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UIIVEILd, 1. 5. AvVdlldidU UUS EIEIUS ydsSLuprutewlr e citatriZdiite uu (-)-pullieul 1iav
complexado ou complexado em B-ciclodextrina. 2016, 96p. Tese de Doutorado. Programa
de Pos-Graduacdo em Biotecnologia pela Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO,
Ponto Focal UFPI. Orientadora: Profa. Dra. Rita de Cassia Meneses Oliveira.

O (-)-Borneol (1,7,7-Trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-0l) € um monoterpeno biciclico, presente nos
Oleos essenciais de numerosas plantas. O mesmo apresenta baixa solubilidade em &gua e esta
caracteristica pode diminuir sua absor¢do por via oral. Uma possivel alternativa para minimizar
esses problemas seria a inclusdo deste monoterpeno em um complexo de ciclodextrina, a qual é
reconhecida na literatura por melhorar a biodisponibilidade e 0 aumento da solubilidade aquosa e
estabilidade de farmacos. Neste estudo, realizou-se a preparagdo do (-)-Borneol complexado em
B-CD pelos métodos de mistura fisica (MF) e co-evaporacdo (CE). Para caracterizagdo fisico-
quimica, foram utilizadas as técnicas de calorimetria exploratéria diferencial (DSC),
termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG), teor de umidade por titulacdo de Karl
Fisher, espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR), microscopia eletrénica
de varredura (MEV) e Difratometria de Raios X (XRD). O método de CE indicou a formacao do
complexo de inclusdo com melhor rendimento e taxa de complexacao entre o monoterpeno ¢ a 3-
CD, sendo este o método escolhido para a realizacdo dos testes in vivo. Avaliou-se, entdo, a
atividade gastroprotetora e cicatrizante do Borneol livre (BOR) e do Borneol complexado em
ciclodextrina (BOR-CD) no modelo de lesGes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos, isquemia/reperfusdo e acido acético em ratos, e o efeito sobre a secre¢do de muco e
parametros bioquimicos gastricos. Avaliou-se também sua acdo sobre as atividades da enzima
catalase (CAT), pela reacdo com o peroxido de hidrogénio, da enzima sintase do 6xido nitrico
(NOS), através do blogueador L-NAME e da enzima mieloperoxidase (MPO), pela reagcdo com o
brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB 0,5%). Foram quantificados os niveis de glutationa
reduzida (GSH) através da reagdo com o 5,5’-ditiobis (2-nitrobenzoico), os niveis de
malondialdeido (MDA), reagindo como 4&cido tiobarbitdrico (TBA), a concentracdo de nitrito
(NO’), com o reagente de Griess bem como a participagdo dos canais de potassio sensiveis ao
ATP (Katp) na atividade gastroprotetora evidenciada (Protocolos experimentais aprovados pelo
CEEA/UFPI: 008/12). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (ANOVA, seguida do
teste de Tukey e valores de p<0,05 foram considerados significativos). Nos modelos de lesdes
gastricas por isquemia e reperfusdo e por etanol absoluto, BOR e BOR-CD (25 e 50 mg/kg, v.0)
reduziram as lesbes gastricas quando comparados ao grupo controle. A atividade da catalase, uma
enzima que degrada H>O, em agua e oxigénio, foi aumentada nos animais pré-tratados com BOR
25 mg/kg. Os niveis de MPO (marcador de infiltracdo/agregacdo de neutréfilos) foram reduzidos
e 0s de nitrito foram aumentados por BOR e por BOR-CD 25 mg/kg quando comparados ao
controle. BOR-CD 25 mg/kg foi capaz de aumentar os niveis de GSH e reduzir os niveis de
MDA, mostrando seu papel na reducdo de substancias oxidantes e na regulacdo da
lipoperoxidagdo. O mesmo ndo foi observado no grupo tratado com BOR 25 mg/kg. BOR e
BOR-CD 25 mg/kg mostraram reversdo do efeito protetor ao utilizar-se o bloqueador da NO
sintase (L-NAME) ou o blogueador dos canais Katp (Glibenclamida). Esses resultados sugerem a
importancia do oxido nitrico (NO) e também dos canais Kate no efeito evidenciado. No modelo
de lesdes induzidas por acido acético, a administracdo diaria (7 dias), nas doses 50 e 100 mg/kg de
BOR e de BOR-CD, reduziu significativamente a area de lesdo em comparagdo ao controle. No
modelo de ligadura de piloro, BOR e BOR-CD ndo mostraram alteracGes significativas nos
parametros bioquimicos e na producdo de muco. Através desses resultados, evidenciam-se que o
Borneol apresenta atividade gastroprotetora e cicatrizante, envolvendo mecanismos antioxidantes
e antiperoxidativos e a complexa¢do do mesmo em B-CD melhora suas propriedades quimicas e
farmacoldgicas.

Palavras-Chave: Borneol. B-ciclodextrina. Gastroprotecédo. Cicatrizagdo. Antioxidante.



ABSTRACT

Oliveira, I. S. Evaluation of the gastroprotective and healing effects of non complexed
(-)-Borneol or complexed with B-cyclodextrin. 2016, 96p. Doctoral Thesis, PhD Program
in Biotechnology, RENORBIO, Focal Point UFPI

The (-)-Borneol (1,7,7-Trimethylbicyclo [2.2.1] heptan-2-ol) is a bicyclic monoterpene
present in the essential oils of many plants. It has low solubility in water and this feature
may reduce their oral absorption. One possibility to minimize these problems would be the
inclusion of monoterpene in a cyclodextrin complex, because it is known in the literature to
improve the bioavailability and increased aqueous solubility and stability of drugs. In this
study, there was the preparation of (-)-Borneol complexed with B-CD by physical mixture
(PM) and slurry complex (SC) methods. For physicochemical characterization were used the
techniques of differential scanning calorimetry (DSC), thermogravimetry/ derivative
thermogravimetry (TG/DTG), moisture content by Karl Fischer titration, Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy (SEM) and X-ray diffraction
(XRD). The SC method indicated the occurrence of the formation of the inclusion complex
with better yield and complexation rate between the monoterpene and B-CD, this being the
method chosen for the in vivo tests. We evaluated, then the gastroprotective activity and
gastric healing of Borneol (BOR) and Borneol complexed cyclodextrin (BOR-CD) in the
model of gastric lesions induced by absolute ethanol in mice, ischemia/reperfusion and
acetic acid in rats and the effect on gastric mucus secretion and biochemical parameters. It
was also evaluated its effect on the activity of catalase (CAT), by reaction with hydrogen
peroxide, synthase of nitric oxide (NOS) by L-NAME blocker and myeloperoxidase (MPO),
by reaction with hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB 0.5%). the levels of
reduced glutathione (GSH) were quantified by reaction with 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic
acid), the malondialdehyde levels (MDA), by reaction with thiobarbituric acid (TBA),
nitrite concentration (NO-), with Griess reagent and the participation of potassium channels
ATP-sensitive in the evidenced gastroprotective activity (Experimental protocols approved
by CEEA/UFPI: 008/12). The results were expressed as mean + S.E.M. (ANOVA, followed
by Tukey test; significant values: *p<0,05). In models of gastric injuries induced by
ischemia-reperfusion and absolute ethanol, BOR 25 and 50 mg/kg reduced the gastric
lesions compared to the control group. The activity of catalase, an enzyme that degrades
H>0O> into water and oxygen, was increased in animals pretreated with BOR 25 mg/kg, when
compared to the control. The MPO levels (marker infiltration/aggregation of neutrophils)
were reduced while nitrite were increased by by BOR and BOR-CD 25 mg/kg when
compared to the control. BOR CD 25 mg / kg was able to increase GSH levels and reduce
MDA levels, showing their role in reducing oxidizing substances and regulation of lipid
peroxidation. These results weren't observed in the group treated with BOR 25 mg / kg.
BOR and BOR-CD 25 mg / kg had their protective effect abolished when a blocker of NO
synthase (L-NAME) or a blocker of Katp (glibenclamide) were used. These results suggest
the importance of nitric oxide (NO) and Katp channels in evidenced effect. In injury model
induced by acetic acid, daily administration (14 days), in doses 50 and 100 mg/kg of BOR
and BOR-CD reduced lesion area as compared to the control. In pylorus ligation model,
BOR and BOR-CD and don’t showed changes in biochemical parameters and mucus
production. From these results, it is concluded that Borneol has gastroprotective and healing
activity, antioxidants and anti-peroxidation involving the complexation mechanisms and in
the same 3-CD enhances their chemical and pharmacological properties.

Keywords: Borneol. B-cyclodextrin; Gastroprotection. Healing. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

A introducdo de novos farmacos no mercado, além de requerer anos de pesquisa,
envolve custos extremamente onerosos. Uma alternativa para contornar os altos custos do
desenvolvimento de novos farmacos, bem como para atender os preceitos dos estudos de
biodisponibilidade, seria 0 uso de tecnologias que permitam o aumento da eficiéncia de
farmacos ja utilizados na terapéutica, a reintrodugdo de outros anteriormente descartados por
suas propriedades indesejaveis e 0 aprimoramento de novos ativos, antes de serem utilizados
na terapéutica (BRUM, 2008). Nesse sentido, pode-se citar o uso de sistemas de liberacédo
controlada de farmacos, como por exemplo, os complexos com ciclodextrina (CD), pois as
mesmas possuem propriedades capazes de promover o aumento da biodisponibilidade e
solubilidade de farmacos poucos soltveis (GUEDES, et al., 2008, SCHMIDT et al., 2014).

Uma das substancias que tem sido investigada farmacologicamente como possivel
fonte terapéutica é a biomolécula Endo-(1S)-1,7,7-Trimetilbiciclico[2.2.1]heptan-2-ol ou (-)-
Borneol (C10H180), um monoterpeno biciclico presente nos 6leos essenciais de numerosas
plantas medicinais, incluindo as espécies das familias Dipterocarpaceae (Dipterocarpus
turbinatus C. F. Gaertn. e Dryobalanops spp.), Lamiaceae (Rosmarinus officinalis L., Salvia
officinalis L. e Lavandula officinalis Chaix & Kitt.), Valerianaceae (Valeriana officinalis
L.), Asteraceae (Matricaria chamomilla L. e Blurnea balsamifera L.) (HORVATHOVA et
al., 2009), Cupressaceae, Zingiberaceae, Lauraceae (Cinnamomum camphora L.) (XIAO-
FEI et al., 2008), Myristicaceae (Myristica fragans Houtt.), Pinaceae (Pinus sylvestris L.),
Poaceae (Cymbopogon winterianus Jowitt.), Apiaceae (Coriandrum sativum L.) e
Verbenaceae (Lippia adoensis Hochst.) (RAVID et al., 1996).

