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RESUMO

Estudo do 6leo essencial e da nanoemulsdo a base de Rosmarinus officinalis L. sobre
dislipidemia em ratos Wistar

RESUMO

Introducédo: As dislipidemias séo alteracdes no metabolismo de lipideos que apresentam
como principais consequéncias elevacdes dos niveis séricos das lipoproteinas, colesterol
e triglicerideos, e configuram-se como fator determinate no desenvolvimento da
aterosclerose. Objetivo: Investigar a acao do 6leo essencial (ORO) e da nanoemulséo de
Rosmarinus officinalis L. (NEORO), sobre a dislipidemia induzida por Triton e Gordura
Saturada de Cocos nucifera (GSC) em ratos Wistar. Metodologia: A inducdo de
dislipidemia foi realizada em dois modelos: no primeiro foram administrados 2 mL de GSC
por via oral, enquanto no segundo modelo de inducgéo utilizou-se Triton na dose de 150
mg/kg por via intraperitoneal, em ambos, os animais foram tratados com ORO (100
mg/kg) e NEORO (500 pg/kg). Posteriormente foram coletadas amostras de sangue para
andlises bioquimica. ApGs a eutanasia, foram retirados os 6rgédos, gordura abdominal e
artéria aorta para avaliacdo quanto ao processo ateromatoso por microscopia eletrénica
de varredura (MEV). Resultados e discussfes: Na avaliacdo fitoquimica do ORO, os
compostos majoritarios detectados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-MS) foram: a-pineno (8.13 %), limoneno (21.99%), 1,8-cineol (33.70%) e
canfora (27.68%). A dislipidemia induzida por Triton resultou em aumento significativo no
nivel de colesterol total, LDL e triglicerideos. Os grupos tratados com ORO e NEORO
promoveram reducdo significativa nos niveis de colesterol total, LDL e Triglicerideos,
assim como o grupo tratado com sinvastatina (SIN). A dislipidemia induzida por GSC
apresentou aumento no acumulo de gordura abdominal, seguido de hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia, aumento nos niveis de LDL e formac¢éo de processos aterogénicos na
artéria aorta. Os grupos tratados (ORO+GSC, NEORO+GSC, SIN+GSC) reduziram de
forma significativa a hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, além de reduzir a gordura
abdominal e inibir a formacédo de placas ateromatosas no endotélio vascular. Conclusdes:
Os resultados evidenciaram que tanto o ORO quanto a NEORO nos modelos
empregados, apresentam efeito anti-dislipidémico e propriedades antiaterogénicas.

Palavras-Chave: Dislipidemia, nanoemulséo, antiaterogénico, anti-dislipidemico.

Agradecimentos: Fundacdo de Amparo a pesquisa do Amapa (FAPEAP) e Coordenacéao
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela bolsa concedida.
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ABSTRACT

Study of essential oil and nanoemulsion based on Rosmarinus officinalis L. on
dyslipidemia in Wistar rats

ABSTRACT

Introduction: Dyslipidemias are metabolic alterations of lipids which induce increased
serum lipoproteins, cholesterol, and triglycerides, being a risk factor for the development of
atherosclerosis.Objective: This study aimed to assess the effect of Rosmarinus officinalis’
essential oil (ORO), and its nanoemulsion (NEORO) on dyslipidemia induced by Triton and
Cocos nucifera saturated fat (GSC) in Wistar rats. Methodology: The induction of
dyslipidemia was performed in two models: in the first, 2 mL of GSC were administered
orally, while in the second induction model Triton was used at a dose of 150 mg / kg
intraperitoneally, in both animals the animals were treated with ORO (100 mg / kg) and
NEORO (500 pg / kg).Then, blood samples were collected for biochemical analysis; after
animals were euthanized, their organs and abdominal fat were removed for analysis, and
the aorta was assessed through MEV for atheromatous processes. Statistical analysis was
performed using the software GraphPad Prism (7.0), values were represented as a mean
and standard deviation. Results and Discussion: In the phytochemical evaluation of
ORO, the major compounds detected by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) shows the presence of a-pinene (8.13%), limonene (21.99%), 1,8-
cineole (33.70%), and camphor (27.68%). Triton-induced dyslipidemia led to a significant
increase of total cholesterol, LDL, and triglycerides. Groups treated with ORO and NEORO
had a significant decrease in total cholesterol, LDL, and triglycerides, just as the group
treated with simvastatin (SIN). GSC-induced dyslipidemia resulted in an increased amount
of abdominal fat, hypercholesterolemia, hyperglyceridemia, increased levels of LDL, and
atheromatous process formation in the aorta. All treated groups (ORO+GSC,
NEORO+GSC, SIN+GSC) had a significant decrease of hypercholesterolemia,
hyperglyceridemia, abdominal fat, and inhibition of atheromatous process formation in the
vascular endothelium.Conclusion: The results reported in this study evidence that
treatment either with ORO or NEORO exerts anti-dyslipidemic and anti-atherogenic effects
in the tested models.

Keywords: Dyslipidemia, nanoemulsions, anti-atherogenic, anti-dyslipidemic

Acknowledgment: We acknowledge the Amapa Research Support Foundation (FAPEAP)
and Higher Education Staff Improvement Coordination (CAPES), for grant support.
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1 INTRODUGAO

As dislipidemias sdo alteracbes no metabolismo de lipideos que apresenta como
principais consequéncias elevacdes dos niveis séricos das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), colesterol total e triglicerideos, assim como a diminuicdo nas
concentracOes de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (SILVA et al., 2011; HERNANDO
et al., 2014, SANTOS et al., 2015), e estdo diretamente ligadas ao desenvolvimento da
aterosclerose, que se caracteriza como uma doenca inflamatoria e progressiva
acomentendo as artérias de médio e grande calibre, gerada em resposta a disfuncéo
endotelial, deposicdo lipidica, migracdo de células musculares e calcificacdo, que afeta
principalmente a camada intima das artérias (BONFIM et al., 2015; WANG et al., 2017,
DONG et al., 2018; LIN et al., 2018; DOWLA et al., 2018; RAGGI et al., 2018).

Esta patologia esta associada ao aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares (DCV), diabetes e sindrome metabdlica. As DCVs representam grande
problema de salde publica, acometendo a cada ano aproximadamente 12 milhdes de
pessoas, e a dificuldade do tratamento pode levar a mortalidade precoce, sendo estas as
principais causas de morbimortalidade no mundo, em decorréncia de complicagdes como
infarto agudo do miocéardio, embolia e acidente vascular cerebral. (SOUZA et al., 2017).

Atualmente, a busca por alternativa ao meio de produtos naturais tem sido tornado
crescente, uma vez que representam a possibilidade de desevolvimento de novos
farmacos que possam ser financeiramente mais acessiveis, com menor toxicidade, e
maior eficacia e seguranca. Além disso, a grande biodiversidade da flora brasileira
contribui para a obtencdo de plantas medicinais que por muito tempo foram utilizadas de
forma tradicional pela popolugéo e hoje podem ser elucidadas pela comunidade cientifica
acerca de suas propriedades farmacolédgicas e compostos bioativos.

Entre as espécies estudadas, se destaca o Rosmarinus officinalis L., popularmente
conhecido como alecrim no Brasil, que é uma planta amplamente reconhecida na
medicina tradicional por suas propriedades terapéuticas. O Oleo essencial de Rosmarinus
officinalis L. (ORO) é bastante apreciado na industria cosmética e alimentar, e alguns
estudos com ORO conduzidos para avaliar suas propriedades farmacoldgicas atribuidas
aos compostos, mostraram resultados satisfatérios para testes antioxidantes,
hipoglicemiantes, antifingicos, anti-inflamatérios, anti-hipertensivo, antinociceptivo (AMAR
et al., 2014; ABDELHALIM et al., 2015; BORGES et al., 2017).
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Dentro do contexto abordado e a necessidade do desenvolvimento de meios
alternativos que possam contribuir com o tratamento de dislipidimias, a aplicacdo da
nanotecnologia associada aos 6leos essenciais (OE) tem a capacidade de proporcionar
uma otimizacao das propriedades farmacologicas favorecida pela escala nanométrica da
composicao das formulagdes, uma vez que os OE sao formados por substancias volateis
e insollvesis em agua, o que dificulta a penetracdo através da membrana bioldgica. As
nanoemulsdes sao dispersbes estaveis constituidas por 6leo, &gua, e um ou mais agentes
surfactantes , e o desenvolvimento dessas nanoformulacées contendo produtos de origem
vegetal possibilita a estabilidade termodinamica e formacédo de pequenas goticulas,
variando entre 20 a 200 nm. Desta forma, estd sendo empregada nas industrias
farmacéuticas para melhor aproveitamento e distribuicdo dos compostos bioativos
utilizados para diversas finalidades (RAHMAN et al., 2018).

Desta forma, a biodiversidade se destaca como uma grande fonte de recursos
naturais e devido a sua grande variedade de espécies de plantas ricas em substancias
bioativas com potencial farmacolégico para a prevencdo e tratamento de Varias
patologias, incluindo a dislipidemia. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
Oleo essencial e da nanoemulsdo contendo Rosmarinus officinalis L. sobre dislipidemia

induzida com gordura saturada de Cocos nucifera L. e Triton em ratos Wistar.

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS E FITOQUIMICA DE Rosmarinus officinalis L.

O Rosmarinus officinalis L. € um arbusto denso, ramificado, com hastes lenhosas de
folha persistente e flor azul-esbranquicada, podendo atingir uma altura de cerca de 1
metro (AL-SEREITI et al., 1999; MAY et al 2010). Caracteriza-se pelas folhas com 1 a 4
cm de comprimento e 2 a 4 mm de largura, sésseis, coriaceas, lineares a lineares-
lanceoladas, com margens recurvadas e apresenta cheiro muito caracteristico (BEGUM et
al., 2013). Pode ser utilizado na forma de planta fresca (in natura), seca ou como 0leo
essencial para fins culinarios, medicinais e aromaticos, o 6leo essencial também &
utilizado em cosméticos e perfumaria (MAY et al., 2010; GONCALVES et al., 2018).

Tradicionalmente conhecido como alecrim, é também chamado pelos nomes
populares de alecrim-da-horta, alecrim-de jardim, alecrim-de-cheiro, alecrim-rosmarinho,

roris marino (latim), rosemary (inglés), romero (espanhol), romarin (francés), ramerino
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(italiano), rosmarin (alem&o) (MAY et al., 2010; ABDELHALIM et al., 2015). E uma planta
pertencente a familia Lamiaceae (Labiatae), originaria do Sul da Europa e do Norte da
Africa e mediterraneo, porém ¢é uma planta de facil adaptacdo e atualmente é cultivada
em locais temperados ao redor do mundo. E reconhecido por apresentar diversas
propriedades bioativas, entre elas se destacam principalmente as atividades anti-
inflamatoria, antifingica, antidepressiva, antibacteriana e antioxidante, o que tem sido de
grande interesse para industria e realizagdo de novas pesquisas, tanto no ambito
farmacoldgico, quanto cosmético e alimentar. (MACHADO et al., 2013; SEDIGHI et al.,
2015; BORGES et al., 2017; SATYAL et al., 2017).

Etnofarmacologicamente, as pessoas do Mediterraneo costumavam usar para
cozinhar como erva, ou como chas e alguns deles usavam seu 6leo essencial para
tratamentos terapéuticos sobre espasmos, inflamacdo, como diurético e atividades
colaterais, além disso, por muito tempo, esta planta foi usada ndo somente para melhorar
ou modificar o sabor dos alimentos, mas também para evitar deterioracéo devido as suas
atividades antimicrobiana e antioxidante (LOPEZ-MUNOZ et al., 2006; OMRI et al., 2010).
Estudiosos encontraram evidéncias de que esta planta aromatica era usada na culinéria,
na medicina e para fins cosméticos no antigo Egito, China, india e Mesopotamia. Em
alguns paises europeus, como Gra-Bretanha, Grécia e Italia, utilizava-se para revigorar a
memoria, para melhorar o fluxo menstrual, estimular o crescimento do cabelo, para ajudar
na digestdo e contra a flatuléncia e disturbios hepaticos (RIBEIRO-SANTOS et al., 2015).

Foram identificados altos niveis de compostos biologicamente ativos incluindo
terpenos, como acido carnosico, carnosol, acido ursélico e acido betulinico, bem como
acido rosmarinico, rosmanol, acido oleandlico, além de antioxidantes adicionais incluindo
acidos fendlicos e os flavonoides (ALMELA et al., 2006; AFONSO et al.,2010; BENINCA
etal., 2011).

Atualmente estudos avaliaram as atividades biologicas desta espécie como
antiproliferativo e anti-cancer, anti-inflamatoério, analgésico, antimicrobiano, antifungico,
antihiperlipémico, hipoglicemiante, hepatoprotetor (BORGES et al., 2017; GONCALVES et
al., 2018; AMARAL et al., 2018). Além disso, extratos de alecrim estdo sendo aplicados
como aditivos naturais em produtos alimenticios, melhorando a vida util de alimentos
pereciveis (GONCALVES et al., 2018).

Relatos recentes mostram que o extrato de folhas de alecrim limita ganho de peso e
esteatose hepética em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura (GAYA
et al.,, 2013). Wu et al., (2011) demonstram que o extrato de alecrim apresenta efeito

significativo no tratamento de hiperlipidemia. O &cido carndsico é descrito como um
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importante componente do extrato de R. officinalis, atuante sobre obesidade e sindrome
metabdlica. Em um modelo de estudo com camundongos observou-se a acdo do extrato
sobre animais que tiveram dieta rica em gordura, com diminuicdo do peso corporal,
reducdo de triglicérides e niveis de glicose, além disso, analises histologicas mostraram
diminuicdo do acumulo de lipideos nos hepatécitos (ZHAO et al., 2015).

Em estudo realizado por Afonso et al., (2013), utilizando ratos com hiperlipidemia
induzida por dieta, demonstrou-se que 0 extrato aquoso de alecrim foi capaz de reduzir os
niveis de colesterol total melhorando o perfil lipidico, além de atuar sobre enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, aumentando
suas atividades, fator que pode ser atribuido & prevencdo de processos ateroscleoticos.
Supde-se que estas moléculas antioxidantes podem agir como sequestradores de radicais
livres, mas adicionalmente podem desempenhar um papel na regulacéo da atividade e/ou
expressdo de certos sistemas enzimaticos implicados em processos fisiolégicos
relevantes como apoptose, destruicdo de células tumorais, transducdo do sinal
intracelular ou na regulacdo também das enzimas que metabolizam xenobi6ticos no
figado (DALMARCO 2012).

1.1.1 Constituicdo quimica e atividades biol6gicas relacionadas ao 6leo essencial
de Rosmarinus officinalis L. (ORO)

Oleos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
com baixo peso molecular, geralmente odoriferas e liquidas, constituidos, na maioria
das vezes, por moléculas de natureza terpénica (DE MORAIS et al., 2009).

Os terpenos sao hidrocarbonetos naturais que pertencem a uma diversificada
classe de metabolitos secundéarios oriundo da via biossintética do acido mevalénico,
sintetizados no citoplasma das células vegetais. A via biossintética origina-se da
condensacdo de uma unidade de acetoaceti-CoA com outra de acetil-CoA,
posteriormente a uma hidrolise, forma o 3-hidroxi-3-metilglutariiCoA (HMG-CoA) que
necessita da enzima HMG-CoA-redutase que catalisa a uma redu¢cdo mediante NADPH
para dar origem ao acido mevaldnico. Posteriormente o acido mevaldnico € convertido em
Isopentenil-pirofosfato (IPP) e Dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que por sua vez dao

origem a unidades de isopreno (2-metil- 1,3 Butadieno). A condensacdo de unidades de
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isoprenos pelos compostos IPP e DMAPP, irdo dar origem ao trans-geranilpirofosfato
(GPP) que poderé ser convertido em monoterpenos (C10), e sua polimerizagbes com IPP
dardo origem aos demais esqueletos carbonicos dos terpenos, sendo o Farnesil difostato
(FPP) originara os sesquiterpenos (C15) e triterpenos (C30) e o Geranil geranil difosfato
(GGPP) os diterpenos (C20) (SIMOES et al., 2007).

