UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Programa de P4s-Graduacdo em Biotechologia
Rede Nordeste de Biotecnologia - RENORBIO

Derivado semissintético do limoneno: toxicidade e propriedades

antinoceptiva, anti-inflamatodrias e centrais

Antonia Amanda Cardoso de Almeida

Teresina, Piaui
Abril/2017



Antonia Amanda Cardoso de Almeida

Derivado semissintético do limoneno: toxicidade e propriedades
antinoceptiva, anti-inflamatorias e centrais

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacao
em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia - RENORBIO, ponto focal da
Universidade Federal do Piaui, em cumprimento as
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia.

Orientador:

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira

Teresina, Piaui
Abril/2017



Antonia Amanda Cardoso de Almeida

Derivado semissintético do limoneno: toxicidade e propriedades
antinoceptiva, anti-inflamatérias e centrais

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacédo
em Biotecnologia da Rede Nordeste de
Biotecnologia - RENORBIO, ponto focal da
Universidade Federal do Piaui, em cumprimento as
exigéncias para obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia.

Tese de Doutorado aprovada em / / de 2017.

Banca Examinadora;:

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira
(UFPI)

Prof. Dr. Jackson Guedes da Silva Almeida
(UNIVASF)

Profa. Dra. Fernanda Regina de Castro Almeida
(UFPI)

Profa. Dra. Ana Paula dos S. Correia L. da Silva
(UFPI)

Profa. Dra. Chistiane Mendes Feitosa
(UFPI)



Dedicatdria

Dedico essa conquista:

A DEUS por me proporcionar indmeros momentos de aprendizagem.

Aos meus pais por me ensinarem a viver sempre com dignidade e carater.
A minha irma por ndo me deixar fraquejar nos momentos de dificuldade.
Aos meus amigos e familiares pelo companheirismo e compreensao.

Ao meu noivo, Rusbene Bruno, por todo amor e paciéncia.

Em especial dedico essa vitoria com a mais profunda gratiddo e respeito a meu
eterno orientador Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas (In Memoriam), uma
pessoa que fez a diferenca desde o momento em que entrou em minha vida, por
sempre ter feito o possivel para ajudar e por muitas vezes acreditar em mim quando
nem mesmo eu acreditava, por ter sido o impulso para que eu chegasse até aqui.

Seus ensinamentos sdo prova de que sempre estara vivo em todos gue tiveram a

oportunidade de conviver e aprender com ele.




A gradecimentos

Agradeco a Deus e a Virgem Maria por sempre me conceder forcas, coragem para
gue eu possa trabalhar e conquistar meus objetivos.

Aos meus pais Maria Luiza Breve Cardoso e José Alves Magalhdes de Almeida, por
todo esforco, paciéncia, dedicacdo e incentivos despendidos a minha educacéo e
formacéo.

A minha irmd Fernanda Maria, pela amizade, compreensdo e apoio durante a
jornada.

Aos meus avos, tios, tias, primos, madrinhas e padrinhos que de sua maneira
sempre estiveram efetivos em minha vida, dando exemplos e contribuindo para
minha formag&o humana e entendendo minha auséncia em muitos momentos.

Ao meu noivo, Rusbene Bruno Fonseca de Carvalho, por me ajudar em todos os
momentos, compreendendo e apoiando em minhas decisdes. Por ter sido minha
forca e refugio quando me sentia desacreditada e perdida nos meus objetivos. Com
vocé aprendi que o0 amor pode ser a cura.

Ao meu orientador Prof. Dr. Paulo Michel, pela compreenséo, paciéncia e por ter me
acolhido em seu grupo de pesquisa.

Aos amigos pelo companheirismo, felicidade e ajuda ao longo da jornada: Ana
Paula, Katia, Keylla, Marcus, Junior, Maria, Mirna, Katricia, Cassio, Oskar, Pauline,
George, Guilherme e aos demais colegas do Laboratério de Pesquisa em
Neuroquimica Experimental (LAPNEX). Todos os momentos compartilhados com
essa FAMILIA serdo eternizados.

