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RESUMO

Introducdo: O p-cariofileno, um sesquiterpeno biciclico com reconhecido potencial
terapéutico, apresenta desafios de formulacdo devido a sua natureza lipofilica e baixa
solubilidade aquosa. Este estudo teve como objetivo desenvolver, caracterizar aspectos fisico-
quimicos e a avaliar a seguranca pré-clinica de uma nanoemulsio injetavel de B-cariofileno para
administracdo intramuscular. Material e métodos: Para isso, foram desenvolvidas cinco
nanoemulsdes de B-cariofileno (NBCP1 a NBCP5) utilizando o método de baixa energia,
variando-se o Equilibrio Hidrofilo-Lipdfilo (EHL). Resultados e discussdo: A formulacéo
NBCP1, com EHL 10, demonstrou superioridade em relacdo as outras formulacdes,
apresentando tamanho de particula de 102,39 nm, indice de polidispersdo (PDI) de 0,27,
potencial zeta de -27,5 mV e alta eficiéncia de encapsulacdo (96,46%), mantendo-se estavel
apos testes de estresse (centrifugacdo e ciclos de temperatura). A identidade e pureza do -
cariofileno foram confirmadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). Subsequentemente, a NBCP1 foi submetida a um estudo de toxicidade subcrénica
em ratos Wistar machos, administrada por via intramuscular nas doses de 5 e 15 mg/kg durante
14 dias. A avaliacdo ndo revelou alteracdes comportamentais (screening hipocratico), no
consumo de agua e racao, ou na evolucdo do peso corporal. Os parametros hematoldgicos
(eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, leucécitos e plaquetas) e bioquimicos (ureia, creatinina,
aspartato aminotransferase, alanina aminotransferase) permaneceram dentro dos limites
fisiologicos, sem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos controle e tratados.
A andlise histopatoldgica dos musculos, figados e rins também ndo indicou sinais de
inflamac&o, leséo tecidual ou qualquer alteracdo morfopatoldgica relevante. Conclusfes: Os
resultados, em conjunto, demonstram que a nanoemulsdo NBCP1 é uma plataforma estavel e
segura para a administracéo parenteral do B-cariofileno, ndo induzindo toxicidade local ou
sistémica nas condicOes avaliadas, o que a qualifica como uma promissora candidata para
futuros estudos de eficacia.

Palavras-chave: Terpenos; Nanotecnologia; Toxicologia; Parenteral; Farmacos e
medicamentos; Seguranc¢a de medicamentos.

Agradecimentos: CNPq.




ABSTRACT

Introduction: B-Caryophyllene, a bicyclic sesquiterpene with recognized therapeutic potential,
presents formulation challenges due to its lipophilic nature and low aqueous solubility.
Objectives: This study aimed to develop and characterize the physicochemical properties and
to evaluate the preclinical safety of an injectable B-caryophyllene nanoemulsion intended for
intramuscular administration. Material and Methods: Five B-caryophyllene nanoemulsions
(NBCP1 to NBCP5) were prepared using a low-energy method, varying the hydrophilic—
lipophilic balance (HLB). Results and discussion: Among them, the NBCP1 formulation, with
an HLB value of 10, demonstrated superior performance compared to the other formulations,
exhibiting a mean particle size of 102.39 nm, a polydispersity index (PDI) of 0.27, a zeta
potential of —27.5 mV, and high encapsulation efficiency (97.16%), while maintaining stability
after stress tests (centrifugation and temperature cycling). The identity and purity of B-
caryophyllene were confirmed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC—
MS). Subsequently, NBCP1 was subjected to a subchronic toxicity study in male Wistar rats,
administered intramuscularly at doses of 5 and 15 mg/kg for 14 days. No behavioral alterations
were observed (Hippocratic screening), nor were there changes in water and food intake or body
weight progression. Hematological parameters (erythrocytes, hemoglobin, hematocrit,
leukocytes, and platelets) and biochemical markers (urea, creatinine, aspartate
aminotransferase, and alanine aminotransferase) remained within physiological limits, with no
statistically significant differences between control and treated groups. Histopathological
analysis of muscle, liver, and kidney tissues also revealed no signs of inflammation, tissue
injury, or relevant morphopathological alterations. Conclusions: Collectively, these findings
demonstrate that the NBCP1 nanoemulsion represents a stable and safe platform for the
parenteral administration of B-caryophyllene, without inducing local or systemic toxicity under
the evaluated conditions, supporting its potential as a promising candidate for future efficacy
studies.

Keywords: Terpenes; Nanotechnology; Toxicology; Parenteral; Drugs and medicines; Drug
safety.
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INTRODUCAO

Os compostos bioativos de origem natural tém desempenhado papel fundamental no
desenvolvimento das ciéncias farmacéuticas, constituindo uma fonte historicamente relevante
de moléculas com ampla diversidade estrutural e biolégica. Ao longo das ultimas décadas, a
investigacdo cientifica tem demonstrado que muitos farmacos utilizados na prética clinica
derivam direta ou indiretamente de metabdlitos naturais. Esse cenario reforca a importancia da
biodiversidade como reservatério estratégico de substancias com potencial terapéutico,
especialmente em ecossistemas tropicais, nos quais a complexidade quimica e a adaptacéo
evolutiva das espécies favorecem a producdo de compostos biologicamente ativos.

O bioma amazobnico destaca-se como um dos principais centros globais de
biodiversidade vegetal, abrigando inimeras espécies tradicionalmente empregadas na medicina
popular. Muitas dessas plantas produzem terpenos e sesquiterpenos, metabdlitos secundarios
associados a propriedades anti-inflamatorias, analgésicas e imunomoduladoras. A valorizagao
cientifica desses compostos tem impulsionado pesquisas voltadas a compreensdo de seus
mecanismos de acdo e ao desenvolvimento de sistemas farmacéuticos que possibilitem sua
aplicacéo terapéutica segura e eficaz. Nesse contexto, a exploragdo racional da biodiversidade
amazonica representa uma estratégia relevante para a inovacao em saude.

Entre os sesquiterpenos de maior interesse farmacoldgico, o B-cariofileno destaca-se
por sua ampla distribuicdo em diferentes espécies vegetais e por sua presenca em 06leos
essenciais e oleorresinas amplamente utilizadas. Trata-se de um composto lipofilico,
estruturalmente classificado como sesquiterpeno biciclico, cujas caracteristicas fisico-quimicas
influenciam diretamente seu comportamento em formulacGes farmacéuticas. Apesar de seu
potencial terapéutico, a baixa solubilidade em meio aquoso e a elevada afinidade por fases
oleosas representam desafios relevantes para sua incorporacdo em sistemas convencionais de
liberag&o de farmacos.

Do ponto de vista farmacodindamico, o 3-cariofileno apresenta um perfil diferenciado
ao atuar como agonista seletivo do receptor canabinoide tipo 2, predominantemente expresso
em células do sistema imune e em tecidos periféricos. Essa seletividade o distingue de outros
compostos associados ao sistema endocanabinoide, uma vez que ndo promove ativagao
significativa do receptor canabinoide tipo 1 (CB1), evitando efeitos psicoativos. A ativacdo do

receptor canabinodide tipo 2 (CB2) estd relacionada a modulacdo de vias inflamatorias,
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metabolicas e oxidativas, o que fundamenta os efeitos biologicos observados em modelos
experimentais.

Apesar do perfil farmacoldgico favoravel e das evidéncias de seguranca observadas
em estudos por vias convencionais, a aplicacdo farmacéutica do p-cariofileno ainda enfrenta
limitacGes tecnoldgicas. A elevada lipofilicidade do composto dificulta sua dispersdao em meios
aquosos, podendo comprometer a biodisponibilidade e a estabilidade do ativo. Essas limitacOes
tornam-se ainda mais relevantes quando se considera a administragdo parenteral, que exige
sistemas estaveis, biocompativeis e capazes de apresentar comportamento previsivel no
organismo, minimizando riscos de reacdes adversas locais e sistémicas.

A nanotecnologia aplicada as ciéncias farmacéuticas se consolida como uma estratégia
eficaz para superar desafios associados a compostos lipofilicos. A manipulacdo de materiais em
escala nanométrica permite o desenvolvimento de sistemas capazes de melhorar a solubilidade,
a estabilidade e o desempenho biolégico de ativos naturais. Entre esses sistemas, as
nanoemulsdes destacam-se por sua versatilidade, relativa simplicidade de producdo e
caracteristicas coloidais favoraveis, sendo especialmente adequadas para a veiculagdo de
substancias hidrofobicas em formulagdes destinadas ao uso parenteral.

A administracao intramuscular € amplamente empregada quando se busca liberacéo
gradual do farmaco ou quando a biodisponibilidade oral é limitada, porém requer avaliacéo
criteriosa da compatibilidade tecidual. FormulacGes inadequadas podem desencadear processos
inflamatorios, fibrose ou danos musculares, comprometendo sua seguranca. Dessa forma, a
caracterizacdo fisico-quimica detalhada e a avaliagdo toxicoldgica tornam-se etapas essenciais
no desenvolvimento de novos sistemas injetaveis. Nesse contexto, a investigacdo de uma
nanoemulsdo injetavel contendo [-cariofileno apresenta relevancia cientifica e potencial

terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver, caracterizar e avaliar a segurancga pré-clinica de nanoemulséo injetavel
de B-cariofileno (BCP).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e avaliar a estabilidade da nanoemulséo de BCP por técnicas fisico-quimicas;

e Analisar a compatibilidade intramuscular da nanoemulséo injetavel de BCP e toxicidade
subaguda;

e Avaliar a acdo da nanoemulsdo injetavel através de parametros clinicos, bioquimicos e
hematolégicos;

e Investigar possiveis alteracdes histopatologicas dos tecidos musculares, hepaticos e renais

dos animais.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 B-CARIOFILENO: FONTE E POTENCIAL FARMACOLOGICO

Nas Ultimas décadas, o interesse por substancias naturais com potencial terapéutico
tem crescido de forma expressiva. Essa tendéncia esta diretamente relacionada a busca por
alternativas seguras e eficazes no tratamento de doencas crénicas nao transmissiveis. Nesse
contexto, observa-se uma expansdo significativa dos estudos com nutracéuticos e extratos
vegetais, voltados a investigacdo de seus efeitos em distirbios como obesidade, diabetes,
dislipidemias, esteatose hepatica e diversos tipos de canceres (Waltenberger, 2016).

Entre os compostos bioativos de maior destaque, o B-cariofileno (BCP) figura como
um sesquiterpeno biciclico amplamente distribuido no reino vegetal, especialmente presente
nos 6leos essenciais de inimeras espécies. Estima-se que sua ocorréncia se dé em mais da
metade das familias de angiospermas, o que evidencia sua relevancia ecoldgica e funcional nas
plantas (Maffei, 2020). O BCP apresenta uma diversidade de atividades farmacoldgicas, com
énfase em suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e moduladoras do metabolismo
lipidico (Wang et al., 2023).

Do ponto de vista ecoldgico, o0 BCP atua como um importante mediador na defesa das
plantas contra microrganismos patogénicos, além de exercer papel na atracao de polinizadores.
Contribui ainda para o perfil aromatico caracteristico de muitos 6leos essenciais (Scandiffio et
al., 2020). Fitoquimicamente, sua presenca ja foi identificada em espécies de uso comum tanto
na medicina tradicional quanto na alimenta¢do, como Ocimum spp. (manjericdo), Cinnamomum
zeylanicum (canela), Syzygium aromaticum (cravo), Humulus lupulus (lupulo), Lavandula
angustifolia (lavanda), Origanum vulgare (orégano), Piper nigrum (pimenta-do-reino) e
Rosmarinus officinalis (alecrim). Também esta presente em espécies como Cannabis sativa,
Copaifera spp., Artemisia spp., Croton spp. € Annona cherimola (Machado et al., 2018;
Sharma, 2016).

Nos ultimos anos, o B-cariofileno tem sido amplamente investigado em virtude de sua
interacdo seletiva com os receptores canabinoides do tipo 2 (CB2), componentes do sistema
endocanabindide (SEC). Esse sistema desempenha um papel central na regulacdo de diversos
processos fisiologicos, como inflamagdo, homeostase energética, dor e resposta imunologica

(Gertsch etal., 2008). A ativacdo dos receptores CB2, predominantemente expressos em tecidos
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periféricos e células imunes, estd associada a efeitos anti-inflamatérios e imunomoduladores.
Diferentemente dos canabindides classicos, o0 BCP nédo ativa os receptores CB1, evitando,
assim, os efeitos psicoativos comumente associados a Cannabis sativa (Francomano et al.,
2019).

Além de sua afinidade pelos receptores CB2, estudos indicam que o BCP interage com
receptores nucleares da familia dos receptores ativados por proliferadores de peroxissomo
(PPAR), especialmente os subtipos PPAR-o. ¢ PPAR-y. Esses receptores sao envolvidos na
regulacao do metabolismo lipidico, da glicose e de processos inflamatdrios, o que amplia ainda
mais o potencial terapéutico do composto (Irrera et al., 2019).

Evidéncias experimentais reforgam a aplicabilidade farmacoldgica do B-cariofileno.
Em modelos murinos de diabetes induzida por estreptozotocina (STZ), a administracdo oral
crénica de BCP promove a reducédo da glicemia, a melhora do comportamento depressivo e 0
alivio da dor neuropatica. Também sdo observados efeitos protetores sobre as células f-
pancreéaticas, com aumento da secre¢do de insulina e reducdo do estresse oxidativo e inflamacéo
no tecido pancreético (Aguilar-Avila, 2019; Basha, 2016).

No que se refere a seguranga, o B-cariofileno apresenta um perfil toxicoldgico
favoravel. Estudos de toxicidade aguda e subcronica demonstraram a auséncia de efeitos
adversos relevantes, mesmo em doses elevadas, sendo classificado como uma substancia com
baixa toxicidade (DLso superior a 2000 mg/kg). Esses dados sustentam sua aplicabilidade tanto
na area farmacéutica quanto em produtos alimentares, sem riscos evidentes a saude, o que
possibilita sua utilizacdo em formulacGes farmacéuticas e produtos alimentares sem riscos
evidentes a salde humana. Assim como, reforcam sua aplicabilidade e sustentam o crescente
interesse cientifico e industrial pelo composto, motivando o desenvolvimento de formulagdes
inovadoras que potencializem sua biodisponibilidade e estabilidade (da Silva Oliveira et al.,
2018).

Diante do exposto, o B-cariofileno revela-se um fitocanabindide de notavel potencial
terapéutico, reunindo propriedades farmacoldgicas amplas, seletividade para alvos moleculares
especificos e um elevado indice de seguranca. Sua a¢do ndo psicoativa e sua versatilidade de
aplicacdes o tornam uma alternativa promissora ao uso de derivados da Cannabis, contribuindo
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas voltadas ao tratamento de doencas
cronicas e inflamatorias (Dhopeshwarkar et al., 2014; Katsuyama et al., 2013).

Apesar de seu potencial terapéutico promissor, o B-cariofileno apresenta limitagdes
para a aplicacdo clinica devido a sua elevada lipofilicidade e a baixa solubilidade em meios

aquosos, o que reduz a absorc¢éo e a biodisponibilidade em formulacdes convencionais. Diante
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dessas limitagcdes, o desenvolvimento de sistemas nanoestruturados, como nanoemulsdes
injetaveis, surge como uma estratégia tecnoldgica relevante para superar barreiras
farmacotécnicas e otimizar a eficacia terapéutica do composto, estabelecendo a transi¢éo para

as proximas etapas de estudo (Mddinger et al., 2022; Liu et al., 2013).
3.1.1 Estrutura quimica

Os terpenos constituem uma ampla classe de compostos organicos naturalmente
presentes em diversos organismos, desempenhando papéis biolégicos fundamentais.
Produzidos por bactérias, fungos, algas, plantas e animais, participam de processos de defesa,
sinalizacdo e comunicacdo quimica (Gershenzon; Dudareva, 2007; Paduch, 2007).
Estruturalmente, derivam do pirofosfato de isopentenila (IPP), precursor do isopreno, por meio
da via biossintética do mevalonato, resultando em compostos com a féormula geral (CsHs),. De
acordo com o numero de unidades de isopreno, classificam-se em monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Cao), triterpenos (Cso) ¢ tetraterpenos (Cao) (Ruzicka, 1953;
Oldfield; Lin, 2012).

