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Elaboracéo e caracterizacdo de nanoparticulas contendo a-terpineol e seus efeitos sobre
lesBes gastricas em roedores

Tese. Programa de Doutorado em Biotecnologia , Fernandes, H.B.
RENORBIO Ponto Focal Piaui/UFPI, 2016

RESUMO

A Ulcera péptica é um disturbio do trato gastrointestinal que resulta do desequilibrio entre os
mecanismos citoprotetores gastricos e fatores lesivos sobre sua mucosa. A despeito dos
avancos na terapia vigente de Ulceras pépticas, os farmacos utilizados apresentam eficacia
limitada e manifestam diversas reagdes adversas como hipersensibilidade, arritmias,
ginecomastia e alteracdes hepatopoéticas. Na busca por moléculas mais efetivas e seguras
para o tratamento desta doenca, 0s produtos naturais representam vasta fonte para pesquisa e
descobrimento de novos compostos, com destaque ao a-terpineol, um monoterpeno
encontrado no Gleo essencial de espécies como Melaleuca quinguenervia, Pinus taiwanensis
Hayata ou obtido por sintese quimica. Este composto apresentou atividade antitlcera em
estudos preliminares de lesdo aguda em roedores, porém, apresenta propriedades lipofilicas e
ainda é um farmaco de reduzida meia-vida na circulacdo sanguinea. Considerando o grande
potencial do efeito antitlcera do a-terpineol, apesar de sua farmacocinética desfavoravel, esse
trabalho teve como objetivo investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na
protecdo gastrica deste farmaco, desenvolver nanoparticulas poliméricas de polimetacrilato de
metila (PMMA) contendo este monoterpeno assim como estudar o seu efeito sobre lesdes
gastricas em roedores. No estudo de investigacdo dos mecanismos de acdo, 0 a-terpineol
reduziu a inflamacdo na area ulcerada, aumentou os niveis dos grupos sulfidrilicos néo-
proteicos (420,48+28,89 vs controle - 290,87+22,96 ug/g de tecido), da producdo de muco
(62,65+4,9 vs controle - 41,8+1,17 pg de azul de alcian /g de tecido) e promoveu cicatrizacao
de ulceras gastricas (28,85+13,56 mm?® vs veiculo 204,36+34,57mm?®). As Nanoparticulas
contendo a-terpineol foram preparadas pela técnica de polimerizacdo em miniemulsdo. A
formulacdo utilizada para o teste de atividade gastroprotetora (PMMA-Np-atp 8 %)
apresentou uma taxa de encapsulacao de 74,07 + 3,03 %, diametro médio de 796,8+88,34 nm,
indice de polidispersdo de 0,532 e potencial zeta de -52,5 + 13,1 mV. A administracdo de
PMMA-Np-atp 8 % (Dose equivalente a 0,75 mg/kg de a-terpineol) decresceu a area da leséo
gastrica induzida por etanol absoluto em camundongos progressivamente no decorrer das 1, 3
e 6 horas ap6s sua administracdo (19,21 + 1,78, 14,41 £+ 1,92 e 9,59 £ 1,89 %,
respectivamente) de maneira significativa (p<0,05) em comparagdo ao grupo tratado com
veiculo e nanoparticulas de PMMA sem o monoterpeno (PMMA-Np-atp 0 %) (30,96 * 3,87
e 31,88 + 4,33 %, respectivamente). Sob a luz destes resultados, o a-terpineol apresenta
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e cicatrizantes, importantes para sua atividade
gastroprotetora e a técnica de polimerizagdo em miniemulsdo foi capaz de incorporé-lo a
matriz de PMMA, mantendo suas propriedades gastroprotetoras em doses menores do que sua
forma livre.

Palavras-chave: o-terpineol. Nanoparticulas. Gastroprote¢do. Antioxidante. Cicatrizacéo
gastrica.



LISTA DE ABREVIATURAS

AINE — Anti-inflamatorio ndo esteroide

ALT — Alanina Aminotransferase

AP-1 — Proteina ativadora-1

AST — Aspartato Aminotransferase

bFGF — Fator basico de crescimento de fibroblastos
CagA — Citotoxina associada ao gene A

CAT — Catalase

CGRP — Peptidio relacionado ao gene calcitonina
COX-1 - Ciclo-oxigenase 1

COX-2 - Ciclo-oxigenase 2

DLso — Dose letal de um farmaco em 50 % de uma populacéo teste
DNA — Acido desoxirribonucleico

DTNB - Acido 2,2'-dinitro-5,5'-ditiodibenzoico
E.P.M. — Erro padrdo da média

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EGF — Fator de crescimento epidermal

EGF-R — Receptor do fator de crescimento epitelial
EIV — Espectro do infravermelho

EPK — Proteina quinase regulada por vias de sinalizacdo extracelular
EROs - Espécies reativas de oxigénio

FDA — Food and Drug Administration

FTIR — Espectro infravermelho por transformada de Fournier
GLIB — Glibenclamida

GMPc — Monofosfato ciclico de guanosina

GPx - Glutationa peroxidase

GR - Glutationa redutase

GSH - Glutationa reduzida

GSH-Px - glutationa peroxidase

GSSG - - Glutationa oxidada

H. pylori — Helicobacter pylori

H202 - Peréxido de hidrogénio



H3PO,— Acido fosfdrico

HCI — Acido cloridrico

HCO;3; — Bicarbonato

HO, »— Radical hidroxiperoxil

HOCI - Acido hipocloroso

HSPs — Protein do choque térmico (Heat shock proteins)
IGF-1 — Fator de crescimento de insulina-1
K,HPO, — Fosfato de potassio dibasico

K,S,0g — Persulfato de potassio

Katp— Canais de potassio sensiveis ao ATP
KCI — Cloreto de potassio

KH,PO, — Fosfato de potassio monobasico
L-NAME — Nw-nitro-L-arginina metil Ester
LTC4— Leucotrieno Cq4

MAPK - Proteina quinase ativada por mitdgeno
MDA — Malondialdeido

MMA — Metacrilato de metila

MPO — Mieloperoxidase

NAC — N- acetilcisteina

NADPH — Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
NaOH — Hidrdxido de sédio

NEM — N-Etil-maleimida

NF-«xB — Fator nuclear kappaB

NO — Oxido nitrico

NO — Oxido nitrico

NOS — Oxido nitrico sintase

O,¢" — Radical superoxido

OH- — Radical hidroxil

PDGF — Fator de crescimento de plaquetas
PDGF — Fator de crescimento derivado de plaquetas
PGE; — Prostraglandina E,

PGI,— Prostaglandina I,

PKLA: Fosfatase alcanina

PMMA - Poli-(metacrilato de metila)



PMMA-Np-atp — Nanoparticulas de poli-(metacrilato de metila) encapsuladas com a-
terpineol

SH-NP — Grupos sulfidrilas ndo protéicos

SOD - Superoxido dismutase

Sp-1 — Fator de transcri¢do-1

TFF — Fatore trefolio de baixo peso molecular
TGA — Analise termogravimétrica

TGF-a — Fator transformador de crescimento alfa
TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

TXA, — Tromboxano A,

UV-Vis — Ultravioleta visivel

VaC - Citotoxina vacuolizante

VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO 1

Figura 1. Fatores agressores e protetores da muc0Sa gastriCa ..........ccccverveerererenenesieeniennas 22
Figura 2. Resumo da formacéo das espécies reativas de oxigénio no organismo e acdes das

ENZIMAS ANTIOXIAANTES. ....eveeieeiie ettt steenee e 25
Figura 3. Patogénese de lesbes gastricas por H. pYIOri ......ccccoviviiiiii e 28
Figura 4. Patogénese de lesdes gastricas por AINES ... 29
Figura 5. Fisiopatologia das lesdes gastricas induzidas por etanol .............ccccocevveveiieinennne 31
Figura 6. Estrutura quimica do a-terpingol ............coooiiiiiiiiii i 38
Figura 7. Estrutura quimica do mondmero, MMA e de seu polimero, PMMA ..........c..c........ 45

Quadro 1. Esquemas terapéuticos para o tratamento de Ulceras por helicobacter pylori. ...... 32
Quadro 2. Estrategias terapéuticas para o tratamento de Glceras em usuarios cronicos de

ANES L.t a e e e a e e a e e e an e e e nrreeannaaeans 33

Quadro 3. Plantas medicinais utilizadas no tratamento de Ulceras gastricas.. ..........cccceeveene.. 34

Quadro 4. Atividades bioldgicas de MONOLErPENOS. ........ccerveiririiieererie s 37

Quadro 5. Estudos farmacologicos do o-terpineol............ccoeviiiieiiiiiineisse e 39
CAPITULO 2

Figura 1. Participacdo da via no-sintase no efeito gastroprotetor do a-terpineol contra
lesbes induzidas por etanol absoluto em camundongos com inibidor da no-sintase,
LoNAME ..ottt r e b et et ne e re e 80

Figura 2. Participacdo dos grupos sulfidrilicos endogenos no efeito gastroprotetor do a-
terpineol contra lesbes induzidas por etanol absoluto camundongos pré-tratados com
inibidor dos grupos SulfidrilicOS NEM .........cccociiiiiiiiiisee s 81

Figura 3. Participacdo dos K’y no efeito gastroprotetor do a-terpineol contra lesdes
induzidas por etanol absoluto em camundongos pré-tratados com inibidor de K*atp,

glibenclamida (GLIB). ......ooiiiie e 82
Figura 4. Efeito do a-terpineol sobre a atividade da catalase na mucosa de estbmagos
lesionados por etanol absoluto, em camuNAONGOS .........ccveviieirieiie e 83

Figura 5. Efeito do a-terpineol sobre a atividade da MPO na mucosa de estdmagos
lesionados por etanol absoluto, em CamUNAONGOS .......cceeveiiriierierie e 83

Figura 6. Efeito do a-terpineol sobre a sobre os niveis de SH-NP na mucosa de estdmagos
lesionados por etanol absoluto, em CamUNAONGOS .......ccvevriierierierie e 84

Figura 7. Efeito do a-terpineol sobre a sobre os niveis de MDA na mucosa de estdmagos
lesionados por etanol absoluto, em CamMUNAONGOS .......ccveverieiierierie e 84



Figura 8. Efeito do a-terpineol sobre teor de muco aderido a mucosa gastrica apos ligadura
(o[l o] (o] do =T 0 0 N Lo LSRR 85

Figura 9. Efeito do a-terpineol sobre Ulceras géstricas induzidas por acido acético em
51 (01T O TP PR 86

Figura 10. Ganho de massa corporal dos animais submetidos a sete dias de tratamento
COM O-EEIPINEON ... bbb 86

CAPITULO 3

Figura 1. Taxa de conversdo das reacdes de polimerizacdo de metacrilato de metila em
ol fo LTy aTUT 7 Uo TSSO OP 111

Figura 2. Analise térmica de a-terpineol, PMMA-np-atp 0%, PMMA-np-atp 8%, PMMA.-
NP-0ED L5 Q0. bbbttt 113

Figura 3. Espectros de IV do a-terpineol, PMMA-np-atp 0%, PMMA-np-atp 8%, PMMA.-
np-atp 15 % e mintura fisica entre a-terpineol e PMMA-NP-atp 0%. ..ccvevvereervrenvnnnnns 115

Figura 4. Varreduras de a-terpineol livre e extraido de PMMA-np-atp 8% e PMMA-np-
DD 000 1ttt bbb are s 116

Figura 5. Efeito de pmma-np-atp 8% sobre lesdes induzidas por etanol absoluto em
camundongo apos 1, 3 e 6 horas de tratamento. ............ccceeveeiierieiieceece e 116



LISTA DE TABELAS

CAPITULO 2

Tabela 1. Efeito do a-terpineol e carbenoxolona sobre lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto e etanol acidificao em camuNAONQOS...........oveveiieiirirerieeee e 78

Tabela 2. Efeito do a-terpineol e N-Acetilcisteina sobre lesGes gastricas induzidas
ISQUEMIA € rEPEITUSED BM TALOS.......eiuieiieieeteie ettt 79

Tabela 3. Efeito do tratamento com com a-terpineol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg), cimetidina e
veiculo durante sete dias sobre o peso dos 6rgdos dos animais em protocolo de ulcera
iNduzida Por ACIAO ACALICO. ......cveivieiiciicie et sre e 87

Tabela 4. Pard@metros bioquimicos séricos de animais tratados com a-terpineol (6,25, 12,5
e 25 mg/kg), cimetidina e veiculo durante sete dias em protocolo de Ulcera induzida

00 = Tol o [o TR Uot= o o PR 87
CAPITULO 3
Tabela 1. Formulagdes com diferentes teores de a-terpineol para preparagdo de PMMA-
PO T P et b b et b et r e 108
Tabela 2. pH das formulagdes apds 24 horas e 12 meses de preparagao..........c.cceceeereeereene 112

Tabela 3. Tamanho da particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, eficiencia de
encapsulacado, carga de encapsulado de PMMA-NP-0tp 8%0......c.ccververiveierivenenienneins 114



SUMARIO

R 1 01 4 o To (3ot o RO TP PRSP TP TPPTUPURPRPROON 17
A © 1 o 11 {10 1SS 20
2.1 ODJELIVO GEIaAL ...t 20
2.2 ODJetiVOS ESPEITICOS. . iiuviirieiieie et re e ns 20
3 Capitulo I: Referencial tEOFICO .........coceiiiiiiiiiie e 21
3.1 UICEIAS PEPLICAS .....voeveveeeeeee ettt es sttt sttt s st en sttt n ettt en et 21
3.2 Mecanismos protetores da MuCOSA GASLIICA........cueererrerirerieesiese e 23
3.2.1 Barreira muco-alcalina-hidrofODICa............cooviiiiiieiee s 23
3.2.2 CEIUIAS EPITEHAIS. ... c.veueeeeieeeeieeie sttt ettt 24
3.2.2 Microcirculacdo e inervagdo sensorial gAStriCa ..........ccvevveiieiiieieeie e 27
3.3 Agentes agressores da MuCOSA JASLIICA ........ccerurirrereieisiesieesie et 28
TR 00 B o (=1 Tt o= Uk =T i )Y/ (o] o I OSSPSR 28
3.3.2 Anti-inflamatdrios ndo-esterdides (AINES) ... 29
3.3.3 Outros agentes agressores da MuC0Sa GaSIIICa ........ccevveveerieiiieieeie e 30
3.4 ESLratégia terapBULICAS ........cveveereiieesierieee ettt 31
3.5 ProOULOS NALUFAIS .. .oveviiteiiieiieieie ettt ettt a ettt beereeneanes 34
3.5.1 OlE0S BSSENCIAIS .......ecvevreceeeeeeesseeeesee e esesess st es st es e st es s e et st ssene st st st ene et ennessenseeanas 35
I ST Y (o141 ] (=] 1 01T T 1RSSR 36
3.5.3 GATBIPINEOL. ...t 38
3.6 Sistemas carreadores de FAIMACOS ........civiiiiiieiee et 40
3.7 Nanotecnologia e nanoparticulas POlIMEriCAS .........cccceveieiiiiiiiieee s 42
3.8 Poli-metacrilato de Metila...........ccoviiiiiiii 44
3.9 Preparagéo de nanoparticulas de PMIMA ... 45
3.9.1 MINIEMUISAOD ...ttt bt b et et sre e e enee e 45
3.9.1 DiluiGAO0 & OSIWAIA ......ocviiiiiiieiieiee bbb 46
3.9.1.2 Surfactantes em MINIEIMUISOES .........c.ooveiiiiiie e 46
3.9.1.3 COBSIADIIZANTES ... eevveeeee ettt et e e e ste e st e s reeteeneesneenneenee e 47
3.9.1.4 Sistema de diSpersdo em MINIEIMSDOES........cciuiiiieiieiie e 48
3.0, 1.5 INICIATOIES ...ttt ettt b bbbttt s e et bbbt e enes 49
3.9.1.6 Polimerizagdo em MINIEMUISTES .........cccoiiiiiiiieieie e 49

310 RETEIENCIAS .eeeeeee et ettt e e et e e ettt e e e e e e e e e et eeeeeeee e e eeeeaeenaaans 51



4 Capitulo II: Investigacdo da atividade gastroprotetora e cicatrizante do

a-terpineol em modelos de lesdo gastrica aguda e crénica em roedores..................... 66
Nt 0T [1 o= T OSSPSR 69
4.2 MELOUOIOGIA ...ttt bbbttt 71
4.2.1 FArMACOS € FBAJENTES ... .uveveeteeeeesteesteeseestee e ete st e ste e eesreesteaaeeseesaeesseasseaseesteaneesseenseanee e 71
A.2.2 AANIIMIIS. ..ttt ettt sttt ettt ettt et e e e st et e st e e s ee e be e bt e nb e e st e nbe e b e aReeebe et e eneenne e teenee e 71
4.2.3 Lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto e etanol acidificado em camundongos.. 72
4.2.4 Atividade antiOXIAANTE. .......coiiiieiieie et sre e enee e 72
4.2.4.1 Mensuracdo da concentracdo de grupos sulfidrilas ndo protéicos na mucosa géastrica.72
4.2.4.2 Atividade da Catalase............ooiuiiiiiiiiiiie i 73
4.2.4.3 Atividade da MieloperOXidase...........cciveiueiiieieeiiesie et 73
4.2.4.4 Determinacdo dos niveis de malondialdeidio...........cccoovvvieiniiiiieisinereese e 73
4.2.5 participagdo da via do oxido nitrico, canais de potassio sensiveis a0 ATP (Kap) €
grupos sulfidrilas na gastroprote¢do do a-terpineol........cccccvevvviiiiieiiicn i 74
4.2.6 Lesdes gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos..........cccoceeveevvereerieennenn, 74
'4.2.7 Determinacdo de muco Na Parede GASIIICA .......coovevrereiee i 75
4.2.8 Ulcera induzidas por 4CId0 aCELICO EM FALOS ...........coveevevrvereeeeeeeeeeeeseeeeeese e s 75
4.2.9 Avaliagdo da toxicidade do a-terpineol em modelo de lesdo por acido acético.............. 76
4.2.10 ANALISE ESTALISTICA ... veviveieieieeieie ettt ens 77
- U 17T [0 LSS 78
4.3.1 Efeito do a-terpineol sobre lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto e etanol
acidificado em CAMUNTONGOS........coiiiiieieite sttt bbb 78
4.3.2 Efeito do o-terpineol sobre lesGes gastricas induzidas por isquemia-reperfusdo em
51 (0L TP 79
4.3.3 Participacéo do oxido nitrico, grupos sulfidrilas end6genos e Kup na gastroprotegdo
O OFTBIPINEOL. .. 79
4.3.4 AtIVIdade da CAtAlASE .........eeiuiiiiiieiieie e 80
4.3.5 Atividade da MIEIOPErOXIUASE ......ooviviiriiiiiiiccee s 80
4.3.6 Concentracdo de grupos sulfidrilas ndo protéicos na mucosa gastrica.............ccevevenenne. 81
4.3.7 Niveis de mda Na MUCOSA GASTICA. ......cceiuiririieeieieie e 81
4.3.8 Conteldo de MUCO NA MUCOSA GASLIICA. ......c.eciveiuieireeieireccie et 82
4.3.9 Efeito do a-terpineol em ulceras induzidas por acido acético em ratos .............ccccueeneee. 85
4.3.10 Avaliagdo da toxicidade do a-terpineol em modelo de lesdo por acido acético............ 85
4.4 DISCUSSAD ....veveeriesteiestestesbe st s it et et e b et ettt bbb e s e st e b e b e b e e b bt e bt e bt e se e s e e b et e b ettt e b enes 88
AGIAECIMENTOS ...ttt sttt sttt e b e be e esreesbeesbesre e beeneesreenrs 93

.5 RETOIENCIAS ... ee e et e e e e ettt e e e et e e e ettt e e e e e e e e e et e eee e e e e e e raeeaeeaaaaas 94



5 Capitulo I11: Preparacao e caracterizacao de nanoparticulas de PMMA contendo
a-terpineol em modelo de lesdo aguda induzida por etanol absoluto em roedores . 103

T8 A 1110 T 11 o To 1SRRI 106
5.2 MELOUOIOGIA ... bbbttt 107
5.2, L ANIIMIAIS ..ttt bbb bbb bbbt bbb Rt b bbb b b nre s 107
5.2.2 Preparacgdo de nanoparticulas de PMMA contendo a-terpineol (PMMA-np-atp) ........ 107
5.2.3 Caracterizagao de PIMMA-ND-0LD . ...ueiveiieiieiieeieseeseeseesee e eseesaesreeeessaesseesaesseessaensens 108
5.2.3.1 Taxa de CONVErsao POr GraVimELITa .......cocceieriririeieiesie et 108
5.2.3.2 Distribuicdo do tamanho de particulas e potencial zeta ...........ccccccevvveveiveveciicceenne 109
5.2.3.3 ANALISE tEIMICA .....cveieieiteiie sttt st e e e se e e et e saesbesresnenreaneas 109
5.2.3.4 Espectro do infravermelho por transformada de Fournier (FTIR) ......ccccovevviiveieennne 109
5.2.3.5 Taxa de enCapSUIAGAD ..........ccuiiiiiieieees ettt 109
5.2.4 Efeito protetor gastrico de PMMA-np-atp em modelos de lesdo aguda induzida por
etanol absoluto em CaMUNAONGOS ........ooviiiiiiriiiiiieee s 110
5.2.5 ANALISE ESTALISTICA ....e.veviiveitieiieieie ettt bbb ene s 110
5.3 RESUITAUOS ..ottt ettt et e s s e te e s e s seesteaneeaneesseeneeenennseenneas 111
5.3.1Taxa de conversdo e pH das formulaghes ............cccevveeieiiciicie i 111
5.3.2 ANALISE tEIMMICA ... .cueeieieiecie ettt et et e s te s e e teesa et e e e saestesresreereeneas 112
5.3.3 Espectro do infravermMeln0.............coveii i 112
5.3.4 Distribuicdo do tamanho das particulas, potencial zeta e taxa de encapsulagéo ........... 114
5.3.5 Efeito protetor gastrico de PMMA-np-atp em modelos de leséo aguda induzida por
etanol absoluto em CaMUNAONGOS ........ooveiiriirieiiiieie s 114
5.2 DISCUSSAD ....uveuvevetiateaseeseestestestestessesseaseeseestessestesseaseaseaseassesbeseeabeabeabeaseeneesbenbesbesbesnearenreas 117
AGIAO0ECTMENTOS ...ttt bbbt bbbt b et e bbb bt ne e 120
5.5 RETEIBNCIAS. .. e tiiteiti ettt ettt st et e s et e e et et renreereeneas 121
6 CONSIAEIAGOES FINAIS.......eviviiiiitiiieeiiee e bbb eneas 124

7 Outras atividades deSenVOIVIAAS. ........coooeee e 126



Helio de Barros Fernandes. Eluhoragio de nﬂnoﬁarﬁcu[m’ contendo a-ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre éj’ﬁeij‘fricaJ' em roedores

17

1 Introdugéo

A Ulcera péptica é um disturbio que se manifesta na forma de feridas na mucosa
do trato gastrintestinal superior que, anualmente, acomete 50 milhdes de pessoas e
apresenta 11 milhdes de novos casos diagnosticados no mesmo periodo em todo o
mundo. As Ulceras hemorrégicas e perfurantes sdo as complicagdes mais graves e caso
ndo se adote procedimentos que intervenham nesses quadros, podem levar a
complicacBes como infeccdo e sepse, evoluindo para o oObito (hemorragias, 5-8 %);
perfuracdo, 10-40%) (CHEN et al., 2016; SURG, 2005).

