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RESUMO 

 

A espécie Ocimum basilicum, conhecida popularmente como manjericão um arbusto 

aromático, cultivado e comercializado no Brasil para fins culinários, possui diferentes 

componentes principais (quimiótipos): linalol, o estragol e o eugenol em suas partes, o que 

justifica o seu potencial farmacológico como larvicida, repelente, antifúngico e 

antimicrobiano. Assim, o objetivo desta pesquisa é analisar o efeito antinociceptivo agudo do 

óleo essencial de flores de Ocimum basilicum Linn (OEFOb) e efeito antimicrobiano do 

estragol e de seu complexo em β-ciclodextrina em zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa). O 

OEFOb foi obtido por hidrodestilação e analisado por GC-MS. O complexo de inclusão do 

estragol em β-ciclodextrina (ES/β-CD) foi preparado através do método de co-evaporação e 

precipitação (3:1 β-ciclodextrina/estragol). Os animais (n=6/grupo) foram tratados oralmente 

(20 µL) com diferentes concentrações de OEFOb (0,25 ou 1,25 ou 2,5 mg/mL; 20 µL) ou 

veículo (NaCl a 0,9%; 20 µL) e submetido à nocicepção por diferentes agentes (formalina, 

cinamaldeído, capsaicina, glutamato, solução salina ácida e solução salina hipertônica). 

Possíveis mecanismos de neuromodulação, além de alterações motoras e toxicidade, também 

foram avaliados. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluição em 

caldo, determinando a concentração inibitória mínima (CIM) in vitro, pelo método adaptado 

de infecção in vivo por S. aureus em ZFa, e pelo método adaptado de potencialização da ação 

antibiótica em ZFa. Como resultado, a análise do perfil químico identificou quatorze 

componentes presentes no óleo essencial, dentre eles: linalol (56,37%). O OEFOb não 

apresentou toxicidade aguda e não alterou o sistema locomotor de ZFa, reduzindo o 

comportamento nociceptivo em todos os modelos testados. Esses efeitos do OEFOb foram 

significativamente semelhantes aos da morfina, utilizados como controle positivo. O efeito 

antinociceptivo de OEFOb foi inibido pela naloxona, L-NAME, azul de metileno, cetamina, 

cânfora, vermelho de rutênio e amilorida. O efeito antinociceptivo da córnea do OEFOb foi 

inibido pela capsazepina. O ES/β-CD apresentou complexação com bandas específicas do 

estragol (1511 cm-1 e 1238 cm-1), bem como da β-CD (3359, 2926, 1153 e 1029 cm-1). O 

estragol e o seu complexo ES/β-CD ambos demonstraram valores de CIM de 1024 μg/mL, 

frente à cepa S.a. ATCC 25923 no ensaio in vitro. O modelo de infecção in vivo por S. aureus 

em ZFa foi estabelecido durante o período de 24 e 48 h após a infecção por inoculo 

bacteriano. O estragol (P1) e seu complexo ES/β-CD (P2) não causaram mortalidade dos ZFa 

até 48 h de ensaio, reduzindo a infecção induzida por S.a. ATCC 25923. Na verificação do 

efeito sinérgico, o estragol e seu complexo ES/β-CD mostraram-se significativos frente a cepa 

S.a. ATCC 25923, sendo que o complexo ES/β-CD apresentou resultados mais relevantes 

quando associados a gentamicina. Os resultados demonstram que, o OEFOb tem potencial 

farmacológico no tratamento da dor aguda e esse efeito é modulado pelo sistema opioide, 

receptores NMDA e canais TRPs e ASICs, bem como no tratamento da dor corneal e esse 

efeito é modulado pelo canal TRPV1. Foi confirmado a formação do complexo de inclusão 

entre estragol e β-ciclodextrina, bem como foi possível estabelecer o modelo de infecção in 

vivo por S. aureus em zebrafish adulto, e a administração oral do estragol e seu complexo 
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ES/β-CD inibiram a infecção induzida por S. aureus nos zebrafish’s adultos, e na associação 

com a gentamicina, ambos se mostraram significativos frente a cepa de S. aureus, sendo o 

complexo ES/β-CD mais relevante. No entanto, foram obtidos dados significativos em relação 

ao efeito farmacológico das amostras estudadas, usando o zebrafish adulto como modelo 

experimental. 

Palavras-chave: Ocimum basilicum, antinocicepção, antimicrobiano, zebrafish (Danio rerio).  
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ABSTRACT 

 

The species Ocimum basilicum, popularly known as basil an aromatic shrub, cultivated and 

marketed in Brazil for culinary purposes, has different main components (chemotypes): 

linalool, estragole and eugenol in its parts, which justifies its pharmacological potential as 

larvicide, repellent, antifungal and antimicrobial. Thus, the objective of this research is to 

analyze the acute antinociceptive effect of essential oil of the Ocimum basilicum Linn flowers 

(OEFOb) and the antimicrobial effect of estragole and the β-cyclodextrin complex in adult 

zebrafish (Danio rerio) (ZFa). OEFOb was obtained by hydrodistillation and analyzed by 

GC-MS. The inclusion complex of estragol in β-cyclodextrin (ES/β-CD) was prepared using 

the co-evaporation and precipitation method (3:1 β-cyclodextrin/estragole). The animals 

(n=6/group) were treated orally (20 µL) with different concentrations of OEFOb (0.25 or 1.25 

or 2.5 mg/mL; 20 µL) or vehicle (0.9% NaCl; 20 µL) and submitted to nociception by 

different agents (formalin, cinnamaldehyde, capsaicin, glutamate, acid saline and hypertonic 

saline). Possible neuromodulation mechanisms, in addition to motor changes and toxicity, 

were also evaluated. The antimicrobial activity was evaluated by the broth microdilution 

method, determining the minimum inhibitory concentration (MIC) in vitro, by the adapted 

method of infection in vivo by S. aureus in ZFa, and by the adapted method of potentiation of 

the antibiotic action in ZFa. As a result, the chemical profile analysis identified fourteen 

components present in the essential oil, among them: linalool (56.37%). OEFOb did not 

present acute toxicity and did not alter the locomotor system of ZFa, reducing the nociceptive 

behavior in all models tested. These effects of OEFOb were significantly similar to those of 

morphine, used as a positive control. The antinociceptive effect of OEFOb was inhibited by 

naloxone, L-NAME, methylene blue, ketamine, camphor, ruthenium red and amiloride. The 

antinociceptive effect of the OEFOb cornea was inhibited by capsazepine. The ES/β-CD 

presented complexation with specific estragole bands (1511 cm-1 and 1238 cm-1), as well as β-

CD (3359, 2926, 1153 and 1029 cm-1). Estragol and its ES/β-CD complex both demonstrated 

MIC values of 1024 μg/mL, against the S.a. ATCC 25923 in the in vitro assay. The in vivo 

infection model for S. aureus in ZFa was established during the period of 24 and 48 h after 

infection by bacterial inoculum. Estragole (P1) and its ES/β-CD (P2) complex did not cause 

mortality of the ZFa until 48 h of test, reducing the infection induced by S.a. ATCC 25923. In 

verifying the synergistic effect, estragole and its ES/β-CD complex proved to be significant 

compared to strain S.a. ATCC 25923, with the ES/β-CD complex showing more relevant 

results when associated with gentamicin. The results demonstrate that OEFOb has 

pharmacological potential in the treatment of acute pain and this effect is modulated by the 

opioid system, NMDA receptors and TRPs and ASICs channels, as well as in the treatment of 

corneal pain and this effect is modulated by the TRPV1 channel. The formation of the 

inclusion complex between estragol and β-cyclodextrin was confirmed, as well as it was 

possible to establish the model of infection in vivo by S. aureus in adult zebrafish, and the oral 

administration of estragole and its ES/β-CD complex inhibited the infection induced by S. 

aureus in adult zebrafish, and in association with gentamicin, both were significant against 
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the strain of S. aureus, with the ES/β-CD complex being the most relevant. However, 

significant data were obtained regarding the pharmacological effect of the studied samples, 

using adult zebrafish as an experimental model. 

Keywords: Ocimum basilicum, antinociception, antimicrobial, zebrafish (Danio rerio). 
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APRESENTAÇÃO 

 

Essa dissertação está apresentada no formato de artigo científico, dividida em dois 

manuscritos. O primeiro manuscrito é intitulado “Efeito antinociceptivo do óleo essencial das 

flores de Ocimum basilicum Linn em zebrafish (Danio rerio) adulto”, que foi submetido na 

Revista Zebrafish (QUALIS A2). O segundo manuscrito é intitulado é intitulado “Avaliação 

da atividade antimicrobiana in vitro e in vivo do estragol e de seu complexo em β-

ciclodextrina em zebrafish (Danio rerio) adulto”, a ser submetido à Revista Zebrafish 

(QUALIS A2). 

No manuscrito 1, reporta-se o efeito antinociceptivo agudo do óleo essencial de 

flores de O. basilicum Linn (OEFOb) em zebrafish (Danio rerio) adulto. O perfil químico do 

OEFOb foi investigado, por meio do método de CG-MS. A atividade antinociceptiva foi 

avaliada através dos testes da formalina, cinamaldeído, capsaicina, glutamato, solução salina 

ácida e solução salina hipertônica. Possíveis mecanismos de neuromodulação, além de 

alterações motoras e toxicidade, também foram avaliados. Em todos os modelos nociceptivos 

desse manuscrito, foram testadas as concentrações de 0,25 ou 1,25 ou 2,5 mg/mL. Os 

bioensaios foram realizados de acordo com os Princípios Éticos de Experimentação Animal e 

foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da Universidade 

Estadual do Ceará (#7210149/2016). 

 No manuscrito 2, reporta-se a atividade antimicrobiana in vitro e in vivo do estragol e 

de seu complexo em β-ciclodextrina em zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa).  O estragol foi 

adquirido da Sigma Aldrich (Brasil), o complexo de inclusão do estragol em β-ciclodextrina 

foi preparado através do método de co-evaporação e precipitação (3:1 β-

ciclodextrina/estragol), e analisados pela técnica de espectroscopia de infravermelho por 

transformada de Fourie (FTIR). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo, determinando a concentração inibitória mínima (CIM) in vitro, pelo 

método adaptado de infecção in vivo por S. aureus em ZFa, e pelo método adaptado de 

potencialização da ação antibiótica em ZFa. A pesquisa foi conduzida em estrita obediência 

com as normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: animais 

(Guide for the care and use of laboratory animals, do NIH - National Institute of Health-

EUA, 1996; Lei Federal Nº 11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

– CONCEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal Nº 9605/1998). O projeto foi 

submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade 

Regional do Cariri – URCA (#00225/2018.2). 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Independente dos grandes avanços observados na medicina atual nas últimas décadas, 

as plantas medicinais ainda contribuem significativamente para a assistência à saúde (Correa, 

Soares e Muccillo-Baisch, 2018), e são fontes de produtos naturais servindo para a 

identificação de novas drogas (Atanasov et al., 2015). Os óleos essenciais de plantas 

medicinais são ricos em metabólitos secundários, que são responsáveis pelas atividades 

biológicas apresentadas (Ribeiro-Santos, et al., 2017). Nessa perspectiva, os produtos naturais 

tornam-se uma fonte promissora na pesquisa de moléculas com potencial antinociceptivo e 

antimicrobianos. 

 A dor se torna um sinal significativo para determinar algumas doenças assim como 

indicar a gravidade destas mencionadas pelos pacientes (Treede et al., 2019). A dor é um dos 

mecanismos mais importantes, adaptativos e protetores do corpo, e geralmente é classificada 

como dor nociceptiva ou neuropática. O nociceptivo se origina em tecidos danificados fora do 

sistema nervoso, incluindo dor somática e visceral. A dor neuropática surge da atividade 

neural anormal e é classificada como dor simpaticamente medicada, periférica ou central 

(Ellison, 2017). Logo, pesquisas com produtos naturais de plantas medicinais são estratégias 

produtivas e lógicas no tratamento da dor (Saldanha et al., 2019). Pois, os tratamentos 

relacionados a dor aguda e crônica utilizandos analgésicos, atualmente ainda geram severos 

efeitos colaterais e dependência. 

Embora progressos significativos tenham sido feitos na pesquisa microbiológica e no 

controle de muitas doenças causadas por micro-organismos infecciosos, epidemias recorrentes 

devido a micro-organismos resistentes a drogas, bem como o aparecimento de novas cepas 

patogênicas microbianas, exigem a descoberta de novos antibióticos (Tagousop et al., 2018). 

Os processos infecciosos geram dor como consequência da inflamação ocasionada. Assim, os 

produtos naturais de plantas se tornaram alternativas interessantes, uma vez que muitos 

constituintes químicos são conhecidos por possuírem atividades antimicrobianas (Siebra et al., 

2018) e potencial de ação nociceptiva. 