De acordo com a Farmacopéia da Republica Popular da China, o Borneol esta
presente em cerca de 63 produtos a base de plantas (XIAO-FEI et al., 2008). Existem duas
formas diferentes do Borneol. A primeira é o Borneol sintético, uma mistura dos dois
enantidbmeros naturais de borneol, D-(+)-Borneol e L-(-)-Borneol com o Isoborneol. Nessa
mistura, o DL-Borneol é inferior a 55,0%. A segunda forma € o Borneol natural cujo
principal componente é o D-(+)-Borneol, correspondendo a 95,0% do composto. Antes de
1949, o Borneol natural foi importado para a China e foi usado na tradicional medicina
chinesa. Depois de 1949, houve uma escassez do Borneol natural, sendo gradualmente
substituido pelo Borneol sintético (XIAO-FElI et al., 2008).

Na medicina popular, extratos das plantas contendo Borneol sdo usados

tradicionalmente para aliviar sintomas de ansiedade, cansaco e insdnia. O Borneol é usado
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para provocar analgesia e anestesia (GRANGER et al., 2005), para o tratamento de dor
abdominal, particularmente dor de estbmago (WANG et al., 2006), para aplicagdo em
ferimentos, queimaduras, para aliviar dores reumaticas, hemorréidas, doencas cutaneas, e
ulceracdes da boca, ouvidos, olhos ou nariz e na aromaterapia (SVOBODA; HAMPSON,
1999), para tratar dor de garganta, aftas, feridas, queimaduras e infec¢des da pele e para o
tratamento da encefalopatia (ZHENG et al., 2008). E ainda utilizado como aditivo e
adicionado em alguns alimentos, tais como doces, bebidas e produtos cosméticos como
perfumes e produtos de cuidados com a pele (DAl et al., 2009).

Estudos farmacologicos comprovaram os efeitos do Borneol como sendo
bacteriostaticos para varios microorganismos Gram positivos e Gram negativos
(KNOBLOCH et al., 1989; TABANCA et al., 2001) e possuidor de atividade antifungica
(KNOBLOCH et al., 1989; WENQIANG et al., 2006). Também apresentou efeitos
antioxidantes (KORDALI et al., 2005) e imunomodulatério (JUHA et al., 2008), atividade
anti-trombotica e anti-agregante plaquetario (LI et al., 2008). Além disso, o Borneol (50
mg/kg, v.0.) apresentou significante efeito antihipertensivo em ratos cuja hipertensao foi
induzida por L-NAME (40 mg/kg, v.0.) (RAJA et al., 2010), efeito vasorrelaxante (SILVA-
FILHO, 2012) atividades cicatrizante topica (BARRETO et al, 2016), anti-inflamatoria e
antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2013) e baixa toxicidade (HORVATHOVA et al., 2009).
Pesquisas mostraram que Borneol pode ser utilizado para melhorar a penetracdo de drogas
através da pele, da mucosa gastrintestinal, da mucosa nasal, da cornea e da barreira
hematoencefalica (ZHENG et al., 2008).

Neste contexto o monoterpeno (-)-Borneol torna-se um aliado em potencial visto que
diversos estudos farmacol6gicos mostram os efeitos do mesmo no tratamento de diversas
enfermidades além do fato de ndo existirem estudos que mostrem o seu efeito, na forma livre
ou complexada em ciclodextrina (CD), sobre o sistema gastrintestinal e atividade
cicatrizante. A sua complexacdo em CD é justificada pelo fato do Borneol apresentar
limitacbes de uso, como por exemplo, sua insolubilidade em &gua, facil sublimacdo e
transformacdo a canfora, um composto potencialmente toxico (BHATIA et al. 2008). As
CDs sdo compostos j& bastante utilizados para aplicagbes farmacéutica, por terem a
capacidade de reduzir a volatilidade, viabilizar compostos liquidos na forma solida,
mascarar 0 odor e 0 sabor desagradavel de alguns compostos, evitar incompatibilidades
indesejaveis, aumentar a biodisponibilidade e a estabilidade na presenca de luz, calor e
condigdes oxidantes (SANTOS; BUERA; MAZZOBRE, 2012; ROCHA et al, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar as propriedades gastroprotetoras do (-)-Borneol livre ou complexado em
B-ciclodextrina e avaliar o potencial cicatrizante da substancia.

2.2 Especificos

e Preparar o (-)-Borneol complexado em B-CD pelos métodos de mistura fisica (MF) e

co-evaporacao (CE).

e Caracterizar o complexo de (-)-Borneol-CD pelas técnicas de calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG), teor de
umidade por titulacdo de Karl Fisher, espectrofotometria de absorcdo na regido do
infravermelho (FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e difratometria de
Raios X (XRD).

e Avaliar o efeito gastroprotetor do (-)-Borneol (tratamento oral e parenteral),
complexado ou ndo complexado em p-ciclodextrina em modelos agudos de lesbes

gastricas;

e Investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos farmacolégicos
evidenciados através da verificacdo dos niveis de malondialdeido (MDA), de nitrito e de
grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (NP-SH), da atividade das enzimas mieloperoxidase
(MPO), catalase (CAT) e oxido nitrico sintase (NOS) e da participacdo dos canais de

potassio sensiveis a0 ATP (Karte).

e Auvaliar a atividade cicatrizante do (-)-Borneol complexado ou ndo complexado em f-
ciclodextrina através da administracdo oral didria em animais submetidos ao modelo de

lesBes gastricas por acido acético.
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CAPITULO I: REVISAO DE LITERATURA CIENTIFICA

3 Ulcera péptica

A integridade da mucosa gastrica pode ser influenciada por mecanismos periféricos e
centrais. Nas ultimas décadas esses mecanismos de defesa da mucosa gastrica tém sido
intensamente estudados, e muitos detalhes foram esclarecidos. Alguns destes estudos
serviram de base para o desenvolvimento de novas estratégias e alvos terapéuticos no
tratamento das lesGes da mucosa géastrica (GYIRES et al., 2015). Dados epidemioldgicos
tém mostrado uma reducdo da incidéncia e da etiologia da Ulcera péptica e também das
complicacdes relacionadas com a doenga, como sangramento e perfuracdo. (MALMI et al.,
2014). De acordo com Oliveira et al., 2015, a prevaléncia de casos de Ulcera no Brasil, no
ano em estudo, foi de 0,2% e 0,1%, em homens e mulheres, respectivamente, e, a taxa de
mortalidade nacional, de 3,0/100 mil habitantes (3,6/100 mil em homens; 2,3/100 mil em
mulheres); as prevaléncias e taxas de mortalidade aumentaram com a idade,
independentemente do sexo, com maiores valores entre homens.

A homeostase gastrica € mantida através de equilibrio entre os fatores de protecdo
tais como muco, bicarbonatos, e fluxo de sanguineo da mucosa géastrica e os fatores
agressivos, tais como acido gastrico e pepsinas (WALLACE, 2008) (Figura 1).

Vaérios estudos tém mostrado que o aumento do fluxo sanguineo durante a elevacédo
dos niveis de secrecdo acida, pode ser um mecanismo de defesa da mucosa a estimulos
nocivos. A reducdo do fluxo sanguineo da mucosa gastrica exacerba lesdes por agentes
ulcerogénicos, enquanto pouco ou nenhum dano ocorre depois da acdo de agentes
necrotizantes se o fluxo sanguineo for mantido em niveis apropriados, juntamente com a
citoprotecdo das prostaglandinas (ABDEL-SALAM et al, 2001; HASGUL et al., 2014,
PAWLIK et al., 2016).

As prostaglandinas das séries E e | sdo compostos vasodilatadores potentes e, a nivel
gastrico, produzem um efeito protetor através dos receptores EP,/EP4 e IP (TAKEUCHI,
2014; KOTANI, 2006). A PGE> do estdbmago estimula a producdo de muco e bicarbonato,
reduz a secrecdo acida, regula o fluxo sanguineo, estimula a renovacdo epitelial, além de
inibir a expresséo de TNF-o, contribuindo para a integridade da mucosa (BRZOZOWSKI et
al., 2005). Além disso, elas reduzem a permeabilidade do epitélio gastrico, reduzindo a
retrodifusdo do acido produzido (WALLACE, 2008; TARNAWSKI et al., 2013).
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Figura 1. Diagrama da camada de muco no estdbmago alcalina com mecanismos de defesa

da mucosa
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Fonte: Michat Komorniczak (Medical illustrations), 23 April 2011 (UTC)

Outra substancia que tem um papel na defesa da mucosa géastrica é o 6xido nitrico,
um mediador envolvido tanto na inflamacdo quanto na protecdo e manutencdo de
determinadas funcdes fisioldgicas. No estdmago, promove o relaxamento do endotélio,
regulando a microcirculacdo, inibindo a infiltracdo de neutréfilos e diminuindo a expressado
de moléculas de adesdo e algumas citocinas, tais como IL-4, IL-8 e IL-10 (GYIRES, 2004;
ABOUL-ENEIN; KLADNA; KRUK, 2011). Entretanto, em altas concentrac6es, 0 NO pode
inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas dependentes de grupamentos sulfidrila, além de
formar peroxinitritos (ONOQ) ap6s reagir com anion superoxido (O2°) e contribuir com o
estresse oxidativo (CHO, 2001).

Além dos fatores que contribuem para o aumento da circulacdo sanguinea,
compostos enddgenos como grupos sulfidrilos proteicos e ndo protéicos (glutationa
reduzida, GSH) também participam como fatores protetores gastricos (SZABO; NAGY;
PLEBANI, 1992; ALI, 1995). Os compostos com GSH sdo agentes antioxidantes néo-
enzimaticos que se ligam as EROs impedindo sua agdo nociva sobre a mucosa gastrica
(BAYIR et al., 2006).