Aos meus amigos de graduacdo, os Zeroito, por todo incentivo e momentos de
descontracgéo.

Aos meus colegas de pds-graduacéo, pelo apoio e incentivo durante a jornada, em
especial Mayara e Rusbene, pela convivéncia e ajuda nas dificuldades. NOs
conseguimos!

A todos os professores que passaram por minha vida académica, este tratabalho
também é fruto da contribuicdo que deram para minha formacao.

Aos professores, Dr. Damido Pergentino, Dra. Chistiane Feitosa, Dra. Marcia Rizzo,
Dra. Ana Amélia Cavalcante, Dr. Jand Vens Rolim, Dr. José Roberto pelas
contribuicdes em meu trabalho.



A Universidade Federal do Piaui pela oportunidade de crescimento intelectual e
profissional.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Biotecnologia da Universidade Federal do
Piaui, pela oportunidade de realizacdo dessa tese de doutorado, por todo o apoio
cientifico.

Ao CNPqg e CAPES pelo incentivo financeiro dispensado durante a pesquisa.

Aos membros da banca por se disponibilizarem gentilmente para avaliacdo deste
trabalho.

Ninguém e nada cresce sozinho, sempre é preciso um olhar de apoio, uma palavra
de incentivo, um gesto de compreensao e uma atitude de amor. Agradeco a todos
aqueles que contribuiram diretamente ou indiretamente para a realizagdo deste
trabalho.



LBgradsciments Xspecial

Quero agradecer mais uma vez a Deus, por me proporcionar conhecer e
desfrutar do convivio de pessoas maravilhosas. Dentre as pessoas
maravilhosas da minha vida, venho agradecer de forma especial ao Prof. Dr.
Rivelilson Mendes de Freitas (In Memoriam) pela parceria de cinco anos,
tempo esse que foi de constante aprendizado e amadurecimento. Como ainda
ndo sou capaz de expressar com minhas proprias palavras o sentimento de ter
perdido a presenca fisica de alguém que marcou minha histéria, como exemplo
de determinacdo, superacao, lideranca e acima de tudo de amizade, uso as
palavras de um poeta que descreve um pouco deste sentimento.

A UM AUSENTE

Tenho razdo de sentir saudade,
tenho razéo de te acusar.
Houve um pacto implicito que rompeste
e sem te despedires foste embora.
Detonaste o pacto.

Detonaste a vida geral, a comum aquiescéncia
de viver e explorar os rumos de obscuridade
sem prazo sem consulta sem provocagao
até o limite das folhas caidas na hora de cair.

Antecipaste a hora.
Teu ponteiro enlouqueceu, enlouguecendo nossas horas.
Que poderias ter feito de mais grave
do que o ato sem continuacgéo, 0 ato em si,
0 ato que nao ousamos nem sabemos ousar
porque depois dele ndo ha nada?

Tenho razado para sentir saudade de ti,
de nossa convivéncia em falas camaradas,
simples apertar de maos, nem isso, voz
modulando silabas conhecidas e banais
gue eram sempre certeza e seguranca.

Sim, tenho saudades.
Sim, acuso-te porque fizeste
0 ndo previsto nas leis da amizade e da natureza
nem nos deixaste sequer o direito de indagar
porque o fizeste, porque te foste.

Carlos Drummond de Andrade


https://pensador.uol.com.br/autor/carlos_drummond_de_andrade/

“Jamais considere seus estudos como uma obriga¢ao, mas
como uma oportunidade invejavel para aprender a conhecer
a influéncia libertadora da beleza do reino do espirito, para o
seu proprio prazer pessoal e para o proveito da comunidade
a qual seu futuro trabalhado pertencer.”

Albert Einstein



"E justo que custe muito o que muito vale”.