Embora a etiologia da Ulcera péptica ainda ndo esteja totalmente elucidada, sabe-
se que o desequilibrio entre os fatores agressores (Helicobacter pylori, suco gastrico,
fumo, alcool, traumas, estresse, anti-inflamatorios, tumores malignos, entre outros) e 0s
fatores citoprotetores da mucosa gastrica (secrecdo de muco gastrico, regeneracao
epitelial, fluxo sanguineo gastrico, prostaglandinas, Oxido nitrico, fatores de
crescimento, entre outros) € a principal causa conhecida para o surgimento de lesbes que
evoluem para ulceras pépticas. Tal variedade e complexidade dos elementos envolvidos
na etiologia da Ulcera péptica tornam a selecdo de farmacos para o esquema
medicamentoso crucial para o sucesso da terapia (AMIRSHAHROKHI; KHALILI,
2016; FRANCO et al., 2015).

A atual abordagem medicamentosa no combate a Ulcera péptica baseia-se no
controle da secregdo gastrica com uso de inibidores da bomba de prétons (omeprazol,
lansoprazol, esomeprazol, entre outros), antibioticoterapia no tratamento de Ulceras pela
infeccdo por Helicobacter pylori e, por vezes, 0 uso de compostos gastroprotetores
(compostos de bismuto, misoprostol e sucralfato) (MALFERTHEINER; CHAN;
MCCOLL, 2009). A despeito dos importantes avangos no tratamento dessa disfuncdo, a
presenca de lceras reincidentes e os efeitos adversos medicamentosos
(hipersensibilidade, arritmias cardiacas, ginecomastia e alteracfes hepatopoéticas) ainda
sdo obstaculos constantes encontrados na terapia vigente. Portanto, tais empecilhos
motivam a investigacdo por farmacos mais efetivos que também atendam aos requisitos
de seguranca ao longo da terapia (CARRETERO, 2016; KANGWAN et al., 2014;
RIBEIRO et al., 2016).

A atropina e escopolamina (extraidas de Atropa belladonna L.); morfina
(extraida de Papaver somniferum L.) e tubocurarina (encontrada nas folhas de Strychnos

toxifera Benth.), por exemplo, sdo farmacos extraidos de espécies vegetais utilizadas
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culturalmente por diferentes povos/tribos e que seus estudos resultaram em
medicamentos importantes na prética clinica ou serviram de ferramenta para
desenvolvimento de novos principios ativos. A carbenoxolona, um derivado do acido
glicirretinico, € um farmaco eficaz contra Ulceras gastricas descoberto como resultado
de pesquisas com Glycyrrhiza glabra (Alcaguz), comumente utilizada pelos povos
indigenas (AKTAR; MUNIR 1989). Estudos mais recentes de atividade antitlcera
também foram desenvolvidos com outras classes de moléculas derivadas de plantas
medicinais, como alcaldides (DE SOUZA ALMEIDA et al., 2011; MILLER et al.,
2000), saponinas (LEE et al., 2005), polissacarideos (GAO et al., 2004), compostos
fendlicos (BHATTACHARYA et al.,, 2007; CAPASSO et al., 2000) e terpenos
(KLOPELL et al., 2007; SINGH et al., 2008).

O o-terpineol ¢ um monoterpeno encontrado na composicdo do 6leo essencial de
espécies como Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.F. Blake (IRELAND et al., 2002),
Pinus taiwanensis Hayata (YAO et al., 2005), Eucalyptus spp (GILLES et al., 2010;
RAHIMI-NASRABADI et al., 2013) e Myrtus communis L.(BEN HSOUNA et al.,
2014) que apresentou atividade gastroprotetora em investigactes preliminares (SOUZA
et al., 2011). Embora apresente resultados promissores no estudo de Ulceras pépticas, 0
a-terpineol é um farmaco com baixa solubilidade em agua e reduzida meia-vida (12,5
minutos) na circulacdo sanguinea (TOBIN; SWERCZEK; BLAKE, 1976). Os
principios ativos com caracteristicas necessitam de varias administracdes diarias para
que obtenha a concentracdo plasmatica estacionéria, dificultando a adesdo ao tratamento
pelo paciente e contribuindo para a ineficécia terapéutica. Uma estratégia vidvel para
contornar tais problematicas é a elaboracdo de formulacBes de liberacdo controlada
(ALAVIJEH et al., 2005).

Os sistemas de liberagdo controlada se propdem a manter a concentragdo do
farmaco de acordo com a posologia desejada, como por exemplo, os sistemas do tipo
nanoparticulas, bastante utilizados para elaboracdo de formulagbes estaveis,
biocompativeis de liberagdo prolongada. A nanotecnologia envolve o desenvolvimento,
caracterizagdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica ou
micrometrica e um dos seus objetivos € melhorar a biodisponibilidade de um farmaco
através do aumento de sua estabilidade nos fluidos bioldgicos ou ainda o aumento de
estabilidade da propria formulacdo farmacéutica (COUVREUR; VAUTHIER, 2006;
COUVREUR et al., 2002).



Helio de Barros Fernandes. Eluhoragio de nﬁnoﬁﬂrﬁcu[m’ contendo a~ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre [e;‘ﬁe;y»ﬁ‘fﬁmy em roedores

19

Sob esse ponto de vista, obter sistemas particulados contendo a-terpineol com
a aplicacdo de técnicas em nanotecnologia a fim de investigar se a atividade
gastroprotetora deste farmaco € mantida e/ou melhorada ndo s6 valoriza a
biodiversidade e a cadeia produtiva desta molécula assim como amplia o leque de
aplicaces desta molécula, além do desenvolvimento de um potencial produto para
tratamento de doengas do trato gastrintestinal.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na protecdo gastrica do
a-terpineol livre e de nanoparticulas contendo este monoterpeno em modelos de lesdes

géstricas.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Investigar a participacdo de Oxido nitrico, canais de potassio sensiveis ao
ATP, grupos sulfidrilicos ndo-protéicos enddgenos e producdo de muco e na protecdo
gastrica do a-terpineol;

2.2.2 Investigar parametros antioxidantes na prote¢do gastrica do a-terpineol
através doseamento de grupos sulfidrilicos ndo-protéicos, malondialdeido e atividade
das enzimas catalase e mieloperoxidase;

2.2.3 Avaliar a capacidade cicatrizante do o-terpineol através de lesdes
gastricas em modelos de inducéo de Ulcera por acido acético;

2.2.4 Avaliar a toxicidade do a-terpineol durante o tratamento em modelo de
inducdo de Ulcera por &cido acético;

2.2.5 Preparar e caracterizar nanoparticulas contendo a-terpineol;

2.2.6 Avaliar o efeito protetor gastrico de nanoparticulas contendo contendo o-
terpineol em modelos de lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto.
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3 Capitulo I: Referencial tedrico

3.1 Ulceras pépticas

Os dados e artefatos historicos denotam a aparente perenidade da Ulcera
péptica, apresentando-a como uma doenca que subsiste a eras e que acompanha o
homem desde os primordios de sua civilizagdo. Fez-se mencgdo desta patologia, por
exemplo, na escrita cuneiforme de vasos de barro de civilizagdes mesopotamicas; no
papiro de Ebers da civilizacdo egipcia e nos livros do legado de Hipocrates, Peri
Nouson Il, do Corpus Hippocraticum, fazendo mengdes aos seus principais sintomas
como “fogo no estdbmago”, “ardor no peito”, “vOmito escuro e sanguinolento” e
“desconforto abdominal no jejum”. A partir do século XVI as ulceracdes
gastrointestinais passaram a despertar maior interesse através das observacoes
anatomopatoldgicas das diferentes regiGes do trato gastrointestinal em necropsias e
especulacBes tedricas sobre sua etiopatogenia, com Bailie, em 1793, descrevendo 0s
sintomas da Ulcera péptica gastrica. Durante o século XIX teve inicio os estudos que
individualizaram definitivamente a UGlcera gastrica como uma doenca distinta de outras
lesBes do trato gastrointestinal e, em 1830, Jean Curveilhier denominou tal injdria como
“Olcera simples cronica do estomago” (REZENDE, 2009; TONETO; OLIVEIRA;
LOPES, 2011).

Iniciadas em meados do século XVIII até os dias de hoje, varias hipoteses
foram testadas e teorias formuladas com intuito de descobrir que fatores s&o
determinantes e predispdem ao enfraquecimento da mucosa gastrointestinal, origem da
lesdo inicial e sua evolugédo para Ulcera (REZENDE, 2009). Durante esse periodo, todos
0s estudos convergem para um denominador comum: a sobreposi¢cdo dos fatores
agressores sobre os protetores da mucosa gastrica (Figura 1) (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

Ulceras pépticas sdo lesdes comumente encontradas no esdfago, estomago e
duodeno que podem estender-se por toda a espessura da mucosa e camada muscular
desses 6rgdos na forma de feridas crateriformes, que podem evoluir a complicaces,
como obstrucdo da seccdo lesionada, perfuragdo e hemorragia (HUANG; LEE, 2014;
TARNAWSKI et al., 2001). A hemorragia da mucosa gastrointestinal € a complicacédo
mais freqliente das Ulceras pépticas (29 a 38% dos casos), principal causa de internacao
hospitalar por sangramento do trato gastrointestinal superior (50 a 66% dos casos) com

uma taxa mortalidade entre 5-8%. Outra complicacdo importante € a perfuracdo da
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mucosa (2 a 14% dos casos) que exige intervencdo cirargica imediata e possui elevada
taxa de mortalidade (10-40%) (BARKUN; LEONTIADIS, 2010; HUANG; LEE, 2014).
Somada a gravidade de suas complicacdes quanto a qualidade de vida do
paciente, a Ulcera péptica é o disturbio mais comum do trato digestivo superior,
acometendo em media 10 % da populagdo mundial. Outro dado preocupante é a sua
incidéncia anual de 0,1 a 0,19 % (coletados através de dados de diagnostico médico na
comunidade) e 0,03 a 0,17% (por meio de registros hospitalares), com taxa de
prevaléncia anual de 0,2 a 1,5% e 0,1 a 0,19% para 0s mesmos parametros citados,
respectivamente (SOSTRES; LANAS, 2011; SUNG; KUIPERS; EL-SERAG, 2009).

Figura 1 — Fatores agressores e protetores da mucosa gastrica.
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LEGENDA: *- Fatores agressores da mucosa; 1 — Defesa pré-eptelial; 2 — Defesa epitelial; 3 — Defesa
subepitelial; 4 — Maré alcalina; 5 — Nervos sensoriais; 6 — Renovacao celular; 7 — Moduladores da barreira
gastrica.

FONTE: Adaptado de LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008.



Helio de Barvos Fernandes, Elnboragio de nﬁnoﬁﬂrﬁcu[m' contendo a~ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre [e;‘ﬁe;y»ﬁ‘fﬁmy em roedores

23

3.2 Mecanismos protetores da mucosa gastrica
3.2.1 Barreira muco-alcalina-hidrofobica

A barreira pré-epitelial é a primeira linha de defesa da mucosa gastrica e seus
constituintes sdo produzidos por suas células epiteliais colunares sob estimulo de
mediadores da protecao gastrica, como o fator de crescimento da epidérme (EGF), fator
transformador de crescimento alfa (TGF-a), prostaglandina E; e 6xido nitrico (NO), que
sinergicamente produzem uma camada mucdide, alcalina e hidrofobica contra diversos
mecanismos deletérios da mucosa géastrica (LANAS, 2008; LICHTENBERGER, 1999).

O muco é composto por agua (95%), mucinas (principalmente MUC5AC,
MUC6 e MUC1) e bicarbonato (HCO3'). As moléculas de mucina que sao secretadas na
barreira (MUC5AC e MUCS6) interagem umas com as outras através de ligacbes nao
covalentes entre seus residuos de cisteina (do tipo SH - -HS), que conferem o carater
denso e viscoso dessa camada, distribuindo-se no extrato mucoso em um arranjo linear
laminado que, por sua vez, interage com mucinas ancoradas na membrana das células
da mucosa gastrica (MUC1). O bicarbonato, secretado pelas células parietais e
colunares gastricas, se distribui ao longo das laminas do gel mucoso, conserva o pH
dentro da neutralidade na interface muco-mucosa gastrica, incrementando as defesas
contra compostos acidos. Sobre a face luminal do gel, também se distribui uma camada
de fosfolipidios, conferindo carater hidrofébico ao muco-gel, repelindo acidos e outras
toxinas hidrofilicas (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008; LICHTENBERGER, 1999; REPETTO; LLESUY, 2002).

Os fatores trifdlios de baixo peso molecular (TFFs) sdo peptideos que também
compdem a barreira pré-epitelial (NEWTON et al., 2000). Possuem uma regido em suas
moléculas denominada dominio trif6lio, composto por seis residuos de cisteina que
formam uma al¢a que lhes conferem resisténcia a agdo de proteases. Essas moléculas
também auxiliam na viscosidade da barreira, aumentam a estabilidade do gel mucoso,
atuam orientando o processo de acumulo e processamento intracelular de mucina,
ativacdo em vias de sinalizacdo no processo de reparo da mucosa atraves da EPKs
(quinases reguladas por vias de sinalizacdo extracelular)/ MAPKSs (proteinas quinases
ativadas por mitdgenos), alem de interagir com citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento, como moduladores de resposta imune contra produtos bacterianos
(ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).
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Em sintese, essa camada promove protecdo contra choques mecéanicos de
alimentos, imobiliza micro-organismos, previne a difusdo da pepsina e outras
substancias nocivas em direcdo as células epiteliais da mucosa, cria um gradiente de pH
que atua como defesa a secrecdo acida do estdmago, possui moléculas antioxidantes e
integram a comunicagdo dessa barreira com o epitélio gastrico (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005; MOJZIS; HEGEDUSOVA; MIROSSAY, 2000).

3.2.2 Células epiteliais

A préxima linha de defesa da mucosa gastrica é composta por suas células
epiteliais que sdo responsaveis pela producdo da barreira muco-alcalina, bem como
munidas de mecanismos intracelulares que as protegem da hostilidade do ambiente
luminal géstrico (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; TARNAWSKI, 2005). O
epitélio possui zonas de oclusdo e jungbes comunicantes entre células vizinhas que
impedem o fluxo retrégrado de &cido e pepsina por suas membranas basolaterais,
possuindo, assim, a funcdo de isolar a camada subepitelial do limem géastrico e manter
estas células unidas metabolicamente (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; HILLS;
BUTLER; LICHTENBERGER, 1983; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Outro mecanismo de defesa intracelular sdo as proteinas de choque térmico
(Heat shock proteins-HSPs) que sdo produzidas em resposta a presenca de radicais
livres, altas temperaturas e agentes citotoxicos, com funcdo de conferir resisténcia
celular contra o agente agressor ou proporcionar a degradacdo de proteinas desnaturadas
pela acdo do mesmo (HILLS; BUTLER; LICHTENBERGER, 1983; MORIMOTO;
SANTORO, 1998; OYAKE et al., 2006; TANAKA et al., 2007). A proteina de choque
térmico HSP70, por exemplo, é importante na protecdo gastrica contra lesdes
produzidas por agentes irritantes e que o aumento de sua expressdo melhora a
capacidade antioxidante celular com reducdo da peroxidacéo lipidica, alem de induzir
proliferacdo celular e angiogénese, acelerando o processo de cicatrizagdo géstrica
(ISHIHARA et al., 2011; TSUKIMI; OKABE, 2001).

O epitélio gastrico contém um sistema enzimatico antioxidante celular que
elimina as especies reativas de oxigénio (EROs), como os anions superoxido (O¢),
hidroxiperoxil (HO;*) e o radical hidroxil (OH¢), produzidos desregradamente durante
0 estresse oxidativo que resulta na formacdo de produtos de peroxidacdo lipidica da
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membrana de organelas e/ou celular, fortemente relacionados & deterioragdo celular
géastrica (Figura 2) (BIRBEN et al., 2012; NAKAGIRI et al., 2010).

Figura 2. Resumo da formacdo das espécies reativas de oxigénio no organismo e a¢fes
das enzimas antioxidantes.

f@

LEGENDA: SOD - superéxido dismutase, CAT - catalase, GPX - Glutationa peroxidase, GR —
Glutationa redutase, GSH - Glutationa reduzida, GSSG - Glutationa oxidada, NADP+- nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato, NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida. Adaptado
de Oliveira, 2011.

FONTE: Adaptada de KWIECIEN, BRZOZOWSKI, KONTUREK, 2002; OLIVEIRA, 2011.

A enzima superoxido dismutase (SOD) catalisa a reacdo de conversdao do
radical O,+" em peroxido de hidrogénio (H20,) (NAGANO et al., 2012). Por esse radical
ser primariamente produzido por varias fontes durante o estresse oxidativo, a SOD
desempenha um papel crucial nos mecanismos eliminadores de EROs (BIRBEN et al.,
2012).

O H,0; produzido pela acdo da SOD pode ser degradado a agua e oxigénio por
duas vias enzimaticas: a via da catalase (CAT) ou através da glutationa peroxidase
(GSH-Px). A catalase dismuta o peroxido de hidrogénio na presenca de NADPH
enquanto a GSH-Px o faz pelo consumo a glutationa reduzida (GSH), convertendo-a em
sua forma oxidada, o dissulfeto de glutationa (GSSG). O GSSG pode ser novamente
reduzido a GSH pela acdo da enzima glutationa redutase (GR), para ser reutilizado nas
reac0es de peroxidacdo via GSH-Px (FLOHE, 1988; KIRKMAN et al., 1999;
KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002).
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O GSH, molécula hidrosoltvel, presente em todos os compartimentos celulares
em grandes concentragdes (na ordem de milimolar), é a principal molécula antioxidante
ndo enzimatica do epitélio gastrico. Atua como cofator em reacdes antioxidantes
catalizadas pela supracitada GSH-Px; € substrato para a enzima glutationa tranferase
que cataliza sua ligacdo a xenobidticos ou metabdlitos da peroxidacdo lipidica,
auxiliando na eliminacdo destes produtos; oxida-se sobre acdo direta de EROs,
resultando no radical superdxido que pode ser eliminado pela SOD; também protege a
célula contra mecanismos de apoptose mediados por toxinas, controla e regula varios
fatores de transcri¢cdo, como Proteina ativadora-1(AP-1), fator nuclear kappaB (NF-«xB),
e fator de transcricdo Sp-1 (BANDYOPADHYAY; CHATTOPADHYAY, 2006;
BIRBEN et al, 2012; KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002;
WINTERBOURN, 1993; MASELLA et al., 2005).

Em adicdo a complexa organizacdo intracelular dos mecanismos protetores
gastricos, a barreira epitelial apresenta notavel capacidade de renovacdo e reparo
tecidual. O processo de regeneracdo fundamenta-se na substituicdo de células
envelhecidas e/ou lesionadas pela proliferacdo e migracdo de células progenitoras,
coordenada e controlada pelos fatores de crescimento da mucosa géastrica (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). O processo de proliferacdo € estimulado
principalmente pelos peptideos ativadores do receptor do fator de crescimento epitelial
gastrico (EGF-R), como o fator de crescimento alfa (TGF-a), o fator de crescimento de
insulina-1 (IGF-1) e o proprio fator de crescimento epitelial (EGF). Esses hormonios
estimulam a mitose celular e a secrecdo de muco gastrico, reduzem a secrecao acida e
estimulam a migracdo de células para as areas a serem regeneradas (COFFEY;
ROMANO; GOLDENRING, 1995; JONES et al., 1999a; LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

Conjuntamente aos hormonios de crescimento epitelial gastrico, os fatores
estimulantes do endotélio vascular (VEGF), de fribroblastos basicos (bFGF) e fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) também auxiliam no processo de renovagdo
celular gastrica por estimular a proliferagéo e diferenciacdo de fibroblastos e auxiliar a
angiogénese na area lesionada, garantindo aporte adequado de oxigénio e nutrientes as
células progenitoras (JONES et al., 1999b; SYAM et al., 2009). Estudos relatam que
estes fatores de crescimentos e 0 EGF-R estdo expressos em grandes quantidades em
estdbmagos lesionados pela a administragdo de agentes danosos & mucosa, reforcando a
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sua importancia nos processos regenerativos gastricos (MAJUMDAR; GOLDENRING,
1998; RELAN et al., 1995; SYAM et al., 2009).

3.2.3 Microcirculacdo e inervacao sensorial gastrica

O fluxo da microcirculagdo gastrica é essencial para 0 a manutencdo da
integridade da mucosa gastrica contra agentes deletérios (LAINE; TAKEUCHI,
TARNAWSKI, 2008). Tal importancia foi demonstrada em meados de 1970, por
exemplo, pela reducdo do fluxo da microcirculagdo em animais pré-tratados com
indometacina ou vasopressina, que promoveram o0 aparecimento de lesfes na mucosa
apos administracdo de taurocolato sédico; ou ainda, farmacos que incrementam o fluxo
gastrico, como isoprenalina ou prostaglandina E,, impediram o surgimento de lesdes
induzidas por hidréxido de sodio 0,2 N, acido cloridrico 0,6N, etanol absoluto, cloreto
de sodio 25 % e agua fervente (ABDEL-SALAM et al., 2001; KONTUREK; ROBERT,
1982; MCGREEVY; MOODY, 1977; WHITTLE, 1977).

