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SILVA, F. V. Investigacdo do potencial farmacoldgico dos monoterpenos carvacrol e (-)-
linalol livres ou complexados e o desenvolvimento de formulacéo tépica para aplicacdes
farmacéuticas. Tese (Doutorado em Biotecnologia), 105 f;. Programa de P6s-Graduagao em
Biotecnologia (RENORBIO) NPPM/CCS/UFPI, 2017.

RESUMO

As plantas e os produtos do seu metabolismo secundario foram e continuam sendo de grande
relevancia na area farmacéutica. Os Oleos essenciais, produto desse metabolismo, sdo
misturas naturais muito complexas que podem conter diversos componentes em
concentragcBes muito diferentes, inclusos em dois grupos de origem biosintética distinta. O
grupo principal é composto por terpenos e terpendides e outro de componentes aromaticos e
alifaticos. Os terpenos constituem o0 grupo mais abundante e estruturalmente mais
diversificado de metabdlitos secundarios de plantas, representados principalmente pelos
monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos e seus derivados possuem amplo espectro
de propriedades farmacoldgicas, das quais destacamos gastroprotetora, cicatrizante,
antinociceptiva, anti-inflamatoria, antioxidante e antidepressiva. O que foram comprovadas
para o monoterpeno (-)-linalol e o carvacrol, presentes nos 6leos essenciais de diversas
espécies de plantas. O presente trabalho teve como objetivo investigar o potencial
farmacologico do (-)-linalol e do carvacrol na forma livre e na forma complexada em f-
ciclodextrina, com a finalidade de buscar maior estabilidade e seguranca, potencializando a
atividade gastroprotetora e diminuindo suas eventuais toxicidades, os quais serdo investigados
em modelos experimentais, agudos e cronicos de Ulceras gastricas e no modelo de feridas
cirurgicas, bem como desenvolver uma formulagdo farmacéutica de uso topico a partir desses
bioprodutos. Nossos resultados sugerem que o (-)-linalol (LIN-BCD) e o carvacol (CARV-
BCD) quando complexados na matriz B-ciclodextrina, apresentaram efeito gastroprotetor
significantivamente melhores em relacdo as formas livres destes terpenos. Possivelmente tal
acdo se deva ao aumento na solubilidade, estabilidade e atividade antioxidante e/ou
cicatrizante com estes monoterpenos complexados. Grande parte das pesquisas que estudam
patologias cutaneas em prol do tratamento e da cura de feridas, utilizam modelos animais que
se assemelham com a pele humana. A formulacgéo topica a base de carvacrol a 5% mostrou
boa estabilidade, bem como reduziu significamente a area da ferida cirdrgica induzida em
ratos, sendo gerado uma patente onde a referida invencao pode ser utilizada nas diversas areas
da saude para tratamento de afeccBGes cutdneas da pele. Em conjunto, 0s nossos resultados
sugerem que a B-CD pode representar uma ferramenta importante para a melhoria da
atividade gastroprotetora do (-)-linalol e carvacrol e outros compostos insollveis em agua,
potencializando suas respostas, bem como a solubilidade, a estabilidade e seguranca.

Palavras-chave: Monoterpenos. Gastroprotecdo. (-)-Linalol. Carvacrol. B-ciclodextrina.
Ulcera. Cicatrizacao.



SILVA, F. V. Investigation of pharmacological potential of carvacrol and (-)-linalool
monoterpenes free or complexed and development of topical formulation for
pharmaceutical applications. (Doctoral thesis), 105 f;, Post-graduate Program in
Biotechnology (RENORBIO). NPPM/CCS/UFPI, 2017

ABSTRACT

Plants and products of their secondary metabolism were and still are very important in the
pharmaceutical field. Essential oils are very complex natural mixtures may contain about 20-
60 parts in very different concentrations, included in two groups of different biosynthetic
origin. The main group consists of terpenes and terpenoids and other aromatic and aliphatic
components. Terpenes are the most abundant and structurally diverse secondary metabolites
of plants, mainly represented by monoterpenes and sesquiterpenes. The monoterpenes and
their derivatives have various pharmacological properties, as gastroprotective, healing,
antinociceptive, antiinflammatory, antioxidant and anti-depressant. The monoterpene (-)-
linalool had its anti-inflammatory and analgesic effects widely suggested by several studies.
Already the monoterpene carvacrol present in the essential oil of oregano and in several
species of plants presented in previous studies anti-inflammatory, gastroprotective and anti-
ulcerogenic activity. The present work aimed to investigate the pharmacological potential of
(-)-linalool and carvacrol in the free or complexed form in B-cyclodextrin, in order to seek
greater stability and safety, improving its gastroprotective activity and reducing its possible
toxicities, through its investigation in different experimental models, acute and chronic of
gastric ulcers and in the model of surgical wounds, as well as to develop a pharmaceutical
formulation of topical use from these bioproducts. Our results suggest that (-)-linalool
incorporated into B-cyclodextrin  (LIN-BCD) revealed a significantly improved
gastroprotective effect when compared to (-)-linalool in the non-complexed (free) form,
suggesting that this improvement is related to Increase its solubility and stability, as well as
the potentiation of the antioxidant profile of this monoterpene. Complexed carvacol (CARV -
BCD) has superior gastroprotective activity, possibly potentiating its antioxidant and healing
activity when compared to its non-complexed gastroprotection (CARV) results, probably due
to its incorporation into B-cyclodextrin to improve its gastroprotective profile. Much of the
research that studies cutaneous pathologies for the treatment and healing of wounds uses
animal models that resemble human skin. The topical formulation based on 5% carvacrol
showed good stability as well as significantly reduced the area of the surgical wound induced
in rats, a patent being generated wherein said invention can be used in the various health areas
for the treatment of cutaneous skin conditions. Taken together, our results suggest that -CD
can represent an important tool for improving the gastroprotective activity of (-)-linalool and
carvacrol and other water insoluble compounds, potentiating their responses, as well as
solubility, stability and safety.

Keywords: Monoterpenes. Gastroprotection. Carvacrol. (-)-Linalool. B-cyclodextrin. Ulcer.
Healing.
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1 INTRODUCAO

Os produtos do metabolismo secundario das plantas foram e continuam sendo de
grande relevancia na area médica, como os 6leos essenciais, que sdo misturas de compostos
organicos que apresentam como principais propriedades a volatilidade, o aroma intenso, a
imiscibilidade em &gua e a solubilidade em solventes organicos. S&o largamente empregados
pelas suas propriedades bioldgicas, tais como antinociceptiva (BATISTA et al., 2008), anti-
inflamatoria (PASSOS et al., 2007), antioxidante (MORAIS et al., 2006), antimicrobiana
(FERRONATTO et al., 2007) e larvicida (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os principais constituintes quimicos dos Oleos essenciais das plantas sdo 0s
monoterpenos, encontrados como misturas de componentes odoriferos que podem ser obtidos
de uma grande variedade de plantas aromaticas, através de diferentes métodos de extracdo
(QUINTANS-JUNIOR, 2008). Os monoterpenos apresentam varios tipos de propriedades
farmacoldgicas, tais como anti-inflamatéria (YUNES; CECHINEL-FILHO, 2009),
antinociceptiva (GUIMARAES et al., 2010), vasorrelaxante (SILVA-FILHO et al., 2011),
ansiolitica (MELO et al., 2010), antidepressiva (MELO et al., 2011), e sedativa (DE SOUSA
et al., 2006).

Dentre 0s compostos que podem estar presentes na composicao dos 0leos essenciais,
se destacam o (-)-linalol e o carvacrol. O (-)-linalol € um monoterpeno de cadeia aberta,
alcool terciario, geralmente estd presente em varias plantas medicinais aromaticas como
principal constituinte dos oOleos essenciais (BAKKALI et al.,, 2008). Apresenta varias
atividades farmacoldgicas promissoras, tais como antinociceptiva e anti-inflamatoria (PEANA
et al., 2003; PEANA et al., 2002) e reducgdo da alodinia em modelos de dor neuropatica em
roedores (BERLIOCCHI et al., 2009). Adicionalmente, demonstrou atividade antinociceptiva
e modulacdo glutamatérgica mediada por mecanismos centrais, com o0 envolvimento dos
sistemas opioide, dopaminérgico e colinérgico (PEANA et al., 2004; PEANA et al., 2006;
BATISTA et al., 2010).

O carvacrol se destaca devido as suas diversas propriedades biol6gicas importantes,
como anti-inflamatério, antioxidante, antibacteriano, antifingico e anticarcinogénico. Este
monoterpeno é constituinte dos Oleos essenciais de varias plantas aromaticas, tais como
Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), Origanum compactum Bentham (Lamiaceae), Acalypha
phleoides Cav.(Euphorbiaceae) e Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) (PEIXOTO-NEVES
etal., 2010).
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Os monoterpenos sdo compostos sensiveis, que podem sofrer degradagdo sob a acéo
da luz, oxigénio e temperaturas moderadas, a maioria é insolUvel na agua, e para certas
aplicacbes uma liberacdo controlada é exigida (MARQUES, 2010). Dentre as varias
estratégias empregadas para prolongar a estabilidade dos monoterpenos, modelar a cinética de
liberacdo e melhorar a absorcdo, destaca-se a microencapsulacdo, caracterizada por
encapsular sélidos ou liquidos dentro de matrizes ou sistemas reservatorios poliméricos,
formando complexos de inclusdo (GARGANO, 2007).

As ciclodextrinas (CDs) sdo carreadores macrociclicos, capazes de complexar,
aumentar a solubilidade em &gua e estabilizar um largo espectro de substdncias e que,
atualmente, tém sido utilizadas no desenvolvimento de novos produtos pela inddstria
farmacéutica. As ciclodextrinas naturais mais comuns apresentam seis, sete ou oito unidades
de D(+)-glicopiranose unidas por ligagdes a e denominam-se a-, - e¢ y-ciclodextrinas,
respectivamente (GAVINI, 2011).

A incorporacdo das CDs em sistemas farmacéuticos constitui uma realidade
consolidada. As associagbes com CDs ja foram estudadas com 515 principios ativos,
melhorando sua biodisponibilidade, estabilidade e seguranca através da formacdo de
complexos de incluséo reversiveis em agua (SZEJTLI, 2005).

O estudo da atividade gastroprotetora envolve diversos modelos bioldgicos para
avaliacdo pré-clinica de substdncias. Tais modelos buscam conhecer e explicar o0s
mecanismos que estdo relacionados a gastroprotecdo. Estes ensaios biologicos geralmente
usam agentes que promovem les6es gastricas como o alcool absoluto e o acido acético.

Diante do exposto, o presente trabalho foi dividido em cinco capitulos sendo o
primeiro destinado a revisdo da bibliografia sobre a Ulcera gastrica e o papel dos produtos
naturais nesta patologia, bem como a associa¢do desses produtos naturais em complexos de
inclusdo; o segundo capitulo, um estudo sobre a atividade gastroprotetora do (-)-linalol ndo
complexado (LIN), e do (-)-linalol incorporado a B-ciclodextrina (LIN-BCD) em modelos de
lesbes agudas por etanol absoluto e de lesbes crénicas por &cido acético; o terceiro capitulo,
um artigo sobre a atividade gastroprotetora do carvacrol incorporado em [-ciclodextrina
(CARV-BCD) utilizando diferentes modelos biologicos; o quarto capitulo, trata da patente em
fase de conclusdo, sobre o desenvolvimento de uma formulacdo topica para aplicacdo em
feridas contendo o carvacrol e o quinto capitulo contém os resultados complementares obtidos

durante o desenvolvimento da tese.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial farmacoldgico do (-)-linalol na forma livre ou incorporado em B—
ciclodextrina e do complexo de inclusdo carvacrol + B—ciclodextrina em modelos de lesGes

gastrica em roedores.

2.2 Objetivos Especificos:

e Auvaliar o efeito do (-)-linalol na forma livre ¢ incorporado em [B-ciclodextrina na
protecdo da mucosa gastrica em modelos de Ulceras induzidas por etanol e por
isquemia e reperfusao.

e Investigar os possiveis mecanismos de agdo responsaveis pelo efeito gastroprotetor
do (-)-linalol livre ¢ complexado em B-ciclodextrina, avaliando o envolvimento de
grupos sulfidrilas endogenos, atividade da mieloperoxidase, diminuicdo da
peroxidacdo lipidica e producdo de muco.

e Avaliar o efeito do complexo B-ciclodextrina do carvacrol na prote¢do da mucosa
gastrica em modelos de inducdo aguda de lesGes gastricas induzidas por etanol e
isquemia e reperfusdo;

e Investigar os possiveis mecanismos de agdo responsaveis pelo efeito gastroprotetor
do carvacrol complexado em B-ciclodextrina, avaliando o envolvimento de grupos
sulfidrilas enddgenos, atividade da catalase, atividade da mieloperoxidase,
diminuicdo da peroxidacgdo lipidica, producdo de muco, bem como o envolvimento
do dxido nitrico e canais de potassio sensiveis ao Katp.

e Averiguar o efeito do carvacrol complexado em B-ciclodextrina e (-)-linalol livre e
complexado no reparo e cicatrizacdo de Ulceras gastricas cronicas induzidas por
acido acético.

e Desenvolver uma formulagdo topica com o carvacrol na forma livre e avaliar o

efeito desta formulagdo topica no reparo e cicatrizagdo de feridas cirdrgicas.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 Ulcera Gastrica

A JUlcera gastrica € um distdrbio multifatorial gastrointestinal comum, que afeta
milhGes de pessoas em todo o mundo. Os sinais e sintomas podem incluir um ou mais dentre
0s seguintes sintomas: dor abdominal, inchaco, falta de apetite, perda de peso, nduseas ou
vOmitos. Embora a fisiopatologia exata da Ulcera gastrica seja desconhecida, um desequilibrio
entre fatores defensivos e agressivos da mucosa gastrica podem resultar nesta patologia, sendo
esta uma lesdo caracterizada por necrose, infiltracdo de neutréfilos, reducdo no fluxo
sanguineo, aumento do estresse oxidativo e inflamacdo (DA SILVA et al., 2013; BANIC et
al., 2011).

A incidéncia de ulcera gastrica é aumentada devido ao estresse, tabagismo, alcool, por
infeccdo por Helicobacter pylori e a ingestdo excessiva de farmacos anti-inflamatorios néo-
esterdides (AINEs) (LI et al., 2014; SOWNDHARARAJAN et al., 2013; VONKEMAN et al.,
2007). Tem sido sugerido que espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente anions de
super-Oxido e radicais hidroxila, bem como a peroxidacdo lipidica promovida por estas
espécies nocivas, podem causar o desenvolvimento de Ulcera géastrica (BOLIGON et al.,
2014).

O processo fisiopatolégico da formacao de Ulceras é caracterizado por um aumento da
permeabilidade microvascular, infiltracdo de neutrofilos, inducdo de estresse oxidativo,
peroxidacao lipidica, desequilibrio de citocinas pro e anti-inflamatorias, apoptose, necrose,
reducdo do fluxo sanguineo e secrecdo de mediadores inflamatérios (ANTONISAMY et al.,
2015; ANTONISAMY et al., 2014).

O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a ocorréncia de espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio e a capacidade do organismo de contrapor a acao destes por
sistemas de protecdo antioxidante (PERSSON; POPESCU; CEDAZO-MINGUEZ, 2014). O
aumento da producdo de EROs e diminuicdo da defesa antioxidante interna desempenha um
papel critico no processo que leva a ulcera (SUZUKI et al., 2011). Além disso, de maneira
direta ou indireta, estas espécies reativas de oxigénio estdo relacionadas a doencas
neurodegenerativas como Doenga de Parkinson, mal de Alzheimer, doenga de Huntington e
esclerose amiotrdfica lateral (MELO et al., 2011; UTTARA et al., 2009), além de ter
correlagdes com 35 formas de diabetes tipo 2, aterosclerose (ALFADDA et al., 2012;
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KANETO et al., 2010), doengas inflamatorias, envelhecimento e cancer (SOSA et al., 2013;
BONAMIN et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio sdo representadas por ambas as espécies radicais e
ndo radicalares, tais como perdxido de hidrogénio (H,0,), radical anion superoxido (O;"),
oxigénio molecular singleto (*O,) e radicais hidroxil (OH"). Nos organismos, os radicais livres
ao serem formados podem reagir com o DNA (&cido desoxirribonucleico), modificando suas
bases nitrogenadas, e caso ndo haja reparo, mutacbes podem ser geradas. Ao reagir com
proteinas, as espécies reativas oxidam grupos sulfidrilas (-SH), alterando a conformacédo e
consequentemente a fungdo dessas biomoléculas (LUSHCHAK, 2014).

Estas espécies reativas de oxigénio podem iniciar a oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados que constituem os lipideos de membranas celulares (lipoperoxidagéo),
ocasionando mudancas estruturais e funcionais. O produto final da lipoperoxidacdo, o
malondialdeido (MDA) é mutagénico (SOSA et al., 2013), sendo um marcador estavel da
peroxidacao de lipidos da membrana. Podendo ser quantificado, este € suficientemente estavel
para se difundir do seu sitio de formacdo (ex. membranas) para outro sitio (ex. nucleo),
podendo causar danos ao DNA (STYSKAL et al., 2012).

A mieloperoxidase (MPQ) é outra enzima envolvida no processo de lesdo na mucosa
gastrica, sendo considerada um biomarcador para a infiltracdo de neutr6filos em diferentes
tecidos (RIBEIRO et al., 2011), esta infiltracdo é relatada como um dos processos envolvidos
na geracdo de Ulceras gastricas (BAYIR et al., 2006). A enzima MPO presente nos granulos
dos neutrofilos catalisa a oxidacdo do cloreto (CI) na presenca de H,O, e assim € capaz de
converte-lo em 4&cido hipocloroso. Esse composto produzido é um poderoso oxidante que
pode estar associado a danos em tecidos, através de lesdes inflamatorias graves. Pode
também formar outros oxidantes, como por exemplo, cloraminas (NAITO; YOSHIKAWA,
2002).