O manjericão (Ocimum basilicum Linn), cresce em várias regiões do mundo, sendo 

frequentemente usada como agente medicinal, a mesma é pertencente à família Lamiaceae, é 

uma planta anual ou perene, dependendo do local em que é cultivado (Piras et al., 2018). Os 

óleos essenciais extraídos das folhas e flores frescas podem ser usados como aditivos de 

aromas alimentares e em produtos farmacêuticos e cosméticos (Javanmardi et al., 2002; Silva 
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et al., 2016). Além disso, o manjericão tem sido utilizado para o tratamento de várias doenças, 

como dores de cabeça, tosse, diarreia, constipação, verrugas, vermes e disfunções renais 

(Silva et al., 2016). 

O zebrafish (Danio rerio) é pertencente à família Cyprinidae, um teleósteo tropical 

que vive geralmente nas águas doces do Sudeste da Ásia (Davis et al., 2014), e atualmente, é 

amplamente utilizados como organismos modelos em todo o mundo, servindo de plataforma 

viável para experimento animal (Hugo et al., 2020; Nakayama e Makinoshima, 2020). 

Dessa forma, pesquisas vêm sendo desenvolvidas empregando-se o zebrafish (Danio 

rerio) como método substitutivo na busca por produtos naturais com diversas atividades 

biológicas (Ekambaram et al., 2017; Magalhães et al., 2018; Batista et al., 2018), isso é 

devido pelo o mesmo apresentar homologia genética humana em torno de 70%, baixo custo, 

adaptabilidade diversa, ciclo de reprodução curto, alta fecundidade e embriões transparentes 

(Gheno et al., 2016). 

Diante do exposto, esse estudo objetivou investigar o potencial antinociceptivo do 

óleo essencial das flores de Ocimum Basilicum Linn e efeito antimicrobiano do estragol e de 

seu complexo em β-ciclodextrina utilizando o zebrafish (Danio rerio) adulto. 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Ocimum Basilicum Linn (Manjericão, Lamiaceae) 

O gênero Ocimum pertence à família Lamiaceae, possuindo cerca de 150 espécies de 

Ocimum, sendo utilizadas no tratamento de diferentes tipos de doenças desde os tempos 

antigos, principalmente a espécie Ocimum basilicum Linn (Figura 1). É conhecido como 

manjericão, uma planta herbácea e perene cultivada universalmente (Bantis, Ouzounis, & 

Radoglou, 2016; Purushothaman et al., 2018), sendo popularmente usada na culinária italiana 

e do sudeste da Tailândia e do Vietnã (Snoussi et al., 2016). 
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Figura 1 - Ocimum basilicum Linn (Manjericão, Lamiaceae). 

 
  FONTE: Rodrigues, L.B. (2016). 

Ocimum basilicum Linn possui inúmeras atividades potentes devido aos metabólitos 

presentes nele (Purushothaman et al., 2018). Pesquisas mostraram que os óleos essenciais de 

O. basilicum Linn são utilizados como sabores para os produtos alimentícios, na culinária e 

como planta ornamental. Também tem sido utilizado como fragrâncias comerciais, sabores e 

para melhorar a vida útil dos alimentos (Nguyen e Niemeyer, 2008; Purushothaman et al., 

2018). 

O. basilicum Linn contém majoritariamente cerca de 20 compostos como linalol, 

estragol, metil eugenol, 1, 8-cineol, entre outros, que foi identificado pelo GC-MS 

(Radulović, Blagojević e Miltojević, 2013). Cânfora, limoneno, timol, citral, α-linalol, β-

linalol e estragol, são monoterpenos já identificados nessa planta como compostos ativos 

(Purushothaman et al., 2018). 

Os óleos essenciais obtidos de O. basilicum Linn possuem uma fonte rica de 

compostos aromatizantes, bem como também possuem uma variedade de compostos com 

potencial antimicrobiano (Okazaki et al., 1998). O óleo essencial das raízes de O. basilicum já 

foi descrito por possuir atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos (Bais et al., 2002; 

Purushothaman et al., 2018). Dois quimiotipos isolados do óleo essencial das flores de 

manjericão (O. basilicum), estragol e linalol, também já foram relatados por seu efeito 

antifúngico significativo em estudos in vitro (Oxenham, Svoboda e Walters, 2005). 

O potencial terapêutico de Ocimum basilicum Linn foi confirmado quando o óleo 

essencial das folhas e seu composto principal estragol, foram eficazes na atividade anti-

inflamatória (Rodrigues et al., 2016), assim como também quando esse mesmo óleo essencial 
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foi conjugado com a β-ciclodextrina (Rodrigues et al., 2017) aumentando mais ainda sua 

eficácia. 

 

2.2 Atividade antinociceptiva 

A dor é mais que uma sensação, é uma experiência, podendo incorporar componentes 

sensoriais com influências pessoais e ambientais importantes. Inicialmente é um mecanismo 

de defesa do organismo contra estímulos nocivos (Lamont, Tranquilli e Grimm, 2000), 

podendo persistir por fatores genéticos e/ou ambientais, ou até aumentando e/ou diminuindo a 

atividade dos nociceptores, devido a modificações no Sistema Nervoso Central (SNC), 

causando prejuízos aos tecidos lesados (Marchand, 2008). Assim, a transmissão dos estímulos 

dolorosos se dá a partir da transformação dos estímulos ambientais nocivos, em potenciais de 

ação levados até o SNC no processo de dor. 

De forma mais clara, o processo de dor compreende quatro fases, sendo a primeira 

fase a Transdução, que ocorre a partir de um estímulo, ativando os nociceptores locais 

induzindo potenciais de ação. Na segunda fase que é a Transmissão, esses potenciais de ação 

são transmitidos por meio de fibras nervosas presentes no local da transdução, passando pelo 

gânglio da raiz dorsal. Na terceira fase a Percepção, esses sinais (potenciais de ação) chegam 

a determinadas áreas do córtex cerebral, resultando na sensação dolorosa. E por fim a quarta 

fase a Modulação, modula esses sinais em todo corpo dorsal da medula espinhal para que 

chegue a níveis superiores do SNC (Zhu e Lu, 2010). 

Além disso, a dor se classifica em fisiológica, nociceptiva ou inflamatória e 

neurogênica. A dor fisiológica é definida como um sinal de alerta, em que uma sensação 

desagradável não traumática é percebida, e se inicia um reflexo que evite ou reduza esse dano, 

sendo essa de duração rápida (Świeboda et al., 2013). A dor nociceptiva ou inflamatória é a 

percepção de estímulos nocivos, sendo proporcional a amplitude da lesão tecidual e liberação 

dos mediadores inflamatórios. A dor neurogênica é causada devido a uma lesão ou disfunção 

nos nervos periféricos e centrais (Schaible, Schmelz e Tegeder, 2006; Klaumann, Wouk e 

Sillas, 2008). 

Termos como dor e analgesia são empregados para estudos em humanos, enquanto 

que nocicepção e antinocicepção são mais utilizados para estudos pré-clínicos, envolvendo 

animais de laboratório. Logo, o termo nocicepção refere-se ao estímulo doloroso 

propriamente dito, sem levar em consideração o componente emocional, ou seja, engloba as 
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vias neuroanatômicas, bem como os mecanismos neurológicos e os nociceptores específicos 

que detectam o estímulo lesivo (De Souza, 2016). 

Os nociceptores podem exercer funções eferentes no tecido pela liberação de 

neuropetídeos (substância P, peptídios relacionados ao gene calcitonina) de suas terminações 

sensoriais (Da Fonsêca, 2016). Durante a inflamação, o limiar de ação dos nociceptores 

diminui e estímulos normalmente inócuos podem ativá-los. Assim, o potencial 

antinociceptivo de um produto natural, por exemplo, pode ser medido pelo seu poder de 

aumentar o limiar de excitação dessas terminações nervosas ao estímulo doloroso, ou então, 

fazer com que os nociceptores não percebam ou não respondam ao estímulo doloroso 

promovido (Silva et al., 2013). 

Os nociceptores são classificados de acordo com a velocidade de condução do 

estímulo doloroso, e se são ou não mielinizadas, em: fibras Aδ (A-Delta) e fibras C. As fibras 

Aδ, são mielinizadas e responsáveis pela modulação da dor aguda; as fibras C, não são 

mielinizadas e responsáveis pela dor difusa (Rosenquist et al., 2017). Os nociceptores 

correspondentes às fibras Aδ, respondem a estímulos mecânicos e térmicos, enquanto aqueles 

correspondentes às fibras C, respondem a estímulos mecânicos, térmicos ou químicos, sendo 

assim chamados de polimodais (Dubin e Patapoutian, 2010). 

Numerosos tipos de receptores são ativados na sensação de dor que varia em sua via 

de sinalização. Essas vias de sinalização podem ser consideradas um local de modulação da 

dor. Logo, canais iônicos receptores de potencial transitório (TRPV1, TRPV2 e TRPM8), 

canais iônicos piezoelétricos do tipo 2, canais iônicos sensíveis a ácidos (ASICs), canais 

catiônicos purinérgicos (P2X e P2Y), canais receptores de bradicinina (B1 e B2), canais 

receptores de α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA), canais receptores de 

N-metil-D-aspartato (NMDA), receptores metabotrópicos de glutamato (mGlu), receptores 

para neurocinina 1 (NK1) e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) são 

receptores que podem modular a dor quando ativados (Khan, Khan e Kim, 2019). 

Vários mediadores inflamatórios atuam ativando os receptores para a modulação da 

dor. Diante disso, substâncias definidas como algiogênicas são responsáveis por ativar os 

nociceptores, essas substâncias incluem: bradicinina, serotonina, prostaglandinas, óxido 

nítrico, acetilcolina, IL-1, substância P e glutamato (Fernandes e Gomes, 2011; Rocha et al., 

2007). Também, há as substâncias inibitórias que atuam bloqueando os receptores, como: 

GABA (Ácido gama-aminobutírico), serotonina, beta-endorfinas, somatostatina, acetilcolina e 

glicina (Alves et al., 2017). 
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Os modelos animais utilizados para avaliação da atividade antinociceptiva de um 

extrato ou substância isolada envolvem diversas respostas nociceptivas geradas por estímulos 

químicos ou térmicos (Silva et al., 2013). Na maioria das vezes, mesmo não se chegando ao 

mecanismo de ação definitivo do extrato, óleo essencial ou substância isolada da planta em 

estudo, esses modelos experimentais são de grande importância e representam o ponto de 

partida para a caracterização farmacológica de novos compostos capazes de interferir com o 

curso da dor (Souza et al., 2015). 

No entanto, existe vários modelos utilizados para avaliação da atividade 

antinociceptiva de produtos naturais, sendo o mais utilizado o teste da formalina. O teste da 

formalina é um método de avaliação comportamental em que a dor está associada à lesão 

tecidual, no qual se quantifica a resposta comportamental provocada pela injeção subcutânea 

ou intramuscular de formalina diluída numa região específica do corpo do animal. A 

vantagem deste teste sobre outros métodos de nocicepção é a possibilidade de avaliar dois 

tipos diferentes de dor ao longo de um período prolongado de tempo e, assim, permite o teste 

de analgésicos com diferentes mecanismos de ação (Souza et al., 2015). 

 

2.3 Atividade antimicrobiana 

A disseminação do uso de antibióticos ocasionaram uma seletividade nos mecanismos 

de resistência das bactérias, contribuindo com fatores evolutivos (Okeke et al., 2005; 

Coutinho et al., 2018). Logo, com o uso disseminado e, por vezes, irracional e abusivo desses 

fármacos (Mantzourani et al., 2015), o fenômeno da seleção e disseminação de micro-

organismos multirresistentes aos antibióticos e quimioterápicos com atividade antimicrobiana 

vem limitando significativamente a eficiência desses agentes, além de provocar milhares de 

óbitos, em função de “superinfecções e infecções refratárias”, ao redor do globo, 

representando, portanto, um grande problema de saúde pública (Wright, 2003; Jindal, Pandya 

e Khan, 2015). 

Em termos de saúde pública, a resistência bacteriana representa um risco à qualidade 

de vida humana conquistada ao longo dos anos com o avanço da microbiologia, das 

engenharias, da farmácia e da medicina, comprometendo o orçamento dos sistemas de saúde, 

sejam eles públicos ou privados (Da Costa e Silva Junior, 2017). Embora progressos 

significativos tenham sido feitos na pesquisa microbiológica e no controle de muitas doenças 

causadas por micro-organismos infecciosos, epidemias recorrentes devido a microrganismos 
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resistentes a drogas, bem como o aparecimento de novas cepas patogênicas microbianas, 

exigem a descoberta de novos antibióticos (Tagousop et al., 2018). 

Numerosas plantas terapêuticas possuem agentes antimicrobianos próprios e ganharam 

popularidade nos últimos anos. A literatura mostra milhares de espécies de plantas que foram 

testadas in vitro contra muitas cepas de fungos e bactérias, e um bom número de extratos de 

plantas medicinais e compostos puros tem se mostrado ativo contra fungos e bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (Mahady et al., 2008; Tatsimo et al., 2015; Pagning et al., 2016; 

Tebou et al., 2017). No entanto, isso tem despertado mais ainda a comunidade científica, a 

necessidade de buscar novos fármacos para o tratamento de infecções ocasionadas por micro-

organismos, sendo estes mais eficazes e apresentarem menos efeitos adversos. 