Dentre os agentes antioxidantes enzimaticos, a enzima superéxido dismutase (SOD),
que tem como co-fatores cobre e zinco, no caso das isoformas citoplasmética (CuZnSOD) e
extracelular (ECSOD), ou manganés, no caso da enzima mitocondrial (MnSOD), catalisa a



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

23

dismutagdo do O2" em uma substancia menos nociva, como o H202, o qual é futuramente
degradado pela catalase (CAT) ou glutationa peroxidase (GSH-Px). A CAT é uma enzima
que acelera a degradacéo do H.O> em agua e Oz, requerendo ferro como co-fator, enquanto a
GPx, cujo co-fator ¢é o selénio, facilita a “varredura” de radicais livres, associada a oxidacao
de glutationa (GSH). A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida pela enzima glutationa
redutase (GR) (BAKER; COOK; GOODWIN, 2004; ZABLOCKA; JANUSZ, 2008; ATIG
et al., 2012; BINDU, et al. 2013). A diminui¢do da atividade da SOD e da catalase e da
concentracdo de GSH contribui de forma significativa para os danos celulares (KWIECIEN
etal., 2014) (Figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica dos mecanismos oxidantes e antioxidantes celulares

Cu - Hzoz HZO
Acetil-CoA @ .
on | NADP

2GSH | %
CHIG -
Se |
v , A GSSG
ADP ATP Hy0 NADPH
NADH NAD

"O2: anion superoxido; O: oxigénio molecular; CO.: Didxido de carbono; H.O: agua; H:O:
peréxido de hidrogénio; SOD: superéxido dismutase; CAT: catalase; GPx glutationa peroxidase;
GSH: glutationa reduzida; GSSG glutationa oxidada; GR: glutationa redutase; NADH: dinucleétido
de nicotinamida e adenina reduzido; NAD: dinucle6tido de nicotinamida e adenina oxidado;
NADPH: fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido; NADP: fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina oxidado; FAD: dinucleétido de flavina e adenina; ATP:
Adenosina trifosfato; ADP: Adenosina difosfato; Cu: cobre; Zn: zinco; Se: selénio

Fonte: adaptado de PREISER, J. C. Oxidative stress. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v.
36, p. 147-154, 2012.

Os fatores funcionais de defesa da mucosa gastrica incluem a barreira continua de
muco e bicarbonato, secretada pelas células epiteliais superficiais e pelos fosfolipidios
surfactantes que as recobrem. O bicarbonato mantém um microambiente neutro (pH 7.0),
impedindo a retrodifusdo de &cido e pepsina e a digestdo proteolitica da superficie do
epitélio (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). A presenca de bicarbonato na
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camada de muco aderente € estavel e cria um gradiente de pH na superficie do estbmago e
duodeno, provendo a primeira linha de defesa contra o &cido luminal. O bicarbonato
produzido pelas células superficiais do estbmago e pelas glandulas de Brunner no duodeno
permanecem em grande parte, abaixo ou na camada mucosa (PHILLIPSON et al., 2008).
Estudos experimentais de gradiente de pH provém evidéncias da existéncia da barreira
muco-bicarbonato in vivo e a presenca de um pH proximo a neutralidade na superficie
epitelial (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008).

A secrecdo de muco € estimulada por hormdnios gastrintestinais, incluindo gastrina e
secretina, como também PGE; e agentes anticolinérgicos (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).
O muco gelatinoso é uma secrecdo espessa formada por aproximadamente 95% de agua e
5% da proteina mucina e eletrélitos. As mucinas sdo os principais componentes da resposta
imune inata da mucosa do trato gastrintestinal (DEY, LEJEUNE e CHADEE, 2006).
Quimicamente, 0 muco é bastante resistente ao ataque das enzimas, como resultado, essa
estrutura mantém a lubrificacdo da mucosa, a diferenca de pH entre a superficie da mucosa e
o0 lumen géstrico, além de favorecer fluxo unidirecional de ions hidrogénio, neutralizando o
acido do suco gastrico. Dessa forma, a parede gastrica subjacente normal nunca é
diretamente exposta a secrecdo gastrica proteolitica e altamente acida (LAINE, TAKEUCHI,
e TARNAWSKI, 2008). A camada de muco também protege as células epiteliais de danos
provocados por radicais livres. Essa acdo antioxidante do muco esta relacionada as suas
glicoproteinas que podem sequestrar anion hidroxila (OH") e perdxido de hidrogénio (H20>)
(REPETTO; LLESUY, 2002).

Um grupo de proteinas expressas pelas células epiteliais chamadas de proteinas de
choque térmico (HSP, do inglés Heat Shock Protein), representam mais uma linha de defesa
da mucosa gastrica (TSUKIMI; OKABE, 2001). Sua principal funcdo é promover a
tolerdncia contra fatores estressantes, mantendo a homeostasia celular, bem como
aumentando sua resisténcia contra agentes lesivos, como por exemplo, o &cido cloridrico
enddgeno, etanol, medicamentos, alimentacdo, componentes do cigarro, entre outros
(CHANG et al., 2007). Estdo envolvidas em eventos celulares, como empacotamento,
montagem e transporte de proteinas, que protegem as células dos efeitos citotdxicos da
agregacao proteica produzida por pelos agentes lesivos da mucosa (KONTUREK et al.,
2008). HSP-70 é uma das mais importantes HSPs na protecdo da mucosa gastrica, pois sua
superexpressdo pode promover a cura da Ulcera por aumentar o fluxo sanguineo da mucosa e

a multiplicacéo celular. A superexpressdo da HSP-70 tem sido observada em ratos com
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Ulcera géstrica aguda e crbnica, gastrite atrofica crénica e em pacientes com cancer gastrico.
(TSUKIMI; OKABE, 2001).

A razdo do surgimento das Ulceras pépticas ndo é bem compreendida, no entanto,
sabe-se que a maioria dos casos de Ulcera gastrica e duodenal estdo associados com a
infeccdo por H. pylori. (NAPOLITANO, 2009; MARCUS et al., 2013). O segundo maior
fator etioldgico da Ulcera gastrica € a utilizacdo de drogas anti-inflamatdrias ndo-esteroidais
(DAINES). Entre as DAINEs, estdo os medicamentos utilizados para analgesia, agentes anti-
inflamatdrios e os que possuem efeitos anti-agregantes plaquetarios. Essa classe de drogas
estd entre os medicamentos utilizados com maior frequéncia em todo o mundo (CHASON,
R. D.; REISCH, J. S.; ROCKEY, 2013). Além desses fatores, a etiologia da doenca pode
estar relacionada com a doenga de Chron, hipercalcemias, linfomas, mastocitose sistémica,
hiperfuncdo de células G, infeccdo por Helicobacter heilmannii, citomegalovirus ou herpes
do tipo | (CASTRO et al.,, 2009). Para uma pequena parcela de individuos com ulcera
gastrica ndo se identifica a causa etiologica da doenca; sdo os casos de Ulceras idiopaticas
(CHOW; SUNG, 2007).

Essas condi¢cbes patologicas provocam um aumento na producdo de substancias
agressores (HCI e pepsina) e reducdo de substancias protetoras (prostaglandinas, muco e
bicarbonato) da mucosa gastrica (BRZOZOWSKI, 2003). O &cido cloridrico é produzido
nas glandulas géastricas do corpo e fundo do estdmago numa concentracdo de 150 a 160
mEQ/L, por um processo que possui como enzimas centrais a anidrase carbdnica e a H+ K+-
adenosina trifosfato (H*, K*-ATPase), cuja atividade é regulada por varios fatores
neuroenddcrinos que regulam a secre¢do &cida. Também produz fator intrinseco, importante
na absorc¢éo da vitamina B12 (COLLARES-BUZATO; ARANA, 2005).

A producdo do acido depende também da secrecdo da histamina a partir das células
enterocromafins de forma parécrina, da acetilcolina lancada a partir de neurénios entéricos
poés-ganglionares de forma neuronal e da gastrina liberada das células G de forma hormonal
(SCHUBERT; PEURA, 2008). Os receptores para acetilcolina e gastrina estdo acoplados a
proteina Goq (subunidade o da proteina G, classe q), que liberando célcio dos reservatorios
intracelulares para o citosol, ativa proteinas quinase dependentes de calmodulina (PKC);
tambem aumentam os niveis de diacilglicerol (DAG) que também ativam PKC. A histamina,
por sua vez, ativa a proteina Gas, acoplada a adenilato ciclase da membrana, aumentando os
niveis de AMP ciclico. O aumento na concentracdo de AMPc intracelular (na ordem de 10

nM) culmina na ativacdo da proteina cinase dependente de AMPc (PKA). Essa enzima é
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composta por duas subunidades: uma reguladora (R), com alta afinidade pelo AMPc, e uma
catalitica (C). Na auséncia de AMPc, a subunidade C torna-se inativa pela formagdo de um
complexo tetramérico R2C>. A ligacdo do AMPc a subunidade R induz mudancas
conformacionais que resultam na dissociacdo da haloenzima inibida e consequente ativacao
da PKA, que em seguida pode fosforilar estruturas intracelulares, obtendo uma resposta
especifica ao estimulo agonista (MOURA, P. R.; VIDAL, 2011).

Ambos os segundos mensageiros, Ca?* intracelular e AMPc, ao ativar as cinases
PKA e PKC, levam a translocacdo da bomba de prétons gastrica (H*,K*-ATPase) das
membranas tubulovesiculares da célula parietal, e dos canais para cloro, para a superficie
celular apical, resultando em secrecdo &cida para o limen (SCHUBERT, 2005;
COLLARES- BUZATO; ARANA, 2005).

O principal inibidor da secrecdo acida gastrica € a somatostatina, que no estbmago é
liberada das células D do corpo e do antro gastrico (DIMALINE; VARRO, 2007). Atua
inibindo a secrecdo de &cido agindo diretamente nas células parietais e indiretamente por
inibir a secrecdo de histamina e de gastrina (HOU; SCHUBERT, 2006). Age também
reduzindo os niveis de Substancia P (neuropeptideo envolvido em processos inflamatorios),
de polipeptideo intestinal vasoativo (PIV) e de leucotrienos em lesdes gastricas induzida
etanol (KARMELI et al., 1994), e também reduz les6es da mucosa induzidas por estresse
através da inducéo de fatores antioxidantes, anti-inflamatérios e anti-apopt6ticos (NASSAR
et al., 2011). Suas acdes sdo mediadas por receptores acoplados a proteina G inibitoria (Gi),
sendo o subtipo SSTR2 o regulador predominante da secrecdo acida gastrica (SCHUBERT,
2005). O receptor de somatostina, acoplado a proteina Gi, inibe a via acoplada a Gas, e, em
algumas células, como as ECL, inibem também a via acoplada a Gog. A inibigdo desta
ultima via explica o efeito do SSTR2 no bloqueio da estimulacdo da secrecdo acida pela
gastrina (ATHMAN et al., 2000).