Os primeiros sistemas de defesa antioxidante identificados contra o dano oxidativo,
foram aqueles responsaveis pela prevencdo da ocorréncia de espécies reativas, e aqueles que
bloqueiam ou capturam os radicais formados. Estes sistemas, presentes tanto em
compartimentos hidrofébicos das membranas celulares, quanto em ambientes aquosos
(PISOSCHI; POP, 2015), séo os responsaveis pela inibicdo e reducdo de radicais livres nas
células (LIOCHEV, 2013; BIRBEN et al., 2012).

Os efeitos lesivos gerados pelas espécies reativas sdo geralmente combatidos por
defesas antioxidantes enzimaticas (Ex: superdxido dismutase, catalase (CAT), grupamentos

sulfidrilicos ndo proteicos), ou por antioxidantes ndo enzimaticos (Ex: vitamina C, vitamina
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E, carotendides, polifenois) (BIRBEN et al., 2012; LIU et al., 2012; MOTA et al., 2011).
Entre os fatores defensivos, podemos incluir ainda a producdo de muco e bicarbonato,
regeneracdo celular e fluxo sanguineo adequado (MALFERTHEINER et al., 2009).

A catalase (CAT) representa a enzima envolvida na deplecdo redutiva de H,O, em
agua, é expressa na maioria das células, 6rgdos e tecidos, e em concentragfes elevadas no
figado e eritrocitos (SUNG et al., 2013; WONG et al., 2013), tendo a funcdo também de
detoxificacdo de diferentes substratos, como fendis e alcoois, pela reducdo do peréxido de
hidrogénio (KIRKMAN et al., 1999). Os grupamentos sulfidrilicos nao-proteicos (SH-NP)
enddgenos desempenham um papel critico na manutencdo da integridade da mucosa, a estes
componentes se ligam os radicais livres formados por agentes ulcerogénicos e atuam como
antioxidantes de reciclagem, também estdo envolvidos no controle da producdo e da natureza
do muco (SIDAHMED et al., 2013).

O muco gastrico atua como um agente antioxidante reduzindo o dano da mucosa por
espécies reativas de oxigénio (ARAWWAWALA et al., 2010). O aumento da quantidade de
muco secretado pelas células da mucosa do estbmago é capaz de prevenir a formacdo de
Ulceras géastricas, atuando de maneira eficaz para a difusdo dos ions de hidrogénio,
melhorando o efeito tamp&o do suco gastrico e reduzindo a fricgdo na parede do estdmago
durante o peristaltismo (ZAKARIA et al., 2014).

E bem conhecido que os receptores alfa’-adrenérgicos, 6xido nitrico (NO) e
prostaglandinas (PGs) sdo envolvidos na modulagdo da integridade da mucosa géastrica e
importantes para a regulacdo do pH gastrico e secre¢do de muco (JUNIOR et al., 2014). O
oxido nitrico € um mediador biolégico que desempenha um papel importante na protecéo
gastrica. No trato gastrointestinal, esta molécula estd envolvida na regulacdo do fluxo
sanguineo, manutencdo do tonus vascular, secre¢do do muco gastrico, modulacao da atividade
de mastdcitos, participa na regulacdo do peristaltismo, no esvaziamento gastrico e na
atividade motora antral (FALCAO et al., 2013).

As prostaglandinas (PGs) tém sua biossintese no trato gastrointestinal, exclusivamente
catalisada pela enzima ciclo-oxigenase-1 (COX-1) e pela forma induzivel ciclooxigenase-2
(COX-2) (TAKEUCHI, 2012), sdo importantes fatores gastroprotetores endogenos,
modulando o fluxo sanguineo da mucosa, estimulando a secrecdo de muco e bicarbonato,
inibindo a adesdo dos neutrofilos, favorecendo a ativacdo e aumento da resisténcia das células
epiteliais aos danos ocasionados por citotoxinas (ZHAO et al., 2015; YILDIRIM et al., 2013;
CRISTIANS et al., 2013).
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A gastroprotecdo promovida pelo NO e prostaglandinas pode envolver a ativagédo de
varios tipos de canais de K'. Recentemente, foi demonstrado que os canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp) atuam na protecdo gastrica, os quais estdo envolvidos na regulagéo
do fluxo sanguineo, secrecdo de acido e contratilidade do estbmago (OLIVEIRA et al., 2012;
GOMES et al., 2006; PESKAR et al., 2002).

Baseando-se nestas premissas e por meio da necessidade de buscar novas alternativas
para o tratamento da Ulcera gastrica, os pesquisadores simulam as condi¢Bes as quais 0s
humanos sdo expostos utilizando diferentes modelos animais, existem muitos modelos
experimentais diferentes de inducdo desta patologia, incluindo inducdo por etanol,

isquemia/reperfusao e acido acético (JUNIOR et al., 2013).

1.2 Tratamento da Ulcera Gastrica

O tratamento da Ulcera gastrica baseia-se na inibicdo da secrecéo do &cido géstrico por
antagonistas-H,, tais como a ranitidina e inibidores da bomba de prétons, como o omeprazol.
No entanto, o principal problema é que, apesar de uma pequena taxa de cura, Ulceras tratadas
com antagonistas dos receptores H, e inibidores da bomba de prétons, podem apresentar
recorréncia dentro de 1 ano apés o fim do tratamento (KANGWAN et al., 2014). Isto € devido
principalmente ao acumulo de neutrofilos e producdo de espécies reativas de oxigénio,
resultando em um incompleto processo de cicatrizagdo (TARNAWSKI et al., 1990). Além
disso, os efeitos secundarios tais como a osteoporose (PANDAY et al., 2014),
hipergastrinemia e hiperplasia das células enterocromafins (ECL) (SHEEN;
TRIADAFILOPOULQS, 2011) sdo comuns na terapia prolongada com medicamentos anti-
secretores.

Portanto, a pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos com atividade
antiGlcera € necessaria devido aos seguintes pontos-chave: ha uma diversidade de efeitos
colaterais significantes apresentados por farmacos que estdo atualmente disponiveis (aumento
da susceptibilidade a pneumonia e fraturas dsseas, trombocitopenia, deficiéncias de ferro e
vitamina B12, hipergastrinemia e cancer) (DACHA et al 2015) e existem varias interacdes
medicamentosas (SHEEN; TRIADAFILOPOULOS, 2011) e frequente recorréncia de ulcera
em pacientes apds o tratamento (KANGWAN et al., 2014). Em vista disso, produtos naturais
sdo considerados fontes atraentes para potenciais novos tratamentos de Ulcera gastrica.
Controlar a formacdo de espécies reativas de oxigénio e a secrecdo de acido gastrico séo

essenciais para o tratamento destas patologias, neste contexto, as plantas medicinais contém
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uma ampla variedade de componentes antioxidantes e anti-secretores (VIANA et al., 2013;
GILL etal., 2012; SATHISH et al., 2011).

1.3 Produtos Naturais como alternativa Terapéutica

A pesquisa com plantas medicinais provou ser uma fonte promissora na busca de
novos compostos com potencial terapéutico que possam ser utilizados no tratamento de
Ulceras gastricas (BOEING et al., 2016; SOFIDIYA et al., 2015; OMOJA et al., 2014;
MOGHADAMTOUSI et al., 2014; SINGH et al., 2012). As plantas medicinais séo utilizadas
pelo homem desde o inicio de sua histéria e, muito antes do surgimento da escrita, a
humanidade ja utilizava ervas para fins medicinais (TOSCANO RICO, 2011).

O Brasil € detentor da maior diversidade genéetica do mundo, com cerca de 55 mil
espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e conta com ampla tradi¢édo
do uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular transmitido entre geracdes
(FONSECA, 2012). Embora ndo se tenha muito investimento para pesquisas com plantas
medicinais, calcula-se que pelo menos metade das plantas contenham substancias chamadas
de principios ativos, 0s quais tém propriedades curativas e preventivas para muitas doencas
(SILVA et al., 2014; LORENZI; MATOS, 2002).

Os produtos naturais, do ponto de vista da diversidade molecular, sdo bastante
diversificados, o que representa novas possibilidades de investigacdo e descoberta de
atividades biologicas favoraveis ao tratamento e prevencdo de doencas. Compostos isolados
de fontes vegetais fornecem moldes estruturais para a obtencdo de substancias sintéticas e,
além disso, podem ser empregados como ferramentas na identificacdo de mecanismos de acéo
de diferentes compostos (SOUSA, 2013).

Nas ultimas décadas, a industria farmacéutica tem demonstrado interesse na
investigacdo de plantas como fonte para novas estruturas, e para o desenvolvimento de
agentes fitoterdpicos padronizados com eficécia, seguranga e qualidade comprovada. Esse
interesse € justificado por diversas razdes, a saber: preferéncias dos consumidores por terapias
naturais; preocupacao em relacdo aos efeitos colaterais dos farmacos sintéticos e a crenca de
que os produtos naturais sejam inocuos; alto custo dos remédios sintéticos; e a falta de acesso
da populagdo pobre ao tratamento farmacol6gico convencional (KINGHORN et al., 2011,
FOGLIO et al., 2006; CALIXTO, 2000).

Diante disto, estudos que demonstrem a aplicabilidade de novas fontes naturais, bem

como aprofundem o conhecimento de sua composicao, sdo altamente valiosos (MOREIRA,
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2013). Cresce também o interesse da industria por novas moléculas bioativas. 1sso ocorre,
principalmente, devido a necessidade decorrente do surgimento de novas patologias e o
aumento das resisténcias aos farmacos que estdo disponiveis no mercado (BERNAITIS et al.,
2013). O potencial dos compostos naturais como antioxidantes ja descrito na literatura é
considerado como um boa alternativa terapéutica para diversas enfermidades (CALO et al.,
2015; FALOWO et al., 2014; SACCHETTI et al., 2005).

Dentre os compostos extraidos de plantas estdo os terpenos, flavonoides, taninos,
alcaloides e dleos essenciais (ROMANO et al., 2013). Os 6leos essenciais (OESs) sdo misturas
complexas de substancias baixo peso molecular (normalmente menos de 500 daltons),
extraidas por destilacdo a vapor, hidrodestilacdo ou extracdo com solvente (NAKATSU et al.,
2000). S&o conhecidos cerca de 3.000 0Oleos volateis, e grande parte deles sao comercialmente
muito importantes para a industria farmacéutica, alimenticia, de cosméticos e perfumaria
(SHERRY et. al., 2013).

Os 0leos essenciais tém atraido uma atengdo considerdvel em todo o mundo durante
as ultimas décadas. Estes produtos naturais tém uma gama de atividades farmacoldgicas e
aplicacdes biotecnoldgicas (OLIVEIRA et al.,, 2014; RAUT; KARUPPAYIL., 2014).
Podemos citar, por exemplo as propriedades farmacoldgicas, como antinociceptiva
(BATISTA et al., 2008), anti-inflamatéria (MIGUEL, 2010; PASSOS et al., 2007,
MONTEIRO et al., 2007), antioxidante (MIGUEL, 2010; HUSSAIN et al., 2008;
DORDEVIC et al., 2007; MORAIS et al., 2006), antimicrobiana (FERRONATTO et al.,
2007) e larvicida (ALBUQUERQUE et al., 2007).

Os terpenoides e os fenilpropandides constituem os principais componentes dos 6leos
essenciais, além disso, poucos constituintes aromaticos e alifaticos também estdo presentes,
muitas destas  substdncias sdo volateis e odoriferas e desta forma, conferem essas
propriedades aos OEs (LI et al., 2014). Nos 6leos essenciais 0s compostos terpenoides mais
encontrados sdo 0s monoterpenos (C10) e sequisterpenos (C15), que cada vez sdo mais
estudados devido as diversas propriedades bioldgicas apresentadas por estes compostos
(CARSON et al., 2006).

Os monoterpenos sdo constituintes basicos volateis e pertencem a um grupo diverso de
compostos quimicos, com enorme variedade de estruturas e com implicacdes em diversas
atividades biologicas, tais como: depressor do sistema cardiovascular, bradicardizante,
antimicrobiana, sedativas, anticonvulsivante, hipnética e hipotérmica ou ainda
antiespasmddica, vasorrelaxante, antinociceptiva e gastroprotetora (CAMARGO;
VASCONCELOS, 2014).
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Véarios monoterpenos presentes em Oleos essenciais apresentaram efeitos
gastroprotetores, como o geraniol (DE CARVALHO et al 2014), alfa-pineno (PINHEIRO et
al. 2015), carvacrol (OLIVEIRA et al 2012; SILVA et al.,2012), B-mirceno (BONAMIN et
al., 2014), limoneno (MORAES et al., 2009), isopulegol (SILVA et al., 2009), epoxi-carvona
(SIQUEIRA et al., 2012), 1,8-cineol (ROCHA et al., 2015) e mentol (ROZZA et al., 2013). A
atividade gastroprotetora destes compostos tém sido atribuida a propriedades anti-secretoras,

citoprotetoras e antioxidantes.

1.4 - (-)-Linalol

O linalol é um monoterpeno constituinte da Aniba rosaeodora Ducke (conhecida
popularmente como pau rosa) e esta presente em diversas plantas nas regides Norte e
Nordeste do Brasil tais como: Piper crassinervium Kunth, Croton cajucara Benth e
Hyssopus officinalis L. E um monoterpeno de extrema importancia para as indUstrias de
cosmeticos e alimentos, ja que é utilizado, como fixador de fragrancias (BAKKALLI, et al.,
2008). Aproximadamente 70 % dos compostos produzidos por essas industrias contém linalol
em sua formula, os produtos e perfumes mais refinados utilizam somente o linalol natural
(ROSA et al., 2003).

Sendo um monoterpeno alcodlico terciario de cadeia aberta, apresenta-se com formula
molecular C1oH150 (3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol), naturalmente encontrado na forma de dois
estereoisdmeros, 3R-(-)-Linalol e 3S-(+)-Linalol, com odores distintos, com diferentes
propriedades quimicas e efeitos bioldgicos. O isémero levo-rotatério, lincareol, apresenta um
aroma de lavanda e flores frescas, enquanto o dextro-rotatério, coriandrol, um cheiro
herbaceo, com tons de folhas envelhecidas, frequentemente descritas com caracteristicas
citricas (PEANA et al., 2006; ALVIANO et al., 2005).

O monoterpeno (-)-linalol (Figura 1) é um dos enantiémeros do linalol, sendo um
composto natural de muitos Oleos essenciais, que vem demonstrando varias atividades
farmacologicas promissoras, tais como antinociceptiva, anti-inflamatoria (PEANA et al.,
2003; PEANA et al., 2002) e reducdo da alodinia em modelos de dor neuropatica
(BERLIOCCHI et al., 2009), adicionalmente, demonstrou que sua atividade antinociceptiva
envolve modulacdo glutamatérgica mediada por mecanismos centrais, com a participacao dos
sistemas opidide, dopaminérgico e colinérgico (BATISTA et al., 2010; PEANA et al., 2006;
PEANA et al., 2004).
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Figura 1: Estrutura quimica do (-)-linalol (3,7-dimetil-octa-1,6-dien-3-ol) (SIGMA-ALDRICH, 2016).
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O (-)-linalol também foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como
“GRAS” (Generally Recognized as Safe), geralmente reconhecido como seguro, grupo de
substancias que podem ser utilizadas como especiarias e aditivos alimentares. Além disso, um
estudo toxicoldgico agudo demonstrou que o pré-tratamento com o (-)-linalol até 375 mg/kg,
por 5 dias, ndo produziu efeitos toxicos em ratos (KAMATOU; VILIOEN, 2008).

Em um estudo sobre a tolerancia a dor e sua relagdo com a morfina, linalol foi capaz
de inibir significativamente a tolerancia a morfina, assim como sua dependéncia
(HOSSEINZADEH et al., 2012). E importante mencionar que o seu enantiémero (-)-linalol
foi efetivo em modelos de dor cronica (BATISTA et al., 2008). Outro estudo afirma que a
atividade antinociceptiva do (-)-linalol pode estar relacionada com a inibi¢cdo da formagéo ou
liberacdo de Oxido nitrico, sendo o glutamato, um dos principais neurotransmissores
envolvidos nesta nocicepcdo (PEANA et al., 2006). O (-)-linalol reduziu a hiperalgesia
térmica, provocada pela carragenina e pelo glutamato no teste de retirada da pata. Houve
também diminuig¢do do edema e dor induzidos por formalina, sugerindo acdo anti-inflamatoria
e antinociceptiva para esse monoterpeno (PEANA et al., 2004).

Em estudo para verificar possiveis danos ao DNA presente no sangue e em tecidos
cerebrais, foi possivel constatar que ndo houve aumento no indice de danos nos grupos dos
animais tratados com (-)-linalol, de modo a sugerir que ele ndo apresenta efeitos genotdxicos
ou mutagénicos; apresentou também bons efeitos inibitorios contra células cancerigenas da
mama, regido colorretal e figado (COELHO et al., 2013). Entretanto, ndo existem estudos
sobre sua atuacdo em modelos de Ulceras agudas ou crénicas ou qualquer atuacdo do mesmo

sobre o sistema gastrintestinal.
1.5 Carvacrol
O carvacrol € um monoterpeno constituinte do Oleo essencial produzido por

numerosas plantas aromaticas e especiarias, como cominho preto (Nigella sativa L.),

manjerona (Origanum majorana L.), orégano (Origanum vulgare L.) e tomilho (Thymus
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vulgaris L.) (ENOMOTO et al., 2001; SKOCIBUSIC; BESIC, 2004; DE VICENZI et al.,
2004).