Figura 1. Biossintese dos terpenos pela via do acido mevalbnico. Adaptado
(SIMOES et al., 2007).
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O ORO é um liquido incolor ou amarelo péalido, com odor caracteristico da planta,
pode ser extraido através da destilagcdo por arraste a vapor, a partir das folhas, flores,
hastes e raizes (RASKOVIC et al., 2014). Devido a sua atividade antibacteriana e
antioxidante, o ORO é amplamente utilizado na industria farmacéutica, cosmética e
alimentar (AFFHOLDER et al., 2013).

A composi¢cdao do ORO pode variar de acordo com fatores de solo, cultivo e
extracdo (BORGES et al., 2017). De acordo com Borges et al., (2018) cerca de 150
compostos quimicos ja foram identificados em amostras de ORO em diversos

estudos. Os componentes quimicos mais caracteristicos encontrados no ORO sao a-
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pineno, 1,8-cineol, B-pineno, canfeno, canfora, borneol, acetato de bornilo, verbenona,
limoneno, B-cariofileno e mirceno (Figura 2) (BERNARDES et al., 2010; AFFHOLDER et
al., 2013; FERNANDEZ et al., 2014; AOUADI et al., 2014 EVORA, 2015; BORGES et al.,
2017; SATYAL et al., 2017).

Figura 2: Principais compostos quimicos encontrados no Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis L.

Ii/E‘
a-pineno 1,8-cineol B-pineno Canfeno
O OH 0/% o
Canfora Borneol Acetato de
bornilo O Verbenona
5 3 :
Limoneno p-cariofileno Mirceno

A composicdo quimica do ORO foi descrita por varios autores. Salido et al., (2003)
verificou que as amostras provenientes do sul da Espanha eram maioritariamente
constituidas por a-pineno, 1,8-cineol e canfora.

Segundo Cleff et al., (2012) e Satyal et al., (2017), no 6leo essencial de alecrim,
destacam-se como principais constituintes os monoterpenos como canfora, 1,8-cineol, a-
pineno, limoneno, os quais sdo reconhecidos por apresentar atividades inseticidas,
antioxidantes e antimicrobianas .

Estudos cientificos evidenciaram que o ORO possui atividade antimicrobiana contra

as bactérias Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
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Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e fungos Candida albicans
e Aspergilus niger comparativamente com 0s seus compostos majoritarios 1,8-cineol e a-
pineno (JIANG et al., 2011).

As propriedades antiproliferativas do ORO foram descritas em modelos celulares
de cancer de mama humano e fibroblastos, observou-se inibicdo no crescimento dessas
duas linhagens celulares. Em outro estudo mais recente a atividade anti-cancer do ORO
também foi relatada, com potencial antioxidante atuando principalmente sobre a
peroxidacao lipidica, relacionados com 1,8-cineol e outros monoterpenos presentes na
fitoquimica do ORO (HUSSAIN et al.,, 2010; WANG et al., 2012; GEZICI et al., 2017;
BOUYAHYA et al., 2018).

As propriedades anti-inflamatdrias tém sido atribuidas principalmente ao 1,8 cineol
e canfora (TAKAYAMA et al., 2016; SELMI et al., 2017; BORGES et al., 2017). Takaki et
al., (2008) demonstram a acao anti-inflamatéria do ORO em estudo induzindo edema de
pata em ratos e atribui a atividade & presenca de 1,8 cineol, sugerindo efeito sinérgico
com mirceno. A literatura também descreve o efeito analgésico do ORO, em teste de
placa quente, observou-se o aumento do tempo de laténcia em resposta a dor em grupos
de animais tratados com ORO. Este estudo também avaliou a composi¢cdo quimica do
ORO isolado das partes aéreas da planta, e revelou que 0os compostos majoritarios sao
1,8-cineol, a canfora e o a-pineno (RASKOVIC et al., 2015).

O potencial antioxidante também é uma das atividades biolégicas que tém sido
reportadas tanto para o 6leo essencial como para os seus compostos isolados. (WANG et
al., 2008). De acordo com Raskovic et al., (2014) que estudou a atividade antioxidante do
6leo essencial in vitro e in vivo, além do 6leo essencial ter potencial antioxidante, este é
igualmente capaz de modular o estado oxidativo hepatico pela ativacdo de mecanismos
de defesa fisiologicos. Desta forma, o ORO é um antioxidante natural que podera ser
utilizado para tratar varias condicbes patoldgicas hepaticas. Takayama et al., (2016)
sugerem gue 0s monoterpenos presentes no ORO podem estar entre 0s principios ativos
responsaveis pela atividade antioxidante demonstrada em modelo de Ulcera gastrica
induzida por etanol in vivo, com uma inibicdo significativa da lesdo da mucosa gastrica,
provavelmente modulando as atividades das enzimas (superoxido dismutase e glutationa
peroxidase) e aumentando ou mantendo os niveis de glutationa.

O ORO também foi efetivo contra dano no sistema reprodutivo de ratos diabéticos,
em modelo induzido por aloxana. Resultados demonstraram que a administragdo de
aloxana causou um estresse oxidativo avaliado pelo aumento das enzimas antioxidantes

nos testiculos, epididimos e espermatozoides. Por outro lado, a administracdo de ORO
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apresentou efeitos sobre o dano oxidativo, exercendo fator protetor sobre a funcao
reprodutiva (SEBAI et al., 2015).

1.2 NANOEMULSAO CONTENDO PRODUTOS DE ORIGEM NATURAL

Hoje em dia, os recentes desenvolvimentos alcancados pela nanotecnologia estao
sendo considerados em varias areas de pesquisa, uma vez que a manipulacdo da matéria
em escala nanométrica oferece inimeras oportunidades. Além disso, a utilizacdo de
produtos com origem natural tem crescido nos ultimos anos, e ha uma busca para
alcancar métodos mais eficazes entre as diversas finalidades, sejam elas na industria
farmacéutica, cosmeética, alimentar, entre outras. Entre 0s produtos estudados
atualmente, destaca-se 0s Oleos essenciais, presentes principalmente em algumas
plantas medicinais, e que sao reconhecidos por apresentarem diversas atividades
bioldgicas (XUE 2015).

Os 6leos essenciais sdo substancias bioativas presentes em produtos de origem
natural, formados principalmente por moléculas volateis, insollveis em agua, o0 que
dificulta a penetracdo dos seus compostos através da membrana biologica (KANG et al.,
2018). Desta forma, novas maneiras para otimizacdo desses 6leos foram desenvolvidas e
entre elas, se destacam as nanoemulsdes, que estdo sendo cada vez mais usadas nas
industrias alimenticias, cosmética e farmacéutica para encapsular, proteger, e entregar
componentes bioativos (DIZAJ et al., 2016).

Uma nanoemulsdo é um sistema coloidal que consiste principalmente em 6leo,
surfactante e agua, com alta estabilidade cinética, baixa viscosidade, e é opticamente
transparente, o que é muito benéfico em varias industrias. Sao estruturas extremamente
pequenas (até 200 nm) e goticulas de tamanho formal (HARWANSH et al., 2011). O
pequeno tamanho das goticulas, associado as caracteristicas conferidas pelos
componentes e 0 método de preparo, estabelece boa resisténcia a forca gravitacional e €
capaz de prevenir fendbmenos de instabilidade, como floculacdo e cremeacéo, sua alta
estabilidade cinética resiste separacdo de fases ou sedimentacdo (SETYA et al., 2014).
Portanto, estas propriedades sdo muito apreciadas na industria farmacéutica, devido a

excelente estabilidade, melhor solubilidade e minimizacdo da degradacdo do farmaco
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(TANG et al., 2012; Da COSTA et al., 2014; ACEVEDO-FANI et al., 2017; MUSTAFA et
al., 2017; RAHMAN et al., 2018).

Entre os métodos de preparacdo de nanoelmusdes, alguns utilizam alta energia
como homogenizacao a alta pressao e microfluidizacéo, e outros envolvem baixa energia,
como emulsificacdo espontanea (SUGUMAR et al., 2015).

As nanoemulsdes de origem vegetal vém sendo utilidadas para diversos fins, tais
como: inseticida e repelente, antimicrobianos e aditivos alimentares (PASCUAL-
VILLALOBOS et al., 2017).

Os sistemas carreadores de nutrientes e nutracéuticos, especialmente aqueles que
apresentam substancias com baixa solubilidade em &gua, vem se expandindo e algumas
dessas tecnologias ja estdo sendo incorporadas em produtos alimenticios. Existem muitos
componentes hidrofébicos ou pouco sollveis e compostos bioativos de alimentos que sao
essenciais para a saude humana. Estes incluem vitaminas insoliveis em agua,
compostos fendlicos, acidos graxos, 6leos essenciais, aromas e componentes aromaticos.
Vérios fatores limitam a aplicacdo desses ingredientes em alimentos. Neste contexto,
diferentes estudos sobre o encapsulamento de bioativos alimentares hidrofébicos
mostraram que, ao incorpora-los em nanocarreadores sofisticados, resultados
promissores e favoraveis podem ser alcangados, tais como melhoria na solubilidade em
agua, propriedades antioxidantes e outras promotoras de saude, perfil de liberacéo
gastrointestinal, e melhor protec&o contra o processo e ambiente sob condi¢cdes adversas,
como luz, oxigénio, altas temperaturas e umidade (MOSTAFA et al., 2017; HARWANSH
et al., 2011; OSTERTAG et al., 2012).

Diversos estudos vém sendo viabilizados para desenvolvimento de nanoemulsdes,
bem como para avaliagdo de sua estabilidade e potenciais atividades. Observa-se
inlmeras vantagens entre as diferentes areas empregadas. Duarte et al.,, (2015) e
Osanloo et al., (2017) sugerem a atividade larvicida da nanoemulsédo a base do Oleo
essencial de Rosmarinus officinalis e Artemisia dracunculus, observando niveis potenciais
de mortalidade em larvas do vetor Aedes aegypti e Anopheles stephensi,respectivamente,
destacando principalmente que o desenvolvimento de controles de vetores de origem
natural diminuem o impacto ambiental causado pelos sintéticos, uma vez que 0 USO
continuo de larvicidas quimicos causa resisténcia em muitos espécies de vetores em todo
o mundo. Além disso, estudos comprovam que Oleos essenciais apresentam compostos
guimicos com potencial larvicida, inseticida e repelente, mas por se tratar de substancias
volateis podem ser inapropriadas para esta finalidade, reportando as nanoemulsdes como

uma abordagem para estabilizar e aumentar a eficacia.
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Do ponto de vista farmacologico, o emprego de nanoemulsées a base de 6leos de
plantas arométicas em agentes bioativos e terapéuticos podem aumentar sua eficiéncia,
capacidade de direcionamento e especificidade (REZAEI et al.,, 2018). Borges et
al.,(2017) desenvolveram uma nanoelmusédo a base do éleo essencial de Rosmarinus
officinalis para avaliagdo de sua atividade anti-inflamatdria e antialgica em teste de edema
de pata induzido por carragenina, observou-se uma inibicdo do edema com uma dose 600
vezes menor que a dose aplicada ao 6leo essencial, possivelmente pelo fato de que
nanoemulsbes sdo capazes de aumentar a biodisponibilidade de principios ativos de
drogas vegetais e melhorar sua acéo sobre determinados alvos terapéuticos.

O efeito anti-hiperalgésico prolongado pela nanoemulsao a base do 6leo essencial de
Hyptis pectinata em modelo animal de fibromialgia foi observado. Em um estudo anterior
demonstrou o efeito analgésico de Hyptis pectinata, porém, por um curto espaco de
tempo. A administracdo desta nanoformulacdo apresentou efeito sobre o comportamento
hiperalgésico por um tempo prolongado, sugerindo-se, desta forma, melhora na
biodisponibilidade dos componentes responsaveis (QUINTANS et al., 2017).

Em outro estudo recente o 6leo essencial e a nanoemulsdo a base de Rosmarinus
officinalis também foi avaliado sobre Trichomonas vaginalis, apresentaram efeito positivo
sobre tricomoniase, observou-se a inibicdo do crescimento deste patégeno (JARIBI et al.,
2017).

Nanoemulsdes contendo oOleo essencial de Lavandula angustifolia e Rosmarinus
officinalis foram testadas sobre Leishmania, estudo desmonstrou que as nanoformulagdes
foram mais eficazes do que o Oleo essencial (SHOKRI et al., 2017).

O emprego de nanoformulacdes de polifenois presentes em algumas plantas como
catequinas e antocianinas tem sido descrita para tratamento e prevencdo de doencas
cardiovaculares e desordens metabdlicas, para melhorar principalmente suas
propriedades farmacocinéticas e potencialiazar sua atividade antioxidante sobre oxidacao
lipidica (NANKAR et al., 2016).

Também podem ser desenvolvidas nanoemulsdes de uso tépico. Foi realizada a
avaliagdo antimicrobiana de uma nanoemulsédo a base do 6leo essencial de Origanum
vulgare L., esta formulagédo mostrou efeitos superiores de cicatrizacao e antimicrobianos,
principalmente sobre Propionibacterium acnes e Staphylococcus epidermidis, as
principais bactérias associadas a acne, em comparagdo com o antibiético de referéncia,
sendo considerado um potencial agente antiacne e a superagdo da resisténcia aos
antibidticos (LAMBERT et al., 2001; TALEB et al., 2018).
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Nanoemulsdes a partir dos Oleos essenciais de Mentha piperita e Rosmarinus
officinalis, avaliaram a acdo antinoceptiva em modelo de osteoartrite em ratos. A
administracdo de forma topica aumentou de forma significante a resposta comportamental
aos estimulos mecanicos e térmicos e a histopatologia dos tecidos do joelho confirmou os
resultados do teste comportamental (MOHAMMADIFAR et al. 2018).

Neste contexto, o0 emprego da nanotecnologia associada aos produtos de origem
naturais tem se tornado crescente, uma vez que tem sido de interesse & comunidade
cientifica o desenvolvimento de sistemas que permitam a exposicdo dos compostos
biativos com maior disponibilidade aos alvos terapéuticos e melhorar a acdo dos

principios ativos presentes nos vegetais.

1.3 METABOLISMO LIPIDICO

Dos pontos de vista fisiologico e clinico, os lipideos biologicamente mais relevantes
sdo os fosfolipideos, o colesterol, os triglicerideos (TG) e os &cidos graxos (AG). Os
fosfolipidios formam a estrutura basica das membranas celulares. O colesterol é precursor
dos hormoénios esteroidais, dos &cidos biliares e da vitamina D. Além disso, como
constituinte das membranas celulares, o colesterol atua na fluidez destas e na ativacéo de
enzimas ai situadas. Os TGs sdo formados a partir de trés acidos graxos ligados a uma
molécula de glicerol e constituem uma das formas de armazenamento energéticos mais
importantes no organismo, depositados nos tecidos adiposo e muscular. Os acidos graxos
podem ser classificados como saturados (sem duplas ligacdes entre seus atomos de
carbono), mono ou poli-insaturados, de acordo com o numero de ligacbes duplas na sua
cadeia. Os AGs saturados mais frequentemente presentes em nossa alimentacdo séo:
laurico, miristico, palmitico e estearico (que variam de 12 a 18 atomos de carbono)
(XAVIER et al., 2013;FALUDI et al., 2017). As gorduras monoinsaturadas tém sido
relacionadas com diminui¢do nos niveis de TG, CT e LDL, bem como ao aumento nos
niveis de HDL no plasma, caracteristica importante no contexto da reducdo dos riscos
cardiovasculares (FAGHERAZZI et al., 2008; SANTOS et al.,, 2013). Entre os AGs
monoinsaturados, o mais frequente € o acido oléico, que contém 18 atomos de carbono.
Quanto aos AGs poli-insaturados, podem ser classificados como ©Omega-3

(eicosapentaenoico, docosaexanoico e linolénico), ou 6mega-6 (linoleico), de acordo com
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a presenca da primeira dupla ligagcdo entre os carbonos, a partir do grupo hidroxila
(MAHAN et al., 2013).