 

2.4 Zebrafish (Danio rerio) 

Nos últimos anos, o zebrafish (Danio rerio) tem ganhado destaque mundial como um 

organismo modelo em ensaios bioguiados de produtos naturais para descoberta de novas 

drogas (Crawford et al., 2011). O zebrafish (ZF) é o modelo animal considerado mais 

promissor, pois tem similaridade genética humana em torno de 70-80%, além de ter baixo 

custo, fácil manuseio e manutenção em comparação com outros modelos (Gebauer et al., 

2011; McCormick e Law, 2016). 

Os modelos de testes de drogas usando o zebrafish ganharam popularidade como 

ponto de partida para o teste de terapias potenciais. Os modelos zebrafish podem fornecer 

informações sobre a especificidade alvo dos compostos que estão sendo testados juntamente 

com potenciais efeitos fora do alvo que podem ser prejudiciais ou levar à toxicidade 

(Kanungo et al., 2014). Além disso, existe um grande número de modelos de doenças que 

foram desenvolvidos usando zebrafish que pode ser usado para testar a eficácia de terapias 

potenciais (Santoriello e Zon, 2012; MacRae e Peterson, 2015). Ele também tem sido 

utilizado para biotecnologia, em modelo de dor e nocicepção (Correia et al., 2011; Malafoglia 

et al., 2014), bem como estudos de infecções bacterianas (Prajsnar et al., 2012). 

 

2.4.1 Nocicepção em zebrafish (Danio rerio) adulto 

O zebrafish (Danio rerio) é o vertebrado não mamífero mais frequentemente utilizado 

para modelar muitas doenças humanas e vários estudos apontam para o seu potencial como 

modelo de dor e nocicepção (Correia et al., 2011; Malafoglia et al., 2014). A fisiologia 
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nociceptiva do zebrafish (Danio rerio) está bem estabelecida (Taylor et al., 2017). 

Com respeito à dor, agora é amplamente aceito que os peixes podem detectar 

estímulos dolorosos (nocicepção) e ter redes neurais somatossensoriais semelhantes aos 

vertebrados superiores (Malafoglia et al., 2013). Os modelos comportamentais de nocicepção 

Zebrafish foram desenvolvidos usando adultos e larvas (Correia et al., 2011; Malafoglia et al., 

2013; Lopez-Luna et al., 2017). O zebrafish adulto foi testado como modelo comportamental 

de nocicepção induzida por ácido acético devido a muitas semelhanças entre o sistema 

nervoso (incluindo o sistema opióide) e a dos mamíferos e outros vertebrados (Correia et al., 

2011; Taylor et al., 2017). 

Com o objetivo de avaliar o efeito antinociceptivo em modelos de dor orofacial em 

zebrafish adultos, Soares et al. (2019) testaram a capacidade do ácido oleanólico em inibir a 

nocicepção aguda induzida por formalina, capsaicina, cinamaldeído, mentol, solução salina ou 

glutamato acidificada (modos cutâneos) e solução salina hipertônica (modelo da córnea). E 

logo confirmaram que o pré-tratamento com ácido oleanólico reduziu significativamente o 

comportamento nociceptivo associado a dor aguda., sugerindo que o zebrafish adulto é um 

ótimo modelo experimental em testes envolvendo a dor orofacial. 

Em seus estudos, Batista et al. (2018) utilizou o zebrafish adulto para avaliar a 

capacidade do extrato etanólico de frutos de A. indica (Neem) em atenuação da dor aguda 

como modelo alternativo ao uso em roedores, avaliando também os possíveis mecanismos de 

neuromodulação. Foi confirmado o potencial farmacológico dos frutos de Azadirachta indica 

(Neem) para o tratamento da dor aguda, e esse efeito foi modulado pelo sistema opioide, pelos 

receptores NMDA e pelos canais ASICs, usando o zebrafish adult como modelo experimental. 

Magalhães et al. (2017) em seus estudos, testaram os adultos de zebrafish (Danio 

rerio) como modelo comportamental alternativo de nocicepção induzida por formalina. O 

modelo comportamental foi validado testando o efeito antinociceptivo da morfina e 

indometacina (medicamentos analgésicos padrão utilizados no teste de formalina de 

roedores), confirmando que os indivíduos adultos de zebrafish como modelo comportamental 

é uma alternativa viável para modelos de laboratório mais convencionais utilizados na 

pesquisa de novos compostos com potencial antinociceptivo. 

 

2.4.2 Infecção em zebrafish (Danio rerio) adulto 

O zebrafish nos estágios embrionário e larval é um excelente modelo para exames 

histológicos de biópsias em processos de infecção associados a biomateriais, pois é 
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translúcido e as células imunológicas fluorescentes e as bactérias podem ser 

microscopicamente visualizadas em tempo real. Além disso, os embriões podem ser obtidos 

em grande número (Lieschke et al., 2006; Brittijn et al., 2009; Carvalho et al., 2011; Cui et 

al., 2011; Ellett et al., 2011). As respostas de muitos patógenos diferentes, como Escherichia 

coli, Mycobacterium marinum, Salmonella typhimurium, Edwardsiella tarda, Burkholderia 

cenocepacia e Staphylococcus aureus, já foram avaliadas em zebrafish (Davis et al., 2002; 

Van Der Sar et al., 2003; Prajsnar et al., 2008; Vergunst et al., 2010; Meijer & Spaink, 2011; 

Van Soest et al., 2011). 

Em sua pesquisa, Neely, Pfeifer e Caparon (2002) estabeleceram o primeiro modelo de 

infecção em zebrafish (Danio rerio) adulto, utilizando os patógenos Streptococcus iniae e 

Streptococcus pyogenes para infecção. Esses organismos receberam a injeção no músculo 

dorsal, desenvolvendo uma infeção letal, com uma dose letal de 50% de 103 UFC, e morreram 

dentro de 2 a 3 dias. A infecção foi comprovada por um necrose bem estabelecida no musculo 

dorsal do indivíduo adulto assim como também foi feita a analise histopatológica dos órgãos 

dessecados, confirmando o uso do zebrafish adulto como um modelo de infecção in vivo 

viável para experimentação animal. 

Usando um modelo estabelecido de infecção em embriões de zebrafish, (Prajsnar et 

al., 2012) mostraram que uma infecção avassaladora é devida à subversão de fagócitos por 

Staphylococcus, permitindo que as bactérias evitem matar e encontrar focos de doença. Os 

embriões de zebrafish foram co-infectadas com duas cepas de S. aureus portadoras de 

diferentes fusões gênicas, os quais apresentaram lesões bacterianas. 

Kannan et al. (2014) em seus estudos, demonstraram a produção de S. aureus 

resistente à meticilina de Streptomyces rubrolavendulae ICN3, avaliando o composto anti-

MRSA em embriões de zebrafish, que atuou de forma antagonista potente contra MRSA de 

Streptomyces rubrolavendulae ICN3, sugerindo que o composto foi potente com menos 

efeitos tóxicos no sistema de modelo embrionário de zebrafish para infecção por MRSA. 

Com o surgimento do biofilme, Lotha et al. (2018) utilizaram nanopartículas de prata 

com extrato de Capsicum annuum (pimentão) na tentativa de produzir um efeito anti-biofilme, 

e demonstraram que o mesmo exerceu efeito anti-biofilme potente sobre o patógeno S. aureus 

e reduzindo o crescimento planctônico em um modelo de infecção em zebrafish adulto. 
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2.5 Uso de produtos naturais em sistema de liberação em ciclodextrina (CD) 

As ciclodextrinas são consideradas novos excipientes farmacêuticos, veículos de 

administração de medicamentos e agentes antiagregantes (Kurkov e Loftsson, 2013; 

Chilajwar et al., 2014; Morin-Crini et al., 2015). As CD’s e os complexos de ciclodextrina se 

automontam formando nanopartículas, que sob certas condições, essas nanopartículas podem 

se automontam formando micropartículas, tornando-se uma tendência que aumenta com a 

formação de complexos de inclusão com drogas lipofílicas (Crini, Fourmentinn e Lichtfouse, 

2018). Assim, tais propriedades mudaram a maneira como realizamos pesquisas 

farmacêuticas sobre ciclodextrina e deram origem a novas oportunidades de formulação de 

ciclodextrina (Bilensoy, 2011; Kurkov e Loftsson, 2013).Os sistemas de liberação baseados 

em ciclodextrinas (nanopartículas) podem melhorar a biodisponibilidade, reduzir a 

imunogenicidade, modificar o metabolismo dos medicamentos, reduzir a toxicidade e 

aumentar a meia-vida biológica dos medicamentos após a administração sistêmica (Concheiro 

e Alvarez-Lorenzo, 2013; Simoes et al., 2014; Morin-Crini et al., 2015; Sharma e Baldi, 

2016). 

O campo da medicina usando ciclodextrinas e seus derivados é vasto, incluindo a 

nanomedicina (nanopartículas para administração de medicamentos). Na verdade, as 

ciclodextrinas também são percebidas como moléculas dos sonhos para o desenvolvimento de 

aplicações em nanomedicina, incluindo nanovectorização, como, por exemplo, nanopartículas 

para administração de medicamentos (Chilajwar et al., 2014). 

Conforme relatado por Pinho et al. (2014), as ciclodextrinas possuem poderosas 

habilidades de complexação e biocompatibilidades, que melhoram as propriedades 

farmacológicas dos produtos naturais nos sistemas de administração de medicamentos quando 

utilizadas. Assim o uso das ciclodextrinas é promissor, tendo em vista o notável sucesso 

clínico. 

As cavidades hidrofóbicas das ciclodextrinas podem encapsular moléculas orgânicas e 

inorgânicas com menor tamanho molecular para formar vários compostos de inclusão nas 

formas líquida ou sólida (Wang, Yuan e Yue, 2015; Yang et al., 2016). Entre as CD’s 

naturais, a β-ciclodextrina é a mais usada principalmente por causa de seu tamanho de 

cavidade adequado para hóspedes comuns com peso molecular de 200-800 g/mol, assim como 

também é barata e prontamente disponível (Waleczek et al., 2003). 

A β-ciclodextrina é um material útil para a inclusão de óleos essenciais, devido à sua 

baixa toxicidade e alta biocompatibilidade, solubilidade e biodisponibilidade de compostos 
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pouco solúveis na administração oral de medicamentos (Hadian et al., 2018). Logo, 

pesquisadores confirmaram o uso de CD’s para proteção e estabilização de diferentes óleos 

essenciais contra calor, oxigênio e evaporação (Menezes et al., 2012; Yamamoto et al., 2012). 

Em seu estudo, Kfoury et al. (2015) realizaram a complexação do estragol como 

composto puro e como componente principal de óleos essenciais de manjericão utilizando 

vários tipos de ciclodextrinas (nanocápsulas), determinando que a formação de complexos de 

inclusão permite a liberação controlada de compostos isolados, sugerindo que o 

encapsulamento com ciclodextrinas pode ser uma ferramenta eficiente para melhorar o uso de 

óleos essenciais e compostos isolados no campo da aromaterapia, cosméticos e alimentos. 

Colusso (2016) produziu nanocápsulas contendo trans-anetol (NCTA), e com essa 

formulação obtiveram uma excelente taxa de associação, indicando maior proteção do ativo, 

reduzindo os possíveis danos celulares. Por outro lado, Martellet (2017) também produziu um 

novo modelo de nanocápsulas Resveratrol utilizando o Eudragit S100® como biopolímero e o 

óleo essencial da planta Piper dilatatum Rich, como núcleo lipídico, demostrando que as 

nanocápsulas de Resveratrol apresentaram características morfológicas em tamanho e 

homogeneidade para uma nanopartícula, afirmando que as nanocápsulas de Resveratrol com 

núcleo lipídico o óleo de Piper dilatatum Rich, além de ser uma alternativa inovadora, por se 

tratar de nanocarreadores poliméricos, torna-se um sistema promissor para a terapêutica na via 

de administração oral, preservando a integridade física dos compostos em estudo. 

Combinando o acetato de celulose com três óleos essenciais selecionados para 

criar nanocápsulas esféricas, Liakos et al. (2018) usaram a técnica de solvente/antissolvente e 

obtiveram nanossistemas bioativos, demonstrando que as nanocápsulas esféricas podem ser 

usadas em uma variedade de aplicações, incluindo receptores médicos, farmacêuticos e no uso 

de podutos domésticos para tratamento ou prevenção de colonização microbiana e 

desenvolvimento de biofilme. 

Hadian et al. (2018) em seus estudos, formularam nanopartículas de β-ciclodextrina 

(β-CD) carregadas com óleo essencial de produto naturais com propriedades físico-químicas 

adequadas, e confirmaram que o complexo de inclusão com óleos essenciais com β-

ciclodextrina é considerado como material bioativo promissor para o planejamento de 

alimentos funcionais. 

 

2.6 Óleos essenciais e seus componentes 

Os óleos essenciais são compostos voláteis, extraído de plantas aromáticas 
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apresentando um forte odor e são ricos em metabólitos secundários, que são responsáveis 

pelas atividades biológicas apresentadas pelos mesmos (Bakkali et al., 2008; Ribeiro-Santos 

et al., 2017). Suas atividades biológicas incluem atividade bactericida, viricidas e fungicidas, 

bem como propriedades medicinais (Asbahani et al., 2015). 