Outro fator que pode desencadear a formacdo de Ulceras gastricas € a isquemia que
resulta em necrose tecidual, formacdo de espécies reativas de oxigénio e inibicdo da
conducdo de nutrientes. Todo este processo é provocado por lesdes microvasculares e
vasculares causadas por trombose, constricio e outras oclusbes (TARNAWSKI,
HOLLANDER; STACHURA, 1990; ANTONIUCCI, 2014)

Durante a fase de isquemia, ocorre diminuicdo do aporte de oxigénio para o tecido
acometido, levando & inibicdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial e a queda da producéo

e estoque de trifosfato de adenosina (ATP). No entanto, o estoque de ATP continua sendo
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consumido e degradado a difosfato de adenosina (ADP) e monofosfato de adenosina (AMP)
e, posteriormente, em adenosina, inosina e hipoxantina. A falta de energia celular causa a
faléncia da bomba de sodio/potassio (Na*/K*-ATPase) e, devido a faléncia da bomba, pode
haver maior acimulo de Na® intracelular e perda de canais para fora da célula, com
consequente edema celular. Ao mesmo tempo, estard ocorrendo influxo de ion Ca?* no
citosol e este acumulo provocard a ativagdo da protease calpaina que, por sua vez,
promovera a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina desidrogenase (XD), levando
a formacdo da enzima xantina oxidase (XO), que necessita de oxigénio para realizar a
conversdo da hipoxantina em xantina. Assim, na fase de isquemia, ocorrera acimulo de
hipoxantina e xantina oxidase (RIBEIRO; YOSHIDAW, 2005).

Paradoxalmente, a restauracdo do fornecimento sanguineo provoca lesdo celular
adicional devido a reintroducdo do oxigénio e consequente formacdo de EROs (PARKS, D.
A.; GRANGER, 1986). Com a reperfusdo, a hipoxantina sera entdo oxidada a xantina, e
esta, em &cido Urico, tendo como subproduto dessa reacdo a formacdo de anion superoxido
(O2). O radical superoxido promove a liberacdo do ion ferroso da ferritina, o qual reage com
0 peroxido de hidrogénio (H20), formando anion hidroxila (OH"), que é altamente toxico
(Figura 3) (RIBEIRO; YOSHIDAW, 2005).

Figura 3. Formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) apds um processo de isquemia

tecidual, seguido por reperfusdo sanguinea.
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Histologicamente, uma Ulcera consiste de duas caracteristicas principais: margem da
ulcera, formada pela mucosa adjacente ndo necrética, que € o componente epitelial; tecido
de granulacdo, que € componente do tecido conectivo. Este ultimo consiste de fibroblastos e
macrofagos da proliferacdo de células endoteliais que formam microvasos (TARNAWSKI,
2005). A Ulcera é, entdo, reparada através de crescimento e formacéo de glandulas gastricas,
crescimento de novos vasos sanguineos (angiogénese), reinervacdo da mucosa por nervos
intrinsecos e extrinsecos, além de deposicdo de matriz extracelular; todos os eventos
conduzem a formacdo da cicatriz (WALLACE; MA, 2001; TARNAWSKI, 2005).

Os fatores de crescimento sdo os principais estimuladores da proliferacdo, divisao,
migracdo e re-epitelizagdo (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1999). A ulceragédo
desencadeia nas células da superficie da mucosa, da margem da Ulcera, a producéo de fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento epidermal (EGF), fator
basico de crescimento de fibroblastos (bFGF) e fator de crescimento de hepatdcitos (HGF),
peptideos trefoil (TFF) e ciclo-oxigenase 2 (COX-2), de forma sincronizada espacial e
temporalmente (MILANI; CALABRO, 2001). Estes fatores produzidos localmente ativam a
proliferacdo e estimulam a migracdo celular, por induzirem rearranjos no esqueleto de
actina, por vias enddcrinas e paracrinas (TARNAWSKI, 2005).

O crescimento do tecido de granulacdo e a formacdo de novos microvasos através da
angiogénese estimulada por bFGF, VEGF, fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), angiopoietinas, e possivelmente outros fatores de crescimento e citoquinas IL-1 e
TNF-a (TARNAWSKI, 2005) é essencial na resolucdo do processo. Dentre os peptideos
angiogénicos que tém sido identificados, VEGF é o mitdgeno especifico das células
endoteliais, porque seus receptores VEGF-R1 ou VEGF-R2 sdo primariamente restritos as
células endoteliais; sua ligacdo aos receptores inicia a fosforilacdo de numerosas proteinas
citosélicas envolvidas na transducdo do sinal que desencadeia proliferacdo de células
endoteliais, migracdo e formacéo de tubos microvasculares (FERRARA, 2004).

A terapéutica da Ulcera gastrica inclui o controle farmacoldgico da secrecdo acida
gastrica por bloqueio das agdes da histamina em todos os receptores H2. As drogas anti-H*
promovem cicatriza¢do das uUlceras duodenais, conforme evidenciado em estudos clinicos
(WELAGE, 2005). Os anticolinérgicos também podem inibir a secrecdo &cida por si
mesmos, através do bloqueio de receptores muscarinicos. No entanto, o uso de
anticolinérgicos é geralmente limitado, uma vez que essas drogas, nas doses necessarias para

a inibicdo de &cido gastrico, provocam varios efeitos adversos, como boca seca, visdo turva,
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taquicardia e disfuncdo da bexiga. Apenas os antagonistas seletivos dos receptores
muscarinicos M1 (M1R), como pirenzepina e terenzepine, tém sido utilizados clinicamente,
pois os efeitos colaterais ocorrem com menor frequéncia (AIHARA et al., 2002).

A descoberta dos antagonistas dos receptores H2 em 1972 revolucionou a terapéutica
da ulcera. Drogas como cimetidina, ranitidina e famotidina bloqueiam os receptores H2,
impedindo a ligagcdo da histamina no seu receptor e, consequentemente, promovem a
reducdo da secrecdo acida (BLACK et al., 1972). Os antagonistas dos receptores H2 s&o
bem tolerados, com efeitos adversos observados em apenas 1,5% dos pacientes, 0s quais
incluem confusdo mental, ginecomastia, nefrite intersticial, alem de interagir com enzimas
do complexo enzimaético citocromo P450 (SHUBERT; PERUA, 2008).

A identificacdo da bomba de prétons, H*/K™-ATPase, como a via final da secre¢édo
acida gastrica proporcionou uma oportunidade Unica para desenvolver uma nova classe de
agentes que inibem a secrecdo acida. (FELLENIUS et al., 1981). Representam pré-drogas,
que sdo convertidos em formas ativas em ambientes &cidos (NAGAYA et al, 1989; SATOH
et al, 1989). Estudos clinicos em animais demonstraram que o efeito anti-secretores de
drogas inibidores da bomba de acido persiste por um longo tempo (> de 24 h ap6s uma Unica
dose), devido a uma ligacdo covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio
extracelular da H*/K*-ATPase (LEE et al., 1992).

Os principais representantes dessa classe séo omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e
rabeprazol. Mesmo sendo seguros e eficazes, os inibidores da bomba de prétons tém
manifestado efeitos adversos relacionados com hipergastrinemia, hipersecrecdo acida rebote,
ma absorcéo, infeccdo e cancer (JAIN et al., 2007).

Quando a Ulcera péptica estd associada a infeccdo por Helicobacter pylori, o
tratamento é feito através de uma combinacdo de inibidores de bomba protbnica ou
antagonistas de receptores H2 com dois antibidticos por um periodo de 7 a 10 dias
(MALFERTHEINER et al., 2002). O FDA (Food and Drug Administration) aprovou alguns
regimes, que sdo aceitos internacionalmente, para o tratamento da infecgdo por H. pylori em
pacientes com Ulcera péptica gastrica ou duodenal. Estes regimes sdao também conhecidos
como terapias triplas e apresentaram taxas de cura entre 85-90%. Infelizmente, com o
crescente aumento da resisténcia antimicrobiana tem havido um aumento na taxa de falha da
terapia tripla padrdo para a infec¢do por H. pylori (HSU et al., 2014)

Entre os regimes de tratamento adotados estdo: associagdo de omeprazol, amoxicilina

e claritromicina (O-A-C) durante 10 dias; subsalicilato de bismuto, metronidazol e
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tetraciclina (B-M-T) durante 14 dias; e lansoprazol, amoxicilina e claritromicina (L-A-C),
durante 10 ou 14 dias de tratamento. A escolha de um regime eficaz de erradicacdo da H.
pylori deve ser baseada em padrdes de resisténcia anti-bacterianos locais. (TANG; CHAN,
2012; APOSTOLOPOULOS et al., 2016).

Além das drogas que promovem a inibicdo da secrecdo &cida, a terapia da Ulcera
géstrica envolve o uso de agentes farmacoldgicos que aumentam os fatores protetores da
mucosa, como o0s citoprotetores. So representantes desta classe o sucralfato, misoprostol
(anélago da prostaglandina Ez), e a carbenoxolona, entretanto todos induzem vérios efeitos
colaterais (MOSSNER; CACA, 2005)

Os efeitos colaterais agravados pela utilizacdo prolongada destes farmacos levam a
busca de alternativas que associem multiplas acdes, reduzindo os mecanismos reflexos
compensatdrios. Uma das alternativas seria a descoberta e/ou o estudo de produtos derivados
de plantas medicinais, como por exemplo, os 6leos essenciais, pois espécies aromaticas
contento esses compostos tém sido usadas desde a antiguidade devido a suas propriedades
terapéuticas (DE SOUSA, 2012)

1. Considerac0es gerais sobre os 6leos essenciais

Os 6leos essenciais (OE) sdo uma mistura de compostos volateis caracterizados por
apresentarem sabor e odor intenso. Geralmente estdo presentes em temperos, ervas
aromaticas, frutas e flores (TROMBETTA et. al., 2005; SHERRY et. al., 2013). Os
compostos que os compdem sdo lipofilicos, apresentando solubilidade em solventes
organicos apolares com aparéncia oleosa a temperatura ambiente; sdo extraidos,
principalmente, através de destilagcdo por arraste com vapor d’agua e, logo apos a extragao,
sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Os OEs consistem, principalmente, de
dois grupos biossinteticamente distintos de baixo peso molecular: terpenos e
fenilpropandides (BAKKALI et al. 2008).

A composic¢do quimica dos 0Oleos essenciais pode variar dependendo do clima, da
estacao do ano, das condicOes geograficas, do periodo de colheita e da técnica empregada na
extracdo (enfloracdo, prensagem a frio, destilacdo a vapor, dentre outras) (SANTOS et. al.,
2010). A concentracdo desses terpenos em uma determinada espécie vegetal funciona como
repelentes naturais para alguns predadores, atrair insetos polinizadores e contribuir para a

interacdo com outras espécies vegetais.
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Os terpenos sdo produtos do metabolismo secundério de espécies vegetais e
representados predominantemente por monoterpenos, sesquiterpenos e derivados
fenilpropandides (TIAN et. al.,, 2011). Quimicamente, 0s terpenos sdo usualmente
caracterizados como hidrocarbonetos insaturados com diferentes quantidades de oxigénio
ligados ao seu esqueleto isoprénico. A nomenclatura dos terpenoides depende basicamente
do numero de estruturas isoprénicas e dos &tomos de carbono presentes na molécula
(WAGNER; ELMADFA, 2003). Estudos anteriores mostram que 0s terpenos podem
apresentar atividade antimicrobiana contra um grande numero de espécies de
microrganismos (fungos e bactérias) incluindo espécies resistentes aos antimicrobianos
presentes no mercado, fazendo com que estas substancias sejam de grande interesse para a
indUstria alimenticia, cosmética e farmacéutica (CARSON et. al., 1995; OLIVEIRA et. al.,
2008).