Figura 1 — Representacao da molécula de pirofosfato de isopentenila, equivalente bioldgico do
isopreno.
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Fonte: Autora (2025).

Dentro dessa ampla classe de compostos, destaca-se o B-cariofileno, um sesquiterpeno
natural presente em uma variedade de 6leos essenciais, como de canela, cravo e pimenta-do-
reino. Sua estrutura quimica, caracterizada pela presenca de um anel ciclopropano, confere-lhe
propriedades Unicas, como a capacidade de interagir com o0s receptores do sistema
endocanabinoide, 0 que tem atraido a atencdo para seus potenciais efeitos terapéuticos. A
diversidade estrutural dos terpenos e suas possiveis modifica¢cdes quimicas posteriores, como

as que ocorrem na formacao de esteroides e saponinas, ilustram a flexibilidade dessa classe de
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compostos para se adaptar a multiplas fungdes bioldgicas e interages com 0 organismo
(Abegaz; Kinfe, 2020).

O B-cariofileno € um composto pertencente a classe dos sesquiterpenos, caracterizado
por sua estrutura quimica peculiar que incorpora um sistema biciclico. Seu esqueleto estrutural
apresenta um anel ciclobutano, caracteristica rara entre terpenoides naturais, o que confere a
esse composto propriedades fisico-quimicas unicas. A versatilidade do B-cariofileno como
unidade estrutural é reforcada pelo interesse despertado entre as décadas de 1970 e 1990,
periodo em que numerosos esforcos sintéticos foram direcionados para a modificacdo de
compostos baseados em a-humuleno e B-cariofileno, buscando a obtencao de terpenoides bi e
triciclicos de elevada diversidade estrutural (Dev, 1989).

Este panorama sintetiza ndo apenas a importancia intrinseca da estrutura quimica do
B-cariofileno, mas também sua relevancia como progenitor em sintese organica. A
complexidade da molécula é atribuida a presenca de ligaces duplas conjugadas e ao arranjo
espacial dos grupos funcionais, que influenciam diretamente sua reatividade e interagdo com
alvos biolégicos.

O B-cariofileno de formula molecular CisHzs, € um sesquiterpeno biciclico cuja
arquitetura incorpora anéis de ciclobutano e de cicloexeno, contendo ligacbes duplas
conjugadas. Essa conformacédo tridimensional particular resulta em um peso molecular
aproximado de 204,35 g/mol e um logP = 4,5, valores que evidenciam seu carater altamente
lipofilico e justificam a necessidade de sistemas de entrega coloidais, como as nanoemulsdes,

para aprimorar sua dispersdo em meios aquosos (Mddinger et al., 2022).

Figura 2 — Estrutura molecular do B-cariofileno (CisHz4), sesquiterpeno biciclico formado por
anéis de ciclobutano e cicloexeno, caracterizado pela presenca de ligacGes duplas conjugadas.
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Peso molecular: 204,35 g/mol. LogP: = 4,5.
Fonte: Autora (2025).

20



O interesse pelo B-cariofileno ndo se limita a seu potencial como intermediario
sintético. Esse sesquiterpeno € amplamente encontrado em extratos vegetais, muitos dos quais
sdo utilizados ha milénios pela medicina tradicional. Registros historicos apontam o uso de
plantas ricas em compostos terpénicos, como a Cannabis sativa, por civiliza¢fes antigas como
fenicios, egipcios, gregos e chineses, datando de pelo menos de 3.000 a.C. (Mechoulam, 1986).
Embora os efeitos terapéuticos da Cannabis sejam frequentemente atribuidos aos canabinoides
A9-tetrahidrocanabinol (A9-THC) e canabidiol (CBD), estudos mais recentes propdem que
outros constituintes da planta, entre eles o B-cariofileno e o a-humuleno, também exercem papel
relevante na atividade farmacoldgica (Russo, 2011). Dessa forma, a estrutura quimica do -
cariofileno, além de sua estabilidade e perfil lipofilico, favorece sua interacdo com sistemas
bioldgicos, complementando e potencializando a a¢do dos canabindides classicos.

A singularidade da estrutura quimica do B-cariofileno também se manifesta na sua
capacidade de ligacdo seletiva ao receptor canabinoide tipo 2 (CB2), sem exercer efeitos
psicoativos tipicos do A9-THC. Essa especificidade de interacdo esta intimamente relacionada
a configuracdo tridimensional da molécula, em especial & disposi¢do de seus centros quirais e
as tensdes intramoleculares impostas pelo anel de ciclobutano. Considerando sua estrutura
robusta e sua afinidade biologica, o p-cariofileno destaca-se como modelo para o
desenvolvimento de novos farmacos voltados a modulagdo de processos inflamatérios e
imunoldgicos. Estudos de sintese inspirados em sua arquitetura demonstram que pequenas
alteracdes estruturais podem impactar significativamente a atividade bioldgica, reforcando a
necessidade de um entendimento aprofundado de sua conformacdo molecular (Dev, 1989).

Adicionalmente, a biogénese do B-cariofileno, a partir do farnesil difosfato (FPP),
segue uma via enzimatica especifica que envolve ciclizaces e rearranjos complexos, resultando
na configuracgdo final do B-cariofileno. Esse processo biogenético reflete a diversidade quimica
possivel a partir de precursores comuns no reino vegetal, originando ndo apenas o [3-cariofileno,
mas tambeém compostos estruturalmente relacionados que compartilham caracteristicas
funcionais e farmacoldgicas. A compreensdo desses mecanismos biossintéticos ndo apenas
elucida a origem natural do B-cariofileno, como também abre possibilidades para sua produgao
biotecnoldgica em larga escala. Assim, seu estudo extrapola a caracterizacdo estrutural e
alcanca o campo da engenharia metabdlica e da producéo de bioativos (Dev, 1989).

Por fim, cabe destacar que o B-cariofileno, bem como seus derivados, como o éxido
de p-cariofileno, exibe uma diversidade de propriedades fisico-quimicas, como alta
lipofilicidade e resisténcia a oxidacdo, caracteristicas atribuidas diretamente & sua estrutura

quimica. Essa estabilidade, aliada a possibilidade de interacdo sinérgica com outros compostos
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da matriz vegetal, torna o P-cariofileno um componente estratégico em formulacGes
farmacéuticas modernas. De acordo com Russo (2011), a interacdo entre terpenoides e
canabinoides resulta em um efeito conjunto que potencializa os beneficios terapéuticos, o que
justifica a crescente atengdao ao [-cariofileno como alvo de estudos farmacologicos e

toxicoldgicos.

3.1.2 Sistema endocanabinoide e aplicacGes terapéuticas

O sistema endocanabinoide (SEC) constitui uma complexa rede de sinalizacdo
envolvida na regulacdo de diversos processos fisiologicos, incluindo a dor, o humor, o
metabolismo energético e a resposta imune. O avango da quimica e da farmacologia permitiu a
caracterizacdo de canabinoides em sua forma pura, com composi¢éo e estabilidade conhecidas,
possibilitando a investigacdo sistematica de seus efeitos bioldgicos. A identificacdo do SEC e
de seus principais receptores, CB1 e CB2, representou um marco para a compreensdo dos
mecanismos de acdo dos canabinoides e para a ampliacdo de suas aplicagcOes terapéuticas
(Pertwee, 2012).
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Figura 3 — Representacdo esquematica da distribuicdo das principais fun¢des dos receptores
canabinoides CB1 e CB2 no organismo humano.
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O receptor CB1 é predominantemente expresso no sistema nervoso central, associado ao humor
e ao controle motor, além de ocorrer em 6rgdos periféricos como o figado. O receptor CB2 esta
localizado principalmente em células do sistema imunoldgico, incluindo linfocitos, macrofagos

e mastocitos, estando relacionado a modulagédo da resposta inflamatoria.
Fonte: Autora (2025).

Os receptores canabinoides apresentam distribuigdo e funcdes distintas. O receptor
CB1 é predominantemente expresso no sistema nervoso central, em regides associadas ao
controle motor, cognicdo e modulacdo do humor, como o hipocampo, a amigdala, o cerebelo e
o tronco encefalico (Tsou et al., 1998; Jourdan et al., 2011). A ativacdo de CB1 esta relacionada
a modulacgéo da liberacdo de neurotransmissores excitatérios, como o glutamato, o que explica
tanto seus efeitos neuroprotetores quanto os efeitos psicoativos observados com alguns
canabinoides (Garcia-Arencibia et al., 2007; Campos et al., 2016).
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Em contraste, os receptores CB2 sdo expressos predominantemente em células do
sistema imunoldgico, incluindo linfécitos, macréfagos e mastdcitos, além de estarem presentes
em tecidos periféricos e, em menor extensao, em regides especificas do sistema nervoso central
(Mackie; Stella, 2006; Piomelli; Sasso, 2014). Essa distribuicdo confere ao CB2 um papel
central na modulacdo da resposta inflamatéria e imunolégica, tornando-o um alvo
particularmente atrativo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas que visam efeitos
anti-inflamatérios e imunomoduladores, sem inducédo de efeitos psicoativos.

A sinalizacdo mediada pelos receptores CB1 e CB2 ocorre por meio do acoplamento
a proteinas Gi/o, resultando na inibicdo da adenilato ciclase, reducdo dos niveis intracelulares
de AMPc e modulacdo de canais idnicos e cascatas de quinases (Santos et al., 2011; Chiurchiu
et al., 2014). Enquanto a ativacdo de CBL1 esta principalmente associada a regulacdo da
excitabilidade neuronal, a ativacdo de CB2 em células imunes regula a producédo de citocinas
pro-inflamatorias e a migracdo celular, evidenciando seu papel na homeostase imunoldgica.

Nesse contexto, destaca-se o B-cariofileno, um sesquiterpeno amplamente distribuido
em Oleos essenciais de diversas espécies vegetais, que atua como agonista seletivo do receptor
CB2, sem apresentar afinidade funcional significativa pelo receptor CB1. Essa seletividade
farmacologica é particularmente relevante, pois permite a ativacdo do SEC com efeitos anti-
inflamatorios e imunomoduladores, evitando os efeitos psicoativos associados a ativacdo de
CBL1 (Herring et al., 1998; Dhopeshwarkar; Mackie, 2014).

Figura 4 — Seletividade do B-cariofileno pelos receptores canabinoides.
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O B-cariofileno apresenta afinidade de ligac&o limitada ao receptor CB1 no sistema nervoso central, mas
ativa predominantemente o receptor CB2 em tecidos periféricos e células imunes (linfécitos, macréfagos
e mastocitos), promovendo efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores sem inducdo de efeitos
psicoativos.

Fonte: Autora (2025).
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A ativacdo de CB2 pelo p-cariofileno desencadeia a inibi¢do da adenilato ciclase e a
modulacdo de vias de sinalizacdo intracelular, incluindo proteinas da familia MAPK, como
ERK e JNK, resultando em alteracdes na expressdo génica e na reducdo da producdo de
mediadores inflamatorios (Correa et al., 2005; Correa et al., 2010; Rajesh et al., 2008). Além
disso, o B-cariofileno interfere na atividade de enzimas pro-inflamatoérias, como a 6xido nitrico
sintetase (NOS) e a ciclooxigenase-2 (COX-2), e reduz a liberacdo de citocinas inflamatérias,
incluindo TNF-a, IL-1P e IL-6 (Piomelli; Sasso, 2014).

Figura 5 — Mecanismo de sinalizacdo do receptor CB2 em célula imune (macré6fago).
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A ativacdo de CB2 pela ligagdo ao B-cariofileno resulta no acoplamento a proteina Gi/o,
inibicdo da adenilato ciclase (AC) e redugdo de AMPc. A cascata de sinalizacdo envolve a
ativacdo de proteinas da familia MAPK (ERK e JNK), reducédo de enzimas pré-inflamatdrias
(NOS e COX-2) e diminui¢do da producédo de citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1pB, IL-6),
resultando em efeitos anti-inflamatorios e imunomoduladores.

Fonte: Autora (2025).

Proteina Gi/o

Essas propriedades farmacologicas posicionam o B-cariofileno como um candidato
promissor para o tratamento de doengas inflamatdrias, metabdlicas e neurodegenerativas, nas
quais a modulacdo seletiva do CB2 representa uma estratégia terapéutica segura e eficaz. Nesse
cendrio, o desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, como nanoemulsfes injetaveis
contendo [-cariofileno, surge como uma abordagem inovadora para superar limitacdes
relacionadas a biodisponibilidade e estabilidade do composto, ampliando seu potencial de

aplicacdo clinica (Mastinu et al., 2018).
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3.2 ATIVIDADES BIOLOGICAS DO B-CARIOFILENO

3.2.1 Efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e analgésicos

O potencial anti-inflamatério do B-cariofileno (BCP) foi inicialmente evidenciado em
estudos in vitro, que demonstraram sua capacidade de modular vias pro-inflamatérias em nivel
celular. Gushiken et al. (2022) observaram que o BCP, em concentragdes micromolares,
reduziu a expressao de enzimas inflamatorias, como COX-2 e iNOS, em culturas de fibroblastos
expostas a lipopolissacarideo (LPS), além de diminuir a producédo das citocinas IL-1p ¢ TNF-
a. Os autores constataram aumento da atividade antioxidante endogena e do fator nuclear Nrf2,
evidenciando que o BCP exerce um papel protetor celular contra a inflamacao oxidativa.

Em modelos in vivo, o efeito inibitério do BCP sobre a inflamacéo foi amplamente
confirmado. Hashiesh et al. (2023) relataram que a administracdo oral de BCP em ratos com
cardiomiopatia diabética reduziu significativamente os niveis teciduais de NF-xB e de COX-2,
além de restaurar a atividade de enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase e catalase.
A analise histoldgica evidenciou menor infiltracdo inflamatéria e preservagdo estrutural do
miocardio. Esses achados reforcam a acéo anti-inflamatdria sistémica do composto, mediada
por mecanismos que envolvem a modulagéo dos receptores CB2 e PPAR-y.

Além dos efeitos anti-inflamatdrios, o BCP apresenta atividade analgésica relevante,
especialmente em modelos de dor inflamatdria cronica. Wang et al. (2025) verificaram que a
administracdo combinada de canabidiol e BCP em camundongos reduziu a hiperalgesia e a
alodinia mecénica, com um efeito sinérgico dependente dos receptores CB2 e TRPV1. O estudo
demonstrou que o BCP isolado foi capaz de promover analgesia sustentada, sem induzir
tolerancia, o que o distingue de farmacos analgésicos convencionais que atuam em receptores
centrais.

O potencial antioxidante e anti-inflamatorio do BCP também foi confirmado em
modelos de lesdo pulmonar aguda. Ricardi et al. (2025) demonstraram que a administracdo
intraperitoneal do composto, em ratos com inflamacdo induzida por LPS, reduziu
significativamente a expressdo de TNF-a, IL-6 e MDA, concomitantemente a ativacéo das vias
Nrf2/HO-1 e ACE2/MasR. Essa resposta resultou na preservacdo da arquitetura alveolar e na
reducdo da infiltracdo de neutréfilos, comprovando sua eficacia como agente antioxidante e

modulador inflamatério.
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3.1.2 Efeitos metabdlicos e neuroprotetores

O B-cariofileno (BCP) apresenta potencial antidiabético relevante, com evidéncias de
modulacédo de vias inflamatdrias e oxidativas associadas a resisténcia a insulina. No modelo de
cardiomiopatia diabética, Hashiesh et al. (2023) demonstraram que o tratamento oral com BCP
reduziu NF-kB e COX-2, restaurou a glutationa e a catalase e atenuou lipotoxicidade
miocardica. Concomitantemente, observaram melhora na glicemia de jejum e no perfil lipidico,
sugerindo acdo integrada sobre estresse oxidativo e inflamacdo. Esses achados sustentam a
hipdtese de que o BCP atua como agonista de CB2, com crosstalk para PPAR-y, favorecendo a
homeostase glicidica e o equilibrio metabdlico sistémico.