A produção do óleo essencial se dá por meio de diferentes partes da planta, como 

folhas, flores, raízes e sementes (Teixeira et al., 2013). A extração dos óleos essenciais pode 

ser realizada por diferentes técnicas, que podem ser: hidrodestilação, arraste por vapor de 

água, extração de solventes orgânicos e prensagem a frio (Asbahani et al., 2015). 

Os óleos essenciais podem apresentar uma gama de compostos químicos, incluindo 

monoterpenos e sesquiterpenos que incluem: álcoois, éteres, carboidratos e cetonas (Dhifi et 

al., 2016; Khosravi et al., 2018). No entanto, a composição química dos óleos essenciais pode 

sofrer variações, dependendo de um conjunto de fatores, como por exemplo: a localização 

geográfica, estado de desenvolvimento em que a planta se encontra, horário de coleta e a parte 

da planta coletada (Ribeiro-Santos et al., 2017). 

 

2.6.1 Estragol (4-Allylanisole) 

O Estragol (Figura 2) é um monoterpeno amplamente utilizado na indústria de 

alimentos e bebidas como aromatizante e também nos perfumes, sabões e detergentes. É um 

constituinte químico importante dos óleos essenciais de muitas plantas aromáticas, tais 

como Croton zehntneri Pax e Hoffm., Artemisia dracunculus (Asteraceae), Ocimum 

basilicum (Lamiaceae), Pimpinella anisum (Apiaceae), Illicium anisatum (Illiciaceae) 

e Foeniculum. vulgare (Apiaceae) (De Vincenzi et al., 2000; Da Costa et al., 2008; Silva-

Comar et al., 2014). 

Figura 2 - Estrutura química do estragol (4-Allylanisole). 

 

 

Ensaios experimentais in vivo e in vitro demonstraram que o Estragol tem muitos 

efeitos biológicos, incluindo atividades antioxidantes (De Morais et al., 2006) e 
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antimicrobianas contra Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes e Salmonella entérica (Friedman, Henika e Mandrell, 2002). 

Suas atividades farmacológicas são relatadas como ansiolíticas (Cosentino, Norte e 

Lazarini, 2004), para induzir a contração do músculo esquelético (Albuquerque, Sorenson e 

Leal-Cardoso, 1995) e para relaxar o ileal e outros músculos lisos vasculares (Coelho-de-

Souza et al., 1997; Soares et al., 2007). Além dessas atividades, o estragol demonstrou ter 

uma atividade anti-inflamatória, que é farmacologicamente potente e é eficaz em doses orais 

menores do que aquelas consideradas tóxicas (Ponte et al., 2012). 

O Estragol é um fenilpropanóide, e algumas substâncias dessa classe são anestésicos 

locais, pois bloqueiam a excitabilidade predominantemente através de efeitos inibitórios 

diretos na ativação da condutância do canal de Na+ (Joca et al., 2012). Ele também bloqueia a 

excitabilidade do nervo ciático de ratos (Leal-Cardoso et al., 2004). Sabe-se ainda que o 

estragol é genotóxico e carcinogênico em roedores em doses altas (4,4 e 5,2 mumoles) (Ning 

et al., 2017). 
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 

3.1 Manuscrito 1 - Efeito antinociceptivo do óleo essencial das flores de Ocimum basilicum 

Linn em zebrafish (Danio rerio) adulto. 
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Abstract 28 

The species Ocimum basilicum, popularly known as basil and fragrant basil, is an aromatic shrub, grown and 29 
marketed in Brazil for culinary purposes, having a pharmacological potential as a larvicide, repellent, antifungal and 30 
antimicrobial agent. This research is the first to analyze the acute antinociceptive effect of the essential oil of O. 31 
basilicum Linn (OEFOb) flowers on adult zebrafish (Danio rerio). The essential oil of the Ocimum basilicum 32 
flowers was obtained by hydrodistillation and analyzed by GC-MS. The animals (n = 6/group) were treated orally 33 
(20 µL) with OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg / mL; 20 µL) or vehicle (0.9% NaCl; 20 µL) and submitted to 34 
nociception (formalin, cinnamaldehyde, capsaicin, glutamate, acid saline and hypertonic saline). Possible 35 
neuromodulation mechanisms, in addition to motor changes and toxicity, were also evaluated. The analysis of the 36 
chemical profile identified fourteen components present in the essential oil, with linalool being the main chemical 37 
constituent (56.37%). The oral administration of OEFOb did not show any acute toxicity, did not alter the aZF 38 
locomotor system but reduced the nociceptive behavior in all tested models. These effects of the OEFOb were 39 
significantly like those of morphine, used as a positive control. The antinociceptive effect of the OEFOb was 40 
inhibited by naloxone, L-NAME, methylene blue, ketamine, camphor, ruthenium red, and amiloride. The 41 
antinociceptive effect of the OEFOb on the cornea of aZF was inhibited by capsazepine. The OEFOb has a 42 
pharmacological potential for the treatment of acute pain, and this effect is modulated by the opioid system, NMDA 43 
receptors, and the TRP and ASIC channels. The OEFOb also has pharmacological potential for the treatment of 44 
corneal pain, and the TRPV1 pathway modulates this effect. These results lead us to studies aiming to isolate and 45 
characterize the bioactive principles of the OEFOb, using adult zebrafish as an experimental model. 46 
 47 
Keywords: essential oil of Ocimum basilicum flowers, antinociception, adult zebrafish (Danio rerio) 48 

 49 
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Introduction 1 

 2 
Pain is ubiquitous in medical diagnoses, mental and socioeconomic disorders, representing a common underlying 3 

factor in patients with a high frequency of visits to the emergency public health departments1. Thereby, pain becomes a 4 
significant sign to determine some diseases, as well as to indicate their severity, as mentioned by patients.2 5 

It is estimated that between 2% and 40% of the adult population suffer from some type of pain worldwide. Chronic pain 6 
has a significant economic impact worldwide 3, because when dealing with such problems, one can perceive an increase in 7 
medical prescriptions of analgesic drugs (opioids), which have several side effects, such as sedation, constipation, and 8 
hyperalgesia.4,5 9 
Nociception is the term used to describe how pain becomes a conscious experience. Thus, nociceptors are a highly 10 
specialized subset of primary sensory neurons that respond only to pain stimuli and convert them into nerve impulses, 11 
which the brain interprets to produce the sensation of pain.6 Thus, in the search for new effective analgesic drugs for pain 12 
control, research with essential oils from medicinal plants constitute productive and logical strategies.7,8 13 

The zebrafish (Danio rerio) has orthologs for 86% of 1,318 human drug targets, 71% of human proteins, and 82% of 14 
disease-causing human proteins.9,10 Therefore, applying the ethical principle of the 3Rs (reduction, refinement of 15 
procedures, and replacement), researchers employ zebrafish (Danio rerio) as a substitute animal method to the use of 16 
mammals.10 That is due to its low maintenance characteristic, considering that breeding costs associated with zebrafish are 17 
much lower than those in mammals, making it a popular platform for the screening of bioactive molecules.10,11 Following 18 
this principle, Magalhães et al. (2017), Taylor et al. (2017), Batista et al. (2018), do Nascimento et al. (2018), Soares et al. 19 
(2019), and Lima et al. (2020) used zebrafish in nociception tests, as well as in corneal nociception tests.18 20 

Ocimum basilicum Linn, also known as basil, is an aromatic herb used extensively for its distinctive aroma and taste in 21 
food preparations.19 The essential oils extracted from basil fresh leaves and flowers can be used as food aroma additives 22 
and in pharmaceutical and cosmetic products.19,20 In addition to their potential use in culinary, basil essential oils are used 23 
as a larvicide,21 repellents,22,23 antifungal,24,25 and antimicrobial agents 26. Rodrigues et al. (2016) demonstrated the 24 
efficacy of the essential oil of Ocimum basilicum Linn leaves and their main chemical constituent, estragole, as an anti-25 
inflammatory agent in rodents, as well as that same essential oil complexed with β-cyclodextrin,28 confirming the 26 
therapeutic potential of this plant. 27 

Based on the above, we investigated the antinociceptive effect of the essential oil of the Ocimum basilicum Linn 28 
flowers (OEFOb) and possible mechanisms of action in adult zebrafish (Danio rerio). 29 
 30 
Materials and methods 31 
 32 
Drugs and reagents 33 

The following drugs and reagents were used in this study: Formaldehyde (Dynamic), sodium chloride (NaCl; Synth), 34 
saline solution (0.9%; Arboretum), naloxone (Tocris Bioscience), and ketamine (Syntec). Amiloride, capsaicin, camphor, 35 
cinnamaldehyde, glutamate, L-NAME, morphine, and ruthenium red were obtained from Sigma Aldrich (Brazil). 36 
 37 
Extraction of essential oil 38 

The flowers of Ocimum basilicum Linn were collected following the methodology proposed by Cartaxo et al. (2010), in 39 
the garden of medicinal plants of the Regional University of Cariri-CE (039°24'52.8" W; 07°14'20.2" S). An exsiccate 40 
from the plant sample was deposited at the Herbário Carirense Dárdano de Andrade Lima - HCDAL of the Regional 41 
University of Cariri - URCA, under registration number 10736. The plant was identified and classified by Prof. Dr. Maria 42 
Arlene Pessoa da Silva. The collected (fresh) flowers (2.860 g) were washed in running water and submitted to steam 43 
distillation in a Clevenger type device. The final oil product was dried using anhydrous sodium sulfate, stored as 1 mL 44 
fractions in an amber flasks, and kept in the refrigerator for further analysis. 45 
 46 
Chemical analysis of the essential oil of Ocimum basilicum Linn flowers 47 

The oil analysis was performed with the Shimadzu GC/MS QP2010 series equipment (GC/MS system), capillary 48 
column RTX - 5MS (30 m x 0.25 mm, film thickness 0.25 mm), helium as a carrier gas: 1.5 mL/min, gun temperature 250 49 
°C; detector temperature 290 °C, column temperature 60 °C - 180 °C at 5 °C / min, followed by 180 ° - 280 °C at 10 50 
°C/min (10 min). Scan speed was 0.5 scan/s of m/z 40 and 350, split rate (1:200). The injected volume was 1 mL of [25 51 
µL (essential oil)/5 µL of CHCl3] (1:200), with solvent cutting time = 2.5 min. The mass spectrometer was operated with 52 
70 eV ionization energy.30 The identification of individual components was based on their mass spectral fragmentation 53 
based on the NIST Mass 08 spectral library, retention indices, and comparison with published data. 54 
 55 
Zebrafish 56 

All experimental procedures were previously approved by the Animal Use Ethics Committee of the State University of 57 
Ceará (CEUA-UECE; # 7210149/2016). The adult zebrafish (Danio rerio) (aZF) were obtained from a commercial 58 
supplier in the city of Fortaleza (Ceará, Brazil), Agroquímica: Comércio de Produtos Veterinário LTDA. The animals 59 
were kept in groups of 50 animals and acclimated for 24 h in glass aquariums (30 x 15 x 20 cm), containing de-chlorinated 60 
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water (ProtecPlus® and air pumps with submerged filters, at 25 ºC and pH 7.0, with a 14:10 h of light/dark cycle. The aZF 1 
were of the short-fin phenotype, wild, both males and females aged 60 to 90 days, measuring 3.5 ± 0.5 cm and weight 0.4 2 
± 0.1 g. The fish was fed a commercial diet ad libitum 24 h before the experiments. Right after the tests, the aZF were 3 
sacrificed by immersion in ice water (2 - 4 ºC), for 10 minutes, until the loss of opercular movements was observed.31 4 
 5 
Evaluation of locomotor activity (Open-Field Test) 6 

The analysis of the locomotor activity in the open-field test was evaluated as to whether or not the motor coordination 7 
of the aZF was altered, through the number of crossing lines (CL), using the CL value of the Naive group (without 8 
treatment) as the baseline value (100%). The percentage of locomotor activity (LA%) was calculated individually during 9 
0-5 minutes, according to Magalhães et al. (2017). The aZF (n = 6/group) groups were treated, orally (vo), with the 10 
OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; vo) or vehicle (Saline 0.9%; 20 µL; vo). A group of animals without treatment 11 
was also included (Naive). One hour after the treatments, the animals were added to glass Petri dishes (10 x 15 cm), 12 
containing the same aquarium water, marked with four quadrants, and thus the locomotor activity was analyzed. 13 
 14 
General protocol of the nociception tests 15 

After the aZF were randomly selected, they were transferred to a wet sponge, and treated with the test samples or 16 
control vehicle, either orally (v.o.)32 or intraperitoneally (i.p.). Subsequently, they were placed individually in glass cups 17 
(250 mL) containing 150 mL of aquarium water to rest. An insulin syringe (0.5 mL; UltraFine® BD) with 30G gauge 18 
needle was used for intraperitoneal (i.p.), intramuscular (i.m.), or topical treatments, and a 20 µL automatic variable 19 
pipette was used for the oral treatments.12,33 20 
 21 
Involvement of the nociceptive pathways 22 