Santa Teresa D Avila



ALMEIDA, A.A.C. Derivado semissintético do limoneno: toxicidade e
propriedades antinoceptiva, anti-inflamatorias e centrais. 2016. (149) p.
Tese (PoOs-graduacdo em Biotecnologia, Rede Nordeste de Biotecnologia -
RENORBIO), Orientador: Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira. Universidade
Federal do Piaui (UFPI), Teresina-Piaui.

RESUMO

O epoxilimoneno, terpendide derivado do limoneno, é considerado uma molécula
promissora para investigagdo do potencial terapéutico, por apresentar algumas
atividades descritas na literatura, como antioxidante, ansiolitico e anti-helmintico. O
estudo tem como objetivo a investigacdo do potencial toxicologico e das atividades
antidepressiva, antiepiléptica, anti-inflamatéria, antinociceptiva do epéxilimoneno em
experimentos nao clinicos, bem como a sugestdo de mecanismos de acdo e
elaboragéo de formulacdo farmacéutica. Inicialmente foi realizada a investigagdo do
perfil toxicolégico in vitro do epoxilimoneno utilizando o ensaio de toxicidade frente a
Artemia salina, avaliagdo da atividade hemolitica e avaliacdo da atividade citotoxica
em células mononucleares do sangue periférico. Posteriormente, o epoxilimoneno foi
avaliado em repetidas doses (120 doses) de 25, 50 e 75 mg/kg/dia, em camundongos.
A toxicidade foi determinada pelos parametros comportamentais, bioquimicos,
hematolégicos, morfolégicos e histolégicos. A avaliacgdo dos possiveis efeitos
antiepilépticos e antidepressivos, bem como o provavel mecanismo de acdo do
epoxilimoneno foram realizados por meio dos testes de nado forgado, suspensao pela
cauda e crises epilépticas induzidas por pentilenotetrazol e picrotoxina. A atividade
anti-inflamataéria foi avaliada utilizando varios agentes flogisticos que induzem o edema
de pata, modelo de peritonite, permeabilidade induzida pelo composto 48/80, atividade
da mieloperoxidase, mensuracéo de citocinas. Avaliacdo da atividade antinociceptiva
foi realizada por meio do teste de contorcao induzida por acido acético, teste da placa
guente e teste da formalina. O epoxilimoneno mostrou atividade toxica intermediaria
contra nauplios de A. salina, baixo potencial hemolitico e auséncia de toxicidade em
células mononucleares de sangue periférico. Os estudos de toxicidade de 120 dias
revelaram baixo potencial toxico do epoxilimoneno quando administrado via oral,
apresentando alteracdes morfolégicas no figado, sugerindo danos parciais e
reversiveis. O terpendide reduziu crises epiléticas induzidas por picrotoxina e
pentilenotetrazol e a mortalidade resultante. Em todas as doses e nos testes
aplicados, o epoxilimoneno demonstrou atividade antidepressiva, de maneira dose
dependente, especialmente em 75 mg/kg em comparagdo com a os padrdes,
paroxetina e imipramina. O estudo apontou que a acdo antidepressiva do
epoxilimoneno estd possivelmente associada a modulagdo da neurotransmissao
serotoninérgica e adrenérgica. O epoxilimoneno demonstrou atividade anti-
inflamatoria em camundongos, por possiveis efeitos na redugdo de mediadores
inflamatorios, migracdo de neutrofilos e a concentragdo de citocinas. Também foi
possivel sugerir que a atividade antinociceptiva apresentada é devido ao envolvimento
de receptores opidides. Diante da observacdo de importantes propriedades
farmacologicas e sugestdo de mecanismos de acdo para o epoOxilimoneno foi
submetido ao Nucleo de Inovagéo e Transferéncia de Tecnologia (NINTEC) da UFPI o
pedido de patente de sua aplicagdo como principio ativo em formulagfes solidas, para
o tratamento e/ou prevencgéo de doencgas relacionadas ao sistema nervoso central.