Em condicdes metabolicas complexas, a melhora dos parametros bioquimicos pelo
BCP tem sido atribuida a regulacdo das vias PPAR-0/PPAR-y e Nrf2. Revisdo sistematica
recente destacou que 0 agonismo seletivo de CB2 pelo BCP reduz as citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-6) e os EROs, a0 mesmo tempo em que eleva as enzimas antioxidantes, com
reflexos na sensibilidade insulinica e na dislipidemia (Ricardi et al., 2024). A convergéncia
desses mecanismos explica redugcbes concomitantes de triglicerideos e transaminases em
modelos de desordens cardiometabolicas, além de menor peroxidacdo lipidica, indicadores
compativeis com protecdo hepatica e vascular.

No contexto da aterosclerose, a modulagéo da inflamacé&o e do estresse oxidativo pelo
BCP pode afetar etapas-chave da aterogénese. Evidéncias experimentais recentes apontam que
0 composto reduz a ativacdo de NF-kB, a expressdo de iNOS e a geragdo de espécies reativas,
favorecendo um ambiente menos propicio a disfuncdo endotelial e ao recrutamento de
mondcitos (Ricardi et al., 2024; Hashiesh et al., 2023). Em paralelo, dados in vitro mostram
que o BCP atenua dano oxidativo induzido por hiperglicemia e suprime NOX2/NOX4,
reforcando seu papel antiaterogénico indireto por meio da contencéo de vias pro-oxidantes e da
melhora do perfil lipidico (Li et al., 2020).

Do ponto de vista neuroprotetor, 0 BCP reduz neuroinflamacéo e estresse oxidativo
por meio da ativacdo de CB2 e da via Nrf2/HO-1, com impacto sobre homeostase mitocondrial
e excitotoxicidade. Em sintese recente, Ivanova et al. (2025) compilaram dados in vivo e in
vitro demonstrando diminuicdo de IL-1B, TNF-a e proteina carbonilada, além de melhora de
marcadores sinapticos e comportamentais em modelos neurodegenerativos. Tais efeitos,
associados a regulagcdo de PPAR-y, fornecem base mecanistica para a relagdo entre 0 controle
metabolico periférico e a preservacdo neuroldgica, aspecto crucial em sindromes

cardiometabolicas com componente neuroinflamatdrio.
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3.1.3 Efeitos gastroprotetores e imunomoduladores

O pB-cariofileno (BCP) tem-se destacado por seu papel na protecdo do trato
gastrointestinal e na modulacéo da resposta imune, atuando de forma multifatorial em processos
inflamat6rios e oxidativos. Estudos recentes evidenciam que o BCP exerce atividade
gastroprotetora significativa ao reduzir a produgdo de especies reativas de oxigénio e a
expressdo de mediadores inflamatorios como TNF-o, IL-1p e COX-2, preservando a
integridade da mucosa gastrica. De acordo com Parisotto-Peterle et al. (2020), formulacdes
contendo B-cariofileno nanoemulsionado demonstraram efeito cicatrizante e antioxidante em
modelos experimentais de Ulcera gastrica, com aumento da proliferacdo epitelial e da deposicao
de colageno, confirmando seu potencial como agente fitoterapico gastroprotetor.

Estudos mecanisticos sugerem que a acdo gastroprotetora do BCP envolve a ativacdo
dos receptores canabinoides tipo 2 (CB2) e a regulacdo negativa da via NF-kB, reduzindo a
inflamac&o local e o dano oxidativo. Além disso, 0 BCP estimula a liberagdo de muco géstrico
e a restauracdo da barreira epitelial, mecanismos relacionados a inducdo de PPAR-y e a
modulacdo da enzima oxido nitrico sintase (NOS), que favorecem a homeostase do ambiente
gastrico. Em formulagdes lipossomais e nanoemulsionadas, observou-se aumento da
biodisponibilidade e prolongamento do efeito citoprotetor, especialmente em condigdes de
lesdo induzida por agentes ulcerogénicos (Amalraj et al., 2020).

Quanto aos efeitos imunomoduladores, o -cariofileno atua como modulador seletivo
da resposta imune inata e adaptativa, equilibrando o perfil Th1/Th2. O composto regula a
polarizacdo de macrofagos, promovendo a transicdo do fenétipo M1 pro-inflamatdrio para o
M2 anti-inflamatério, o que resulta na reducdo da liberacdo de citocinas inflamatérias e na
ativacéo de processos regenerativos. Dados compilados por lvanova et al. (2025) indicam que
0 BCP, ao ativar CB2 e PPAR-y, exerce um efeito imunossupressor leve, benéfico em doencas
autoimunes e inflamatdrias cronicas, reduzindo o infiltrado celular e mantendo a integridade

tecidual.

3.3 NANOEMULSOES COMO SISTEMA DE LIBERACAO PARENTERAL DE
FARMACOS

Nanoemulsdes sdo sistemas dispersos formados por dois liquidos imisciveis,
geralmente estabilizados por surfactantes, em que a fase interna é reduzida a goticulas menores

que 200 nm (Assis et al., 2012). Essas formulagcfes apresentam vantagens importantes, como
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maior estabilidade fisico-quimica, melhoria nas caracteristicas organolépticas, aumento da
biodisponibilidade de f&rmacos pouco soltveis em agua, incremento da penetragao por barreiras
bioldgicas e possibilidade de liberagdo controlada dos principios ativos (Irache et al., 2011).
Para o desenvolvimento de uma nanoemulsédo injetavel, essas propriedades sdo fundamentais
para viabilizar sua administragdo por via parenteral, assegurando melhor incorporacdo do
farmaco e maior eficécia terapéutica. O controle do tamanho de particula e a selecdo adequada
dos componentes da formulacdo sdo determinantes para alcancar essas caracteristicas
desejaveis (Assis et al., 2012).

Apesar das vantagens, a administracdo parenteral de nanoemulsfes representa um
desafio no desenvolvimento farmacéutico, especialmente quanto a estabilidade e a
biocompatibilidade dos sistemas. Métodos tradicionais de solubilizacdo de farmacos, como a
adicdo de cossolventes ou a formacéo de complexos com ciclodextrinas, apresentam limitacoes,
incluindo precipitacdo do farmaco, dor no local de aplicacédo e baixa tolerabilidade (Strickley,
2004; Bruxel et al., 2012). O uso de nanoemulsdes visa superar essas barreiras, proporcionando
maior estabilidade e minimizando reagdes adversas. A formulacdo de nanoemulsdo, portanto,
deve considerar cuidadosamente esses aspectos, priorizando componentes seguros e métodos
de preparo que garantam a estabilidade cinética necessaria para a administracdo intramuscular
(Bruxel et al., 2012).

As nanoemulsdes lipidicas 6leo em &gua tém longa historia de uso, inicialmente como
fonte de calorias e acidos graxos essenciais e, mais recentemente, como sistemas carreadores
de farmacos (Tamilvanan, 2009). A biocompatibilidade dos 6leos vegetais e dos fosfolipideos
utilizados torna essas formulagdes particularmente adequadas para aplicacfes parenterais. Para
o B-cariofileno, um sesquiterpeno de alta lipofilicidade, a nanoemulséo representa uma
estratégia eficaz para melhorar sua dispersdo em meio aquoso, aumentar sua biodisponibilidade
e controlar sua liberacdo no organismo. O desenvolvimento dessa formulacdo exige o controle
rigoroso da composicdo e das condi¢bes de emulsificagdo, visando garantir ndo apenas a
estabilidade fisico-quimica do sistema, mas também a sua eficécia terapéutica e seguranca

biolégica (Tamilvanan, 2009).
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Figura 6 — Estrutura de uma nanoemulsao 6leo em agua contendo B-cariofileno.
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A formulacdo apresenta nucleo oleoso com o farmaco lipofilico, camada de tensoativo
(fosfolipideo) com moléculas anfifilicas organizadas radialmente, e fase aquosa externa. O
tamanho das goticulas inferior a 200 nm caracteriza o sistema como nanoemulsdo, conferindo

maior estabilidade e biodisponibilidade para administragao parenteral.
Fonte: Autora (2025)

Entretanto, a literatura cientifica ainda ¢ escassa quanto ao uso do B-cariofileno em
formulacdes de administragdo parenteral, o que evidencia uma lacuna de conhecimento e
justifica o desenvolvimento de novas abordagens tecnoldgicas. A maioria dos estudos existentes
avalia o B-cariofileno em formulages orais, topicas ou lipossomais de uso oral, como o sistema
lipossomal “Rephyll”, desenvolvido por meio de tecnologia de entrelagamento de nanofibras,
que demonstrou melhora significativa da biodisponibilidade e da estabilidade do composto em
comparacao as formas convencionais (Amalraj et al., 2020). Estudos recentes também tém
explorado o B-cariofileno em sistemas nanoparticulados e lipidicos voltados a neuroprotecéo e
doencas crdnicas, mas com foco em vias ndo parenterais (Ivanova et al., 2025). Dessa forma,
nédo ha registros de formulacdes injetaveis validadas para o B-cariofileno, especialmente por via
intramuscular ou intravenosa, nem de dados toxicoldgicos sistematizados ap6s sua
administragdo por via parenteral.

Essa lacuna cientifica é reforcada por revisdes sobre nanoemulsdes parenterais que

destacam a escassez de estudos com compostos naturais e a necessidade de validacdo da
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biocompatibilidade e da seguranca antes da aplicacdo clinica (Bruxel et al., 2012). Assim, 0
desenvolvimento de uma nanoemulsdo injetavel de -cariofileno representa uma contribuigao
inédita, tanto sob o ponto de vista farmacotécnico quanto toxicologico, uma vez que a
investigacdo de parametros de seguranga, estabilidade e compatibilidade tecidual de um
fitocanabindide apresenta o reconhecimento de um potencial terapéutico.

A possibilidade de direcionamento do farmaco para tecidos-alvo é outra vantagem
oferecida pelas nanoemulsbes, que pode ocorrer de forma passiva ou ativa (DATE, 2008;
Tamilvanan, 2009). O direcionamento passivo ocorre pela captacdo natural das nanoemulsées
pelo sistema fagocitico mononuclear, ou ainda pela sua acumulagéo em tecidos com capilares
fenestrados, como areas tumorais ou locais inflamados (Driscoll, 2006). J& o direcionamento
ativo pode ser obtido por modificar a superficie das goticulas com ligantes especificos que
reconhecem receptores celulares, aumentando a seletividade do farmaco. No caso da
formulac¢ao de B-cariofileno, ao uso dessas estratégias pode favorecer a sua distribuicdo em
tecidos inflamatérios, potencializando sua acdo terapéutica (Driscoll, 2006).

Portanto, a incorporacdo de farmacos de baixa solubilidade em sistemas de
nanoemulsdo, como o B-cariofileno, oferece beneficios relevantes em comparagdo as formas
farmacéuticas convencionais, incluindo aumento da seguranca, melhoria da atividade
terapéutica e controle da farmacocinética (Bruxel et al., 2012). Esses sistemas minimizam
efeitos adversos como irritacdo e dor local, comuns na administracéo parenteral de solugfes
convencionais. O sucesso da formulacdo depende diretamente das propriedades fisico-quimicas
da nanoemulsdo, das caracteristicas quimicas do [-cariofileno e da resposta fisiologica
desencadeada apds a administracao. Assim, o desenvolvimento da nanoemulsao injetavel de -
cariofileno exige uma abordagem tecnoldgica criteriosa, voltada para a obtengdo de um sistema
estavel, biocompativel e seguro, especialmente no contexto de sua avaliagdo toxicoldgica pré-

clinica em ratos Wistar (Bruxel et al., 2012).

3.3.1. Toxicidade e biocompatibilidade de formulacbes parenterais

A toxicidade e a biocompatibilidade representam critérios essenciais na avaliacdo de
formulacdes destinadas a administracdo parenteral, uma vez que essas vias ultrapassam as
barreiras fisiologicas de protecdo e introduzem diretamente 0s compostos no sistema
circulatorio ou em tecidos internos, exigindo um elevado grau de pureza e estabilidade (Begines
et al., 2020). Embora as nanoemulsGes apresentem vantagens tecnolégicas significativas, a

escolha inadequada de componentes, como 0leos, surfactantes e coemulsificantes, pode resultar

31



em efeitos adversos, como reagdes inflamatorias, necrose local ou alteracGes sistémicas (Bruxel
etal., 2012).

De modo geral, uma formulacdo parenteral é considerada biocompativel quando ndo
desencadeia reacOes inflamatdrias intensas, necrose tecidual, alteracdes hematoldgicas ou
disturbios bioquimicos sistémicos (Shah et al., 2014). Para tanto, é essencial que 0s
constituintes da nanoemulsédo sejam reconhecidos como seguros pela Farmacopeia e pelo FDA
(Food and Drug Administration), como os triglicerideos de cadeia média (TCM), lecitinas de
soja e polissorbatos ndo i6nicos (Bruxel et al., 2012; Strickley, 2004). Esses componentes
apresentam boa tolerabilidade e ampla utilizagdo em emulsdes nutricionais e terapéuticas, com
baixo potencial de irritacdo local e de toxicidade sistémica.

A toxicidade de sistemas nanoestruturados pode decorrer de multiplos fatores:
composicdo quimica, carga superficial, tamanho de particula, estabilidade coloidal e presenca
de residuos de solventes ou agentes tensoativos (Zaher et al., 2023). Em especial, particulas
menores que 100 nm podem interagir com membranas celulares, alterando fungdes
mitocondriais e promovendo estresse oxidativo (Patricio et al., 2021). No entanto, quando
adequadamente otimizadas, nanoemulsdes lipidicas apresentam perfil seguro e sdo utilizadas
com sucesso para transportar anestésicos, horménios, anti-inflamatérios e antibiéticos por via
intravenosa e intramuscular (Tamilvanan, 2009; Bruxel et al., 2012).

Em relagdo ao B-cariofileno, estudos de toxicidade aguda e subcronica por via oral em
roedores demonstram baixa toxicidade e auséncia de efeitos adversos relevantes, com valores
de DLso superiores a 2000 mg/kg, o que classifica como uma substancia de risco minimo (da
Silva Oliveira et al., 2018). Essa seguranca, associada a sua natureza lipofilica e ao
reconhecimento de seu uso seguro em alimentos e produtos farmacéuticos, reforca seu potencial
para formulacbes parenterais. Entretanto, a auséncia de dados especificos sobre o
comportamento do B-cariofileno quando injetado ressalta a necessidade de estudos pré-clinicos
voltados a biocompatibilidade e toxicidade tecidual local, o que justifica a avaliacdo proposta

neste trabalho.

3.3.2 Meétodos de avaliacéo toxicologica in vivo

Os ensaios toxicoldgicos in vivo representam a principal ferramenta para determinar a
seguranca e a tolerabilidade de novas formulagdes farmacéuticas antes da transposicdo para
estudos clinicos. Tais métodos permitem observar respostas fisiologicas e bioquimicas

integradas a administracdo do produto, considerando tanto efeitos locais quanto sistémicos.
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Para formulacGes parenterais, sdo recomendados testes de toxicidade aguda e subcrénica,
geralmente realizados em modelos roedores, como ratos Wistar ou camundongos Swiss
(OECD, 2008).

Esses protocolos seguem as diretrizes da Organizacdo para Cooperagdo e
Desenvolvimento Econdmico (OECD), especialmente as Guidelines 420, 423, 425 e 407, que
avaliam parametros de mortalidade, alteragcfes comportamentais, ganho de peso, consumo de
agua e racao, além de analises hematoldgicas, bioquimicas e histopatologicas (OECD, 2008;
ANVISA, 2019). A toxicidade aguda € observada nas primeiras 24 a 48 horas ap0s a
administragdo, enquanto a toxicidade subcrénica avalia os efeitos cumulativos ao longo de
periodos prolongados, variando de 14 a 90 dias (Gonzélez et al., 2020).