In conformity with the tests described by Batista et al. (2018) and Soares et al. (2019), the time to the nociceptive 23 
action for each harmful agent (5.0 µL; i.m.) and antagonists (20 µL; i.p.) was analyzed with the following solutions: 0.1% 24 
formalin (TRPA1 agonist), 0.33 μM cinnamaldehyde (TRPA1 agonist), 40.93 μM capsaicin (TRPV1 agonist), 12.5 μM 25 
glutamate [glutamatergic receptor agonist (NMDA)], acid saline (ASICs agonist; 0.1% acetic acid dissolved in saline, pH 26 
3, 28), hypertonic saline (NaCl; 5 M) (TRPV1 agonist;18), naloxone (0.2 mg/mL) (opioid antagonist), L-NAME (1.0 27 
mg/mL) (inhibitor of nitric oxide synthesis), methylene blue (1.0 mg/mL) (inhibitor of nitric oxide and guanylate cyclase 28 
synthesis), ketamine (0.01 mg/mL) [glutamatergic receptor antagonist (NMDA)], camphor (0.76 mg/mL) (TRPA1 29 
antagonist), ruthenium red (0.3 mg/mL) (TRPV1 antagonist) or amiloride (5.0 mg/mL) (ASIC antagonist). Right after the 30 
treatments, the aZF were placed one at a time, in a glass Petri dish (10 x 15 cm) divided into quadrants and the 31 
antinociceptive response was recorded, which was quantified by the increase in line crossings (LC), performed according 32 
to each determined time period, specific to each model as subsequently described. The animals’ behavior was recorded by 33 
calibrated and blinded analyzers, in conformity with rodent models. 34 
 35 
Formalin-induced nociceptive behavior 36 

The pretreatment of the aZF (n = 6/group) with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine 37 
(Positive control; 0.2 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (Control, 0.9% Saline; 20 µL; v.o.) were performed 1 h before the 38 
intramuscular injection of 0.1% formalin (TRPA1 agonist; 5.0 μL; i.m.) in the tail. A Naive group (without treatment) was 39 
also included and the percentage of analgesia (%A) was individually calculated during the neurogenic phase (1st phase; 0-40 
5 min) and in the inflammatory phase (2nd phase; 15 to 30 min). 41 
 42 
Cinnamaldehyde-induced nociceptive behavior 43 

The aZF (n = 6/group) were pretreated with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine (Positive 44 
control; 1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (control; 0.9% saline; 20 µL; v.o.), 1 h before the intramuscular injection of 45 
0.33 μM cinnamaldehyde (TRPA1 agonist; 5.0 μL; i.m.), applied to the tail. A Naive group (without treatment) was 46 
included and the percentage of analgesia (%A) was individually calculated for a period of 0-5 minutes. 47 

In a later experiment, aiming to evaluate the possible neuromodulation mechanism, this test was chosen because a 48 
bigger potential for the antinociceptive effect of the OEFOb (consult results) was observed. Therefore, the aZF (n = 49 
6/group) were pre-treated (20 µL; i.p.) 15 minutes before the oral administration of the smallest effective dose of the 50 
OEFOb (0.25 mg/mL; 20 µL; v.o.) with: naloxone (0.2 mg/mL; opioid antagonist) or L-NAME (1.0 mg/mL; nitric acid 51 
synthesis inhibitor) or methylene blue (1.0 mg/mL; nitric acid synthesis inhibitor and guanylate cyclase) or ketamine (0.01 52 
mg/mL; NMDA antagonist) or camphor (0.76 mg/mL; TRAPA1 antagonist) or ruthenium red (0.3 mg/mL; TRPV1 53 
antagonist) or amiloride (5 mg/mL ASIC antagonist). 54 
 55 
Capsaicin-induced nociceptive behavior 56 

The aZF (n = 6/group) were pretreated with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine (Positive 57 
control; 1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (control; 0.9% saline; 20 µL; v.o.), 1 h before the intramuscular injection of 58 
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40.93 μM capsaicin (TRPV1 agonist; 5.0 μL; i.m.), applied to the tail. A Naive group (without treatment) was included 1 
and the percentage of analgesia (%A) was individually calculated for a period of 10-20 minutes. 2 
 3 
Glutamate-induced nociceptive behavior 4 

The aZF (n = 6/group) were pretreated with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine (Positive 5 
control; 1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (control; 0.9% saline; 20 µL; v.o.), 1 h before the intramuscular injection of 6 
12.5 μM glutamate [glutamatergic receptor agonist (NMDA); 5.0 μL; i.m.], applied to the tail. A Naive group (without 7 
treatment) was included and the percentage of analgesia (%A) was individually calculated for a period of 0-15 minutes. 8 
 9 
Acid saline solution-induced nociceptive behavior 10 

The aZF (n = 6/group) were pretreated with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine (Positive 11 
control; 1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (control; 0.9% saline; 20 µL; v.o.), 1 h before the intramuscular injection of 12 
0.1% acid saline (ASIC agonist; 0.1% acetic acid dissolved in saline, pH 3.28; 5.0 μL; i.m.), applied to the tail. A Naive 13 
group (without treatment) was included and the percentage of analgesia (%A) was individually calculated for a period of 14 
0-20 minutes. 15 
 16 
Hypertonic saline-induced corneal nociceptive behavior 17 

The aZF (n = 6/group) were pretreated with the OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) or morphine (Positive 18 
control; 1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.), or vehicle (control; 0.9% saline; 20 µL; v.o.), 1 h before the application of the 5.0 M 19 
hypertonic saline solution (TRPV1 agonist; 5.0 μL) to the right eye. A Naive group (without treatment) was included and 20 
the percentage of analgesia (%A) was individually calculated for a period of 0-5 minutes.18 21 

In a later experiment, aiming to assess the possible neuromodulation mechanism, this test was also chosen to evaluate 22 
the possible involvement of TRPV1 channels. Therefore, the aZF (n = 6/group) was pretreated (20 µL; i.p.) 15 minutes 23 
before oral administration of the smallest effective dose of the OEFOb (0.25 mg/mL; 20 µL; v.o.) with capsazepine (0.5 24 
mg/mL; TRPV1 antagonist; 20 µL; i.p.). 25 
 26 
Statistical analysis 27 

Differences between the groups were submitted to analysis of variance (unidirectional ANOVA), followed by Tukey 28 
test, after confirming the normality of distribution and homogeneity of data. Thus, the results were expressed as mean ± 29 
standard error of the mean for each group of 6 aZF, and all analyses were performed using the GraphPad Prism v 30 
software. 6.01, with a level of statistical significance set at 5% (p<0.05). 31 
 32 
Results 33 
 34 
Chemical analysis of the essential oil of Ocimum basilicum Linn flowers 35 

The GC/MS chromatogram showed the presence of fourteen compounds in the essential oil of the Ocimum basilicum 36 
Linn flowers, identified in Table 1. The main chemical constituents were linalool (56.37%), estragole (31.72%) and 1.8- 37 
cineole (2.17%). 38 
 39 
Evaluation of locomotor activity (Open-Field Test) 40 

The OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) did not alter the locomotor activity of the adult zebrafish, when 41 
compared with the controls (p>0.05 vs. Naive or Vehicle), Fig. 1, as well as did not cause mortality of the adult zebrafish 42 
up to 96 h of analysis (LC50 > 2.5 mg/mL). 43 
 44 
Nociceptive behavior induced by formalin, cinnamaldehyde, capsaicin, glutamate and acid saline 45 

The OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) significantly inhibited formalin-induced nociceptive behavior in 46 
aZF in the first test phase (p<0.05; p˂0.01; p˂0.001 vs. Control), as well as in the second phase of the test (p˂0.01; 47 
p˂0.01; p˂0.001 vs. Control), Table 2. 48 

The OEFOb, in all tested concentrations, significantly reduced the nociceptive behavior induced by cinnamaldehyde 49 
(p˂0.001; p˂0.001; p˂0.001 vs. Control), capsaicin (p˂0.001; p˂0.001; p˂0.001 vs. Control), glutamate (p˂0.01; p˂0.01; 50 
p˂0.001 vs. Control) or acid saline (p˂0.001; p˂0.001; p˂0.001 vs. Control), as shown in Table 2. 51 

The highest percentage (82.80%) of nociceptive behavior inhibition was obtained with the OEFOb at a concentration of 52 
0.25 mg/mL in the cinnamaldehyde test (Table 2). Therefore, this model was chosen to investigate possible mechanisms 53 
of neuromodulation. As a result, the antinociceptive effect of the OEFOb was prevented by naloxone (p<0.001 vs. 54 
OEFOb), L-NAME (p<0.001 vs. OEFOb), methylene blue (p<0.001 vs. OEFOb), ketamine (p<0.05 vs. OEFOb), camphor 55 
(p<0.001 vs. OEFOb), ruthenium red (p<0.001 vs. OEFOb) and amiloride (p<0.001 vs. OEFOb), Table 3. 56 
 57 
Hypertonic saline-induced corneal nociceptive behavior 58 
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The OEFOb (0.25 or 1.25 or 2.5 mg/mL; 20 µL; v.o.) inhibited (p˂0.001; p˂0.001; p˂0.05; vs. Control) the corneal 1 
nociception induced by hypertonic saline (5 M; 5 µL in the right eye), Fig. 2, and this effect was prevented by 2 
capsazepine, Fig. 3. 3 
 4 
Discussion 5 
 6 

Although the anti-inflammatory potential of the essential oil of the Ocimum basilicum Linn leaves has already been 7 
reported,27 the present is research reports on the evaluation of the essential oil of the Ocimum basilicum Linn flowers 8 
(OEFOb) capacity to attenuate the pain and corneal pain in adult zebrafish. 9 

The species Ocimum basilicum Linn has a wide variety of chemical substances in its different parts, such as the 10 
flowers, leaves, and stems. Rodrigues et al. (2016) detected as the main chemical constituents in the essential oil of the 11 
Ocimum basilicum Linn leaves, the estragole (60.95%), linalool (27.26%) and 1.8-cineole (4.06%). In that study, linalool 12 
was identified as the main component of the OEFOb; however, other compounds have also been identified, such as: 13 
estragole (methyl chavicol) and 1,8-cineol (eucalyptol) (Table 1), which are also characteristic chemotypes of this species. 14 

The locomotor activity of zebrafish is reduced by harmful chemical stimuli (such as formalin, cinnamaldehyde, 15 
capsaicin, glutamate, menthol, and acid saline) eliciting a behavioral response by the fish.14 The OEFOb reduced the 16 
number of nociceptive behaviors induced by formalin, cinnamaldehyde, capsaicin, glutamate, and acid saline (Table 2), 17 
without altering locomotor activity (Fig. 1) and without acute toxicity. 18 

Fish can suffer side effects when they receive inadequate anesthetic drug doses.33 Thus, employing the lowest dose 19 
(effective dose) of the OEFOb, the cinnamaldehyde test was chosen to investigate the possible mechanism of action of the 20 
OEFOb, since the essential oil showed greater antinociceptive potential in this model (Table 2). The antinociceptive effect 21 
of OEFOb was prevented by naloxone, L-NAME, methylene blue, ketamine, camphor, ruthenium red, and amiloride. 22 
These results indicate that the OEFOb appears to act by modulating opioid nociceptors, nitric oxide, TRP channels, 23 
NMDA, and ASICs. 24 

It has become evident that the immune and nervous systems are closely integrated, both in steady-state conditions and 25 
in pathological states, with soluble mediators, including cytokines, significantly contributing to it. Cytokines are essential 26 
to pain mediators, being able to directly activate neurons through their specific nociceptors present in neuronal cells.34 In 27 
this context, it has already been reported that opioid nociceptor ligands modulate TRP channels.35 TRPs are present in 28 
sensory neurons having a role in nociception, and several of these channels are targets for opioids.36 In zebrafish, TRP 29 
orthologs are also found in sensory neurons and are modulated by various chemical and thermal agonists.37 Lima et al. 30 
(2020), reported such modulations in zebrafish, analyzing the antinociceptive effect of the essential oil of S. 31 
terebinthifolius leaves (female), which follows a mechanism via the opioid system by naloxone, camphor, capsazepine, 32 
and ruthenium red. In their study, Soares et al. (2019), also investigated the antinociceptive effect of oleanolic acid, a main 33 
constituent of the essential oil, and demonstrated the same mechanism via the opioid system by capsazepine and 34 
ruthenium red. Thus, one can also justify the fact that camphor, capsazepine, naloxone, and ruthenium red prevented the 35 
antinociceptive effect of the OEFOb (Table 3).  36 

The antinociceptive effect of the OEFOb was also prevented by methylene blue and L-NAME, both antagonists of 37 
nitric oxide synthesis (Table 3). Nitric oxide targets opioid nociceptors, which is abundantly expressed by a subpopulation 38 
of nociceptors, suggesting that the production of endogenous levels of nitric oxide may activate these nociceptors.38 39 
Zebrafish also exhibits a robust response system to nitric oxide, responding to nNOS inhibitors (nNOSI), which are 40 
expressed in the developing zebrafish brain marrow, as well as responding to many of the dependent and independent 41 
pathway agonists and antagonists.39-41 When analyzing the antinociceptive potential of the essential oil of a natural 42 
product, Lima et al. (2020), demonstrated the same action by modulating the nociceptors of nitric oxide synthesis via an 43 
L-NAME mechanism. Thus, the OEFOb can bind to opioid nociceptors, decreasing the influx of nitric oxide into cells. 44 