O fluxo vascular gastrico pode ser modulado através de mecanismos reflexos
executados por terminacBGes nervosas sensitivas gastricas depois de estimuladas por
compostos irritantes, como acido gastrico, toxinas bacterianas e alcalis, mediado pela
liberacdo do peptidio relacionado ao gene calcitonina (CGRP) e substancia-P, proximo
aos leitos microvasculares, promovendo a dilatacdo dos mesmos (HOLZER, 2006).
Além dos peptidios vasoativos, o éxido nitrico produzido constitutivamente pela acao
da enzima éxido nitrico sintase (NOS), e as PGE; e PGl,, sintetizadas pela enzima
cicloxigenase (COX), atuam como potentes vasodilatadores, aumentando o fluxo,
aporte de oxigénio local, fornecimento nutrientes e retirada de substancias toxicas; o
NO e PGI, também mantém a integridade vascular contra efeitos deletérios de
mediadores pro-isquemicos como tromboxano A; (TXA)), leucotrieno C4 (LTCy) €
endotelina, prevenindo agregacdo plaquetaria, adesdo leucocitaria e isquemia vascular
(LANAS, 2008; NEJADKEY et al., 2006; ROZZA et al., 2013; WALLACE; MILLER,
2000).
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3.3 Agentes agressores da mucosa
3.3.1 Helicobacter pylori

A infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori) tem participacdo crucial na
patogenia da Ulcera géstrica, uma vez que 50 a 65% dos pacientes diagnosticados com
Ulcera gastrica sdo portadores de cepas desta bactéria. Mais de 50% da populagdo
mundial encontra-se infectada por este patdgeno e, dentre esses, 5 a 10% irdo
desenvolver Ulcera gastrica durante o periodo de contagio (GISBERT et al., 2004;
MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009; OPPONG; ATHERTON, 2015).

A H. pilory é capaz de produzir a enzima uréase, que converte uréia em amonia
e bicarbonato, criando um microambiente alcalino que o protege da acdo caustica do
suco gastrico e o flagelo contido em sua estrutura permite seu deslocamento para as
proximidades da membrana das células do epitélio gastrico, colonizando toda sua
extensdo (BOLTIN, 2016; HARBISON; DEMPSEY, 2005). Ao se alojar na mucosa, o
patdgeno libera toxinas, induz a hipersecrecdo acida e infiltracdo de células
inflamatdrias, enfraquecendo a mucosa gastrica, tornando-a mais susceptivel ao
aparecimento de lesdes (Figura 3) (BLASER; BERG, 2001; HARBISON; DEMPSEY,
2005).

Figura 3. Mecanismo de lesbes gastricas induzidas pela infeccdo de H. pylori.
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' *  pastroduodenal CagA
VaC
Fatores facultativos b Defesas da mucosa gisirica ¥

Fumo, estresse, alcool 4

l

Ulcera duodenal

FONTE: Adaptado de MALFERTHEINER et al., 2007.
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3.3.2 Anti-inflamatdrios ndo-esteroides (AINES)

O tratamento continuo utilizando AINES é a segunda maior causa de Ulceras
gastricas no mundo e o principal fator de risco para suas complicacGes. A prevaléncia
anual média de Ulceras gastricas em usuérios crénicos de AINES € de 15 a 30% e mais
de 50% dos pacientes que fazem uso prolongado de tais medicamentos relatam o
aparecimento de Ulceras hemorragicas como principais complicacdes (HARBISON;
DEMPSEY, 2005; PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010; TIELLEMAN; BUJANDA,
2015).

Esta classe de farmacos reduz a producdo de mediadores citoprotetores da
mucosa gastrica conhecidos por prostraglandinas (como PGE; e PGl,), pela inibi¢do das
enzimas cicloxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2), responsaveis por sua sintese, levando a
diminuicdo dos componentes da barreira muco-alcalina, reducdo do fluxo sanguineo,
infiltracdo de células inflamatorias, producdo de radicais livres e consequente dano
tecidual (Figura 4) (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; MALFERTHEINER,;
CHAN; MCCOLL, 2009; TIELLEMAN; BUJANDA, 2015).

Figura 4. Patogénese de lesdes gastricas por AINEs.
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FONTE: Adaptado de FORNAI et al., 2008.
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Embora a infec¢do por H. pylori e uso cronico de AINES sejam os principais
agentes etiologicos da Ulcera géastrica (aproximadamente 80% de todos o0s casos), a
relevancia de outros fatores determinantes deve ser considerada, uma vez que essa
disfuncdo apresenta uma fisiopatologia complexa e multifatorial (TIELLEMAN;
BUJANDA, 2015).

3.3.3 Outros agentes agressores da mucosa gastrica

Estudos epidemioldgicos mostram que tabagistas sdo duas vezes mais
propensos a desenvolverem Ulceras do que ndo fumantes e ainda eleva o risco de
complicacdes como a Ulcera perfurada (ALDOORI et al., 1997; KURATA; NOGAWA,
1997; SVANES et al., 1997). O habito de fumar aumenta a secrecdo acida estomacal e 0
refluxo gastroduodenal e também reduz a producdo de prostraglandinas gastroduodenais
e 0 bicarbonato pancreatico-duodenal (AINSWORTH et al., 1993; CRYER; LEE;
FELDMAN, 1992; HARBISON; DEMPSEY, 2005).

A sindrome erosiva relacionada ao estresse também é uma condicao de injuria
da mucosa gastrica, caracterizada pelo comprometimento de sua hemodindmica e
producdo excessiva de acido em decorréncia de estresse fisico, como queimaduras
extensas (Ulcera de Curlin), traumatismo cranio-encefalicos que resultam no aumento da
pressdo intracraniana (Ulcera de Cushing), levando a complicacBes graves comos a
Ulcera perfurada que com freqliéncia evolui para sépse e faléncia multipla de 6rgaos
(HARBISON; DEMPSEY, 2005; KEMP et al., 2015; LEVENSTEIN, 1998). Além do
estresse fisico, estudos mostram que 0 estresse psicossomatico também leva ao
aparecimento de Ulceras gastricas. Pesquisadores relatam que o estresse psicoldgico
possa induzir ao aparecimento de Ulceras relacionadas a fatores de risco primordiais (H.
pylori e AINES) e que seu efeito provavelmente é relacionado ao aumento da secregao
gastrica que incrementa a acdo de fatores agressores em individuos mais susceptiveis
(PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010; SHIOTANI; GRAHAM, 2002).

O estbmago também esta sujeito a toxicidade do alcool etilico encontrado nas
bebidas. O etanol, de maneira dose dependente, estimula diretamente a secrecao acida e
delonga o esvaziamento gastrico, estendendo o tempo de acdo do &cido secretado e
pepsina sobre a mucosa, igualmente, bebidas fermentadas, como cervejas e vinhos,
estimulam secre¢do gastrica mediada pela gastrina (TEYSSEN et al., 1999; WEGENER

et al., 1991). Relata-se que as lesdes provocadas pelo consumo de alcool sdo mais
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frequentes em pacientes H. pylori negativos enquanto outros estudos tornam
inconclusivos os efeitos do alcool na etiologia dessa doenca (BOLTIN; NIV, 2014).
Embora haja disparidades em estudos do alcool e Ulcera gastrica, seus efeitos na
fisiologia do trato gastrointestinal ndo devem ser desconsiderados, visto que 0 seu
consumo, eventual ou cronico, conduz a quadros de desconforto e dor géstrica em
pacientes que possuem ou ja apresentaram quadros de gastrite e/ou Ulcera péptica
(Figura 5) (BOLTIN; NIV, 2014).

Figura 5: Fisiopatologia das leses gastricas induzidas por etanol.
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Fonte: Adaptado de BOLTIN; NIV, 2014.

3.4 Estratégias terapéuticas

Os farmacos utilizados na terapia vigente tém como objetivo eliminar o agente
etiologico e promover a cicatrizacdo das Ulceras juntamente com alivio dos sintomas e
prevencdo de complicagdes, sempre evitando a exposicao a fatores de risco como uso de
AINES, fumo, estresse fisico ou psicologico (CARRETERO, 2016; SHIOTANI;
GRAHAM, 2002; GISBERT; PAJARES, 2005; MALFERTHEINER et al., 2007).

Em regimes terapéuticos para Ulceras gastricas pela infeccdo por H. pylori,

utiliza-se de inibidores da bomba de protons no controle da secregdo gastrica, dois
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antibiodticos, nos quais a classe e a dose baseiam-se no perfil de resisténcia do bacilo, e
um quarto medicamento é empregado caso a terapia tripla ndo seja resolutiva ou a
Ulcera seja reincidente (Quadro 1) (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).

Quadro 1. Esquemas terapéuticos para o tratamento de Ulceras por Helicobacter pylori.

Tratamento Duracédo Esquema terapéutico

e Inibidor da bomba de prétons (omeprazol 20 mg,
lanzoprazol 30 mg, pantoprazol 40 mg, rabeprazol 20

a mg ou esomeprazol 40 mg

+  claritromicina 500 mg

» amoxicilina 1000 mg, 12/12 h

7-14 » Inibidor da bomba de prétons
Padréo ) ) o
dias b «  claritromicina 500mg

» metronidazol 400 mg ou tinidazol 500mg, 12/12 h

« Inibidor da bomba de prétons
« tetraciclina 500 mg (6/6h)

c
« amoxicilina 1000mg (12/12h)
»  sais de bismuto 120 mg(6/6h)
« Inibidor da bomba de prétons
Em caso de insucesso
10-14 dias « amoxicilina 1000 mg

do tratamento padréo ) ) )
« levofloxacino 500 mg ou rifabutina 300 mg, 12/12h

LEGENDA: a - Em populagdes com até 20 % de resisténcia bacteriana a claritromicina e maior que 40%
de resisténcia ao metronidazol; b- Em populagdes com até 20 % de resisténcia bacteriana a claritromicina
e metronidazol; ¢ - Em popula¢des com alta resisténcia bacteriana a claritromicina metronidazol

FONTE: (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009)

Ja em Ulceras consequentes do uso cronico de AINEs, a descontinuacao dessa
terapia (quando possivel) é a primeira opgdo juntamente com uso de um farmaco
antissecretor. Do contrario, a avaliacdo do historico do paciente relativo ao controle de
doencas cardiovasculares e a presenca de fatores de risco relacionados a Ulcera gastrica
deve ser realizada, elaborando-se um tratamento baseado em farmacos citoprotetores e
anti-inflamatorios COX-2 seletivos (Quadro 2) (MALFERTHEINER; CHAN;
MCCOLL, 2009).

Embora, nos dias de hoje, dispde-se um vasto conhecimento a respeito da
Ulcera gastrica, seus agentes etioldgicos e estratégias terapéuticas para seu combate e

controle, as lesdes reicidentes sd0 um dos maiores problemas relacionados ao
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tratamento das ulceras pépticas, que correspondem de 10 a 15% de todos os casos
(CARRETERO, 2016; NAPOLITANO, 2009).

Quadro 2. Estratégias farmacoldgicas no tratamento de Ulceras gastricas em pacientes
medicados com AINE’s, considerando a presenga de lesdes géstricas hemorragicas € o

uso de &cido acetilsalicilico no controle de doencas cardiovasculares (se presentes) nos

mesmaos.
Presenca de Lesdes Controle de Doengas Cardiovasculares
Hemorragicas Com uso de acido Acetilsalicilico Sem uso de &cido Acetilsalicilico

o AINES (dose prescrita para 0
tratamento)

+

o Naproxeno 500 mg (12/12h)

Presenca de até dois Inibidores da bomba de

+
fatores de risco sem Inibidor da bomba de prétons prétons
histérico de lesdes Ou
7 - Ou
hemorrégicas Misoprostol 200 pg

Misoprostol 200 pg (6/6h)
(12/12 ou 6/6h)

Ou
Inibidor COX-2 seletivo

e Inibidor COX-2 seletivo
Presenca de

histdrico de lesbes *
—_ « Evitar uso de AINES Inibidor da bomba de prétons
gastricas
Ou

hemorrégicas

misoprostol 200 pg (6/6h)

FONTE: MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 20009.

A auséncia de eficacia e descontinuidade do tratamento, seja pela utilizacdo de
doses inadequadas, pela a colonizagdo da mucosa por cepas de H. pylori resistentes a
antibioticoterapia, pela exposi¢do cronica a fatores de risco ou pelos altos custos da
terapia antitlcera, sdo as principais causas do reaparecimento dessas lesdes
(CARRETERO, 2016; CORLETO et al., 2014; KANGWAN et al., 2014,
NAPOLITANO, 2009). Sob este escopo, a busca por alternativas terapéuticas que
contornem esses obstaculos tem sido impulsionada, principalmente através da pesquisa
com produtos naturais (RIBEIRO et al., 2016).



Helio de Barros Fernandes. Eluhoragio de nﬁnoﬁﬂrﬁcu[m' contendo a~ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre [e;‘ﬁe;y»ﬁ‘fﬁmy em roedores

34

3.5 Produtos naturais

Os produtos naturais e seus compostos tém-se mostrado efetivos no tratamento
contra Ulcera gastrica, por apresentarem acdo gastroprotetora e auséncia de efeitos
danosos, ao contrério de muitos farmacos disponiveis que promovem o alivio dos
sintomas, mas por vezes mostram-se com efetividade limitada e com manifestagéo de
efeitos adversos (KANGWAN et al., 2014). As plantas medicinais sdo um exemplo da
importancia dos produtos naturais como alternativas terapéuticas, uma vez que sua vasta
biodiversidade e o conhecimento popular, passado entre geragdes, fornecem
informacdes valiosas quanto ao potencial curativo destes produtos contra enfermidades
(LOBO et al., 2014). A potencialidade do uso de plantas medicinais, pela pluralidade de
espécies disponiveis, pelas distintas caracteristicas dos produtos extraidos e variedade
das partes da planta utilizadas para o tratamento de Ulceras gastricas pode ser

demonstrada pelos dados exibidos no quadro 3.

Quadro 3. Plantas medicinais utilizadas no tratamento de Ulceras gastricas.

Mecanismo
- - Droga «
Espeécie Familia de agéo Fonte
vegetal
estudado
Extrato
Piper betle L. Piperaceae aquoso -Antioxidante (LEI et al., 2003)
Folhas
Extrato
) -Gastroprotetor
Rhizophora ) aquoso ) .
Rhizophoraceae via PGE, (MARIA et al., 2010)
mangle L. Casca do .
-Antissecretor
caule
-Protetor
BXUA0 | astrico contra | (THIRUNAVUKKARASU;
Excoecaria ] agquoso
Euphorbiaceae leses por RAMKUMAR,;
agallocha L. Casca do
catle AINES RAMANATHAN, 2009)
-Antissecretor
-Protetor
Extrato
Desmostachia ) . géstrico contra
o Gramineae etandlico (AWAAD et al., 2008)
bipinnata L. lesbes por
Folhas
etanol

continua
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Quadro 3. Plantas medicinais utilizadas no tratamento de Ulceras gastricas.
continuagéo
Polyalthia -Protetor
o Extrato o
longifolia . gastrico contra (MALAIRAJAN etal.,
Annonaceae etandlico
(Sonn.) etanol, AINE e 2008)
) Folhas
Thwaites. estresse
Extrato
Solanum . o
i . Solanaceae Metanélico | -Antioxidante (CHAUHAN et al., 2012)
nigrum L.
J Frutos
-Inibidor da
lipoxigenase
Ocimum _ Oleos fixos | -Antisecretor (PANDEY; MADHURI,
Lamiaceae
sanctum L. Sementes por 2010)
antagonismo a
receptores H,
] Oleos
Hyptis crenata . o L
Lamiaceae essenciais | -Antioxidante (DINIZ et al., 2013)
Pohl ex Benth. Folh
olhas

FONTE: Elaborada pelo autor.

3.5.1 Oleos essenciais

Os 6leos essenciais merecem destaque entre os derivados vegetais. Conhecidos
por suas fortes fragrancias e odores caracteristicos, sua pratica curativa € conhecida
desde a antiguidade, mas seu método de extracdo a partir plantas aromaticas foi
pioneiramente melhorado através da técnica de arraste a vapor pelos povos do oriente
médio. Por conhecer suas propriedades antissepticas, bactericidas, fungicidas e curativas
em geral, essas civilizagbes utilizavam esses 0leos na conservacdo de alimentos e
também no tratatamento de doencas (BAKKALI et al., 2008).

Atualmente, os 6leos essenciais sdo largamente utilizados como inseticidas e
herbicidas na industia agricola e como fragréancias, fixadores e flavorizantes na industria
farmacéutica e alimenticia (B1ZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Compondo uma lista
que ultrapassa 3000 produtos obtidos a partir de mais de 2000 espécies vegetais, como
os Oleos de laranja (Citrus sinensis L.), eucalipto (Eucalyptus sp), citronela
(Cymbopogon nardus L.), horteld-pimenta (Hyptis spicigera Lam.), lim&o (Citrus limon

L.), os Gleos essenciais apresentam producdo anual de 40 a 60 mil toneladas e lucro de
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700 milhdes de ddlares, ostentando grande destaque no cendrio mundial. (DJILANI;
DICKO, 2012; RAUT; KARUPPAYIL, 2014).

A Dbusca por novas alternativas curativas nas Gltimas décadas, entretanto,
direcionaram o foco dos pesquisadores para a constituicdo quimica, propriedades
farmacoldgicas, toxicoldgicas, e efeitos bioldgicos dos o6leos essenciais. A sua
composic¢do quimica pode variar com ndmeros que chegam de 20 a 100 metabolitos
secundarios diferentes, geralmente com destaque para dois ou trés compostos, que 0s
compdem majoritariamente (de 20 a 70% da composicdo total), como, por exemplo, o
6leo essencial extraido dos frutos de Cedrus deodara Roxb. ex D.Don que contém a-
terpineol (30,2%), linalol (24,7%) e limoneno (17,01%) como seus componentes
majoritarios; e o carvacrol (30%) e timol (27%) sdo os compostos predominantes no
6leo de Origanum compactum Benth. (BAKKALI et al., 2008; CARSON; HAMMER;
RILEY, 2006; CARSON; HAMMER, 2011; ZENG et al., 2012).

Varios grupos organicos sdo encontrados na composicao dos 6leos essenciais,
como alcoois, aldeidos, cetonas de cadeia curta e fenilpropanoides, mas sdo 0s
monoterpenos e seus derivados oxigenados 0s constituintes predominantes dos 06leos
essenciais, chegando a 90% de sua composi¢cdo (CARSON; HAMMER; RILEY, 2006;
CARSON; HAMMER, 2011; PARVARDEH et al., 2016).

3.5.2 Monoterpenos

Os monoterpenos sao formados pela associacdo de duas moléculas de isopreno
e sua sintese depende da agdo de enzimas especificas denominadas terpenos sintetases e,
secundariamente, por enzimas de oxido-reducdo (BAKKALI et al., 2008; GRAYSON,
2000). Essa variedade enzimatica justifica a diversidade estrutural dos monoterpenos
encontrados na natureza e a heterogeneidade de seus aromas, sabores e atividades
bioldgicas (DEGENHARDT; KOLLNER; GERSHENZON, 2009; PARVARDEH et
al., 2016).

A literatura cita propriedades antillcera de monoterpenos encontrados em
Oleos essenciais, como citados no quadro 4. O mentol, por exemplo, apresentou
mecanismos protetores gastricos por aumentar a producdo de muco gastrico, PGE; e a
participacdo de grupos sulfidrilas, alem de apresentar atividade antissecretora (ROZZA
et al., 2013); carvacrol promoveu o aumento da produgédo de muco, participacdo de

prostraglandinas, Oxido nitrico, atividade antioxidante e anti-inflamatoria, além
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estimular a cicatrizacdo de lesdes gastricas em modelos cronicos (OLIVEIRA et al.,
2012; SILVA et al.,, 2012); diferente dos exemplos anteriores, o efeito protetor da
epoxi-carvona ndo foi relacionado a atividade antissecretora e nem a participacdo de
oxido nitrico ou prostaglandinas (OLIVEIRA et al., 2014; SIQUEIRA et al., 2011).

Dados como esses mostram o potencial de monoterpenos para o tratamento de Ulceras
géstricas.

Quadro 4. Atividades bioldgicas de monoterpenos.

Monoterpeno

Atividade

Fonte

Linalol, a-terpineol

Antimicrobiana

(PARK et al., 2012)

Carvacrol, timol, geraniol e eugenol

Antimicrobiana

(GALLUCCI et al., 2010)

(AYDIN etal., 2007;

Carvacrol Vasorelaxante PEIXOTO-NEVES et al.,
2010)
(PEIXOTO-NEVES et al.,
Timol Vasorelaxante
2010)
Mentol Analgésica (GALEOTTI et al., 2002)

Linalol, mentol

Miorelaxante

(LIBROWSKI, 2005)

(CARNESECCHI et al.,

Geraniol Antitumoral
2001)
Limoneno Antitumoral (MALTZMAN et al., 1989)
y-terpineno Antioxidante (GRASSMAN, 2005)
Cineol Anti-inflamatéria (JUERGENS, 2014)
Anti-inflamatéria, (QUINTANS-JUNIOR et
p-cymene o
antinociceptiva al., 2013)
Mentol Gastroprotetora (ROZZA et al., 2013)
(OLIVEIRA et al., 2012;
Carvacrol Gastroprotetora
SILVA etal., 2012)
Limoneno Gastroprotetora (ROZZA et al., 2011)
Epoxicravona Gastroprotetora (SIQUEIRA et al., 2012)

FONTE: Elaborada pelo autor.
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3.5.3 a-terpineol

O a-terpineol ou [2-(4-Methyl-1-cyclohex-3-enyl)propan-2-ol)](Figura 6) é um
monoterpeno, liquido a temperatura ambiente, incolor, pouco viscoso, de odor suave,
adocicado e floral, constituinte do Oleo essencial de espécies como Melaleuca
quinquenervia (Cav.) S.F. Blake (IRELAND et al., 2002), Pinus taiwanensis Hayata
(YAO et al., 2005), Eucalyptus spp (GILLES et al., 2010; RAHIMI-NASRABADI et
al., 2013), Myrtus communis L.(BEN HSOUNA et al., 2014), Laurus nobilis L.(ABU-
DAHAB; KASABRI; AFIFI, 2014).

Figura 6. Estrutura quimica do a-terpineol.

H
Q CHs

CHj

HsC

FONTE: Adaptado de BHATIA; LETIZIA; API, 2008.

Comercialmente é encontrado em produtos industrializados como sabonetes e
outros cosméticos, constituinte de formulacdes antiflngicas e antissépticas na industria
farmacéutica e ingrediente de produtos de limpeza na industria quimica. Sua demanda
varia entre 1 a 10 toneladas/ano (BAPTISTELLA, 2009; BHATIA; LETIZIA; API,
2008).

Em funcdo da grande demanda, o a-terpineol utilizado no mercado € obtido
principalmente pela via sintética, como a hidratacdo de pinenos; a acdo de acidos
cloroacéticos sobre o limoneno ou &cidos clorossulfonicos/p-toluenossulfonicos em
nerol também sdo descritas como vias sintéticas, sendo que a via do limoneno €
interessante pela disponibilidade, facilidade de obtencdo em alta pureza quimica e
Optica desse terpeno (BAPTISTELLA, 2009; LINARES-PALOMINO et al., 2006).

O alfa-terpineol também é utilizado na pesquisa médica, no estudo de suas
propriedades farmacoldgicas, sendo relatada uma variedade de atividades biologicas

como anticonvulsivante, anti-inflamatoria, antibacteriana, antiflngica, entre outras
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(Quadro 5). Destaca-se, dentro desse rol de atividades terapéuticas, a atividade

antitlcera do a-terpineol em modelos de lesdo por etanol absoluto, atuando

provavelmente através de mecanismos gastroprotetores (SOUZA et al., 2011).