No contexto de nanoemulsfes injetaveis, parametros como o potencial inflamatério
local e alteracBes hepaticas, renais e musculares sdo particularmente relevantes, visto que o
contato direto com tecidos pode induzir reacOes inflamatdrias e acumulo lipidico (Begines et
al., 2020). A interpretacdo toxicologica envolve a correlacdo entre achados clinicos e
laboratoriais. Dentre as principais analises, destacam-se o hemograma completo, capaz de
revelar alterac6es mielotdxicas ou inflamatorias; os marcadores bioquimicos hepaticos e renais
que indicam funcdo organica; e a histopatologia de orgaos-alvo (figado, rins e musculo),
responsavel por identificar infiltrado inflamatdrio, necrose e degeneracéo hialina (Silva et al.,
2018).

Quadro 1 — Parametros laboratoriais utilizados na avaliacdo toxicologica in vivo de
nanoemulsdes parenterais

Analise Parametro avaliado Indicadores e interpretacéo

Avaliar possiveis efeitos

mielotoxicos, n , , . o,
Hemograma inflamatorios ou Alteragdes no namero de leucocitos, eritrocitos

. L e plaquetas podem indicar inflamagdo sistémica,
completo imunoldgicos decorrentes s - L3

s hemolise ou toxicidade hematopoiética.
da exposicdo a
formulagdo.

Aspartato aminotransferase (AST) e alanina
Verificar alteracfes no aminotransferase (ALT) indicam integridade
metabolismo e na fungéo hepatocelular; ureia e creatinina avaliam a
organica, principalmente funcdo renal; Creatina Quinase (CK) e Lactato
no figado e nos rins. Desidrogenase (LDH) indicam lesdo muscular e

alteracbes no metabolismo energético.

Marcadores
bioquimicos
hepaticos e renais

Histopatologia de Identificar alteragoes Observa-se presenca de infiltrado inflamatdrio,

orgdos-alvo estruturais teciduais apds AR ~

; . . N necrose, degeneracao hialina ou alteragdes
(figado, rins e administragdo da . - .

> 3 morfoldgicas compativeis com resposta tecidual.
musculo) nanoemulséo.

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2018).
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A integracdo desses parametros permite inferir ndo apenas o perfil de seguranca
toxicoldgica, mas também a biocompatibilidade funcional do sistema nanoemulsionado. Assim,
0 monitoramento dos efeitos sisttmicos e locais fornece base cientifica para compreender as
interagdes entre a nanoemulsdo de B-cariofileno e os tecidos-alvo, assegurando a validade dos
resultados obtidos no modelo experimental. Esses parametros permitem inferir ndo apenas a
seguranga toxicologica da nanoemulsdo, mas também sua biocompatibilidade funcional, ja que
alteracdes bioguimicas sutis podem indicar interagcdes indesejadas entre o sistema coloidal e o

organismo.

3.3.3 Importancia da avaliacdo da compatibilidade intramuscular

A via intramuscular é amplamente empregada para formulacbes oleosas e
nanoemulsionadas devido a sua capacidade de promover a liberacao sustentada do farmaco e a
absorcédo gradual (Pereira et al., 2021). Entretanto, a administracdo de sistemas coloidais nessa
via exige avaliacdo criteriosa de compatibilidade tecidual, uma vez que o contato direto com
fibras musculares pode induzir inflamacao, fibrose ou necrose, dependendo da natureza da
formulacdo (Kumar et al., 2019).

A avaliacdo histopatolégica do musculo no sitio de aplicacdo constitui 0 método-
padrdo para estimar a biocompatibilidade local. S&o observados critérios como a integridade
das fibras musculares, a presenca de infiltrado inflamatério, o edema, a degeneracéo hialina e
0 processo de regeneracdo tecidual. FormulacGes adequadamente estabilizadas, com
surfactantes biocompativeis e pH fisiolégico, tendem a provocar reagdes leves e transitdrias,
compativeis com a fisiologia da via (Bruxel et al., 2012; OECD, 2008).

No caso do B-cariofileno, que apresenta carater lipofilico e alta afinidade por
membranas celulares, a nanoemulsdo injetavel visa minimizar reac@es inflamatdrias e controlar
a dispersdo local, evitando dor e lesdo muscular. Assim, a avaliagdo da compatibilidade
intramuscular em ratos Wistar € fundamental para confirmar a seguranca da formulagdo e
consolidar seu potencial como sistema de liberacdo parenteral inovador. Essa etapa
experimental complementa a analise sisttmica e oferece evidéncias essenciais sobre o
comportamento biologico da nanoemulsdo no tecido muscular, permitindo concluir quanto a
seguranga, estabilidade e viabilidade farmacotécnica para aplicacdes clinicas futuras (da Silva
Oliveira et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Aquisi¢ao do B-cariofileno

O B-cariofileno (>80% de pureza), lote SHBM3771, foi adquirido da empresa Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA.

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento e caracterizacio da nanoemulsio de -cariofileno

Foram desenvolvidas nanoemulsdes utilizando o método de diagrama ternario de fases
e determinacdo do equilibrio hidrofilico-lipofilico, utilizando metodologia adaptada de baixo
aporte de energia descrita previamente por Fernandes et al. (2013), sendo produzidos 20ml de
cada solucdo. As misturas foram agitadas com um agitador magnético (800 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 30 min. Posteriormente, as nanoemulsdes foram esterilizadas em autoclave.

A estabilidade da nanoemulsdo foi avaliada no 0, 1°, 3°, 7°, 14° e 28° dias apds a
preparacdo, utilizando andlise macroscépica de cor, aspecto visual, separacdo de fases e
sedimentacdo. O tamanho da particula, indice de polidispersdo e potencial zeta serdo avaliados
segundo a metodologia previamente descrita por Borges et al., (2017). Durante este periodo, as
nanoemulsdes foram mantidas a temperatura ambiente em tubos de ensaio de vidro com tampa

de rosca.

4.2.2 Determinacéao do equilibrio hidrofilico-lipofilico das nanoemulsdes (EHL)

Foram combinados dois tensoativos ndo-i6nicos com baixo (mais lipofilico) e alto
valor (mais hidrofilico) a fim de alcancar uma ampla faixa de valores de EHL (5 -12), de acordo

com a equacéo abaixo:
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(EHLA X mA)+ (EHLB X mB)
EHLr =
mA+mB

Onde: mA = massa usada do tensoativo hidrofilico;

mB = massa usada do tensoativo lipofilico;

EHLA = equilibrio hidrofilico-lipofilico do monooleato de sorbitano;
EHLB = equilibrio hidrofilico-lipofilico do polissorbato 80;

EHLr = equilibrio hidrofilico-lipofilico requerido.

Tabela 2. Composigao das diferentes formulagdes de B-cariofileno

Nanoemulsdo  Monooleato de sorbitano (g) Polissorbato 80 (g) p-cariofileno (g) Agua (g)
NBCP1 0,013 0,186 0,2 19,6
NBCP2 0,031 0,168 0,2 19,6
NBCP3 0,050 0,149 0,2 19,6
NBCP4 0,069 0,130 0,2 19,6
NBCP5 0,182 0,170 0,2 19,6

EHL — equilibrio hidrdfilo lipofilo;
Fonte: Autora (2024).

O valor de EHLYr do beta-cariofileno foi determinado pelo valor de EHL de tensoativos
capazes de induzir a formacao da nanoemulsdo com menor tamanho de goticula e estavel em
28 dias.

4.2.3 Preparo das nanoemulsdes

A partir do método descrito para emulsificacao por inversdo de fases pela alteracdo da
fracdo volumeétrica, com baixo aporte de energia, descrito por Ostertag et al. (2012) foram
produzidas formulagbes 1%, considerando a massa do insumo comercial. Apés corregédo pela
pureza declarada do composto (> 80%), a concentragdo efetiva do B-cariofileno ativo na
formulagdo correspondeu a aproximadamente 0,8% (m/v). Foram utilizados os tensoativos
Polissorbato 80 (Tween 80) e Monooleato de Sorbitano (Span 80) na proporcdo 1:1 (6leo-
tensoativo). A partir de um gotejamento continuo, a fase dispersante (dgua deionizada) foi
vertida na fase dispersa contendo os tensoativos e o B-cariofileno, sob agitacdo constante pelo
aparelho agitador magnético a 800 rpm. A seguir, as formulacdes foram identificadas e

armazenadas a 25°C em frascos de vidro.
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4.2.4 Eficiéncia de encapsulacdo (EE%0)

A eficiéncia de encapsulagio (EE%) do p-cariofileno foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), por meio da quantificacdo
indireta da fracdo livre extraida em hexano, de acordo com a metodologia adaptada de Borges
et al. (2018). Para esse procedimento, aliquotas da nanoemulsdo foram submetidas a separacao
da fracdo ndo encapsulada por ultracentrifugacdo, seguida de extracdo liquido-liquido com
solvente organico e analise cromatografica das fracdes obtidas. O conteudo total do composto
foi determinado apds ruptura completa das goticulas com solvente organico, permitindo o

calculo da EE% pela relag@o entre o -cariofileno total e a fragdo livre detectada.

4.2.4.1 Determinacéo da fracdo livre

Uma aliquota de 1,0 mL da nanoemulséo foi transferida para tubos de microcentrifuga
e submetida a ultracentrifugacédo entre 20.000 e 30.000 x g, durante 30 a 60 min, a temperatura
de 25 °C. Apoés separagdo, o sobrenadante contendo o B-cariofileno ndo encapsulado foi
coletado e filtrado em membrana de 0,22 um. Para extragdo do composto, adicionou-se 1,0 mL
de n-hexano, procedendo-se a agitagdo em vortex e posterior separacdo das fases. A fase

organica foi recuperada e destinada a analise cromatografica.

4.2.4.2 Determinagao do teor total de B-cariofileno

Outra aliquota de 1,0 mL da nanoemulsdo foi utilizada para ruptura das goticulas, com
0 objetivo de liberar completamente o composto. Para isso, adicionou-se solvente organico (n-
hexano) na proporcdo 1:1 (v/v), seguido de agitacdo vigorosa por 5-10 min. A mistura foi
centrifugada e filtrada, obtendo-se o extrato destinado a quantificagdo do teor total de f-

cariofileno.

4.2.4.3 Analises cromatograficas por CG-EM

As analises foram realizadas em um sistema CG-EM equipado com a coluna capilar
DB-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum). A programacdo de temperatura consistiu em
temperatura inicial de 50 °C (2 min), com incremento de 10 °C-min! até 280 °C, mantida por

5 min. Utilizou-se hélio como gas de arraste, a um fluxo de 1 mL min'. As inje¢des foram
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realizadas no modo splitless, com volume de 1 pL.

O espectrémetro de massas operou no modo de ionizacao por impacto eletrénico (El,
70 eV), nos modos SCAN ou SIM, monitorando-se o ion caracteristico do B-cariofileno (m/z
204) e os fragmentos diagnosticos associados.

Para a quantificacdo, foi construida uma curva analitica utilizando o padrdo de B-
cariofileno (pureza > 98%), em concentragdes entre 0,5 ¢ 50 pg-mL™". As concentracdes obtidas
nas fracOes livres e totais foram determinadas por interpolacédo das areas cromatograficas nas

respectivas curvas de calibragdo.

4.2.4.4 Calculo da Eficiéncia de Encapsulamento (EE%)

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) foi calculada segundo a equacao, em que BCP
total corresponde ao teor total de B-cariofileno liberado ap6s ruptura da nanoemulséo, e BCP

livre representa a fragdo ndo encapsulada isolada do sobrenadante.

EE% = BCP total - BCP livre 100
0~ BCP total

4.2.5 Caracterizacao do estudo

O presente estudo € do tipo experimental controlado, no qual utilizou o método
quantitativo, do tipo ensaio ndo 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, localizado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, km-02, s/n, bairro do Zerao,

municipio de Macapa, estado do Amapa, Brasil.

4.2.6 Animais utilizados

Neste estudo, foram utilizados 15 ratos (Rattus norvegicus albinus, linhagem Wistar)
machos, com idade inicial de 16 a 24 semanas, pesando 200-300g. Os animais utilizados foram
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia de
Animais de Laboratério (CEMIB) da Universidade de Campinas - UNICAMP. Foram mantidos
em gaiolas de polietileno colocadas em ambiente ventilado, gabinete em temperatura controlada
(25 = 2 °C), ciclo claro/escuro (12/12 horas), com acesso livre a comida padrdo para roedores

e agua ad libitum.
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Este trabalho seguiu as diretrizes da Declaragdo Universal dos Direitos dos Animais,
do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e das resolucdes do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria, além de estar em conformidade com as leis vigentes que
estabelecem normas éticas e praticas no ambito da pesquisa experimental em animais. A
pesquisa foi submetida & apreciacio da Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa
(CEUA) da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) com aprovagdo em 28 de Agosto de
2018 sob o protocolo n° 015/2018.

4.2.7 Estudo da toxicidade subaguda e compatibilidade intramuscular da nanoemulséo

injetavel de p-cariofileno

Para a triagem e avaliacdo de toxicidade subaguda da injecdo os animais foram
divididos em trés grupos (n = 5/grupo) e receberam uma inje¢do intramuscular no quadriceps a
cada 3 dias durante 14 dias de tratamento. Foi utilizada a nanoemulsao de p-cariofileno que
apresentou melhor estabilidade e menor tamanho de particulas. Na avaliacdo da toxicidade
subaguda em ratos Wistar machos (n=5), o grupo controle foi tratatado com o veiculo da
nanoemulséo e foram empregados grupos nas doses por via intramuscular de 5 e 15 mg/kg da
NBCP. Os grupos foram divididos conforme a dose descrita por Harb et al. (2018) para f-
cariofileno.

e CON: Grupo controle. Injetado o veiculo com 2% (Span 80 e Tween 80, 0,2 mL);
e NBCP 5: Injetado com nanoemulsao de B-cariofileno na dose de 5 mg/kg (0,1 mL);
e NBCP 15: Injetado com nanoemulsao de -cariofileno na dose de 15 mg/kg (0,25 mL).

O estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes da Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD, 2001) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA, 2013). Apbs a administragdo dos tratamentos, os animais foram submetidos a
triagem observacional (screening hipocratico) para avaliacdo da atividade fisica, dos reflexos e
da funcéo do sistema nervoso central (SNC).

Foram avaliados os seguintes parametros: frémito vocal, irritabilidade, resposta ao
toque, resposta ao toque da cauda, contorcéo, tdnus corporais, forgca de preensao, ataxia, reflexo
auricular, reflexo corneano, tremores e/ou convulsdes, anestesia, lacrimejamento, micg¢do e
defecacdo, piloerecdo, cianose ou hiperemia, bem como ocorréncia de mortalidade. Essas
avaliaces foram realizadas nas primeiras 1, 2, 4 e 8 horas ap6s a administracdo intramuscular
e, posteriormente, de forma diaria ao longo do periodo experimental.

O consumo de agua, o consumo alimentar e o desenvolvimento ponderal foram
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monitorados durante os 14 dias de tratamento, conforme protocolo de toxicidade subaguda. Ao
final do periodo experimental, os animais foram anestesiados com tiopental sodico (45 mg/kg;
Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) para a coleta de aproximadamente 1,5 mL de sangue por puncao

do plexo retro-orbital, destinado as analises bioquimicas e hematoldgicas.

4.2.8 Analises histopatoldgicas

Apos a eutanésia foram removidos os 6rgédos internos: figado, rins, pancreas, coracéo,
baco, pulmé&o e quadriceps, sendo avaliados macroscopicamente e quantificados sua massa (g).
Os 6rgéos de figado, rins e quadriceps foram fixados em solucdo de formalina tamponada 10%
por 48hs e posteriormente esses Orgdos serdo desidratados em uma bateria de alcoois,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina (em lentilhas, marca Inlab) de acordo com
metodologia por Borges et al., (2017).