Quimicamente, apresenta-se como um monoterpeno fendlico com férmula molecular
C10H140 (5-1sopropil-2-metilfenol- Figura 1), é isbmero do timol (2-isopropil-5-metil-fenol),
sendo biossintetizado a partir do y-terpineno e do p-cimeno (NOSTRO; PAPALIA, 2012).

Figura 2: Estrutura quimica do carvacrol (5-1sopropil-2-metilfenol) (CANBEK et al. , 2008).

H3

CH;

Carvacrol € reconhecido como um aditivo seguro para alimentos e agente aromatizante
em bebidas e goma de mascar (OLIVEIRA et al., 2014). Em ratos, o carvacrol é rapidamente
metabolizado e excretado. A principal via metabdlica ¢ a esterificacdo do grupo fenoélico com
acido sulfarico e acido glicurénico. Outra via é a oxidacdo do grupo metil terminal para
alcoois primarios. Apds 24 horas, apenas quantidades muito pequenas de carvacrol ou seus
metabdlitos podem ser encontrados na urina, indicando uma excre¢do quase completa dentro
de um dia (AUSTGULEN et al., 1987).

Um nuamero significativo de efeitos biolégicos tem sido descrito para o carvacrol, por
exemplo, antimicrobiano (BEN et al., 2006), vasorrelaxante (SILVA-FILHO et al., 2011),
anti-inflamatoério e antinociceptivo, antitrombdtico (ENOMOTO et al., 2001), inibidor da
acetilcolinesterase (JUKIC et al., 2007), ativador de PPAR o e y (receptor ativado por
proliferacdo de peroxissomos) (HOTTA et al., 2010), gastroprotetor (OLIVEIRA et al., 2012;
SILVA et al 2012). Importante salientar que nao existe na literatura dados sobre o carvacrol
incorporado em B-ciclodextrina na atividade gastroprotetora.

Adicionalmente, a atividade anti-inflamatoria topica do carvacrol tem sido relatada em
edema de orelha induzido por 6éleo de Croton argyrophylloides Muell. Arg. (SOSA et al.,
2005), além da sua atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres, 0 que poderia
reduzir o estresse oxidativo e a inflamacdo (GUIMARAES et al., 2010; YANISHLIEVA et

al., 1999). Plectranthus amboinicus Lour, cujo principal composto quimico é o carvacrol,
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apresentou atividade anti-inflamatdria significativa no modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos, através da inibicdo da permeabilidade vascular, o que pode
estar relacionado com a inibic¢do da ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e reducédo do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a)) (CHIU et al., 2011).

Em um estudo que tinha como objetivo investigar os efeitos do carvacrol sobre lesdes
pulmonares agudas induzidas por lipopolissacarideos em camundongos, foi observado que
este melhorou a sobrevida atenuando a lesdo, e 0s mecanismos anti-inflamatorios podem ser
decorrentes da sua capacidade de inibir o fator nuclear kappa B (NF-kB) e as vias de
sinalizacdo de proteinas-quinases ativadas por mitégenos (MAPKS), inibindo assim a
producdo de citocinas inflamatdrias, como 0 TNF-a, IL-6 e IL-1B (FENG ; JIA, 2014).

O carvacrol se mostrou um monoterpeno com potencial para o tratamento de doengas
dolorosas faciais e dentarias e afeccdes inflamatorias, considerando que este € capaz de atuar
de forma efetiva sobre dois eventos importantes associados ao processo inflamatério, como o
edema e a infiltracdo de leucdcitos, bem como parece atuar na aceleracdo do processo de
reparo e cicatrizacdo de lesdes gastricas (GUIMARAES et al., 2012). Em outro estudo foi
relatado que este monoterpeno possui a capacidade de estimular a apoptose em células
cancerosas da prostata (HOTTA; NAKATA, 2010).

A aplicacéo local de gel dental com carvacrol isolado de alecrim pimenta (Lippia
sidoides Cham) impediu a reabsorcdo dssea alveolar e teve um efeito antimicrobiano e anti-
inflamatorio na periodontite experimental (BOTELHO et al., 2008). Um estudo utilizando
uma nanoemulsdo de carvacrol, demonstrou que possuia a capacidade em inibir o crescimento
de cepas de leveduras, Zygosaccharomyces bailii, Saccharomyces cerevisiae, Brettanomyces
bruxellensis e Brettanomyces naardenensis, e que esse efeito era dependente da concentracao
de carvacrol (CHANG; MCLANDSBOROUGH; MCCLEMENTS, 2013).

Uma das grandes dificuldades tecnologicas em relagcdo aos monoterpenos, tais como o
(-)-linalol e o carvacrol, é a sua preservacao durante o processamento e a estocagem, devido a
sensibilidade ao calor e a oxidacdo, além de serem altamente volateis. Apresentam fraca
solubilidade em agua e suas propriedades farmacoldgicas tém uma meia-vida curta, limitando
sua utilizacdo em patologiass dolorosas (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013), porém, varias
abordagens vém sendo utilizadas para melhorar as propriedades farmacéuticas dos
monoterpenos, incluindo o encapsulamento molecular (compostos de inclusdo) ou
vetorizagdo, que promovem a estabilidade e liberagcdo controlada dos materiais inclusos
(HADARUGA, 2012; CHALLA et al., 2005). Dessa forma, as ciclodextrinas (CDs)

constituem uma nova classe de excipientes farmacéuticos, com capacidade para formar
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complexos de inclusdo reversiveis com moléculas apolares. Este fato se deve a interagdo de
regibes hidrofobicas das moléculas de monoterpenos com a cavidade central das CDs
(RUKTANONCHAI et. al., 2011; LI et. al., 2007).

1.6 Ciclodextrinas (CDs)

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos formados por unidades de D-
glucopiranose unidas por ligagdes glicosidicas a(1,4), sendo obtidas pela degradacao
enziméatica do amido por alguns micro-organismos (PINHO et al., 2014; LOFTSSON;
DUCHENE, 2007). As CDs formam complexos de inclusio supramoleculares do tipo
hospedeiro/hospede (“host/guest”) (ABARCA et al., 2016; DEL VALLE, 2004). Foram
caracterizadas estruturalmente e quimicamente em meados da década de 70 e sua primeira
patente foi registrada em 1953. Figuram na lista de compostos seguros publicada pela Food
and Drug Administration-FDA, 6rgdo norte-americano responsavel pelo controle de
alimentos, drogas e outros suplementos (DEVI et al, 2010).

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC),
numerosos farmacos de importancia clinica tém as ciclodextrinas presentes na sua
composicdo, tais como as cefalosporinas, piroxicam e &cido tiaprofénico (SZEJTLI, 2005). As
CDs (Figura 3) obtidas com maior rendimento sdo comumente conhecidas como CDs naturais
e contém seis, sete ou oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrina (aCD),
B-ciclodextrina (BCD) e y-ciclodextrina (yCD), respectivamente (PINHO et al., 2014; SA
BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008).

A escolha das CDs como excipiente farmacéutico € motivada pelo fato de melhorar a
solubilidade e por diminuir a toxicidade causada pelas substancias (CEBORSKA et al, 2013;
DEVI et al, 2010). Além disso, outra vantagem de complexar compostos as CDs consiste no
aumento da biodisponibilidade, permitindo que a substincia complexada alcance
concentragBes terapéuticas nos fluidos bioldgicos com uma farmacocinética desejavel
(CEBORSKA et al, 2013; SEGURA-SANCHEZ et al, 2009). Sdo capazes de proteger as
substancias da degradacdo do meio externo (CIOBANU et al, 2012; MOYA-ORTEGA et al,
2012), reduzir a volatilidade (CIOBANU et al, 2012) e conferir estabilidade quimica e fisica
(DEVI et al, 2010), além disso, diminui as chances de polimorfismo (CEBORSKA et al,
2013).
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Figura 3: Representagdo esquematica da o-CD, B-CD e y-CD (esquerda para a direita) e
representacdo esquematica do aspecto truncado da CD/software Chem3D Pro 12.0 (PINHO et al.,
2014)

Cavidade
hidrofébica

Superficie
hidrofilic

A forca motriz que favorece a encapsulagdo molecular, consiste na substituicdo das
moléculas de agua, que possuem elevada entalpia por moléculas hospedes de menor entalpia.
Trata-se de um processo energeticamente viavel por promover uma alteracdo favoravel de
entalpia, aumento de entropia e reducdo da energia total do sistema, fatores que contribuem
para 0 aumento da estabilidade do complexo formado (ABARCA et al., 2016). InteracOes
eletrostaticas de Van der Waals, interacdes hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, também
contribuem para formacéao e estabilizacdo dos complexos de inclusdo (LYRA et al., 2010).
Contudo, o requisito minimo para que se forme o complexo é a compatibilidade de tamanhos
e geometrias entre a cavidade da ciclodextrina e a molécula hdspede. Esta compatibilidade de
tamanhos pode ndo corresponder ao tamanho da molécula a ser complexada. Ha casos em que
apenas uma parte da estrutura do hdspede fica incluida na cavidade. A polaridade desse
segmento é um fator condicionante da formagédo do complexo (CABRAL MARQUES, 2010;
GUEDES et al., 2008).

A formacdo de complexos de inclusdo altera significativamente as caracteristicas da
molécula complexada, estas alteracdes incluem modificacBes na reatividade quimica,
diminuicdo da volatilidade, melhoria na solubilidade, estabilizacdo da sensibilidade a luz,
calor e oxidacdo, protecdo da degradacdo por micro-organismos, mascaramento de corantes
ou pigmentos (VENTURINI, 2008).
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Vérios trabalhos ja realizaram a complexacdo de diversos produtos naturais,
principalmente compostos ndo-polares, tais como 6leos essenciais € monoterpenos, em [3-
ciclodextrina (NASCIMENTO et al., 2015; SANTOS et al., 2015; SIQUEIRA-LIMA et al.,
2014; QUINTANS-JUNIOR et al., 2013). Em um estudo sobre a atividade antinociceptica do
(-)-linalol e (-)-linalol complexado em [-ciclodextrina (LIN-BCD), ambos apresentaram
atividade antinociceptiva no modelo animal de hiperalgesia muscular crénica inflamat6ria em
camundongos, em todas as doses testadas, tendo o LIN-B-CD atividade prolongada em
relacdo a substancia isolada, sugerindo que a complexacdo produziu uma melhoria
significativa na acdo terapéutica (NASCIMENTO, 2014).

Em outro estudo sobre a dor no céancer, carvacrol complexado em B-ciclodextrina
(CARV-BCD) foi administrado (50 mg/kg;v.0) em ratos com tumor na pata traseira e foi
capaz de reduzir a hiperalgesia durante 24 h, ao contrario do carvacrol ndo complexado (100
mg/kg, v.0), que promoveu reducdo de hiperalgesia por apenas 9 h. A administracdo em dias
alternados do complexo CARV-BCD (12,5 e 50 mg/kg, v.0) reduziu a hiperalgesia diferente
do carvacrol isolado que ndo causou alteragdes significativas nas respostas nociceptivas. Estes
resultados evidenciam que a encapsulacao de carvacrol em B-ciclodextrina pode ser util para o
desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas para o manejo da dor (GUIMARAES et al.,
2015) e outras patologias.

Portanto, com base nos resultados ja encontrados na literatura sobre monoterpenos e
sua incorporacdo em complexos de inclusdo, e sabendo que ndo foram encontrados estudos
sobre 0 possivel efeito gastroprotetor do (-)-linalol ou de seu complexo com B-ciclodextrina
(LIN-BCD), bem como do carvacrol incorporado em B-CD (CARV-BCD) em modelos de
Ulceras experimentais agudas ou crénicas em roedores, o presente estudo buscou determinar o
possivel efeito gastroprotetor e cicatrizante destes monoterpenos nao complexados e
incorporados em B-ciclodextrinas, assim como 0s mecanismos de a¢do envolvidos no efeito
evidenciado, podendo, futuramente, se tornarem moléculas promissoras no desenvolvimento

de novas propostas terapéuticas para o tratamento de Ulceras gastricas.
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CAPITULO 2

B-CICLODEXTRINA REFORCA O EFEITO
I GASTROPROTETOR DO (-)-LINALOL, UM MONOTERPENO
PRESENTE NO OLEO ESSENCIAL DE Aniba roseadora Ducke,

EM MODELOS DE LESOES GASTRICAS

Este capitulo corresponde ao artigo (short communication) publicado no
periddico internacional Naunyn-Schmiedeberg's Archives of Pharmacology
(Fator de Impacto 2,471; Qualis B1 Biotecnologia).
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RESUMO

(-)-Linalol, um monoterpeno constituinte de diversos 6leos essenciais possui atividades anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antimicrobiana ja comprovadas. A fraca estabilidade quimica
e meia-vida curta impedem as aplicagdes clinicas de Oleos essenciais e monoterpenos,
incluindo o (-)-Linalol. No entanto, B - ciclodextrina (B-CD) é usada para aumentar a
solubilidade, estabilidade e melhorar os efeitos farmacol6gicos dos compostos lipofilicos.
Neste estudo, as atividades gastroprotetora do (-)-Linalol (LIN) e do Linalol incorporado em
complexo de inclusdo contendo PB-ciclodextrina (LIN-BCD) foram avaliadas usando os
modelos de Ulceras gastricas agudas e cronicas em roedores. LIN e LIN-BCD demonstraram
forte atividade gastroprotetora (p<0,001). O complexo LIN-BCD revelou que o efeito
gastroprotetor foi significativamente melhorado, quando comparado com LIN néo
complexado, sugerindo que essa melhora esteja relacionada ao aumento da sua solubilidade e
estabilidade, bem como pela potencializacdo do perfil antioxidante deste monoterpeno. Em
conjunto, 0s nossos resultados sugerem que a B-CD pode representar uma ferramenta
importante para a melhoria da atividade gastroprotetora do (-)-linalol e outros compostos
insollveis em agua.

Palavras Chaves: Linalol. B-ciclodextrina. Danos gastricos. Etanol. Acido acético.

2.1 Introducéo

As ulceras gastricas configuram-se como lesdes na mucosa estomacal decorrentes do
desequilibrio entre os fatores defensivos e fatores agressivos no trato digestivo (LI et al.,
2014). A incidéncia de Ulcera gastrica € aumentada devido ao estresse, tabagismo,
alcool,infeccdo por Helicobacter pylori e a ingestdo de anti-inflamatorios nao-esteroidais
(VONKEMAN et al., 2007; SOWNDHARARAJAN; KANG, 2013). A terapia de Ulcera
gastrica enfrenta uma grande desvantagem, porque a maior parte dos medicamentos
atualmente disponiveis no mercado, mostram eficacia limitada contra as doencas gastricas e
sdo frequentemente associados a graves efeitos colaterais (MOTA et al.,2009). Os produtos
naturais, do ponto de vista molecular, sdo bastante diversificados, 0 que representa novas
possibilidades de investigacdo e descoberta de atividades bioldgicas favoraveis ao tratamento
e prevencdo desta doenca.

O (-)-Linalol (LIN) é um dos enantidmeros do monoterpeno Linalol, constituinte de

varios 0Oleos essenciais, obtidos de espécies vegetais como Aniba roseadora Ducke (Sampaio
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et al. 2012), Piper crassinervium Kunth, Croton cajucara Benth, Hyssopus officinalis L,
dentre outras (BAKKALLI, et al., 2008). Tem demonstrado varias atividades farmacologicas
promissoras, tais como moduladora do SNC, atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria em
modelos animais (PEANA et al., 2003; PEANA et al., 2002) e reducdo da alodinia em
modelos de dor neuropatica (BERLIOCCHI et al., 2009). Adicionalmente, demonstrou
atividade antinociceptiva e modulacdo glutamatérgica mediada por mecanismos centrais, com
envolvimento dos sistemas opidide, dopaminérgico e colinérgico (BATISTA et al., 2010;
BERLIOCCHI et al., 2009; PEANA et al., 2004; PEANA et al., 2006).

Este monoterpeno é de extrema importancia para as industrias de cosméticos e
alimenticios, uma vez que € utilizado, como fixador de fragrancias (BAKKALI, et al., 2008),
foi aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) como “GRAS” (geralmente
reconhecido como seguro), substancias utilizadas como especiarias e aditivos alimentares.
Além disso, um estudo toxicolégico agudo demonstrou que o pré-tratamento com o (-)-linalol
em dose de até 375 mg/kg, por 5 dias, ndo produziu efeitos toxicos em ratos (KAMATOU;
VILJOEN, 2008).

Apesar dos beneficios supracitados, o LIN, assim como os monoterpenos em geral,
exibe baixa solubilidade em A&gua, alta volatilidade e curta meia vida plasmatica
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2013), desta forma a incorporagio em ciclodextrinas (CDs),
especialmente a -CD, vem se destacando como uma ferramenta importante para melhorar as
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de diversos monoterpenos (BRITO et al. 2015;
OLIVEIRA et al. 2015).

Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos sobre o possivel efeito
gastroprotetor do LIN ou de seu complexo com B-CD (LIN-BCD), em modelos de ulceras
experimentais aguda ou crénica em roedores. Desta forma, o presente estudo buscou avaliar o
potencial deste monoterpeno nas formas livre e complexado, assim como 0S possiveis

mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos evidenciados.

2.2 Materiais e Métodos

Neste estudo utilizamos o monoterpeno (-)-Linalool ndo complexado ou incorporado
em complexo de inclusdo em B-ciclodextrina, fornecido pelo Professor Dr. Lucindo José
Quintans-Junior do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Sergipe. A preparacdo do complexo (-) - linalol / beta-CD foi realizada previamente de acordo

com um estudo anterior (Menezes et al. 2014).
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2.2.1 Animais

Foram mantidos camundongos swiss (25-30 g) e ratos Wistar (180-220 g) fémeas, sob
condicBes controladas (24 £ 1 ° C, ciclo escuro/luz de 12 horas), com alimento e agua ad
libitum. Eles foram mantidos em jejum durante 18 h e depois aclimatizados ao ambiente de
teste 2 h antes de cada experiéncia. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos
diferentes. No modelo de lesbes gastricas induzidas pelo acido acético, os animais foram
anestesiados com cetamina e cloreto de xilazina (50 e 5 mg/kg, i.p., respectivamente). Ap6s
procedimentos experimentais, os animais foram eutanaziados com tiopental sodico (100
mg/kg, i.p.). Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil (CEEA-PI nimero
096/14).