N-Methyl-D-aspartate (NMDA) nociceptors are ion channels with binds on excitatory synapses throughout the nervous 45 
system, having high affinity for glutamate. The NMDA signaling pathway includes the activation of protein kinase C, 46 
which modulates the function of NMDARs, and are prevented by several antagonists, including ketamine, acting in the 47 
relief of hyperalgesia in pain models.42 Central NMDA nociceptors have already been demonstrated in zebrafish, and such 48 
animals are highly sensitive to a broad spectrum of NMDA antagonists, such as ketamine, PCP, MK-801, and kynurenic 49 
acid.43,44 Lima et al. (2020) in his research, also analyzed the antinociceptive potential of the essential oil of S. 50 
terebinthifolius leaves (female), which was prevented by ketamine, indicating that the essential oil acts by modulating 51 
NMDA nociceptors via a ketamine mechanism. Therefore, the fact that the OEFOb action is prevented by ketamine (Table 52 
3) is justified, as it acts in the same way as in the signaling pathway of NMDA preventing hyperalgesia. 53 

The OEFOb action was also prevented by acid sensing ion channel (ASIC) antagonist amiloride (Table 3). The 54 
activation of ASIC channels occurs by the release of inflammatory mediators that result in the sensitization of cutaneous 55 
nociceptors.45 It is evident that amiloride significantly reduces acid-induced pain, demonstrating acid-induced pain relief, 56 
primary and secondary hyperalgesia.42,46 The ASICs are found in zebrafish and are present at high levels in the central 57 
nervous system and the retina, while their presence in peripheral organs is limited.47,48 Lima et al. (2020), reported such 58 
modulation of the ASICs in zebrafish when analyzing the antinociceptive effect of the essential oil of the S. 59 
terebinthifolius leaves (female), in which it demonstrated to have an action mechanism via amiloride. This also justifies 60 
the fact that the OEFOb can also act as an antagonist for ASICs in aZF. ASIC inhibitors are a useful pharmacological tool 61 
in pain therapy.45 62 

The OEFOb also reduced nociceptive behavior in the corneal nociception model induced by hypertonic saline (Fig. 2). 63 
The activation of TRPV1 channels in the human cornea is associated with the hypertonic saline stimulus.49 The TRPV1 64 
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are present in the cells of the neural crest of the heart and face in the zebrafish, acting as a heat sensor, which is activated 1 
by high temperatures, as well as being activated by chemical agents.50 Therefore, with the objective of investigating the 2 
possible modulatory mechanism of TRPV1 receptors on the effect of the OEFOb, the adult zebrafish were pre-treated with 3 
capsazepine, an antagonist of the nociceptor TRPV1. In response, this drug significantly reduced the antinociceptive effect 4 
of the OEFOb (Fig. 3). When investigating the antinociceptive potential of the essential oil of the S. terebinthifolius leaves 5 
(female), Lima et al. (2020) demonstrated that the essential oil was able to reduce corneal nociception in aZF, as well as 6 
had its antinociceptive potential blocked by capsazepine, a TRPV1 antagonist. Thus, this study corroborates the 7 
knowledge that the OEFOb is also a potential drug that acts in this pathway. 8 

It is noteworthy, that linalool modulates numerous molecular targets by altering their gene expression, signaling 9 
pathways or direct interaction,51 and it has also been reported that 1-8-cineole (eucalyptol), another compound present in 10 
the OEFOb, acts by modulating nociceptors TRPs and NMDA.52 However, there have been no reports on the 11 
antinociceptive effects of estragole, also found in the OEFOb, but the involvement of these chemotypes with the 12 
nociceptive pathways would explain the fact that several tested antagonists prevented the antinociceptive effect of the 13 
OEFOb. 14 
 15 
Conclusion 16 
 17 

The study showed that the essential oil of Ocimum basilicum Linn showed a pharmacological effect, as a nociception 18 
inhibitor in adult zebrafish (Danio rerio) without altering locomotion and without causing toxicity to the animals. Our 19 
findings, suggest that the antinociceptive effect of the OEFOb on acute pain is modulated by systems via opioid and 20 
nitrergic, glutamatergic receptors (NMDA), and TRP and ASIC channels. It is worth noting that the abovementioned oil 21 
also showed a corneal antinociceptive effect in adult zebrafish mediated via TRPV1 channels. Therefore, these findings 22 
encourage us to continue the study, aiming to isolate and characterize the active agent of the OEFOb. However, this study 23 
adds new scientific evidence highlighting the potential of O. basilicum Linn flowers essential oil in the development of 24 
conventional drugs with analgesic properties. 25 
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 3 

 4 

Fig. 1. Effect of the essential oil of Ocimum basilicum Linn flowers (OEFOb) on the 5 

locomotor activity of adult zebrafish in the Open Field Test (0-5 min). Each column represents 6 

the mean ± standard error of the mean (n = 6/group). The numbers above the columns indicate 7 

the percentage of locomotor activity (%LA). Naive – untreated group. Control – vehicle (0.9% 8 

saline; 20 µL; v.o.). One-way ANOVA with Tukey’s post-hoc test. 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

Fig. 2. Effect of the essential oil of Ocimum basilicum Linn flowers (OEFOb) on corneal 14 

nociception induced by hypertonic saline (5 M NaCl) in adult zebrafish (0-5 min). Each 15 

column represents the mean ± standard error of the mean (n = 6/group). The numbers above 16 

the columns indicate the percentage of analgesia (%A). Control – vehicle (0.9% saline; 20 µL; 17 

v.o.). Naive – untreated group. Mor – morphine (1.0 mg/mL; 20 µL; v.o.). One-way ANOVA 18 

with Tukey’s post-hoc test (*p<0,05; ***p<0,001 vs. Control; #p<0,05 vs. Mor).  19 

 20 

 21 

 22 

 23 

Fig. 3. Effect of Capsazepine (Cpasa) on the antinociceptive effect of the essential oil of 24 

Ocimum basilicum Linn flowers (OEFOb) in adult zebrafish. Nociception was induced with 25 

hypertonic saline (5 M; 5 µL; applied topically in the right eye), for 0-5 min. Each column 26 

represents the mean ± standard error of the mean (n = 6/group). The numbers above the 27 

columns indicate the percentage of analgesia (%A). Control – vehicle (0.9% saline; 20 µL; 28 

v.o.). Capsa (0.5 mg/mL; 20 µL; i.p.). Naive – untreated group. One-way ANOVA with 29 

Tukey’s post-hoc test (***p<0,001 vs. Control; ###p<0,001 vs. OEFOb). 30 
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Table 1. Chemical profile of the essential oil of Ocimum basilicum Linn flowers (OEFOb). 2 
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                                          RT - retention time; Identification of Essential Oil Components by Gas Chromatography/Quadrupole Mass Spectroscopy (Adams, 2012). 26 
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Table 2. Antinociceptive effect of OEFOb in adult zebrafish (Danio rerio). 8 
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Table 3. Effect of pre-treatment with naloxone. L-NAME, methylene blue, ketamine, camphor, ruthenium red and amiloride on the antinociceptive effect of 7 
OEFOb in adult zebrafish. 8 
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A 

3.2 Manuscrito 2 - Avaliação da atividade antimicrobiana in vitro e in vivo do estragol e de seu 

complexo em β-ciclodextrina em zebrafish (Danio rerio) adulto. 
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Abstract 

A necessidade do crescimento da produção de medicamentos mais eficientes, para o controle de infecções 

bacterianas, tem despertado a indústria farmacêutica em desenvolver novas drogas a partir de compostos isolados 

de plantas. Logo, este estudo tem o objetivo investigar atividade antimicrobiana in vitro e in vivo do estragol e de 

seu complexo em β-ciclodextrina em zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa). O estragol foi adquirido da Sigma 

Aldrich (Brasil), o complexo de inclusão do estragol em β-ciclodextrina foram preparados através do método de co-

evaporação e precipitação (3:1 β-ciclodextrina/estragol), e analisados pela técnica de espectroscopia de 

infravermelho por transformada de Fourie (FTIR). A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo, determinando a concentração inibitória mínima (CIM) in vitro, pelo método adaptado de 

infecção in vivo por S. aureus em ZFa, e pelo método adaptado de potencialização da ação antibiótica em ZFa. O 

ES/β-CD apresentou complexação mostrando bandas comuns e características do estragol (1511 cm-1 e 1238 cm-1), 

bem como da β-CD (3359, 2926, 1153 e 1029 cm-1). O estragol e o seu complexo ES/β-CD ambos demonstraram 

valores de CIM de 1024 μg/mL, frente à cepa S.a. ATCC 25923 no ensaio in vitro. O modelo de infecção in vivo 

por S. aureus em ZFa foi estabelecido durante o período de 24 e 48 h após a infecção por inoculo bacteriano. A 

administração oral do estragol (P1) e de seu complexo ES/β-CD (P2) não causou mortalidade dos ZFa até 48 h de 

ensaio, assim como reduziram a infecção induzida por S.a. ATCC 25923 nos ZFa, demonstrando efeitos 

clinicamente relevantes. Na verificação do efeito sinérgico, o estragol e seu complexo ES/β-CD mostraram-se 

significativos frente a cepa S.a. ATCC 25923, sendo que o complexo ES/β-CD apresentou resultados mais 

relevantes quando associados a gentamicina. No entanto, este estudo acresce novas evidências científicas 

destacando o potencial antimicrobiano das amostras estudadas, e esses resultados nos levam a estudos 

histopatológicos dos tecidos infectados, bem como estudos comportamentais afim de validar tal efeito 

farmacológico e assegurar o possível uso terapêutico. 

 

Palavras-chave: antimicrobiano, Staphylococcus aureus, estragol, zebrafish adulto. 
 

 

Introdução 

 
          resistência bacteriana vem representando um risco 

          a saúde pública ao longo dos anos com o seu 

avanço,1 isso é devido a disseminação do uso de 

antibióticos, levando a desenvolver diversos 

mecanismos de defesa contra agentes antibacterianos 

comercialmente disponíveis.2 Dessa forma, a busca por 
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agentes antimicrobianos de origem natural, que atuam 

como mecanismo de interação e defesa está cada vez 

maior, e por apresentarem propriedades biológicas 

importantes, estes são tidos como fontes medicinais.3 

O estragol também é um monoterpeno, e amplamente 

utilizado na indústria de alimentos e bebidas.4 Estudos 

reportam os efeitos ansiolíticos,5 anti-inflamatório6 e 

antioxidante7 do mesmo em roedores. Já foi relatado 

que estragol possui muitos efeitos biológicos, incluindo 

atividades antimicrobianas in vitro (contra 

Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes e Salmonella enterica).8 

Recentemente, modelos substitutivos vêm sendo 

empregados, tais como o zebrafish (Danio rerio).9 O 

zebrafish (Danio rerio) é um teleósteo pequeno, de água 

doce, da família Cyprinidae, e com baixo custo, fácil 

manipulação e rápido desenvolvimento, além de possuir 

homologia genética humana em torno de 70 a 80%.10 

Os zebrafish’s (Danio rerio) ganharam popularidade 

em estudos enfocando terapias potenciais, os quais, 

fornecem informações importantes dos compostos que 

estão sendo testados, como por exemplo, a 

especificidade alvo.11 Partindo-se deste princípio, existe 

um grande número de modelos de doenças usados para 

testar a eficácia dos compostos de origem naturais em 

zebrafish (Danio rerio),12,13 dentre eles estão os estudos 

de infecções bacterianas avaliando a resposta de muitos 

patógenos diferentes.14 

Dessa forma, o presente estudo reporta a atividade 

antimicrobiana in vitro e in vivo do estragol e de seu 

complexo em β-ciclodextrina em zebrafish (Danio 

rerio) adulto. 

 

Materiais e Métodos 
 
Preparação de complexos de inclusão em β-
ciclodextrinas (β-CD) 

O complexo de inclusão em β-ciclodextrina foi 

preparado pelo método de co-evaporação e precipitação, 

de acordo com os procedimentos descritos por 

Rachmawati, Edityaningrum, & Mauludin (2013), com 

modificações. Dissolveram-se aproximadamente 7 g de 

β-CD em 20 mL de água destilada e acetona (3:1 v/v) a 

40 °C por 30 min. Em seguida, foram adicionados o 

estragol em soluções hidro-acetona de β-CD com 

agitação contínua por 1 h á 300 rpm a 37 ºC. Em 

seguida, a mistura será sonicada por 10 minutos a 4 ºC 

para diminuir o tamanho das partículas e incubada por 

12 horas a 4 °C. Após, deixar a mistura em agitação no 

agitador magnético por 36 hrs a 35 °C em 300 rpm, e 

após o tempo de agitação, foi deixada a mistura por 24 h 

no congelador. As amostras foram colocadas no 

liofilizador sob vácuo a 40 °C por 36 h. 