Os blocos foram cortados em microtomo rotativo (Slee Medical) com navalhas
descartaveis (Slee), na espessura de 4 e 5um. Os cortes foram dispostos em laminas de vidro
para microscopia Optica, as quais foram deixadas por 25 minutos em estufa a 60°C para a
secagem e melhor aderéncia do material, corado em HE (hematoxilina de Harris-LABORCLIN
e eosina amarelada-INLAB). As laminas foram observadas em microscopios Opticos marcas
Olympus-micronal BX41 e fotografadas com cdmera MDCE-5C USB 2.0 (digital).

4.2.9 Analise bioquimica e hematoldgica

A coleta de sangue (1,5 ml) foi realizada via plexo retro-6rbital, logo ap6s o material
foi centrifugado por 10 minutos a 5.000 RPM. Todas as analises foram realizadas utilizando
Kits (Doles®, Goiania—GO, Brasil) e um espectrofotometro UV-VIS modelo UVmini 1240
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo). Os marcadores a serem avaliados sdo aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), mioglobina, creatina quinase (CPK),
lactato desidrogenase (LDH), triglicerideos (TG), colesterol total (CT), ureia, creatinina e
glicose (Carvalho et al. 2018).

A andlise hematoldgica foi realizada com um contador automatico HumaCount Plus
(Human GMBH, Alemanha). Foram observados os seguintes parametros: células sanguineas,
hemoglobina, hematdcrito, plagquetas, tamanho corpuscular médio (MCS), hemoglobina
corpuscular média (MCH) e leucdcitos (total, segmentados, eosindfilos, basofilos, linfocitos,

monacitos) (Silva Lima et al. 2017).
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4.2.10 Anélise estatistica

Os dados obtidos nos experimentos foram inicialmente organizados em planilhas
eletronicas e submetidos a andlise estatistica utilizando os softwares GraphPad InStat e
GraphPad Prism, versdo 8.0. A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada previamente
por meio do teste de Shapiro—Wilk, enquanto a homogeneidade das variancias foi verificada
pelo teste de Bartlett.

Para a comparacao entre 0s grupos experimentais, foi empregada a analise de variancia
de uma via (ANOVA one-way), adequada para a avaliacdo de diferencas entre médias de
multiplos grupos independentes. Quando identificada diferenca estatisticamente significativa
pela ANOVA, foi aplicado o teste de comparacGes multiplas de Tukey, com o objetivo de
identificar especificamente quais grupos diferiram entre si.

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (DP). Em todos os testes
estatisticos adotou-se um nivel de significancia de 5%, sendo considerados estatisticamente

significativos os valores de p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DESENVOLVIMENTO E ESTABILIDADE DAS NANOEMULSOES (NCBCP)

5.1.1 Determinacéo do valor de EHL requerido para o g-cariofileno

O valor de Equilibrio Hidrofilo-Lipéfilo (EHL) € um parametro que reflete a
estrutura do tensoativo na interface 6leo/agua (O/A) e facilita a escolha do tensoativo para a
formulacéo de emulsdes. Esse valor facilita a selecdo do tensoativo mais eficiente, pois indica
0 EHL necessario para estabilizar a fase oleosa em uma emulsédo especifica. De acordo com
Zhang e Que (2008), uma combinacao de tensoativos pode ser utilizada para ajustar o EHL e
atingir o valor ideal da fase oleosa, promovendo emulsdes mais estaveis.

O EHL representa o equilibrio entre os grupos hidrofilicos e lipofilicos de um
tensoativo, sendo amplamente utilizado no desenvolvimento de emulsBes. Esse valor é um
numero que indica as caracteristicas de solubilidade do tensoativo, determinando se ele
formara uma emulsao do tipo 6leo em agua (O/A) ou agua em 6leo (A/O). Dessa forma, o
EHL permite prever o comportamento do tensoativo na formulagdo, auxiliando na escolha

adequada para diferentes fases oleosas e garantindo a estabilidade.

Tabela 3 — Composi¢do das diferentes formulagdes de B-cariofileno

Nanoemulsdo EHL Monooleato de Polissorbato 80 p-cariofileno Agua (g)
sorbitano () (@) (9)
NBCP1 5 0,013 0,186 0,2 19,6
NBCP2 6 0,031 0,168 0,2 19,6
NBCP3 7 0,050 0,149 0,2 19,6
NBCP4 8 0,069 0,130 0,2 19,6
NBCP5 9 0,182 0,170 0,2 19,6

EHL — equilibrio hidrofilo lipéfilo;
Fonte: Autora (2025)

No desenvolvimento das nanoemulsdes usando metodologia de baixo aporte de
energia e empregando 0s mesmos percentuais (m/m) de agua e BCP e diferentes percentuais

de tensoativo, foi possivel preparar 5 formulages que foram mantidas & temperatura ambiente
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(25 % 2°C) em tubos de ensaio de vidro com tampa. A Tabela 3 apresenta a composi¢do das
emulsdes, empregando o monooleato de sorbitano (EHL 4,3) como tensoativo lipofilico e o
polissorbato 80 (EHL 15) como tensoativo hidrofilico.

Figura 7 — Fotos das nanoemulsdes de B-cariofileno referentes ao primeiro dia de avaliacéo
da estabilidade.

NBCP2 NBCP3 NBCP4 NBCPS

Fonte: Autora, 2024.

5.1.2 Caracterizacédo das nanoemulsdes

Imediatamente ap0ds o preparo das NBCPs, foi realizada a caracterizacdo do tamanho
das particulas, indice de polidisperséo e potencial zeta por meio do equipamento Zetasizer
Nano. Para uma avaliacdo precisa e estudo da estabilidade de cada nanoemulséo preparada,
as formulacdes foram analisadas por 28 dias, apresentando algumas variagoes significativas
entre seus resultados tanto no decorrer dos dias quanto no valor respectivo de EHL. Os
resultados do Gltimo dia mostraram que as formulagdes apresentaram tamanho das particulas
variando entre 102,39+5.71 e 219,6+5.66 nm, com indice de polidispersdo de 0.37+0.01 a
0.46£0.01 e potencial zeta -27,5+0,6 a -13,10+0,36.
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Tabela 4 — Influéncia da composicdo das nanoemulsdes (NBCPs) sobre o diametro das
particulas (nm), o indice de polidispersao (Pdi) e o potencial zeta.

Dia 0 28° Dia
Nanoemulsdo EHL Diametro (nm) PDI Potencial Diametro (nm) PDI Potencial
Zeta Zeta
NBCP1 5 83,26 £0,12 0.22+0.00 -159+0,7 102,39+5.71 0.55+0.13 -27,5+£0,6
NBCP2 6 176,23 +2,68 0.42+0.08 -11,0+04 156,16 +2.12 0.41+0.01 -25,1£0,5
NBCP3 7 192,30+1,73 0.38+0.00-16,50 £1,37 219,6+566 059+0.02 -22,80+1,3
NBCP4 8 1679+250 0.37+0.01-14,03+0,38 151,6+1.31 037+0.01 -16,17£0,65
NBCP5 9 1735+1,92 0.44+0.01-11,03+0,42 205,73+6.84 0.46+0.01 -13,10+0,36

Os nimeros representam a média + desvio padrdo de n = 3 réplicas.
Fonte: Autora, 2024.

Estudos relatam que a estabilidade de nanoemulsdes depende em parte do tamanho
das gotas formadas, pois nanoemulsdes com gotas relativamente grandes perdem facilmente
a estabilidade (Ostertag et al., 2012; Mikulcova et al., 2017). No presente trabalho, foram
observadas no decorrer de 28 dias pequenas alteragdes, porém notéveis, de separacao de fases,
cremeacdo/sedimentacdo e coalescéncia nas formulagdes com tamanho das particulas
elevadas, sendoconstatado que das 5 formulacdes apenas as formulacdes NBCP1, NBCP2 e
NBCP4 apresentaram-se estaveis, uma vez que apresentaram tamanho das particulas menores
que 200 nm.

Nos estudos realizados por Carvalho et al., (2024), onde foi desenvolvido
nanoemulsdes de 6leo de Cannabis sativa, 0s testes de estabilidade demonstraram que as
formulacdes se apresentaram estaveis com didmetros das goticulas variando entre 129 a 209
nm, o que corrobora com os resultados deste trabalho, com o resultado da NBC1 com o
tamanho de particulas ainda menor e variagdo entre as nanoemulsdes de 102,39 a 219,6 nm.

Tabela 5 — Influéncia da composicdo das nanoemulsées (NBCPs) sobre o diametro das
particulas (nm) e a estabilidade das formulagdes.

Nanoemulséo Dia 0 1° dia 3¢ dia 7° dia 14° dia 21° dia 28° dia
NBCP1 83,26+0,12 61,70+0,65 75,76+0,37 81,96+0,37  94,67+0,80 96,93+4,21 102,3915,71
NBCP2 176,23+2,67 141,93+1,59 147,67+6,29 145,13+1,81 143,07+2,25 146,30+5,73 156,17+2,12
NBCP3 192,30+1,73 144,93+2,36 149,93+1,71 144,83+2,68 146,97+3,06 143,03+3,57 219,60+5,66
NBCP4 167,90+2,51 151,23+3,02 163,57+0,68 151,60+1,31 152,10+0,98 148,17+2,06 151,60%1,31
NBCP5 173,50+1,92 172,60+3,92 196,80+10,77179,33+7,51 185,43+2,25 173,87+3,35 205,73+0,02

Os nimeros representam a média * desvio padrdo de n = 3 réplicas. S: Span 80, T: Tween 80.
Fonte: Autora, 2024.
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O indice de polidispersao (PDI) representa a homogeneidade do tamanho da gota na
nanoemulsdo. Nas amostras analisadas, observaram-se valores de 0,27 para NBCP1 E 0,37
para NBCP4. Este resultado indica que ha& uniformidade nos tamanhos das gotas da
nanoemulsdo. Um valor pequeno de PDI ( < 0,08) indica que ha uniformidade nos tamanhos
das goticulas da nanoemulsdo, enquanto um valor grande de PDI ( > 0,7) indica uma
distribuicdo no tamanho das particulas (Mirsharifi et al., 2023).

O potencial de superficie pode ser determinado pelo potencial eletrocinético ou zeta,
que € uma medida efetiva de controle do comportamento das particulas, pois indica a relacéo
entre o potencial de superficie e as forcas de repulsdo entre elas. O potencial zeta é definido
como a diferenca de potencial entre a superficie da particula e uma regido neutra (ndo
carregada) da solucéo, onde h& uma viscoelasticidade diferente quando comparada a solugédo
adjacente aos globulos Quando o potencial zeta é de 30mV (em modulo) ou maior, a forca
repulsiva da dupla camada € maior do que a forga atrativa, evitando, dessa forma, uma possivel
floculacdo. Dessa maneira, um valor elevado e negativo do potencial zeta é importante para a
estabilidade fisico-quimica da nanoemulséao, pois a forca repulsiva entre as goticulas evita a
instabilidade do sistema, o que contribui para os resultados de valor negativo de todas as
nanoemulsdes, com destaque para a NBCP1 que apresentou melhor resultado (figura 8)
(Roland et al., 2003).
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Fonte: Autora, 2024.

5.1.1. Estabilidade fisico-quimica das nanoemulsbes

No 28° dia de avaliagdo, todas as formulacdes foram submetidas aos testes de
centrifugacdo e estresse termico (Tabela 6). Observou-se que as formulacdes NBCP2,
NBCP3, NBCP4 e NBCP5 apresentaram sinais de instabilidade, evidenciados por discreta
separacdo de fases apds os testes. Em contraste, a NBCP1 manteve-se integra, sem qualquer
alteracdo visual ou indicio de instabilidade, mesmo apds as condicdes de estresse aplicadas.
Esses resultados demonstram que a NBCP1 apresentou o melhor perfil de estabilidade entre
as formulagcGes desenvolvidas, sendo, portanto, a escolhida para prosseguir nas etapas
subsequentes do estudo.

Tabela 6 — Propriedades fisico-quimicas das nanoformulacbes submetidas aos testes de
estabilidade de centrifugacdo e estresse térmico

NBCP1 NBCP2 NBCP3 NBCP4 NBCP5
Cor Branco/ Branco/ Branco/ Branco/ Branco/
Translucida Opaca Opaca Translicida  Opaca
pH 5,13+0.02 577£0.01  5,86+0.03  5,82+0.01 5,80+0.01
Densidade (g/cm3) 0.996+0.01  0.962+0.02 0.938£0.02 0.97+0.001  0.967+0.02
Centrifugacéo Estavel Instavel Instavel Instavel Instavel
Estresse térmico Estavel Estavel Estavel Estavel Estavel

Fonte: Autora, 2024.
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Figura 8 — Imagem referente as nanoemulsdes de [-cariofileno apds os testes de
centrifugagdo, indicando instabilidade e separacdo de fases para NBCP2, NBCP3, NBCP4 e
NBCP5.

Fonte: Autora, 2024.

5.1.2. Eficiéncia de encapsulagao

A concentracdo do B-cariofileno presente na nanoemulsdo NBCP1 foi realizada a
partir da construcdo de uma curva de calibracdo obtida por cromatografia gasosa. Para isso,
utilizaram-se diferentes concentracGes do padrdo analitico, o que permitiu estabelecer a
relacdo entre a concentragdo do composto e a area dos respectivos picos cromatograficos. A
curva apresentou excelente linearidade, descrita pela equagdo da reta y =3 x 10’x — 30.722,
com coeficiente de determinacdo Rz = 0,9999, que evidencia a elevada precisdo do metodo
empregado para a quantificacdo do terpeno. Essa linearidade assegura que pequenas variagdes
na area do pico resultam em medidas confiaveis da concentragdo de -cariofileno nas amostras

analisadas.
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Figura 9 — Curva de calibragdo do B-cariofileno obtida por cromatografia gasosa (CG-EM). Relagdo
entre concentracdo e area do pico cromatografico, com equacdo da reta y = 3 x 10%x — 30722 e
coeficiente de determinacgdo Rz = 0,9999.
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Fonte: Autora (2025).

A partir da curva de calibragcdo obtida por cromatografia gasosa, determinou-se a
concentragdo de B-cariofileno livre presente na fracdo aquosa da nanoemulsdo NBCP1. O
valor encontrado foi de 0,283 mg/mL. Considerando a pureza declarada do B-cariofileno
utilizado na formulag¢do (> 80%), o teor total efetivo do composto ativo na nanoemulsao
correspondeu a 8,0 mg/mL, apos ajuste do valor tedrico inicialmente estimado.

Com base nesse valor corrigido, a fragao livre de B-cariofileno representou 3,54% do
conteudo total, resultando em uma eficiéncia de encapsulacéo (EE) de 96,46%. Esse elevado
percentual indica que a maior parte do B-cariofileno permaneceu retida no interior das
goticulas da nanoemulséo, evidenciando adequada afinidade do composto lipofilico pela fase

oleosa e eficiéncia do sistema nanoestruturado desenvolvido.
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3
x 100 = 3,54%
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EE%: (1 — ) x 100 = 96,46%

A identidade do p-cariofileno quantificado foi confirmada por GC-MS. O
cromatograma exibiu um pico intenso e bem definido, com tempo de retencdo em torno de 15
minutos, caracteristico do composto. O espectro de massas associado apresentou 0s ions
diagnosticos mais intensos, como m/z 93, 107, 119 e 133, compativeis com o padréo analitico

e com a biblioteca NIST, confirmando a presenca do [-cariofileno na amostra sem
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interferéncias significativas de outros componentes da formulagdo. Assim, a analise conjunta
do cromatograma e do espectro de massas reforca a especificidade e confiabilidade do método

analitico utilizado.