Quadro 5 — Estudos farmacologicos do a-terpineol.

o Via de
Atividade Protocolo Dose o 3 Fonte
administracéo
400
DE SOUSA,;
Eletrochoque ma/kg (
Anticonvulsivante oral QUINTANS; DE
Convulséo induzida por 200 ALMEIDA, 2007)
pentilenotetrazol ma/kg
S Hiperalgesia mQu2|da por 100 _ . (DE OLIVEIRA et
Antinociceptiva _ Carragenina intraperitoneal
Hiperalgesia induzida por ma/kg al., 2012)
fator de necrose tumoral-o
Dependéncia a morfina | 20 mg/kg
o ] ) (PARVARDEH et
Antiadicéo intraperitoneal
al., 2016)
Tolerancia a morfina | 40 mg/kg
carragenina ma/kg
N _ (DE OLIVEIRA et
Anti-inflamatéria 110e
Produgéo de nitrito ’ o al,, 2012)
Lipopolissacarideo ng/ml
100
Hipotensora Hipertens&o induzida por mg/kg/ Oral (SABINO etal,
L-NAME dia/7 2013)
dias
Anéis de artéria 10°a 10° _ (SABINO et al.,
Vasorrelaxante | mesentérica pré-contraidas 2 Invitro
P M 2013)
com fenilefrina e KCI
Concentracdo inibitéria 01-0.8
Antimicrobiana minima. o In vitro (PARK et al., 2012)
Concentracdo bactericida mg/ml
minima
Relaxante muscular . (DA SILVA etal.,
o Retgrd(_) de esvaziamento | 50 mg/kg Oral
gastrico gastrico pés-prandial 2016)

Continua
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Quadro 5 — Estudos farmacoloégicos do a-terpineol.
(Continuacéao)
o Via de
Atividade Protocolo Dose o y Fonte
administracéo
0,64-
Concentracéo inibitoria 1,25
. minima )
Antiflingica mg/ml In vitro (PINTO et al., 2014)
Concentracdo fungicida 0,64-2.5
minima mg/ml

FONTE: Elaborada pelo autor.

Estudos de toxicidade aguda foram realizados em roedores com o objetivo de
obter a dose letal para 50% dos animais tratados com uma dose tnica de a-terpineol
(DLsp) pela via intraperitoneal, intramuscular e via oral. Apds 72 horas de observacéo, a
DLso pela via intraperitoneal em ratos foi de 847 mg/kg; apds 48 horas de observacao
pela via intramuscular, a DLs foi de 2000 mg/kg e, por via oral, durante 7 dias, de 2900
mg/kg, ambas em camundongos (BHATIA; LETIZIA; API, 2008; YAMAHARA et al.,
1985).

Embora com grande potencial terapéutico, o a-terpineol apresenta algumas
limitagdes farmacocinéticas, como sua natureza lipofilica (LogKqw = 3,3), que interfere
em sua solubilidade em meio aquoso e, consequentemente, em sua
absorcédo/biodisponibilidade oral; além disso possui meia-vida na circulacdo sanguinea
muito curta (12,5 minutos) (BHATIA; LETIZIA; API, 2008; ODEH; AL-JABER;
KHATER, 2014; TOBIN; SWERCZEK; BLAKE, 1976). Sob esse ponto de vista, pode-
se lancar méo de estratégias para contornar essas restricdes técnicas a fim de melhorar

suas caracteristicas farmacocinéticas, otimizar seu potencial farmacoldgico.

3.6 Carreadores de farmacos

Os sistemas carreadores sdo formulagOes que permitem a introducdo de um
agente terapéutico em um sistema biologico e melhoram sua eficacia e seguranca,
através do controle do tempo, taxa e local de liberagcdo desses farmacos no organismo. O

processo é constituido pela administracdo da formulacdo, liberacdo dos componentes
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terapeuticamente ativos pelo produto e o subsequiente transporte dos mesmos atraves
das membranas biologicas até o sitio de agéo.

Até o0 ano de 1950, a maioria dos farmacos era apresentada em formulacGes
liquidas, na forma de comprimidos ou capsulas que liberavam o principio ativo ao
contato com agua sem qualquer controle sobre sua cinética de liberagdo. Em 1952,
Smith Klein Beecham introduziu a primeira formulacdo de liberacdo prolongada
(sulfato de dextroanfetamina — Dextrine®) capaz de controlar a cinética de liberacdo do
farmaco e alcancar uma eficécia de 12 horas (LEE; LI, 2010). O desenvolvimento desta
nova tecnologia, denominada “Spansule”, deu pontapé inicial para 0 surgimento da
primeira geracdo de sistema carreador de farmacos, baseadas na liberacdo controlada
através do gerenciamento das propriedades fisico-quimicas desses sistemas, compostas
por formas farmacéuticas orais, administradas até duas vezes ao dia, e transdérmicas,
com administragdes semanais (YUN; LEE; PARK, 2015).

A segunda geragdo ¢ chamada de sistema de liberacdo “inteligente”, que
compreende a produtos lancados de 1980 até os anos 2010, nos quais o foco foi
desenvolver formulacGes orais com cinética de liberacdo de ordem zero, com a
finalidade de manter as concentragcdes de farmacos constantes na circulacdo, mas essa
cinética era obtida apenas em estudos in vitro, uma vez que in vivo as formulacGes orais
tinham diferentes taxas de absorcdo devido as diferentes propriedades absortivas ao
longo do trato gastrointestinal. Sabendo-se que o efeito terapéutico de um farmaco é
mantido se sua concentracdo plasmatica permanecer entre a minima efetiva e a maxima
segura, partiu-se entdo dessa premissa para a pesquisa por formulagdes dessa geracao, o
que permitiu um aumento na flexibilidade no desenvolvimento das mesmas, como
sistema de liberagdo de horménios como leuprorrelina (Lupron® Depot), gosserelina
(Zoladex® Depot), somatotropina (Nutropin® Depot), utilizando polimeros
biodegradaveis como reservatorios dessas moléculas, com mecanismos de liberagéo a
longo-prazo (meses); e nanoparticulas, direcionando o0 desenvolvimento de
medicamentos na terapia preventiva, génica ou antitumoral (paclitaxel-Abraxane®).
(EMAMI, 2006; OKADA, 2009; YUN; LEE; PARK, 2015).

A terceira geracdo, chamada de sistemas de transporte modulador, ainda esta a
se firmar, e tem como proposta melhorar o armazenamento e cinética de liberacdo de
produtos j& existentes, criar sistemas de liberacdo de longa duracdo (até um ano), auto-
regulaveis (por estimulos, por exemplo), capazes de diminuir a toxicidade de farmacos,

restringindo seus efeitos para seus sitios de acdo. Por exemplo, nanoparticulas
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responsivas a glutationa para transporte de farmacos intracelular e terapia génica ja
estdo em desenvolvimento (CHENG et al., 2011; JI; FENG, 2015); testes em humanos
com formulacdes de nano e microparticulas para liberacdo de farmacos em éreas
inflamadas de intestino ja foram realizados (SCHMIDT et al., 2013); lipossomas
contendo doxorrubicina com polietilenogricol (Doxil®), j& aprovada pela Food and
Drugs Admnistration (FDA), diminuiu a cardiotoxicidade desse farmaco
(BARENHOLZ, 2012), mostrando-se, portanto, que os resultados dos estudos dessa
geracdo encontram-se em diversas fases de desenvolvimento, anunciando as

perspectivas positivas desse sistema de liberacdo de farmacos.

3.7 Nanotecnologia e nanoparticulas poliméricas

A nanotecnologia é a area das ciéncias farmacéuticas envolvida no
desenvolvimento, caracterizacdo e aplicagdo de sistemas terapéuticos em escala
nanométrica ou micrométrica. Estudos dessas preparacfes tém sido realizados
ativamente no mundo com proposito de direcionar e controlar a liberacdo de farmacos
(SURI; FENNIRI; SINGH, 2007; YUN; LEE; PARK, 2015). Esta tecnologia surgiu na
década de 1960 com o desenvolvimento da microencapsulacdo, técnica na qual
polimeros e outras substancias sdo transformados em particulas de tamanho
micrométrico com posterior encapsulacdo (LASIC, 1998; ODEH; AL-JABER;
KHATER, 2014).

De uma forma geral, estes sistemas apresentam elevada area superficial, sendo
considerados vetores para a administracdo de substancias lipofilicas, possibilitando uma
liberacdo homogénea e, muitas vezes, controlada de farmacos, mantendo assim a
resposta terapéutica no sitio de agdo por tempo prolongado. A vetorizacdo em 0rgéos,
tecidos ou células especificas também apresenta como vantagem a diminuicdo de efeitos
adversos apresentados sistemicamente pelo farmaco ndo vetorizado. Outro aspecto
importante é a diminuicdo das doses e do numero de aplicacBes, de modo que 0s
pacientes apresentam maior adesdo ao tratamento. Além disso, em alguns casos, esse
processo melhora da biodisponibilidade de um farmaco através do aumento de sua
estabilidade nos fluidos bioldgicos ou ainda o aumento de estabilidade da prépria
formulacdo farmacéutica (COUVREUR; VAUTHIER, 2006; COUVREUR et al., 2002;
PARK, 20144, 2014b).
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As nanoparticulas poliméricas, sistema de carreadores com didmetro de
particulas menores que 1 pm, podem ser classificadas genericamente como nanoesferas
e nanocapsulas, dependendo de sua composi¢do. A presenca de 6leo na composicao das
nanocapsulas leva a formacdo de uma estrutura vesicular, com uma capa polimérica
envolvendo o nulcleo oleoso, onde se localiza a maior parte do farmaco. Nas
nanoesferas, a auséncia da matriz oleosa leva a organizagdo de uma estrutura matricial,
nas quais os compostos ativos podem estar adsorvidos na superficie, aprisionados ou
dispersos na matriz. Nanocéapsulas e nanoesferas sdo excelentes carreadores de
farmacos, pois moléculas frageis podem ser protegidas contra calor, luz e degradacdes
enzimaticas fisioldgicas (BAZYLINSKA et al.,, 2014; SOPPIMATH et al., 2001;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

O polimero escolhido para a preparacdo de nanoparticulas deve obedecer a
critérios de degradabilidade e compatibilidade no organismo. O primeiro esta
relacionado a quebra de ligacfes covalentes, por hidrolise ou clivagem enzimaética, e
também pelo desgaste da matriz polimérica através de processos fisicos, como abrasao,
difusdo e dissolucdo, ambos intimamente relacionados a taxa de liberacdo dos farmacos
incorporados. Nos polimeros biodegradaveis, suas matrizes sdo naturalmente eliminadas
do organismo, enquanto que os nao-biodegradaveis precisam ser retirados do corpo
apos a liberacdo do ativo, a ndo ser em aplicacdes orais em que 0 polimero passe através
do trato gastrointestinal e seja eliminado pelas fezes (VAUTHIER; BOUCHEMAL,
2009).

A compatibilidade dos polimeros desses sistemas com as moléculas enddgenas
¢ de extrema importancia. Polimeros menos biocompativeis podem interagir com
proteinas de tecidos conjuntivos, da membrana plasmatica de células teciduais ou do
plasma através de ligagdes covalentes, forcas intermoleculares ou por adsor¢do, que
podem desencadear a ativacdo de mecanismos da resposta imune, com ativacdo do
sistema complemento, ligacdo de anticorpos e fagocitose pelas células do sistema
reticolo-endotelial, comprometendo a efetividade e dificultando a eliminagé&o do sistema
de liberacdo, ocasionando reagdes de hipersensibilidade e/ou anafilaxia (GAMUCCI et
al., 2014).

Quanto a sua origem, os polimeros podem ser naturais ou sintéticos. Uma
grande variedade de polimeros naturais pode ser utilizada para a preparacdo de sistemas
poliméricos de transporte, dos quais de destacam as proteinas, como albumina humana

ou bovina e os polissacarideos, como alginatos e quitosana. Os polimeros naturais
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podem ser utilizados para preparar microparticulas poliméricas, bem como
transportadores coloidais. As vantagens desta classe de polimeros incluem a bioadesao a
mucosas como ocular, nasal, urinaria, gastrointestinal e vaginal; sdo biocompativeis,
biodegradaveis que, por conseguinte, proporcionam maior biodisponibilidade dos
principios ativos administrados, mas sofrem grande variacdo em relagdo aos lotes
produzidos, devido aos diferentes processos de fabricagdo/obtencdo e purificacdo. Os
polimeros sintéticos Os polimeros sintéticos mais utilizados para a preparacdo de
sistemas de transporte de principios ativos sdo poli-acido lactico, poli-acido glicolico,
poli-&cido latico-co-acido glicolico, poli-metacrilato de metila, poli-acido metacrilico,
poli-caprolactona, o poliestireno, os poliacrilatos e seus derivados e ainda os poliésteres
alifaticos. Os polimeros sintéticos apresentam um custo mais elevado e maior potencial
antigénico, podendo manifestar toxicidade quando degradados ou hidrolisados, mas
mantém-se a reprodutibilidade em cada lote sendo, por isso, mais seguro para
veiculacdo de principios ativos (GAMUCCI et al., 2014; RAMTOOLA et al., 2011).

3.8 Poli-(metacrilato de metila)

O uso do poli-metacrilato de metila (PMMA) como polimero para preparacdo
de particulas € um marco na historia da microencapsulacdo e suas primeiras aplicacdes
forma no desenvolvimento de nanoparticulas para veiculagdo de vacinas
(BETTENCOURT; ALMEIDA, 2015; KREUTER; SPEISER, 1976). O PMMA ¢é um
homopolimero sintético ndo-biodegradavel de metacrilato de metila (MMA), seu
mondmero (Figura 7). E um material, rigido mas quebradico com caracteristicas
hidrofébicas. Entretanto, seu contato com solugBes aquosas o torna levemente
hidrofilico (JOHNSON; KREUTER; ZOGRAFI, 1986).

Atualmente, é aceito como um polimero atoxico que apresenta bons relatorios
de seguranca em aplicacGes biomédicas sem apresentar efeitos adversos severos, como
oncogenicidade, observado por estudos de pratica ortopédica, em pacientes com
implantes que contém PMMA (SCHADE; ROUKIS, 2010).

Este polimero geralmente é empregado como sistema carreador de antibioticos
como aminoglicosideos, gentamicina ou tobramicina (BETTENCOURT; ALMEIDA,
2012) e o lipopeptidico daptomicina (MCLAREN; MCLAREN; SMELTZER, 2006;
WEISS et al., 2009). A encapsulacdo de AINES utilizando nanoparticulas de PMMA

como indometacina, tolmetina e acido mefendmico (CORRY; MORAN, 1998),
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antineoplasicos como metotrexato (WANG et al., 1996), doxirrubicina e pamidronato
(HEALEY et al., 2003) e drogas antifingicas como anfotericina B(SEALY et al., 2009)
também € descrita na literatura. A despeito de suas caracteristicas de biodecomposicao,
o PMMA ainda é uma importante ferramenta na engenharia biomédica por sua

biocompatibilidade e conferir estabilidade da formulagéo.

Figura 7. Estrutura quimica do (A) do mondmero, MMA, e (B) de seu polimero, PMMA.

A 0 B CH,
H,C—=C—C—O0CH; —{C Hz—Tmf
CH, c—o0
;
b,

FONTE: Adaptado de BETTENCOURT; ALMEIDA, 2015.

3.9 Preparacao de nanoparticulas de PMMA
3.9.1 Miniemulsao

O termo miniemulsdo é empregado genericamente para descrever dispersdes
submicrométricas (na faixa de tamanho de 30-500 nm), geralmente do tipo 6leo em
agua, que apresentam grande estabilidade por extensos periodos, sendo preparado a
partir de um sistema contendo 6leo, agua, surfactante e coestabilizador (ZHANG et al.,
2008). A fase oleosa dispersa é composta do farmaco no qual estd solubilizado no
coestabilizante (um hidréfobo) que por sua vez ¢ dissolvido no monémero (metacrilato
de metila). A fase aquosa dispersante é composta por agua, tampéo (bicarbonato de
s0dio) e um surfactante, geralmente anidnico. Apd6s a mistura das duas fases por
agitacdo continua, é necessario aplicar um mecanismo de alta tensdo cisalhante para
alcancar um estado estacionario obtido pelo equilibrio das taxas de rompimento e de
coalescéncia na dispersdo e adicdo de um agente iniciante da polimerizacédo
(LANDFESTER, 2006).
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3.9.1.1 Degradacéo de Ostwald

Termodinamicamente, a miniemulsdo € instavel devido a energia requerida
para manter a grande area especifica das gotas, entretanto, conseguir e manter as gotas
estaveis € preponderante na preparacao e polimerizacdo em miniemulsdo. Normalmente,
gotas nanométricas ndo sdo suficientemente estaveis para existir durante periodos de
tempo superiores a 24h, devido a degradacdo de Ostwald (degradacdo difusional ou
Ostwald ripening) (FONTENOT et al., 1993a).

Em uma emulsédo 6leo em &gua, a transferéncia de massa das gotas menores para
as maiores ocorre naturalmente e influencia a distribuicdo do tamanho de particulas.
Quando as gotas pequenas ndo sao estabilizadas contra a degradacdo difusional, elas
vao desaparecendo e o tamanho médio das goticulas aumenta com o tempo. O processo
de degradacdo é promovido pela diferenca de potencial quimico existente entre os
componentes presentes nas gotas menores e nas gotas maiores. Por causa da natureza
hidrofébica dos componentes emulsionados, o aumento de potencial quimico nas
particulas pequenas por causa da alta area especifica pode ser muito significativo, o que
promove transferéncia de massa espontanea das particulas menores para as maiores
através da fase aquosa. Esse efeito pode ser minimizado com a insercdo de aditivos que
reduzam a energia de interface (tensoativos), o potencial quimico da fase dispersa ou
gue aumentem as resisténcias a transferéncia de massa entre 0 meio aquoso e as
particulas (coestabilizantes) (ASUA, 2002).

3.9.1.2 Surfactante em miniemulsdes

A principal funcdo do tensoativo é estabilizar as gotas do monémero e reduzir
a tensdo interfacial entre a fase organica e aquosa atraves de um rearranjo na superficie,
impedindo a coalescéncia entre as gotas. O processo de coalescéncia acontece quando
duas goticulas estdo préximas o suficiente para que ocorra 0 contato entre as gotas,
levando a formagdo de uma Unica gota maior. A coalescéncia pode ser impedida pela
adicdo de surfactantes ibnicos, que estabilizam a emulsdo por meio da repulsdo
eletrostatica, ou pela adicdo de surfactantes ndo-iénicos, que promovem a protecdo por
impedimento estérico, sendo também possivel que ocorram os dois efeitos
simultaneamente(ASUA, 2002; ASUA et al., 1990).
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A aplicabilidade dos surfactantes em miniemulsdes depende das seguintes
caracteristicas: (i) ter carater anfifilico; (ii) solubilidade preferencial na fase aquosa, nos
casos da emulsdo do tipo O/W; (iii) adsorver fortemente na superficie das gotas, ndo se
deslocando facilmente quando as gotas colidirem; (iv) conceder um potencial
eletrocinético a gota; (v) apresentar baixo custo, ndo toxicidade e seguranca de
manipulagdo (ASUA, 2002)

A concentracdo de surfactante influencia o tamanho de gota, pois uma maior
concentracdo de surfactante é capaz de estabilizar uma maior area interfacial e gotas de
tamanhos menores. Para uma mesma fragdo organica, as gotas de tamanho menor
necessitam de uma cobertura interfacial mais densa de surfactante. Esse efeito se deve a
uma maior densidade numeérica de particulas, uma menor distancia entre as superficies e
uma maior mobilidade relativa das gotas menores. O lauril sulfato de sodio é um
tensoativo anionico dos mais utilizados em formulagdes de miniemulsdo A quantidade
de emulsificante empregada nas polimerizagdes em miniemulsdo varia tipicamente entre
1 e 5% da massa dos monémeros (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002).

3.9.1.3 Coestabilizador em miniemulsdes

Os coestabilizantes, como hexadecano e o alcool cetilico, sdo moléculas com
funcdo de estabilizar as gotas da fase dispersa contra a degradacao difusional. Esses
compostos exercem uma pressao osmotica dentro das goticulas, neutralizando a pressdo
de Laplace, ndo permitindo a sua difusdo das gotas vizinhas através da fase aquosa,
portanto, quanto mais hidrofébico for o coestabilizante, maior sera sua eficiéncia em
reduzir a degradacdo de Ostwald dos sistemas de miniemulsdo (LANDFESTER,;
MUSYANOVYCH; MAILANDER, 2010).

Os coestabilizadores, por serem insoluveis em agua, ndo podem difundir na fase
aquosa, assim, ao remover mondmero de uma goticula, ocorre um aumento na
concentracdo do co-estabilizante, retardando ou impedindo a degradacdo de Ostwald e
mantendo sua estabilidade durante a polimerizagdo. A quantidade usual de co-
estabilizador varia em na faixa de 2-4% em relacdo a massa do monémero nas reacgoes
de polimerizacdo (ASUA, 2002).



