasmolitica e
antitussigena do geraniol, utilizando modelos experimentais in vitro e in vivo. Para a avaliagao do
efeito espasmolitico, foram utilizadas preparacdes de traqueia isolada de cobaia, enquanto a
atividade antitussigena foi investigada por meio do modelo de tosse induzida por nebuliza¢do com
acido citrico em camundongos. Além disso, foi realizada uma avalia¢do preliminar de toxicidade
subaguda com o objetivo de investigar a seguran¢a do composto em doses terapéuticas. Com este
estudo, pretende-se contribuir para o conhecimento farmacoldgico do geraniol e sua possivel

aplicacdo no tratamento de distarbios respiratorios.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Materiais

O monoterpeno geraniol adquirido comercialmente, com propriedades fisico-quimicas de
154,25 g/mol, 229-230 C (lit) bp, solubilidade de 0,879 g/mL a 20 °C sendo (0,1 g/L a sua
solubilidade em agua 25 C), levando em consideragao essas informagdes disponiveis na National
Center for Biotechnology Information, € informagdes do fabricante o monoterpeno foi solubilizado

em agua destilada com cremofor 3% para os testes in vivo e in vitro.

2.2 Animais

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcelus) machos pesando entre 300 e 500 g, aproveitados
dos testes em ileo isolado, e camundongos albinos machos Swiss (Mus musculus) de pesando entre
25 e 35 g, todos procedentes do Biotério Central da UNIVASF. Os animais foram mantidos pelo
Biotério Central da UNIVASFcom ciclo claro e escuro de 12 horas, e agua e racdo ad libitum,
entrando em periodos de jejum de 18 horas ou 24 horas apenas antes dos experimentos. Todos os
protocolos experimentais que ja estdo em execucao respeitam os critérios éticos de experimentacao
animal preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).
Este trabalho foi submetido a0 Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do

Vale do Sao Francisco (CEUA-UNIVASF) e aprovado pelo nimero 0005/270320.

2.3 Avaliacao da atividade espasmolitica em musculo liso de traqueia isolada de cobaia

As cobaias foram eutanasiados por inje¢do letal por tiopental 150 mg/kg por via
intraperitoneal, os animais que foram utilizados para os experimentos com ileo foram também
aproveitados e a traqueia retirada e apo6s limpeza de todo o tecido conjuntivo e adiposo, o 6rgdo
foi dividido em segmentos contendo 4 a 5 anéis cartilaginosos, que foram suspensos
individualmente em cubas de vidro, com o auxilio de hastes de aco inoxidavel conectadas a
transdutores de forca através de linhas de algodao.

Os tecidos serdo deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tensdo de 1 g a 37°C e
aeracdo constante com mistura carbogénica, sendo a solugdo de Krebs substituida a cada 15
minutos. Ap6s o periodo de estabilizagdo uma primeira contracao serd induzida pela adi¢ao a cuba
de 1 uM de carbacol (CCh), sendo a solugdo nutritiva do 6rgao substituida apds atingir a contragao
maxima e apds 15 minutos de repouso. Apos o tecido estar estabilizado, uma segunda contracdo

serd induzida com 1 pM de carbacol e durante o componente tonico dessa sera adicionada
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individualmente o geradiol, de maneira cumulativa ¢ em concentragdes crescentes 1,0 x 10 7 a
3,0 x 10 2 M. Os relaxamentos foram expressos como a percentagem reversa da tensdo méaxima
obtida pela adi¢ao de carbacol a cuba, onde o relaxamento maximo sera obtido quando a tensao

registrada for reduzida aos niveis basais.