Diversos terpendides, incluindo lactonas sesquiterpénicas, diterpenos e triterpenos,
foram avaliados cientificamente quanto ao seu potencial antiulcerogénico (ALMEIDA et al.,
2014). Estes compostos tém potencial para utilizacdo em tratamento de Ulcera péptica. A
atividade gastroprotetora destes produtos naturais podem ser atribuidas a varios
mecanismos, tais como varredura de radicais livres, inibicdo da secrecdo de acido, atividade
contra H. pylori, e fortalecimento da gastrica barreira mucosa (OLIVEIRA et al., 2014) .
Rozza e colaboradores (2013) examinaram a atividade de alguns Oleos essenciais
tradicionalmente utilizados no tratamento de Ulceras gastricas, e considerou suas familias e a
parte da planta a partir da qual os 6leos foram isolados. Entretanto, o unico terpendide ja
comercializado para o tratamento de Ulceras gastricas foi a Carbenoxolona, um triterpeno
pentaciclico derivado do &cido glicirretinico (U.S. Patent 3.070.623). Sintetizada em 1960,
pela Biorex Laboratories, a Carbenoxolona foi amplamente usada na Europa para o
tratamento de Ulceras gastricas. Entretanto, seus efeitos benéficos eram acompanhados por
graves efeitos colaterais em um numero significativo de pacientes, atualmente é usada
somente como ferramenta farmacologica em testes laboratoriais para estudos de novas
drogas (BAKER, 1994; DZUBAK et al., 2006).

2. Consideracdes gerais sobre o monoterpeno (-)-Borneol

Estima-se que hajam aproximadamente 30.000 terpenos identificados. Entre estes

estdo 0s monoterpenos, substancias originadas de produtos naturais e formadas por duas
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unidades de isopreno (Figura 4). S&o lipofilicos, volateis e quimicamente instaveis podendo
ou ndo apresentar atividade bioldgica (KUPSKA et al, 2014).

Figura 4: Estrutura geral do isopreno.
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Fonte: KUZUYAMA E SETO, 2003.

Embora a atividade biologica dos monoterpenos esteja descrita na literatura, sdo
poucos os relatos de atividade relacionada a substancia isolada. E sabido que Oleos
essenciais que apresentam composi¢cdo majoritaria de monoterpenos como o f-mirceno, 0
citral, o limoneno e o 1,8-cineol, possuem atividade antimicrobiana frente a diferentes
espécies de fungos e bactérias como C. albicans, Aspergilus sp., C. perfringens, S. aureus, S.
mutans, entre outros (Unlu et. al., 2002; Saddig et. al., 2010; Singh et. al., 2010; Tavares et.
al., 2010).

A substancia Endo-(1S)-1,7,7-trimetilbiciclico[2.2.1]heptan-2-ol [(-)-Borneol
(C10H180)] (Figura 5) é um monoterpeno biciclico presente em 6leos essenciais de muitas
plantas medicinais, incluindo espécies das familias Dipterocarpaceae (Dipterocarpus
turbinatus C. F. Gaertn. e Dryobalanops spp.), Lamiaceae (Rosmarinus officinalis L., Salvia
officinalis L. e Lavandula officinalis Chaix & Kitt.), Valerianaceae (Valeriana officinalis
L.), Asteraceae (Matricaria chamomilla L. e Blurnea balsamifera L.) (HORVATHOVA et
al.,, 2009), Lauraceae (Cinnamomum camphora L.) (XIAO-FEI, 2008), Myristicaceae
(Myristica fragans Houtt.), Pinaceae (Pinus sylvestris L.), Poaceae (Cymbopogon
winterianus Jowitt.), Apiaceae (Coriandrum sativum L.) e Verbenaceae (Lippia adoensis
Hochst) (RAVID et al., 1996)



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

33

Figura 5. Estrutura geral do Borneol.
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Fonte: XIONG, et al., 2013
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De acordo com a Farmacopeia da RepuUblica Popular da China, o Borneol esta
presente em cerca de 63 produtos a base de plantas e pode ser encontrado em duas formas: o
Borneol sintético que € uma mistura de (+)/(-)-Borneol (ou D/L-borneol) e isoborneol; e o
Borneol natural (extraido da matéria prima), cujo principal componente é o (+)-Borneol (D-
Borneol). O teor de (+)/(-)-Borneol na mistura sintética representa pelo menos 55,0% da
composicdo e no Borneol natural, o teor de (+)-Borneol chega a ser maior que 95,0%
(SILVA-FILHO et. al., 2012). Antes de 1949 o Borneol natural foi importado para a China e
usado em tradicional Medicina chinesa. Depois de 1949, houve uma escassez de Borneol
natural, por isso que foi gradualmente substituido por Borneol sintético (XIAO-FEI et al.,
2008).

Estudos farmacolégicos comprovaram os efeitos do Borneol como sendo
bacteriostaticos para varios microorganismos Gram positivos e Gram negativos
(KNOBLOCH et al., 1989; TABANCA et al., 2001) e possuidor de atividade antifingica
(KNOBLOCH et al., 1989; WENQIANG et al., 2006). Também apresentou efeitos
antioxidantes (CANDAN et al., 2003; KORDALI et al., 2005) e imunomodulatério (JUHA
et al., 2008), atividade anti-trombdtica e anti-agregante plaquetario (LI et al., 2008). Além
disso, o Borneol (50 mg/kg, v.0.) apresentou significante efeito antihipertensivo em ratos
cuja hipertenséo foi induzida por L-NAME (40 mg/kg, v.0.) (RAJA et al., 2010), atividades
cicatrizante tépica (BARRETO et al, 2016), anti-inflamatéria e antinociceptiva (ALMEIDA
et al., 2013) e baixa toxicidade (HORVATHOVA et al., 2009). Pesquisas mostraram que
Borneol pode ser utilizado para melhorar a penetracédo de drogas através da pele, da mucosa
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gastrintestinal, da mucosa nasal, da cornea e da barreira hematoencefélica (ZHENG et al.,
2008).

O Borneol é usado como um ingrediente importante em formulas de incenso
japonesas com efeitos sobre 0 SNC (LEHRNER et al., 2005; KOMIYA et al., 2006) atraves
da ativagédo do neurotransmissor GABA (GRANGER et al., 2005). Na medicina popular, o
Borneol é usado para o tratamento de dor abdominal, particularmente dor de estdmago
(WANG et al., 2006), para aplicacdo em feridas, queimaduras, para aliviar dores reumaticas,
hemorroidas, doencas de pele e ulceragdes da boca, ouvidos, olhos ou nariz e na
aromaterapia (SVOBODA; HAMPSON, 1999).

Mihlbauer et al. (2003) e Dolder et al. (2006) relataram que Oleos essenciais
contendo Borneol se mostraram eficazes na inibicdo da reabsorgdo 6ssea in vivo e in vitro,
provavelmente através de um efeito direto sobre a formacdo de osteoclastos, agindo
principalmente em células hematopoiéticas. Foi relatado na literatura que os 6leos volateis
agem geralmente por meio de sua fragdo lipofilica que reagem com as membranas celulares,
e como resultado, influenciam a atividade de enzimas, transportadores, canais ibnicos e
receptores (ZHENG, 2008). Efeitos imunomoduladores do Borneol foram estudados por
Juhas et al. (2008) que demonstraram que o Borneol é capaz de suprimir a expressdo de
RNAm de citocinas pro-inflamatorias no colon de camundongos. Além disso, ha relatos de
que o Borneol age como substancia bioativa no processo de transducdo de sinal celular
(PARK et al., 2003).

Além disso, Borneol (50 mg/kg, v.0.) mostrou efeito anti-hipertensor significativo
em ratos hipertensos (RAJA et al., 2010) e efeito vasorelaxante em estudos in vitro com
aorta de ratos (SILVA-FILHO et al., 2012). Possui baixa toxicidade, com uma DL50 oral
para ratos de 5,800 mg/kg. Além disso, tem sido demonstrado que Borneol poderia melhorar
a penetracdo de farmacos atraves da pele, da barreira gastrointestinal e mucosa nasal, da
cérnea e da barreira hematoencefalica (LI et al., 2007). Borneol tem efeitos sedativo e
anticonvulsivo, com efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC). Por esse motivo, alguns
pesquisadores tém mostrado seu potencial em acelerar a abertura da barreira hemato-
encefélica (BHE), e melhorar a distribuicdo de drogas no tecido nervoso (CAI et al., 2008;
DAl et al., 2009; LU et al., 2011).

Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado a viabilidade farmacologica e
toxicoldgica para o desenvolvimento de novos produtos a base do Borneol. No entanto, o

mesmo apresenta limitacbes como insolubilidade em agua, facil sublimacéo e transformacéo
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a canfora, um composto potencialmente toxico (BHATIA et al. 2008). Assim, como a
maioria dos farmacos, ndo poderia ser administrada na forma de substancia quimica pura,
sendo necessaria sua veiculacdo em formulacBes farmacéuticas (PEZZINI; SILVA,
FERRAZ, 2007).

A resposta bioldgica de um farmaco é resultado de sua interagdo com os receptores
celulares de sistemas enziméticos, sendo que a magnitude da resposta depende da
concentracdo do farmaco que atinge o local de acdo (SIEPMANN, 2012; GUREVICH,
2013). A concentracdo de farmaco biodisponivel estd relacionada com as propriedades
fisico-quimicas e a estabilidade do produto final (GUAN et al, 2014). Farmacos poucos
soluveis frequentemente apresentam comportamento de biodisponibilidade in vivo inferior
quando comparados aqueles de alta solubilidade (SPRICIGO et al., 2008; LIMA et al.,
2008).

De maneira geral, os farmacos ou compostos de interesses farmacéuticos nao
apresentam propriedades fisico-quimicas intrinsicamente adequadas para atravessar as
barreiras bioldgicas e desenvolver a resposta terapéutica. Diante disso, artefatos tecnoldgicos
sdo usados para aperfeicoar a biodisponibilidade dos farmacos, ora interferindo na
solubilidade, ora na estabilidade. A solubilidade de uma droga constitui um importante fator
para que ocorram absorcdo e obtencdo de resposta terapéutica, para a maioria dos farmacos
administrados por via oral (RAMA et al., 2006). O confinamento de farmacos em sistemas
de transporte e direcionamento, como o0s complexos de inclusbes, lipossomas,
nanoparticulas, dispersdo solida, formacdo de sal e conjugacGes com moléculas de estrutura
polimérica, além de sistemas multicomponentes sollveis em &gua, sdo algumas das
estratégias adotadas (DAVIS, 2013). Por estas técnicas tenta-se aumentar a solubilidade
aparente de compostos lipofilicos sem diminuir a otimizacdo de seu potencial (LIMA et al.,
2011).