Helio de Barros Fernandes. Eluhoragio de nﬁnoﬁﬂrﬁcu[m' contendo a~ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre [e;‘ﬁe;y»ﬁ‘fﬁmy em roedores

48

3.9.1.4 Sistemas de dispersdes de miniemulsdes

O processo de emulsificacdo inicia-se com uma pré mistura das duas fases:
uma aquosa, que contém o surfactante, e uma organica, que contém o co-estabilizante
dissolvido no mondmero. A ordem com que 0s componentes sdo misturados néo
interfere na taxa de polimerizacédo, desde que se tenha uma eficiente homogeneizacao.
(ASUA, 2002; MILLER et al., 1994). O processo de emulsificagdo consiste
basicamente de duas etapas. Primeiramente, ocorre a deformacéo e a ruptura das gotas,
aumentando a area especifica da miniemulsao. Depois, a estabilizacdo da nova interface
deve ser promovida pelo surfactante; caso contréario, a gota voltara a coalescer. Os
equipamentos normalmente empregados para dispersdo das miniemulsdes sdo o ultra-
turrax (rotor-stator), o ultra-som e homogeneizador de alta pressdo (ANTONIETTI;
LANDFESTER, 2002; BROSEL; SCHUBERT, 1999). O  ultra-turrax €& um
equipamento de cisalhamento que induz forte deformacgdo por meio da rotacdo em alta
velocidade de um rotor em relagdo a um estator fisico. O tamanho das goticulas
formadas depende da intensidade de cisalhamento gerada, que depende da geometria do
equipamento e da velocidade de rotacdo. O ultra-turrax e equipamentos afins ndo sédo
tdo eficientes, uma vez que ndo permitem obter uma distribuicdo de tamanho de goticula
homogénea, sendo que as particulas apresentam uma ampla faixa de tamanhos (ASUA,
2002; LOPEZ et al., 2008)

O ultra-som, também chamado sonicador, gera ondas de ultra-som que causam
oscilagdes das moléculas de fluido nas proximidades do local de propagacéo das ondas.
O sistema é mantido agitado, garantindo que todo o fluido que passe na regido de
sonificacdo sofra a transferéncia de energia para que ocorra a quebra de todas as gotas
de monbémero, dessa forma, o tempo e a amplitude de sonicacdo influenciam
significativamente o tamanho de gotas (ASUA, 2002). Tal efeito é explicado pela
limitacdo da pequena regido afetada pelas ondas de ultrassom, sendo necessario mais
tempo para que todo o fluido passe pela regido onde ocorre a quebra das gotas e o
aumento da amplitude de onda aplicada promove maior quebra das gotas devido a maior
quantidade de energia fornecida por unidade de volume. A técnica de sonicacdo é
adequada ao ambiente laboratorial, para estudos de viabilidade cinética do processo de
polimerizagédo (EL-JABY et al., 2009)

O homogeneizador de alta pressdo envolve a pressurizacdo de dispersdes por

uma bomba com deslocamento positivo e o posterior fluxo através de uma abertura
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estreita a altas velocidades. O processo gera elevados gradientes de velocidade e de
tensdo de cisalhamento, que promovem a dispersdo fina da mistura. Quanto maior o
numero de ciclos, menor o tamanho das goticulas. Dessa forma, os tamanhos das
particulas podem ser controlados ajustando a pressdo e 0 numero de ciclos no
equipamento. O homogeneizador de alta pressdo é o equipamento mais eficaz para
emulsificacdo, enquanto o ultra-turrax € o menos eficiente (QUAN et al., 2011).

3.9.1.5 Iniciadores

Os iniciadores sdo moléculas que uma vez inseridas no sistema de miniemulséo
induzem a formacao de radicais, dando inicio a reacdo de polimerizacdo. Os iniciadores
utilizados no processo de polimerizagdo em miniemulsdo podem ser solUveis na fase
aquosa (persulfato de s6dio ou potéssio) ou organica (2-2’-Azo-bis-isobutironitrila —
AIBN; perdxido de laurila e peréxido de benzoila). A reacdo de polimerizacdo em que 0
iniciador é dissolvido na fase aquosa, os radicais formados entram nas gotas de
mondmero na miniemulsdo, no caso do iniciador ser solivel na fase organica, ele é
dissolvido antes da preparacdo da miniemulsdo e a reacdo € iniciada dentro das gotas
submicrométricas  (ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; BECHTHOLD;
LANDFESTER, 2000).

3.9.1.6 Polimerizagdo em miniemulsdes

A miniemulsdo tem como caracteristica permitir a obtencdo de uma mistura
estavel, formada por goticulas contendo o monbémero, suspensas em um meio
heterogéneo, comportando-se como 0 locus primario da polimerizagdo (ou um “nano
reator”), ou seja, cada gota de monémero se transforma em uma particula polimérica
(GUO; ZETTERLUND, 2011).

As particulas poliméricas sdo formadas com a captura de radicais pelas micelas
inchadas em mondmero ou pela precipitacdo das cadeias em crescimento na fase
aquosa. Esse mecanismo déa origem as fases do processo de polimerizagdo que sdo: de
nucleacdo, crescimento do polimero e redugdo da concentracdo de mondmero. A
nucleacdo é a primeira fase de polimerizacdo, em que as particulas de polimero sdo

formadas pela entrada de radicais livres na micela ou pela preciptacdo dos oligdmeros
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formados na fase aquosa. Com isso, ha o esgotamento das micelas contendo o0s
monomeros e, finalmente, quando as gotas de mondmero se exaurem, a reagdo continua

até o consumo completo do monémero existente nas particulas poliméricas (LENZI;
LIMA; PINTO, 2004).
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Resumo

Este trabalho teve como objetivo estudar os mecanismos de agdo envolvidos na
gastroprotecdo do a-terpineol, um monoterpeno encontrado em plantas medicinais como
Ravensara aromatica Sonn., Croton sonderianus Muell Arg., Eucalyptus globulus
Labill. O estudo foi realizado através de modelos de lesdes agudas por etanol absoluto,
etanol acidificado, isquemia-reperfusdo, ligadura de piloro e modelo crénico de Ulcera
por acido acético com avaliacdo de parametros de toxicidade subcrbénica neste
protocolo. A andlise estatistica foi realizada através de ANOVA “one way” e os dados
foram considerados significativos para valores de p<0,05. Lesdes gastricas agudas
induzidas por etanol absoluto, etanol acidificado, em camundongos, e isquemia-
reperfusdo em ratos foram reduzidas pela administracdo de a-terpineol. Em modelos de
lesdo por etanol absoluto, o seu efeito protetor gastrico foi inibido pela administracdo de
Nw-nitro-L-arginine methyl Ester (L-NAME) e N-etilmaleimida (NEM), inibidores da
NO-sintase e grupos sulfidrilicos enddgenos, respectivamente, mas ndo pela
administracdo de glibenclamida, um bloqueador dos canais de potassio sensiveis ao
ATP (Katp). O a-terpineol exibiu atividades antioxidante, por elevar o teor de grupos
sulfidrilas ndo protéicos, aumentar a atividade da catalase e diminuir os niveis de
malondialdeido (MDA), e anti-inflamatéria por diminuir a atividade da mieloperoxidase
(MPO) em mucosa gastrica lesada por etanol absoluto em camundongos; aumentou,
ainda, a producdo de muco gastrico em ratos submetidos a ligadura de piloro e reduziu
as lesdes gastricas induzidas por acido acético em ratos sem aparecimento de indicios de
toxicidade subcronica. Esses dados sugerem que o efeito antitlcera do a-terpineol
envolve mecanismos gastroprotetores como atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
producdo de muco gastrico e cicatrizante.

Palavras-chave: a-terpineol. Gastroprotecdo. Etanol. acido acético. Antioxidante. GSH.

Oxido nitrico. Cicatrizacdo géstrica.
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Abstract

This Article had as objective to study the mechanisms of action involved in gastroprotection
of a-terpineol, a monoterpene present in medicinal plants as Ravensara aromatic Sonn.,
Croton sonderianus Muell Arg., Eucalyptus globulus Labill. The study was performed by
means of models of acute lesions by absolute ethanol, ethanol acidified, ischemia-reperfusion,
ligation of the pylorus and chronic ulcer model by acetic acid with assessment of parameters
of toxicity subchronic in this Protocol. The Statistical analysis was performed using
ANOVA "one way" and the data were considered significant at p <0.05. acute gastric lesions
induced by absolute ethanol, acidified ethanol in mice, and ischemia-reperfusion in rats were
reduced by the administration of a-terpineol. In models of absolute ethanol injury, their
gastric protective effect was inhibited by administration of Nw-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) and N-ethylmaleimide (NEM), NO synthase inhibitors and endogenous sulthydryl
group, respectively, but not by the administration of glibenclamide a blocker sensitive
potassium channel ATP (KATP).Furthermore, the production of gastric mucus in rats with
pylorus ligature and reduced gastric lesions induced by acetic acid in mice without appearance
of subchronic toxicity evidence. These data suggest that the antiulcer effect of a-terpineol
involves gastroprotetores mechanisms such as antioxidant, anti-inflammatory, wound healing
and production of gastric mucus.

Keywords: a-terpineol. Gastroprotection. Ethanol. Acetic acid. Antioxidant. GSH. Nitric

oxide. Gastric healing.
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4.1 Introducgéo

Ulcera gastrica é uma doenca cronica definida como uma lesdo degenerativa e
necrotica, caracterizada por repetidos episédios de cicatrizacdo e reincidéncia com
complicacdes inesperadas como sangramento, estenose e perfuracdo (HUANG; LEE,
2014). E também a disordem mais comum do trato digestivo superior, apresentando
uma prevaléncia de 10 % da populacdo mundial e uma incidéncia anual na faixa de 0,1
a0,19% (SOSTRES; LANAS, 2011; SUNG; KUIPERS; EL-SERAG, 2009).

LesGes gastricas desenvolvem-se via processos complexos e multifatoriais,
resultado do desequilibrio entre os mecanismos de defesa da mucosa gastrica
(prostaglandinas, 6xido nitrico, moléculas e enzimas antioxidantes, secre¢do de muco e
bicarbonato, fluxo sanguineo gastrico normal, entre outros) e 0s agentes agressores
(secrecdo 4cida gastrica, pepsina, leucotrienos, agentes oxidantes, infeccdo por
Helicobacter pylori, etanol, anti-inflamatorios ndo esterdides, entre outros)
(MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009; PAHWA; KUMAR; KOHLI, 2010)

Habitualmente sdo utilizados para o tratamento de Ulceras gastricas
antagonistas do receptor H, e inibidores da bomba de prétons. Entretanto, apesar da
eficacia destas terapias, seus efeitos colaterais/adversos (como hipersensibilidade,
arritimias, ginecomastia e alteracdes hematopoéticas) frequentemente sdo inevitaveis e
limitam sua utilidade clinica, somado ao fato do aparecimento de Ulceras reincidentes
em alguns pacientes sob estes tratamentos (XIAO et al., 2013). Sob este escopo, a busca
por alternativas terapéuticas tem sido impulsionada, principalmente pela pesquisa em
produtos naturais (RIBEIRO et al., 2016).

Os 0leos essenciais sdo uma mistura de compostos naturais, volateis, produzidos
como metabolitos secundarios de plantas aromaticas. Mais de 90% dos 6leos essenciais
de plantas medicinais sdo compostos por monoterpenos, compostos volateis dos mais
variados aromas, sabores e estruturas quimicas, que vém sendo extensamente estudados
pela riqueza de seu potencial terapéutico (BAKKALI et al., 2008; PATRICK-
IWUANYANWU et al., 2012).

O a-terpineol, um monoterpeno encontrado na composi¢do do 6leo essencial de
especies como Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.T. Blake (IRELAND et al., 2002),
Myrtus communis L. (BEN HSOUNA, et al, 2014) e Laurus nobilis L. (ABU-DAHAB,;
KASABRI; AFIFI, 2014). Estudos relatam varias atividades farmacoldgicas como
anticonvulsivante (DE SOUSA; QUINTANS; DE ALMEIDA, 2007), antinociceptiva
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(DE OLIVEIRA et al., 2012; GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS, 2013;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2011; PARVARDEH et al., 2016), anti-inflamatéria
(HELD; SCHIEBERLE; SOMOZA, 2007), vasorrelaxante (MAGALHAES et al.,
2008), hipotensora (SABINO et al., 2013), antimicrobiana (PARK et al., 2012),
antifungica (PINTO et al., 2014), antiproliferativa (BICAS et al., 2011; HASSAN et al.,
2010) e relaxante muscular géastrica (DA SILVA et al., 2016).

Em estudos de atividade antitlcera, Souza e colaboradores (2011) reportam
atividade protetora gastrica do a-terpineol em modelos de leséo por etanol absoluto, e
tal efeito, provavelmente, ndo envolve a participacdo de prostaglandinas ou mecanismos
antissecretores gastricos.

Considerando quédo diversos sdo 0s mecanismos de protecdo gastrica e quao
complexo € o seu controle e regulacdo, o estudo da potencial atividade gastroprotetora
do a-terpineol deve ser continuado. Sob esta perspectiva, este trabalho teve como
objetivo estudar os possiveis mecanismos de acdo do a-terpineol em sua atividade

gastroprotetora em modelos agudos e cronicos de lesdo gastrica em roedores.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Farmacos e reagentes

Carbenoxolona, a-terpineol, N-acetilcisteina (NAC), Nw-nitro-L-arginina metil
Ester (L-NAME), N-Etil-maleimida (NEM), Cimetidina, Glibenclamida, diazoxido, L-
arginina, 5,5’-ditiobis (acido 2-nitrobenzdéico) (DTNB), dicloridrato de o-dianisidina,
brometo de hexadecil trimetil amonio, n-butanol, acido tiobarbitirico, acetato de sédio e
tween 80 foram obtidos de Sigma-Aldrich (St. Lous, MO, USA); etanol, &cido
cloridrico (HCI), &cido tricloroacético, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),
fosfato de potéssio dibasico (K;HPO,), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)
perdéxido de hidrogénio (H,0,), hidroxido de sddio (NaOH), cloreto de potassio (KCI),
Acido fosférico (HsPO,), sacarose, cloreto de magnésio, éter dietilico, acido acético
foram comprados de ISOFAR (Duque de Caxias, RJ, BRA); azul de alcian, pela
VETEC (Duque de Caxias, RJ, BRA); cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina,
de Syntec (Hortolandia, SP, BRA), tiopental de sodio (CRISTALIA, BRA); e reagentes
para alanina trasaminase, aspartame transaminase, creatinina, fosfatase alcalina, glicose
e creatinina foram adiquiridos da Labtest (Lagoa Santa, MG, BRA). Glibenclamida e
diazoxido foram diluidos em solugdo de NaOH 0,01 N e a-terpineol foi diluido em
solucdo de tween 80 a 3% (solucdo veiculo). O volume das solugdes administradas aos

animais foi de 10 mL/kg.

4.2.2 Animais

Camundongos Swiss (25-30 g) machos e fémeas e ratos Wistar (180-220 g)
fémeas, foram mantidos sob condi¢fes controladas (24 + 1°C, ciclo de claro/escuro de
12 h), com comida e agua ad libitum. Previamente a cada experimento, foram mantidos
em jejum por 18 h e em seguida, aclimatados ao ambiente de teste por 2 h. Os animais
foram divididos aleatoriamente em grupos (n=6-7). No modelo de lesGes gastricas
induzidas por acido acético ou isquemia-reperfusdo, os animais foram anestesiados com
uma associacdo de cloridrato de cetamina com cloridrato de xilazina (50 e 5 mg/kg,
i.m., respectivamente). ApOs 0s procedimentos experimentais, 0s animais foram
eutanasiados pela administracdo de tiopental de sodio (100 mg/kg, i.p.). Todos 0s
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil (CEEA, niumero 008/12).
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4.2.3 Lesdes géastricas induzidas por etanol absoluto e etanol acidificado em

camundongos

Solugdo veiculo ou a-terpineol (6,25; 12,5 e 25 mg/kg) ou carbenoxolona (100
mg/kg — controle positivo no estudo de atividade gastroprotetora) ou N-acetilcisteina
(200 mg/kg — controle positivo na avaliagdo da atividade antioxidante) foram
administrados oralmente (n=6/grupo) e ap6s 60 minutos, lesbes gastricas foram
induzidas pela administracdo oral de 0,2 mL/animal de etanol absoluto (ROBERT et al.,
1979) ou etanol acidificado (60%/HCI 0,3M) (MIZUIl; SHIMONO; DOTEUCHI,
1987). Os camundongos foram eutanasiados 30 minutos apds a administracdo de etanol
ou 60 minutos apds a administracdo de etanol acidificado, e os estdmagos foram
removidos e abertos ao longo da curvatura maior. O contorno das lesdes no corpo do
estdbmago foi tracado em pelicula transparente através de um marcador de ponta de
feltro (IWATA et al., 1997). As éareas totais das lesGes foram medidas usando um
programa de planimetria computadorizada (ImageJ-NIH®) e expressos em termos de
percentagem de area de lesdo (BHARGAVA,; GUPTA; TANGRI, 1973). A area da
lesdo foi calculada como se segue: area da lesdo (em porcentagem) = area da lesdo (em
milimetros quadrados) x 100 /area total (em milimetros quadrados) (ROBERT et al.,
1979). Apo6s a mensuracdo da area de lesdo, foram preparados homogenados com 0s
estdbmagos de camundongos submetidos ao protocolo de lesdo gastrica por etanol

absoluto para o estudo da atividade antioxidante.

4.2.4 Avaliagéo dos mecanismos antioxidantes
4.2.4.1 Mensuragdo da concentracdo de grupos sulfidrilas ndo protéicos na mucosa

gastrica

A concentracdo de grupos sulfidrilas ndo protéicos (SH-NP) nos tecidos
gastricos foi estimada de acordo com o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968).
Resumidamente, 50-100 mg de tecido gastrico foi homogeneizado em 1 mL de EDTA
0,02 M para cada 100 mg de tecido. Aliquotas (400 puL) do homogenato foram
misturados com 320 pL de agua destilada e 80 pL de acido tricloroacético 50% (m/v),
para precipitar as proteinas. Os tubos foram centrifugados a 3000 rpm durante 15 min a
4°C. Os sobrenadantes (400 pL) foram misturados com 800 pL de tampao Tris (0,4 M,
pH 8,9) e 20 uL de 5,5’-ditiobis (&cido 2-nitrobenzdico) (DTNB, 0,01 M). A mistura
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foi, em seguida, agitada durante 3 min e a absorbancia foi lida a 412 nm em
espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em microgramas de GSH por grama
de tecido (ug de GSH/g de tecido).

4.2.4.2 Atividade da Catalase

Os estdmagos foram pesados e homogeneizados numa solugdo tampéo fosfato
de potéssio (0,05 M, pH 7,4) e centrifugados a 3000 rpm porl5 minutos. Uma solucéo
de peréxido de hidrogénio (0,059 M) foi preparada com a solucdo tampdo e utilizada
como substrato para o ensaio. Em cubeta de quartzo, 0,1 mL da amostra de
sobrenadante foi misturado com 1 mL de tamp&o/perdxido de hidrogénio e 1,9 mL de
agua destilada. A atividade da enzima catalase foi medida pelo decaimento do peroxido
de hidrogénio no comprimento de onda de 240 nm por espectrofotometria durante 6
minutos, através da leitura da variacdo de absorbancia entre o primeiro e o sexto minuto.
Os resultados foram expressos em millimolar por minuto por 100 mg de tecido
(mM/min/100 g e tecido) (BEERS; SIZER, 1952).

4.2.4.3 Atividade da mieloperoxidase

A extensdo do acumulo de neutréfilos na mucosa gastrica foi medida por
avaliacdo de atividade de mieloperoxidase (MPO) (BRADLEY; CHRISTENSEN;
ROTHSTEIN, 1982). Resumidamente, 50-100 mg de tecido foi homogeneizado em 1
mL de tampéo fosfato de potéassio (50 mM, pH 6,0) com brometo de hexadecil trimetil
amoénio a 0,5% para cada 50 mg de tecido. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados a 40000 g durante 7 minutos a 4° C. A atividade de MPO no sedimento
ressuspenso foi testada através da medicdo da alteracdo da absorbancia a 450 nm,
utilizando dicloridrato de o-dianisidina e perdxido de hidrogénio a 1%. Os resultados
foram relatados como unidades (U) de MPO/mg de tecido. Uma unidade de atividade de

MPO ¢ definida como a conversdo de 1 umol de H,O, a &guaem 1 mina 22 ° C.

4.2.4.4 Determinacéo dos niveis de malondialdeidio

O nivel de malondialdeido (MDA) em homogenatos a partir de cada grupo foi

determinado por sua na reacdo com acido tiobarbitdrico. Tecido da mucosa gastrica
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pesando entre 100 e 150 mg, foram homogeneizadas em solugéo fria de KCI (1,15%).
Entdo, 250 uL deste homogenado foi adicionado a 1,5 mL de de &cido fosférico H3PO,
a 1% e 0,5 mL de éacido tiobarbitarico a 0,6%, e entdo submetida a agitacdo e
aquecimento em banho de agua fervente durante 45 min. Em seguida, a mistura foi
imediatamente resfriada em banho de &gua gelada, seguido pela adicdo de 4 mL de n-
butanol, sob agitacdo durante 1 minuto. A camada de butanol foi separada por
centrifugacdo a 1200 g durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada a 535 e 520
nm, e calculou-se a diferenca de absorbancia entre as duas determinacdes e considerada
como o valor de &cido tiobarbiturico. As concentracdes de MDA séo expressas como
nanomoles por grama de tecido (nmol/g) (MIHARA; UCHIYAMA, 1978).

4.2.5 Participacdo da via do oxido nitrico, canais de potassio sensiveis ao ATP

(KaTtp) € grupos sulfidrilicos na gastroprote¢ao do a-terpineol

Utilizou-se de camundongos no estudo das vias do 6xido nitrico e Katp € ratos
para a via dos grupos sulfidrilicos. Primeiramente, um grupo de animais (n=6/grupo)
foi tratado com solugdo veiculo ou a-terpineol (12,5 mg/kg) ou N-acetilcisteina (200
mg/kg) por via oral; L-arginina (600 mg/kg) ou diazoxido (3mg/kg) por via
intraperitoneal. Um segundo grupo foi previamente tratado por via intraperitoneal com
NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 20 mg/kg) (DE OLINDA et al., 2008), um
inibidor da NO-sintase ou glibenclamida (GLIB, 5mg/kg) (DE OLINDA et al., 2008),
um inibidor dos canais K*atp, ou N-etilmaleimida (NEM — 10 mg/kg) (MATSUDA; LI;
YOSHIKAWA, 1999), um bloqueador de grupamentos sulfidrilicos. Decorridos 30
minutos desse tratamento, administrou-se, solugdo veiculo ou a-terpineol (12,5 mg/kg)
ou N-acetilcisteina (200 mg/kg), por via oral, ou L-arginina (600 mg/kg) ou diazoxido
(3mg/kg), por via intraperitoneal. Apds 60 minutos, para o veiculo, a-terpineol e N-
acetilcisteina, e 30 minutos para L-Arginina e diazoxido, foi induzido lesdo por etanol
absoluto a todos os grupos. Decorridos 30 min apds a inducdo, os animais foram

eutanasiados e realizadas as leituras das lesdes como descrito previamente.