Figura 10 — Cromatograma obtido por CG-EM referente ao B-cariofileno presente na fracéo livre da
nanoemulsdo NBCPL1.
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Figura 11 — Espectro de massas do pico correspondente ao B-cariofileno identificado na fracéo livre
da nanoemulséo NBCP1.
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Os resultados obtidos para a formulagdo NBCP1 evidenciaram desempenho fisico-
quimico superior, com estabilidade, elevada eficiéncia de encapsulacao e perfil adequado para
administracdo parenteral. A originalidade da composicdo, associada ao método de obtencéo e
aos dados de seguranca pré-clinica, fundamentou o depésito de pedido de patente junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), sob o nimero BR 10 2025 026011 5,
evidenciando o potencial inovador e a aplicabilidade tecnolégica da nanoemulsdo

desenvolvida (Anexo A).

5.2 ESTUDO DA TOXICIDADE SUBAGUDA

Nos estudos de toxicidade foi utilizada a nanoemulsdo de p-cariofileno (NBCP1),

que apresentou melhor estabilidade e menor tamanho de particulas. Na avaliacdo da
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toxicidade subaguda em ratos Wistar machos foram empregadas doses por via intramuscular
de 5 e 15 mg/kg da NBCP.

5.1.3. Avaliagéo comportamental

A avaliagdo clinica realizada por meio do screening hipocratico ndo revelou
alteragdes comportamentais ou sinais de toxicidade aguda ou tardia durante os 14 dias de
experimento. Os animais mantiveram reflexos fisiologicos, resposta ao toque, atividade
motora, comportamento exploratério, padrdo de miccdo e defecacdo, além da auséncia de
manifestacdes como piloerecdo, tremores, convulsdes ou hipdxia. A auséncia de alteracOes
neurologicas ou autondmicas sugere que a nanoemulsdo de PB-cariofileno (NBCP) ndo
interferiu negativamente na integridade do sistema nervoso central ou periférico nas doses
avaliadas. Esse padrao esta de acordo com estudos toxicologicos que indicam que formulacdes
seguras tendem a preservar o comportamento fisiolégico e a responsividade dos animais
(Cunha et al., 2009; Sa et al., 2015).

Tabela 7 — Resultados dos parametros avaliados no screening hipocratico durante 14 dias de
observacdo dos animais submetidos ao teste de toxicidade subaguda por via intramuscular
com NBCP nas doses de 5, 10 e 15 mg/kg.

Parémetros CON 5 mg/kg 15 mg/kg
Frémito vocal Normal Normal Normal
Irritabilidade Ausente Ausente Ausente
Resposta ao toque Normal Normal Normal
Resposta aperto cauda Normal Normal Normal
Contorcéo Ausente Ausente Ausente
Tdnus do corpo Normal Normal Normal
forca para agarrar Normal Normal Normal
Ataxia Ausente Ausente Ausente
Reflexo auricular Normal Normal Normal
Tremores/ convulsdes Ausente Ausente Ausente
Hipnose/anestesia Ausente Ausente Ausente
Lacrimacéo Ausente Ausente Ausente
Miccéo/defecacdo Normal Normal Normal
Piloerecao Ausente Ausente Ausente
Cianose/ Hiperemia Ausente Ausente Ausente
Morte Ausente Ausente Ausente
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5.1.4. Consumo de &gua, racao e peso corporal

O consumo de agua e racdo foi monitorado de forma coletiva, os valores observados
refletem o consumo total dos cinco animais alojados por grupo (n=5/grupo). Os padrdes de
ingestdo alimentar e hidrica mantiveram-se estaveis ao longo dos 14 dias de tratamento, sem
reducOes abruptas ou variagdes acentuadas que indicassem desconforto, aversao a formulagao
ou possivel efeito toxico sistémico. Os dados referentes a evolu¢do do consumo encontram-

se apresentados na Figura 12.

Figura 12 — Efeito do tratamento subagudo (v.m.) com NBCP (5 e 15 mg/kg) sobre o
consumo de agua e racdo de ratos Wistar machos (n=5). (a) Apresenta a evolugdo do
consumo de agua dos ratos e (b) apresenta o resultado da evolucdo do consumo de racéo.
Os dados representam o consumo total por grupo (caixa) e sdo apresentados de forma
descritiva ao longo de 14 dias de tratamento
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Fonte: Autora (2025).

De forma descritiva, observou-se que as variagbes no consumo de ragédo
acompanharam o crescimento fisiolégico esperado dos animais ao longo do periodo
experimental. Destaca-se que, entre o dia 7 e o dia 10, foi observado um aumento aproximado
de 13,5% no consumo de racdo, passando de 95,82 g para 108,76 g, sem carater abrupto ou
progressivo que sugerisse efeito adverso associado ao tratamento.

A estabilidade no consumo hidrico e alimentar sugere auséncia de impacto da
nanoemulsdo sobre o comportamento ingestivo dos animais, parametro frequentemente
alterado em condicBes de toxicidade subaguda ou subcrénica. Alteragdes no consumo sdo

reconhecidas como sinais precoces de toxicidade sisttmica e podem estar associadas a

Controle
5mg/kg
15mg/kg
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desconforto, dor, estresse metabolico ou efeitos adversos gastrointestinais (Cunha et al., 2009;
Vital et al., 2009; Tubesha et al., 2013).

A avaliacdo do peso corporal demonstrou que, no inicio do experimento (Dia 1), 0s
animais do grupo controle apresentavam peso basal discretamente superior em relacdo aos
grupos tratados com NBCP, conforme evidenciado na Figura 13. Essa diferenga inicial
contribuiu para a significancia estatistica observada no fator grupo, ndo estando relacionada a
efeitos adversos do tratamento. Ao longo do periodo experimental, a evolucdo ponderal dos
animais ocorreu de forma paralela entre os grupos, sem perda de peso, estagnacdo ou
divergéncias progressivas associadas a administracdo da nanoemulsdo. A analise estatistica
nédo evidenciou interacdo significativa entre tempo e tratamento, indicando que as variacoes
observadas acompanharam o crescimento fisiolégico esperado para a espécie,

independentemente da dose administrada.

Figura 13 — Efeito do tratamento suabgudo com NBCP (5 e 15 mg/kg) sobre o peso corporal
de ratos Wistar machos (n=5) tratados durante 14 dias.

@) (b)
500 2500
S o |
é ?( 2000 Akk s
— 400 _
I ~—
S 2 g0
: | :
Q = 1000
o B o
o 300 g
& é 500
—e— Controle —— 15mg/kg —=—  5mg/kg
200 I I I T T I I 0- T
N D S A O N WX 2 WO O
Q Q Q Q QQ O\’ 0'\, (\\&0\ ((\Q,\\J‘- 6\0\:{.
Tempo (dias) (@XM

Observa-se diferenca inicial no peso basal do grupo controle em relagéo aos grupos tratados,
sem progressao ao longo do periodo experimental. (a) apresenta a evolucdo do peso corporal,
(b) &rea sobre a curva (AUC) do peso corporal.Resultados sdo apresentados como a média +
D.P. As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia one-way
(ANOVA), seguidado teste de Tukey. *(p < 0.05), resultado estatisticamente significativo
versus grupo Controle.

Fonte: Autora (2025).

A auséncia de perda de peso ou estagnacdo ponderal reforca que a nanoemulsao de

B-cariofileno, nas doses avaliadas, ndo comprometeu o estado nutricional, 0 metabolismo
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energético ou o bem-estar geral dos animais. A manutencdo do ganho ponderal ao longo do
estudo é considerada um dos principais indicadores de seguranca toxicol6gica, uma vez que
alteracdes negativas nesse parametro refletem frequentemente toxicidade sistémica, distdrbios
metabdlicos, inflamacdo generalizada ou reducdo da ingestdo alimentar (Pires Junior et al.,
2012; Vital et al., 2009).

5.1.5. Avaliacdo do peso dos 6rgaos

Os animais foram eutanasiados e a avaliacdo dos 6rgdos (Tabela 8), ndo demonstrou
diferenca significativa quanto ao peso dos pulmdes, rins, coracdo, baco e pancreas entre 0s
grupos controles e tratados dos animais machos. O figado apresentou-se sem alteragdes no
grupo tratado com 5 mg/kg de NBCP, porém foi evidenciado que nos animais tratados com
15 mg/kg houve diferenca significativa (p < 0.05) no seu peso entre 0 grupo controle. Em
conformidade, também nédo foram observadas alteragdes macroscopicas no musculo injetado,
as imagens representam aspecto macroscopico do musculo injetado apos tratamento com
NBCP.

Tabela 8 — Efeito do tratamento subagudo com NBCP (5, 10 e 15 mg/kg) sobre peso dos
6rgdos (g) de ratos machos tratados por via intramuscular durante 14 dias.

Parametro Controle 5mg/kg 15mg/kg

Baco 1,274 + 0,658 0,542 + 0,05 0,766 + 1,161
Pancreas 2.050 + 1,308 1,696 + 1,320 1,016 + 0,532
Coracdo 1,792 £ 0,249 0,980 + 0,492 1,39 + 0,357
Figado 12,384 + 0,557 8.840 + 1,080 9,51 £+ 0,828*
Rins 1,698 £ 1,515 0,996 + 0,073 1,144 £ 0,073
Pulméo 2,390+ 1,718 1,552 £ 1,391 1,946 + 0,339

Resultados sdo apresentados como a média + D.P (n=5). As diferencas entre o0s grupos foram
analisadas por analise devariancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Tukey. *(p<0.05),
resultado estatisticamente significativo versus grupo Controle.

Estudos descrevem que alteracfes no peso dos 6rgaos internos pode ser indicativo de
toxicidade e danos causados pelo tratamento (Berenguer-Rivas et al., 2013). Por outro lado,
autores como Dallegrave et al. (2018) e Alimba (2024) reforcam o principio de que alteracdes
no peso dos Orgaos internos s6 devem ser consideradas evidéncias de toxicidade quando
corroboradas por alteragcdes bioguimicas e histologicas.

A literatura descreve que alteracGes isoladas no peso dos érgaos, especialmente do
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figado, devem ser interpretadas com cautela e somente consideradas indicativas de toxicidade
quando acompanhadas por alteragdes bioquimicas, histoldgicas ou morfoldgicas (Dallegrave
et al.,, 2018; Alimba, 2024). Em consonancia com esses principios, estudos recentes
demonstram que compostos ricos em terpenos podem induzir aumento leve e ndo patologico
do peso hepatico devido a intensificacdo do metabolismo hepatico de xenobidticos.

Pouyfung et al. (2022) relataram que a administracdo subcronica de extrato de
Paederia foetida, rico em acido ursélico e -sitosterol, promoveu aumento significativo do
peso hepéatico sem alteracdes séricas de AST, ALT ou danos histopatologicos. De forma
semelhante, Tran e Tran (2021) observaram discreto aumento no peso do figado em
camundongos tratados com extrato etandlico de Plukenetia volubilis, composto por
terpenoides e fitoesterais, interpretado como hipertrofia adaptativa associada ao aumento da
atividade metabolica. Achados equivalentes foram reportados por Bemidinezhad et al. (2023),
que demonstraram aumento hepatico leve em animais expostos a formulages fitoterapicas
contendo terpenos, sem evidéncia bioquimica ou histologica de hepatotoxicidade.

Portanto, o aumento discreto do peso do figado observado neste estudo sugere uma
adaptacdo fisiologica do 6rgdo ao metabolismo do B-cariofileno, em concordancia com o
comportamento metabdlico descrito para outras substancias terpénicas. Esse efeito parece
refletir maior demanda enzimatica relacionada a biotransformagdo do composto, e ndo um
indicativo de toxicidade subcronica.

A inspecdo macroscopica do musculo no local de aplicagdo ndo revelou sinais de
inflamacdo, necrose, hemorragia, fibrose ou reacdo adversa ao material administrado. O
aspecto homogéneo do tecido muscular é apresentado na Figura 14. A integridade estrutural
do tecido muscular reforca a boa tolerabilidade local da formulacdo nanoemulsionada,
indicando que a administracdo intramuscular repetida ndo provocou reatividade tecidual ou
injuria no sitio de aplicacdo, achado compativel com formulacdes parenterais bem toleradas

descritas na literatura.
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Figura 14 — Aspecto macroscopico do musculo injetado ap6s injetado com o veiculo no grupo
controle (CON) e o tratamento com NBCP nas doses de 5 e 15mg/kg.

5.1.6. Avaliagdo hematologica

Fonte: Autora (2025).

Os parametros laboratoriais analisados forneceram subsidios relevantes para a

avaliagdo da toxicidade sistémica da nanoemulsdo injetavel de f-cariofileno (BCP) em ratos

Wistar. O tratamento intramuscular nos animais com NBCP, de forma geral ndo interferiu

nos parametros hematol6gicos (Tabela 9), fundamentais nos estudos de toxicidade, pois 0

sistema hematopoiético é altamente sensivel a agao de agentes toxicos, especialmente aqueles

com potencial citotoxico ou mutagénico (Faustova; Saloponova, 2025).

Tabela 9 — Efeito do tratamento subcrénico com NBCP (5 e 15 mg/kg) sobre os parametros
hematol6gicos de ratos Wistar machos (n = 5) tratados por via i.m durante 14 dias.

Parametro Controle 5 mg/kg 15 mg/kg
Eritrograma

Hemacias (x109mm?) 9,56 £0,21 9,41 £0,23 9,26 £0,15
Hemoglobina (g/dl) 16,68 £ 0,21 16,04 £ 0,25 16,06 £ 0,35
Hematocrito (%) 50,68 + 0,84 48,42 +1,09 48,40 +1,08
VCM (fL) 53,08 £ 0,58 51,48 £1,15 52,25+1,12
HCM (pg) 17,44 +0,18 17,06 £0,40 17,34 £0,42
CHCM (g/dL) 32,90 +£0,16 33,14 £ 0,27 33,18 +0,13
RDW (%) 21,14 +1,18 20,88 £0,82 19,64 £ 1,04
Leucograma

Leucocitos totais (células/mm?) 7853 + 689 8227 +581 70281771
Neutréfilos segmentados (células/mm?) 1.201 £ 182 1.625 + 369* 1.794 £ 779*
Eosinofilos (células/mm3) 108 + 32 163 £ 53 96 + 35
Basdfilos (células/mm?) 912+ 176 963 + 219 593 + 188
Linfécitos (células/mm?) 5.272 + 650 4.968 +1.012 4170 £ 794
Monodcitos (células/mm?) 358 +73 512 +130 377 £58
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Plaguetas

Plaquetas (x103/mm?) 1.063 £ 172 1211 +124 1.374 £ 121
VPM (fL) 10,88 £ 0,36 10,94 £ 0,56 10,84 £ 0,39
Volume corpuscular médio (VCM), Hemoglobina Corposcular média (HCM), Concentragao
de hemoglobina, Corposcular média (CHCM), Volume plaquetario médio (VPM). Resultados
sdo apresentados como a média + D.P. As diferencas entre os grupos foram analisadas por
analise de variancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Resultado

estatisticamente significativo * (p < 0,05) versus grupo Controle.
Fonte: Autora (2025).

O hemograma dos animais indicou manutencdo global dos parametros hematolégicos
dentro da normalidade, incluindo as contagens de eritrdcitos, leucdcitos totais e plaquetas.
Essa estabilidade sugere que a administracdo intramuscular repetida da nanoemulsédo de f-
cariofileno ndo desencadeou alteracfes hematoldgicas compativeis com toxicidade sistémica,
como leucocitose, leucopenia ou trombocitopenia, condi¢gdes frequentemente associadas a
processos inflamatorios ou respostas imunes exacerbadas.

De forma geral, o tratamento intramuscular com NBCP ndo interferiu de maneira
adversa nos parametros hematoldgicos avaliados. Observou-se, entretanto, um aumento
estatisticamente significativo na contagem absoluta de neutrofilos segmentados nos grupos
tratados, sem alteracdo concomitante na contagem total de leucocitos ou em outros subtipos
celulares. Esse achado, isolado e ndo acompanhado de alterac@es clinicas, bioquimicas ou
histopatoldgicas, sugere uma resposta adaptativa discreta, sem relevancia toxicoldgica
aparente.