2.4 Avaliacao da atividade antitussigena em camundongos
A avaliagao da atividade antitussigena foi realizada conforme protocolo experimental
adaptado de Tanaka e Maruyama (2005). Cada animal, individualmente, foi colocado em
uma camara de vidro com volume de 500 mL. Nesta, o animal foi exposto a uma solugdo
de acido citrico 0,4 M aerossolizada por nebulizador durante um periodo de 3 (trés)
minutos. Durante este tempo, dois parametros foram avaliados: laténcia da tosse — periodo
do inicio da exposi¢ao ao acido citrico até o aparecimento da primeira tosse; frequéncia de
tosse — nimero de tosses que o animal exibe. Onde a tosse € caracterizada por um reflexo

e por contracdo abdominal com a abertura da boca, os quais foram registrados.Os grupos
(n=6) animais, cada grupo foi dividido como controle positivo (CP) com administracdo de Codeina
(30 mg/kg — via oral); controle negativo (CN) com administracdo do veiculo (NaCl 0,9% ou
DMSO, etc); trés grupos separados para administragdo das doses 100, 200 e 400 mg/kg do
geraniol. Apos 23 horas e 30 minutos da primeira exposi¢do ao acido citrico 0,4 M, os animais
foram tratados nos respectivos grupos e, passados mais 30 minutos, passaram por uma segunda
exposicao a solucgdo tussigena ja descrita, sendo observadas as variaveis laténcia e frequéncia de

tosse.
2.5 Toxicidade sub-aguda

Os animais (n = 6) foram submetidos a administragao por via gavagem de soro fisioldgico
0,2 mL e geraniol na dose de 100, 200, 400 e 2000 mg/kg, nos primeiros 30 minutos, a cada 24h
diariamente durante 14 dias, também sendo pesados para acompanhar o peso do animal. Os
animais foram observados para a verificacdo da ocorréncia de mortes e sinais de toxicidade,

principalmente acdes estimulantes ou depressoras do sistema nervoso central. Ao final dos 14 dias,
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os animais foram eutanasiados por via intraperitoneal (i.p) com tiopental 180mg/kg via
intraperitonial, e o figado foi retirado e pesado e colocado em formaldeido 10% tamponado e apos

24h em 4alcool 70% durante 24h e emblocado em parafina.

2.6 Analise estatistica

Os dados obtidos do Windaq exportados para o Excel e foram desenhados em graficos no
Graph-Pad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA), permitiram a
andlise da area sobre a curva (AUC). resultados de area sobre a curva (AUC) obtidos foram
expressos como S.E.M e analisados estatisticamente por teste t de Student, onde os valores de
p<0,05 foram considerados os significantes. Os valores de pECso (concentragdo do monoterpeno
que produz uma resposta igual a 50% do seu efeito maximo) foram calculados por regressao nao-
linear para todos os experimentos. Nos testes in vivo, foi utilizado ANOVA one-way, com pos
teste de Dunnett. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Graph-

Pad Prism® versdo 5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

3. Resultados

Nos resultados observados, o GER ndo apresentou atividade espasmolitica em traqueia
isolada de cobaia nas contragdes induzidas por carbacol 1 uM, em nenhuma concentragdo

utilizada, segundo a figura 13.

Contragdo CCh
Branco
1,0x107 M
3,0x107 M
1,0x10¢ M
307 3,0x10¢M
2.5 ~ 1,0x 105 M
3 207 3,0x10° M
S 1-59 1,0x10% M
2 1.0 3,0x10% M
0.5 1,0x10° M
0.0 T T T T T T T T T 1 3,0x10°M
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Minutos

Figura 13. Experimento original do GER nas contra¢des induzidas por carbachol 1 pM, em traqueia isolada de cobaia,
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registro original do experimento e cumulativa de 1,0 x 10-7 até 3,0 x 10-3 M. Valores dos n=5 sobrepostos, expressos
com =SEM do experimento real obtido a partir do Windaq. Grafico desenhado no Prisma, a partir dos dados brutos
do Windaq convertidos para Excel. Essa estratégia foi util para obtengdo da AUC. O eixo (y) do grafico demonstra a
forga em (g) da traqueia isolada, o eixo (x) é o tempo em segundos de experimento, cada segundo gera um dado de

(g) forga que foram agrupados.

Como nao foi apresentado resultados espasmoliticos, nao foi avaliado vias de mecanismo

de agdo. Na figura 14, observamos a auséncia de relaxamento da traqueia isolada de cobaia.
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Figura 14 - Grafico da regressdo linear da for¢a da contragdo da traqueia de cobaia com contragdo com CCh 1 uM,

com a adi¢do cumulativa do geraniol (GER) 1,0 x 10-7 M a 3,0 x 10-3 M.