4.2.6 Lesdes gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos

Os ratos (n=6/grupo) foram tratados oralmente com veiculo ou a-terpineol
(3,125, 6,25; 12,5 mg/kg), ou N-acetilcisteina (200 mg/kg). Apds 30 min, os animais
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foram anestesiados com cetamina e Xilazina e submetidos a isquemia induzida por
oclusdo da artéria celiaca (clamp microvascular), durante 30 min, seguido de reperfusdo
durante uma hora (UEDA; OKADA, 1989). Apos periodo de reperfusdo, os animais
foram eutanasiados, seus estbmagos removidos e as lesdes gastricas foram analisadas. A
érea das lesdes gastricas foi medida utilizando o ImageJ-NIH® e expressos em termos
de percentagem de area de lesdo (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973)

4.2.7 Determinacdo de muco na parede gastrica

Ratos (n=6/grupo) foram anestesiados com cetamina e xilazina e, em seguida, o
abdémen foi incisado e ligou-se o piloro. Veiculo ou a-terpineol (12,5 mg/kg) ou
carbenoxolona (100 mg/kg) foram administrados por via intraduodenal apés ligacdo do
piloro (SHAY, 1945). Segmentos glandulares de estbmagos submetidos a ligadura do
piloro foram removidos e pesados. Cada segmento foi imediatamente transferido para
solucdo corante de Alcian Blue 0,25% (em sacarose 0,16 M, tamponado com acetato de
sodio 0,05 M, pH 5,8). O corante livre foi removido por lavagem com solucdo de
sacarose 0,25 M. O corante ligado ao muco gastrico foi extraido com cloreto de
magnésio 0,5%. Uma amostra de 4 mL do extrato mucoso azul foi entdo vigorosamente
agitada com um volume igual de éter dietilico. A emulséo resultante foi centrifugada e a
absorbancia foi registrada a 598 nm. A quantidade de Azul de Alcian extraida por
grama de tecido glandular foi calculada (ug de alcian blue/g de tecido) (CORNE;
MORRISSEY; WOODS, 1974)

4.2.8 Ulcera induzida por acido acético em ratos

Ratos (n=6/grupo) foram submetidos a processo cirurgico para inducdo da ulcera
gastrica, utilizando como agente indutor o acido acético (80%). Apds a anestesia, a
indugdo da Ulcera foi realizada por meio de um tubo de vidro de 8 mm de didmetro e 2
cm de altura, em contato com a serosa do estbmago para delimitar a area que seria
lesada. Foram adicionados 70 pL de acido acético 80%, o qual permaneceu em contato
com a serosa do estdbmago por 1 minuto. Logo apos, o acido acético foi removido com a
ajuda de uma pipeta automatica e o local lavado com solugdo salina. O estdbmago foi
acomodado na cavidade abdominal e suturado (OKABE; PFEIFFER, 1972). No

primeiro dia apos a inducdo da Ulcera, iniciou-se o tratamento por via oral com veiculo
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ou cimetidina (100 mg/kg) ou a-terpineol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) durante 7 dias. Apos
o0 tratamento crdnico, os animais foram eutanasiados, o estbmago retirado, aberto pela
curvatura maior, lavado com agua destilada e esticado para fazer a mensuracdo do
volume da ulceracdo, com auxilio de um paquimetro. A mensuracdo do volume lesado
(mm?®) foi realizada através da medida do comprimento x altura x area interna da Glcera
(POTRICH et al., 2010)

4.2.9 Avaliacio da toxicidade do a-terpineol em modelo de lesédo por acido acético

Foi avaliada possivel toxicidade subcrbnica da exposicdo diaria dos ratos
(n=6/grupo) a dose de 6,25, 12,5 e 25 mg/kg do a-terpineol durante sete dias de
tratamento, no modelo de Ulceras por acido acético. O peso dos animais tratados durante
sete dias foi aferido diariamente. A andlise dos parametros bioquimicos e do peso
absoluto dos 6rgdos dos animais também sdo importantes indicadores para avaliagdo da
toxicidade de uma substancia (DA SILVA et al.,, 2013; EL HILALY; ISRAILI;
LYOUSSI, 2004; POTRICH et al., 2010). Assim, no dia seguinte ao sétimo dia de
tratamento, os animais foram anestesiados com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (5
mg/kg) por administracdo intramuscular e 4 mL de sangue foram coletados através da
veia cava inferior em tubo a vacuo com gel separador e centrifugados a 3500 rpm
durante 15 minutos para obtencdo de soro e andlise dos parametros bioquimicos: ALT
(Alanina Aminotransferase), AST (Aspartato Aminotransferase), fosfatase alcalina,
uréia, creatinina, glicose. Os ensaios foram realizados em aparelho automético Express
Plus da Bayer, com reagentes Labtest. Apds a coleta do sangue os animais foram
eutanasiados e os 6rgdos (coracdo, pulméo, bago, figado e rins) foram retirados para

verificagdo do peso absoluto.
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4.2.10 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (E.P.M.). A
significancia estatistica das diferencas entre grupos foi calculada por andlise de
variancia (ANOVA) e pelo pés-teste de Tukey utilizando o software GraphPad
Prism™S5.0 (San Diego, CA, EUA). As diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando p <0,05.
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4.3 Resultados
4.3.1 Efeito do a-terpineol sobre lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto e

etanol acidificado em camundongos

O a-terpineol reduziu a area das lesBes induzidas por etanol absoluto nas doses
de 6,25 (23,4+2,61%%*), 12,5 (13,7£1,2%%*) e 25 mg/kg (14,2+2,71%*) em comparagédo
ao grupo veiculo (34,6+1,3%) (Tabela 1). Nas lesGes por etanol acidificado, apenas as
doses de 12,5 e 25 mg/kg (14,9+1,6% e 13,6+1,95%, respectivamente) do a-terpineol
reduziram significativamente (*p<0,05) a area da mucosa lesada em comparagdo ao
grupo veiculo (25,6+1,61%) (Tabela 1). Em ambos os protocolos ndo houve diferenca
significativa na reducdo das lesdes entre as doses de 12,5 e 25 mg/kg. O controle
positivo carbenoxolona também reduziu significativamente (*p<0,05) as lesdes nos
protocolos estudados (9,7+0,2%* para etanol e 10,2+1,2%* para etanol acidificado). A
dose 12,5 mg/kg foi a menor e mais efetiva neste protocolo, sendo, portanto, utilizada

para a realizacéo dos protocolos de mecanismo.

Tabela 1. Efeito do a-terpineol e carbenoxolona sobre lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto e etanol acidificao em camundongos. Os dados sdo representados como
média + E.P.M. *p<0.05 comparados ao respectivo grupo controle (ANOVA one way e
teste de Tukey).

Protocolo de lesdo .
o Tratamento Dose (mg/kg) Area de Lesao (%)
gastrica
Veiculo - 34.60+1,3
6,25 24.30+2,6*
Etanol a-terpineol 12,5 13.70+1,2*
25 14.20+1,7*
Carbenoxolona 100 9.70+0,2*
Veiculo - 25.60+1,6
6,25 21.90+1,3
Etanol/HCI
a-terpineol 12,5 14.90+1,6*
25 13.60+2,0*
Carbenoxolona 100 10.20+1,2*

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal — NPPM/UFPI, 2016.
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4.3.2 Efeito do a-terpineol sobre lesbes gastricas induzidas por isquemia e

reperfusdo em ratos

Comparado com o grupo veiculo (24,46+1,23%%*), o tratamento com a-terpineol
reduziu significativamente (*p<0,05) a area percentual de lesdo gastrica induzida pela
isquemia e reperfusdo vascular gastrica nas doses de 6,25 e 12,5 mg/kg (17,65+1,18%*
e 12,58+0,58%%*, respectivamente), assim como controle positivo N-Acetilcisteina
(8,58+2,01%*) (Tabela 2). A melhor dose (12,5 mg/kg) foi utilizada nos protocolos de
atividade antioxidante.

Tabela 2. Efeito do a-terpineol e N-acetilcisteina sobre lesdes gastricas induzidas por
isquemia e reperfusdo em ratos. Os dados sdo representados como média = E.P.M.

*p<0.05 comparados ao respectivo grupo controle (ANOVA one way e teste de Tukey).

Tratamento Dose (mg/kg) Area de lesdo (%)
Veiculo - 24.46+1,2
3,125 23.62+0,8
a-terpineol 6,25 17.65+1,2*
12,5 12.58+0,6*
NAC 200 8.56+2,0*

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

4.3.3 Participacéo do oxido nitrico, grupos sulfidrilas endogenos e canais Kap na

gastroprotecio do a-terpineol.

A protecdo da mucosa gastrica pelo tratamento com o a-terpineol foi
significativamente revertida (*p<0,05) nos animais pré-tratados com o inibidor da NO-
sintase L-NAME (13,7+1,2%" vs 24,58+3,1%*, respectivamente) (Figura 1), assim
como no grupo pré-tratado com o bloqueador de grupos sulfidrilas endégenos NEM
(13,8+4,1% ® vs 44,2+2 4%) (Figura 2). Entretanto ndo houve diferencas significativas
na gastroprotecio do a-terpineol apds o tratamento com o blogueador dos canais K*atp
glibenclamida (14,1+2,36% vs 17,8+3,78%, respectivamente) (Figura 3).
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Figura 1. Participagdo da via NO-Sintase no efeito gastroprotetor do a-terpineol contra
lesBes induzidas por etanol absoluto em camundongos pré-tratados com inibidor da NO-
sintase, L-NAME. Os dados séo representados como média = E.P.M. *p<0.05 vs. grupo

veiculo; #p<0,05 vs grupo a-terpineol; ®p<0,05 vs grupo L-arginina; (ANOVA one way

e teste de Tukey).
50+
*
E\i 40+
« b
o 4
.E 30 a I
w2
s
s 20 "
b *
w2
2 104 L
0-
L-NAME 20 mg/kg
Etanol (0,2 mVanimal)
Legendas:

Bl Veiculo B2 a-terpineol 12,5 mg/kg @ L-arginina 600 mg/kg
Bl Veiculo + L-NAME B3 a-terpineol 12,5 mg/kg+ L-NAME
(3 L-Arginina 600mg/kg + L-NAME

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

4.3.4 Atividade da catalase

Foi observado uma alta atividade da catalase na mucosa gastrica com a
administragdo do a-terpineol (0,59+0,05 mM/mim.g de tecido*) em comparacdo ao
grupo tratado com veiculo (0,21+0,04 mM/mim.g de tecido) (*p<0,05). Esta atividade
foi maior (*p<0,05) do que nos grupos nédo tratado e sem inducdo de lesdo gastrica
(SHAM - 0,38+0,04 mM/mim.g de tecido*) e controle positivo NAC (0,43+0,06
mM/mim.g de tecido*) (Figura 4).

4.3.5 Atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase apresentou-se reduzida de maneira significante

(*p<0,05) tanto em estdmagos de animais tratados com a-terpineol (3,69+0,61 U/g de
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tecido*) como os do grupo SHAM (2,7£0,76 U/g de tecido*) em compara¢do com
grupo veiculo (6,36+1,24 U/g de tecido)(figura 5).

Figura 2. Participac¢do dos grupos sulfidrilicos endogenos no efeito gastroprotetor do a-
terpineol contra lesdes induzidas por etanol absoluto em ratos pré-tratados com inibidor
dos grupos sulfidrilicos, NEM. Os dados sdo representados como média = E.P.M.
*p<0.05 vs. grupo veiculo; p<0,05 vs grupo o-terpineol; ®p<0,05 vs grupo L-arginina
(ANOVA one way e teste de Tukey).
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Legendas:

Bl Veiculo BB a-terpineol 12,5 mg/kg [ Carbenoxolona 100 mg/kg
Bl VeiculotNEM BER a-terpineol 12,5mg/kg + NEM
(3 Carbenoxolona 100 mg/kg + NEM

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.
4.3.6 Concentracao de grupos sulfidrilas ndo proteicos na mucosa gastrica

Os niveis de SH-NP da mucosa gastrica de animais tratados com a-terpineol ou
controle positivo NAC (420,48+28,89* e 418,51+14,7* png/g de tecido,
respectivamente) foram significativamente (*p<0,05) maiores do que aqueles tratados
com veiculo (290,87+22,96 ng/g de tecido) e sem diferenca significativa em
comparagdo ao grupo SHAM (425,56+38,67* ng/g de tecido)(figura 6).

4.3.7 Niveis de MDA na mucosa géstrica

O tratamento com a-terpineol reduziu niveis de MDA da mucosa géstrica

(81,15+7,51* nmol/g de tecido) significativamente (*p<0,05) em comparagdo ao grupo



Helio de Barros Fernandes. Eluhoragio de nﬁnoﬁﬂrﬁcu[m' contendo a~ferﬁineo/ ¢ seus efzitos sobre [e;‘ﬁe;y»ﬁ‘fﬁmy em roedores
82

veiculo (114,4+5,58 nmol/g de tecido), assim como o grupo SHAM (85,62+3,38*
nmol/g de tecido)(figura 7).

Figura 3. Participacio dos K'atp no efeito gastroprotetor do a-terpineol contra lesdes
induzidas por etanol absoluto em camundongos pré-tratados com inibidor de K*atp,
GLIB. Os dados sdo representados como média + E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo;

p<0,05 vs grupo o-terpineol; °p<0,05 vs grupo L-arginina (ANOVA one way e teste de
Tukey).
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GLIB 5 mg/kg
Etanol (0,2 ml/animal)
Legendas:

Bl Veiculo B2 o-terpineol 12,5 mg/kg [ Diazoxido 3mg/kg
Bl Veiculo + GLIB B2 a-terpineol 12,5 mg/kg + GLIB
(3 Diazoxido 3mg/kg + GLIB

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

4.3.8 Conteudo de muco na mucosa gastrica

O contetdo de muco gastrico aumentou significativamente (*p<0,05) com a
administragdo do a-terpineol (62,65+4,9* pg de azul de alcian/g de tecido),
comparando-o com o grupo veiculo (41,8+1,17 pg de azul de alcian /g de tecido). O
grupo controle positivo carbenoxolona, também aumentou significativamente o
conteddo de muco em comparacdo ao grupo veiculo (57,28+3,13* ug de azul de
alcian/g de tecido) (Figura 8).
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Figura 4. Efeito do a-terpineol sobre a atividade da catalase na mucosa de estdmagos
lesionados por etanol absoluto, em camundongos. Os dados sdo representados como
média £ E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).

0.8+

0.6

0.4+ - -

aCAT
mM/min.mg

0.2-

0.0

Etanol (0,2 ml/animal)
Legendas:

] Sham B Veiculo B3 o-terpineol 12,5 mg/kg
0 NAC 200 mg/ke

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

Figura 5. Efeito do a-terpineol sobre a atividade da MPO na mucosa de estdmagos
lesionados por etanol absoluto, em camundongos. Os dados sdo representados como

média £ E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).

MPO
U/mg de tecido

Etanol (0,2 mVanimal)

Legendas:
] Sham EE Veiculo BB a-terpineol 12,5 mg/kg

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.
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Figura 6. Efeito do a-terpineol sobre os niveis de SH-NP na mucosa de estdbmagos
lesionados por etanol absoluto, em camundongos. Os dados s&o representados como
média = E.P.M. *p<0.05 comparados ao respectivo grupo controle (ANOVA one way e

teste de Tukey).

500 * .

SH-NP

pg/g de tecido

Legendas: Etanol (0,2 mVanimal)

] Sham @M Veiculo
B3 o-terpineol 12,5 mg/kg @ NAC 200 mg/kg

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.
Figura 7. Efeito do a-terpineol sobre a sobre os niveis de MDA na mucosa de
estobmagos lesionados por etanol absoluto, em camundongos. Os dados sdo

representados como média = E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo (ANOVA one way e

teste de Tukey).
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MDA
nmol/g de tecido
e

Etanol (0,2 ml/animal)
Legendas:
[ Sham M Veiculo B2 a-terpineol 12,5 mg/kg

FONTE: Laboratorio de Farmacologia Gastrintestinal — NPPM/UFPI, 2016.
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4.3.9 Efeito do a-terpineol em ulceras induzidas por &cido acético em ratos

Apos sete dias de tratamento, o o-terpineol, nas doses 6,25 (81,36+25,55*mm®),
12,5 (28,85+13,56* mm°) e 25 mg/kg (18,45+5,5* mm?), reduziu significativamente
(p<0,05) o volume da ulcera géstrica induzida por acido acético em comparagdo ao
grupo veiculo (204,36+34,57mm®), porem sem significAncia entre si ou grupo
cimetidina (52,42+12,21*mm?) (Figura 9).

Figura 8. Efeito do a-terpineol sobre teor de muco aderido a mucosa gastrica apos
ligadura de piloro em ratos. Os dados sdo representados como média + E.P.M. *p<0.05

vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).

Contetido gastrico de muco

Ligadura de piloro (4 horas)
Legendas:
Bl Veiculo B2 a-terpineol 12,5 mg/kg [ Carbenoxolona 100 mg/kg

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

4.3.10 Toxicidade do a-terpineol em ulceras induzidas por acido acético em ratos

O tratamento com a-terpineol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg) em animais submetidos ao
modelo de Ulcera induzida por acido acético ndo procovou alteragdes estatisticamente
significativas no ganho de peso corpéreo desses animais quando comparados com o
grupo controle (Figura 10). Também ndo foram encontradas diferencas significativas no
peso absoluto dos 6rgédos (Tabela 3) e nos parametros bioguimicos séricos avaliados, em

relacdo aos seus respectivos grupos controles (Tabela 4).
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Figura 9. Efeito do a-terpineol sobre uUlceras gastricas induzidas por acido acético em
ratos. Os dados séo representados como media £ E.P.M. *p<0.05 vs. grupo veiculo
(ANOVA one way e teste de Tukey).

300+

N
=]
<

100+

Volume da lesdo (mm3)

0-

Legendas:

Bl Veiculo BNl a-terpineol 6,25 mg /kg

B2 a-terpineol 12,5 mg/kg EZ a-terpineol 25 mg/kg
(3 cimetidina 100 mg/kg

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.

Figura 10. Ganho de massa corporal dos animais submetidos a sete dias de tratamento
com o-terpineol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg), cimetidina e veiculo em protocolo de Glcera
induzida por &cido acético. Os dados sdo representados como média + E.P.M.

*p<0.05vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).

301
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Ganho de massa
corporal (g)
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Legendas:
-~ (Controle - q-terpineol 6,25 mg/kg —¥ a-terpineol 12,5 mg/kg
—- a-terpineol 25 mg/kg -+ Cimetidina 100 mg/kg

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal - NPPM/UFPI, 2016.
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Tabela 3. Efeito do tratamento com com a-terpineol (6,25, 12,5 e 25 mg/kg), cimetidina
e veiculo durante sete dias sobre o peso dos 6rgaos dos animais em protocolo de Ulcera
induzida por acido acético. Os dados séo representados como média = E.P.M. *p<0.05

vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey).

Dose Peso dos 6rgaos (g)
Grupo _ _ _ _
(mg/kqg) Baco Coracéo Figado Pulmdes Rins
Veiculo - 0,6 £0,13 0,9+0,12 9,5+0,10 1,4+0,11 1,7+0,10
6,25 0,8+0,12 0,9+0,11 9,8+0,10 1,3+0,12 1,8 +0,10
a-terpineol 12,5 1,0+0,15 0,8+0,12 9,8+0,10 1,3+0,11 17+£0,10
25 1,1+0,12 0,9+0,13 9,0+£0,12 1,4+0,11 1,8+0,11
Cimetidina 100 0,9+0,10 0,8+0,11 95+0,11 1,2+0,10 1,8+0,12

FONTE: Laboratdrio de Farmacologia Gastrintestinal — NPPM/UFPI, 2016

Tabela 4. Parametros bioquimicos séricos de animais tratados com a-terpineol (6,25,
12,5 e 25 mg/kg), cimetidina e veiculo durante sete dias em protocolo de Ulcera
induzida por acido acético. Os dados sdo representados como média = E.P.M. *p<0.05
vs. grupo veiculo (ANOVA one way e teste de Tukey). AST: Aspartato
aminotransferase; ALT: Alanina aminotransferase; PKLA: Fosfatase alcanina.

Parametro Biogquimico
Dose o Creatinin .
Grupo ALT Glicemia Uréia PKAI
(mg/kg) | AST (U/L) a
(U/L) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
(mg/dL)
Veiculo - 187,6+10,9 | 54,50+5,1 | 153,3+20,1 | 0,47+0,0 | 36,13+2,5 | 143,6+15,5
6,25 156,7+7,5 | 38,67+1,3 | 120,0+21,1 | 0,45+0,0 | 39,6745,0 | 71,25+14,5
a_
ervineol 12,5 184,3£19,7 | 64,00+4,9 | 114,5+19,5 | 0,52+0,0 | 39,75+4,6 | 130,5+16,8
erpineo
25,0 176,3+12,4 | 51,00+1,8 | 108,5+13,5 | 0,44+0,0 | 31,87+3,9 | 123,5+21,6
Cimetidi
100 201,6+19,9 | 58,40+7,1 | 115,0+23,6 | 0,50+0,0 | 48,00+2,0 | 177,6+34,1
na

FONTE: Laboratorio de Farmacologia Gastrintestinal — NPPM/UFPI, 2016
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4.4 Discussao

Primeiramente, investigou-se a capacidade do a-terpineol em proteger a mucosa
gastrica contra lesbes induzidas por etanol absoluto. Os resultados quanto a atividade
protetora géastrica neste protocolo foram promissores. Este agente exerce efeitos
complexos e multifatoriais na mucosa gastrica associados a disturbios no equilibrio
entre fatores protetores e agentes lesivos. AlteracBes vasculares, lesdo a células
endoteliais da mucosa gastrica, hiperemia, edema, hemorragia gastrica, migracao de
células inflamatorias, destruicdo da camada mucoprotetora, exposicdo da mucosa ao
suco gastrico e a radicais livres produzidos sdo alguns dos efeitos provocados pelo
etanol. Por essas caracteristicas, o etanol é uma 6tima ferramenta em estudos iniciais de
atividade antidlcera (LI et al., 2015; MOTA et al., 2011; SUZUKI et al., 2012). Dados
da literatura mostram que os monoterpenos geraniol (DE CARVALHO et al., 2014), a-
pineno (PINHEIRO et al., 2015), carvacrol (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA et al.,
2012), limoneno (MORAES et al., 2009), mentol (ROZZA et al., 2013), constituintes de
6leos essenciais de espécies vegetais, assim como o a-terpineol, exibiram atividade
protetora gastrica neste modelo experimental, relatando-os como fontes potenciais para
o tratamento de distarbios gastrintestinais. Em estudos anteriores, o a-terpineol também
evitou lesbes induzidas por etanol, reforcando os resultados encontrados neste estudo.
Entretanto tal efeito ndo foi atribuido a presenca de atividade antisecretéria (SOUZA et
al., 2011). Portanto, iniciou-se o estudo para investigar o potencial gastroprotetor do a-
terpineol.

O protocolo de lesbGes gastricas por etanol acidificado € uma excelente
ferramenta para a investigacao desta propriedade, uma vez que o etanol exp0e a mucosa
ao do acido cloridrico, agindo sinergicamente, causando leses necroticas provindas da
reducdo drastica dos mecanismos citoprotetores da mucosa gastrica (CHEN et al., 2016;
KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; NATALE et al., 2004). Portanto, a
reducdo das lesdes neste modelo pelo tratamento com a-terpineol evidencia a presenga
de mecanismos citoprotetores deste, na mucosa gastrica.