A digestdo das gorduras compreende: absorcdo, emulsificacdo, digestao,
metabolismo e degradac&do. Assim, uma pequena quantidade de lipidios é digerida na
boca pela lipase lingual e no estdbmago pela lipase gastrica, mas a digestao propriamente
dita dos lipidios ocorre no duodeno, por acdo da bile que emulsifica os glébulos de
gordura aumentando sua superficie de contato com as enzimas, e também pela acdo
lipase pancreatica que age quebrando as moléculas grandes de gordura em acidos
graxos livres e monogliceridios. Esses acidos graxos livres e monogliceridios formam
complexos com os sais biliares, denominados micelas, que atuam facilitando a passagem
dos lipidios através do ambiente intestinal aquoso até as células da borda em escova,
onde sdo absorvidos, reagrupados em trigliceridios e transportados (junto com
fosfolipidios, colesterol e lipoproteinas — formando os quilomicrons) até o figado. (XAVIER
et al., 2013).

1.3.1 Mecanismo de transporte dos principais lipideos no organismo

Os principais lipidios sé@o transportados no plasma em complexos conhecidos como
lipoproteinas, que sdo insoliveis em meio aquoso. As lipoproteinas séo particulas
esféricas cuja superficie é constituida majoritariamente por fosfolipidios, colesterol livre e
proteinas e 0 seu interior € composto por triglicerideos e ésteres de colesterol
(BEVILACQUA et al., 2006). Estes complexos séo constituidos por quantidades variaveis
de colesterol e seus ésteres, triglicerideos, fosfolipidios e apoproteinas, sendo sollveis no
plasma devido a natureza hidrofilica da parte proteica (MAHAN et al., 2013).

As lipoproteinas séo distribuidas em quatro principais grupos e classificadas de
acordo com a sua composicao, densidade, tamanho e mobilidade eletroforética. Sao as
ricas em TG, maiores e menos densas, representadas pelos quilomirons, de origem
intestinal, e pelas Lipoproteinas de Densidade Muito Baixa (VLDL), de origem hepatica; e
as ricas em colesterol, incluindo as Lipoproteinas de Baixa Densidade (LDL) e as de Alta
Densidade (HDL) (FALUDI et al., 2017; BEVILACQUA et al., 2006). A VLDL é sintetizada
no figado e depois convertida em LDL, sua sintese é regulada pela dieta, por horménios e
pela captacdo de quilomicrons remanescentes no figado. No individuo saudavel, a maior
parte do colesterol é transportada pela LDL, a qual é captada pelo figado para ser

metabolizada. Depois de ligada ao seu receptor membranar, a LDL é internalizada e
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degradada. O catabolismo da LDL promove inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase,
enzima indispenséavel a sintese endégena de colesterol (BEVILACQUA et al., 2006).

Existe ainda uma classe de Lipoproteias de Densidade Intermediaria (IDL) e a
Lipoproteina (a) (Lp(a)), que resulta da ligacao covalente de uma partiula de LDL a Apo
(a). A funcéo fisioldgica da Lp(a) ndo é bem conhecida, mas, em estudos mecanisticos e
observacionais, ela tem sido associada a formacdo e a progressdo da placa
aterosclerotica (GHOSH et al., 2017).

As lipoproteinas participam de trés ciclos basicos de transporte de lipides no
plasma (Figura 3): o primeiro é ciclo exdgeno, no qual as gorduras sdao absorvidas no
intestino e chegam ao plasma, sob a forma de quilomicrons, e, apds degradacao pela
lipase lipoproteica (LPL), ao figado ou a tecidos periféricos; o segundo € o ciclo
endoégeno, em que as gorduras do figado se direcionam aos tecidos periféricos; a
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) é secretada pelo figado e transforma-se em
lipoproteina de densidade intermediaria e, posteriormente, em LDL, a qual carrega os
lipideos, principalmente o colesterol, para os tecidos periféricos; e o terceiro é transporte
reverso do colesterol, em que as gorduras, principalmente o colesterol dos tecidos,
retorna para o figado. Consiste na remocédo do colesterol dos tecidos para o figado pela
HDL, condicdo que promove a reducédo da quantidade do colesterol do sangue. Trata-se
do movimento oposto do colesterol, o qual é transferido das células periféricas para o
figado através do compartimento plasmatico. Este colesterol deve ser utilizado para
atender as demandas metabdlicas ou ser excretado nas fezes através da bile (MINEO et
al., 2012).
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Figura 3: Ciclos de transporte de lipideos no plasma. Ciclo exdgeno, enddgeno e
transporte reverso. Adaptado (FALUDI et al., 2017).
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Dentro deste contexto, € de grande relevancia a preponderancia que as
lipoproteinas tém na aterosclerose, visto que quando ha uma desregulacdo nos nives de
lipideos no plasma pode se iniciar a reten¢éo do LDL na parede das artérias e uma vez na
parede arterial, a LDL é oxidada levando a recruta de mondcitos para a artéria. Os
monadcitos transformam-se em macréfagos que vao acelerar o processo de resposta
inflamatoria, promovendo aumento da coagulacdo devido ao aumento dos niveis de
oxidagdo do LDL e alterar a captagdo do mesmo pelos seus receptores, que
desencadeando plasminogénio, induz a producdo de endotelina que causa
vasoconstricdo e inibe a sintese de oOxido nitrico (vasodilatador e inibidor plaquetario)
(FARIA E SOUZA 2017).

1.4 DISLIPIDEMIA E USO DE PLANTAS MEDICINAIS

A dislipidemia definida como modificacbes nos niveis circulantes dos lipideos em
relacdo a parametros estabelecidos para uma determinada amostra populacional, como
consequéncia de disturbios ocorridos em qualquer fase do metabolismo lipidico, que

resultam na alteracéo dos niveis séricos das lipoproteinas e estdo associadas a incidéncia
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de doencas cardiovasculares, obesidade, diabetes, hipertensédo arterial e esteatose
(BEZERRA et al., 2011). Trata-se de fator chave na promocéo da sindrome metabdlica,
encontrada em individuos magros e obesos, uma vez que a obesidade por si s6 ndo €
considerada como responsavel pelo desenvolvimento da dislipidemia (IPSEN et al., 2016).

E caracterizada por alteragées metabolicas decorrentes de distirbios em qualquer
fase do metabolismo lipidico que ocasionam repercussdo nos niveis séricos das
lipoproteinas, moléculas que transportam os lipidios no meio aquoso plasmatico (SOC.
BRAS. CARDIOLOGIA, 2001; SOC. BRAS. CARDIOLOGIA, 2007; BEZERRA et al.,
2011).

Segundo Jallinger et al., (2002) e Bevilacqua et al., (2006), podem ser priméria ou
secundéria. A priméria diz respeito as alteracbes genéticas e ambientais, a secundaria
pode ter origem em outra situacdo patoldgica, como o hipotiroidismo, obesidade ou
Diabetes mellitus, ou ser uma consequéncia da utilizacdo de determinados farmacos que
elevem os niveis lipidicos, como por exemplo, glucocorticéides, isotretinoina, ciclosporina,
mirtazapina, progestinas, diuréticos tiazidicos, bloqueadores B, estrogénios e antifungicos
azoélicos (DIPIRO et al., 2008).

O excesso de lipidios séricos € reconhecido como um dos mais significantes
fatores de risco para DCVs. Isoladamente, as alteracdes lipidicas sdo responsaveis por
56% das doencas cardiacas e 18% dos casos de infarto, sendo ainda associadas a um
terco dos casos de mortalidade no mundo (HOFFMAN et al., 2012).

A proeminéncia da hiperlipidemia como problema de salde publica esta na sua
relacdo com as DCVs, principalmente o acidente vascular cerebral (AVC) e a doenca
aterosclerdtica coronariana - razées importantes de morte e incapacidade fisica em nosso
meio, com repercussfes importantes nos custos da assisténcia médica no Brasil
(BEVILACQUA et al., 2006).

Para Chlaudhary e Brocks (2013), a hiperlipidemia € uma condicdo em que o
colesterol total (CT), os triglicerideos (TG) e a LDL encontram-se elevados no sangue,
tornando-se 0s maiores fatores de risco para aterosclerose, infarto do miocardio (IM) e
AVC.

O tratamento de dislipidemia se da frequentemente pelo uso de farmacos sintéticos
como estatinas, por outro lado, algumas espécies de plantas medicinais sdo bastante
utilizadas entre a populagéo. Estudo de Tian et al., (2013), realizado com ratos utilizando
a espécie vegetal Camellia sinensis, diminuiu os niveis de colesterol total, LDL e
concentracfes séricas de triglicérides em animais obesos, além de reduzir a gordura

abdominal. Em outro trabalho, o extrato aquoso de Hibiscus sabdariffa foi capaz de
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reduzir o peso corporal de ratos obesos, com hipelipidemia tratados por 16 semanas,
também melhando a resposta de glicose no sangue, além da diminuicdo dos niveis
séricos de trigricerideos e LDL (GAMBOA-GOMEZ et al., 2015).

Varios estudos relatam o efeito da R. officinalis para promover a perda de peso.
Harach et al. (2010) utilizou o extrato de folhas de R. officinalis administrados por 50 dias
em doses de 200 mg/kg de peso corporal em camundongos alimentados com dieta rica
em gordura, foi evidenciado que o tratamento induziu de forma significativa o peso e
gordura abdominal. Estudos in vitro demonstram efeito inibitorio sobre a enzima lipase,
responsavel pela quebra de gordura no pancreas. (BUSTANJI et al., 2010). Estudos
indicaram que as sementes de Medicago sativa tém efeitos hipocolesterolémicos e podem
prevenir doencas associadas. (SEDIGHI et al., 2017)

O extrato etandlico de algumas plantas como Syzygium cumini, pode melhorar a
atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase, que tem um papel potencial na
regulacao do perfil lipidico sérico. Também foi demonstrado que o efeito hipolipemiante
desse agente pode ser devido a presenca de flavondides, saponinas, glicosideos e
triterpendides em seu extrato (ROUHI-BOROUJENI et al., 2015).

Muitas plantas com potencial hipolipemiantes sédo frequentemente utilizadas na
culinaria como Ocimum basilicum, o manjericdo, os principais mecanismos envolvidos na
reducdo dos niveis de lipidios e oxidacéo lipidica sdo descritos pela literatura. O extrato
de Vaccinium myrtillus atua inibindo o acumulo de lipidos durante a adipogénese,
particularmente através da melhoria do catabolismo das lipoproteinas ricas em
triglicerideos (BRAVO et al., 2008; SUZUKI et al., 2011).

O ginseng é uma poderosa erva que atua através da inibicdo dos aumentos do
colesterol total, LDL e triglicérides e também a diminuicdo do HDL, regulando o acumulo
de lipidios e aumentando a expressdo de adiponectina nas células adipocitarias
(ALIZADEH-NAVAEI et al., 2008).

Desta maneira, diversas plantas oferecem potencial para atuarem sobre as
condicbes de dislipidemia, isso inclui seus fatores de risco, como doencas
cardiovasculares, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca congestiva, por meio de uma
variedade de mecanismos, como ac¢fes antioxidantes, antiplaquetarias, fibrinoliticas,

antiateroscleréticas, antihiperlipidémicas, antiarritmicas e vasodilatadoras.
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1.5 ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é uma doenca multifatorial, lenta e progressiva e a hiperlipidemia um
dos fatores potenciais no desenvolvimento de doencas cardiacas aterosclerodticas. Dessa
forma, as DCVs séo causa crescente e relevante de 6bitos em todo o mundo e as
hiperlipidemias constituem importantes fatores de risco para seu desencadeamento, uma
vez que nao sdo passiveis de monitoramento direto pelo paciente, as complicacdes das
dislipidemias surgem de forma insidiosa (CELESKI et al., 2013). A literatura evidéncia que
seu desencadeamento pode ocorrer na infancia (PEREIRA, et al., 2010; SILVA; SOUZA,
2014).

Por outro lado, o desequilibrio homeostéatico ocasionado por tabagismo, hipertenséo,
diabetes, obesidade e hipercolesterolemia contribuem para a disfuncdo hemodinamica e
fatores de risco cardiovascular. Devido a magnitude de seus efeitos, grandes esforcos
vém sendo realizados pela comunidade médica para prevenir e controlar esse quadro
metabdlico, e as estratégias terapéuticas recomendadas pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC) e adotadas pelos especialistas da area englobam o estimulo a adocéo
de uma alimentacdo saudavel, o aumento da préatica de exercicios fisicos e a prescricao
de medicamentos (BONFIM et al., 2014).

1.5.1 Mecanismos da patogénese

A aterosclerose é uma doenca inflamatoria crbnica iniciada pela retencdo
subendotelial de lipoproteina de baixa densidade (LDL) seguido pela sua subsequente
oxidacdo. O endotélio normal ajuda a manter a homeostase vascular, secretando 6xido
nitrico vasodilatador (ON). A secrecdo de ON, em particular, inibe a inflamacéo,
proliferacéo e trombose (WANG et al., 2017).

A hiperlipidemia € um importante fator de risco para a aterosclerose. Sabe-se ha
algum tempo que os altos niveis plasmaticos de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
sdo aterogénicos, enquanto lipoproteinas de alta densidade (HDL) parecem ser
antiaterogenicas. Isso se deve a funcdo das HDLs no transporte reverso do colesterol,
gue leva o colesterol da periferia para o figado para degradacdo. Estatinas funcionam
através da reducéo de LDL pela inibicdo da HMG-CoA redutase, uma enzima envolvida
na a sintese do colesterol. As estrias gordurosas resultam de concentracdes aumentadas

de tracdes e insidacéo lipidica da intima, particularmente da LDL (WANG et al., 2017).
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Colesterol e fosfolipidios dentro dessas primeiras acumulacdes sdo suscetiveis a
oxidagdo por enzimas como mieloperoxidases, lipoxigenases, NADPH oxidases e 0Oxido
nitrico sintase e espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em LDL oxidadas, o que
induzem disfuncédo endotelial, inflamacdo e aumento da permeabilidade vascular. A
modificacdo quimica de LDL induz a expressdao de moléculas de adesdo, tais como
molécula de adeséo celular-vascular-1 (VCAM-1) e molécula de adesao intercelular-1
(ICAM-1), nas células endoteliais e células do musculo liso que, uma vez ativadas, levam
a secrecdao de citocinas e contribuem para o recrutamento de mondcitos e Células T para
a camada intima da arteria. O fator estimulante de colonia de macrofagos (M-CSF) induz
a entrada de mondcitos no endotélio vascular para se diferenciar em macréfagos. Ocorre
a sub-regulacdo subsequente de moléculas de adesdo leucocitaria pelo endotélio,
incitando ainda mais a migracao de linfécitos e macréfagos. Macréfagos absorvem LDL-
oxidada por via endocitose e, em seguida, transportam para lisossomos para ser
degradadas, mas LDL-oxidada sdo menos suscetiveis a degradacdo. A incorporacéo de
LDL modificada em um processo que nado é regulado o conteudo lipidico intracelular, leva
a formacéao de células espumosas (RAGGI et al., 2018).

A disfuncdo endotelial e o metabolismo lipidico anormal levam a liberacdo de
muitas moléculas proé-inflamatérias. Uma vez que 0s mondcitos entram no espaco
subendotelial, eles podem amadurecer em macréfagos e absorver LDL-oxidada para
transformar em células espumosas. No entanto, os macréfagos promovem ativamente a
inflamacédo, ativacdo de linfécitos T e macréfagos adicionais, migracdo através da
secrecdo de citocinas como interleucina 1 (IL1), IL-6, IL-12. A familia IL-1 de citocinas
aumenta a expressdao VCAM-1 e regula a ativacdo de macrofagos e linfécitos. IL-6 tem
sido implicado em angiogénese, revascularizacao e inducdo de proteina C reativa (PCR).
IL-12 foi implicada na ativacdo de células T. Macrofagos também produzem
metaloproteinases de matriz, que pode remodelar a matriz extracelular e potencialmente
enfraquecer a estabilidade da placa (LEOPOLD et al., 2009; MOSS et al., 2017; MORIYA
et al., 2018).