Os resultados expressos na figura 15, demonstram que apesar de o geraniol apesar de nao
apresentar atividade espasmolitica, apresentou somente no experimento de tosse na figura 15 D,
redu¢@o do niimero de tosses semelhante a codeina. Nas doses de 100 e 200 mg/kg, com diferenga
estatisticamente significativa quando comparados com ANOVA com pds-teste de tukey, quando
comparado com o veiculo. Esses resultados evidenciam uma possivel atividade antitussigena, mas

que precisa ser melhor investigada em outros estudos posteriores.

Na avaliagdo sobre a toxicidade nenhum animal morreu durante a avaliagao de 14 dias, ou

nenhum sinal aparente de toxicidade foi verificado. Infelizmente ndo foi possivel realizar em



110

tempo vidvel a andlise histopatoldgica das laminas por questdes operacionais no processamento

dos o6rgaos dos n=6 usados para o teste de toxicidade sub-aguda.
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Figura 15 — Protocolo de tosse, os animais foram avaliados em 24 h, a nebulizagao com 4cido citrico 0,4 M, na triagem

e ap6s de 23h e 30 minutos no teste, por 3 minutos. (A) Avaliagao durante a triagem do tempo de laténcia em segundos
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para o inicio da primeira tosse. (B) Numero de tosses durante os 3 minutos de avaliacdo durante a triagem. (C)
Avaliagdo do tempo de laténcia em segundos para o inicio da primeira tosse durante o teste. (D) Numero de tosses
durante os 3 minutos de avalia¢do durante o teste. (*) p<0,05 com diferenca estatisticamente significativa comparada

com o veiculo, com ANOVA com pos-teste de Dunnett.

4. Discussao

O presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos espasmoliticos e
antitussigenos do geraniol (GER), um monoterpeno encontrado em o6leos essenciais de diversas
plantas aromaticas, com potencial farmacologico ja demonstrado em outros modelos biolégicos
(LEL et al., 2019, KUMAR, 2015, OSHIMA ¢ ITO, 2021). No entanto, os resultados obtidos neste
trabalho indicam que o GER nio apresentou atividade espasmolitica sobre a musculatura lisa da
traqueia isolada de cobaia, nas condi¢des testadas. A auséncia de efeito relaxante sobre as
contracdes induzidas por carbacol 1 uM foi evidenciada, mesmo apds adicdo cumulativa de GER
nas faixas testadas. Contudo, o GER apresentou efeito antitussigeno nas doses de 100 e 200 mg/kg

¢ auséncia de mortes dos animais durante os 14 dias de avalia¢do da toxicidade.

Nao foi observada nenhuma redugao significativa na forca de contragdo da traqueia isolada,
sugerindo que o GER nao interfere nas vias contrateis dependentes de receptores muscarinicos
ativados pelo CCh. A figura 14 reforca essa observagdo por meio da auséncia de tendéncia a
regressao da forca de contragdo frente as concentragdes testadas de GER, o que corrobora a falta
de atividade espasmolitica, esse resultado ainda nao foi relatado na literatura. Considerando esses
resultados, optou-se por ndo prosseguir com a investigagcao de mecanismos de a¢ao espasmoliticos,
uma vez que o primeiro critério essencial, ou seja a observagdo de relaxamento das contragdes
induzidas ndo foi atendido. Isso difere de outros compostos naturais com estrutura quimica
semelhante ao GER que, em estudos anteriores (LEI, et al., 2019, KUMAR, 2015, OSHIMA e
ITO, 2021), demonstraram efeitos broncodilatadores ou moduladores de canais de calcio em

modelos semelhantes.

Essa divergéncia pode estar relacionada a especificidade estrutural do GER, sua interagao
com alvos moleculares, ou at¢ mesmo a biodisponibilidade local em tecidos isolados. Outro fator
importante a considerar ¢ que, como trata-se de um modelo in vitro, a auséncia de metabolismo
hepatico e sistémico pode interferir nos resultados, visto que possiveis metabdlitos ativos do GER

nao estariam presentes (DWIVEDI, et al., 2023, HUSSAIN, et al. 2021, KUME, et al., 2018).