2.2.2 Ulcera Gastrica induzida por etanol absoluto em Camundongos

As lesdes gastricas agudas foram induzidas em camundongos por via oral (0,2 mL /
animal) de etanol absoluto (Robert et al. 1979). Veiculo (NaCl 0.9%, 10 mL/kg), (-)-Linalol
(LIN) ou (-)-Linalol-BCD (LIN-BCD) (5; 10; 20 or 40 mg/kg), ou carbenoxolona (100
mg/kg). Foram administrados oralmente 1 hora antes da aplicagdo do agente ulcerogénico. Os
animais foram eutanasiados 30 minutos ap6s a administracdo do etanol e os estbmagos foram
removidos e abertos ao longo da curvatura maior. A area de lesGes gastricas foi medida
usando o Imagel-NIH®. A é&rea da lesdo foi calculada como se segue: Area da lesdo (em
percentagem) area da lesdo (em milimetros quadrados) x 100 / &rea total (em milimetros
guadrados) (Bhargava and Gupta and Tangri, 1973).

2.2.3 Atividade Antioxidante

Para esses protocolos, a menor dose de (-) - linalol ndo complexado e com atividade
gastroprotetora significativa foi utilizada. As menor dose com atividade gastroprotetora no
protocolo de ulcera induzida pelo etanol, foi utilizadas para avaliar sua poténcia quando
incorporado em B-ciclodextrina. Ambos os estdbmagos removidos dos animais do grupo sham
e dos grupos tratados oralmente com o veiculo, LIN ou LIN-pCD (10 mg/ kg), foram

utilizados para quantificar os seguintes parametros:
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Analise dos grupos sulfidrilicos ndo-proteicos: Os niveis reduzidos dos grupos sulfidrilo ndo
proteicos (NP-SH) foram estimados de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay
(1968). Os niveis de grupametos sulfidrilos ndo proteicos da mucosa gastrica foram
determinados em homogeneizados de tecido de estbmago com reacgdo de Ellman utilizando
acido 5'5'-ditio-bis-2-nitrobenzoéico (DTNB). Os resultados em NP-SH foram expressos em

microgramas por grama de proteina de tecido estomacal

Determinacao da atividade da mieloperoxidase: A extensdo da acumulacdo de neutréfilos na
mucosa gastrica foi medida a partir da avaliacdo da atividade da MPO como anteriormente
descrito (Bradley et al., 1982). As medidas foram realizadas em amostras gastricas e a reacdo
entre a amostra e HTAB (brometo de hexadeciltrimetilamonio) e Seguido por o-dianisidina.

Os resultados sdo expressos em unidades de MPO por miligrama (U/mg) de tecido.

Analise de malondialdeido

A concentracdo de peroxidacao lipidica mucosa gastrica foi determinada através da estimativa
do malondialdeido (MDA). Os homogeneizados de cada grupo, foram medidos utilizando o
método de Mihara e Uchiyama (1978), que se baseia na reacdo com acido tiobarbitdrico. Os

resultados foram expressos em nanomol de MDA por miligrama de tecido (nmol/g de tecido).

2.2.4 LesBes Gastricas induzidas por Acido Acético

Ratos fémeas Wistar (n = 5) foram colocados em jejum por 18 h e depois anestesiados
com cetamina e xilazina, a cavidade abdominal foi aberta (uma incisdo de aproximadamente 2
cm) e o estdbmago foi exposto. Para induzir a Glcera gastrica, utilizou-se um tubo de vidro de 8
mm de didmetro e 2 cm de comprimento, em contato com a serosa do estbmago para limitar a
area da lesdo. Adicionaram-se setenta microlitros de &cido acético a 80% ao tubo, que
permaneceu em contato com a serosa do estbmago durante 1 min. Depois de remover o acido
acético com a ajuda de uma pipeta automatica, lavou-se o local com solucdo salina (Okabe, et
al., 1972). O estdmago foi acomodado na cavidade abdominal, e a regido abdominal foi
suturada. Um dia ap6s a indugédo da ulcera, iniciou-se o tratamento oral didrio com veiculo,
cimetidina (100 mg/kg) ou LIN ou LIN-BCD (40 mg/kg) durante 14 dias. Apos o tratamento
crénico, os animais foram eutanaziados e o estdbmago foi removido (aberto na maior
curvatura), lavado com agua destilada e esticado para medir a area ulcerada (com a ajuda de

um compasso). O calculo da area ulcerada (Em milimetros quadrados) foi realizada medindo
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0 comprimento x altura; O volume da Ulcera (em milimetros cubicos) foi calculado medindo a

area ulcerada x profundidade da Ulcera (Potrich et al., 2010).

2.2.5 Analise Estatistica

Os resultados estao expressos como média + SEM. A significancia estatistica para as
diferencas entre os grupos foi calculada por analise de variancia (ANOVA) e p0s teste de
Tukey utilizando o software GraphPad Prism™ 5.0 (San Diego, CA,USA). As diferencas

entre os grupos foram consideradas significativas para p<0.05.

2.3 Resultados

2.3.1 Efeito do (-)-Linalol e (-)-Linalol-BCD sobre lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto

A administracao de etanol absoluto aos animais que foram previamente tratados com
veiculo produziu grande porcentagem de area ulcerada (15,58 + 0,8%). LIN apresentou efeito
gastroprotetor significativo nas doses de 10 (2,26 + 0,54%), 20(3,7 £ 1,19%) e 40 (1,66 *
0,44%) mg/kg, obtendo-se uma gastroprotecdo de 85,50; 76,26; e 89,35%, respectivamente,
em relacdo aos animais tratados com veiculo. A dose de 5 mg/kg (13,97 + 1,50%) néo
reduziu as lesGes gastricas quando comparado ao veiculo. Lin-BCD nas doses de 5
(6,74+1,5%), 10 (1,54+0,68%), 20 (2,52+0,07%) e 40 (0,9+0,19%) mg/kg foi capaz de
reduzir a area de lesbes gastricas em 56,74; 90,11; 83 e 94,2%, respectivamente,
demonstrando que possivelmente a complexacdo melhora sua atividade gastroprotetora. Os
animais que receberam carbenoxolona (100 mg/kg) tiveram a area de lesdo reduzida em
93,92% (4,68 + 0,68%) (FIGURA 1).
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FIGURA 4: Efeito do LIN e (-)-LIN-BCD nas doses de 5, 10, 20 ¢ 40 mg/kg e da carbenoxolona (100 mg/kg) no
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo veiculo (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).

PARTICIPACAO DOS GRUPOS SULFIDRILICOS NAO- PROTEICOS (NP-SH) NO
EFEITO GASTROPROTETOR DO (-)-LINALOL E (-)-LINALOL-BCD NO MODELO DE
ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO.

A administracdo de etanol reduziu o conteudo gastrico de grupamentos sulfidrilicos
ndo proteicos (NP-SH) nos animais pré-tratados com veiculo (302,86+£27 ug/g proteina;
p<0,05) quando comparado ao grupo sham (425,56+38 pg/g proteina). O pré-tratamento com
LIN na dose de 10 mg/kg ndo alterou os niveis do contetido gastrico de NP-SH (221,98+11
Hg/g proteina) quando comparado ao grupo que recebeu apenas veiculo antes da inducdo de
Glcera por etanol absoluto. Diferentemente o LIN-BCD na dose de 10 mg/kg exibiu um
aumento significativo do contetdo gastrico de NP-SH (454,22+24 ug/g proteina; **p<0,01)
quando comparado ao veiculo (Tabela 1).
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Tabela 1: Atividade antioxidante LIN e LIN-BCD na mucosa do estdmago de camundongos
submetidos a leséo gastrica por etanol.

TRATAMENTO NP-SH MPO MDA
DOSE (1g/g de proteina) (U/mg de tecido) (nmol/g de
(mg/kg) tecido)
Sham 425,56+38 * 2,700, 7** 85,62+3,3*
Veiculo 302,86+27 7,13£1,2 114,40+5,5
LIN 40 mg/kg 221,98+ 11 1,66+0,7*** 75,79+4,3**
LIN-BCD 40 454,22+24** 0,88+0,3*** 78,47+11,0**
mg/kg

Os dados sé@o analisados por ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey e expressos
como média £ SEM. * P <0,05. ** P <0,01. *** P <0,001

AVALIACAO DA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO) NO EFEITO
GASTROPROTETOR DO ()-LINALOL E (-)-LINALOL-BCD NO MODELO DE
ULCERA INDUZIDA POR ETANOL ABSOLUTO.

A atividade da MPO nos estdbmagos dos animais pré-tratados com veiculo (7,13+1,2
U/ mg de tecido; **p<0,01) foi significamente maior quando comparado ao grupo sham
(2,7£0,7 U/ mg de tecido). Nos estbmagos pré-tratados com LIN (1,6 +0,7 U/ mg de tecido;
***p<0,001) e LIN-BCD (0,8+0,3 U/ mg de tecido ***p<0,001) ambos na dose de 10mg/kg
demonstraram uma reducdo na atividade da MPO quando comparado ao controle ulcerado
(Tabela 1).

ENVOLVIMENTO DA PEROXIDACAO LIPIDICA NO EFEITO GASTROPROTETOR
DO (-)-LINALOL E (-)-LINALOL-BCD NO MODELO DE ULCERA INDUZIDA POR
ETANOL ABSOLUTO.

A peroxidagdo lipidica nos estdmagos pré-tratados apenas com veiculo (114,4+6
nmol/g de tecido) foi maior quando comparado ao grupo ndo ulcerado (sham) 85,63 nmol/g
de tecido. LIN e LIN-BCD na dose de 10 mg/kg foram capazes de reduzir a peroxidagdo
lipidica em 75,74 (**p<0,01) e 78,4+11(**p<0,01) respectivamente (Tabela 1).

EFEITO DO (-)-LINALOL E (-)-LINALOL- BCD SOBRE ULCERAS GASTRICAS
INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO

No modelo de lesdes gastricas induzidas por acido acético, o tratamento oral por 14
dias consecutivos demonstrou que tanto o LIN quanto LIN-BCD aceleram a cicatrizagdo da
Ulcera géstrica cronica em ratos. Como pode ser visto nas figuras 5 e 6, LIN e LIN-BCD na

dose de 40 mg/kg diminuiram significativamente a area da lesdo ulcerativa 48%(67,1+5,7) e
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83% (21+7,9), respectivamente, em compara¢do ao grupo veiculo (131,2+17), sendo que 0
LIN-BCD produziu efeito cicatrizante superior ao Linalol ndo complexado. Cimetidina
também foi capaz de reduzir de maneira significativa a area de lesdo (64%; 47,8+13). No
tratamento com veiculo, LIN e LIN-BCD ou cimetidina durante os 14 dias ndo ocorreu

mortalidade.
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Figura 5: Efeito de (-)- Linalol livre e complexado sobre lesbes gastricas induzidas por acido acético
(80%) em ratos. Os animais foram tratados por via oral com veiculo, LIN e LIN-BCD (40 mg/kg) ou
cimetidina (100 mg/kg), durante 14 dias. p <0,005*;p < 0,001*** quando comparado ao controle. Os
dados estdo expressos como média + e.p.m. ANOVA one-way seguido do teste de Tukey. Imagens
ilustrativas dos estdmagos (setas indicaram a area de Ulcera): (A) veiculo; (B) LIN 40 mg/kg; (C) LIN-
BCD 40 mg/kg; (D) cimetidina 100 mg/kg. Barra de escala =5 mm.
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2.4 Discussao

O etanol absoluto promove lesbes necroticas de maneira multifatorial na mucosa
géstrica, ocorrendo liberagdo de anions superdxido e radicais livres que levam a um aumento
da peroxidacdo lipidica resultante do metabolismo do etanol. No modelo de Ulcera gastrica
induzida por etanol tanto o (-)-Linalol ndo complexado (LIN), como na forma complexada em
B-Ciclodextrina (LIN-BCD) demonstraram uma redugdo acentuada da area de lesdo gastrica,
melhorando a resposta farmacoldgica em doses menores, além de promover aumento da
solubilidade e da estabilidade, demonstrando que p-ciclodextrina aumentou
consideravelmente o efeito gastroprotetor do (-)-Linalol. As ciclodextrinas (CDs) representam
um dos sistemas encapsulantes mais simples para medicamentos, porque eles sdo altamente
sollveis em &gua, e melhoraram as propriedades fisico-quimicas e as propriedades
biofarmacéuticas, principalmente para 0s compostos ndo-polares, tais como a
biodisponibilidade e a irritacdo local de medicamentos (ARIMA et al., 2015). Assim, estas
caracteristicas das CDs tornam estas adequadas para aplicacbes em abordagens
farmacoldgicas para usos de terpenos, nos modelos avaliados.

Aleém disso, de acordo com estudos anteriores da eficiéncia da complexagao entre LIN
¢ B-CD no método de co-evaporacao é 85-92%, de modo que a dose utilizada neste estudo no
complexo LIN/B-CD (5 mg/ kg), a dose de LIN no complexo é de cerca de 0,05 mg/kg,
portanto, dez vezes menor e obtendo um efeito significativamente maior quando comparado
com ao LIN ndo complexado na dose de 5 mg/kg, a melhoria das propriedades farmacoldgicas
do LIN, incluindo a eficacia provavelmente é devido as propriedades descritas para as
ciclodextrinas, tais como uma maior biodisponibilidade, a estabilidade quimica do composto,
a protecdo contra a oxidacéo e por reduzir a volatilidade (ARIMA et al. 2015).

Estes dados corroboram com outros estudos com o Linalol incoporado em B-CD,
que sugerem que a B-CD pode representar uma ferramenta importante para a melhoria dos
perfis analgésico e anti-inflamatorio (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013) e anti-hiperalgesia
em modelos animais de fibromialgia com o aumento da expressdo da proteina Fos no controle
razoavel de areas de dor, como a substancia cinzenta periaquedutal e nicleo magno da rafe
(NASCIMENTO et al.,2014). Portanto, justifica-se que a complexacdo deste monoterpeno em
complexos de inclusdo contendo PB-ciclodextrina potencializa o perfil farmacologico do
mesmo, assim como foi observado em outros estudos de complexos de incluséo contendo
monoterpenos e BCD, que demostraram os beneficios da complexagdo na resposta
farmacologica em modelos experimentais de nocicepcdo e inflamacdo (MENESES 2012;
SERAFINI et al., 2012; QUINTANS et al., 2013; GUIMARAES et al., 2015).
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Apos a constatacdo da atividade gastroprotetora do LIN e LIN-BCD em modelos de
Glceras induzidas por etanol absoluto, investigou-se 0s possiveis mecanismos envolvidos
nesta acdo. Para isso, foram realizados protocolos para avaliar sua atividade antioxidante
devido aos radicais livres desempenharem um importante papel na patogénese da Ulcera
gastrica induzida por etanol absoluto, pois as mesmas promovem severas mudancas celulares,
conduzindo a morte celular.

Compostos sulfidrilas estdo significativamente implicados na manuntencdo da
integridade da mucosa gastrica, particularmente quando espécies reativas de oxigénio estdo
envolvidas na fisiopatologia do tecido lesado nos modelos de Ulceras gastricas induzidas por
etanol absoluto ou por isquemia e reperfudo (KIMURA et al., 2001). LIN nédo foi capaz de
alterar os nivéis de compostos sulfidrilas, no entanto LIN-BCD foi capaz de aumentar
significativamente esses nivéis, sugerindo que a incorporagdo deste monoterpeno em [3-
ciclodextrina melhora o perfil antioxidante deste monoterpeno.

Outro pardmetro que envolve a atividade antioxidante é a enzima mieloperoxidase
(MPO), que esta presente dentro dos lisossomos dos neutréfilos, podendo ser utilizada como
indice de infiltracdo de neutrofilos (KRAWISZ et al.,1984). LIN e LIN-BCD foram capazes
de diminuir os niveis de MPO, sugerindo que possivelmente interfiram diretamente na
reducdo da infiltragdo de neutrdfilos. A Ulcera gastrica também esta intimamente associada
com o estresse oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio, como por exemplo, a
peroxidacdo de lipidios, que pode ser mensurada por marcadores como o malondialdeido
(MDA). LIN e LIN-BCD foram capazes de reduzir a peroxidacdo lipidica de maneira
significativa, sugerindo que estejam agindo como varredores de espécies reativas de oxigénio.
Estes dados demonstram que a atividade gastroprotetora deste monoterpeno livre e
incorporado em B-ciclodextrina possivelmente esteja relacionada com o aumento da atividade
antioxidante.

No entanto, a importancia do estudo das lesGes agudas na espécie humana é pequena
comparada ao estudo das lesdes cronicas rescidivantes. Por conseguinte, é necessario verificar
a atividade do LIN e LIN-BCD em um modelo crénico como o de ulceras gastricas induzidas
por &cido acético (LAPA et al., 2003). Ja foi demonstrado que a aplicacéo de acido acético na
superficie da serosa de estdbmagos de ratos, resulta em ulceras muito semelhantes as
observadas em humanos em termos de localizacdo, severidade e cronicidade, bem como no
que diz respeito ao processo de cicatrizacdo (OKABE; PFEIFFER, 1972).