 
Caracterização dos Complexos de Inclusão 
Medida de Espectroscopia de Infravermelho do 
ES/β-CD 

Foi realizada a caracterização química do complexo 

de inclusão estragol em β-ciclodextrina (ES/β-CD), 

assim como da β-ciclodextrina (β-CD) e Estragol 

separadamente, utilizando a técnica de espectroscopia 

de infravermelho. Os espectros de absorbância 

infravermelho do tipo Reflexão Total Atenuada com 

Transformada de Fourier (ATR-FTIR: attenuated total 

reflection Fourier transform infrared), foi obtido 

utilizando o espectrômetro da marca Agilent, modelo 

CARY 660 FT-IR, os resultados foram processados 

usando o software para espectroscopia de infravermelho 

(OriginPro v.8.5). O espectro ATR - FTIR foi registrado 

a temperatura ambiente, com uma resolução espectral 

de 4 cm-1 e realizando 32 varreduras na região de 

número de onda de 4000 cm-1 a 600 cm-1.16 

 
Cepa bacteriana 

A cepa padrão utilizada nos testes in vitro e in vivo 

foi a Staphylococcus aureus (S.a ATCC 25923). A cepa 

foi cultivada durante 24 h a 37 ºC em placas de Petri 

contendo Brain Heart Infusion Agar (BHI-agar) 

(Difco). 

 
Determinação da concentração inibitória mínima 
(CIM) in vitro 

A CIM foi realizada através da técnica de 

microdiluição em caldo, utilizando placas de 96 poços e 

em triplicata. O meio BHI caldo foi preparado a 10%, 

esterilizado e distribuído em eppendorfs® contendo 900 

µL de meio de cultura BHI e 100 µL de inóculo, e desse 

conteúdo nos eppendorfs foram transferidos 100 µL 

para cada cavidade na microplaca. Após esse processo, 

realizou-se a microdiluição do estragol e do seu 

complexo ES/β-CD com concentração de 1024 µg/mL, 

sendo feita a diluição de 100 µL até penúltima cavidade. 

Os controles de crescimento (meio + inóculo) foram 

inclusos nos ensaios, na última cavidade. As placas 

preenchidas foram incubadas a 35 ± 2ºC por 24 horas.17 

Após a incubação, 20 µL de reagente colorimétrico 

(resazurina: 7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-óxido) 

foram adicionados em cada cavidade. Após uma hora de 

reação, os resultados foram interpretados através da 

mudança de cor da resazurina.18 Todos os experimentos 

foram realizados em triplicata. 

 
Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa) 

Zebrafish (Danio rerio) adulto (ZFa), selvagens, 

ambos os sexos (fenótipo short-fin) com idade de 60 - 

90 dias, tamanhos de 3,5 ± 0,5 cm e peso 0,4 ± 0,1 g 

foram obtidos de um fornecedor comercial em Fortaleza 

(Ceará, Brasil), Agroquímica: Comércio de Produtos 

Veterinários LTDA. Os animais foram mantidos em 

grupos de 50 animais e aclimatados por 24 h em 

aquários de vidro (30 x 15 x 20 cm), contendo água 

desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros 

submersos, a 25 ºC e pH 7.0, com ciclo cicardiano de 

14/10 h de claro/escuro. Os peixes foram alimentados 

com ração ad libitum 24 h antes dos experimentos. 

Após os experimentos, os animais foram sacrificados 

por imersão em água gelada (2 - 4 ºC), por 10 minutos, 

até a perda de movimentos operculares.19 Todos os 

procedimentos experimentais foram aprovados pelo 

Comissão de Experimentação e Uso de Animais 

(CEUA-URCA; #00225/2018.2). 
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Infecção bacteriana em zebrafish (Danio rerio) 
adulto 

Os ZFa foram infectados com inóculo de S. aureus, 

sob condições assépticas, baseando-se em metodologias 

propostas por Neely, Pfeifer e Caparon (2002), com 

adaptações. Inicialmente foi determinado a DL50-48h do 

inoculo bacteriano. Os ZFa (n=3/grupo) foram 

selecionados randomicamente, anestesiados com água 

gelada (12 a 15 °C), contidos em esponja úmida e 

tratados, via intramuscular (i.m.) no dorso, com 10 µL 

do inoculo de S. aureus (108 UFC/mL), utilizando uma 

seringa de insulina (0,3 mL; UltraFine® BD) com uma 

agulha de calibre 29G e aclimatados por 4 h em 

becker’s de vidro distintos. Após infectados, os animais 

foram tratados com veículo do inoculo (Salina; controle 

negativo; 0,9%; 10 µL; no dorso) ou gentamicina 

(Controle antibiótico; 1024 µg/mL; 20 µL; i.p) e 

deixados por 24 h em repouso. Após os tratamentos, os 

animais foram eutanaziados com água gelada (2-4 ºC) e 

retirado o dorso infectado para ser feito o homogeinado, 

que foi posteriormente aplicado com o swab na placa de 

petri contendo meio BHI-agar (Brain Heart Infusion 

Agar) para a cultura de bacterias. A resposta 

antimicrobiana foi caracterizada pelo crescimento da 

cultura de bactérias (CCB), analizadas durante 24 e 48 

h. Foi calculado a porcentagem de infecção (%I) de 

cada placa individualmente, conforme: 

%I={[CCB (tratamento) x 100%] / CCB (controle 

positivo)} 

onde onde CCB é o número do crescimento da cultura 

de bactérias. 

 
Atividade antimicrobiana in vivo 

A atividade antimicrobiana in vivo do estragol e seu 

complexo em β-CD foi avaliada em ZFa infectado 

conforme metodologia proposta por Lotha et al. (2018), 

com adaptações. Inicialmente foi determinado a DL50-

48h das amostras testadas. Os animais infectados 

(n=3/grupo) com 10 µL do inoculo de S. aureus (108 

UFC/mL; i.m; no dorso), foram tratados via oral (v.o) 

ou via intraperitoneal (i.p.) com estragol ou seu 

complexo ES/β-CD (conforme melhor dose do teste in 

vitro), ou veículo das amostras (Salina; controle 

negativo) ou gentamicina (Controle antibiótico; 1024 

µg/mL; 20 µL; i.p) após 4 h de infecção e aclimatados 

em becker’s de vidro distintos. Após 24 h dos 

tratamentos, os animais foram eutanaziados com água 

gelada (2-4 ºC) e retirado o dorso infectado para ser 

feito o homogeinado, que foi posteriormente aplicado 

com o swab na placa de petri contendo meio BHI-agar 

(Brain Heart Infusion Agar) para a cultura de bactérias. 

Foi utilizado uma seringa de insulina (0,5 mL; 

UltraFine® BD) com uma agulha de calibre 31G para os 

tratamentos via intraperitoneal (i.p.). A resposta 

antimicrobiana foi caracterizada pelo crescimento da 

cultura de bactérias (CCB), analisadas durante 24 e 48 

h. 

 
Potencialização da ação antibiótica in vivo 

Para avaliar se as substâncias modificaram a ação 

dos antibióticos frente às bactérias padrão, seguiu-se o 

método proposto por Lotha et al. (2018), com 

adaptações. Os animais infectados (n=3/grupo) com 10 

µL do inoculo de S. aureus (Controle positivo; 108 

UFC/mL; i.m; no dorso), foram tratados via oral (v.o) ou 

via intraperitoneal (i.p.) com a associação do estragol 

(1024 µg/mL) com gentamicina (1024 µg/mL) (1:1) 

(denominada amostra P1), ou a associação do complexo 

ES/β-CD (1024 µg/mL) com gentamicina (1024 µg/mL) 

(1:1) (denominada amostra P2), ou veículo das amostras 

(Salina; controle negativo) ou gentamicina (Controle 

antibiótico; 1024 µg/mL; 20 µL; i.p) após 4 h de 

infecção e aclimatados em becker’s de vidro distintos. 

Após 24 h dos tratamentos, os animais foram 

eutanaziados com água gelada (2-4 ºC) e retirado o 

dorso infectado para ser feito o homogeinado, que foi 

posteriormente aplicado com o suabe na placa de petri 

contendo meio BHI-agar (Brain Heart Infusion Agar) 

para a cultura de bactérias. Foi utilizado uma seringa de 

insulina (0,5 mL; UltraFine® BD) com uma agulha de 

calibre 31G para os tratamentos via intraperitoneal 

(i.p.). A resposta antimicrobiana foi caracterizada pelo 

crescimento da cultura de bactérias (CCB), analisadas 

durante 24 e 48 h. 

 
Análise estatística 

Para os testes in vivo, os resultados foram expressos 

como média ± erro padrão da média (E.P.M). Todas as 

análises estatísticas serão aplicadas usando ANOVA 

Oneway ou ANOVA two-way seguido pelo teste de 

Tukey’s ou Teste Post Hoc de Bonferroni’s, 

respectivamente, usando o software GraphPad Prism 

6.0, e valores de p<0,05 serão considerados diferenças 

significativas. 

 
Resultados 

Caracterização dos Complexos de Inclusão 
Medida de Espectroscopia de Infravermelho do 
ES/β-CD 

Os espectros de infravermelho obtidos por reflexão 

total atenuada (ATR-FTIR), mostraram bandas comuns 

e específicas do ES/β-CD, β-ciclodextrina e Estragol, 

apresentados na Figura 1-A/B/C. Essa caracterização 

nos permitiu obter informações de grande importância 

na confirmação da identidade das substâncias 

analisadas, como na identificação dos grupos 

funcionais.
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FIG. 1-A/B/C. Espectro na região do infravermelho: (A) Estragol; (B) β-ciclodextrina; (C) ES/β-CD. 

A partir da análise do espectro de absorbância foram 

identificadas bandas características do Estragol, o modo 

evidenciado em 3001 cm-1 são estiramentos de ligações 

simples entre carbono e hidrogênio (C-H) pertencentes 

ao anel aromático, bandas fracas na região de 2800-

2900 cm-1 podem indicar o estiramento axial da ligação 

do grupo CH. Na faixa de 1600-1400 cm-1 estão 

localizados os modos vibracionais de ligação dupla 

(C=C) do anel, no espectro infravermelho do estragol 

essas vibrações foram identificadas em 1608 cm-1 e 

1506 cm-1. A banda de alta intensidade observada em 

1242 cm-1 trata-se de uma vibração de ligação simples 

entre C-O-C e o número de onda de 808 cm-1 é atribuída 

a uma deformação angular do anel aromático. 

O espectro de absorção da β-ciclodextrina mostrou 

bandas características dessa substância, é possível 

observar no número de onda 3359 cm-1 uma banda larga 

típica de estiramento do grupo hidroxila (O-H), a banda 

evidenciada em 2926 cm-1 trata-se de um estiramento do 

(C-H). O número de onda 1642 cm-1 trata-se de uma 

deformação angular entre H-O-H, e na região de 1260-

1000 cm-1 são as vibrações de estiramento dos grupos 

de ligação carbono e hidrogênio, no espectro foi  

 

observado esse modo vibracional nas bandas em 1154 

cm-1 (estiramento do C-O) e em 1032 cm-1 (estiramento 

do C-O-C). 

No espectro do complexo ES/β-CD observou-se 

picos característicos e uma forte semelhança com o 

espectro da β-CD. Em especial, as bandas 3359, 2926, 

1153 e 1029 cm-1 ficaram bem evidentes no complexo 

formado, com destaque também para as bandas 1511 

cm-1 e 1238 cm-1 características do estragol, que 

apresentou uma redução de intensidade comparada ao 

espectro isolado (1505 cm-1 e 1242 cm-1, 

respectivamente) e teve um pequeno deslocamento de 

número de onda, sugerindo que estas ligações 

possivelmente estão implicadas na formação destes 

complexos. 

 
Determinação da concentração inibitória mínima 
(CIM) in vitro 

Os resultados obtidos (Tabela 1) da concentração 

inibitória mínima (CIM), mostraram que o Estragol e 

seu complexo ES/β-CD, demonstraram valores de CIM 

de 1024 μg/mL para ambos, frente à cepa S.a. ATCC 

25923.

 

TABELA 1. VALORES DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) (μg/mL) DO ESTRAGOL E SEU 

COMPLEXO ES/Β-CD CONTRA CEPA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS (S.a. ATCC 25923). 

Substância 
Bactéria 

S.a. ATCC 25923 

Estragol 1024 

ES/β-CD 1024 

Os valores representam a média geométrica ± E.P.M. (erro padrão da média). ATCC – Deformação padrão; S.a. - 

Staphylococcus aureus; ES/β-CD – Estragol/β-ciclodextrina. 
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Infecção bacteriana em zebrafish (Danio rerio) 
adulto 

O modelo de infecção in vivo por Staphylococcus 

aureus (S.a ATCC 25923) em zebrafish (Danio rerio) 

adulto foi bem estabelecido duranteo período de 24 h 

quando a gentamicina inibiu significantemente 

(***p<0,001 vs CP) a infecção induzida por S. aureus, 

conforme observado na Figura 2-A/B, porém com 48 h 

não foi mais observado a inibição da infecção pela a 

gentamicina, ocorrendo um aumento significativo da 

infecção. 