Portanto, o estresse hemodinamico e o acumulo de lipidios inicia um processo
inflamatodrio na parede da artéria. Além disso, o acumulo de colesterol na eritometria,
leucaocitos, plaquetas e células endoteliais podem levar a um aumento na concentracao e
uma reducdo na defesa antioxidante sistemas como a catalase (CAT) glutationa
peroxidase (GPx) e enzimas superoxido dismutase (SOD) . Esta condigdo favorece a
interrupcéo do equilibrio redox, contribuindo para o estabelecimento do estresse oxidativo,

e estad envolvida em varios disturbios metabdlicos. Por outro lado, células endoteliais
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expostas a turbuléncia de fluxo induzem a ativacédo do pro-inflamatério NF-kB (AFONSO
et al., 2013).

Nesse contexto, a lesdo aterosclerética frequentemente decorre inicialmente de
dois processos basicos (Figura 4): acumulo de colesterol e a proliferacdo de células
musculares lisas na tunica intima, desenvolvendo-se, portanto sobre um substrato
formado por células, leucécitos derivados do sangue, e de uma quantidade variavel de
tecido conectivo, formando uma placa fibrosa que se projeta para dentro do limen,
modificando a tdnica média e levando a uma série de complicacbes circulatorias
(TSIOUFIS et al., 2017).

Figura 4: Mecanismo da patogénese da aterosclerose. 1- A lesdo ateroscleroética se inicia
a partir da hiperlipidemia e disfuncédo endotelial. Ocorre a retencao de colesterol LDL na
camada intima da artéria, onde a mesma sofre oxidacdo através de ROS. 2- LDL oxidada
induz a expressao de moléculas de adesao celular- vascula-1 (VCAM-1) e molécula de
adesdo intercelular (ICAM-1) nas células endoteliais, o que levam a secrecao de citocinas,
como interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), inciando o processo inflamatdrio. 3- O
processo inflamatério induz a entrada de mondcitos, que posteriormente irdo se
diferenciar em macrofagos. 4- Macréfagos absorvem LDL oxidada, o que leva a formacao
de célular espumosas, que formam a placa aterosclerética. Adaptado de SKEOCH et al.,
2015)
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1.5.2 Utilizagao de produtos de origem vegetal sobre aterosclerose

A aterosclerose € uma importante causa de mortalidade. Muitos esforcos estao
sendo realizados pelas industrias farmacéuticas para desenvolver medicamentos mais
eficientes. O uso de plantas medicinais ainda € bem aceito pela populagcdo mundial. Desta
forma, diversas pesquisas vém sendo introduzidas para avaliacdo dos efeitos de
determinadas plantas para prevencéao e tratamento desta patologia. Em geral, as plantas
medicinais faciltam o tratamento da aterosclerose através de uma variedade de
mecanismos que incluem a regulacdo da expressdo de fatores inflamatorios, estimulacao
de receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARS), inibicdo da 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) e atividade antioxidante
(GHOLIPOUR et al., 2018).

Desta forma, estudar e introduzir esses ingredientes alimentares e compostos a
base de plantas com potenciais propriedades antioxidantes, anti-inflamatérios e com
efeito sobre hipercolesterolemia, aterosclerose, doencas cardiovasculares e isquemia séo
de grande importancia. Compostos fendlicos e polifendlicos, flavonéides, antocianina,
catequina, quercetina, esterol, carotendides, acido cafeico, beta-caroteno e &cido gélico e
algumas substancias presentes em 0leos essenciais Sdo 0S compostos ativos mais
importantes com essas propriedades (GHOLIPOUR et al., 2018).

Foi demonstrado que o extrato hidroalcoolico de Valeriana officinalis exerce efeitos
relaxantes nas ceélulas musculares lisas da parede do endotélio vascular. Eles podem,
portanto, servir para tratar doencas causadoras de disfuncdo endotelial, como
aterosclerose, hipercolesterolemia, diabetes e hipertensdo. Estudo sugere que este
extrato age na via do Oxido nitrico, que é a principal causa da dilatacdo vascular
(CROPLEY et al., 2002).

Gholipour et al., (2018), descreve a atividade antioxidante e os efeitos
cardiovasculares do Quercus robur, agem impedindo a oxidacdo do LDL, prevenindo a
aterosclerose. 0Os compostos de Sesamum indicum (Gergelim) diminuem o
desenvolvimento de lesdes ateroscleréticas, os niveis de triglicérides e colesterol
plasmaticos e o LDL. Propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do S. indicum e o
efeito positivo dessa planta medicinal sobre a lipoproteina pode contribuir potencialmente

para o processo de desenvolvimento de placas ateroscleroticas. Além disso, exercem
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efeitos inibitorios na peroxidacédo lipidica da membrana e oxidacdo de LDL (SEDIGHI et
al., 2017).

O Allium ampeloprasum aumenta algumas enzimas como superoxido dismutase,
catalase, peroxidase e glutationa peroxidase. As plantas da familia Alliaceae podem
prevenir o desenvolvimento e a progressdao das complicagcbes neurologicas e
cardiovasculares do diabetes por conterem um potente inibidor da aldose redutase. Este
composto pode produzir prostaglandina 12, que exerce efeitos dilatérios nos vasos e na
aorta. A. ampeloprasum tem efeitos antioxidantes consideraveis por conter Varios
flavonoides (WAKASUGI et al.,1991). Outra planta com potencial antioxidante € o
Origanum vulgare, popularmente conhecida como manjerona e € utilizada na
culinéaria. Um estudo atribuiu os efeitos antioxidantes do 6leo essencial de Origanum
vulgare a alta concentracdo de compostos fendlicos como carvacrol e timol. Esses
compostos causam o equilibrio entre sistemas produtores de radicais livres, que estao
ligados ao estresse oxidativo e desenvolvimento de células espumosas em vasos
aterosclerdticos (ALMA et al., 2003).

A fruta Morus nigra, amoreira, € uma rica fonte de antocianinas. Muitos estudos
demonstraram atividades antioxidantes e beneficios a saude das antocianinas
encontradas em diferentes frutas e vegetais. Diminuir o indice angiogénico e os niveis de
triglicérides e &cidos graxos livres € outra propriedade farmacoldgica das
antocianinas. Por causa do exercicio de propriedades anticancerigenas, antioxidantes,
anti-angiogénicas, anti-ateroscleréticas e anti-inflamatorias, as antocianinas ajudam o
corpo a manter-se saudavel. O L-butanol presente na folha de M. nigra diminuiu as placas
ateroscleréticas das artérias, além de diminuir a concentracdo sérica de lipidios e a
densidade ateromatosa da intima das artérias em coelhos hipercolesterolémicos (DOI et
al., 2000; ROSSI et al., 2003).

Estudos conduzidos por Kabiri et al.,, (2012), em modelo de indugédo da
aterosclerose por hipercolesterolemia em coelhos, demonstraram que Hypericum
perforatum apresenta efeitos sobre doencas cardiovasculares e ajuda a diminuir as lesdes
ateroscleroticas. Isso devido apresentarem certos flavondides, como flavonol, flavonas,
catequinas, compostos fenolicos, 6leos essenciais, acidos, Oleos volateis, carotendides,
beta-sitosterois e fitoesterois. Estes compostos podem exercer efeitos antioxidantes
eficientes e destruir os radicais livres. Os autores ainda descrevem que a prevencao da
progressdo estid associada a uma reducdo dos fatores inflamatérios e 0 mecanismo

antioxidante pode induzir a regresséo da lesdo aterosclerotica.
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O Allium sativum causa inibicdo da ciclo-oxigenase e da lipoxigenase e previne 0
acumulo de trombdcitos. Além disso, grandes quantidades de flavondides, com
propriedades antioxidantes, antidiabéticas e protetoras do sistema cardiaco e da corrente
sanglinea, tém sido demonstradas neste estudo. A administracdo do extrato bruto de A.
sativum causa diminuicdo nos niveis de marcadores de peroxidacéo lipidica, reduzem o
colesterol e o triglicerideos, além de possuirem propriedades anti-hipertensivas,
vasodilatadoras, e sobre enzimas protetoras teciduais e aterosclerose (SEDIGHI et al.,
2007).

Estudos anteriores descobriram que as folhas de Olea europaea, contém um
composto, chamado oleuropeina, que previne a oxidacdo de LDL, e como a oxidacéo de
LDL € o principal estagio de desenvolvimento de placas aterosclerdticas. A oleuropeina €
considerada um agente importante no tratamento da aterosclerose, pois tem sido
demonstrado que podem agir como hipotensor, hipolipidémico, vasodilatador e também
antioxidante (GUINDA et al., 2006; DIMITRIOU et al., 2016).

A avaliacdo da propriedade antioxidante do 6leo essencial de Punica granatum,
conhecido popularmente como Roma, demonstrou que sua propriedade antioxidante é
aproximadamente igual a de um agente antioxidante comercial. Esses potentes
compostos antioxidantes também sdo Uteis no tratamento de aterosclerose e doencas
vasculares. Em um estudo randomizado com pacientes, observou-se efeitos benéficos
aos grupos de pesssoas hipertensas que consumiram suco de roma, os autores indicam
como um suplemento cardioprotetor benéfico para individuos hipertensos (ASGARY et al.,
2014).

Coriandrum sativum possui propriedades hipocolesterolémicas e antioxidantes que
podem ser devidas a compostos fendlicos e carotendides presentes nesta planta. Os
compostos fendlicos servem como doadores de ferro e, provavelmente, neutralizam as
reacdes induzidas pelos radicais livres no organismo. Os antioxidantes podem, portanto,
causar diminuicdo no risco de adquirir doencas cardiovasculares, aterosclerose e infarto
do miocardio (GHORBANI et al., 2011).

Um estudo recente demonstrou que a combinagcdo de extratos de Hordeum
vulgare e Avena sativa, cevada e aveia respectivamente, podem reduzir a hiperlipidemia e
os fatores de coagulacdo. Apresentam tem um efeito substancial na hiperlipidemia,
especialmente no LDL, também aumenta o HDL, portanto, se trata de uma boa alternativa
para pacientes com hiperlipidemia (ARSHADI et al. 2014).

Neste contexto, os produtos naturais utilizados para tratar diversas patologias,

estdo tendo um crecimento exponencial entre as pesquisas cientificas. As plantas
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medicinais, especificamente, apresentam compostos eficazes sobre a prevencdo e
tratamento de dislipidemias e patologias relacionadas, como aterosclerose e sindrome
metabdlica. Estudos relacionando os mecanismos de acdo dos componentes bioativos
sobre a patogénese e alvos terapéuticos podem contribuir com o tratamento de diversos

pacientes, além de prevenir em muitos casos o desenvolvimento dessas patologias.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a acao do 6leo essencial (ORO) e da nanoemulsdo de Rosmarinus
officinalis L. (NEORO), sobre a dislipidemia induzida por Triton e Gordura Saturada

de Cocos nucifera (GSC) em ratos Wistar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a composicdo quimica do 6leo essencial de R. officinalis L. e
seus componentes majoritarios;

e Investigar possiveis alteracbes no perfil bioquimico dos animais que
apresentaram a dislipidemia induzida por GSC e Triton e que foram tratados
com ORO e NEORO;

e Verificar os parametros de peso e gordura abdominal entre os grupos que
apresentaram dislipidemia induzida por GSC;

e Avaliar a estabilidade e a acdo da NEORO sobre a dislipidemia induzida por
Triton e GSC;

e Determinar o indice aterogénico entre 0S grupos que apresentaram
dislipidemia induzida por GSC,;

e Investigar a agdo do ORO e NEORO sobre o processo aterogénico na artéria
dos animais com dislipidemia induzida por GSC através da Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).

Objetivos 42



3 MATERIAL E METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DO ESTUDO E CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi do tipo experimental controlado, no qual utilizou-se o
método quantitativo do tipo ensaio nao clinico e randomizado. O estudo foi
conduzido no Laboratério de Pesquisa em Farmacos, situado no prédio das Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Amapa — UNIFAP, localizada na Rodovia
Juscelino Kubitscheck, Km-02, s/n, bairro do Zerdo, municipio de Macapa, estado do
Amapa, Brasil.

Por se tratar de um estudo que envolveu a utilizagdo de animais, este trabalho
realizou seus procedimentos de acordo com as recomendacgdes dispostas pela
Declaracdo Universal dos Direitos dos Animais, pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), e com as resolucbes do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria e demais leis vigentes que estabelecem normas praticas
didatico-cientifica de conduta de pesquisa experimental em animais. Este estudo foi
encaminhado & Comissdo de Etica de Uso de Animais em Pesquisa (CEUA) da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) para a apreciacdo e emissdo do parecer
consubstanciado para conducdo das atividades. Sendo aprovado sob Parecer No.
017/2017.

3.2 OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DE Rosmarinus officinalis L. (ORO)

O 6leo essencial foi adquirido da empresa Florien — Flores e ervas comércio
Farmacéutico Ltda. Localizada na estrada Vicente Bellini, 175, Piracicaba, S&o
Paulo, Brasil. O 6leo de alecrim foi extraido das partes aéreas, possuindo

identificagdo botanica como Rosmarinus officinalis L. e lote: 056757.

Material e métodos 43



3.3 CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DO ORO POR CROMATOGRAFIA
GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSA (CG-EM).

A analise da composicao quimica do ORO foi realizada por cromatografia em
fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-EM). Foram realizadas em
equipamento Shimadzu / GC 2010, auto-injetor Shimadzu / AOC-5000 e detector de
massa (Shimadzu MS2010 Plus) com impacto eletrénico (70 eV) equipado com uma
coluna de silica fundida de DB-5MS (Agilent Advanced J & W; 30 m x 0,25 mm x
0,25 pm). Os parametros foram os seguintes: relagcado de divisao 1:30; Hélio como
gas de arraste (65 kPa); volume de injecdo de 1,0 pl; Temperatura do injetor em 250
° C; temperatura do detector, 250 ° C; temperatura inicial da coluna, 60 ° C durante 1
min; taxa de aquecimento, 3 °C min™ a 290 ° C. O tempo de anélise total foi de
36,67 minutos. A identificacdo dos compostos foi realizada através do calculo dos
indices de retencao (RI) através da interpolacdo para os tempos de retencdo com
base em uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos (C9-C30) analisados nas
mesmas condicdes. O padrdo de fragmentacdo dos compostos também foi
comparado com a biblioteca de espectro de massa contida no equipamento (NIST
5.0).

3.4 OBTENCAO DA GORDURA SATURADA DE Cocos nucifera (GSC)

A GSC foi obtida da Cocos Empire Company — Mercado Municipal de Belo
Horizonte, Estado de Minas Gerais, Brasil. O método de extracdo da GSC foi
realizada por prensagem do endocarpo, seguida da adicdo de agua (1:1 [w/ v]) e
separacao da gordura por aquecimento 80°C, como descrito em Handayani et al.,
(2009).

3.5 PREPARACAO E CARACTERIZACAO DA NANOEMULSAO DE ORO (NEORO)

A nanoemulséao foi preparada usando metodologia de baixo aporte de energia
descrita previamente por Fernandes et al., (2013). Para uma massa final de 50 g, foi
utilizado 90% de agua, 5% de ORO e 5% de Tween 20. Inicialmente, uma fase foi

preparada adicionando ORO e Tween 20, a mistura foi agitada usando um agitador
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magnético (750 rpm) por 30 min. Em seguida, a fase aquosa foi adicionada a uma
taxa de fluxo de 0,5 mL/min com agitacdo continua por 60 min. A estabilidade da
nanoemulsado foi avaliada no 0, 1°, e 7° dias apds a preparacao, utilizando analise
macroscopica de cor, aspecto visual, separacdo de fases e sedimentacdo. O
tamanho da particula e indice de polidispersdo foram avaliados segundo a
metodologia previamente descrita por Borges et al., (2017). Durante este periodo, as
nanoemulsdes foram mantidas a temperatura ambiente (25 + 2 °C) em tubos de

ensaio de vidro com tampa de rosca.

3.6 ANIMAIS UTILIZADOS

Utilizou-se ratos Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar, machos,
provenientes do Centro Multidisciplinar de Investigacdo Animal (CEMIB) da
Universidade de Campinas — UNICAMP. Os animais foram mantidos em caixas de
polietileno e alocados em estantes climatizadas com temperatura controlada (25+2 °
C) obedecendo ciclo claro/escuro de 12 horas, e recebendo agua e racédo

controlada.