Palavras-Chave: Antidepressivo. Antiepiléptico. Anti-inflamatério. Antinociceptivo.
Epodxilimoneno. Terpendide.
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ABSTRACT

The limonene epoxide, a terpenoid derivative from limonene, is considered a promising
molecule to therapeutic potential investigation, due to some properties described at the
literature such as antioxidant, anxiolytic and antihelminthics. The aim of this study was
an investigation of the toxicological potential of limonene epoxide, also its
antidepressant, antiepileptic, anti-inflammatory, antioxidant, anxiolytic and
antihelminthics properties considering non-clinical studies. Besides that, the suggestion
of an action mechanism and elaboration of a pharmaceutical formulation. Initially, it
was performed an investigation of the in vitro toxicological profile of limonene epoxide
using Artemia salina assessment, evaluation of the hemolytic activity and cytotoxic
evaluation in mononucleated cells of the peripheral blood. After that, limonene epoxide
was evaluated in repeated doses (120 doses) of 25, 50 and 75mg/Kg/day, in mice.
Toxicity was determined through behavioral, biochemical, hematological, morphological
and histological parameters. Evaluation of possible antiepileptic and antidepressant
effects, as well as the likely mechanism of action of limonene epoxide were performed
through the tests: forced swim test, tail suspension test and epileptic crisis induced by
pentilenotetrazole and picrotoxin. The anti-inflammatory activity was evaluated using
various phlogistic agents that induce paw edema, peritonitis model, permeability
induced by compound 48/80, myeloperoxidase activity and cytokines measurement.
Antinociceptive activity was evaluated through contortion test induced by acetic acid,
hot plate test and formalin test. Limonene epoxide showed intermediate toxic activity
against nauplii of A. salina, low hemolytic potential and absence of toxicity to
mononucleated cell from peripheral blood. Toxicity studies of 12 days showed low toxic
potential of lionene epoxide when given via oral route, showing morphological
alterations in liver, suggesting reversible and partial damage. The terpenoid also
reduced epileptic crisis induced by picrotoxin and pentilenotatrazole and the resulting
mortality. Considering all doses and the applied tests, limonene epoxide showed
antidepressant activity, in a dose-dependent way, especially in 75mg/Kg/day in
comparison with the standards: paroxetine and imipramine. The study showed that tha
antidepressant action of limonene epoxide is possibly associated to the serotoninergic
and adrenergic neurotransmission modulation. Limonene epoxide showed anti-
inflammatory activity in mice, probably through inflammatory mediators reduction,
neutrophils migrations and ocytocine concentrations. In addition to that, it was also
possible to suggest that the antinociceptive activity showed is due to the involvement of
opioid receptors. Facing the observation of important pharmacological properties and
suggestion of mechanism of action, limonene epoxide was submitted to the Innovation
and Transfer Nucleus of Technology (NINTEC) from UFPI, the solicitation of patent of
its application as an active principle in solid formulations, to the treatment and/or
prevention of related diseases to the central nervous system.

Keywords: Antidepressant. Antiepileptic. Anti-inflammatory. Antinociceptive. Limonene
epoxide. Terpenoid.
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1 INTRODUCAO

Cerca de 80 a 85% da populacdo mundial depende da medicina
tradicional para suas necessidades bésicas de saude e quase 85% da
medicina tradicional envolve o uso de plantas medicinais, seus extratos
vegetais e seus principios ativos (WHO, 2011). Entre 1981 e 2010, das 1.073
novas entidades quimicas (New Chemical Entities - NCES) aprovadas como
medicamento pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos,
apenas 36% foram classificadas como verdadeiramente sintéticas, sendo que
64% sdo moléculas naturais, derivadas ou sintetizadas com base em
compostos naturais.