3. Ciclodextrinas

As Ciclodextrinas (CD) sdo compostos ndo toxicos, capazes de formar complexos de
inclusdo e consequentemente estabilizar um largo espectro de substancias. Essa
caracteristica, juntamente com outras propriedades, faz delas um grande atrativo para
variado numero de aplicacGes industriais (KURKOV; LOFTSSON, 2013). As vantagens em
relacdo ao uso e a disponibilidade das ciclodextrinas explicam o crescente interesse pelas

mesmas. S&o aplicadas na indudstria alimenticia, farmacéutica, em cosméticos, pesticidas, em
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tecnologia quimica, em quimica analitica, etc (DUCHENE et al., 1999; DAVIS e
BREWSTER, 2004; YANG et al., 2012).

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de glicose unidas
através de ligacdes a-1,4, originados da degradacdo do amido pelas enzimas
glicosiltransferases, sintetizadas por alguns microrganismos (JUN et al., 2007). As que sdo
obtidas com maior rendimento sdo comumente conhecidas como CDs naturais e contém
seis, sete ou oito unidades de glicose, sendo denominadas de a-ciclodextrinas (a-CD), B-
ciclodextrinas (B-CD) e y-ciclodextrinas (y-CD) respectivamente (CANNAVA et al., 2008)
(Figura 6). Nessas moléculas, os grupos hidroxilas primérios e secundarios estdo orientados
para o exterior do anel formado, na porcéo estreita e larga respectivamente, conferindo-lhe
um exterior bastante hidrofilico e uma cavidade hidrofébica, onde as moléculas hdspedes ou
parte delas sdo encapsuladas (SA-BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008).

Figura 6. Estrutura quimica das ciclodextrinas a, 3 ¢ y.
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Fonte: Laza-Knoerr, A. L.; Gref, R.; Couvreur, P. Cyclodextrins for drug delivery. Journal of Drug
Targeting, v. 18, n. 9, p. 645-656, 2010.

Na complexacédo, varios fendbmenos estdo envolvidos, como: substituicdo de um
estado energeticamente desfavoravel para um estado mais estavel, causado pela saida de
agua e entrada da substancia ativa; InteracOes eletrostaticas de Van der Waals, interacdes
hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio, também contribuem para formacéo e estabilizacdo dos
complexos de inclusido (Cls) (GORNAS et al., 2009) (Figura 7). E necessario ter condi¢des
ideais para se obter a efetiva encapsulagdo molecular. Isso significa dizer que, nem toda

molécula com limitac6es de solubilidade seja complexada.
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Figura 7. Representacao do equilibrio de ligacdo de uma droga com uma ciclodextrina para

formar um complexo de inclusdo na proporgéo de 1: 1.

CD [Farmaco Complexo 1:1
farmaco-CD

Fonte: adaptado de STELLA, V. J.; HE, Q. Cyclodextrins. Toxicologic Pathology, v. 36, p. 30-42,
2008.

A solubilidade da CD, o método de complexacdo e a propor¢do de farmaco/CD no
complexo sdo fatores que podem determinar o grau de dissolucdo do farmaco. O aumento da
solubilidade resultante da complexagdo com as CD’s esta associado a sua capacidade de
reduzir a tensdo interfacial entre o farmaco e o meio de dissolucdo, devido as suas
propriedades molhantes e também a reducédo da cristalinidade dos compostos, uma vez que
compostos com caracteristicas amorfas sdo mais facilmente sollveis que compostos mais
cristalinos (RAMA et al., 2006; SOARES-SOBRINHO et al., 2011). Os métodos mais
comuns utilizados na preparagdo de CI’s no estado s6lido sdo a malaxagem, a liofilizagdo, a
rotaevaporacdo, a co-precipitacdo, a secagem por pulverizacdo, o aguecimento em recipiente
fechado, a aplicacdo de fluidos supercriticos, entre outros. A escolha do método de
preparagdo de CI’s tera de ser desenvolvido e investigado para cada sistema de complexacao
em estudo. Aspectos importantes como o rendimento do produto obtido, podem condicionar
a escolha do método de complexacdo, assim como a facilidade de transposicdo de escala
laboratorial para industrial (STELLA; HE, 2008). A preparagio de CI’s farmaco-CD
envolve a formagdo de pds microcristalinos ou amorfos. Porém ndo existe nenhuma
seguranca de que o farmaco realmente tenha sido incorporado ao ClI, pois a formacdo dos
complexos em solugdo ndo garante a sua obtencao e isolamento no estado sélido. O produto
solido resultante pode ser apenas uma dispersao fina do farmaco na superficie da CD sob a
forma hidratada. Por essa razéo, a caracterizacdo fisico-quimica dos produtos resultantes no
estado solido torna-se indispensavel, para que se faca uma avaliagdo da eficiéncia de
complexacdo dos diferentes métodos de preparacéo utilizados (RIBEIRO, 2005).

Ao aumentar a solubilidade de uma substancia, pode-se favorecer o desenvolvimento

de formulag¢Ges com eficacia em doses menores, ja que isso significaria um maior percentual
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de farmaco absorvido. Com isso, as formulagBes obtidas teriam seus custos reduzidos,
possibilitando maior acesso aos farmacos, menores investimentos em medicamentos
adicionais para tratar efeitos colaterais, maior adesdo ao tratamento visto que os efeitos
adversos estariam reduzidos e maiores investimentos na melhoria dos servicos de atencdo a
saude (SOARES-SOBRINHO et al., 2011).

As B-ciclodextrinas sdo as CDs naturais com maior aplicacdo no setor farmacéutico,
pois apesar da sua limitada solubilidade em &gua (solubilidade em agua a 20 °C; 1,85 g/100
mL), apresenta um elevado rendimento e baixo custo (GAVINI, 2011; KRANAWETVOGL
etal, 2013).

A toxicidade das CDs esta diretamente vinculada a absorcdo sistémica e
consequentemente é dependente da via de administracdo. Na adminstracdo oral de CDs,
estudos comprovam sua inocuidade a elevadas doses (American Pharmaceutical
Association, 2006). Em um estudo feito por Le, et al. (2014) a B-CD, administrada
oralmente, ndo induziu alteracdes no peso corporal, no crescimento, nos valores bioquimicos
e hematoldgicos de ratos e cdes em doses superiores a 600 mg/kg. Ndo foi observado
também mutagenicidade ou teratogenicidade com doses inferiores a 400 mg/kg. Para a B-
CD, a administracdo de preparados por via endovenosa e parenteral provoca precipitacéo
microcristalina desta CD nos rins devido a sua limitada solubilidade, além da formacéo de
complexos com o colesterol, provocando nefrotoxicidade grave (DAVIS, BREWSTER,
2004; LE et al, 2014; YAO et al, 2014; KURKOV; LOFTSSON, 2013).



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

39

REFERENCIAS

ABDEL-SALAM, O. M.; CZIMMER, J.; DEBRECENI, A.; SZOLCSANY]I, J.; MOZSIK,
G. Gastric mucosal integrity: gastric mucosal blood flow and microcirculation. Journal of
Physiology-Paris, v. 95, p. 105-127, 2001.

ABOUL-ENEIN, H. Y.; KLADNA, A.; KRUK, I. Radical scavenging ability of some
compounds isolated from Piper cubeba towards free radicals. Luminescence. v. 26, n. 3,
p. 202-7, 2011.

AIHARA, T.; FUJISHITA, T.; KATAOKA, N.; KANATANI, K.; AMAGASE, K
OKABE, S.; MATSUI, M.; TAKETO, M. M.; CHEN, D. Role of muscarinic acetylcholine
M3- and M1-receptors in gastric acid secretion in mice; studies with receptor knockout
mice. Gastroenterology v. 122, p. A-252, 2002.

ALLI, A. T. The role of nitric oxide and sulphydryls in gastric mucosal protection induced by
sodium cromoglycate in rats. Journal of Pharmacy and Pharmacology, v. 47, p. 739-743,
1995.

ALLEN A.; FLEMSTROM G. Gastroduodenal mucus bicarbonate barrier: protection
against acid and pepsin. American Journal of Physiology - Cell Physiology, v. 288, p. C1-
19, 2005.

ALMEIDA, A. B.; LUIZ-FERREIRA, A.; COLA, M.; DI PIETRO MAGRI, L.; BATISTA,
L. M.; PAIVA, J. A;; TRIGO, J. R.; SOUZA-BRITO, A. R. Anti-ulcerogenic mechanisms
of the sesquiterpene lactone onopordopicrin-enriched fraction from Arctium lappa L.
(Asteraceae): role of somatostatin, gastrin, and endogenous sulfhydryls and nitric oxide.
Journal of Medicinal Food, v. 15, p. 378-383, 2012.

ALMEIDA, J. R. G. S. ; SOUZA, G. R. ; Silva, J.C. ; SARAIVA, S. R. G. L. ; OLIVEIRA
JUNIOR, R. G. ; QUINTANS, J.S.S. ; BARRETO, R. S. S. ; BONJARDIM, L. R. ;
Cavalcanti, S.C.H. ; QUINTANS-JUNIOR, L. J. . Borneol, a bicyclic monoterpene alcohol,
reduces nociceptive behavior and inflammatory response in mice. Scientific World
Journal, v. 2013, p. 1-5, 2013.

AMERICAN PHARMACEUTICAL ASSOCIATION. Handbook of pharmaceutical
excipients. 5th.ed. London: Pharmaceutical Press. p. 918, 2006.

ANTONIUCCI, D. Block the Ischemia and Reperfusion Damage: An Old Adjunctive Drug
for a New Reperfusion Strategy. Journal of the American College of Cardiology, v.63, n. 22,
p.2363-2364, 2014.

APOSTOLOPOULQS, P.; KOUMOUTSOS, I.; EKMEKTZOGLOU, K.; et al. Concomitant
versus sequential therapy for the treatment of Helicobacter pylori infection: a Greek
randomized prospective study. Scandinavian Journal of Gastroenterology, v. 51, n. 2,
p.145-51,2016.

ATHMANN, C., ZENG, N., SCOTT, D.R., SACHS, G. Regulation of parietal cell calcium
signaling in gastric glands. American Journal of Physiology, v. 279, p. G1048-G1058,
2000.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

40

ATIG, F.; RAFFA, M.; ALI, H. B.; ABDELHAMID, K.; SAAD, A.; AJINA, M. Altered
antioxidant status and increased lipid per-oxidation in seminal plasma of tunisian infertile
men. International Journal of Biological Sciences, v. 8, n. 1, p. 139-149, 2012.