3.7 TRATAMENTO E INDUC}AO DA DISLIPIDEMIA COM GORDURA SATURADA
DE Cocos nucifera (GSC)

Os animais foram distribuidos randomicamente em cinco grupos (n=7/grupo),
e tratados por via oral de acordo com a metodologia de inducdo de dislipidemia
descrita por Faria e Souza et al., (2017), as doses do ORO e NEORO utilizadas

foram as descritas por Borges et al., (2017).

GRUPO 1 (ORO) - Animais tratados com 100 mg/kg/dia de ORO veiculado
em 0.5 ml de tween 20 (4 %) durante 40 dias consecutivos;

GRUPO 2 (ORO+GSC) - Animais tratados com 100 mg/kg/dia de ORO
veiculado em 0.5 ml de tween 20 (4 %) durante 40 dias, mais 2 ml de GSC a partir
do vigésimo dia ate o 40° dia ;

GRUPO 3 (VEI+GSC) - Animais tratados com 0.5 ml de solugéao de tween 20
(4 %) por 40 dias, mais 2 ml de GSC a partir do 20° dia até o 40° dia ;
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GRUPO 4 (NEORO+GSC) - Animais tratados com 500 pg/kg/dia de
Nanoemulsdo de ORO, mais 2ml de GSC a partir do 20° dia até o 40° dia ;

GRUPO 5 (SIN+GSC) - Tratados com 20 mg/kg de Sinvastatina por 40 dias,
mais 2 ml de GSC a partir do 20° dia até o 40° dia.

3.8 TRATAMENTO E INDUCAO DA DISLIPIDEMIA POR TRITON

Os animais foram distribuidos em cinco grupos (n= 6/grupo) e tratados
durante 5 dias por via oral. No segundo dia foi induzida a dislipidemia por via
intraperitoneal com Triton WR1339 (Tyloxapol, Sigma-Aldrich Chemical Co. St.
Louis, MO, EUA), 150 mg/kg dissolvidos em NaCl a 0,9% (SOUZA et al., 2017), com
excegao do grupo “Normal”. Os grupos e tratamento foram delineados como se

segue:

Grupo Normal - Tratado com 0.5 ml de solucéo de Tween 20 a 4 %.

Grupo Triton - Tratado com 0.5 ml de solugéo de Tween 20 a 4 %.

Grupo ORO — Tratado com 100 mg/kg de ORO veiculado em 0.5 ml de tween 20 a
4%.

Grupo NEORO - Tratado com 500 pg/kg de Nanoemulséao de ORO;

Grupo SIN - Tratado com Sinvastatina (10 mg/kg).

3.9 ANALISES BIOQUIMICAS

Na inducéo da dislipidemia por GSC, no 41° dia, os animais foram submetidos
ao jejum de 12h e anestesiados com tiopental sodico (Cristalia- Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda, Brasil) na dose de 45 mg/kg por via intraperitoneal. Foram
coletados 1,5 ml de sangue através do plexo ocular e as amostras foram
centrifugadas por 10 min a 5000 rpm e realizado as analises de aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase, colesterol total e fracées, triglicerideos,
uréia e creatinina. Na dislipidemia induzida com Triton, no 5° dia de tratamento, foi
realizado a coleta de sangue pelo plexo ocular, o sangue foi centrifugado como

descrito anteriormente e realizado as analises de triglicerideos, colesterol total e
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fragcbes. Em todos os testes foram utilizados Kits LabTest, equipamento analisador
bioguimico automatico modelo BS 380 (Mindray Bio-medical Electronics Co., Ltd.).

3.10 DETERMINACAO DO INDICE ATEROGENICO

Posteriormente as analises bioquimicas, foi calculado o indice Aterogénico
(IA) dos grupos com dislipidemia induzida por GSC, seguindo o método descrito por
Dobiasova (2004), que consiste na aplicagcdo da seguinte formula: IA = (colesterol
total - HDL-c)/HDL-c. Este método avalia matematicamente as chances de um

individuo desenvolver placas ateromatosas.

3.11 AANALISE DA ATEROSCLEROSE DA AORTA POR MICROSCOPIA
ELETRONICO DE VARREDURA (MEV)

Na inducao da dislipidemia por GSC, no 41° dia os animais foram submetidos
a eutanasia por overdose de Tiopental (100 mg/kg, ip, Cristalia- Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda, Brasil) para remocao dos 6rgaos (Rins, baco, coracao, figado,
pancreas, pulmdes e gordura abdominal) e em seguida pesados em balanca
analitica eletrénica (Model Bioprecisa FA-2104N). O isolamento da artéria aorta foi
realizado a partir do arco aértico até a bifurcacdo iliaca. A regido toracica foi
divididas em secc¢bes de 0.5 cm e analisada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV, Hitachi Model-TM3030PLUS), para detectar processos aterogénicos seguindo

a técnica descrita por Faria e Sousa et al., (2017).

3.12 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Para andlise estatistica ultilizou-se o programa GraphPad Prism (versao 7.0).
Os valores dos resultados obtidos nos diversos experimentos foram apresentados
como média e desvio padrdo. Foram realizados Andlise de variancia (ANOVA One-
way) seguida do teste de Tukey para mdultiplas comparacdes. Resultados que
apresentaram diferencas de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos entre oS grupos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DO PERFIL QUIMICO DO ORO POR CG-EM

A patrtir do perfil cromatografico foi possivel detectar 99,5% da composicao de
terpenos presentes no ORO, permitindo a identificacdo de 20 compostos com
destaque para os monoterpenos majoritarios  a-pineno (8.13 %), Limoneno
(21.99%), 1,8-cineol (33.70%) e canfora (27.68%) (Figura 5 e Tabela 1).

Figura 5. Perfil cromatografico obtido da analise do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis (ORO) por cromatografia gasosa acoplada - espectrometria de massa
(GC-EM), onde 2- a-pineno (8.13%), 10 - Limoneno (21.99%), 11- 1,8-cineol
(33,70%) e 16 - canfora (27,68%).
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Na constituicdo quimica, o ORO possui majoritariamente compostos volateis
principalmente monoterpenos (FERNANDES et al, 2013), sendo suas
caracterizacOes realizadas por metodologias cromatograficas e espectroscopicas,
gue permitem a identificacdo e quantificacdo da maioria dos componentes do 6leo
essencial (CARVALHO et al., 2016). Os resultados da constituicdo quimica obtido
para o ORO, estdo de acordo com os relatados por outros autores, pois em estudos
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anteriores ja foi demonstrado que o ORO possui como compostos majoritarios a-
pineno, canfora, 1,8-cineol, Limoneno (FERNANDES et al., 2013,BORGES et al.,
2017).

Tabela 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L.
(ORO) determinado por analise em CG-EM.

Pico TR (min) Composto (%) IR Exp.* IR lit.**
1 4.872 a-thujene 0.11 928 926
2 5.054 a-pineno 8.13 935 939
3 5.424 Canfeno 1.68 950 954
4 6.045 B-phellandrene 0.21 955 1031
5 6.152 B-pineno 0.58 979 979
6 6.482 B-mirceno 0.90 993 990
7 6.911 a-phellandrene 0.77 1007 1002
8 7.282 a-Terpineno 0.45 1018 1017
9 7.532 0-cimeno 1.65 1026 1026
10 7.674 Limoneno 21.99 1030 1031
11 7.773 1,8-cineol 33.70 1033 1033
12 8.666 y - Terpineno 0.39 1059 1059
13 9.724 Terpinolene 0.20 1091 1088
14 10.128 B-linalol 0.16 1102 1098
15 10.350 ok 0.44 1108 -
16 11.897 Céanfora 27.68 1147 1146
17 12.736 Borneol 0.32 1168 1169
18 13.739 a-terpineol 0.12 1193 1188
19 13.899 a-campholenal 0.20 1197 1125
20 14.532 Verbenona 0.18 1213 1205
21 23.220 B-cariofileno 0.14 1421 1427

Percentual Identificagdo 99.5

*IR Exp: IR calculado, **IR lit: IR tabelado para o composto

4.2 CARACTERIZACAO E AVALIACAO DA ESTABILIDADE DA NEORO

A nanoemulsdo (NEORO) preparada a partir do ORO, apresentou coloracao
branca leitosa com reflexo levemente azulado, ndo se observou separagéo de fases
ou algum parametro que indicasse instabilidade da formulacdo, como os descritos
por Duarte et al., 2015. Quanto a avaliacdo da estabilidade da NEORO durante os 7
dias (Tabela 2 e Figura 6), foi observado que o didmetro da gota meédia variou entre
129.1+035 a 149.7+0.3786 nm com indice de polidispersdo variando entre
0.103+0.023 e 0.376+0.005. O ORO foi utilizado para o desenvolvimento da
nanoemulsdo (NEORO), e os resultados demonstraram que a NEORO apresentou
estabilidade com diametros das gotas abaixo de 150 nm e com uma distribuicdo

monomodal do tamanho das gotas (SOLE et al., 2012). Estes resultados estdo de
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acordo com os obtidos por Duarte et al.,, 2015 , que desenvolveu nanoemulsdo
estavel do 6leo essencial de Rosmarinus officinalis L. com diametro de particulas

abaixo de 200 nm e polidispersao de 0.281+0.089.

Tabela 2. Tamanho das particulas e o indice de polidispersdo da NEORO avaliada

em triplicata durante o periodo de 0, 1 e 7 dias. Resultados com médiatdesvio
padrao (SD).

Day O Day 1 Day 7
. 129.1 149.4 146.7
Size (nm) 129.5 149.5 147.9
128.8 150.1 152.2

Média +SD 129.1+0.35 149.7 + 0.3786 148.9 + 2.892
0,096 0,207 0,376
Pdl 0,085 0,187 0,381
0,129 0,188 0,371

Média +SD 0.103 + 0.023 0,194 = 0.011 0,376 + 0,005

Figura 6. DistribuicAo das particulas da NEORO obtidos por Zetasizer, da

nanoemulsédo diluida com agua para injecdo (1:25) e avaliada em triplicata nos dias
0,1 e 7 dias.
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4.3 ACAO DO ORO E DA NEORO SOBRE O MODELO DE DISLIPIDEMIA
INDUZIDO POR TRITON

Existem diversos modelos utilizando animais para induzir dislipidemia, dentre
eles encontra-se o modelo classico de indugdo por aplicacdo intraperitoneal de
Triton (Tyloxapol). O Triton é um surfactante ndo aniénico que induz dislipidemia em
animais por mecanismos de acdes envolvendo a sua capacidade de inibir a enzima
lipoproteina lipase (LPL), responsavel pela hidrélise dos triglicerideos presentes nas
lipoproteinas plasmaticas, bem como estimula a enzima hidroximetil glutaril
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), enzima intracelular chave para a sintese
de colesterol hepatico. Desta forma, hd um aumento de triglicerideos (TG) e
biossintese do colesterol (CT) com consequente aumento dos lipideos plasmaticos
(BERTGES et al., 2011,SOUZA et al., 2017).

O modelo de indugcdo de dislipidemia por triton foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de TG (245.7 £ 26.6 mg/dL) e CT (192.8 + 29.64 mg/dL)
em comparacao ao grupo Normal (Figura 7), observou-se que o grupo tratado com
ORO na dose de 100 mg/kg apresentou reducédo significativa de 68,3 % nos niveis
plasmaticos de CT (109.66 + 45.25 mg/dl, p <0,01) e de 94,8 % nos niveis de TG
(97.33+25.82 mg/dl, p <0,001). No grupo tratado com NEORO na dose 500 ug/kg
observou-se reducédo de 55.3 % nos valores de CT de (125.25 + 43.81 mg/dl, p <
0,05) e de 66,8% nos niveis de TG (142.22+45.93 mg/dl. p <0,001). O grupo
controle de animais tratados com SIN também apresentou reducédo significativa dos
niveis plasmaticos de TG e CT quando comparado com grupo Triton, com
Percentuais de 67.3 % (141.3+22.10 mg/dl) e 65.9% (112.25+44.19 mg/dl)

respectivamente.
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Figura 7. Efeito dos tratamentos com 06leo essencial (ORO) e nanoemulsdo de
Rosmarinus officinalis (NEOROQO) sobre os niveis de colesterol total e triglicerideos
em ratos Wistar com dislipidemia induzida por Triton. As Barras representam a
média + DP (n = 7 / grupo), com '(p <0,05), ~(p<0,01) e "~ (p <0,01) representando
resultados estatisticamente significativos em comparacdo com Grupo Triton. Teste
One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Na avaliacdo dos niveis de LDL e HDL (Figura 8), foi possivel observar que o
grupo Triton apresentou aumento significativo no valor de LDL (95.2 + 13.6 mg/dL) e
reducdo de HDL (13.8+5.6 mg/dL). Por outro lado, os grupos ORO e NEORO foram
capazes de reduzir significativamente os niveis de LDL com percentuais de 67.7%
(51,6 = 18.3 mg/dL) e 53.9 % (60.7 = 21.03 mg/dL) respectivamente. NOS grupos
tratados com ORO e NEORO foi possivel observar aumento significativo nos niveis
de HDL em comparac¢ao com grupo Triton, com percentuais de 109.5% (44.66 + 16.2
mg / dL) e 90.4 % (40.2 + 13.7 mg/dL) respectivamente. O grupo SIN também foi
capaz de reduzir significativamente (p <0,001) os niveis de LDL em 84.2 % (40.3 *
14.9 mg/dL) e aumentou significativamente (p <0,01) os niveis de HDL em 76.2 %
(37.2 £ 5.33 mg/dL).
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Figura 8. Efeito dos tratamentos com 6leo essencial (ORO) e nanoemulsdo de
Rosmarinus officinalis (NEORO) sobre os niveis de LDL e HDL colesterol em ratos
Wistar com dislipidemia induzida por Triton. As Barras representam a média + DP (n
= 7 / grupo), com (p <0,05) , "(p <0,01) e ~(p <0,01) representando resultados
estatisticamente significativos em comparacdo com Grupo Triton. Teste One-way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey.
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Nos grupos com dislipidemia induzida por Triton e tratado com ORO (100
mg/kg), NEORO (500 ug/kg) e SIN (10 mg/kg), observou-se reducdo dos niveis de
lipideos, assim como no estudo conduzido por Lee et al., 2018, que demonstrou o
potencial de 6leo essencial de Citrus lemon na reducao do perfil lipidico. Além disso,
os resultados dos tratamentos com ORO e NEORO foram capazes de melhorar o
perfil das lipoproteinas aumentando significativamente a concentracdo de HDL e
reduzindo os niveis de LDL nos animais.

Pode-se sugerir que estes efeitos na reducdo da hipercolesteromia,
hipertrigliceridemia e melhora nos niveis das lipoproteinas estdo relacionadas com
limoneno, 1,8-cineol e outros monoterpenos, assim como as estatinas, agem inibindo
HMG-CoA redutase, enzima fundamental na biossintesse do colesterol, moderando
a sua producgdo e consequente o0s niveis plasmaticos circulantes no organismo. Este
efeito também pode ser atribuido em parte aos mecanismos complementares, uma
vez que estudos demonstram que o limoneno e 1,8-cineol sdo capazes de atuar na
ativacdo Receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPARs) ( JING et
al., 2013). Os PPARs desempenham um papel fundamental na melhora da
dislipidemia através da regulacdo do metabolismo dos lipideos e das lipoproteinas,
isso tem sido demonstrado através da ativacdo de PPAR com agonistas, como

fenofibrato que pode reduzir os niveis elevados de lipideos na circulacdo e aumentar
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os niveis de HDL (YOON et al., 2009). Ao se ligar com seu agonista, os PPARs
formam heterodimeros com Receptor do acido 9-cis retindico (RXR) no ndcleo, onde
se ligam a sequencia especifica de elementos responsivos (PPER) do PPAR para
regular a transcricdo de genes alvos, responsaveis por controlar o metabolismo

lipidico no figado (Figura 9).

Figura 9: Ativacdo de Receptores ativados por proliferadores peroxissomais.
Linoneno, 1,8-cineol e outros monoterpenos atuam como agonistas de PPAR, para
dar inicio a transcricdo de genes responsaveis pela regulacdo do metabolismo
lipidico. Adaptado de Ferreira 2015.