Esses parametros sao particularmente importantes na avaliacdo toxicologica, uma vez
que o sistema hematopoiético € altamente sensivel a acdo de agentes com potencial
mutagénico ou citotoxico (Silva et al., 2012). Em estudos de toxicidade subcronica, sinais de
toxicidade sistémica sdo geralmente definidos pela associacdo entre alteracdes clinicas e
laboratoriais, como reducdo do consumo alimentar e hidrico, perda de peso corporal,
alteracGes bioquimicas e hematolégicas, bem como alteragdes morfoldgicas em drgdos-alvo
(Cunha et al., 2009; Sa et al., 2015). No presente estudo, a auséncia dessa associacgao reforca
que a administragdo intramuscular repetida da nanoemulsdo injetavel de p-cariofileno néo
resultou em toxicidade sistémica relevante, sustentando um perfil de seguranca compativel

com 0 uso parenteral.

56



5.1.7. Avaliagdo bioquimica

A analise bioquimica dos animais tratados com a nanoemulsdo de B-cariofileno
(NBCP) nas doses de 5 e 15 mg/kg demonstrou manutencdo da funcao hepatica e renal, sem
evidéncias de hepatotoxicidade ou nefrotoxicidade. Os niveis séricos de ureia e creatinina
permaneceram dentro da faixa fisioldgica e sem diferencas estatisticas relevantes entre os
grupos, indicando preservagéo da integridade renal. Tais resultados contrastam com achados
de S& et al. (2015), que relataram elevacédo significativa desses marcadores em modelos
experimentais expostos a compostos toxicos, reforcando que a NBCP, nas concentragdes

avaliadas, ndo induziu alteragcBes compativeis com dano renal.

Tabela 10 — Efeito do tratamento subagudo com NBCP (5 e 15 mg/kg) sobre os parametros
bioquimicos de ratos Wistar (n = 5) tratados por via intramuscular durante 14 dias.

Parametro Controle 5 mg/kg 15 mg/kg
Glicose (mg/dL) 97,6 £ 23,17 79,33+21,41 71,646,81
Colesterol (mg/dL) 95,8 £8,6 61,2 £ 34,60*** 59,0 £ 36,0***
HDL (mg/dL) 17,8 £8,78 23,6 +5,8 27.8 £9,2**
LDL (mg/dL) 41,22 + 8,545 21,84 +9,57** 22,84 + 14 54*
VLDL (mg/dL) 28,52 + 10,12 16,36 + 12,16 10,7 £7,82**
Triglicerideos (mg/dL) 140,2 £ 31,0 93,8 +11,59 53,5 + 8,98**
Creatinina (mg/dL) 1,03 £ 0,68 0,6 £0,03 0,46 £ 0,27*
AST (U/L) 144,8 + 7,65 140 £ 5,72 155,2 + 6,40
ALT (U/L) 39,8 +9,42 37,4+12725 32.8 £13,45
Ureia (mg/dl) 55+ 3,06 63,6 £ 3,19 61,0 £2,99

Colesterol de lipoproteinas de alta densidade (HDL); colesterol de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL); colesterol de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL); aspartato
aminotransferase (AST); alanina aminotransferase (ALT). Resultados sdo apresentados como
a média £ D.P. As diferencas entre os grupos foram analisadas por analise de variancia one-
way (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Resultado estatisticamente significativo *(p <

0,05) versus grupo Controle.
Fonte: Autora (2025).

De forma semelhante, as transaminases AST e ALT ndo apresentaram aumento
significativo nos grupos tratados, o que indica auséncia de lesdes hepatocelulares. A
estabilidade desses marcadores € coerente com a acdo farmacoldgica previamente descrita
para o B-cariofileno, que apresenta propriedades hepatoprotetoras mediadas pela ativacdo dos
receptores CB2 e pela inducgdo da via antioxidante Nrf2/HO-1, contribuindo para a reducéo
de estresse oxidativo e inflamacao hepatica (Abdelgawad et al., 2023). Assim, os marcadores
de funcdo hepética observados reafirmam a seguranca do composto, mesmo quando

administrado em nanoestrutura e por via intramuscular.
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A avaliacdo da glicemia demonstrou manutengdo da homeostase glicémica, uma vez
que os niveis de glicose permaneceram estaveis entre 0s grupos e sem diferengas
estatisticamente significativas. A estabilidade desse parametro evidencia que a nanoemulséo
nédo interferiu negativamente no metabolismo energético dos animais. Esses achados séo
compativeis com estudos que descrevem efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios do B-
cariofileno capazes de melhorar a sensibilidade a insulina e reduzir processos metabolicos
desregulados, conforme relatado por El-Sayed et al. (2022).

Quanto ao perfil lipidico, verificou-se reducdo significativa dos niveis de colesterol
total, LDL e VLDL, acompanhada por diminuicdo expressiva dos triglicerideos. Esses
achados ndo caracterizam dislipidemia induzida por toxicidade; ao contrério, refletem efeitos
metabolicos benéficos ja documentados para o B-cariofileno. Baldissera et al. (2017)
demonstraram que o composto exerce atividade hipolipemiante principalmente por meio da
inibicdo da enzima HMG-CoA redutase hepatica, mecanismo semelhante ao observado para
estatinas. De forma complementar, Ghosh et al. (2021) relataram modulacdo de vias
metabolicas relacionadas a inflamacdo e ao acumulo lipidico, contribuindo para um perfil
metabdlico mais equilibrado.

Observou-se também aumento significativo dos niveis de HDL, sobretudo na dose de
15 mg/kg. Esse efeito diverge dos achados de Baldissera et al. (2017), nos quais o f-
cariofileno reduziu lipidios circulantes, porém sem elevar HDL. A discrepancia pode estar
relacionada a maior estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade conferidas pela
nanoemulsdo utilizada neste estudo, potencializando a atividade moduladora sobre o
metabolismo lipidico. O incremento de HDL, portanto, ndo sugere toxicidade, mas sim um
possivel indicativo de melhora metabdlica, consonante com o papel cardioprotetor atribuido
a essa lipoproteina.

Em conjunto, os achados bioguimicos demonstram auséncia de alteracdes adversas
nos sistemas hepatico, renal e glicémico. Pelo contrério, observou-se um conjunto de efeitos
metabdlicos favordveis, com destaque para a modula¢do positiva do perfil lipidico. A
consisténcia entre esses resultados e as propriedades farmacologicas descritas para o -
cariofileno, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e moduladores metabdlicos
(Chen et al., 2019; Waltenberger, 2016), sustenta a seguranca da formulacdo nanoestruturada
para administracdo intramuscular prolongada e reforca seu potencial farmacoldgico para

aplicacdes terapéuticas futuras.
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5.1.8. Avaliagdo dos marcadores de lesédo muscular

A andlise dos marcadores séricos de lesdo muscular demonstrou preservacao da
integridade do tecido esquelético apos a administragao intramuscular repetida da nanoemulsao
de B-cariofileno (NBCP). Conforme apresentado na Tabela 8, ndo foram observados aumentos
significativos nos niveis de creatinoquinase (CK), desidrogenase latica (LDH) ou mioglobina,
parametros classicamente empregados para a detec¢do de ruptura das fibras musculares,
necrose ou inflamacéo local. Esses biomarcadores tendem a se elevar de forma proporcional
ao dano estrutural do tecido, sendo amplamente utilizados como indicadores precoces de
mionecrose (ELY et al., 2000; ALVES et al., 2019). A manutencdo de seus valores dentro da
faixa fisioldgica sugere que o composto ndo induziu toxicidade muscular local mesmo apds

multiplas aplicacdes.

Tabela 11 — Efeito do tratamento subagudo com NBCP (5 e 15 mg/kg) sobre os marcadores
de lesdo muscular de ratos Wistar (n = 5) tratados por via intramuscular durante 14 dias.

Parametro Controle 5mg/kg 15mg/kg
Mioglobina (mg/dL) 5,040 + 0,055 5,400 + 0,055 5,320 + 0,356
CK (U/L) 1.312 + 323,833 919,600 + 184,028 689,0 + 241,404*
LDH (U/L) 3.357,0 £ 520,448 2.998,0 + 159,830 3.116,60 + 1.448,412

Resultados séo apresentados como a média = D.P. As diferencas entre os grupos foram
analisadas por analise de variancia one-way (ANOVA), seguida do teste de Tukey. *p < 0,05,
resultado estatisticamente significativo versus grupo Controle.
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Figura 17 — Resultados bioquimicos dos marcadores de lesdo muscular apds tratamento com
nanoemulsdo de B-cariofileno (NBCP). Os resultados séo apresentados como média + DP;
diferencas entre os grupos (p>0,05; ANOVA).
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Fonte: Autora (2025).

A anélise dos marcadores séricos de lesdo muscular demonstrou preservacdo da
integridade do tecido esquelético ap6s a administracdo intramuscular repetida da nanoemulsao
de p-cariofileno (NBCP). Conforme apresentado nos graficos, ndo foram observados
aumentos significativos nos niveis de creatinoquinase (CK), desidrogenase latica (LDH) ou
mioglobina, parametros classicamente empregados para a detec¢do de ruptura das fibras
musculares, necrose ou inflamacdo local. A manutencdo de seus valores dentro da faixa
fisioldgica sugere que o composto ndo induziu toxicidade muscular local mesmo apos
multiplas aplicagdes.
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Além disso, observou-se reducdo significativa nos niveis séricos de CK no grupo
tratado com 15 mg/kg, achado que ndo é compativel com processo lesivo. A CK é considerada
um dos marcadores mais sensiveis de dano muscular, exibindo eleva¢Ges marcantes mesmo
diante de microlesdes teciduais. Assim, sua diminui¢do sugere ndo apenas auséncia de injdria,
mas possivel efeito protetor sobre as fibras esqueléticas. Evidéncias recentes sustentam essa
interpretacdo: preparagdes contendo B-cariofileno demonstraram capacidade de reduzir dor
muscular e marcadores de dano em voluntarios submetidos a exercicio excéntrico, efeito
atribuido a acdo anti-inflamatdria e moduladora da via nociceptiva (Amalraj et al., 2020;
Johnson et al., 2021).

Esse perfil € consistente com estudos experimentais que demonstram que o P-
cariofileno reduz a producdo de citocinas pro-inflamatérias e atenua processos lesivos
mediados por estimulos inflamatdrios ou nociceptivos (Guimardes et al., 2014; Gertsch et al.,
2008). Do ponto de vista farmacotécnico, a literatura descreve elevada compatibilidade
intramuscular de formulagGes nanoestruturadas contendo surfactantes de baixa toxicidade,
como o polissorbato 20, que ndo induzem reac6es inflamatdrias locais mesmo apds aplicacfes
repetidas (Lee et al., 2021). Resultados semelhantes foram relatados em sistemas oleosos
nanoestruturados contendo compostos vegetais, nos quais ndo foram detectadas alteracGes
relevantes em CK, LDH ou mioglobina, corroborando a auséncia de dano muscular
(TRAESEL et al., 2014; Carvalho et al., 2023).

De modo geral, os achados bioquimicos reforcam o perfil de seguranga da
nanoemulsdo injetavel de B-cariofileno, evidenciando compatibilidade musculoesquelética e
auséncia de efeitos toxicos locais. A estabilidade dos marcadores de fungdo muscular,
associada a preservacdo dos parametros hepaticos, renais e hematoldgicos, sugere que a
formulacdo apresenta caracteristicas adequadas para administragdo parenteral repetida.
Somadas as propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes ja descritas para 0 composto, essas
evidéncias sustentam o potencial farmacologico da NBCP para aplicacBes terapéuticas

seguras.
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5.1.9. Analise histopaldgica

Figura 16 — Laminas representativas do figado dos animais dos grupos Controle, 5 mg/kg e
15 mg/kg apods 14 dias de tratamento com a nanoemulsdo de -cariofileno (NBCP).

Observa-se preservacdo da arquitetura em todos os grupos, com cordBes de hepatocitos
organizados, nucleos centrais e sinusoides bem delimitados, sem evidéncias de necrose,
infiltrado inflamatorio ou alteracbes degenerativas relevantes. Os achados indicam auséncia
de hepatotoxicidade associada ao tratamento nas doses avaliadas, apresenta tecido hepatico
sem alteracOes evidentes, com nucleos celulares integros (setas) e citoplasma com auséncia

de danos (asteriscos). (Hematoxilina e eosina — H&E, objetiva 40x; aumento total 400x).
Fonte: Autora (2025).

A avaliacdo histologica do figado demonstrou preservacdo da organizacdo lobular,
com hepatécitos morfologicamente integros, sinusoides permeaveis e espagos portais sem
sinais de inflamagé&o, edema ou proliferacdo ductular. A manutencéo dessa arquitetura indica
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auséncia de agressdo direta ao parénquima hepatico apds o tratamento intramuscular com a
nanoemulsdo de B-cariofileno (NBCP). Achados semelhantes foram descritos por Schmitt,
Levy e Carroll (2016), que relataram auséncia de alteracdes histopatologicas em figados de
ratos submetidos a exposic¢ao subcronica ao B-cariofileno, reforcando seu perfil de seguranca
em formulagOes experimentais.

A auséncia de degeneracdo vacuolar, necrose, balonizacdo citoplasmatica ou
acumulo lipidico nos hepatdcitos observada no presente estudo esta em consonancia com
investigacOes prévias envolvendo compostos terpénicos estruturalmente relacionados ao f-
cariofileno. Em estudo realizado por Pouyfung et al. (2022), extratos ricos em B-sitosterol e
acido ursdlico, terpenos de perfil metabdlico similar, ndo induziram esteatose ou leséo
hepatocelular, mesmo quando administrados de forma continua por 28 dias, sugerindo uma
resposta adaptativa fisioldgica ao metabolismo aumentado de fitoquimicos.

Além disso, a integridade dos sinusoides e a auséncia de congestdo ou hemorragia
corroboram a inexisténcia de hepatotoxicidade vascular. Esses achados convergem com o
estudo de Bemidinezhad et al. (2023), no qual formulacdes fitoterapicas contendo terpenos de
Anethum graveolens e Citrus aurantium ndo produziram alteracfes vasculares hepaticas ou
evidéncias de inflamacdo, mesmo ap0s longos periodos de exposicdo, sugerindo que
terpenoides tém baixa propenséo a desencadear agressoes sinusoidais.

O padrédo histoldgico preservado também dialoga com os resultados bioquimicos
obtidos no presente estudo, que demonstraram transaminases AST e ALT dentro da
normalidade. Essa convergéncia entre dados histologicos e bioguimicos € amplamente
descrita na literatura como um indicador seguro de auséncia de hepatotoxicidade significativa.
Segundo Abdelgawad et al. (2023), o B-cariofileno exerce efeito hepatoprotetor por meio da
ativacdo dos receptores CB2 e da via Nrf2/HO-1, reduzindo inflamac&o e estresse oxidativo
no tecido hepético, mecanismos compativeis com a manutencdo da morfologia observada nas
laminas analisadas.

A consisténcia dos achados deste trabalho também se alinha ao observado por Tran
e Tran (2021), que relataram aumento do peso hepatico associado a adaptacdes metabolicas,
mas sem qualquer alteracdo histoldgica relevante em animais tratados com extratos ricos em
terpenoides. Esses autores reforgam que a auséncia de lesdo hepatocelular, mesmo diante de
mudancas pontuais no peso do 6rgdo, caracteriza uma resposta fisiologica adaptativa e ndo
um processo toxico.

De maneira complementar, estudos conduzidos com outras formas nanoestruturadas

contendo terpenos também relatam compatibilidade hepética elevada. Carvalho et al. (2023),
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ao avaliar nanodispersdes oleosas intramusculares, observaram que mesmo formulagdes ricas
em compostos bioativos ndo induziram alteragfes hepéticas, salientando que sistemas
nanoestruturados bem estabilizados tendem a apresentar boa biocompatibilidade tecidual.