 

FIG. 2-A/B. Infecção bacterina por Staphylococcus aureus em zebrafish (Danio rerio) adulto durante 24 (A) e 48 h (B). 

Cada coluna representa a média ± erro padrão da média (n=3/grupo). Os números acima das colunas indicam 

porcentagem de infecção (%I). CP - Controle positivo (Inóculo 108 UFC/mL; 10 µL no dorso); CN - Controle negativo 

(Salina 0,9%; 10 µL no dorso); CA - Controle antibiótico (Gentamicina; 1024 µg/mL; 20 µL; i.p). ANOVA seguida do 

Teste Tukey’s (***p<0,001 vs CP). 

 

Atividade antimicrobiana in vivo 

P1 (Estragol; 20 µL; v.o.) inibiu significantemente 

(***p<0,001 vs CP) a infecção induzida por 

Staphylococcus aureus (S.a ATCC 25923) apenas 

durante o período de 24 h com percentual de infecção 

de 15,6%, enquanto que P2 (Complexo ES/β-CD; 20 

µL; v.o.) inibiu significantemente (***p<0,001 vs CP) a 

infecção durante o período de 24 e 48h com percentuais 

de infecção de 9,8% e 39,2% respectivamente, 

conforme pode ser verificado na Figura 3-A/B. 

 

 
FIG. 3-A/B. Efeito antimicrobiano do Estragol e seu complexo ES/β-CD contra Staphylococcus aureus em zebrafish 

(Danio rerio) adulto durante 24 (A) e 48 h (B). Cada coluna representa a média ± erro padrão da média (n=3/grupo). Os 

números acima das colunas indicam porcentagem de infecção (%I). CP - Controle positivo (Inóculo 108 UFC/mL; 10 µL 

no dorso); CN - Controle negativo (Salina 0,9%; 10 µL no dorso); CA - Controle antibiótico (Gentamicina; 1024 µg/mL; 

20 µL; i.p). P1 - Estragol (20 µL; v.o.); P2 - Complexo ES/β-CD (20 µL; v.o.). ANOVA seguida do Teste Tukey’s 

(***p<0,001 vs CP). 

 

Potencialização da ação antibiótica in vivo 

A ação da gentamicina quando associada ao Estragol 

(P1+GEN; 20 µL; i.p), foi potencializada contra a 

Staphylococcus aureus (S.a ATCC 25923) ao inibir 

significantemente (***p<0,001 vs CP) a infecção no 

período de 24 e 48 h, com percentuais de infecção de 

3,2% e 43,3% respectivamente. Por outro lado, a ação 

da gentamicina quando associada ao complexo ES/β-

CD (P2+GEN; 20 µL; i.p) mostrou um potencial ainda 

melhor, inibindo significantemente (***p<0,001 vs CP) 

a infecção no período de 24 e 48 h, com percentuais de  
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FIG. 4-A/B. Efeito modulatório do Estragol e seu complexo ES/β-CD quando associado com Gentamicina contra 

Staphylococcus aureus em zebrafish (Danio rerio) adulto durante 24 (A) e 48 h (B). Cada coluna representa a média ± 

erro padrão da média (n=3/grupo). Os números acima das colunas indicam porcentagem de infecção (%I). CP - Controle 

positivo (Inóculo 108 UFC/mL; 10 µL no dorso); CN - Controle negativo (Salina 0,9%; 10 µL no dorso); CA - Controle 

antibiótico (Gentamicina; 1024 µg/mL; 20 µL; i.p); P1+GEN - Associação Estragol com Gentamicina (1:1; 20 µL; i.p); 

P2+GEN - Associação Complexo ES/β-CD com Gentamicina (1:1; 20 µL; i.p). ANOVA seguida do Teste Tukey’s 

(***p<0,001 vs CP). 

 

de infecção de 1,3% e 13,7% respectivamente, 

conforme pode ser verificado na Figura 4-A/B. 
 
Discussões 
 

Apesar do potencial antimicrobiano do estragol já ter 

sido reportado in vitro,22-24 o presente estudo é o 

primeiro a relatar a avaliação do potencial 

antimicrobiano em in vivo do estragol e de seu 

complexo em β-ciclodextrina (ES/β-CD), atenuando a 

infecção induzida por Staphylococcus aureus e 

potencializando a ação antibiótica em zebrafish adulto. 

A espectroscopia de infravermelho por meio da 

técnica de FT-IR, engloba as frequências de vibrações 

moleculares do tipo estiramento e dobramento das 

ligações, o que permite obter informações fundamentais 

sobre a estrutura molecular de substâncias orgânicas ou 

inorgânicas.16,25 Dessa forma, a análise por meio da 

técnica de FT-IR nesse estudo, nos permitiu a 

confirmação da complexação do estragol com a β-

ciclodextrina (β-CD), através do deslocamento das 

bandas, apresentando picos comuns e característicos do 

estragol, bem como da β-CD com uma forte 

semelhança, conforme pode ser observado na Figura 1-

A/B/C. 

Nos estudos de Fonseca et al. (2019), também foi 

confirmado a evidência da formação do complexo de 

inclusão entre estragol e β-CD através do método de 

ATR-FTIR, demonstrando claramente o 

encapsulamento do estragol com β-CD, sugerindo que a 

complexação com ciclodextrinas pode ser uma forma 

eficaz de melhorar a estabilidade da amostra. No 

entanto, os espectros de ATR-FTIR nos fornecem perfis 

peculiares para as amostras estudadas, e esta técnica 

pode ser considerada uma ferramenta rápida para a 

avaliação química bruta.27 

Partindo-se do fato de que não houve mortalidade do 

zebrafish adulto até 48 h após a infecção do inoculo 

bacteriano, foi possível estabelecer o modelo de 

infecção in vivo por S. aureus (S.a ATCC 25923) em 

zebrafish (Danio rerio) adulto durante o período de 24 e 

48 h (Figura 1-A/B). Neely, Pfeifer & Caparon (2002) 

estabeleceram o primeiro modelo de infecção em 

zebrafish (Danio rerio) adulto, utilizando os patógenos 

Streptococcus iniae e Streptococcus pyogenes para 

infecção, confirmando o uso do zebrafish adulto como 

um modelo de infecção in vivo acessível para 

experimentação animal. Recentemente, o zebrafish 

adulto também foi usado em um modelo de infecção 

induzida por S. aureus do tipo Endoftalmite,28 no qual 

foi possível observar que não houve desenvolvimento 

de endoftalmite nos zebrafish’s adultos e o mesmo 

responde atuando rapidamente contra o patógeno. Logo, 

nossos resultados são considerados importantes, pois 

corroborando com os acima mencionados. 

Os processos infecciosos vêm gerando consequências 

para saúde humana, assim os produtos naturais de 

plantas medicinais se tornaram alternativas interessantes 

por possuírem constituintes químicos capazes de 

eliminarem as infecções ocasionadas por 

microrganismos patógenos.29 Diante disso, além de 

demonstrarem efeito antimicrobiano in vitro (Tabela 1), 

o estragol e seu complexo ES/β-CD também 

demonstraram efeitos clinicamente relevantes ao 

inibirem a infecção induzida por S. aureus em zebrafish 

adulto nas primeiras 24 h, porém somente o complexo 

ES/β-CD foi eficaz até as 48h de análise, apresentando 

assim melhor efeito (Figura 2-A/B). Zhang et al. (2019) 

utiliza o zebrafish adulto para resposta imune após 

infecção por S. aureus, uma vez que essa atua alterando 

a expressão genica que estão envolvidas principalmente 

na imunidade antibacteriana do zebrafish adulto. 

Em seus estudos Lotha et al. (2018), além de induzir 

a infecção em zebrafish, utilizou nanopartículas de prata 

de extratos de Capsicum annuum (pimenta cera húngara 

e pimentão verde) na tentativa de produzir um efeito 

anti-biofilme, demonstrando que os mesmos exerceram 

efeitos menos tóxicos e mais relevantes contra o 

patógeno S. aureus, reduzindo o crescimento 

planctônico em um modelo de infecção em zebrafish 

adulto. Dessa forma, o uso do zebrafish adulto em 

estudos que envolvam a infecção in vivo por micro-
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organismos patógenos, serve de modelo viável para a 

busca de novos agentes terapêuticos com potencial 

antimicrobiano.21 

Inúmeros compostos químicos, sintéticos ou de 

origem natural, têm atividade direta contra várias 

espécies de bactérias, potencializando a atividade de um 

antibiótico específico quando associado, revertendo a 

resistência natural, promovendo a eliminação de 

plasmídeos e inibindo as funções de transporte da 

membrana plasmática das bactérias18 Nesse estudo, o 

estragol e seu complexo ES/β-CD ambos apresentaram 

relevante atividade antibacteriana quando associados 

com a gentamicina, potencializando a ação da mesma 

contra a S. aureus em zebrafish adulto, e tendo melhores 

efeitos para o complexo ES/β-CD (Figura 3-A/B). Isso é 

devido, os complexos de inclusão em β-ciclodextrina 

auxiliarem na biodisponibilidade,  reduzir a toxicidade e 

aumentar a meia-vida biológica das amostras.31 Assim, 

tais propriedades nos propicia a origem de novas 

oportunidades de formulação de medicamentos com 

potencial antimicrobiano em pesquisas farmacêuticas. 

 

Conclusão 
 

Nesse estudo, foi confirmado a formação do 

complexo de inclusão entre estragol e β-ciclodextrina, 

bem como foi possível estabelecer o modelo de infecção 

in vivo por S. aureus em zebrafish adulto durante o 

período de 24 e 48 h por infecção de inoculo bacteriano. 

Na atividade antimicrobiana, a administração oral do 

estragol e seu complexo ES/β-CD demonstraram efeitos 

clinicamente relevantes ao inibiram a infecção induzida 

por S. aureus nos zebrafish’s adultos, e que quando 

associados com a gentamicina, foi observado que ambos 

se mostraram significativos frente a cepa de S. aureus, 

sendo que o complexo ES/β-CD mostrou-se mais 

relevante na associação ao antibiótico. Este estudo 

acresce novas evidências científicas destacando o 

potencial antimicrobiano das amostras estudadas e, 

portanto, estudos histopatológicos dos tecidos 

infectados, bem como estudos comportamentais seriam 

fundamentais na validação deste efeito farmacológico 

assegurando o possível uso terapêutico. 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos nessa pesquisa nos permitiram concluir que: 

 

➢ OEFOb possui diferentes químiotipos em sua composição, com maiores percentuais para 

o linalol, estragol e 1,8-cineol com, nessa ordem. Logo, esse rendimento pode ser maior 

em diferentes períodos de coleta; 

➢ O OEFOb não alterou a atividade locomotora e não causou mortalidade do zebrafish 

adulto até 96 h de análise (DL50 > 2,5 mg/mL), e reduziu significantemente o 

comportamento nociceptivo induzido por formalina, cinamaldeído (maior percentual de 

82,80 %), capsaicina, glutamato e salina ácida, e esse efeito antinociceptivo do OEFOb foi 

prevenido pela naloxona, L-NAME, azul de metileno, ketamina, cânfora, vermelho de 

rutênio e amilorida, bem como também inibiu a nocicepção corneal induzida por salina 

hipertônica, e este efeito antinociceptivo foi prevenido pela capsazepina; 

➢ OEFOb apresenta potencial farmacológico para o tratamento de dor aguda e esse efeito é 

modulado pelo sistema opióde e nitrérgico, receptores glutamatérgicos (NMDA) e canais 

TRP’s e ASICS. Esses resultados demonstram o primeiro relato sobre o potencial 

antinociceptivo do óleo essencial estudado; 

➢ A complexação do complexo ES/β-CD foi confirmado demonstrando bandas comuns e 

características do estragol (1511 cm-1 e 1238 cm-1), bem como da β-CD (3359, 2926, 1153 

e 1029 cm-1); 

➢ Na avaliação da atividade antimicrobiana, foi possível estabelecer o modelo de infecção in 

vivo por S. aureus em ZFa durante o período de 24 e 48 h após a infecção por inoculo 

bacteriano; 

➢ O estragol e o seu complexo ES/β-CD ambos demonstraram valores de CIM de 1024 

μg/mL, frente à cepa S.a. ATCC 25923 no ensaio in vitro, já nos ensaios in vivo, a 

administração oral do estragol (P1) e de seu complexo ES/β-CD (P2) não causou 

mortalidade dos ZFa até 48 h (DL50 > 1024 μg/mL), reduzindo a infecção induzida por 

S.a. ATCC 25923 nos ZFa, demonstrando efeitos clinicamente relevantes; 

➢ Na verificação do efeito sinérgico, foi observado que estragol e seu complexo ES/β-CD se 

mostraram significativos frente a cepa S.a. ATCC 25923, sendo que o complexo ES/β-CD 

demonstrou efeito mais relevante quando associado a gentamicina. Esses resultados além 

de demonstrarem o primeiro relato sobre o potencial antimicrobiano das amostras 

estudadas, os mesmos foram significativos em relação ao efeito farmacológico. 
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