Limoneno Figado

cl,ftf:;eo' | PPAR - Agonista | Aumento da oxmdagdo

monoterpenos de dcidos graxos
Aumento do LPL

Cytoplasm

Nucleus

LG

PPAR /

Ligand Transcriptional
coactivators
PPAR . l Q
) RXR_|

PPRE|—. Glucose and insulin
homoeostasis, lipid
metabolism, differentiation

4.4 ACAO DO ORO E DA NEORO SOBRE MODELO DE DISLIPIDEMIA INDUZIDO
POR GSC

Uma dieta com excesso de lipidios contribui para o aumento de acidos graxos
livres na circulacdo (AGL), e o aumento plasmatico de acidos graxos saturados
(AGS) é um fator importante na instalacdo da dislipidemia, aterogénese e doencas
cardiovasculares. O Modelo de dislipidemia induzida pela administracdo oral de GSC
induz ao aumento dos niveis de lipideos no sangue devido ao alto teor de gordura

saturada, assim pode contribuir para hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia bem
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como aumento de LDL e acumulo de gordura corporal na regidao abdominal (SOUZA
et al., 2017).

Na avaliacdo do peso corporal e da gordura abdominal dos animais com
dislipidemia induzida por GSC (Figura 10), foi possivel observar que ndo houve
diferenca estatistica significativa entre o peso corporal dos grupos, no entanto
guando realizou-se a mensuracdo da gordura abdominal, observou-se que o grupo
VEI+GSC apresentou valor elevado em relacdo aos demais grupos. Os grupos
tratados com ORO, NEORO, SIN, nas doses de 100 mg/kg, 500 ug/kg, 10 mg/kg,
respectivamente, foram capazes de reduzir o acumulo de gordura abdominal de
forma significativa (p <0,01) comparados com o grupo VEI+GSC. Na avaliagdo do
peso dos orgaos internos (Tabela 3), também néo foi observado diferenca estatistica

significativa entre os grupos.

Figura 10. Efeito dos tratamentos com Oleo essencial (ORO) e nanoemulséo
(NEORO) de Rosmarinus officinalis sobre peso corporal e gordura abdominal de
ratos Wistar com dislipidemia induzida por GSC. As Barras representam a média +
DP (n = 7 / grupo), com ~(p <0,01) representando resultados estatisticamente
significativos em comparacao ao Grupo VEI+GSC. Teste One-way ANOVA seguido
pelo teste de Tukey.
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Em estudo realizado por Faria e Souza et al., (2017) demonstraram aumento
de gordura abdominal no grupo controle néo tratado e com dislipidemia induzida por
GSC, assim como observado no grupo VEI+GSC, fato que corrobora com os
resultados obtidos nesse estudo. Nos grupos tratados com ORO e NEORO néao se
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observou aumento de gordura abdominal, sugerindo envolvimentos desses
tratamentos na reducdo do acumulo de gordura nessa regido, possivelmente pela
acdo dos componentes presentes no ORO sobre a adipogénese. O acumulo de
gordura corporal € decorrente de desequilibrio entre processos lipogénicos e
lipoliticos que causam o armazenamento excessivo de gordura na forma de TG
principalmente no figado e tecido adiposo abdominal e predispde a pessoa ao
diabetes e doencas cardiovasculares (DCVs) (LANGIN et al., 2006; HASSANI et al.,
2016).

Tabela 3. Efeito dos tratamentos com o6leo essencial (ORO) e nanoemulsédo
(NEORO) de Rosmarinus officinalis sobre o peso dos 6rgdos dos ratos Wistar com
dislipidemia induzida por GSC.

Orgéos VEI+GSC ORO ORO+GSC NEORO+GSC SIN+GSC
Figado 17.14+1.11 16.41+0.28 15.90+1.61 16.77+2.38 16.29+1.58
Rim 1.63+0.10 1.83+0.17 1.62+0.14 1.83+0.19 1.64+0.14
Pancreas 1.15+0.32 1.37+0.33 1.22+0.17 1.48+0.19 1.50+0.31
Coracdo 1.37+0.12 1.54+0.20 1.42+0.11 1.49+0.15 1.32+0.07
Bacgo 0.99+0.05 1.11+0.15 0.94+0.09 1.11+0.06 1.08+0.11
Pulmdes 1.98+0.17 2.04+0.16 1.93+0.16 2.12+0.12 1.94+0.21

Valores representam a média £+ DP (n = 7 / grupo), Teste one-way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey.

Com relacdo a avaliacdo dos parametros bioquimicos (Tabela 4) dos animais
com dislipidemia induzida por GSC, observou-se que nao houve diferenca
significativa nos niveis de transaminases (AST e ALT) entre 0os grupos. Quanto aos
niveis de colesterol total (CT), foi possivel observar aumento no grupo VEI+GSC
(116.57+£7.69 mg/dl), ja os grupos tratados apresentaram redugdo extremamente
significativa (p<0,001) em relacdo ao grupo VEI+GSC, com percentuais de 36,1%
(ORO+GSC), 42.5% (NEORO+GSC), e 50.1% (SIN+GSC). Nos valores de HDL né&o
houve diferenca significativa entre os grupos, demonstrando que os tratamentos nao
apresentaram nenhuma influencia sobre esse parametro, no entanto, para 0s
valores de LDL foi observado aumento no grupo VEI+GSC (44.71+£11.14 mg/dl) e
nos grupos tratados com ORO e NEORO observou-se redugéo significativa (p <
0,001) com percentuais de 64,3% (15.71 = 8.88 mg/dl) e 61.7% 16.85+8.06 mg/dI
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respectivamente. O grupo SIN+GSC também apresentou reducdo significativa (p <
0,001) nos valores de LDL com percentual de 83,9 % (7.10 + 3.11 mg/dI).

Na avaliacdo dos niveis de triglicerideos (TG), foi observado que grupo
VEI+GSC apresentou aumento significativo (226.82 + 36.94 mg/dl), ja os grupos
tratados com ORO+GSC e NEORO+GSC foram capazes de reduzir
significativamente, com percentuais de 38,4% (139.28+29.73 mg/dl, p<0,01) e
41.9% (131.28+40.58 mg/dl, p<0,001) respectivamente. O grupo tratado com
SIN+GSC apesar de se observar reducdo signifivativa (p<0,01), demonstrou
percentual de 31.9 %, sendo inferior aos demais grupos tratados. Em relagdo aos
niveis de creatinina, glicose e uréia, ndo houve diferenca significativa entre os
grupos.

Vale ressaltar que observou-se uma melhora significativa no perfil lipidico dos
animais no grupo tratado com NEORO, mesmo utilizando uma dose 200 vezes
menor que a dose aplicada ao ORO.

Quanto ao indice aterogénico (IA), foi recentemente proposto como um
marcador do potencial aterogénico do plasma € definido como o algoritmo da razéo
entre os niveis de colesterol total no organismo e o colesterol HDL. Foi observado
nos resultados deste estudo que os grupos com dislipidemia e tratado com ORO na
dose de 100 mg/kg e NEORO na dose de 500 pg/kg, assim como os grupos tratados
com SIN na dose de 20 mg/kg apresentaram reducao significativa do IA (Tabela 4),
demonstrando uma menor probabilidade de desenvolvimento de doenca
aterosclerotica. Em estudos envolvendo célculos do IA, foi demonstrado que quanto
menor o IA, menor a capacidade de eventos cardiovasculares por processos
aterogénicos (DOBIASOVA, 2004; TAN et al., 2004).
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Tabela 4. Efeito dos tratamentos com oleo essencial (ORO) e nanoemulsao
(NEORO) de Rosmarinus officinalis L. sobre parametros bioquimicos e Indice
Aterogénico de ratos Wistar com dislipidemia induzida por GSC.

Parametro VEI+GSC ORO ORO+GSC NEORO+GSC SIN+GSC
AST (U/dL) 87.28+12.97 85.08+11.93 70.0+£9.52 90.28+23.76 78.71+9.08
ALT (U/dL) 43.28+8.47 28.55+4.61 33.3£13.06 35.71+6.79 34.2+3.91
CT (mg/dL) 116.57+7.69 59.1+8.20# 74.28+9.72# 66.71+15.61# 58.14+6.79#
HDL (mg/dL) 31.0+10.66 34.16+9.84 31.14+6.56 26.28+10.15 32.5+5.32
LDL (mg/dL) 44.71+£11.14 9.5+6.18# 15.71+8.88# 16.85+8.06# 7.10+3.11#
Creatinina (mg/dL)  0.22+0.04 0.27+0.03 0.24+0.03 0.20£0.02 0.20+0.01
Glicose (mg/dL) 134.85+18.67 131.88+12.42 149.57+21.35 144.57+22.95 144.1+15.08

TG (mg/dL) 226.82+36.94  113.25+28.38# 139.28+29.73*  131.28+40.58# 154.2+49.62**
Ureia (mg/dL) 38.71+3.14 42.18+6.32 37.28+5.73 40.716.71 40.14+4.33
IA 2.74+1.11 0.73+0.30# 1.39+0.96* 1.56+0.88* 0.81:+0.45#

Valores representam a média + DP (n = 7 / grupo), com **(p <0,01) e # (p <0,001) representando
resultados estatisticamente significativos em comparacdo ao Grupo VEI+GSC. Teste one-way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey.

Em estudo realizado por Selmi et al., (2017) avaliando a acdo do o6leo
essencial de Rosmarinus officinalis L. em ratos diabéticos, foi demonstrado que o
ORO foi capaz de reduzir significativamente os niveis de CT, TG e LDL, e néo
apresentou efeito sobre os niveis de HDL. Esses resultados corroboram com os
resultados deste estudo, pois nos grupos tratados com ORO e NEORO, foi
observado reducgéo dos niveis de CT, TG e LDL, além de ndo apresentar influencia
na reducédo de HDL. Outro estudo utilizando Oleo essencial de Ocimun sanctum L.
contendo principalmente monoterpenos e sequiterpenos, demonstrou reducdo sobre
o perfil lipidico principalmente sobre os niveis de CT, TG e LDL e também estéo
relacionados com a cdo dos compostos majoritarios presentes no ORO como
limoneno, 1,8-cineol, a-pineno e canfora que atuam sobre a biossintese do colesterol
inibindo a enzima HMG-CoA redutase e como agonistas para PPARs
(SUANARUNSAT et al., 2010; DICKMANN etal., 2012).
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4.4.1 Acdo do ORO e da NEORO sobre a aterosclerose

Na determinacdo da formacdo de placas de ateroma na artéria aorta
analisada por microscopia eletrénica de varredura (MEV), constatou-se a formacéo
de processos aterogénicos no grupo tratado com VEI+GSC (Figura 11 e 12). Nas
analises dos grupos tratados com ORO, NEORO e SIN foi observado auséncia de

formacao de processos aterogénicos no endotélio vascular.

Figura 11: Imagem por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de corte
transversal da aorta toracica. 1) ORO; 2) ORO + GSC; 3) VEI+ GSC; 4) NEORO +
GSC; 5) SIN + GSC. Seta branca indica a formacdo da placa de ateroma no
endotélio vascular da artéria aorta.
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Figura 12: Imagem por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de corte
longitudinal da aorta toracica. 1) ORO; 2) ORO + GSC; 3) VEI+ GSC; 4)NEORO +
GSC; 5) SIN + GSC. Seta branca indica a formacdo da placa de ateroma no
endotélio vascular da artéria aorta.

Estudos evidenciam que a melhora no perfil lipidico, principalmente a reducéo

da hipercolesterolemia esta associada a reducdo da incidéncia da aterosclerose
(RIBEIRO et al., 2008). A formagdo das placas ateroscleréticas comegca com a
agressdo contra o endotélio vascular devido ao aumento nas concentracfes
plasmaticas de LDL, que translocam-se para a camada intima das artérias e sofrem
oxidacdo em ambiente pré-oxidante desencadeando inflamacdo e recrutamento de
células imunitarias, particularmente monocitos (FARIA E SOUZA et al., 2017). A
migracdo de células imunes para o0 espaco subendotelial promove a diferenciagédo
em macréfagos e a captura de LDL-oxidado, originando células preenchidas de
lipideos chamadas de células espumosas, que constituem o principal componente
da matriz gordurosa do ateroma (ARAUJO et al., 2007; BLASI et al., 2008).

Em estudos sobre ateroscleroses em animais, € demonstrado que dieta rica
em acidos graxos saturados contribui para acelerar a formacdo da aterogénese e
que principalmente a artéria aorta na regiao abdominal € uma regido propensa a
formacéo de placas (JACKSON et al., 2007; FARIA E SOUZA et al., 2017). Estes
resultados estdo de acordo com os observados neste estudo.
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Na avaliacdo de processos aterogénicos na artéria aorta, foi demonstrado que
o ORO possivelmente possui propriedades antiaterogénicas. Esse efeito é
evidenciado pela auséncia de formacdo de placas ateromatosas no endotélio
vascular dos grupos tratados com ORO, NEORO e SIN. Essa propriedade
antiaterogénica pode ser explicada pela capacidade do ORO em reduzir
significativamente os niveis de CT, TG e principalmente LDL, lipoproteina chave na
aterogénese. Borges et al., (2017) demonstrou a acdo anti-inflamatéria dos
compostos quimicos presentes no 6leo essencial e na nanoemulsdo de Rosmarinus
officinalis L., esse efeito pode contribuir na inibicdo inflamatéria da cascata inicial
principalmente pela via de sinalizagdo de NF-KB, que estimula migracdo de células
inflamatorias para a regido subendotelial. Estudos atribuem seu efeito anti-
inflamatorio principalmente pela presenca de 1,8-cineol, canfora e a-pineno, que
atuam impedidando a formacao de mediadores pré-inflamatérios impedindo o NF-KB
de se translocar para nucleo e consequentemente inibindo a migracdo de mondcitos

para o espaco subendotelial (Figura 13).
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FIGURA 13: Mecanismo de sinalizacdo NF-KB. 1- O padrdo molecular associado ao
patébgeno (PAMP), associado a danos padrdo molecular (DAMP) ou receptor de
citocina é ativado por sua molécula agonista correspondente; 2 - O estimulo de
ativacdo do receptor € transduzido pela proteina adaptadora proximal acoplada
(PAP), que por sua vez ativa a IkB-quinase (IKK) por fosforilacdo. 3 - A IKK ativada
fosforila o inibidor de kB (IkB), limitado ao fator nuclear-kB (NF-kB); 4 - A fosforilagéo
do IkB sinaliza sua consequente poliubiquitinacdo (u); 5 - A poliubiquitinacdo IkB
causa sua degradacao pelo proteassoma; 6 - Sem o seu inibidor, o NF-kB & capaz
de translocar para o nucleo; 7 - No nucleo, o NF-kB liga-se ao DNA, atuando como
fator de transcricdo de varios mediadores pré-inflamatorios; 8 - Os produtos de
transcricdo de NF-kB incluem, entre outros, IL-1, IL-6, TNF-a, COX-2, MIP-1, MIP-2,
ICAM-1 e VCAM-1; 9 - O 1,8-cineol, a-pineno e outros terpenos, agem impedindo a
translocacdo de NF-kB para o nucleo e consequente formacado de mediadores pro-
inflamatérios que agem na patogénese da aterosclerose. Adaptado de Borges et al.,
2018.
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Outro efeito farmacolégico importante do ORO que pode contribuir na inibicdo
da formacao da aterogénese € o0 seu potencial antioxidante que possivelmente pode
atuar na inibicdo da via de oxidacdo do LDL evitando sua captura pelos macrofagos
e assim impedindo a formacdo das células espumosas no endotélio (RASKOVIC et
al., 2014). Produtos da peroxidagéo lipidica ocasionam alteracées na membrana que

levam a transtornos na permeabilidade, ocasionando a oxidagcéao de LDL. 1,8-cineol,
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canfora e a-pineno e outros terpenos evitam a deterioragdo da membrana,
aumentando os niveis de glutationa e outras enzimas antioxidantes, evitando assim
a peroxidacao lipidica e consequentemente a oxidacdo de LDL, fator primordial na

patogénese da aterosclerose (Figura 14).