Apesar da auséncia de efeito espasmolitico, o GER demonstrou atividade antitussigena
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significativa. No modelo de tosse induzida por acido citrico 0,4 M, observou-se uma redugao
estatisticamente significativa no namero de tosses, especialmente nas doses de 100 e 200 mg/kg.
Esses efeitos foram comparaveis aos observados com a codeina, farmaco de referéncia com
potente agdo antitussigena., ndo existem dados na literatura ainda a respeito dessa possivel
atividade, mas esta possivelmente relacionada a atividade antinociceptiva do geraniol relacionado

a outros estudos (LEI, et al., 2019, KUMAR, 2015, ROCCA, et al., 2017).

O tempo de laténcia para a primeira tosse, embora tenha sido avaliado, ndo apresentou
alteragdes expressivas, indicando que o GER pode atuar principalmente reduzindo a frequéncia da
tosse sem interferir significativamente no inicio do reflexo. Isso sugere que sua agdo ndo ocorre
em receptores sensoriais periféricos, mas possivelmente envolve modulacao central do reflexo da
tosse, como ocorre com a codeina. No entanto, mais estudos serdo necessarios para elucidar o
mecanismo de acdo, incluindo investigagdes neurofarmacoldgicas e a possivel interacdo com
receptores p-opioides ou canais TRPV1, ambos envolvidos no reflexo da tosse (ANDERSON,
2004, GRACE, et al., 2012, LI, et al., 2019, SCHERER, et al., 2017).

No que tange a seguranca do composto, os dados do estudo de toxicidade subaguda sdo
promissores. Nenhuma morte ou sinal clinico de toxicidade foi observado durante o periodo de 14
dias de avaliacdo, indicando que o GER apresenta um perfil de seguranga adequado nas doses
testadas. Pesquisas indicam que GER pode induzir toxicidade no desenvolvimento em embrides
de peixe-zebra, resultando em deformidades morfologicas e diminuigdo da utilizagao de nutrientes
(LUO, et al., 2024). Além disso, demonstrou efeitos citotoxicos em linhagens celulares humanas,
particularmente em células de hepatoma, onde reduziu significativamente a viabilidade celular
(QUEIROZ, et al., 2017). Além disso, foi demonstrado que o GER ¢ letal para o dcaro vermelho

das aves, com 100% de mortalidade observada em varias concentracdes (GEORGE, et al., 2009).

Em camundongos o GER ¢ rapidamente metabolizado em camundongos, com metabdlitos
como acido geranico e conjugados de glicuronideo detectados em niveis mais altos do que o
proprio GER (MORIK], et al., 2024). Embora se mostre promissor no alivio da dor e em aplicacdes
anti-inflamatorias, seu perfil de seguranca em doses mais altas requer cautela (ROCCA, et al.,
2016) (CHIRUMBOLO e BJORKLUND, 2017). Contudo, a auséncia de analise histopatologica
dos orgaos devido a limitagdes operacionais representa uma limitacdo importante do estudo. A
analise histopatologica poderia fornecer informacgdes relevantes sobre alteracdes subclinicas ou

inflamatorias nos orgdos-alvo, especialmente figado, rins e pulmdes. Assim, recomenda-se que
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estudos futuros incluam essa etapa para fornecer um perfil toxicoldégico mais completo do

composto.

Em conjunto, os resultados obtidos apontam para um potencial uso do geraniol como
agente antitussigeno, mas ndo como broncodilatador ou espasmolitico. A auséncia de atividade
sobre a musculatura lisa traqueal ndo invalida o seu uso terapéutico, especialmente em formulagdes
voltadas para o controle da tosse seca ou irritativa, comum em doengas respiratorias nao
obstrutivas. E importante ressaltar que, embora a atividade antitussigena tenha sido evidente no
modelo experimental utilizado, € necessario ampliar a investigagdo com novos ensaios, testando
diferentes vias de administragdo, formulagdes e modelos de indugdo de tosse, incluindo causas

inflamatorias ou infecciosas.