As Ulceras gastricas provocadas por &cido acético sdo induzidas por alteracdo de varios

fatores incluindo fatores de crescimento, aderéncia de muco, microcirculacao, éxido nitrico,
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citocinas, além da producdo de prostaglandinas derivadas da enzima ciclo-oxigenase-2
(KOBAYASHI et al., 2001; SHAHIN et al., 2001). Portanto, a cura da Glcera é um processo
complexo que envolve a migracéo e proliferacao de células epiteliais e inflamatdrias, a sintese
e degradacdo de moléculas da matriz extracelular e componentes de tecido conectivo, além da
sintese de fatores de crescimento e citocinas que, juntos fazem da cicatrizacdo um processo
bem orquestrado (TARNASWSKI et al., 1995).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que o tratamento dos animais
por 14 dias com a cimetidina reduziu significativamente a Ulcera gastrica induzida por acido
acético. De maneira semelhante, o tratamento com o LIN ou LIN-BCD também protegeram a
mucosa gastrica das lesbes causadas pelo &cido acético, sendo que LIN-BCD demonstrou
efeito gastroprotetor mais potente quando comparado ao LIN ndo complexado, revelando que
a inclusdo do monoterpeno em B-ciclodextrina melhora a sua resposta cicatrizante.

Interessantemente, a administracdo oral do LIN e LIN-BCD nas doses testadas nédo
provocou alteragdes que demonstrassem sinais de toxicidade nos animais tratados por 14 dias,
como morte ou alteracdo macroscopica no figado, estbmago, coracdo, pulméo, baco e rins
(dados ndo mostrados).

Os dados fornecem evidéncias para propor que tanto LIN ndo complexado, como
incorporado em complexos de inclusdo contendo [-ciclodextrinas tem uma possivel
aplicabilidade no tratamento de Ulceras gastricas agudas e cronicas. Estes efeitos parecem
estar relacionados com um aumento da atividade antioxidante. Assim, LIN-B-CD pode ser
uma alternativa interessante para o desenvolvimento biotecnologico de novas opcdes

terapéuticas para o tratamento de Ulceras gastricas.
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CAPITULO 3

B-CICLODEXTRINA MELHORA A RESPOSTA
| GASTROPROTETORA E ANTIOXIDANTE DO ;
. CARVACROL, UM MONOTERPENO PRESENTE NO |
. OLEO ESSENCIAL DE OREGANO EM MODELOS
ANIMAIS

Este capitulo corresponde ao artigo submetido ao periddico internacional
Chemico-Biological Interactions (Fator de Impacto 2,618; Qualis A2
Biotecnologia).
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RESUMO

Carvacrol € um monoterpeno fendlico constituinte do éleo essencial produzido por algumas
plantas aromaticas, tais como o cominho preto (Nigella sativa L.) e a manjerona (Origanum
majorana L.). Tem atividades biolégicas importantes como anti-inflamatoria e
antiulcerogénica. No entanto, a sua baixa solubilidade em agua, meia-vida curta e elevada
volatilidade podem limitar a sua utilizagcdo. As ciclodextrinas tém se destacado como uma
ferramenta importante para melhorar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas de varios
monoterpenos. O carvacrol incorporado em f-ciclodextrina (CARV-BCD) reduziu
significativamente as lesdes gastricas induzidas por etanol nas doses de 12,5; 25 e 50 mg/kg
(v.0), mostrando uma gastroproteccédo de 54, 82 e 87%, respectivamente, em comparagdo com
0s animais tratados com veiculo, este efeito foi superior em relacdo ao carvacrol na forma
ndo-complexada, mostrada em estudos anteriores de nosso grupo. Nas lesdes gastricas
induzidas por isquemia e reperfusdo, o indice de lesao foi reduzido em 68% na dose de 12,5
mg/kg (v.0) e em 81% na dose de 25 mg/kg (v.0). Neste modelo, 0 CARV-BCD mostrou alta
reducdo da area de lesdo gastrica e resposta efetiva em doses menores, quando comparado ao
seu resultado na forma ndo-complexada. Este efeito parece estar relacionado com a reducao
de 70% da atividade da mieloperoxidase por CARV-BCD (25 mg / kg), um aumento de 55%
na atividade da catalase, uma reducdo de 31% na peroxidagdo oxidativa, quando comparado
com o veiculo, sugerindo uma melhora na atividade antioxidante em relagdo ao carvcrol ndo
complexado. Na tentativa de elucidar os possiveis mecanismos envolvidos na melhora da
resposta gastroprotetora pelo complexo (CARV-BCD), os animais foram submetidos a
inducdo de lesdo géstrica por etanol apos pré-tratamento com L-NOARG ou glibenclamida,
revelando a participacdo do Oxido nitrico e dos canais de potassio sensiveis a ATP,
respectivamente. Deste modo, 0 CARV-BCD aumenta a atividade gastroprotetora em relacéo
ao carvacrol na forma ndo complexada, potencializando sua atividade antioxidante e 0s seus
fatores citoprotetores, o que o torna nesta forma, agente terapéutico consideravel para o
tratamento de Ulceras gastricas.

Palavras-chave: Carvacrol, B-ciclodextrina, atividade antiulcerogénica, antioxidante

3.1 Introdugéo

As Ulceras gastricas sdo prevalentes em todo o mundo, e estdo sendo consideradas um
problema de satde global [1], que atinge cerca de 5 a 10 % da populacdo mundial [2]. Essas
lesdes podem surgir quando ocorre sobreposi¢do de agentes agressores frente a uma mucosa

integra ou quando os mecanismos de defesa da mucosa tornam-se deficientes [3].
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A terapia antiulcera consiste em drogas supressoras do &cido gastrico, principalmente,
0s antagonistas dos receptores tipo 2 da histamina e inibidores da bomba de prétons [4]. No
entanto, nos casos de Ulceras ocasionadas por infeccdo por Helicobacter Pylori, é necessario
utilizar uma abordagem que consiste em antibidticos e inibidores da secre¢do gastrica [5].

Recentemente, varios estudos tém focado em novas abordagens para melhorar a
resisténcia da mucosa gastrica a lesdo. Uma variedade de compostos quimicos, ervas, extratos
de plantas e seus metabdlitos secundarios, como 0s monoterpenos, tém provado possuir
propriedades terapéuticas em modelos experimentais de Ulcera gastrica. O efeito
gastroprotetor destes compostos ou extratos tem sido atribuido a sua acdo anti-secretora,
citoprotetora, anti-inflamatoria e antioxidante [6,7].

O carvacrol (5-Isopropil-2-metilfenol/C1oH14,0, MM = 150,217 g/mol), um
monoterpeno presente nos 6leos essenciais produzidos pelas plantas aromaticas da familia
Lamiaceae [8], tem varios efeitos bioldgicos descritos, por exemplo, anti-inflamatério e
antinociceptivo [9], anti-cancer [10,11], gastroprotetor [12], antimicrobiano [13]. Além disso,
este monoterpeno é geralmente considerado seguro para o consumo e € aprovado pela Food
and Drug Administration para uso alimentar como um “GRAS” (geralmente reconhecido
como seguro). Algumas das aplicacgdes diretas de carvacrol na industria de alimentos estdo em
refrigerantes e goma de mascar [14,15].

Entretanto, uma das grandes dificuldades tecnoldgicas em relagdo aos monoterpenos
como o carvacrol, é a sua preservacdo durante o processamento e a estocagem, devido a
sensibilidade ao calor e a oxidacdo, aléem de serem altamente volateis. Entre as varias
estratégias empregadas para prolongar a estabilidade dos monoterpenos, modelar a cinética de
liberacdo e melhorar a absorcdo, destaca-se a microencapsulacdo, caracterizada por
encapsular sélidos ou liquidos dentro de matrizes ou sistemas reservatorios poliméricos,
formando complexos de inclusédo [16,17].

Ciclodextrinas (CDs) sdo uma familia de compostos feitos de moléculas de agucar
ligadas em conjunto por um anel ciclico que promove melhorias na solubilidade e na
biodisponibilidade de compostos polares, como os terpenos [17,18]. A presenca de grupos
hidroxilas primarios e secundarios sobre a parte exterior das CDs aumentam a solubilidade em
agua destes compostos e os complexos hdspede-hospedeiro correspondentes [19,20].

A capacidade das ciclodextrinas melhorarem as propriedades farmacoldgicas dos
compostos apolares tais como 0s monoterpenos, tem sido descritas por estudos que destacam
um aumento da biodisponibilidade dos compostos ativos, mesmo em doses mais baixas do

gue quando o composto € administrado na forma ndo complexada [21,22,23,24,25].
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Até o presente momento ndo existem dados na literatura sobre a atividade
gastroprotetora em modelos de Ulceras gastricas do carvacrol associado com B-ciclodextrina
em roedores. Além disso, nosso estudo foi desenhado para investigar se o carvacrol
incorporado em B-ciclodextrina (CARV-BCD) poderia melhorar as respostas na atividade
gastroprotetora, bem como elucidar os possiveis mecanismos envolvidos, quando comparado
ao estudo anterior deste monoterpeno na forma ndo complexada, também realizado pelo nosso

grupo de pesquisa [12].

3.2 Metodologia

Neste estudo foi utilizado o monoterpeno carvacrol complexado em B-ciclodextrina,
fornecido pelo Professor Dr. Lucindo José Quintans—Junior, do Departamento de Fisiologia
da Universidade Federal de Sergipe. A Preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica do
complexo de carvacrol/B-ciclodextrina (CARV-BCD) foi realizada de acordo com estudos

anteriores [16].

3.2.1 Animais

Foram mantidos camundongos swiss (25-30 g) e ratos Wistar (180-220 g) fémeas, sob
condigdes controladas (24 £ 1 ° C, ciclo escuro/luz de 12 horas), com alimento e &gua ad
libitum. Eles foram mantidos em jejum durante 18 h e depois aclimatizados ao ambiente de
teste 2 h antes de cada experiéncia. Os animais foram aleatoriamente divididos em grupos
diferentes. No modelo de lesdes gastricas induzidas pelo acido acético e por isquemia e
reperfusdo, os animais foram anestesiados com cetamina e cloreto de xilazina (50 e 5 mg/Kkg,
i.p., respectivamente). ApoOs procedimentos experimentais, os animais foram eutanasiados
com tiopental sodico (100 mg/kg, i.p.). Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil
(CEEA-PI niumero 096/14).

3.2.3 Ulcera Gastrica induzida por etanol absoluto em Camundongos
As lesBes gastricas agudas foram induzidas em camundongos por via oral (0,2

mL/animal) de etanol absoluto [26]. Veiculo (NaCl 0.9%, 10 mL/kg), CARV-BCD (12,5; 25

e 50 mg/kg), carbenoxolona (100 mg/kg) ou ciclodextrina (50 mg/kg). Foram administrados
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oralmente 1 hora antes da aplicacdo do agente ulcerogénico. Os animais foram eutanaziados
30 minutos apds a administracdo do etanol e os estdmagos foram removidos e abertos ao
longo da curvatura maior. A area de lesdes géastricas foi medida usando o ImageJ-NIH®. A
area da lesdo foi calculada como se segue: Area da lesdo (em percentagem) area da lesdo (em
milimetros quadrados) x 100 / area total (em milimetros quadrados) [27].

3.2.4 Ulcera Gastrica induzida por Isquemia e Reperfusdo em ratos

Ratos wistar (n =5 animais/grupo) foram tratados por via oral com o veiculo, N-
acetilcisteina (NAC 200 mg/kg) ou CARV-BCD (6,25; 12,5 e 25 mg/kg). Depois de 30
minutos os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (50
mg/kg e 5,0 mg/kg, i.m., respectivamente). Os animais foram submetidos a 30 minutos de
isquemia induzida pela oclusio da artéria celiaca por um “clamp” microvascular e seguido por
uma reperfuséo de 1 hora [28]. A seguir, 0s animais foram eutanasiados, seus estdmagos
foram removidos, abertos ao longo da curvatura maior e a area de lesbes gastricas foi medido

por planimetria como descrito anteriormente.

3.2.5 Atividade Antioxidante do Complexo (Carv-Bcd)

Para esses protocolos foi utilizada como parametro a melhor dose (25 mg/kg) do
carvacrol na forma ndo complexada (CARV) administrada oralmente, com atividade
gastroprotetora significativa nos modelos de lesdo gastrica por etanol e por
isquemia/reperfusédo, objetivando avaliar a melhora do perfil gastroprotetor do mesmo quando
incorporado em B-ciclodextrina.

Os estdmagos removidos dos animais veiculo e tratados com CARV-BCD (25 mg/kg),
submetidos a lesdo gastrica no protocolo de etanol foram usadas para analisar os seguintes
parametros: atividade da mieloperoxidase [29]; andlise do envolvimento dos grupos

sulfidrilicos ndo proteicos [30]; analise do malondialdeido[31], atividade da catalase [32].
3.2.6 Determinacgéo do conteudo de Muco na parede Gastrica
Segmentos glandulares dos estbmagos retirados de ratos submetidos a ligadura do

piloro (veiculo, CARV-BCD 25 mg/kg e carbenoxolona 100 mg/kg, via intraduodenal) (n =5

animais/grupo) foram pesados e transferidos para 7 mL de solucdo de Alcian blue 0,1%
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(acetato de s6dio/HCI 0,05 M, pH 5,8 em solucéo aquosa de sacarose 0,16 M) e incubados por
2 horas em temperatura ambiente. O corante foi retirado através de duas lavagens sucessivas
de 15 e 45 minutos em solugdo aquosa de sacarose 0,25 M. O corante aderido ao muco da
parede gastrica foi extraido por imersdo em 5 mL de 0,5 M de cloreto de magnésio por 2
horas com 1 minuto de agitacdo a cada 30 minutos. Em seguida, uma amostra de 4 mL do
extrato azul foi agitada vigorosamente com volume igual de éter etilico e a emulséo resultante
foi centrifugada a 3.000 rpm/10 minutos. A fase aquosa foi separada e a absorbancia de cada
amostra foi lida a 598 nm em um espectrofotdmetro visivel. A quantidade de mucina foi

expressa em pg do Alcian blue extraido por peso (g) de tecido glandular do estémago [33].

3.2.7 Avaliacio do papel do Oxido Nitrico (NO), canais de Potéassio sensiveis ao ATP (Katp)

Para estudar os possiveis mecanismos de acdo, foram utilizados camundongos Swiss
(n =5 animais/grupo). Os experimentos foram realizados utilizando-se CARV-BCD (25
mg/kg) e as seguintes ferramentas farmacoldgicas: L-NOARG, um inibidor da atividade da
NO-sintase (70 mg/kg, i.p.) [34], glibenclamida, um bloqueador dos canais Katp (5 mg/kg,
i.p.) [35]. Veiculo, L-NOARG ou glibenclamida foram administrados 30 min antes da
administracdo de veiculo, CARV-BCD (25 mg/kg, v.0.), L-arginina (600 mg/kg, i.p.) ou
diazoxido (3 mg/kg, i.p.). Apés 1 h dos tratamentos, todos os animais receberam etanol
absoluto (0,2 mL) para a inducdo das lesdes. 30 minutos depois, 0s animais foram

eutanasiados, os estdmagos foram removidos para exame como ja descrito anteriormente.

3.2.8 Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média £ SEM. A significancia estatistica para as
diferencas entre os grupos foi calculada por analise de variancia (ANOVA) e pos teste de
Tukey utilizando o software GraphPad Prism™ 5.0 (San Diego, CA,USA). As diferencas

entre os grupos foram consideradas significativas para p<0.05.
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3.3 Resultados

3.3.1 Efeito do Carv-pcd sobre lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto

A administragdo oral do etanol ao grupo veiculo produziu extensas leses na forma de
erosdes hemorragicas na por¢do glandular da mucosa géstrica (15,58 + 0,8%), bem como no
grupo que recebeu ciclodextrina na dose de 50 mg/kg (14,38+2,0%). CARV-BCD apresentou
efeito gastroprotetor significativo nas doses de 12,5 (7,32 + 1,1%), 25 (2,9 + 0,4%) e 50 (2,06
+ 0,2%) mg/kg , mostrando uma gastroprotecao de 54, 82 e 87%, respectivamente, em relagéo
aos animais tratados com veiculo (***p<0,001). Os animais que receberam carbenoxolona
(100 mg/kg) tiveram a area de lesdo reduzida para 1,14 £+ 0,1% (inibicdo de 93%,
***p<0,001).

Figura 6: Efeito do CARV-BCD (12,5; 25 e 50 mg/kg), ciclodextrina (50 mg/kg) e da carbenoxolona
(100 mg/kg) no modelo de lesdes géstricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados estdo
expressos como média + E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo veiculo (ANOVA de uma via,
seguida do teste de Tukey).
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3.3.2 Efeito do carv-BCD sobre lesdes gastricas induzidas por Isquemia e Reperfusao

CARV-BCD inibiu o aparecimento de lesdes gastricas no modelo de isquemia
induzida por oclusdo da artéria celiaca, seguida por reperfusdo nas doses de 12,5 mg/kg (v.0)
(3,86 + 0,8%; ***p<0,001) em 68%, na dose de 25 mg/kg foi capaz de reduzir em 81% (23 £
0,7%; **p<0,01), quando comparado com o grupo veiculo (11,83 + 0,6%). Os animais
tratados com N-acetilcisteina (NAC, v.0) na dose de 200 mg/kg, apresentaram um indice de
lesdo significantemente menor que o grupo veiculo, com a inibicdo de 94% (0,7 +
0,1%;***p<0,001).
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Figura 7: Efeito do CARV-BCD (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) ou NAC (200 mg/kg) no modelo de lesdes
gastricas induzidas por isquemia seguida de reperfusdo em ratos. Os dados estdo expressos como
média = E.P.M., **p<0,01, ***p<0,001, comparados ao grupo veiculo (ANOVA de uma via, seguida
do teste de Tukey).