Figura 14: Mecanismo antioxidante dos componentes do ORO na peroxidacao
lipidica e formacao de ROS. 1 - Hidroxila (OH ) elimina um atomo de hidrogénio dos
acidos graxos poliinsaturados (AGPLH) da membrana celular, formando radical
lipidico (L *) e agua (H 2 O); 2 - L * reage com oxigénio (O2) resultando em radical
peroxila (LOO ¢); 3- O LOO - sequestra outro hidrogénio do AGP-LH formando um
novo radical L « e hidroperéxido (LOOH); 4- O L e 0 LOO « formam o radical estavel
(LOOL), que também €& formado por dois LOO +; 5- Os compostos ORO
(monoterpenos oxigenados e hidrocarbonetos mono- e sesquiterpénicos) tém a
capacidade de neutralizar o OH, evitando a deterioracdo da membrana; 6- Na
membrana interna (IM) doO complexo | (Cl) das mitocondrias libera elétrons que
geram radicais superéxido (O 2 ¢) para as regiées mitocondriais matriz; 7- Complexo
[l (Clll) libera elétrons gerando O2 « na matriz e intermembrana mitocondrial espago,
o 02 - sofre superoxido dismutase 1 (SOD1) no espacgo intermembrana e superoxido
dismutase 2 (SOD2) na matriz formando peréxido de hidrogénio (H 2 O 2); 8- A
enzima glutationa peroxidase GPX) reduz o H 2 O 2 para H20 e 02; 9- O ion Fe2 +
reage com o H 2 O 2 para formar Fe 3+ e OH (reacdo de Fenton); 10- Os compostos
ORO (monoterpenos oxigenados e hidrocarbonetos mono- e sesquiterpénicos)
reagem com OH, evitando a peroxidacéo lipidica e consequentemente a oxidacao de
LDL ; 11. Compostos ORO (1,8-cineol, canfora, a-pineno e outros componentes)
aumentam a quantidade de glutationa, resultando na diminuicédo dos niveis de H 2 O
2 pela acdo de GPX. (Borges et al., 2018)
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5 CONCLUSOES, CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Tradicionalmente plantas medicinais séo utilizadas como alternativa
terapéutica no tratamento de diversas patologias. Desta forma, varias espécies vém
sendo estudas para avaliacdo de suas atividades biolégicas. O Rosmarinus
officinalis L. € conhecido por apresentar muitas propriedades benéficas aos usuérios.
Diversos estudos tem demonstrado o potencial farmacolégico do seu 6leo essencial,
com principalmente propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes.

Com base nos resultados obtidos neste estudo, foi demonstrado que o ORO e
a NEORO apresentaram propriedades capazes de reduzir de forma significativa os
niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL nos modelos de inducdo de
dislipidemia por Triton e por GSC. Além disso, observou-se a eficiéncia da NEORO
na reducado do perfil lipidico com uma dose 200 vezes inferior a dose do ORO,
demonstrando a otimizacao da acao antihipercolesterolémica e
antihipertrigliceridémica do 0leo essencial de Rosmarinus officinalis L. em
nanoformulacéo. Nesse sentido, também foi demonstrado que tanto o ORO quanto a
NEORO apresentaram propriedades antiaterogénicas, inibindo a formagéao de placas
de ateromas na artéria aorta analisadas por MEV. Essa acdo antiaterogénica em
parte se deve aos mecanismos farmacoldgicos ja descritos para oS monoterpenos
majoritarios identificados no ORO, principalmente a acdo redutora dos niveis de
colesterol LDL, antioxidante e anti-inflamatoria.

Sugere-se que novos estudos sejam desenvolvidos para melhor elucidagao

dos mecanismos de acao envolvidos nas reacoes descritas.
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Abstract

Introduction: Dyslipidemias are lipid metabolism alterations which lead to increased serum
lipoprotein, cholesterol, and triglycerides levels. These alterations are associated with higher
incidence of cardiovascular diseases (CVD), is also a risk factor for atherosclerosis
development.

Objectives: This study aimed to evaluate the effect of Rosmarinus officinalis essential oil
(EORO) and its nanoemulsion (NEORO) on Triton and saturated fat-induced dyslipidemia in
Wistar rats.

Key findings: EORO phytochemical evaluation by gas chromatography-mass spectroscopy
(GC-MS) revealed a-pinene (8.13%), limonene (21.99%), 1,8-cineole (33.70%) and camphor
(27.68%) as its major compounds. Triton-induced dyslipidemia significantly increased total
cholesterol, LDL and triglycerides levels. However, groups treated with EORO and NEORO
had significant reduction of total cholesterol, LDL, and triglycerides, as the simvastatin-
treated group. Dyslipidemia induced by Cocos nucifera L. saturated fat (CSF) led to
abdominal fat gain, hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, increased LDL levels and
atherogenic process formation in aorta artery. Treated groups (EORO+CSF, NEORO+CSF,
SIM+CSF) had significantly reduced hypercholesterolemia and hypertriglyceridemia, besides
reduced abdominal fat gain and finally, inhibited vascular endothelium atheromatous plaques
formation.

Conclusions: In this manner, results show the anti-dyslipidemic effect by EORO and NEORO
in the employed model, besides anti-atherogenic propriety.

Keywords: Rosmarinus officinalis, essential oil, nanoemulsion, anti-dyslipidemic, anti-
atherogenic.
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1. Introduction

Dyslipidemia consists of lipid metabolism alterations which result in increased levels
of serum lipoproteins, cholesterol and triglycerides. In its turn, lipoproteins are biomolecules
which transport lipids in its core [1,2,3]. In dyslipidemia is mainly observed increased levels
of low-density lipoproteins (LDL) and triglycerides, in addition to decreased high-density
lipoprotein (HDL) levels [4]. This pathology is linked to increased incidence of
cardiovascular diseases (CVD), diabetes, and metabolic syndrome, is also a risk factor for
atherosclerosis [5,6]. CVDs represent a main public health issue and every year there is an
increase of 12 million people affected; the difficulty of treatment can lead to early death [7].

Atherosclerosis is a progressive inflammatory disease which affects medium and
large-caliber arteries, this condition is generated by endothelial injury, followed by lipid
deposition, muscular cells migration, and calcification, mainly affecting arteries’ tunica
intima [8].

Species Rosmarinus officinalis L., popularly known as “Rosemary” is a plant of
Lamiaceae (formerly Labiatae) family. Original of southern Europe, North Africa, and the
Mediterranean; R. officinalis is nowadays cultivated around the world, and presents several
pharmacological activities as anti-inflammatory, anti-bacterial and anti-oxidant [9,10].

The essential oil of R. officinalis (EORO) is a colorless or pale-yellow liquid with the
characteristic odor of its plant [11]. Due to its anti-bacterial and anti-oxidant potential, EORO
is widely used in pharmaceutical, cosmetics and food industries [12]. EORO chemical
composition can differ according to solo and farming factors, and its extraction method [13].
According to Cleff et al [14] and Takayama et al [15], major compounds include 1,8-cineol,
a-pinene, and limonene.

Nanotechnology applied to essential oils manage to improve its pharmacological
proprieties, which are favored by the nanometric scale of these formulations. Moreover,
development of nanoemulsions constituted by immiscible liquids plus a stabilizer enables
thermodynamic stability and small droplets formation, with size ranging from 20 to 200 nm
[16].

In this context, biodiversity stands out as a source of a great variety of plant species
and its bioactive molecules with therapeutic potential for several diseases, including
dyslipidemias. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of Rosmarinus officinalis L.
essential oil and its nanoemulsions on dyslipidemia induced by Cocos nucifera L. saturated

fat and Triton in Wistar rats.
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2. Material and Methods

2.1. Essential oil of Rosmarinus officinalis L. (EOROQO)

The essential oil was acquired from the company Florien — Flowers and Herbs
Pharmaceutical Commerce Ltda. Located on Vicente Bellini road, 175, Piracicaba, S&o Paulo,
Brazil. The oil was extracted from plants’ aerial parts, with botanical identification, lot n°

056757.

2.2. Phytochemical characterization of EORO by gas chromatography-mass spectroscopy
(GC-MS)

EORO chemical composition analysis was performed by gas chromatography-mass
spectroscopy using a Shimadzu / GC 2010, self-injector Shimadzu / AOC-5000, mass-
detector (Shimadzu MS2010 Plus, 70 eV), DB-5MS fused silica column (Agilent Advanced J
& W; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). GC-MS parameters were: split-ratio 1:30; helium as
carrier gas (65 kPa); 1.0 ul injection volume; injector temperature at 250°C; detector
temperature at 250°C; column initial temperature at 60°C for 1 minute, heating 3°C min™
until 290°C. The analysis was performed for 46.67 minutes, and compounds identification
was assessed through their retention index (RI), interpolating retention time based on a
mixture of aliphatic hydrocarbons (C9-C30) analyzed at same conditions. In addition,
compounds’ fragmentation pattern was compared to equipment’s mass spectrum library

(NIST 5.0).

2.3. Cocos nucifera saturated fat (CSF)

CSF was obtained from Cocos Empire Company — Municipal Market of Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil. CSF extraction was performed through endocarp pressing,
followed by water addition in 1:1 (v/v) proportion. The fat was separated by heating at 80°C
as described by Handayani et al [17].

2.4. EORO Nanoemulsion preparation

EORO nanoemulsion (NEORO) was prepared using a low energy load method,
described previously by Fernandes et al [18]. For a final mass of 50 g, was used water (90%),
EORO (5%) and Tween-20 (5%) as a surfactant. A phase was initially prepared by mixing
EORO and Tween-20, this mixture was then stirred using a magnetic stirrer (750 rpm) for 30

minutes. Then, the aqueous phase was added at 0.5 mL/min flow under continuous stirring for
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60 minutes. Nanoemulsion stability was assessed 0, 1 and 7 days after its preparation for the
following parameters: macroscopic color and visual aspect, phases separation and
sedimentation. Droplets size analysis and polydispersity index were evaluated according
described by Borges et al [13]. Nanoemulsions were kept at room temperature (25 £ 2 °C) in

capped test tubes.

2.5. Animals and ethical considerations

This study was approved by the Ethics Committee in Animals Use — CEUA, of the
State University of Amapa — UNIFAP, under the approval report n° 017/2017.

Animals used were male Wistar lineage rats (Rattus norvegicus albinus) from the
Animal Investigation Multidisciplinary Center (CEMIB) of Campinas University —
UNICAMP. The rats were maintained in polyethylene cages placed in a ventilated cabinet at
controlled temperature (25+2° C) and dark/light cycle (12/12 hours) and received food and
water in controlled quantity.

2.6. Treatment and dyslipidemia inducing with CSF
Animals were randomly assigned into five groups (n = 7/group) and orally treated
according to the dyslipidemia-inducing method described by Faria e Souza et al [19]. EORO
and NEORO used doses were previously described by Borges et al [13]. The groups were
treated as follows:
1) Animals were treated with 100 mg/kg/day of EORO with Tween-20 as a vehicle (4%) for
40 days; (EORO)
2) Animals were treated with 100 mg/kg/day of EORO with Tween-20 as a vehicle (4%) for
40 days, and 2 ml of CSF from the 20" to the 40" day (EORO+CSF);
3) Animals were treated with 0.5 ml of Tween-20 solution (4%) for 40 days, and 2 ml of CSF
from the 20™ to the 40" day (VEI+CSF);
4) Animals were treated with 500 pg/kg/day of NEORO for 40 days, and 2 ml of CSF from
the 20" to the 40™ day (NEORO+CSF);
5) Animals were treated with Simvastatin for 40 days, and 2 ml of CSF from the 20" to the
40" day (SIM+CSF).

2.7. Treatment and dyslipidemia inducing with Triton
Animals were randomly assigned into five groups (n=6/group) and orally treated for 5

days. At the second day, dyslipidemia was induced in treated groups intraperitoneally with
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Triton WR1339 (Tyloxapol, Sigma-Aldrich Chemical Co. St Louis, MO, USA), 150 mg/kg
dissolved in physiologic saline [7]. Groups were treated as follows:

Control Group: Treated with 0.5 ml of Tween-20 (4%) solution, did not receive Triton
treatment (Control);

Triton Group: Treated with 0.5 ml of Tween-20 (4%) solution (Triton);

Triton Group: Treated with 100 mg/kg of EORO with 0.5 ml of Tween-20 (4%) as a vehicle
(EORO);

Triton Group: Treated with 500 ug/kg of NEORO (NEORO);

Triton Group: Treated with Simvastatin (10 mg/kg). (SIM).

2.8. Biochemical analysis

In CSF-induced dyslipidemia, animals were kept fasting for 12 hours on the 41st day
to collect blood samples. For this, they were anesthetized using 45 mg/kg of sodium
thiopental (Cristalia — Chemical and Pharmaceutical Products Ltda, Brazil) intraperitoneally.
Blood samples (1.5 ml) were collected from ocular plexus, then centrifuged for 10 minutes
(5000 rpm) for analysis of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT),
total cholesterol (TC) and fractions (LDL and HDL), triglycerides (TG), urea, glucose and
creatinine. In Triton-induced dyslipidemia, animals were treated as previously described but
on the fifth day. All tests were performed using LabTest kits and automated biochemical

analyzer equipment, model BS 380 (Mindray Bio-medical Electronics Co., Ltd.).

2.9. Organs removal and scanning electron microscopic analysis of aorta

In CSF-induced dyslipidemia, 41st day, animals were euthanized by Thiopental
overdose (Cristalia — Chemical and Pharmaceutical Products Ltda, Brazil) for organ removal
(kidney, spleen, liver, pancreas, lungs and abdominal fat) and weighing using an electronic
analytical balance (Model Bioprecisa FA-2104N). Aorta was removed from the aortic arch to
the iliac bifurcation, and the thoracic region was divided into 0.5 cm sections for scanning
electron microscopic (SEM) analysis (Hitachi Model-TM3030 PLUS) to search for
atherogenic processes, as described by Faria e Souza et al [19]

2.10. Statistical Analysis
Raw data values from the experiments were presented as a mean + standard deviation.
Groups were compared using Analysis of Variance (ANOVA One-Way) followed by Tukey

test, and p < 0.05 was considered statistically significant.
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3. Results

3.1. EORO chemical profile characterization by GC-MS

Chromatographic profile showed 100% of terpenes in EORO composition, with 20
compounds identified. Major compounds were a-pinene (8.13%), limonene (21.99%), 1,8-
cineol (33.70) and camphor (27.68%), as shown in Figure 1 and Table 1.

3.2. NEORO characterization and evaluation

Nanoemulsion obtained from EORO (NEORO) showed white colorations and slightly
bluish reflect, no phase separation was observed nor any other parameter indicating
formulation instability, as described by Duarte et al [20]. Concerning NEORO stability
evaluation for 7 days (Table 2 and Figure 2), it was observed that average droplet size ranged
from 129.1 £ 0.35 to 149.7 = 0.3786 nm and polydispersity index ranged between 0.103 +
0.023 t0 0.376 + 0.005.

3.3. EORO and NEORO effects on Triton-induced dyslipidemia model

Triton-induced dyslipidemia model significantly increased TG (245.7 + 26.6 mg/dL)
and TC (192.8 £ 29.64 mg/dL) compared to Control group (Figure 3). However, compared to
non-treated group, EORO-treated group had a significant reduction of serum TC (68.3%,
109.66 + 45.25 mg/dl, p < 0.01) and TG (94.8%, 97.33 + 25.82 mg/dl, p < 0.001), and so had
NEORO-treated group (TC reduction: 55.3%, 125.25 + 43.81 mg/dl, p < 0.05; TG reduction:
66.8%, 142.22 + 45.93 mg/dl, p < 0.001). In addition, simvastatin-treated group (SIM) had
also reduction of serum TG and TC levels, as expected (67.3%, 141.3 = 22.10 mg/dl and
65.9%, 112.25 + 44.19 mg/dI respectively)

Regarding LDL and HDL evaluation (Figure 4), Triton induced significant increase of
both (95.2 £ 13.6 mg/dL and 13.8 = 5.6 mg/dL respectively). On the other hand, EORO and
NEORO-treated groups managed to significantly reduce LDL levels (67.7%, 51.6 + 18.3
mg/dL and 53.9%, 60.7 £ 21.03 mg/dl respectively) and increase HDL levels (109.5%, 44.66
+ 16.2 mg/dl and 90.4%, 40.2 = 13.7 mg/dl respectively). As expected, simvastatin-treated
group also significantly (p < 0.001) reduced LDL levels (84.2%, 40.3 14.9 mg/dl) and
increased HDL levels (76.2%, 37.2 £ 5.33 mg/dl).