BAKER, M. E. Licorice and enzymes other than 11 beta-hydroxysteroid dehydrogenase: an
evolutionary perspective. Steroids, v. 59, n. 2, p. 136-141, 1994.

BAKER, R. D.; COOK, C. O.; GOODWIN, D. C. Properties of catalase-peroxidase lacking
its C-terminal domain. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 320,
n. 3, p. 833-839, 2004.

BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK, D.; IDAOMAR, M. Biological effects of
essencial oils — a review. Food and Chemical Toxicology, v. 46, p. 446-475, 2008.

BARRETO, ROSANA SS ; QUINTANS, JULLYANA SS ; BARRETO, ANDRE S ;
ALBUQUERQUE-JUNIOR, RICARDO LC ; GALVAO, JULIANA G ; GONSALVES,
JOICE KMC ; NUNES, ROGERIA S ; CAMARGO, ENILTON A ; LUCCA-JUNIOR,
WALDECY ; SOARES, ROSILENE C ; FEITOSA, VERA LUCIA C ; QUINTANS-
JUNIOR, LUCINDO J . Improvement of wound tissue repair by chitosan films containing (-
)-Borneol, a bicyclic monoterpene alcohol, in rats. International Wound Journal (Print), v.
13, p. n/a-n/a, 2016.

BAYIR, Y.; ODABASOGLU, F.; CAKIR, A.; ASLAN, A.; SULEYMAN, H.; HALICI, M.;
KAZAZ, C. The inhibition of gastric mucosal lesion, oxidative stress and neutrophil-
infiltration in rats by the lichen constituent diffractaic acid. Phytomedicine, v. 13, p. 584-
590, 2006.

BINDU, S.; MAZUMDER, S.; DEY, S.; PAL, C.; GOYAL, M.; ALAM, A.; IQBAL, M. S
SARKAR, S.; AZHAR SIDDIQUI, A.; BANERJEE, C.; BANDYOPADHYAY, U.
Nonsteroidal anti-inflammatory drug induces proinflammatory damage in gastric mucosa
through NFkappaB activation and neutrophil infiltration: anti-inflammatory role of heme
oxygenasel against nonsteroidal anti-inflammatory drug. Free Radical Biology &
Medicine, v. 65, p. 456-467, 2013.

BLACK, J. W.; DUNCAN, W. A.; DURANT, C. J.; GANELLIN, C. R.; PARSONS, E. M.
Definition and antagonism of histamine H2-receptors. Nature, v. 236, p. 385- 390, 1972.

BRZOZOWSKI, T. Experimental production of peptic ulcer, gastric damage and cancer
models and their use in pathophysiological studies and pharmacological treatment - Polish
achievements. Journal of Physiology and Pharmacology, v. 3, p. 99-126, 2003.

BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, P. C.; KONTUREK, S. J.; BRZOZOWSKA, 1
PAWLIK, T. Role of prostaglandins in gastroprotection and gastric adaptation. Journal of
Physiology and Pharmacology, v. 56, p. 33-55, 2005.

CAl, Z., HOU, S, LI, Y., ZHAO, B., YANG, Z., XU, S., PU, J. Effect of Borneol on the
distribution of gastrodin to the brain in mice via oral administration. Journal of Drug
Targeting, v. 16, n. 2, p. 178-184, 2008.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

41

CANDAN, F.; UNLU, M.; TEPE, B.; DAFERERA, D.; POLISSIOU, M.; SOKMEN, A_;
AKPULAT, H. A. Antioxidant and antimicrobial activity of the essential oil and methanol
extracts of Achillea millefolium subsp. millefolium Afan. (Asteraceae). Journal of
Ethnopharmacology, v. 87, p. 215-220, 2003.

CANNAVA, C.; CRUPI, V.; FICARRA, P.; GUARDO, M., MAJOLINO, D;
STANCANELLI, R.; VENUTI, V. Physicochemical characterization of coumestrol/p-
cyclodextrins inclusion complexes by UV-vis and FTIR-ATR spectroscopies. Vibrational
Spectroscopy, 48:172-8, 2008.

CARSON, C. F.; COOKSON, B. D.; FARRELLY, H. D.; RILEY.T. V. Susceptibility of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus to the essential oil of Melaleuca alternifolia.
Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 35, 421-424, 1995.

CASTRO, L. P.; COELHO, L. G. V.; VIEIRA, W. L. S. V.; RODRIGUES, M. A. G. Ulcera
Péptica Gastroduodenal. Tratado de Clinica Médica. 22 Ed. S&o Paulo: Ed. Roca, 2009.

CHANG, XIAO-RONG, LA PENG; SHOU-XIANG YI; YAN PENG; JIE YAN.
Association of high expression in rat gastric mucosal heat shock protein 70 induced by
moxibustion pretreatment with protection against stress injury. World Journal
Gastroenterolgy. v. 13, p. 4355-4359, 2007.

CHASON, R. D.; REISCH, J. S.; ROCKEY, D. C. More Favorable Outcomes with Peptic
Ulcer Bleeding Due to Helicobacter Pylori. The American Journal of Medicine, v. 126, n.
9, p. 811-818, 2013.

CHO, C. H. Current roles of nitric oxide in gastrointestinal disorders. Journal of
Physiology, Paris, v. 95, p. 253-256, 2001.

CHOW, D.K., SUNG, J.J. Is the prevalence of idiopathic ulcers really on the increase?
Natural Clinical Practice Gastroenterology and Hepatology, v. 4, p. 176-177, 2007.

COLLARES-BUZATO, C. B.; ARANA, S. Célula Oxintica. in. CARVALHO, H.;
COLLARES-BUZATO, C. B. Células-uma abordagem multidisciplinar. Manole: Séao
Paulo, p. 112-125, 2005.

COTRAN RS, KUMAR V, ROBBINS SL: Gastric ulceration. In Robbins Pathologic Basis
of Disease. 5th Edition. RS Cotran, V Kumar, SL Robbins (eds). Philadelphia, Saunders, p.
298-299, 773-777. 1999.

CURI, R.; PROCOPIO, J. Fisiologia Basica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2009.
DAI, J.P., CHEN, J.,, BEI, Y.F., HAN, B.X., WANG, S. Influence of Borneol on primary
mice oral fibroblasts: a penetration enhancer may be used in oral submucous fibrosis.

Journal of Oral Pathology & Medicine, v. 38, n. 3, p. 276-281, 2009.

DAVIS, M. E.; BREWSTER, M. E. Cyclodextrin-based pharmaceutics: past, present and
future. Nature Reviews Drug Discovery. v. 3, n. 12, p. 1023-1035, 2004.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

42

DAVIS, S. S. Drug delivery systems. Interdisciplinary Science Reviews, v. 25, n. 3, p.
175-183, 2013.

DE SOUSA, D.P. Medicinal Essential Oils: Chemical, Pharmacological and
Therapeutic Aspects, 1st ed.; Nova Science Publishers: New York, NY, USA, 2012; pp. 1-
236.

DEY, |.; LEJEUNE, M.; CHADEE, K. Prostaglandin E2 receptor distribution and function
in the gastrointestinal tract. British Journal of Pharmacology. v. 149, p.611-623, 2006.

DOLDER, S., HOFSTETTER, W., WETTERWALD, A., MUHLBAUER, R.C., FELIX, R.
Effect of monoterpenes on the formation and activation of osteclasts in vitro. Journal of
Bone and Mineral Research, v. 21, p. 647655, 2006.

DZUBAK, P.; HAJDUCH, M.; VYDRA, D.; HUSTOVA, A. KVASNICA, M,
BIEDERMANN, D. Pharmacological activities of natural triterpenoids and their therapeutic
implications. Natural Product Reports, v. 23, n. 3, p. 394-411, 2006.

FELLENIUS, E.; BERGLINDH, T.; SACHS, G.; OLBE, L.; ELANDER, B.; SJIOSTRAND,
S. E.; WALLMARK, B. Substituted benzimidazoles inhibit gastric acid secretion by
blocking H+/K+-ATPase. Nature, v. 290, p. 159-161, 1981.

FERRARA, N., HOUCK, K., JAKEMAN, L. AND LEUNG, D.W. Molecular and
biological properties of the vascular endothelial growth factor family of proteins.
Endocrinological Review. v. 13, p. 18-32, 1992,

GAVINI E.; SPADA G.; RASSU G.; CERRI G.; BRUNDU A.; COSSU M.; SORRENTI
M.; GIUNCHEDI P. Development of solid nanoparticles based on hydroxypropyl-p-
cyclodextrin aimed for the colonic transmucosal delivery of diclofenac sodium. Journal of
Pharmacy and Pharmacology. v.63, p.472-82, 2011.

GORNAS, P.; NEUNERT, G.; BACZYNSKI, K.; POLEWSKI, K. Beta cyclodextrin
complexes with chlorogenic and caffeic acids from coffee brew: Spectroscopic,
thermodynamic and molecular modelling study. Food Chemistry, v. 114, p. 190-196, 20009.

GRANGER, R. E.; CAMPBELL, E. L.; JOHNSON, G. A. R. (+)- and (-)-Borneol:
efficacious positive modulators of GABA action at human recombinant o1 B2 y2. GABAA
receptors. Biochemical Pharmacology, v. 69, p. 1101-1111, 2005.

GUAN, J.; HAN, J.; ZHANG, D.; CHU, C.; LIU, H.; SUN, J.; HE, Z.; ZHANG, T.
Increased dissolution rate and oral bioavailability of hydrophobic drug glyburide tablets
produced using supercritical CO: silica dispersion technology. European Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 86, n. 3, p. 376-382, 2014.

GUREVICH, K. G. Effect of blood protein concentrations on drug-dosing regimes: practical
guidance. Theoretical Biology and Medical Modelling, v. 10, n. 1, p. 1, 2013.

GYIRES, K. Neuropeptides and gastric mucosal homeostasis. Current Topics in Medicinal
Chemistry, v. 4, p. 63-73, 2004.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

43

GYIRES, K.; TOTH,V. E.; ZADORI, Z. S. Gastric mucosal protection: from the periphery
to the central nervous system. Journal of Physiology and Pharmacology, n. 3, p. 1-3,
2015.

HASGUL, R.; UYSAL, S.; HALTAS, H.; AKYOL, S.; YUKSEL, Y.; GUREL, A,
ARMUTCU, F. Protective effects of Ankaferd blood stopper on aspirin-induced oxidative
mucosal damage in a rat model of gastric injury. Toxicology and Industrial Health, v. 30,
p. 888-895, 2014.

HSU, P. I.; WU, D. C.; CHEN, W. C. et al. Randomized controlled trial comparing 7-day
triple, 10-day sequential, and 7-day concomitant therapies for Helicobacter pylori infection.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 58, n. 10, p. 5936-5942, 2014.