151 )
Bl Veiculo

B3 CARV-BCD 6,25 mg/kg
CARV-BCD 12,5 mg/kg
E3 CARV-BCD 25 mg/kg
3 NAC 200 mg/kg

Area de lesdo (%)

3.3.3 Atividade da Mieloperoxidase (MPO) no efeito gastroprotetor do Carv-pCD no modelo
de Ulcera induzida por etanol absoluto.

A atividade da MPO nos estdmagos ulcerados dos animais pré-tratados apenas com
veiculo (7,13+1,2 U/mg de tecido, *p<0,01) foi significamente maior quando comparado ao
grupo ndo ulcerado (2,7+0,7 U/mg de tecido). Nos estdbmagos dos animais pré-tratados
CARV-BCD (2,1+0,5 U/mg de tecido, **p<0,01) na dose de 25 mg/kg (v.0) a atividade da
MPO foi reduzida quando comparada ao controle ulcerado.

Figura 8: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) na atividade da mieloperoxidase (MPO) no modelo de
lesbes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M.,, **p<0,01, comparados ao grupo veiculo, (ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey).

10- )
Bl Veiculo

3 Sham
B CARV-BCD 25 mg/kg

MPO {Ufmg de tecido)




75

3.3.4 Participacao dos Grupos Sulfidrilicos N&o- Proteicos (SH-NP) no efeito Gastroprotetor

do Carv-BCD no modelo de Ulcera Induzida por etanol absoluto.

A administracdo de etanol reduziu o contetdo gastrico dos grupos sulfidrilicos ndo
proteicos (SH- NP) nos animais pré-tratados com veiculo (302,86 + 27 pg/g proteina;
*p<0,05) quando comparado ao grupo controle ndo ulcerado (425,56 + 38 pg/g proteina). O
pré-tratamento dos animais com CARV-BCD (25 mg/kg, v.0) ndo alterou o contetido gastrico
de SH- NP (315,16 + 18 pg/g proteina) quando comparado ao grupo que recebeu apenas
veiculo antes da indugdo de Ulcera por etanol.

Figura 9: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) no contetido gastrico de SH-NP no modelo de lesbes
gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M.,
(ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey).
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3.3.5 Envolvimento da Peroxidacdo Lipidica no efeito Gastroprotetor do Carv-BCD no

modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.

A peroxidacao lipidica nos estbmagos ulcerados dos animais pré-tratados apenas com
veiculo (114,446 nmol/g de tecido, “p<0,05) foi maior quando comparado ao grupo nio
ulcerado (Sham) 85,63 nmol/g de tecido. CARV-BCD (25 mg/kg, v.o) foi capaz de reduzir a
peroxidacdo lipidica em 80,2+9 nmol/g de tecido (*p<0,05).
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Figura 10: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) no envolvimento da peroxidacéo lipidica no modelo de
lesbes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M., *p<0,05, comparados ao grupo veiculo (ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey).
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3.3.6 Participacdo da Enzima Catalase no Efeito Gastroprotetor do Carv-pcd no Modelo de

Ulcera Induzida por etanol absoluto.

A atividade da catalase (CAT) no estdbmago dos ratos foi 379,31 £ 31 mM/min.g
(Sham) e ap6s a administracdo de etanol, foi reduzida em (57%, *p<0,05) para 240,06 + 18
(mM/min.g) no grupo controle. Apds o tratamento prévio com CARV-BCD na dose de 25
mg/kg (v.0), a atividade da catalase aumentou significativamente para 374,12 = 30,8

mM/min.g (55%, *p<0,05), respectivamente, comparados ao grupo veiculo.

Figura 11: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) sobre a atividade da catalase no modelo de lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média +
E.P.M., *p<0,05, comparado ao grupo controle, (ANOVA one-way seguida pelo teste de Tukey).
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3.3.7 Efeito do Carv-BCD sobre a producdo de Muco Gastrico

O gréfico demonstra o efeito do CARV-BCD na dose de 25 mg/kg (v.0) sobre as

mudancas nas quantidades de muco da parede gastrica em quatro horas de ligadura do piloro
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em ratos. A administragdo intraduodenal do CARV-BCD na dose de 25 mg/kg provocou um
aumento significativo 100 % (126,52+24 pg/g, **p<0,01) na quantidade de muco gastrico
quando comparado ao veiculo (63,26+7 pg/g). A carbenoxolona aumentou a porcentagem de

muco gastrico em 98% (125,4+8 pug/g, *p<0,05).

Figura 12: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) e da carbenoxolona (100 mg/kg) sobre a secre¢do de
muco gastrico em ratos submetidos ao modelo de ligadura do piloro. Os dados estdo expressos como
média + E.P.M., *p<0,05; **p<0,01 comparados ao grupo veiculo (ANOVA de uma via, seguida do
teste de Tukey).

Bl Veiculo

E3 CARV-BCD 25 mg/kg
] Carbenoxolona 100 mg/kg

Conteldo gastrico de muco

3.3.8 Participacido do Oxido Nitrico (NO) e dos canais de Potassio sensiveis a0 ATP (Katp)

no efeito gastroprotetor do Carv-pCD no modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto.

No grupo veiculo, o etanol absoluto produziu lesdes gastricas (15,58 + 0,8%) que
foram reduzidas significativamente nos grupos de animais tratados com o CARV-BCD (25
mg/kg, v.0) e a L-arginina (L-ARG, 600 mg/kg, i.p), para 2,9 £ 0,4% e 2,9 £ 0,3 %,
respectivamente. O pré-tratamento com L-NOARG (70 mg/kg, i.p) foi capaz de reverter
parcialmente a gastroprotecdo promovida pelo CARV-BCD e pela L-ARG para 12,78 = 2,1%
e 7,9 £ 0,8%, quando comparados com o grupo L-NOARG + veiculo (21,55 + 0,7%) (Figura
8).
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Figure 13: Efeito do CARV-BCD na dose de 25 mg/kg e da L-arginina (600 mg/kg) apds pré-
tratamento com L-NOARG (70 mg/kg) no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto
em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo
veiculo + veiculo; ##p<0,01, ###p<0,001 comparados ao grupo L-NOARG + veiculo (ANOVA de
uma via, seguida do teste de Tukey).
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Os grupos previamente tratados com CARV-BCD (25 mg/kg, v.0.) ou diazoxido (3
mg/kg, i.p), mostraram uma redugdo significativa na area de lesdo gastrica (2,9 +0,4%e 3,8 +
2,3%, respectivamente) ap0ds a inducao de Ulcera por etanol, quando comparados ao veiculo
(15,58 = 0,8%). Nos grupos pré-tratados com glibenclamida (10 mg/kg, i.p), o efeito
gastroprotetor do CARV-BCD e do diazdxido foi revertido (21 £ 4,3% e 32,8 £ 2%,

respectivamente) quando comparado ao grupo glibenclamida + veiculo (30,4 £ 3,4%) (Figura
9).

Figure 14: Efeito do CARV-BCD (25 mg/kg) ou do diazoxido (3 mg/kg) apos pré-tratamento com
glibenclamida (10 mg/kg) no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos. Os dados estdo expressos como média £ E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo
veiculo + veiculo; ##p<0,01, ###p<0,001 comparados ao grupo glibenclamida + veiculo (ANOVA
de uma via, seguido do teste de Tukey).
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3.4 Discussao

Carvacrol, assim como outros monoterpenos, exibe baixa solubilidade em agua, alta
volatilidade e curta meia vida plasmatica [21]. Estudos demonstraram que o encapsulamento
de compostos bioativos de plantas, tais como 0s monoterpenos, promove 0 aumento da
estabilidade, solubilidade em meio aquoso, e também melhora a atividade farmacolégica [36,
37, 38]. Nosso estudo demonstra que a complexacdo do carvacrol com B-Ciclodextrina
(CARV-BCD) foi capaz de melhorar a resposta gastroprotetora frente a modelos de Ulceras
agudas, possivelmente por potencializar seus fatores antioxidantes e citoprotetores (muco,
oxido nitrico e canais Katp).

Ulcera gastrica é uma doenca cronica que afeta muitas pessoas no mundo todo [39],
embora a etiologia exata da doenca seja desconhecida, um desequilibrio entre fatores
defensivos e agressivos na mucosa resulta em Ulcera gastrica [3,40]. Apesar da baixa
mortalidade associada a esta doenca, a qualidade de vida dos doentes é bastante afetada,
implicando em elevados custos diretos ou indiretos [41].

Existem muitos modelos experimentais diferentes de inducdo de Ulcera gastrica,
incluindo etanol, isquemia/reperfusdo e acido acético [42], além de outros. Usando tais
modelos animais, os investigadores conseguem simular as condi¢des a que 0s humanos
podem ser expostos e, como resultado, o desenvolvimento de Ulceras gastricas. O etanol é
conhecido como um agente causador de danos gastricos, alterando fatores de protecéo,
incluindo a diminuicdo da producdo de muco e circulagdo de sangue dentro da mucosa [43,
44]. Além disso, o dano gastrico causado pelo etanol pode ser devido a geracdo de espécies
reativas do oxigénio (EROs), diminuicdo da proliferacdo celular, e uma exacerbada resposta
inflamatoria [45].

O complexo CARV-BCD promoveu redugdo significativa das lesdes gastricas no
modelo de Ulcera induzida por etanol (76%), contribuindo para a manutencdo da integridade
da mucosa géastrica. Com base nos resultados de OLIVEIRA (2012) podemos verificar que
este efeito gastroprotetor do carvacrol incorporado em B-ciclodextrina é superior em relagao
ao mesmo na forma ndo complexada (43%), sugerindo que possivelmente sua incorporacéo
em P-ciclodextrina melhore sua atividade gastroprotetora frente as lesdes induzidas por
etanol, sendo que esse efeito pode ser devido ao fato de que os complexos de B-CD sollveis
em agua aumentam a sua difusdo para a superficie da mucosa do trato gastrintestinal, levando
a uma maior biodisponibilidade oral [46] e por esses complexos aumentarem a solubilidade, a

dissolucdo e taxas de entrega, resultam na ampliacdo da intensidade ou duracdo da atividade
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terapéutica [47, 48]. Esses dados corroboram com o estudo da eficiéncia da complexacao do
carvacrol com B-ciclodextrina (CARV-BCD) pelos métodos de eficiéncia de aprisionamento,
docagem molecular, Karl Fischer e analise de titulacdo, que mostraram claramente a formacéo
de um complexo supramolecular entre o carvacrol e a B-CD, em que a molécula hospede,
carvacrol, foi retida no interior da sua cavidade [49].

Assim, é também fortemente sugerido que a complexacdo do carvacrol com [-CD
contenha cerca de 10% do principio ativo (na razdo molar 1:1) [50]. Portanto, na dose
utilizada em nosso estudo do complexo CARV-BCD (25 mg/kg), a real dose do CARV no
complexo é cerca de 2,5 mg/kg, portanto, dez vezes menor, com um resultado
significativamente superior quando comparado com o CARV ndo complexado na dose de 25
mg/kg.

Estes dados corroboram com outros estudos que também ja relataram que a inclusao
em complexos de B-ciclodextrina melhora diversas atividades do carvacrol, como por
exemplo, inibe o crescimento bacteriano em concentragdes mais baixas em comparagdo com o
carvacrol ndo complexado, melhorando sua atividade antimicrobiana [50]. O carvacrol
complexado em B-CD (CARV-BCD) tem apresentado aumento da atividade biolégica quando
comparado ao carvacrol ndo complexado (CARV) em modelos de inflamacdo e de dor
oncoldgica, aumentando a eficacia farmacoldgica e produzindo efeitos mais duradouros [16],
também reduziu a resposta nociceptiva durante as duas fases do teste de formalina em
modelos de dor orofacial, enquanto carvacrol ndo complexado ndo produziu a mesma reducéo
na fase inicial do teste [24]. Essas evidéncias sugerem que a encapsulacao do carvacrol em [3-
ciclodextrina pode ser Util para o desenvolvimento de novas op¢des farmacolégicas.

Outro modelo de indugdo de Ulcera aguda € por isquemia e reperfusdo, onde a
liberacdo de EROs ¢é relatada como um evento patolégico central e a utilizacdo de compostos
antioxidantes e sequestradores de radicais livres, tém se mostrado benéfica em animais
expostos a este modelo [51]. A isquemia, por si sO, é capaz de provocar lesdes no tecido
gastrico; entretanto, é apos a reperfusdo que ocorrem os principais eventos lesivos, apds a
reoxigenizacdo da mucosa gastrica as lesdes sdo aumentadas em cerca de trés vezes em
relacdo aquelas ocasionadas pelo periodo de isquemia [52].

Os resultados demonstraram danos em grande parte da porcdo glandular dos
estdbmagos dos animais apos isquemia e reperfusdo, o que foi efetivamente reduzido com a
administracdo de CARV-BCD. A atividade gastroprotetora nesse modelo pode indicar
atividade antioxidante ou sequestradora de EROs ja que a lesdo, no modelo de isquemia e

reperfusdo, é derivada da liberacdo de radicais livres. O CARV-BCD demonstrou redugio da
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area de lesdo de Ulcera géstrica induzida por isquemia/reperfusdo e respostas em doses
menores (12,5 mg/kg) quando comparado ao seu resultado na forma ndo complexada, como
demonstrados no trabalho de Oliveira (2012). Essa melhora na resposta evidenciada pode ser
em decorréncia das CDs serem capazes de formar complexos de inclusdo com moléculas
insollveis em &gua, tais como o carvacrol, melhorando sua solubilidade, como j&
demonstrado em diversos estudos [53, 54, 55].

Sabe-se que tanto o modelo de Ulcera induzida por etanol, quanto o modelo de
isquemia/reperfusdo estdo diretamente ligados a liberacdo de espécies reativas de oxigénio,
que causam danos oxidativos em componentes celulares essenciais resultando em leséo
tecidual [56]. Além disso, a atividade anti-Glcera dos monoterpenos pode ser atribuida a
varios mecanismos, tais como o sequestro de radicais livres, a inibicdo da secre¢do de acido, a
atividade contra a bactéria Helicobacter pylori e o fortalecimento da barreira da mucosa
gastrica [57]. Baseado nessas premissas, buscou-se avaliar também a acdo do CARV-BCD em
diferentes sistemas antioxidantes e na producdo de muco da mucosa gastrica, bem como
avaliar os mediadores enddgenos envolvidos na melhora da resposta gastroprotetora pela
investigacdo do envolvimento do Oxido nitrico (NO) e dos canais de potassio sensiveis ao
ATP (Katp).

A atividade da mieloperoxidase (MPO) é considerada um biomarcador para a
infiltracdo de neutrofilos no tecido [58], esta infiltracdo é relatada como um dos processos
envolvidos na geracdo de Ulceras gastricas [59]. Observou-se um aumento na atividade da
MPO no estbmago de ratos expostos a inducdo de Ulcera gastrica por etanol absoluto, nas
condigdes experimentais desse trabalho. Nos animais tratados com CARV-BCD esse aumento
foi evitado, o que indica menor infiltragdo de neutrdfilos para o tecido, consequentemente,
menor liberacdo de radicais livres e substancias lesivas no tecido, o que contribui para a
melhora no perfil gastroprotetor, demonstrada para este monoterpeno associado ao complexo
de incluséo.

Outro fato observado no modelo de inducdo de Ulceras induzidas por etanol é o
decréscimo na quantidade de grupos sulfidrilas ndo proteicos (SH-NP), este decréscimo pode
estar ligado a sua oxidacdo por metabolitos tdxicos do etanol ou por sua ligacdo ao
acetaldeido, sintetizado pela enzima alcool desidrogenase ou, ainda, por uma diminuicao na
sintese de glutationa [60], assim a reducdo dos niveis de SH-NP torna o tecido mais suscetivel
a lesoes.

Diante disto, o presente estudo avaliou o papel dos grupos sulfidrilas ndo proteicos na

protecdo gastrica promovida pelo complexo CARV-BCD no modelo de ulcera gastrica
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induzida por etanol. A administracdo do etanol reduziu os niveis de SH-NP, enquanto o
CARV-BCD nado foi capaz de conservar esses niveis normais frente as lesdes gastricas
induzidas por etanol, demonstrando que as medidas de protecdo do complexo CARV-BCD
ndo envolvem o aumento destes grupos, diferentemente do carvacrol ndo complexado [12],
este resultado sugere que possivelmente a incorporagdo do carvacrol em B-ciclodextrina possa
ter mudado sua agdo sobre os grupos sulfidrilas ndo proteicos. Isso pode ser devido as CDs
formarem complexos com as moléculas e isto consequentemente altere a sua quimica, fisica
ou comportamento bioldgico [61].

Nesse sentido, os SH-NP tém importéncia na reducdo do estresse oxidativo por
eliminar radicais livres, reduzir os peroxidos e formar complexos com compostos
eletrofilicos, de maneira a proteger estruturas celulares protéicas, além de proteger a célula de
outros produtos toxicos. A peroxidacao de lipidos no tecido gastrico desempenha um papel
significativo na patogénese de lesbes gastricas induzidas por etanol [62, 64].

O principal produto da peroxidacdo lipidica é o malondialdeido (MDA), sendo um
marcador estavel da peroxidacao de lipidos da membrana. Podendo ser quantificado, este é
suficientemente estavel para se difundir do seu sitio de formacao (ex. membranas) para outro
sitio (ex. nucleo), podendo causar danos ao DNA [63]. No ensaio de peroxidacao lipidica em
modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto, € verificado que CARV- BCD ¢ capaz de inibir
a peroxidacao lipidica por diminuir os niveis do MDA na auséncia do sistema antioxidante em
50%. Verificou-se, portanto que CARV-BCD atua como um antioxidante, pois é capaz de
prevenir a peroxidacéo lipidica induzida por etanol absoluto.