3.4 EORO and NEORO effects on CSF-induced dyslipidemia model
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In CSF-induced dyslipidemia, body weight evaluation showed no statistically
significant difference between groups (Figure 5), however, abdominal fat appraisal shows that
group VEI+CSF had higher values compared to the other groups. Treated groups
EORO+CSF, NEORO+CSF and SIM+CSF managed to significantly reduce (p < 0.01) fat
accumulation compared to group VEI+CSF. Intern organs weigh (Table 3) showed no
statistical difference among groups.

Biochemical parameters assessment (Table 4) of CSF-induced dyslipidemic animals
shows no significant differences in transaminases (AST and ALT) levels among groups.
However, concerning serum TC levels, increased values were observed in group VEI+GSC
(116.57 = 7.69 mg/dl), while highly significant (p < 0.001) reduction was observed in treated
groups EORO+CSF, NEORO+CSF and SIM+CSF when compared to VEI+CSF, respectively
36.1%, 42.5%, and 50.1%. In its turn, HDL values showed no statistical differences among
groups, evidencing no influence of treatments on this parameter, nevertheless, LDL values
showed increase in group VEI+CSF (44.71 + 11.14 mg/dl and significant reduction (p <
0.001) in EORO and NEORO-treated groups when compared to VEI+CSF, respectively
64.3%, 15.71 £+ 8.88 mg/dl and 61.7%, 16.85 + 8.06 mg/dl. The simvastatin-treated group
(SIM+CSF) also had significant reduction (p < 0.001) in LDL (83.9%, 7.10 £ 3.11 mg/dl).

In serum triglycerides (TG) levels assessment was noticed increased values in group
VEI+CSF (226.82 + 36.94 mg/dl), while treated groups EORO-CSF and NEORO-CSF
managed to significantly reduce (p < 0.001) TG levels when compared to VEI+CSF,
respectively 38.4%, 139.28 + 29.73 mg/dl and 41.9%, 131.28 + 40.58 mg/dl. Simvastatin-
treated group SIM+CSF, although significantly reduce (p < 0.001) TG levels when compared
to VEI+CSF, had a lower reduction (31.9%) compared to former groups. Regarding
creatinine, glucose and urea levels, no statistically significant difference among groups was
noticed.

Scanning electron microscopy of aorta shows the atherogenic process in group
VEI+CSF (Figures 6 and 7). Analysis of treated groups EORO+CSF, NEORO+CSF and

SIM+CSF indicates a leak of atherogenic process formation in vascular endothelium.

4 Discussion

EORO chemical composition is based on volatile compounds, mainly monoterpenes
[18], its characterization is possible employing chromatographic and spectroscopy techniques
which allow identification and quantification of its major compounds [21]. The chemical

composition of our essential oil from Rosmarinus officinalis are in accordance with those
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described by other studies, reporting a-pinene, camphor, 1,8-cineole and limonene as major
components [18,13].

EORO was used for development of a nanoemulsion (NEORO), results show NEORO
exhibited stability with average droplets size < 150 nm and monomodal distribution of
diameter [22]. These results are in accordance with those reported by Duarte et al [20], who
developed stable nanoemulsion from the essential oil of R. officinalis, with droplets diameter
below 200 nm and a polydispersity index of 0.281 + 0.089.

There are several animal models of dyslipidemia, among then, the classic method
inducted by intraperitoneal application of Triton (Tyloxapol). Triton is a non-anionic
surfactant that induces dyslipidemia through inhibition of lipoprotein lipase, an enzyme which
hydrolyzes triglycerides of serum lipoproteins; in addition, Triton also induces HMA-CoA
reductase’, an intracellular enzyme that plays a key role in hepatic cholesterol synthesis.
Hence, there is an increase in triglycerides (TG) concomitantly with cholesterol (TC)
synthesis, culminating in increased serum lipid levels [23,7].

In Triton-induced dyslipidemic groups treated with EORO, NEORO, and simvastatin,
it was noticed a decrease of serum lipid levels, this is similar with what was reported by Lee
et al [24],who demonstrated serum lipid levels reduction by the essential oil of Citrus lemon.
Moreover, our results show that treatment with EORO and NEORO managed to improve
serum lipid profile by increasing HDL levels and decreasing HDL levels in rats.

This effect can be at least partially explained by the high content of limonene, which
can act in PPARa activation [25]. PPARa has a key role in dyslipidemia improvement
through regulation of lipids and lipoproteins metabolism. This has been demonstrated through
PPARa activation by its agonists, like fenofibrate, which can reduce elevated serum lipid

levels and increase HDL levels [26].

A lipid-rich diet contributes to increasing free fatty acid levels in the bloodstream, and
increased serum saturated fatty acid is an important factor in the development of
dyslipidemia, atherogenesis, and cardiovascular diseases. The CSF-induced dyslipidemia
model entails increased blood lipids levels due to the high content of saturated fat,
contributing to hypertriglyceridemia, hypercholesterolemia, increased serum LDL levels and

abdominal fat accumulation [7].

! 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase
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A study performed by Faria e Souza et al [19] reported increased abdominal fat in a
non-treated group with dyslipidemia induced by CSF, just as observed in group VEI+CSF,
corroborating this present study results. Groups treated with EORO and NEORO had no
increment of abdominal fat, suggesting a link between this treatment and diminution of
abdominal fat. Body fat accumulation is due to an imbalance of lipogenic and lipolytic
processes, culminating in excessive storage of fat as triglycerides, mainly in the liver and
abdominal adipose tissue. This is a risk factor for diabetes and cardiovascular diseases [27,
28].

Diacylglycerol acyltransferase (DGAT) is an important enzyme involved in TG
synthesis and storage in adipocytes. A study performed by Dickmann et al [29] demonstrated
the potential of carnosic acid from Rosmarinus officinalis to moderately suppress the activity
of type 1 DGAT in vitro and inhibits intracellular TG synthesis in HepG2 cells. Perhaps this
mechanism may be involved in EORO activity in the observed abdominal fat reduction of
treated groups EORO+CSF and NEORO+CSF.

Evaluating the effects of Rosmarinus officinalis essential oil in diabetic rats, Selmi et
al [30] reported that EORO significantly reduced TC, TG, and LDL levels, without effects on
HDL levels. This is in accordance with our results, because treated groups EORO+CSF and
NEORO+CSF had reduced TC, TG and LDL levels, and no effects on HDL levels were
observed. An additional study using essential oil of Ocimun sanctum L., whose composition is
mainly made of monoterpenes and sesquiterpenes, showed reduction of TC, TG and LDL
levels [31].

A study performed by Ribeiro et al [32] evidences that improvement of lipid profile is
linked to reduced incidence of atherosclerosis. Atherogenic plaques formation is triggered by
vascular endothelium injury, caused by increased concentration of serum LDL, which
translocate to arteries’ tunica intima and undergo oxidation, this leads to inflammation and
recruitment of immune system cells, particularly monocytes [19]. The influx of inflammatory
cells to subendothelial space leads to its differentiation into macrophages, which absorbs the
oxidized LDL and became filled with fat, becoming foam cells, the main component of
atheroma [33,34].

Anexos e Apéndices 87



Atherosclerosis studies performed in animals shows that saturated fat-rich diet speeds
up the atherogenic process, especially in abdominal region aorta, which is prone to plaque

formation [35, 19]. Our results are also in accord to it.

In atherogenic process assessment of aorta is evidenced a possible anti-atherogenic
potential of EORO due to the leak of atherogenic plaque formation in vascular endothelium of
treated groups EORO+CSF and NEORO+CSF. This potential can be explained by EORO
effect of reducing TC, TG and mainly LDL levels, which is an important lipoprotein in the
atherogenesis process. In addition to that, Borges et al [13] demonstrated the anti-
inflammatory potential of chemical compounds present in R. officinalis essential oil and its
nanoemulsion, which also can contribute by inhibiting the inflammatory cascade that triggers

inflammatory cells influx into the subendothelial region.

Furthermore, the antioxidant activity of EORO may also contribute to inhibiting
atherogenesis process by suppressing LDL oxidizing, preventing its absorption by

macrophages and hence preventing foam cells formation [11].

5. Conclusion

Based on these results, it was shown that EORO along with NEORO exhibited
propriety to significantly reduce levels of total cholesterol, triglycerides, and LDL in Triton
and CSF-induced dyslipidemia models. Besides that, it was noticed that NEORO efficiently
reduced lipid profile with a 200 times smaller dose compared to pure EORO, evidencing great
improvement of anti-hypercholesterolemic and anti-hypertriglyceridemic activity of
Rosmarinus officinalis essential oil in the form of nanoemulsion. The anti-atherogenic
propriety of EORO and NEORO was also shown by inhibition of atheroma plaque formation
in the aorta, assessed by scanning electron microscopy; this anti-atherogenic potential of
EORO can be explained at least partially by pharmacological mechanisms already described

by major EORO compounds, like level reducer of LDL, antioxidant and anti-inflammatory.
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Figure 1. Chromatographic profile obtained from the analysis of the essential oil of
Rosmarinus officinalis (EORQO) by coupled gas chromatography - mass spectrometry (GC-
MS), where 2- a-pinene (8.13%), 10- Limonene (21.99%), 11- 1,8-cineole (33.70%) and 16-
camphor (27.68%).
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Table 1. Chemical constituents of essential oil of Rosmarinus officinalis L. (ORO)
determined by GC-MS analysis.

Peak RT (min) Compound (%) RI
1 4.872 a-thujene 0.11 928
2 5.054 a-pinene 8.13 935
3 5.424 Camphene 1.68 950
4 6.045 B-phellandrene 0.21 955
5 6.152 B-pinene 0.58 979
6 6.482 B-myrcene 0.90 993
7 6.911 a-phellandrene 0.77 1007
8 7.282 a-Terpinene 0.45 1018
9 7.532 0-cymene 1.65 1026
10 7.674 Limonene 21.99 1030
11 7.773 1,8-cineole 33.70 1033
12 8.666 y —Terpinene 0.39 1059
13 9.724 Terpinolene 0.20 1091
14 10.128 B-linalool 0.16 1102
15 10.350 ok 0.44 1108
16 11.897 Camphor 27.68 1147
17 12.736 Borneol 0.32 1168
18 13.739 a-terpineol 0.12 1193
19 13.899 a-campholenal 0.20 1197
20 14.532 Verbenone 0.18 1213
21 23.220 B-caryophyllene 0.14 1421
Identification percentage 100

RT:Retention Time, RI: Index Retention

Table 2. Represents particle size and polydispersity index of the NEORO evaluated in
triplicate over the period of 0, 1 and 7 days. Results with mean + standard deviation (SD).

Day 0 Day 1 Day 7
129.1 149.4 146.7
Size (nm) 129.5 149.5 147.9
128.8 150.1 152.2

Mean +SD 129.1£0.35 149.7 £ 0.3786 148.9 £ 2.892
Polydispersity 0,096 0,207 0,376
Index 0,085 0,187 0,381
0,129 0,188 0,371

Mean +SD 0.103 £ 0.023 0,194 £ 0.011 0,376 £+ 0,005
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Total Cholesterol(mg/dL)

Figure 2. Distribution of the NER particles obtained by Zetasizer, diluted nanoemulsion with
water for injection (1:25) and evaluated in triplicate on days 0, 1 and 7 days.
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Figure 3. Effect of treatments with essential oil (OERQO) and nanoemulsion of Rosmarinus
officinalis (NEORO) on total cholesterol and triglycerides levels in Wistar rats with Triton-
induced dyslipidemia. Bars represent the mean + SD (n = 7 / group), with "(p <0,05),
“(p<0,01) e ""(p <0,01), representing statistically significant results in comparison with
Triton Group. One-way ANOVA test followed by Tukey's test
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Figure 4. Effect of treatments with essential oil (OERO) and nanoemulsion of Rosmarinus
officinalis (NEORO) on LDL and HDL cholesterol levels in Wistar rats with Triton-induced
dyslipidemia. Bars represent the mean £ SD (n = 7 / group), with (P <0.01) and *** (p <0.01),
representing statistically significant results in comparison with Triton Group. One-way
ANOVA test followed by Tukey's test.
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Figure 5. Effect of Rosmarinus officinalis essential oil (EORO) and nanoemulsion (NEORO)
treatments on body weight and abdominal fat of Wistar rats with CSF-induced dyslipidemia.
Bars represent the mean + SD (n = 7 / group), with ** (p <0.01) representing statistically
significant results in comparison to the VEI + GSC Group. One-way ANOVA test followed
by Tukey's test.
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Table 3. Effect of Rosmarinus officinalis essential oil (EORO) and nanoemulsion (NEORO)
treatments on Wistar rats' body weight with CSF-induced dyslipidemia.

Organs VEI+CSF EORO EORO+CSF NEORO+CSF SIM+CSF
Liver 17.14+1.11 16.41+0.28 15.90+1.61 16.77+2.38 16.29+1.58
Kidneys 1.63£0.10 1.83+0.17 1.62+0.14 1.83+0.19 1.64+0.14
Pancreas 1.15+0.32 1.37+0.33 1.22+0.17 1.48+0.19 1.50+0.31
Heart 1.37£0.12 1.54+0.20 1.42+0.11 1.49+0.15 1.32+0.07
Spleen 0.99+0.05 1.11+0.15 0.94+0.09 1.11+0.06 1.08+0.11
Lungs 1.98+0.17 2.04+0.16 1.93+0.16 2.12+0.12 1.94+0.21

Values represent the mean + SD (n = 7 / group), one-way ANOVA followed by Tukey’s test.

Table 4. Effect of treatments with essential oil (EORO) and nanoemulsion (NEORO) of
Rosmarinus officinalis on biochemical parameters of Wistar rats with CSF-induced
dyslipidemia.

Parameters VEI+CSF EORO EORO+CSF  NEORO+CSF SIM+CSF
AST (U/dL) 87.28+12.97 85.08+11.03 70.0£9.52 90.28+23.76 78.71+9.08
ALT (U/dL) 43.28+8.47 28.55+4.61 33.3+13.06 35.71+6.79 34.2+3.91
TC (mg/dL) 116.57+7.69 59.1+8.20# 74.28+9.724 66.71+15.614# 58.14+6.794
HDL (mg/dL) 31.0+10.66 34.16+9.84 31.14+6.56 26.28+10.15 32.545.32
LDL (mg/dL) 44.71+11.14 9.5+6.18# 15.71+8.88# 16.85+8.06# 7.10+3.11#
Creatinine (mg/dL) 0.22+0.04 0.27+0.03 0.24+0.03 0.20+0.02 0.20+0.01
Glucose (mg/dL) 134.85+18.67  131.88+12.42 149.57+21.35 144.57+22.95 144.1+15.08
TG (mg/dL) 226.82+36.94  113.25:28.38#  130.28+29.73**  131.28+40.58#  154.2+49.62**
Ureia (mg/dL) 38.71+3.14 42.18+6.32 37.2845.73 40.71+6.71 40.14+4.33

Values represent the mean = SD (n = 7 / group), with ** (p <0.01) and # (p <0.001)
representing statistically significant results compared to the VEI + GSC Group. ANOVA one-
way test followed by Tukey's test.
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Figure 6: SEM of section transversal of the thoracic aorta. 1) EORO; 2) EORO + CSF; 3)
VEI+ CSF; 4) NEORO + CSF; 5) SIM + CSF. White arrow indicates the formation of the
atheroma plaque in the vascular endothelium of the aortic artery.
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Figure 7: SEM of section longitudinal of the thoracic aorta. 1) EORO; 2) EORO + CSF; 3)
VEI+ CSF; 4) NEORO + CSF; 5) SIM + CSF. White arrow indicates the formation of the
atheroma plaque in the vascular endothelium of the aortic artery.
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