A acdo antioxidante € um mecanismo de protecdo gastrica dos mais
importantes, o que levou a investigacdo para o protocolo de lesbes induzidas por
isquemia-reperfusdo. Neste modelo h&a a formacdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ERO:s) e infiltracdo de neutrofilos. Durante a isquemia, ha o enfraquecimento

da barreira da mucosa, o que permite a difusdo de acido do suco gastrico, lesando-a
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(GEMICI et al., 2010). A reducdo do fluxo sanguineo e aporte deficiente de oxigénio
desencadeiam disfuncdo bioquimica celular, com producdo excessiva de hipoxantina,
conversdo da enzima xantina desidrogenase em xantina oxidase e producdo de
metabolitos citotdxicos, que levam a morte celular (DE GROOT, 2005; OLIVEIRA et
al., 2012). Com a reperfusdo, o sistema xantina oxidase na presenca de 0xigénio produz
quantidades aumentadas de EROs, como anions superdxido (Oz*) e hidroxiperoxil
(HOz™*) e o radical hidroxil (OH*), promovendo peroxidagdo lipidica, infiltragdo de
neutrofilos e dano tecidual (NAKAGIRI et al., 2010; WADA et al., 1996). O efeito
protetor do a-terpineol neste modelo evidencia uma possivel participacdo sobre
mecanismos antioxidantes envolvidos na protecdo gastrica.

A peroxidacdo lipidica promove alteracfes na membrana celular, como perda
de sua integridade, aumento da permeabilidade e acelera o processo de formacgéo de
Ulceras gastricas. O MDA, um dos produtos da peroxidacéo lipidica, € utilizado como
um marcador de dano tecidual por EROs e sua producdo esta aumentada, por exemplo,
em lesdes géstricas induzidas por etanol (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2016). O a-
terpineol foi capaz de prevenir o aumento dos niveis de MDA na mucosa géstrica apos
administracdo de etanol absoluto, reforcando a hipotese de seu efeito antioxidante.

Outro efeito importante do a-terpineol na sua atividade como antioxidante na
protecdo gastrica foi manter elevada a atividade da catalase, em modelos de leséo por
etanol absoluto. A catalase € uma enzima que participa dos mecanismos antioxidantes
da mucosa gastrica, convertendo o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
impedindo- o de reagir com o radical superdxido e originar o radical hidroxil (OHe), de
grande importancia na formagdo de lesbes géastricas (KASAZAKI et al., 2003;
YASUKAWA et al., 2004; ZHANG et al., 2014).

Os compostos sulfidrilicos enddgenos, como a glutationa reduzida (GSH) sédo
outra classe de substancias que participam no mecanismo antioxidante gastrico,
importantes na defesa intracelular e na barreira de muco contra compostos toxicos. Suas
propriedades antioxidantes provém do grupo SH- de sua estrutura quimica. Os mesmos
agem como um sequestrador de radicais livres, inibidor da peroxidacdo lipidica,
regulador de mecanismos de sinalizacdo e reparo do DNA, além de ajudar na
manutencdo da barreira de muco, através de pontes dissulfeto, prevenindo que 0 muco
se torne sollvel e de facil extracdo por agentes ulcerogénicos como o0 etanol
(AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2016; CALZADA; ARISTA; PEREZ, 2010). A

reversdo da protecdo gastrica do a-terpineol com o pré-tratamento dos animais com de
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N-etil-maleimida (NEM), um blogqueador de grupos sulfidrilicos enddgenos e o aumento
dos niveis de GSH em homogenados de estdbmago ap6s administracdo de etanol
mostram que os grupos sulfidrilas estdo envolvidos na sua atividade gastroprotetora.

Kasazaki e colaboradores (2003) reportam que o radical O« produzido durante
0 estresse oxidativo, facilita a migracdo de neutréfilos na mucosa géstrica. Os
neutrofilos amplificam a cadeia produtora de radicais livres, pois uma vez inflitrados
liberam enzimas produtoras de agentes oxidantes que lesionam o tecido. A enzima
mieloperoxidase (MPOQO), encontrada nos granulos de neutrofilos, € um marcador
bioquimico para infiltracdo destas células em tecidos lesados. Sua atividade catalitica
oxida o ion cloreto com perdxido de hidrogénio formando o acido hipocloroso (HOCI,
um radical livre citotoxico) (AMIRSHAHROKHI; BOHLOOLI; CHINIFROUSH,
2011; AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2016; AMIRSHAHROKHI, 2013; ELLIOTT;
WALLACE, 1998). A inibicdo da migracao de neutrofilos para a mucosa gastrica pode
estar envolvida nos possiveis mecanismos protetores do a-terpineol, tendo visto que sua
administracdo diminuiu a atividade da MPO.

O oxido nitrico (NO), um mediador enddgeno produzido via 6xido nitrico
sintase (NOS), desempenha importante papel na integridade da mucosa gastrica, pois
age no aumento do fluxo sanguineo gastrico, na regulacao da secrecdo gastrica, inibicdo
da agregacdo de neutréfilos e adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular, atuando
diretamente sobre estes mecanismos ou regulando o efeito de outras substancias
(AMIRSHAHROKHI; BOHLOOLI; CHINIFROUSH, 2011; AMIRSHAHROKHI;
KHALILI, 2016; AMIRSHAHROKHI, 2013; ELLIOTT; WALLACE, 1998;
LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008; ROZZA et al., 2013; WALLACE;
MILLER, 2000; WALLACE et al., 1997; ZANARDO et al., 2006). O pre-tratamento
dos animais com Nw-nitro-L-arginine methyl Ester (L-NAME), um inibidor da NOS
reverteu a protecdo do a-terpineol na mucosa gastrica, evidenciando uma possivel
participacdo da via NO-NOS nesta atividade.

Um dos mecanismos que Oxido nitrico participa na protecdo da mucosa
gastrica é a via NO/GMPc/Katp. O NO ativa a enzima guanilato ciclase (GC), que
aumenta as concentragbes do monofosfato ciclico de guanosina (GMPc).
Subsequentemente, 0 GMPCc ativa 0s canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp). Estes,
por sua vez, aumentam a microcirculacdo gastrica e inibem a ativacdo de neutrofilos e
producdo de radicais livres (CAMPOS et al., 2008; MEDEIROS et al., 2008; ROZZA et

al., 2013). Com base nestas informacdes avaliou-se a participacdo destes canais na
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protecido gastrica promovida pelo a-terpineol. O tratamento com glibenclamida, um
blogueador dos Katp, Ndo interferiu em sua gastroprotecdo, sendo pouco provavel que
estes canais participem deste efeito.

O tratamento com a-terpineol aumentou o conteudo de muco gastrico coletado
em comparagdo ao grupo veiculo. Varios estudos demonstram a importancia da
secrecdo de muco como mecanismo de defesa gastrica (DA SILVA et al., 2015;
HIRUMA-LIMA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2016; TAKAYAMA et al., 2011). A
barreira mucosa é considerada a primeira linha de defesa, pois sua camada aderente,
continua e alcalina diminui danos provocados por alimentos ingeridos, evita a
autodigestdo da mucosa pelo suco gastrico e impede a ac¢do de radicais livres contra as
células epiteliais por suas glicoproteinas e compostos sulfidrilicos com propriedades
antioxidantes (ALRASHDI et al., 2012; LALOO et al, 2013; MOJZIS;
HEGEDUSOVA; MIROSSAY, 2000; ROZZA et al., 2013). Esta barreira protetora
depende da sintese e liberacdo de prostaglandinas e NO na mucosa gastrica (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; LUNDBERG; WEITZBERG; GLADWIN, 2008).
Embora estudos anteriores relatem que as prostaglandinas ndo estdo envolvidas na
gastroprotegdo do a-terpineol, a via NO-NOS pode ser uma provavel rota para este
mecanismo protetor.

Além de estudar a atividade protetora gastrica do a-terpineol em modelos
agudos, sua atividade cicatrizante frente ao modelo crénico de Ulcera gastrica por acido
acético também foi avaliada. A lesdo induzida por acido acético promove alteracdo na
adesdo de muco, na microcirculagdo, na peroxidacdo lipidica, nos niveis de
prostaglandinas e Oxido nitrico da mucosa gastrica (KARAKOYUN et al., 2009;
KOBAYASHI et al., 2001). As lesdes gastricas neste modelo apresentam grandes
similaridades a encontrada nas Ulceras gastricas em humanos, tanto nas caracteristicas
patolégicas como nos mecanismos de cicatrizagdo, pela dificuldade de tratamento e o
longo periodo para a cura (OKABE; AMAGASE, 2005). Em linhas gerais, a
cicatrizacdo de Ulceras € um processo multifatorial que envolve migragéo e proliferacéo
celular, angiogénese, re-epitelizacdo e deposicdo de matriz extracelular (TARNAWSKI,
2005). O tratamento dos animais durante sete dias com a-terpineol reduziu
significativamente as lesbes induzidas por &cido acético, evidenciando também o efeito
cicatrizante na sua gastroprotecéo.

Os efeitos do tratamento do o-terpineol sobre o ganho de peso corporeo, peso

absoluto dos Orgéos e parametros bioquimicos séricos (ALT, AST, glicose, fosfatase
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alcalina, uréia e cratinina), também foi avaliado, pois alteracdes nesses critérios podem
indicar toxicidade subcrdnica do produto testado (EL HILALY; ISRAILI; LYOUSSI,
2004; PATIL; SURANA, 2010; TOFOVIC; JACKSON, 1999).

Marcadores enzimaticos séricos sdo parametros bioquimicos associados com
indices de saude e de significancia diagndstica na rotina da préatica clinica. Alanina
transaminase (ALT) e aspartame transaminase (AST) sdo principalmente utilizadas na
avaliacdo de lesbes hepaticas ou cardiacas por drogas ou outros xenobidticos, uma vez
que, gquando injuriados estes Orgaos liberam grandes quantidades destas enzimas no
plasma, ressaltando que ALT é mais especifica para o figado e, portanto, melhor
parametro para avaliar lesdo hepatica (MYTHILYPRIYA; SHANTHI;
SACHDANANDAM, 2007; OZER et al., 2008; RAMAIAH, 2011; WASAN et al.,
2001). Outro marcador hepatico é a fosfatase alcalina (FAL) que esta relacionada a
funcionalidade dos hepat6citos: quanto maior sua concetracdo sérica maior a atividade
metabdlica destas células (MANJUNATHA et al., 2005). A concentracdo sérica de
creatinina e uréia indicam a presenca de alteracdes na funcdo de filtracdo renal,
excrecdo de metabolitos e injuria neste este 6rgdo (PATRICK-IWUANYANWU et al.,
2012). Apos os sete dias de tratamento com a-terpineol em Ulceras induzidas por acido
acético em ratos, ndo houve alteracBes significativas em nenhum dos indicadores
estudados, portanto ndo exibindo toxicidade subcrdnica nas doses utilizadas.

Em concluséo, os resultados sugerem que o a-terpineol, um monoterpeno
encontrado em uma grande variedade de espécies vegetais usadas na medicina popular,
tais como Melaleuca quinguenervia (Cav.) S.T. Blake, Ravensara aromética sonn.,
Croton sonderianus Muell.Arg, Eucalyptus globulus Labill., apresenta propriedades
antiulcera através de mecanismos citoprotetores e cicatrizantes sobre a mucosa gastrica,
com aumento das defesas antioxidantes, produc¢do de muco e diminui¢do da inflamagéo
no local da lesdo, através da participacdo de mediadores importantes como Oxido
nitrico, sem apresentar indicativos de toxicidade subcrénica. Entretanto deve-se lembrar
da complexidade destes mecanismos e que mais estudos devem ser desenvolvidos para

o0 esclarecimento dos mecanismos envolvidos na atividade evidenciada.
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5 Capitulo I11: Preparacéo e caracterizacao de nanoparticulas de PMMA contendo
a-terpineol e seu efeito sobre modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto
em roedores.
Este capitulo abordara os resultados submetidos ao periddico internacional Naunyn-
Schmiedeberg's Archives of Pharmacology (Fator de impacto 2.376; Qualis Blem
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Resumo

O o-terpineol, um monoterpeno constituinte do Oleo essencial de Melaleuca
quinguenervia (Cav.) S.F. Blake, Cedrus deodara Roxb. ex D.Don, apresentou
atividade protetora gastrica em modelos de lesdo aguda em roedores, mas é um
composto lipofilico e apresenta curta meia-vida na circulagdo sanguinea. As
nanoparticulas poliméricas de polimetacrilato de metila (PMMA) sdo uma importante
ferramenta na engenharia biomédica, por sua biocompatibilidade e propriedade
estabilizante do principio ativo e/ou da formulagdo. Este trabalho teve como objetivo
preparar e caracterizar nanoparticulas de PMMA contendo a-terpineol (PMMA-Np-atp)
e verificar seu efeito como protetor gastrico em modelos de lesdo aguda em roedores.
Nanoparticulas contendo a-terpineol foram preparadas pela técnica de polimerizacao em
miniemulsdo. A formulacéo utilizada para o teste de atividade gastroprotetora (PMMA-
Np-atp 8 %) apresentou um didmetro médio de 796,8+88,34 nm, indice de polidispersao
de 0,532, potencial zeta de -52,5 + 13,1 mV e taxa de encapsulacdo de 74,07 + 3,03. A
reducdo da area da lesdo gastrica induzida por etanol absoluto em camundongos tratados
com PMMA-Np-atp 8 % (Dose equivalente a 0,75 mg/kg de O a-terpineol livre) ndo
apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo tratado com a-terpineol (12,5
mg/kg). Essa formulacéo, ainda, reduziu progressivamente as lesdes gastricas durante 1,
3 e 6 horas apds sua administracdo (19,21 = 1,78, 14,41 + 1,92 e 9,59 + 1,89 %,
respectivamente), mas sem diferenca significativa em relagcdo ao grupo tratado com a-
terpineol 125 mg/kg ap6és 6 horas de sua administracdo(14,46+1,69) e
significativamente (p<0,05) em comparacdo ao grupo tratado com veiculo e
nanoparticulas de PMMA sem o monoterpeno (PMMA-Np-atp 0 %) (30,96 + 3,87 ¢
31,88 + 4,33%, respectivamente). A técnica de polimerizacdo em miniemulsao foi capaz
de incorporar o a-terpineol a matriz de PMMA, mantendo suas propriedades
gastroprotetores com uma menor dose administrada.

Palavras-chave: Efeito gastroprotetor. Nanoparticulas de PMMA. a-terpineol. Etanol.
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Abstract

a-terpineol, a  constituent  monoterpene  essential  oil  from Melaleuca
quinquenervia (Cav.) S.F. Blake and Cedrus deodara Roxb. ex D.Don, presented
gastric protective activity against models of acute injury in rodents. However, it is a
lipophilic compound and presents short half-life in the blood flow. The PMMA
polymeric nanoparticles are an important tool in the biomedical engineering due to the
biocompatibility and stability property of the active principle and/or formulation. The
present work aims at preparing and characterizing Poly-(methyl metacrylate) (PMMA)
nanoparticles containing a-terpineol (PMMA-Np-atp) and then verifying their gastric
protective effect in models of acute injury in rodents. Nanoparticles containing o-
terpineol were prepared by means of the technique of polymerization in microemulsion.
The formulation used for the gastroprotective activity assay (PMMA-Np-atp 8 %)
presented an average diameter of 796.8+88.34 nm, polydispersity index of 0.532, zeta
potential of -52.5 + 13.1 mV and encapsulation rate of 74.07 £3.03. The reduction of the
gastric injury induced by absolute ethanol in mice treated with PMMA-Np-atp 8 %
(dose equivalent to 0.75 mg/kg of free a-terpineol) did not present significant difference
in relation to the group treated with a-terpineol (12.5 mg/kg). This formulation also
progressively reduced gastric lesions 1, 3 and 6 hours after its oral administration (19.21
+ 178, 1441 + 192 and 9.59 £ 1.89%, respectively), but with no significance
difference in relation to the group treated with a-terpineol 12.5 mg / kg after 6 hours of
its administration (14.46+1.69) and significantly (p<0.05) when compared to the group
treated with vehicle and PMMA nanoparticles without the monoterpene (PMMA-Np-
atp 0 %) (30.96+ 3.87 and 31.88 =+ 4.33%, respectively).The technique of
polymerization in microemulsion, therefore, was able to incorporate a-terpineol to the
PMMA matrix, keeping its gastroprotective properties with a lesser dose administered.

Keywords: Gastroprotective effect. PMMA nanoparticles. a-terpineol. Ethanol.
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5.1 Introducéo

Ulceras gastricas s&o lesdes provocadas pela sobreposicdo dos fatores agressores
sobre os protetores da mucosa gastrica (HUANG; LEE, 2014). O a-terpineol, um
monoterpeno constituinte do 6leo essencial de Melaleuca quinquenervia (Cav.) S.F.
Blake, Cedrus deodara Roxb. ex D.Don apresentou atividade protetora gastrica em
modelo de lesdo aguda em roedores (IRELAND et al., 2002; SOUZA et al., 2011,
ZENG et al., 2012). Entretanto, o potencial terapéutico do a-terpineol apresenta
algumas limitagBes farmacocinéticas como sua caracteristica lipofilica e curta meia-vida
na circulacdo sanguinea (12,5 minutos) (BHATIA; LETIZIA; API, 2008; TOBIN;
SWERCZEK; BLAKE, 1976). Sob esse ponto de vista, pode-se lancar mdo de
estratégias para contornar essas restricdes técnicas a fim de melhorar o potencial
farmacoldgico e diminuir os desperdicios de matéria prima, como o sistema de
transporte de farmacos nanoparticulados.

A nanotecnologia envolve o desenvolvimento, caracterizacdo e aplicacdo de
sistemas terapéuticos em escala nanométrica /micrométrica com objetivo de melhorar a
biodisponibilidade de um farmaco através do aumento de sua estabilidade nos fluidos
biolégicos ou ainda o aumento de estabilidade da propria formulagdo farmacéutica.
(YUN; LEE; PARK, 2015). O poli-metacrilato de metila (PMMA) é um homopolimero
sintético nao-biodegradavel atoxico com caracteristicas hidrofébicas, mas seu contato
com solugbes aquosas o torna levemente hidrofilico (JOHNSON; KREUTER;
ZOGRAFI, 1986). O uso do poli-metacrilato de metila (PMMA) como biopolimero para
preparacdo de nanoparticulas € um marco na histéria da microencapsulacdo e suas
primeiras aplicacbes foram no desenvolvimento de nanoparticulas para veiculacdo de
vacinas. Mais tarde foram relatadas a veiculacdo de antibioticos, anti-inflamatorios e
antineoplasicos (BETTENCOURT; ALMEIDA, 2012, 2015; CORRY; MORAN, 1998;
HEALEY et al., 2003; WEISS et al., 2009). As nanoparticulas poliméricas de PMMA
sdo uma importante ferramenta na engenharia biomédica, por sua biocompatibilidade e
propriedade estabilizante da formulagdo. Por n&o haver relatos na literatura sobre
preparacdo de nanoparticulas contendo a-terpineol em PMMA com finalidade
terapéutica para tratamento de lesdes gastricas, esse trabalho tem como objetivo
preparar e caracterizar nanoparticulas de PMMA contendo a-terpineol (PMMA-Np-atp)
e verificar seu efeito protetor gastrico em modelos de lesdo aguda em roedores.
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5.2 Material e Métodos
5.2.1 Animais

Camundongos Swiss (25-30 g) machos e fémeas e ratos Wistar (180-220 g)
fémeas, foram mantidos sob condigdes controladas (24 + 1°C, ciclo de claro/escuro de
12 h), com comida e agua ad libitum. Previamente a cada experimento, foram mantidos
em jejum por 18 h e em seguida, aclimados ao ambiente de teste por 2 h. Os animais
foram divididos aleatoriamente em grupos (n=6-7) diferentes. No modelo de lesbes
gastricas induzidas por acido acético ou isquemia e reperfusdo, os animais foram
anestesiados com uma associagéo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina (50
e 5 mg/kg, i.m., respectivamente). Ap0s 0s procedimentos experimentais, 0s animais
foram eutanasiados por tiopental de sodio (100 mg/kg, i.p.). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil (CEEA, niumero 008/12).

5.2.2 Preparacdo de nanoparticulas de PMMA contendo a-terpineol (PMMA-Np-
atp)

As PMMA-Np-atp foram preparadas por polimerizacdo em miniemulsdo. O a-
terpineol (proporcdo 0, 8, 15 e 30 % massa/massa da fase oleosa) foi adicionado ao
coestabilizador hexadecano e solubilizado sob agitacdo magnética. Essa solucdo foi
misturada ao mondmero metacrilato de metila e mantida sob agitacdo magnética por 10
minutos. A fase aquosa foi preparada com adicdo e solubilizagdo do bicarbonato de
sodio (tampéo) e lauril sulfato de sodio (tensoativo) & 4gua sob agitacdo magnética por
10 minutos. Entéo, a fase oleosa foi adicionada a fase aquosa sob agitacdo magnética e,
apos 15 minutos, foi submetida & homogeneizagdo por ultrassonicador (T25 Basic, Ika
Labortechnik) na poténcia de 20 %/ 5 mininutos para a obtencdo da miniemuls&o (tabela
1). A miniemulsdo foi adicionada ao reator de vidro, sob agitagdo de 500 rpm a 80°C.
Apos alcancada a temperratura desejada para o processo, a polimerizacdo foi induzida
pela adicdo de persulfato de potéssio (K,S,0g) com tempo de reacdo de 120 minutos.
Com o fim da reacdo, o pH foi medido 24 horas apds a preparacdo em pH-metro
(Metrohm, modelo 780) e a secagem da formulacgéo foi realizada em estufa ventilada

(50 °C/ 12 horas) com pesagem da massa seca obitida.
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5.2.3 Caracterizacdo das PMMA-Np-atp
5.2.3.1 Taxa de polimerizagdo do MMA em PMMA por gravimetria

A conversdo por gravimetria é determinada como a razdo entre a massa de
polimero presente no reator e a massa de mondémero alimentada. A massa de polimero é
calculada a partir do residuo seco obtido pela evaporagdo de uma amostra da solucéo
retirada do reator durante a reacdo de polimerizacdo em uma estufa com ventilacao.
Para calcular a massa de polimero, é necessario subtrair a massa de hidroquinona solida
(um inibidor da reacdo de polimerizacdo) adicionada para parar a reagdo e a fracdo de
solidos ndo poliméricos presente no residuo seco. Durante as reacdes, aliquotas em
torno de 5 mL foram retiradas de dentro do reator com a ajuda de uma seringa. As
amostras foram coletadas nos tempos 2, 6, 10, 20, 30, 45, 60 e 120 minutos. Recipientes
(barquetas) feitos de papel de aluminio eram pesados e, em seguida, adicionaram-se 3
gotas de uma solucdo de hidroquinona a 1,0%, pesando novamente a amostra recolhida
do reator. As amostras eram levadas a estufa por um periodo de 12 a 26 horas a 70°C.
Apbs esse periodo o residuo seco obtido era novamente pesado e a taxa de conversdo

(%/minuto) foi calculada pela equacao:

qu

massa do polimero seco 00
massa da amostra retirada do reatorxmassa organica da formulagio/massa total da formulagio

Tabela 1. Formulagdes com diferentes teores de a-terpineol para preparacdo de
PMMA-Np-atp.