A catalase estd localizada principalmente nos peroxissomos, onde catalisa a
dismutacdo do perdxido de hidrogénio (H,O,) em agua e oxigénio molecular, tendo a funcao
também de detoxificacdo de diferentes substratos, como fendis e alcoois, pela reducdo do
perdxido de hidrogénio [64]. Neste estudo foi observado que houve reducdo na atividade da
catalase apds a lesdo com etanol absoluto no grupo veiculo, sendo que nos animais tratados
com CARV- BCD houve um aumento da atividade dessa enzima, restabelecendo-a aos niveis
semelhantes ao grupo Sham, assim pode-se sugerir que a atividade da catalase provavelmente
estd envolvida na atividade antioxidante deste monoterpeno incorporado em B-ciclodextrina.

O epitélio do estdmago é coberto por uma camada de muco, que contém glicoproteinas
e apresenta um importante papel na protecdo da mucosa gastrica [65]. Além de ser uma
barreira & agdo lesiva do &cido luminal, o0 muco apresenta atividade antioxidante [66]. O
tratamento com etanol provoca reducdo no muco aderido ao epitélio do estdmago [67], 0 que

intensifica o processo lesivo. No modelo de inducéo de ulcera gastrica por ligadura de piloro,
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observou-se um aumento da camada de muco no estbmago de ratos pré-tratados com CARV-
BCD, sendo este resultado significativamente maior quando comparado aos resultados ja
observados pelo nosso grupo com o CARV na forma ndao complexada, estando entre seus
mecanismos de gastroprotecdo, minimizando as lesdes epiteliais.

Um dos componentes responsaveis por aumentar a secre¢cdo de muco no epitélio
géstrico e por contribuir na manutencdo da integridade do epitélio gastrico € o 6xido nitrico
(NO) [68, 69], inibindo a adesdo de leucdcitos e a agregacdo de neutrofilos no endotélio.
Além disso, o NO é um vasodilatador e medeia o fluxo de sangue na mucosa gastrica [70].
Nos animais submetidos ao modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto com ou
sem pré-tratamento com L-NOARG, um inibidor ndo especifico da atividade da oxido nitrico
sintetase (NOS), observou-se que no grupo pré-tratado com L-NOARG e apds com CARV-
BCD, houve um aumento no percentual de lesdes, diminuindo a gastroprotecdo promovida
anteriormente por CARV-BCD, sugerindo que a melhora na resposta gastroprotetora
provavelmente também seja mediado pela via da sintase do 6xido nitrico.

O NO pode aumentar o fluxo sanguineo através da abertura dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (Katp) [71]. O envolvimento dos canais Kate na protecao gastrica ja foi
descrito em estudos anteriores [72,73]. Para investigar o envolvimento dos canais Kate Na
melhora da resposta gastroprotetora por CARV-BCD, utilizou-se a glibenclamida, uma
farmaco capaz de bloquear os canais Katp. As lesdes gastricas foram induzidas por etanol
absoluto em camundongos pré-tratados ou ndo com a glibenclamida. A gastroprotecdo de
CARV-BCD e diazoxido (3mg/kg) em ulcera gastrica induzida por etanol foi reduzida apds os
canais Katp serem bloqueados com glibenclamida, mostrando o possivel envolvimento dos
canais Katp N0 mecanismo da melhora no perfil protetor da mucosa géstrica por CARV-BCD.
Por conseguinte, os resultados também indicam o envolvimento do NO na melhora da
atividade gastroprotetora induzida por CARV-BCD quando comparado com o CARV na
forma ndo complexada, o que estd provavelmente relacionado com a abertura dos canais Katp
que conduzem a um aumento do fluxo sanguineo na mucosa.

O melhoramento das propriedades farmacoldgicas do CARV nos modelos de lesdes
agudas, na producao de muco, bem como aumento na atividade antioxidante, se deu devido a
uma melhora na eficécia, e isto provavelmente ocorreu devido as propriedades amplamente
descritas para as ciclodextrinas, tais como melhorar a biodiponibilidade, estabilidade quimica
do composto, protecdo contra oxidacdo e reducdo da volatilidade[74], além de aumentar a sua
vida til e reduzir as concentracdes da molécula incorporada necessaria para alcancar o efeito

bioldgico, como ja demonstrado em outros trabalhos [75, 76].
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O carvacrol incorporado em [-ciclodextrina (CARV-BCD) apresenta significativo
efeito gastroprotetor frente a lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto,
isquemia/reperfusdo e atividade antioxidante superior quando comparado aos seus resultados
na gastroprote¢do na forma nido complexada. O CARV-BCD atua localmente aumentando a
secrecdo de muco e potencializando o sistema antioxidante através da diminuicdo dos niveis
de MDA e da atividade da mieloperoxidase, e por aumentar defesas antioxidantes enddgenas
como a catalase. Essa melhora se mostrou dependente do NO e dos canais de Katp, sugerindo
que sua incorporagdo em complexos de inclusdo contento B-ciclodextrina pode ser uma
alternativa interessante para o desenvolvimento biotecnoldgico de novas op¢es terapéuticas

para o tratamento de Ulceras géastricas.
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“FORMULACAO TOPICA CONTENDO TERPENO PARA APLICACAO EM
FERIDAS”

REIVINDICACOES

1. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULACAO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”,
caracterizados por ser composto como carvacrol puro, derivado ou em mistura com potente

atividade cicatrizante

2. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULAC}AO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado pelo fato de apresentarem atividade cicatrizante
e com constituintes ativos padronizados nas formulacdes de uso tépico e sem registro de

toxicidade aparente.

2. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULACAO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1, caracterizados pelo fato de que administracdo na forma de

creme, gel, gel-creme, dentre outras formas de suspensdes e emulsdes.

4. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULAC}AO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, caracterizados pelo fato de apresentaram potente acédo

anti-inflamatoria preferencialmente quando administrado por via topica.

5. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULAC}AO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1 e 2, em formas semi-sélidas, como creme, lo¢bes, pomadas,

pastas, géis e outras preparacées.

6. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULACAO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1 e 2, em formas sélidas, como pds, granulados, céapsulas,

comprimidos, tabletes, comprimidos revestidos e drageas, e formas de liberacdo controlada.
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7. “USO DO CARVACROL (5-ISOPROPIL-2-METIL-FENOL) EM FORMULACAO
TOPICA E APLICACAO PREFERENCIALMENTE EM FERIDAS CIRURGICAS”, de
acordo com a reivindicacdo 1 e 2, em formas estéreis, como injetaveis, colirios e outras

preparacoes.
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5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:
v (-)-linalol complexado em B-ciclodextrina possui efeito gastroprotetor em modelos
classicos de lesdes gastricas agudas induzidas por etanol absoluto e

isquemia/reperfusdo superior em relagdo a forma ndo complexada;

v (-)-linalol complexado em B-ciclodextrina possui acdo antioxidante superior ao linalol
na forma ndo complexada por potencializar sua agdo sobre 0s grupamentos
sulfidrilicos ndo proteicos, diminuir os niveis de MPO e MDA de forma superior ao

mesmo na forma livre

v O carvacrol incorporado em B-ciclodextrina possui efeito gastroprotetor em modelos
classicos de lesGes gastricas agudas induzidas por etanol absoluto e

isquemia/reperfusdo superior em relacdo a forma ndo complexada;

v O carvacrol incorporado em B-ciclodextrina atua localmente aumentando a secrecéo de
muco e potencializando o sistema antioxidante através da diminui¢do dos niveis de
MDA e da atividade da mieloperoxidase, e por aumentar as defesas antioxidantes
enddgenas como a catalase. A participacdo do Oxido nitrico e dos canais de potassio
sensiveis ao ATP estdo entre os provaveis mecanismos envolvidos neste efeito

gastroprotetor.

v Tanto o carvacrol quanto o (-)- linalol incorporado em B-ciclodextrina parecem atuar
na aceleracdo do processo de reparo e cicatrizagdo celular, no modelo crénico de
lesbes gastricas induzidas por acido acético, de forma superior a sua forma ndo

complexada

v' A formulacgdo topica a base de carvacrol a 5% mostrou boa estabilidade, bem como

reduziu significativamente & &rea da ferida cirdrgica induzida em ratos.

v" A incorporacdo de carvacrol e do (-)-linalol em complexos de inclusdo contento [B-
ciclodextrina pode ser uma alternativa interessante para o0 desenvolvimento

biotecnoldgico de novas opgdes terapéuticas para o tratamento de Ulceras géstricas.
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6 PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados na tese: Investigacdo do potencial farmacologico
dos monoterpenos carvacrol e (-)-linalol livres ou complexados e o desenvolvimento de

formulacdo tdpica para aplicacdes farmacéuticas, apresenta-se as seguintes perspectivas:

v" Investigar os possiveis mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito gastroprotetor do
(-)-linalol na forma livre e complexada, avaliando o envolvimento da participagéo de
prostaglandinas, 6xido nitrico, canais de potassio dependentes de ATP e do
envolvimento da bomba H+/K+-ATPase;

v" Investigar os possiveis mecanismos de acdo responsaveis pelo efeito gastroprotetor do
complexo B-ciclodextrina do carvacrol avaliando o envolvimento da participacéo de

prostaglandinas e do envolvimento da bomba H+/K+-ATPase;

v' Avaliar o efeito do complexo B-ciclodextrina do carvacrol e (-)-linalol na forma livre e
complexada sobre o volume, o pH e a concentracdo &cida do suco gastrico em modelo

de ligadura de piloro.

v" Anélise do tecido gastrico através de cortes histologicos, verificando se o (-)-linalol na
forma livre e complexada e o complexo B-ciclodextrina do carvacrol também é capaz

de reduzir as lesBes nas microestruturas das células gastricas.

v' Averiguar o efeito do complexo B-ciclodextrina do carvacrol no reparo e cicatrizagao

de Ulceras gastricas em modelos de migracdo e proliferacdo celular.

v" Desenvolver uma formulacgéo tdpica com o complexo B-ciclodextrina do carvacrol ou

do (-)-linalol na forma livre e complexada;

v" Auvaliar o efeito da formulacao tdpica que apresentar melhor estabilidade, no reparo e

cicatrizacdo de feridas cirdrgicas.
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Abstract (—)-Linalool is a monoterpene constituent of many
essential oils. This particular monoterpene has both anti-
inflammatory and antimicrobial activity. Moreover, this com-
pound has been shown to be antinociceptive. However, the
poor chemical stability and short half-life prevents the clinical
application of (—)-linalool and many other essential oils.
Important to the topic of this study, B-cyclodextrin (3-CD)
has been used to increase the solubility, stability, and pharma-
cological effects of numerous lipophilic compounds in vivo.
In this study, the gastroprotective activities of (—)-linalool
(LIN) and linalool incorporated into inclusion complex con-
taining 3-cyclodextrin (LIN-BCD) were evaluated using
models of acute and chronic gastric ulcers in rodents. LIN
and LIN-BCD showed strong gastroprotective activity
(p < 0.001). The LIN-BCD complex revealed that the
gastroprotective effect was significantly improved compared
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with LIN uncomplexed, suggesting that this improvement is
related to increased solubility and stability. Taking together
the potentiation of the antioxidant profile of this monoterpene,
our results suggest that 3-CD may represent an important tool
for improved gastroprotective activity of (—)-linalool and oth-
er water-insoluble compounds.

Keywords Linalool - 3-cyclodextrin - Gastric damage -
Ethanol - Acetic acid

Introduction

Gastric ulcers are configured as mucosal lesions in the stomach
resulting from an imbalance between aggressive and defensive
factors in the digestive tract (Li et al. 2013). The incidence of
gastric ulcer is increased due to stress, smoking, alcohol,
Helicobacter pylori infection, and anti-inflammatory intake of
non-steroidal drugs (Vonkeman et al. 2007; Sowndhararajan
and Kang 2013). Gastric ulcer therapy faces a great disadvan-
tage because most of the currently commercially available
drugs show limited effectiveness against gastric disorders and
are often associated with serious side effects (Mota et al. 2009).
Natural products, under the molecular point of view, are quite
diversified representing new possibilities for research and dis-
covery of biological activities favorable to the treatment and
prevention of this disease.

(—)-Linalool (LIN) is one of the enantiomers of linalool
monoterpene, constituent of various essential oils obtained
from the plant species Aniba roseadora Ducke (Sampaio
et al. 2012) Piper crassinervium Kunth., Croton cajucara
Benth., Hyssopus officinalis L., among others (Bakkali et al.
2008). It has shown several promising pharmacological
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activities such as a modulator of central nervous system,
antinociceptive and anti-inflammatory activities in animal
models (Peana et al. 2002, 2003), as well as the capacity to
reduce allodynia in neuropathic pain models (Berliocchi et al.
2009). Additionally, it showed antinociceptive activity and
glutamatergic modulation mediated by central mechanisms,
with the involvement of opioid systems, dopaminergic and
cholinergic (Batista et al. 2010; Berliocchi et al. 2009; Peana
et al. 2004, 2006).

This monoterpene is extremely important for the cosmetic
and food industries, as it is used as a fixative for fragrance
(Bakkali et al. 2008). It was approved by the Food and Drug
Administration (FDA) as “GRAS” (generally recognized as
safe), substances used as spices and food additives.
Additionally, an acute toxicity study showed that pretreatment
with the (—)-linalool (LIN) at doses up to 375 mg/kg for 5 days
produced no toxic effects in rats (Kamatou and Viljoen 2008).

In spite of the benefits above, LIN, as well as monoter-
penes, generally exhibits low solubility in water, high volatil-
ity and short half-life in the plasma (Quintans-Junior et al.
2013). Thus, the incorporation of cyclodextrins (CDs), espe-
cially 3-CD, has emerged as an important tool to improve the
physicochemical and biological properties of several mono-
terpenes (Brito et al. 2015; Oliveira et al. 2015).

Up to the present date, there have been no studies on the
possible gastroprotective effect of LIN or its complex with {3-
CD (LIN-BCD) on experimental models of acute or chronic
ulcers in rodents. Thus, this study aimed to evaluate the po-
tential of this monoterpene in uncomplexed and complexed
forms, as well as the possible mechanisms involved in the
effects evidenced.

Materials and methods

In this study, we used the monoterpene (—)-linalool
uncomplexed or the inclusion complex of 3-cyclodextrin,
supplied by Professor Dr. Lucindo José Quintans-Janior from
the Department of Physiology and Pharmacology, Federal
University of Sergipe. Preparation of the (—)-linalool/3-CD
complex was carried in accordance with a previous study
(Menezes et al. 2014).

Animals

Female Swiss mice (25-30 g) and Wistar rats (180-220 g)
were kept under controlled conditions (24 + 1 °C, 12-h dark/
light cycle), with food and water ad libitum. They fasted for
18 h and then were acclimatized to the test environment for 2 h
prior to each experiment. The animals were randomly
assigned to different groups. In the model of gastric lesions
induced by acetic acid, animals were anesthetized with keta-
mine and xylazine hydrochloride (50 and 5 mg/kg, i.m,

@ Springer

respectively). After experimental procedures, animals were
euthanized by means of sodium thiopental (100 mg/kg, i.p.).
All experimental protocols were approved by the Ethics
Committee for Animal Research at the Federal University of
Piaui, Teresina, Brazil (CEEA-PI number 096/14).

Absolute ethanol-induced gastric ulcer in mice

Acute gastric lesions were induced in mice (n = 5 animals/
group) by oral route (0.2 mL/animal) of absolute ethanol
(Robert et al. 1979). Vehicle (NaCl 0.9 %, 10 mL/kg), LIN
or LIN-BCD (5; 10; 20 or 40 mg/kg) or carbenoxolone
(100 mg/kg) were administered orally 1 h before application
of the ulcerogenic agent. Animals were euthanized 30 min
after ethanol administration and stomachs were removed and
opened along the greater curvature. The area of gastric lesions
was measured using Image J software-NIH® and was calcu-
lated as follows: lesion area (%) = lesion area (in square mil-
limeters) x 100/total area (in square millimeters), as described
by Bhargava et al. (1973).

Antioxidant activity

For those protocols, the lowest dose of the (—)-linalool not
complexed and with significant gastroprotective activity was
used. The dose underwent ethanol-induced gastric damage
protocol in order to assess its potency when incorporated into
3-cyclodextrin. Both the stomachs removed from the animals
of the sham group and the groups treated orally with vehicle,
LIN or LIN-BCD (10 mg/kg), were used to quantify the fol-
lowing parameters:

Determination of non-protein sulfhydryl groups

The reduced levels of the non-protein sulfhydryl groups (NP-
SH) were estimated according to the method described by
Sedlak and Lindsay (1968). The gastric mucosal non-protein
sulfhydryls were determined in stomach tissue homogenates
with Ellman’s reaction using 5'5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic ac-
id (DTNB). The results on NP-SH were expressed as micro-
gram per gram of protein of stomach tissue.

Determination of myeloperoxidase activity

The extent of neutrophil accumulation in the gastric mucosa
was measured from MPO activity evaluation as previously
described (Bradley et al. 1982). Measurements were per-
formed in gastric samples and the reaction between the sample
and HTAB (hexadecyl trimethyl ammonium bromide) and
followed by o-dianisidine. Results are expressed as MPO units
per milligram (U/mg) of wet tissue.
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Malondialdehyde analysis

The concentration of gastric mucosal lipid peroxidation was
determined through estimating malondialdehyde (MDA) in
the homogenates from each group, measured using the meth-
od of Mihara and Uchiyama (1978), which is based on the
reaction with thiobarbituric acid. The results were expressed
as nanomoles MDA per milligram of wet tissue (nmol/g of
wet tissue).