A avaliacdo histoldgica do tecido muscular no presente estudo demonstrou auséncia
de necrose, infiltrado inflamatério significativo ou fibrose nas regifes de aplicacdo
intramuscular da nanoemulséao de B-cariofileno, mesmo ap6s cinco administracGes repetidas.
Esses dados contrastam com os achados de Hodges et al. (2018), que ao avaliarem diversos
excipientes farmacéuticos comumente utilizados em formulacgdes injetaveis, relataram reacoes
adversas locais como inflamagdo, necrose muscular e fibrose, principalmente com
polissorbato 80 e propilenoglicol. Tais achados reforcam a biocompatibilidade superior da
formulacdo avaliada, cuja estabilidade e tolerabilidade local podem estar relacionadas tanto a
nanoestrutura do sistema quanto as propriedades anti-inflamatoérias do B-cariofileno.

A avaliacdo histopatolégica do musculo esquelético nas areas de aplicacdo da
nanoemulsdo de B-cariofileno demonstrou, de forma geral, boa preservagdo da arquitetura
tecidual, sem evidéncia de necrose fibrilar, edema ou fibrose em graus significativos.

No presente experimento, os niveis séricos de CK, LDH e mioglobina permaneceram
dentro da faixa de normalidade, sem diferenca significativa entre os grupos. Portanto, mesmo
com a observacdo histoldgica pontual no grupo de maior dose, os dados laboratoriais
corroboram a inexisténcia de dano muscular agudo ou risco sistémico associado a formulacéo.

Esses achados ndo se aproximam das les6es musculares extensas descritas por Hodges
et al. (2018) em formulacdes injetaveis contendo surfactantes como polissorbato 80 ou
veiculos como propilenoglicol, onde foram observadas necrose tecidual franca, inflamagéo
difusa e fibrose muscular. A discreta alteracdo observada em nosso estudo mostra-se mais
compativel com efeitos minimos, esperados em aplicagfes intramusculares repetidas,

especialmente de sistemas nanoestruturados com maior tempo de retencéo local.
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Figura 17 — Laminas representativas do rim de ratos Wistar dos grupos Controle, 5 mg/kg e
15 mg/kg apos 14 dias de tratamento com a nanoemulsao de B-cariofileno (NBCP).
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Observam-se glomeérulos preservados (asteriscos) em todos os grupos, sem evidéncias de
degeneracéo epitelial, infiltrado inflamatorio ou alteragdes glomerulares significativas. As
estruturas renais mantém sua integridade morfol6gica, indicando auséncia de nefrotoxicidade
associada ao tratamento nas doses avaliadas. (Hematoxilina e eosina — H&E, objetiva 40x;

aumento total aproximado 400x).
Fonte: Autora (2025).

A avaliacdo histopatoldgica dos rins dos animais pertencentes aos grupos controle e
tratados com a nanoemulsdo de B-cariofileno (NBCP) nas doses de 5 e 15 mg/kg revelou
preservacdo integral da morfologia renal. Os cortes corados por hematoxilina-eosina
demonstraram glomérulos bem delimitados, com espaco de Bowman regular, auséncia de
hipercelularidade e algas capilares integras. Os tubulos contorcidos proximais apresentaram

epitélio cubico simples com borda em escova preservada, enquanto os tubulos distais exibiram
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Iumen discretamente mais amplo, ambos sem sinais de degeneragdo, vacuolizagdo ou necrose
tubular. O intersticio manteve-se delgado, sem infiltrado inflamatério, edema ou hemorragia,
e ndo foram observados cilindros intratubulares ou indicios morfolédgicos de nefrotoxicidade.
Esses achados estruturais estdo de acordo com o esperado para rins fisiologicamente normais
em modelos experimentais de roedores (Junqueira & Carneiro, 2017; Mescher, 2018).

A integridade histoldgica observada nos rins dos animais tratados correlaciona-se com
os resultados bioquimicos obtidos previamente, nos quais ureia e creatinina séricas
permaneceram dentro dos valores fisiologicos de referéncia. A concordancia entre parametros
laboratoriais preservados e auséncia de lesbes na arquitetura renal reforca a interpretacdo de
que a administracdo repetida da nanoemulsédo por via intramuscular ndo desencadeou
alterac@es funcionais ou estruturais compativeis com toxicidade renal, evidenciando um perfil
de seguranca adequado do composto. Esse comportamento é consistente com 0s critérios
classicos de toxicologia subcronica que consideram a associagdo entre funcdo renal,
parametros séricos e histologia como determinante para caracterizar nefrotoxicidade (Cunha
et al., 2009; Sa et al., 2015).

Os achados também convergem com estudos prévios que investigaram o -cariofileno
em diferentes modelos de toxicidade. Em experimentos de exposi¢do subcrénica, Schmitt,
Levy e Carroll (2016) observaram que o composto ndo produziu sinais de nefrotoxicidade,
mantendo niveis séricos renais normais e preservacao da histoarquitetura renal, de modo
semelhante ao observado no presente estudo. Além disso, propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias do B-cariofileno, amplamente descritas na literatura, contribuem para sua baixa
toxicidade tecidual, incluindo protecdo contra danos induzidos por diferentes agentes
nefrotoxicos (Gertsch et al., 2008; Chen et al., 2019).

Estudos recentes reforcam esse perfil protetor, Rajab et al. (2022), utilizando um
modelo de nefrotoxicidade induzida por amicacina, demonstraram que o 3-cariofileno reduziu
apoptose tubular, preservou a integridade morfologica dos néfrons e normalizou parametros
bioguimicos renais, sugerindo acdo nefroprotetora significativa mediada por inibicéo de vias
oxidativas e inflamatdrias. Esses mecanismos incluem modulagdo negativa de NF-«kB ¢
diminuicdo de citocinas pro-inflamatdrias, contribuindo para a preservacdo da funcédo e
estrutura renal (Abdelgawad et al., 2023).

Por outro lado, alguns autores descrevem efeitos leves a moderados sobre a morfologia
renal em estudos com extratos ricos em terpenos ou compostos terpénicos administrados em
altas doses. Moradi et al. (2017) e Dashti et al. (2022), por exemplo, relataram discreta

vacuolizacdo epitelial ou dilatacdo tubular ap6s administracdo oral prolongada de misturas
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terpénicas. A auséncia completa dessas alteracbes no presente estudo indica que a
nanoemulséo de B-cariofileno, em sua formulacédo, dose e via de administragdo intramuscular,
apresenta perfil de seguranga superior quando comparada a outras substancias naturais

terpénicas avaliadas em condicGes experimentais semelhantes.

Figura 18 — La&minas representativas do masculo esquelético dos animais dos grupos
Controle, 5 mg/kg e 15 mg/kg apds 14 dias de tratamento com a nanoemulsao de B-cariofileno
(NBCP).

Observam-se fibras musculares estriadas com sarcolema integro, nucleos periféricos
preservados (setas) e disposi¢do fascicular uniforme. N&o foram identificados sinais de
degeneracéo fibrilar, necrose, infiltrado inflamatério ou edema intersticial significativo. As
alterac@es discretas observadas, como pequenos espacamentos interfibrilares (asteriscos), sdo
compativeis com variacdes técnicas do processamento histologico. Os achados indicam
auséncia de miotoxicidade associada ao tratamento nas doses avaliadas. (Hematoxilina e
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eosina — H&E, objetiva 40x; aumento total aproximado 400x).
Fonte: Autora (2025).

A andlise histoldgica do musculo esquelético no sitio de aplicacdo revelou
preservacdo da arquitetura tecidual nos animais dos grupos controle e tratados com a
nanoemulsdo de B-cariofileno (NBCP) nas doses de 5 e 15 mg/kg. As fibras musculares
estriadas apresentaram-se com disposicdo paralela uniforme, citoplasma homogéneo,
estriagdes transversais bem definidas e nacleos periféricos integros, sem evidéncias de
degeneracdo hialina, fragmentacdo miofibrilar, necrose ou infiltrado inflamatorio. O
endomisio e o perimisio mantiveram-se preservados, sem espessamento ou edema, indicando
auséncia de miotoxicidade ou reacdo inflamatoria local apds as injecGes repetidas. Esses
achados estdo alinhados ao padréo histologico considerado normal para musculo esquelético
em roedores, conforme descrito por Junqueira e Carneiro (2017), refor¢cando a manutencao da
integridade tecidual.

A preservacdo morfologica observada nos grupos tratados estd de acordo com
estudos que avaliaram a seguranca de sistemas nanoestruturados administrados por via
parenteral. Nanoemulsdes e sistemas lipidicos estabilizados por surfactantes biocompativeis
apresentam baixo potencial de irritacdo tecidual e alta compatibilidade muscular,
demonstrando auséncia de infiltrado inflamatdrio, necrose ou fibrose apds administracdo
intramuscular repetida (Chamanza et al., 2018; Hassert et al., 2019; Donahue et al., 2023).
Esses achados sugerem que a formulagcéo empregada neste estudo apresenta comportamento
semelhante, provavelmente devido as propriedades fisicas estaveis e ao perfil biocompativel
da NBCP.

Além disso, estudos recentes demonstram que o B-cariofileno exerce efeito anti-
inflamat6rio e antioxidante capaz de proteger o tecido muscular contra processos
degenerativos. Ensaios clinicos e pré-clinicos realizados entre 2020 e 2025 mostraram que
formulagdes contendo B-cariofileno reduzem marcadores séricos de dano muscular, como
creatina quinase (CK) e lactato desidrogenase, e favorecem a integridade das fibras apos
estimulos lesivos, como exercicios excéntricos intensos (Amalraj et al., 2020; Tian et al.,
2022; Hsieh et al., 2024; Evans et al., 2024). Esses efeitos tém sido atribuidos & modulagdo
de vias inflamatorias e a0 aumento da capacidade antioxidante, fatores que podem ter
contribuido para a auséncia de alteracfes musculares nesta investigacao.

Em paralelo, estudos com fitocompostos ricos em terpenos reportam que O

tratamento com misturas terpénicas reduz dor muscular, infiltrado inflamatdrio e estresse
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oxidativo, além de melhorar a organizacdo estrutural das fibras (Gul; Bakht, 2022). Esses
dados reforcam que compostos terpénicos apresentam perfil favoravel de biocompatibilidade
muscular, o que corrobora os achados morfoldgicos observados nos grupos tratados com
NBCP.

Quando comparados aos dados bioquimicos deste estudo, especialmente a reducao
significativa de CK no grupo 15 mg/kg, os achados histoldgicos fortalecem a interpretagéo de
que a nanoemulsdo ndo apenas evitou lesbes musculares, mas pode ter contribuido para
protecdo tecidual. A reducdo de CK, marcador altamente sensivel para lesdo muscular, é
compativel com trabalhos recentes que demonstram menor extensdo de miofibrdlise e maior
estabilidade de membrana muscular ap6s utilizacdo de compostos anti-inflamatérios naturais
(Tian et al., 2022; Hsieh et al., 2024). Dessa forma, o conjunto de evidéncias indica que a
NBCP apresenta elevada compatibilidade muscular e seguranca para uso intramuscular

repetido.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

O presente estudo permitiu o desenvolvimento e a caracterizagdo de uma
nanoemulséo injetavel contendo B-cariofileno, com foco em sua estabilidade fisico-quimica e
em sua avaliacdo toxicoldgica pré-clinica em ratos Wistar. Entre as formulagfes testadas, a
NBCP1 apresentou 0 melhor desempenho, destacando-se como a nanoemulsdo mais estavel,
inclusive apos o processo de centrifugacdo, etapa critica para avaliar resisténcia a separacao
de fases. A NBCP1 apresentou tamanho médio de goticulas compativel com sistemas
nanoestruturados, indice de polidispersidade adequado e potencial zeta negativo, sugerindo
estabilidade eletrostatica satisfatoria e comportamento coloidal adequado para aplicagdes
injetaveis.

A caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa (CG-EM) confirmou a identidade
do P-cariofileno e possibilitou a quantificacdo precisa do composto encapsulado, que
subsidiou o calculo da eficiéncia de encapsulacdo. Os resultados demonstraram que a
formulacdo NBCP1 apresentou elevada capacidade de retencdo do ativo, com desempenho
adequado para sistemas nanoestruturados de administracdo parenteral, aliando seguranca e
inovacdo tecnoldgica. Esse conjunto de evidéncias fundamentou o depdsito de pedido de
patente, reforcando o carater aplicado e translacional do presente estudo.

No estudo de toxicidade subcrénica, conduzido durante 14 dias com administracao
intramuscular repetida, a nanoemulsdo mostrou bom perfil de seguranca, sem evidéncias de
toxicidade sistémica relevante. Os pardmetros hematolégicos e bioquimicos permaneceram
dentro dos valores fisiologicos de referéncia, indicando preservagdo das funcBes hepética,
renal e muscular. As analises histoldgicas do figado, rins e musculo esquelético corroboraram
esses achados, demonstrando auséncia de lesGes estruturais, necrose, inflamacéo significativa
ou alteragdes compativeis com efeitos toxicos.

O Unico achado discreto foi 0 aumento do peso relativo do figado, observado no
grupo tratado, porém ndo acompanhado de altera¢fes bioquimicas nem histopatoldgicas. Esse
comportamento sugere que o aumento pode refletir um fenébmeno adaptativo funcional, e ndo
um processo de toxicidade hepatica. Esse padrao ja foi descrito na literatura em estudos com
terpenos administrados por vias distintas, reforcando a interpretacdo de seguranca biologica
da nanoemulsdo. Além disso, a administracdo intramuscular repetida demonstrou boa

compatibilidade tecidual, sem sinais de inflamacéo significativa, fibrose, infiltrados extensos
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ou degeneracdo muscular, indicando que a via intramuscular é adequada para esta formulacdo
nanoestruturada.

De modo geral, os resultados confirmam que a nanoemulsdo NBCP1 constitui uma
plataforma promissora para veiculagdo parenteral do f-cariofileno, reunindo caracteristicas
fisico-quimicas favoraveis, estabilidade satisfatoria e baixa toxicidade nos pardmetros
avaliados. Esses achados contribuem para ampliar o conhecimento sobre sistemas
nanoemulsionados contendo terpenos e refor¢am o potencial farmacologico do B-cariofileno

em formulac@es para uso terapéutico.
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Figura a publicar:

10 - Patente de Invencgéo (PI)

COMPOSIGAO FARMACEUTICA NANOESTRUTURADA DE R-
CARIOFILENO, PROCESSO DE OBTENGAO E USO

A presente invengao refere-se a uma composi¢ao farmacéutica
nanoestruturada na forma de nanoemulséo 6leo-em-agua contendo
R-cariofileno, destinada a administragdo parenteral. A composi¢ao
compreende uma fase oleosa com R-cariofileno, uma fase aquosa e
uma mistura de tensoativos com EHL de 10. A nanoemulsdo
apresenta tamanho de particula inferior a 200 nm, PDI inferior a 0,3,
potencial zeta negativo superior a 20 mV, em moédulo, e eficiéncia de
encapsulagdo superior a 95%. A invengdo também descreve o
processo de obteng&o por meio de um método de baixa energia e 0
uso da composigdo na preparagdo de medicamentos anti-
inflamatérios e analgésicos. Estudos pré-clinicos demonstraram
auséncia de toxicidade local e sistémica, comprovando a seguranga
da formulagao.
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RESUMO

COMPOSICAO FARMACEUTICA NANOESTRUTURADA DE B-CARIOFILENO,
PROCESSO DE OBTENCAO E USO

A presente invengdo refere-se a uma composi¢do farmacéutica nanoestruturada na forma de
nanoemuls@o 6leo-em-agua contendo P-cariofileno, destinada a administracdo parenteral. A
composi¢do compreende uma fase oleosa com B-cariofileno, uma fase aquosa e uma mistura
de tensoativos com EHL de 10. A nanoemulsdo apresenta tamanho de particula inferior a 200
nm, PDI inferior a 0,3, potencial zeta negativo superior a 20 mV, em modulo, e eficiéncia de
encapsulagao superior a 95%. A inven¢ao também descreve o processo de obtengdo por meio
de um método de baixa energia e o uso da composi¢ao para a prepara¢do de medicamentos
anti-inflamatorios e analgésicos. Estudos pré-clinicos demonstraram auséncia de toxicidade

local e sistémica, comprovando a seguranca da formulagéo.
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