Apesar do interesse na modelagem molecular, na quimica combinatéria
e outras técnicas de sintese quimica, os produtos naturais e, particularmente,
as plantas, permanecem, portanto, como uma importante fonte de novos
agentes terapéuticos contra infec¢des (fungicas ou bacterianas), radicais livres,
mosquitos vetores de doencas, cancer, dislipidemias e imunomodulacdo
(BALUNAS; KINGNORN, 2005; NEWMAN; CRAGG, 2012; FARIAS et al.,
2013; PEREIRA et al., 2015; SIMOES et al., 2015; FERREIRA et al., 2016).

O conhecimento das propriedades das plantas vem desde os primordios
da humanidade, sendo utilizadas para diversos fins, como alimentacao,
producdo de cosméticos e na prevencao e tratamento de doencas (SOUTO-
MAIOR et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), planta medicinal é
todo vegetal que contém, em um ou varios de seus 6rgédos, substancias que
podem ser empregadas para fins terapéuticos ou precursores de substancias
utilizadas para tais propositos (OMS, 2002). O fitoterapico, por sua vez, € o
medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas ativas
vegetais e € caracterizado pelo conhecimento de sua eficacia e dos riscos do
seu uso assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade
(BRASIL, 2004).

Dos compostos obtidos a partir de plantas medicinais destacam-se 0s

Oleos essenciais, que sdo misturas de um numero variavel de substancias
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organicas. Dentre os inumeros constituintes destes 0leos, encontram-se 0s
terpenos. Os terpenos sdo formados pela condensacdo de unidades de
isopreno (C5), podendo se apresentar na forma de monoterpenos,
sequiterpenos, triterpenos e seus derivados oxigenados (terpendides) (FRANZ,
2010). Dentre os derivados oxigenados, destacam-se 0s epoOxidos, que sao
éteres ciclicos de trés elementos formando um anel epdxido. Esses éteres
possuem propriedades especificas devido a alta reatividade, a baixa
estabilidade do anel e a facilidade de reagir com acidos e bases, por isso sao
largamente empregados como intermediarios em sinteses organicas (BASEIO,
2005). Um exemplo dessa classe de moléculas é o epoOxilimoneno, o qual é
utilizado na fabricacdo de resinas, pigmentos, tintas, adesivos, cosmeéticos e de
solventes biodegradaveis bastante utilizados pela populagdo em geral
(ARRUDA, 2007).

A identificacdo dos componentes ativos presentes nas plantas e seus
derivados, bem como seus mecanismos de a¢ao, vém sendo um dos maiores
desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica, toxicologia e a farmacologia
(BRAZ-FILHO, 2010). Assim, a busca por novas moléculas com propriedades
farmacologicas para o tratamento de doencas € uma area de interesse
crescente de diversos grupos de pesquisa. Nesse sentido, é importante
também conhecer os possiveis efeitos adversos das novas moléculas com
potencialidade terapéutica.

Nesse contexto, o trabalho de tese intitulado “Derivado semissintético
do limoneno: toxicidade e propriedades antinoceptiva, anti-inflamatérias e
centrais” foi organizado em capitulos em formato de artigos cientificos a
serem submetidos a revistas nacionais e internacionais com ampla divulgacéo
na comunidade cientifica e do pedido de registro de patente submetido junto ao
Instituto Nacional de Propriedade Intelectual por meio do Nucleo Inovacao
Tecnoldgica.

Foram realizados testes em modelos experimentais ja validados como
suspensdao pela cauda, nado forcado, crises eplépticas induzidas por
pentilenotetrazol e picrotoxina, edema de pata induzido por agentes flogisticos

e contorgfes induzidas por acido acético. Além disso, houve um pedido de
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deposito de registro de pedido de patente no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI), uma vez que hd uma necessidade crescente da transferéncia
de tecnologia entre universidade e industria com o objetivo de favorecer a

construcéo de pontes que constitui as ligacdes entre os dois setores.