Gastric lesions induced by acetic acid

Female Wistar rats (n = 5 animals/group) fasted for 18 h and
then were anesthetized with ketamine and xylazine hydrochlo-
ride. The abdominal cavity was opened (an approximate 2-cm
incision), and the stomach was exposed. To induce gastric
ulcer, a glass tube 8 mm in diameter and 2 cm long was used,
in contact with the serosa of the stomach to limit the area that
would be injured. Seventy microliters of 80 % acetic acid was
added to the tube, which remained in contact with the serosa
of the stomach for 1 min. After the acetic acid was removed
with the help of an automatic pipette, the site was washed with
saline solution (Okabe et al. 1972). The stomach was accom-
modated in the abdominal cavity, and the abdominal region
was sutured. One day after ulcer induction, daily oral treat-
ment was begun with vehicle, cimetidine (100 mg/kg), or LIN
ou LIN-BCD (40 mg/kg) for 14 days. After the chronic treat-
ment, the animals were euthanized, and the stomach was re-
moved (opened at the greater curvature), washed with distilled
water, and stretched to measure the ulcerated area (with the aid
of a caliper). The calculation of the ulcerated area (in square
millimeters) was performed by measuring the length x the
height; the ulcer volume (in cubic millimeters) was calculated
by measuring the ulcerated area x depth of the ulcer (Potrich
etal. 2010).

Statistical analysis

The results are expressed as mean + SEM. The statistical sig-
nificance for differences between groups was calculated
through the analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s
post-hoc test using the GraphPad Prism™ 5.0 software (San
Diego, CA, USA). The differences between groups were
regarded as significant at p < 0.05.

Results

Effect of LIN and LIN-BCD on absolute ethanol-induced
gastric ulcer in mice

The administration of absolute ethanol to the animals that had
been previously treated with vehicle produced a large

percentage of ulcerated area (15.58 + 0.8 %). LIN showed
significant gastroprotective effect on doses of 10
(2.26 + 0.54 %), 20 (3.7 £ 1.19 %), and 40 (1.66 % + 0.44)
mg/kg, producing gastroprotection of 85.50, 76.26, and
89.35 %, respectively, compared to vehicle-treated animals.
The dose of 5 mg/kg (13.97 + 1.50 %) did not reduce gastric
lesions when compared to vehicle. LIN-3CD at doses of 5
(1.5 £ 6.74 %), 10 (1.54 % + 0.68) 20 (2.52 + 0.07 %), and
40 (0.9 £ 0.19 %) mg/kg was able to reduce the gastric lesion
area 56.74, 90.11, 83.0, and 94.2 %, respectively, demonstrat-
ing that possibly complexation improves its gastroprotective
activity. Animals receiving carbenoxolone (100 mg/kg) showed
reduced lesion area at 93.92 % (4.68 + 0.68 %) (Fig. 1).

Participation of non-protein sulfhydryls groups (NP-SH)
in gatroprotective effect of LIN and LIN-B3CD on absolute
ethanol-induced gastric ulcer in mice

Ethanol administration reduced the gastric content of non-
protein sulfhydryl groups (NP-SH) in animals pretreated with
vehicle (302.86 + 27 ug/g protein, p < 0.05) compared to the
sham group (425.56 + 38 pg/g protein). Pretreatment with
LIN at a dose of 10 mg/kg did not alter the levels of gastric
contents NP-SH (221.98 + 11 pg/g protein) compared to the
group that received only vehicle before induction of absolute
ethanol ulcer. Unlike the LIN-BCD at, the dose of 10 mg/kg
exhibited a significantly increased rate of gastric contents NP-
SH (454.22 = 24 ng/g protein, ** p < 0.01) compared to
vehicle (Table 1).

Myeloperoxidase activity assessment (MPO)
in gatroprotective effect of LIN and LIN-BCD on absolute
ethanol-induced gastric ulcer in mice

MPO activity in the stomachs of animals pretreated with ve-
hicle (7.13 + 1.2 U/mg tissue, ** p < 0.01) was significantly
higher when compared to Sham group (2.7 +0.7 U/mg tissue).
Stomachs pretreated with LIN (1.6 + 0.7 U/mg tissue, ***
p < 0.001) and LIN-BCD (0.8 + 0.3 U/mg tissue, ***
p < 0.001) both at the dose of 10 mg/kg showed a reduction
in MPO activity compared to ulcerated control (Table 1).

Involvement of lipid in peroxidation in the gatroprotective
effect of LIN and LIN-BCD on absolute ethanol-induced
gastric ulcer in mice

Lipid peroxidation in the stomachs pretreated with vehicle
alone (114.4 + 6 nmol/g tissue) was greater when compared
to non-ulcerated group (Sham) 85.6 + 3 nmol/g of tissue. LIN
and LIN-BCD at a dose of 10 mg/kg were able to reduce lipid
peroxidation in 75.7 + 4 nmol/g of tissue (**p < 0.01) and
78.4 = 11 nmol/g oftissue (**p < 0.01), respectively (Table 1).
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Fig. 1 Effect of LIN and LIN- 20
BCD at doses of 5, 10, 20, and
40 mg/kg or carbenoxolone

(100 mg/kg) in the model of
cthanol-induced gastric ulcer in
mice. Data are mean + SEM
values. Statistical analysis was
carried through one-way analysis
of variance (ANOVA) followed
by Tukey’s post-test. **¥p < .001
compared with vehicle
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Effect of LIN and LIN-BCD on gastric lesions induced
by acetic acid

In the model of gastric lesions induced by acetic acid, oral
treatment for 14 consecutive days showed that both the LIN
as LIN-BCD accelerate the healing of chronic gastric ulcer in
rats. As it can be seen in Fig. 2a—e, LIN and LIN-BCD at a
dose of 40 mg/kg significantly decreased the area of the ul-
cerative lesion in 48 % (67.1 + 5.7) and 83 % (21 + 7.9),
respectively, compared to vehicle group (131.2 + 17). It can
also be seen that LIN-BCD produced higher healing effect
than LIN. Cimetidine was also able to significantly reduce
the area of injury (64 %, 47.8 £ 13). In the treatment with
vehicle, LIN and LIN-BCD or cimetidine during the 14 days,
there was neither mortality nor macroscopic changes in the

Table1 Antioxidant activity LIN and LIN-BCD in stomach mucosa of
mice undergoing gastric injury by ethanol

Treatment dose NP-SH MPO MDA

(mg/kg) (ng/g protein)  (U/mg tissue)  (nmol/g tissue)
Sham 42556 +38*  2.70 £ 0.7%* 85.62 +3.3*
Vehicle 302.86 £27 713+ 12 11440 +5.5
LIN 10 mg/kg 221.98 £ 11 1.66 = 0.7%** 7579 + 4.3%*
LIN-BCD 10 mg/kg 45422 +24%% (.88 + 0.3%** 7847 + 11.0%*

Data is analyzed by one-way ANOVA followed by tukey and expressed
as mean + SEM

*Indicates p < 0.05, when compared with vehicle group; **indicates
p < 0.01, when compared with vehicle group; ***indicates p < 0.001
when compared with vehicle group

_@ Springer

@ Vehicle

LIN 5 mg/kg

&3 LIN 10 mg/kg

E3 LIN 20 mg/kg

D LIN 40 ma/kg

[ Carbenoxolone 100 mg/kg

@l Vehicle

LIN-BCD 5 mg/kg

B3 LIN-BCD 10 mg/kg

E3 LIN-BCD 20 mg/kg

[ LIN-BCD 40 mg/kg

[ Carbenoxolone 100 mg/kg

liver, stomach, heart, lungs, spleen, and kidneys (data not
shown).

Discussion

Absolute ethanol promotes, in a multifactorial fashion, necrot-
ic lesions in the gastric mucosa occurring release of superox-
ide anions and free radicals that lead to increased lipid perox-
idation resulting from the metabolism of ethanol. In the gastric
ulcer model induced by ethanol, both (—)-linalool
uncomplexed (LIN) and as in the complexed form of f3-
cyclodextrin (LIN-3CD) showed a sharp reduction of gastric
lesion area, improving the pharmacological response at small-
er doses. They also promoted increased solubility and stabil-
ity, demonstrating that -cyclodextrin greatly increased the
gastroprotective effect of (—)-linalool. That effect may be
due to these cases, the complexes of water-soluble 3-CD en-
hance their diffusion to the surface of the gastrointestinal mu-
cosa leading to greater oral bioavailability (Loftsson et al.
2005). Thus, the CDs have proved to be promising for appli-
cations in pharmacological approaches on the use of terpene in
the evaluated models.

Furthermore, in accordance with previous studies, the com-
plexation efficiency between LIN and 3-CD in the co-
evaporation method is 85-92 %. Thus, in the doses used in
this study, the LIN dose in the complex is about ten times
lower with a significantly greater effect as compared to the
LIN uncomplexed. Increased gastroprotective response of
LIN and its efficacy is probably because of the properties
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>

Fig. 2 a Effects of daily oral
treatment with LIN and LIN-BCD
at doses of 40 mg/kg or
cimetidine (100 mg/kg) for

14 days on gastric lesions induced
by 80 % acetic acid in rats. Data
are mean + SEM values.
Statistical analysis was carried
through one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by
Tukey’s post-test. *p < 0.005;
##kp < 0.001 compared with
vehicle. Illustrative photograhs of
stomachs (arrows indicated the
area of injury): vehicle (b), LIN
(c) and LIN-BCD (d) at doses of
40 mg/kg or cimetidine (e)

100 mg/kg (scale bars =5 mm)
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described for the cyclodextrins, such as greater bioavailability,
better chemical stability, protection against rust, and reduction
of the volatility of the compound (Arima et al. 2015).

These data corroborate other studies with linalool incorporat-
ed to B-CD, suggesting that 3-CD may represent an important
tool for improving analgesic and anti-inflammatory profiles
(Quintans-Junior et al. 2013) and anti-fibromyalgia hyperalgesia
in animal models with increased expression of Fos protein in
reasonable control of pain areas like the periaqueductal gray
and nucleus raphe magnus (Nascimento et al. 2014).
Therefore, it is appropriate that the complexation of this mono-
terpene in inclusion complexes containing 3-cyclodextrin en-
hances its pharmacological profile, as it has been observed in
other studies of inclusion complexes containing monoterpenes
and BCD, which demonstrated the benefits of complexation in
the pharmacological response in experimental models of
nociception and inflammation (Menezes et al. 2012; Serafini
et al. 2012; Quintans et al. 2013; Guimaraes et al. 2015).

After finding the gastroprotective activity of LIN and
LIN-BCD in models of ulcers induced by absolute ethanol,

@ Vehicle

E3 LIN 40 mg/kg

E3 LIN-BCD 40mg/kg
3 Cimetidine 100 mg/kg

H

XXX

we investigated the possible mechanisms involved in this ac-
tion. For so, protocols were performed to evaluate their anti-
oxidant activity due to the fact that free radicals play an im-
portant role in the pathogenesis of gastric ulcers induced by
absolute ethanol. Free radicals also promote severe cell chang-
es, leading to cell death.

Sulfhydryl compounds are significantly involved in the
maintenance of the integrity of the gastric mucosa, partic-
ularly when reactive oxygen species are involved in the
physiopathology of damaged tissue in models of gastric
ulcers induced by absolute ethanol or ischemia and reper-
fusion (Kimura et al. 2001). LIN has not been able to alter
the levels of sulfhydryls compounds; however, LIN-CD
was able to significantly increase these levels, suggesting
that the incorporation of this monoterpene in (-
cyclodextrin improves its antioxidant profile.

Another parameter that involves the antioxidant activi-
ty is the enzyme myeloperoxidase (MPO), which is pres-
ent in the lysosomes of neutrophils, can be used as neu-
trophil infiltration index (Krawisz et al. 1984). LIN and
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LIN-BCD were able to lower the MPO levels, suggesting
that they potentially interfere directly in the reduction of
neutrophil infiltration. Gastric ulcer is closely associated
with oxidative stress caused by reactive oxygen species,
such as lipid peroxidation, which can be measured by
markers such as malondialdehyde (MDA). LIN and
LIN-BCD were able to reduce lipid peroxidation signifi-
cantly, suggesting that they are acting as scavengers of
reactive oxygen species. These data show that the
gastroprotective activity of uncomplexed monoterpene
and also those complexed into 3-cyclodextrin is probably
related to the increased antioxidant activity.

However, the importance of the study of acute lesions in
humans is small compared to the relapsing study of chronic
lesions. It is therefore necessary to check the activity of LIN
and LIN-BCD in a chronic model such as gastric ulcers in-
duced by acetic acid. It has been shown that the application of
acetic acid on the surface of serosal rat stomachs results in
ulcers that are very similar to those seen in humans in terms
of location, severity and chronicity, as well as regarding
healing (Okabe and Pfeiffer 1972).

Gastric ulcers induced by acetic acid are caused by changes
in various factors, including growth factors, mucus adhesion,
microcirculation, nitric oxide, and cytokines, besides the pro-
duction of derived prostaglandins of the enzyme
cyclooxygenase-2 (Kobayashi et al. 2001; Shahin et al.
2001). Therefore, ulcer healing is a complex process involving
proliferation and migration of epithelial and inflammatory cells,
synthesis and degradation of extracellular matrix molecules and
connective tissue components, as well as the synthesis of
growth factors and cytokines, which together make healing a
well-orchestrated process (Tarnawski et al. 1995).

The results obtained in this study demonstrated that the
treatment of animals for 14 days with cimetidine significantly
reduced the gastric ulcer induced by acetic acid. Similarly,
treatment with LIN or LIN-BCD also protected the gastric
mucosa from lesions caused by acetic acid, and LIN-3CD
was shown to have a more potent gastroprotective effect when
compared to LIN uncomplexed, revealing that the incorpora-
tion of monoterpene in -cyclodextrin improves the healing
response. Interestingly, the oral administration of LIN or
LIN-BCD at the doses tested did not cause changes to dem-
onstrate signs of toxicity in animals treated for 14 days, as
death or macroscopic changes in the liver, stomach, heart,
lungs, spleen, and kidneys (data not shown).

The data provides evidence to suggest that both LIN
uncomplexed as that incorporated into inclusion complexes
containing [3-cyclodextrins have a potential applicability in
the treatment of acute and chronic gastric ulcers. These effects
appear to be related to an increase in antioxidant activity.
Thus, LIN-BCD can be an interesting alternative for the bio-
technological development of new therapeutic options for the
treatment of gastric ulcers.
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= - | RElORB! | PROSPECGAO DE PRODUTOS NATURAIS BIOATIVOS s 2 1000 | 100 CUMPRIU
6/2013 | 6/2013 REONO%’?B' ESTAGIO-DOCENCIA | = - - - CUMPRIU
62013 | 622013 | OORB! | ESTAGIO-DOCENCIA I & = - - CUMPRIU
52013 | 172014 | FENORBI|PARVACOLOGIA E TOXICOLOGIA PRE-CLINICA DE PRODUTOS = 5 ST =5 prespm—
82013 | 42014 | " OORB!| AVANGOS EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR o1 4 1000 | 90 APROVADO
8/2013 | 1/2014 R%‘O%;‘B' AVANCOS EM BIOQUIMICA E BIOFISICA o1 4 1000 | 93 APROVADO
3/2014 | 7/2014 R%’Ogge' BIONEGGCIOS E MARCOS LEGAIS EM BIOTECNOLOGIA o1 3 1000 | 92 APROVADO
3/2014 | 4/2014 REONOC;EB' SEMINARIOS DE TESE EM ANDAMENTO | & - 2 APROVADO
92014 | 12/2014 | "ENORB!|SEMINARIOS DE TESE EM ANDAMENTO I 2 = = APROVADO
82014 | 82014 |FOORB!IPROFICIENCIA EM LINGUA ESTRANGEIRA I - -- " APROVADO
32015 | 72015 | OORB!|ATIVIDADE DE PESQUISA = = = APROVADO
#2015 | 1272015 | "OORB! | ATivIDADE DE PESQUISA I s . . s APROVADO
32016 | 62016 | OONS' |QUALIFICAGAO = = " . APROVADO
3/2016 = REONS‘ZB' ATIVIDADE DE PESQUISA IV = = = . MATRICULADO
- - APROVEITAMENTO DE CREDITOS - 9 - CUMPRIU
Créditos Exigidos: I 16 | Créditos Integralizados: | 36 l Créditos Pendentes: 0
Disciplinas/Atividades Obrigatérias Pendentes: 1
Cédigo Componente Curricular CH
RENORBIO021 | TESE 180h
Para verificar a autenticidade deste documento entre em http://www.sigaa.ufpi.br/sigaa/public informando a Pagina 1 de 2

matricula, data de emisséao e o cédigo de verificagao: c4d561493b



107

SIGAA - Sistema Integrado de Gestéo de Atividades Académicas
UFPI - Universidade Federal do Piaui
PRPG - PR6-REITORIA DE ENSINO DE P6S-GRADUACAO

Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Bairro Ininga
Historico Escolar - Emitido em: 06/07/2016 as 12:21h
Nome: FRANCILENE VIEIRA DA SILVA

Matricula: 2013100731
Cada unidade de crédito equivale a 15 horas/aulas tedricas, praticas ou de estagio. Para avaliagao qualitativa utilizar os seguintes conceitos/valores:
NL (Nulo)=0, MU (Mau)=1, IF (Insuficiente)=2, SF (Suficiente)=3, BM (Bom)=4, PL (Pleno)=5. Estara habilitado o aluno que obtiver conceito nao
inferior a SF. Outros simbolos: CC (Crédito Consignado), CA (Crédito Automatico), CV (Crédito Vestibular). A partir de 1994 foi adotado o sistema de

notas numa escala de 0 a 10. Considerado apto o aluno que obtiver nota ndo inferior a 6. Novos simbolos: EF (Aprovado por Exame Final), AM
(Aprovado por Média), RN (Reprovado por Nota), RF (Reprovado por Falta).

Atencéo, agora o histérico possui uma verificagdo automatica de autenticidade e consisténcia, sendo portanto dispensavel a assinatura da
coordenagao do curso ou PRPG. Favor, ler instrugdes no rodapé.
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