Componentes Massa
0% -
o-terpineol 8% 1,26 gramas
15% 2,4 gramas
30 % 3,6 gramas
Hexadecano 0,36 grama
Metacrilato de metila 15,52 gramas
Lauril sulfato de sddio 0,8 grama
Bicarbonato de sédio 0,1 grama
Agua 64,0 gramas

FONTE: Laboratério de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, 2015.
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5.2.3.2 Distribuicdo do tamanho de particulas e potencial zeta

A medida de tamanho de particula e potencial zeta neste trabalho foi realizada
utilizando equipamento ZETASIZER NANO ZS (modelo ZEN 3600, Malvern
Instruments). O didmetro médio das particulas foi medido pela Dispersdo Dinamica de
Luz por intermédio da taxa de difusdo das particulas através do fluido. O potencial zeta
das formulacdes foi determinado por anemometria laser Doppler utilizando o
equipamento. As amostras foram colocadas em célula eletroforética, onde um potencial
de £ 150 mV foi estabelecido.

5.2.3.3 Andlise térmica

A andlise termogravimétrica foi realizada em equipamento TGA Mettler
Toledo (modelo SDTA 851). As amostras foram submetidas a uma faixa de temperatura
de 25 a 700°C com vazdo de aquecimento de 10°C/min. Nesta analise foi utilizado

Nitrogénio como gas de arraste na vazao de 50 mL/min.

5.2.3.4 Espectro do infravermelho por transformada de Fournier (FTIR)

As interagdes quimicas entre o a-terpineol e o polimero foram realizadas por
meio do espectdmetro de infravermelho Shimadzu (IR Prestige-21) com varredura entre
400 e 4000 cm™.

5.2.3.5 Taxa de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulagdo e a carga encapsulada do a-terpineol foi medida
de acordo com Keawchaoon e Yoksan, 2011. Uma massa correspondente a 10 mg da
formulagdo foi introduzida em um béquer e o a-terpineol foi extraido da mesma com 40
ml de etanol absoluto, dado que o etanol € um solvente no qual o0 monoterpeno é muito
solavel, assim como penetra facilmente pela matriz de PMMA. Decorridos 60 minutos
de agitacdo magnética, o material foi centrifugado a 20000 g/ 30 minutos, e 0
sobrenadante contendo a-terpineol solubilizado foi retirado e feita varredura (800 a 190
nm) em espectrofotdbmetro UV-Vis (modelo Shimadzu 2700). A concentragdo do -

terpineol foi determinada pela absorbancia obtida na varredura, lancando o valor em
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uma equacdo da absorbancia obtida em funcdo da concentracdo do monoterpeno em
uma curva de calibracdo previamente elaborada. Para calcular a taxa de encapsulacéo e
a carga encapsulada do a-terpineol contida na amostra, foram utilizadas as equacfes 1 e
2 descritas abaixo:

massa de a—terpineol extraida

x100

qu Taxa de encapsulagdo = - — —
massa total de a—terpineol adicionada na preparagio

massa de a—terpineol encapsulada

Eqs Carga encapsulada = x 100

massa total da preparagiao

5.2.4 Efeito protetor gastrico de PMMA-Np-atp em modelos de lesio aguda

induzida por etanol absoluto em camundongos

Foram utilizados cinco grupos (n=6) de animais, tratados com veiculo (solucéo
de tween 80 a 3%), a-terpineol (12,5mg/kg), carbenoxolona (100 mg/kg),
nanoparticulas compostas apenas com PMMA (PMMA-Np-atp 0%) e outra contendo a-
terpineol (PMMA-Np-atp 8%) - ambas 12,5mg de formulacdo/kg de peso. Apds 60
minutos (para todos os grupos) ou 180 e 360 minutos (para animais tratados com
PMMA-Np-atp 8 %), lesdes gastricas foram induzidas pela administragdo oral de 0,2
mL/animal de etanol absoluto (ROBERT et al., 1979). Os animais foram eutanasiados
30 minutos apds a administracdo de etanol e os estdmagos foram removidos e abertos
ao longo da curvatura maior. As areas totais das lesdes foram medidas usando um
programa de planimetria computadorizada (ImageJ-NIH®) e expressos em termos de
percentagem de area de lesdo (BHARGAVA,; GUPTA; TANGRI, 1973). A area da

lesdo foi calculada como se segue:

; 5 = 2
EQq Area da lesdo(%) = Areade lesio (mm?) 4 )

Area total (mm?)

5.2.5 Andlise estatistica

Os resultados sdo expressos como média = Erro Padrdo da Média (E.P.M.). A
significancia estatistica das diferencas entre grupos foi calculada por anélise de
variancia (ANOVA) e pelo poés-teste de Tukey utilizando o software GraphPad
Prism™S5.0 (San Diego, CA, EUA). As diferencas entre os grupos foram consideradas

significativas quando p <0,05.
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5.3 Resultados
5.3.1 Taxa de conversao e pH das formulac6es

A taxa de conversdo nos parametros utilizados na reacdo de polimerizacao foi
de 100 % nas formulagdes PMMA-Np-atp 0 % ¢ 8 %. As formulagdes de PMMA-Np-
atp 15% e 30% apresentaram taxa de conversdao de 96,82 e 91,52 %, respectivamente,
dentro do tempo de reacdo estipulado (Figura 1). Baseados nestes dados, a formulacao
escolhida para os estudos de caracterizacdo e atividade contra Ulceras induzidas por
etanol absoluto foi PMMA-Np-atp 8 % e o tempo de reagdo foi diminuido para 35
minutos uma vez que a partir do minuto 20, tem-se taxa de conversdo de 100%. Embora
todas as formulacdes tenham apresentado diminui¢do do pH ao longo de 12 meses, 0s

maiores decaimentos foram observados em PMMA-Np-atp 15% e 30 % (Tabela 2).

Figura 1. Taxa de conversdo (%/min) das reagdes de polimerizagio de metacrilato de metila em

miniemulséo.
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LEGENDAS: A - PMMA-Np-atp 0%; B - PMMA-Np-atp 8%;C - PMMA-Np-atp 15%; D - PMMA-Np-
atp 30%.
FONTE: Laboratério de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, 2015.
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Tabela 2. pH das formulagdes apos 24 horas e 12 meses de preparagdo em suspensao.

) pH/tempo
Formulacéo
24hs 12 meses
PMMA-Np-atp 0% 8,26 8,56
PMMA-Np-atp 8% 8,12 7,94
PMMA-Np-atp 15% 8,33 7,03
PMMA-Np-atp 30% 8,27 6,95

FONTE: Laboratério de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, Rio de Janeiro — RJ;
Laboratdrio de Farmacologia Gastrointestinal, NPPM-UFPI, Teresina — PI, 2016.

5.3.2 Andlise térmica

A figura 2 ilustra a analise térmica do a-terpineol puro, PMMA-Np-atp 0, 8 e 15
%. A perda de massa do monoterpeno puro se inicia em 57°C e sua temperatura de
decomposicéo (pico da curva diferencial) encontra-se em 153 °C. Para a PMMA-Np-atp
0 %, observou-se uma de decaimento de massa em duas fases: a primeira, a partir de
157 °C, e a segunda, 273 °C até a decomposi¢do total do polimero, em 430 °C. Em
PMMA-Np-atp 8 e 15 %, a diminui¢do da massa ¢ seguida em trés etapas: a primeira
iniciada em 52 a 110 °C, a segunda entre 138 a 264 °C e a terceira, 276 a 463 °C. Nota-
se também diminuigdo da area referente ao decaimento do polimero entre PMMA-Np-
atp 8 e 15 % (86,9 % vs. 83,8 %, respectivamente).

5.3.3 Espectro infravermelho

No espectro de infravermelho (EIV) do a-terpineol puro (figura 3A), foi
observado picos em 3450 cm™ e 2970 a 2900 cm™; tais valores diminuem de
intensidade ap6s o processo de polimerizagdo do PMMA junto ao monoterpeno em
PMMA-Np-atp 8 % e 15 % (figuras 3C e 3D, respectivamente), predominando bandas
em 1700 cm™ e em 1190 a 1240 cm™, encontradas em PMMA-Np-atp 0 % (figura 3B).
Entretanto, pode-se perceber uma distensao das bandas retraidas na mistura fisica do a-

terpineol com PMMA (figura 3E).
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Figura 2. Analise térmica de o-terpineol, PMMA-Np-atp 0% ¢ PMMA-Np-atp 8%.
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LEGENDAS: A - a-terpineol; B - PMMA-Np-atp 0%; C - PMMA-Np-atp 8%; D - PMMA-Np-atp 15 %.
FONTE: Laborat6rio de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, 2015.
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5.3.4 Distribuicdo do tamanho das particulas, potencial zeta e taxa de encapsulacao

As PMMA-Np-atp 8% apresentaram diametro médio das particulas de 796,8 £
88,34 nm, com indice de polidispersdo de 0,532 e potencial zeta de -52,5 + 13,1mV
(Tabela 3). A fim de confirmar que o a-terpineol estava incorporado a matriz, fez-se
uma varredura por espectrométria na faixa UV-Visivel absorvida pelo monoterpeno
(200-230 nm) no material extraido com etanol absoluto a partir da formulacdo PMMA-
Np-atp 8%, com posterior centrifugacdo. O pico foi em 202 nm, sem absorbancia nesta
regido em PMMA-Np-atp 0% extraido com o mesmo solvente, confirmando a presenca
do alfa-terpineol em PMMA-Np-atp 8%, sem interferéncias dos componentes da
formulacdo neste comprimento de onda (figura 4). Pelas absorbancias obtidas das
varreduras das formulagbes PMMA-Np-atp 8%, obteve-se uma eficiéncia e carga de
encapsulacdo de 74,07+3,03 % e 5,92 %, que, em termos numeéricos, significam que em
100 mg de formulagédo seca tem-se, em média, 5,92 mg de a-terpineol (BAKKALI et
al., 2008).

Tabela 3. Tamanho da particula, indice de polidispersdo, potencial zeta, eficiencia de
encapsulacado, carga de encapsulado de PMMA-Np-atp 8%.

_ _ . _ Eficienciade | Cargade
Diédmetro médio da Indice de Potencial zeta
) o encapsulacdo | encapsulado
particula (nm) polidispersao (mV)
(%) (%)
796,8+88,34 0,532 -52,5+13,1 74,07 + 3,03 5,93 + 3,03

FONTE: Laboratério de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, Rio de Janeiro - RJ;
Laboratério Interdisciplinar de Materiais Avangados, LIMAV-UFPI, Teresina - Pl 2016.

5.3.5 Efeito protetor gastrico de PMMA-Np-atp em modelos de lesio aguda

induzida por etanol absoluto em camundongos

A administracdo do PMMA-Np-atp 8 % (que corresponde a uma dose de 0,75
mg/kg de a-terpineol) em camundongos, reduziu as lesGes gastricas induzidas por etanol
absoluto progressivamente ap6s 6 horas do tratamento a 19,21 + 1,78, 1441 £ 192 e
9,59 + 1,89 %, para os tempos de 1, 3 e 6 horas, respectivamente, de forma significativa
tanto com o controle negativo (veiculo, 30,96 + 3,87 %) como PMMA-Np-atp 0 %
(31,88 + 4,33%) (Figura 5).
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Figura 3. Espectros de IV do a-terpineol, PMMA-Np-atp 0%, PMMA-Np-atp 8%, PMMA-Np-atp 15

% e mintura fisica entre a-terpineol e PMMA-Np-atp 0%.
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1190 — 1240 cm™ ee—1700 cm™" s—2970 — 2900 cm "' s—3450 cm™*
FONTE: Laborat6rio de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, 2015.
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Figura 4. Varreduras de o-terpineol livre ou extraido de PMMA-Np-atp 8% e PMMA-Np-atp 0% com

etanol.
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FONTE: Laboratério de Engenharia de Polimeros, ENGEPOL/COPPE-UFRJ, 2015.

Figura 5. Efeito de PMMA-Np-otp 8% sobre lesdes induzidas por etanol absoluto em camundongo

apos 1, 3 e 6 horas de tratamento. Os dados sdo representados como média + E.P.M. *p<0.05 vs. grupo
veiculo; #p<0.05 vs. grupo PMMA-Np-atp 0%.

0 Bl Veiculo
g 304 PMMA
o ) B2 «-terpineol 12,5 mg/kg
8 20- .. . Il o-terpineol 12,5 mg/kg 6h
o . E= PMMA-Np-atp (0,75 mg/kg) 1h
g 10- * KX PMMA-Np-atp (0,75 mg/kg 3h
<< EEl PMMA-Np-atp (0,75 mg/kg) 6h

(3 Carbenoxolona 100 mg/kg
0_

FONTE: Laboratorio de Farmacologia Gastrintestinal — NPPM/UFPI, 2016.
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5.4 Discussao

O aumento da porcentagem de principio ativo na composicdo da formulacao
levou a uma diminuigdo das taxas de conversdo de PMMA-Np-atp 15 ¢ 30%. Quando
as gotas de mondmero se exaurem, a reacdo continua até o consumo completo do
mondmero existente nas particulas poliméricas. Nesta etapa h& o crescimento da cadeia,
levando ao aumento da viscosidade do sistema, que pode ocasionar uma reducao da
constante cinética de término de reacdo e resultando no aumento da taxa de
polimerizagao, provocando o chamado “efeito gel”. O efeito gel dificulta o encontro de
radicais eventualmente presentes nas particulas, retardando seu encontro para a
promocdo da etapa de finalizacdo da reacdo. O dleo exerce uma forte influéncia sobre a
cinética de reacdo, seja por causa de um possivel efeito inibidor ou por um efeito de
diluicdlo do mondmero (TEO; ASHOKKUMAR; GRIESER, 2011). Devido as
caracteristicas oleosas, o a-terpineol possivelmente exerce efeito inibidor da reacdo de
polimerizacdo nas condi¢es utilizadas.

A diminuicdo do pH observada em emulsdes de nanoparticulas de PMMA pode
ser atribuida a dissociacdo dos grupos carboxilicos do polimero ou, ainda, pela
formacdo de &cido carboxilico em meio aquoso por hidrélise de mondmeros nao
reagentes (LOPEZ et al., 2008). Uma vez que as taxas de conversdo de PMMA-Np-atp
15 e 30% foram menores que 100%, ha monémeros ndo polimerizados livres na
formulacdo final, disponibilizando mais grupos carboxilicos por sua hidrdlise,
reduzindo mais acentuadamente o pH do que em PMMA-Np-atp 0 e 8 %.

Houve mudangas no perfil termogravimétrico de a-terpineol apds sua
encapsulacdo em matriz de PMMA. Um estudo de degradacéo térmica do PMMA puro
por termogravimetria mostrou que o polimero se degrada em trés etapas, nas
temperaturas de 180, 250 e 350 °C (DONG; NI, 2004). O mecanismo de decaimento
envolve clivagem de cadeias laterais de terminagfes vinila (-H,C — CCH3CO-) na
primeira fase, ruptura das cadeias principais poliméricas (-CH,HC — CCH,CH-) na
segunda e clivagem aleatdria das cadeias poliméricas na terceira. Nos resultados obtidos
neste trabalho, entretanto, o polimero sem o farmaco se degradou em 157 e 273 °C, pois
a clivagem das cadeias poliméricas vinilicas da primeira fase pode se prolongar até a
segunda etapa e mascarar a curva final de degradacdo (VIRATYAPORN; LEHMAN,
2011).
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Em PMMA-Np-atp 8 e 15 %, a redugdo de massa entre 52 e¢ 110 °C
possivelmente compreende a perda de massa de a-terpineol das formulagdes, visto que
neste intervalo ha diminuicdo da quantidade do monoterpeno, e ndo de PMMA, como
apresentado em suas respectivas curvas termogravimeétricas na figura 2. No segundo
intervalo de decaimento dessas formulagdes (138 — 264 °C), pode-se inferir, também,
que ha decréscimo gravimétrico pela perda de farmaco, pois quando se aumenta a
quantidade de principio ativo adicionado no preparo das nanoparticulas (de 8 para 15 %
de farmaco), observa-se aumento da perda de massa com elevacdo térmica nos
intervalos de temperatura citados. A queda de massa referente ao a-terpineol pode estar
relacionada a dois fatores: no primeiro intervalo, pode estar relacionada a liberacdo do
farmaco adsorvido na superficie da matriz de PMMA e, no segundo intervalo, a
degradacédo térmica do principio ativo, que ocorre na faixa de 157 °C (WORANUCH,;
YOKSAN, 2013).

A técnica FTIR identifica a composicdo quimica de um material através da
presenca de seus grupamentos funcionais dentro de faixas espectrais do infravermelho.
Na analise do espectro FTIR do a-terpineol (figura 3A), a banda em 3450 cm™
representa seu grupamento alcodlico (-OH), 1350 a 1440 cm™ indicam as vibracdes da
ligacdo C — H do anel ciclohexeno, e entre 2970 e 2900 cm™, as vibracdes de
estiramentos de C — H dos grupamentos metil e metileno; e para 0 PMMA, suas
caracteristicas nesta analise residem principalmente nos estiramentos do seu
grupamento éster (C = O em 1700 cm™, e C— O — C, em 1230 a 1240 cm™) (SINGHO
et al., 2012; WIJAYATI, NANIK., DWI PRANOWO, 2011). A presenca de picos
crescentes caracteristicos do espectro do a-terpineol nas preparagdes PMMA-Np-atp 8 e
15 % é indicio de sua incorporacdo na matriz de PMMA e a discrepancia entre 0s picos
do monoterpeno e do polimero nos espectros € reflexo das diferengas quantitativas dos
mesmos na formulacgdo, visto que FTIR também € um método quantitativo indireto
(WORANUCH; YOKSAN, 2013).

O indice de polidispersao (PDI) é um parametro que indica a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos das particulas. Valores de PDI acima de 0,5 séo descritos na
literatura como indicativo de uma ampla distribuicdo de tamanhos e valores abaixo
disso representam conjunto de particulas de tamanho mais uniforme (LIU; WU, 2010).
O alto valor de PDI de PMMA-Np-atp 8% (0,523, tabela 2) pode ser explicado pelo
limitado tempo de sonicagdo (5 minutos) ou ainda pela baixa potencia utilizada pelo

ultrassom (20 %), pois, uma reduzida area de sonicacdo exige mais tempo para que
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todo o fluido passe pela regido onde ocorre a quebra das gotas e uma maior amplitude
de onda aplicada promove aumento da quebra das gotas, pela maior quantidade de
energia fornecida ao sistema. (EL-JABY et al., 2009). O potencial zeta negativo (-52,5
+ 13,1, tabela 3) justifica-se pelo uso do surfactante aniénico, lauril sulfato de sodio,
que, com seus atomos de oxigénio tem importantes propriedades eletronegativas,
conferindo carga negativa na superficie das nanoparticulas (BRUXEL et al., 2012). A
taxa de encapsulacdo de 74,07 + 3,03 % pode ser justificada pela quantidade de
hidrofobo (hexadecano) na formulacdo, que possivelmente ndo foi capaz de impedir a
difusdo do principio ativo para a fase aquosa durante a preparacdo da emulsdo ou pela
sua degradacdo com aquecimento.

O etanol absoluto é um agente indutor de lesGes agudas capaz de reduzir as
barreiras protetoras gastricas, expondo a mucosa a acdo de sua secrecdo A&cida,
representando uma O6tima ferramenta em estudos iniciais de atividade antillcera
(SUZUKI et al., 2012). O tratamento com o-terpineol (12,5 mg/kg) assim como sua
formulacdo PMMA-Np-atp 8 % (correspondendo a dose de 0,75 mg/kg de a-terpineol)
reduziram a area de lesdo da mucosa gastrica de camundongo induzida por etanol
absoluto, no entanto, apenas o produto nanoparticulado diminuiu gradativamente a area
de lesdo géstrica induzida no decorrer de 6 horas apds o tratamento. O fendbmeno de
interacdo-difusdo- liberacdo do principio ativo das nanoparticulas com os liquidos no
interior da mucosa gastrica podem explicar a diferenca no efeito protetor gastrico.
Particulas com tamanho médio acima de 400 nm (tamanho médio das particulas da
PMMA-Np-atp 8 % - 796,8+88,34) levam até 60 minutos para sua estabilizacdo e inicio
do processo de difusdo atraves do muco gastrico até alcangarem os enterdcitos. Ainda, a
liberacdo gradual e continua do farmaco leva a suas concentragBes crescentes
otimizando seu efeito no trato gastrointestinal (DURRER et al., 1994; HUSSAIN;
JAITLEY; FLORENCE, 2001).

A preparagdo da formulacdo de nanoparticulas por miniemulsdo, portanto,
mostrou-se uma metodologia viavel para incorporar a-terpineol a matriz polimeérica de
PMMA e manter seu efeito protetor gastrico ao longo tempo de maneira similar ao

composto livre, porém, em dose menor.
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6 Consideracdes finais

Por meio dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que 0 a-

terpineol:

Apresentou atividade protetora gastrica contra lesdes agudas em
camundongo e rato;

Mostrou atividade cicatrizante na reducdo de Ulceras induzidas em
modelo cronico em rato;

N&o apresentou sinais de toxicidade durante 7 dias de tratamento por via
oral em ratos;

Exibiu atividade gastroprotetora provavelmente por acdo antioxidante,
anti-inflamatoria, produtora de muco e cicatrizante.

Foi incorporado a nanoparticulas de PMMA pela técnica de
miniemulsdo;

Presente nas nanoparticulas de PMMA apresentou atividade
gastroprotetora em modelo de lesdo aguda por etanol absoluto em doses

menores do que 0 monoterpeno ndo encapsulado.

A partir dos resultados apresentados nesta tese, a preparagdo de nanoparticulas contendo

a-terpineol e seus efeitos sobre lesdes gastricas em roedores tem as seguintes

perspectivas:

Continuar os estudos in vivo com a formulacao preparada com ensaios
cronicos e de toxicidade

Realizar estudo de cinética de liberacdo da formulacdo preparada para 0s
estudos in vivo;

Realizar analise de microscopia eletrébnica de transmitancia para
complementar o estudo do tamanho e distribuicdo de particulas;

Realizar analise de ressonancia magnética nuclear para complementar o
estudo de interagdes quimicas entre a-terpineol e o polimero;

Otimizar o processo de preparacdo de nanoparticulas contendo o-
terpineol em miniemulsdo, a fim de melhorar as caracteristicas da
formulagdo, aumentar a taxa de incorporagdo e uniformizar o tamanho

das particulas;
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e Preparar nanoparticulas contendo a-terpineol a partir de outros polimeros

e realizar o estudo comparativo com formulagdes ja produzidas;
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