Dessa forma, apesar da auséncia de efeitos broncodilatadores, o GER mostra-se promissor
como potencial agente antitussigeno, sendo necessario o aprofundamento das investigacdes em
estudos futuros, que incluam a elucidagdo de mecanismos de agdo, avaliagdo farmacocinética,
andlise histopatologica completa e testes em modelos adicionais de tosse. A continuidade dessas
pesquisas podera contribuir para o desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas a base de

compostos naturais no tratamento sintomatico da tosse.

5. Conclusoes

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o geraniol ndo possui atividade
espasmolitica sobre a musculatura lisa da traqueia isolada de cobaia, nas condi¢des experimentais
utilizadas. Mesmo apo6s adicdo cumulativa em diferentes concentragdes, ndo foi observada
qualquer reducdo significativa na forca das contracdes induzidas por carbacol, impossibilitando,
assim, a investigacdo de possiveis mecanismos de acdo relaxante. Por outro lado, o GER
demonstrou uma atividade antitussigena significativa no modelo de tosse induzida por éacido
citrico, com redu¢do do numero de tosses comparavel a codeina, especialmente nas doses de 100
e 200 mg/kg. Além disso, os dados do estudo de toxicidade subaguda indicam um perfil de
seguranga favoravel, sem sinais clinicos de toxicidade ou mortes nos animais avaliados por 14
dias. No entanto, a auséncia de analise histopatologica limita conclusdes mais detalhadas sobre a

toxicidade em 6rgaos especificos.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados dos estudos realizados demonstram que o geraniol (GER) apresenta atividade
farmacoldgica promissora, com efeitos diferenciados a depender do modelo experimental e do
sistema fisioldgico avaliado. Em preparagdes de ileo isolado de cobaia, o GER exibiu efeito
espasmolitico significativo, possivelmente relacionado a ativagao de canais BKCa, embora sejam
necessarios estudos complementares, como andlises com canais i6nicos isolados ¢ modelos de
docking molecular, para confirmar esse mecanismo de agdo. A formulacdo em nanoemulsdao
(NanoGER F1) potencializou esses efeitos, proporcionando melhor perfil de tecnologia
farmacéutica e biotecnologico, menor tamanho de goticulas, maior estabilidade e desempenho
superior, tanto in vitro quanto in vivo, especialmente em modelos espasmoliticos de ileo isolado
de cobaia e de atividade antidiarreica. A NanoGER F1 foi capaz de reduzir a frequéncia e o aspecto
das fezes, minimizar a perda de peso e retardar o transito intestinal de forma semelhante a
loperamida, destacando seu potencial como alternativa terapéutica para distirbios

gastrointestinais, como coélicas e diarreia.

Por outro lado, no modelo de traqueia isolada de cobaia, o GER ndo apresentou efeito
espasmolitico, assim nao sendo avaliado o mecanismo de acdo. No entanto, demonstrou atividade
antitussigena significativa no modelo de tosse induzida por acido citrico, com redu¢ao do niimero
de tosses comparavel a codeina, nas doses de 100 e 200 mg/kg. Em relagdo a toxicidade, os dados
de toxicidade subaguda indicam um perfil favoravel, sem mortes ou sinais clinicos aparentes,
embora a auséncia de andlise histopatoldgica limite conclusdes mais aprofundadas. Assim, o GER
e suas formulagdes apresentam potencial terapéutico relevante, especialmente na gastrointestinal,
sendo necessarios novos estudos para esclarecer mecanismos de acdo, confirmar a seguranca e

viabilizar seu uso clinico.
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Anexo I
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAQ FRANCISCO
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificado de autorizacao

Certificamos que o projeto intitulado: "INVESTIGACAQ DA ATIVIDADE
ESPASMOLITICA DE MONOTERPENOS EM MODELOS EXPERIMENTAIS IN VITRO
E IN FIVOD”, registrado com o n® 0005/2T0320, sob a responsabilidade de Fabricio Souza Silva
- que envolve a producio, manutencio ou utilizacio de amimais 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
Jjulho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal do Vale do 5o Francisco - UNIVASF, em 27/03/2020.
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Peso/ldade 300 — 500 g /8 a 12 semanas; 25-35/ 6 a & semanas®; 150-250/6a
5 semanas®*
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