JAIN, K. S.; SHAH, A. K.; BARIWAL, J.; SHELKE, S. M.; KALE, A. P.; JAGTAPS, J. R,;
BHOSALE, A. V. Recent advances in proton pump innibitors and management of acid-
peptic disorders. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 15, p. 1181-1205, 2007.

JUHAS, S.; C* IKOS, S.; CZIKKOVA, S.; VESELA, J.; IL'KOVA, G.; HAJEK, T.;
DOMORACKA, K.; DOMORACKY’, M.; BUINAKOVA, D.; REHAK, P.; KOPPEL, J.
Effects of Borneol and thymoquinone on TNBS-induced colitis in mice. Folia Biologica
(Praha), v. 54, p. 1-7, 2008.

KARMELLI, F.; ELIAKIM, R.; OKON, E.; RACHMILEWITZ, D. Somatostatin effectively
prevents ethanoland NSAID induced gastric mucosal damage in rats. Digestive Diseases
and Sciences, v. 39, p. 617-625, 1994.

KNOBLOCH, K.; PAUI, A.; IBERL, B.; WEIGAND, H.; WEIS, N. Antibacterial and
antifungal properties of essential oil components. Journal of Essential Oil Research, v. 1,
p. 119-28, 1989.

KOMIYA, M.; TAKEUCHI, T.; HARADA, E. Lemon oil vapor causes an anti-stress effect
via modulating the 5-HT and DA activities in mice. Behavioural Brain Research, v. 172,
p. 240-249, 2006.

KONTUREK, P. C.; BURNAT, G; BRZOZOWSKI, T.; ZOPF, Y.; KONTUREK, S. J.
Tryptophan free diet delays healing of chronic gastric ulcer in rat. Journal Physiology
Pharmacology, v. 59, S. 2, p. 53-65, 2008.

KONTUREK, P. C.; KONTUREK, S. J.; OCHMANSKI, W. Neuroendocrinology of gastric
H+ and duodenal HCO3- secretion: the role of brain-gut axis. European Journal of
Pharmacology, v. 19, p. 15-27, 2004.

KORDALI, S.; KOTAN, R.; MAVI, A.; CAKIR, A; ALA, A. YILDRIM, A.
Determination of the chemical composition and antioxidant activity of the essential oil of
Artemisia dracunculus and of the antifungal and antibacterial activities of Turkish Artemisia
absinthium, Artemisia dracunculus, Artemisia santonicum and Artemisia spicigera essential
oils. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 53, p. 9452-9458, 2005.

KOTANI. T.; KOBATA, A.; NAKAMURA, E.; AMAGASE, K.; TAKEUCHI, K. Roles of
cyclooxygenase-2 and  prostacyclin/IP  receptors in  mucosal defense against



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

44

ischemia/reperfusion injury in mouse stomach. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v. 316, p. 547 — 555, 2006.

KRANAWETVOGL, A.; SCHULER, J.; MULLER, S.; THIERMANN, H.; WOREK, F.;
REITER, G. Elimination pathways of cyclosarin (GF) mediated by B-cyclodextrin in vitro:
Pharmacokinetic and toxicokinetic aspects. Toxicology Letters. v.222, p.164-170, 2013.

KUPSKA, M.; CHMIEL,T.; JEDRKIEWICZ, R.; WARDENCKI, W.; NAMIESNIK, J.
Comprehensive two-dimensional gas chromatography for determination of the terpenes
profile of blue honeysuckle berries. Food Chemistry. v.152, p.88-93, 2014.

KURKOQV, S.V.; LOFTSSON, T. Cyclodextrins. Review. International Journal of
Pharmaceutics, v.453, p.167-180, 2013.

KUZUYAMA, T.; SETO, H. Diversity of the biosynthesis of the isoprene units. Natural
product reports. v. 20, n. 2, p. 171-183, 2003.

KWIECIEN. S.; JASNOS, K.; MAGIEROWSKI, M.; SLIWOWSKI, Z.; PAIDO, R,
BRZOZOWSKI, B.; MACH, T.; WOJCIK, D.; BRZOZOWSKI, T. Lipid peroxidation,
reactive oxygen species and antioxidative factors in the pathogenesis of gastric mucosal
lesions and mechanism of protection against oxidative stress induced gastric injury. Journal
of Physiology and Pharmacology, v. 65, p. 613-622, 2014.

LAINE, L.; TAKEUCHI, K., TARNAWSKI, A. Gastric Mucosal Defense and
Cytoprotection: Bench to Bedside. Gastroenterology, v. 135, p. 41-60, 2008.

LE, H.T.; JEON, H.M.; LIM, C.W.; KIM, T.W. 6-Triazolyl-6-deoxy-B-cyclodextrin
derivatives: Synthesis, cellular toxicity, and phase-solubility study, Carbohydrate
Research. doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2014.03.020. 2014.

LEE, H.;, HAKANSON, R.; KARLSSON, A.; MATTSSON, H.; SUNDLER, F.
Lansoprazole and omeprazole have similar effects on plasma gastrin levels,
enterochromaffin-like cells, gastrin cells and somatostatin cells in the rat stomach.
Digestion, v. 51, p.125-132, 1992.

LEHRNER, J.; MARWINSKI, G.; LEHR, S.; JOHREN, P.; DEECKE, L. Ambient odors of
orange and lavender reduce anxiety and improve mood in a dental office. Physiology &
Behavior, v. 86, p. 92-95, 2005.

LI, F.; FENG, J.; CHENG, Q.; ZHU, W.; JIN, Y. Delivery of 125I-cobrotoxin after
intranasal administration to the brain: a microdialysis study in freely moving rats.
International Journal of Pharmaceutics, v. 328, n. 2, p. 161-167, 2007.

LIMA, A.A.; SOARES SOBRINHO, J.L.; SILVA, J.L.; CORREA JR, R.A.; LYRA, M.A,,
SANTOS,F.L.; OLIVEIRA, B.G.; HERNANDES, M.Z.; ROLIM, L.A.; ROLIM NETO,
P.J. The use of solid dispersion systems in hydrofilic carriers to increase benznidazole
solubility. Journal of Pharmaceutical Sciences, v.100, n.6, p. 2443-2451, 2011.


http://dx.doi.org/10.1016/j.carres.2014.03.020.%202014

Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

45

LIMA, A. N.; SOBRINHO, J. L. S.; CORREA-Jr, R. A. C.; ROLIM NETO, P. J.
Alternative Technologies to Improve Solubility of Poorly Water Soluble Drugs. Latin
American Journal of Pharmacy, v. 27, n. 5, p. 789-97, 2008.

LU, Y., DU, S.Y,, CHEN, X.L., WU, Q., SONG, X., XU, B., ZHAI, Y.S., Enhancing effect
of natural Borneol on the absorption of geniposide in rat via intranasal administration.
Journal of Zhejiang University SCIENCE B (Biomed. & Biotechnol.), v. 12, n. 2, p. 143-
148, 2011.

MALFERTHEINER P, MEGRAUD F, O'MORAIN C, HUNGIN AP, JONES R, AXON A,
GRAHAM DY, TYTGAT G. Current concepts in the management of Helicobacter pylori
infection-the Maastricht 2-2000 Consensus Report.,, Alimentary Pharmacology &
Therapeutics; v. 16, p. 167-80, 2002.

MALMI, H.; KAUTIAINEN, H.; VIRTA, L. J.; FARKKILA, N.; KOSKENPATO,J.;
FARKKILA, M. A. Incidence and complications of peptic ulcer disease requiring
hospitalisation have markedly decreased in Finland. Alimentary Pharmacology and
Therapeutics, v. 39, p. 496-506, 2014.

MARCUS, E. A.; VAGIN, O.; TOKHTAEVA, E.; SACHS, G.; SCOTT, D. R. Helicobacter
pylori impedes acid-induced tightening of gastric epithelial junctions. American Journal of
Physiology-Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 305, p. G731-G739, 2013.

MILANI, S., CALABRO, A. Role of Growth Factors and Their Receptors in Gastric Ulcer
Healing. Microscopy Research And Technique. v. 53, p. 360-371, 2001.

MOSSNER, J.; CACA, K. Developments in the inhibition of gastric acid secretion
European Journal of Clinical Investigation, v. 35, p. 469-475, 2005.

MOURA, P. R.; VIDAL, F. A. P. Transducdo de sinais: uma revisdao sobre proteina G
Scientia Medica, v. 21, n. 1, p. 31-36, 2011.

MUHLBAUER, R. C.; LOZANO, A.; PALACIO, S.; REINLI, A.; FELIX, R. Common
herbs, essential oils, and monoterpenes potently modulate bone metabolism. Bone, v. 32, p.
372-380, 2003.

NAGAYA, H.; SATOH, H.; KUBO, K.; MAKI, Y. Possible mechanism for the inhibition of
gastric (H+ + K+)-adenosine triphosphatase by the proton pump inhibitor AG-1749.
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 248, p. 799-805, 1989.

NAPOLITANO, L. Refractory Peptic Ulcer Disease. Gastroenterology Clinics of North
America, v. 38, p. 267-288, 2009.

NASSAR, N. N.; SCHAALAN, M. F.; ZAKI, H. F.; ABDALLAH, D. M. Octreotide
ameliorates gastric lesions in chronically mild stressed rats. World Journal of
Gastroenterology, v. 17, p. 1135-1142, 2011.

OLIVEIRA, F. A.; ANDRADE, L. N.;SOUSA, E. B.; SOUSA, D. P. Anti-ulcer activity of
essential oil constituents. Molecules. v. 19, n. 5, p. 5717-5747, 2014.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

46

OLIVEIRA, S. M. M; LORSCHEIDER, J. A.; NOGUEIRA, M. A. Avaliacdo In Vitro de
Gel Dentifricio Contendo Oleos Essenciais sobre Bactérias Cariogénicas. Latin American
Journal of Pharmacy, v. 27, p. 266-269, 2008.

PARK, T. J; PARK, Y. S, LEE, T. G.; HA, H. KIM, K. T. Inhibition of
acetylcholinemediated effects by Borneol. Biochemical Pharmacology. v. 65, p. 83-90,
2003.

PAWLIK, M. W.; KWIECIEN, S.; PTAK-BELOWSKA, A.; PAJDO, R.; OLSZANECKI,
R.; SUSKI, M.; MADEJ, J.; TARGOSZ, A.; KONTUREK, S. J; KORBUT, R,
BRZOZOWSKI, T. The renin-angiotensin system and its vasoactive metabolite angiotensin-
(1-7) in the mechanism of the healing of preexisting gastric ulcers. The involvement of Mas
receptors, nitric oxide, prostaglandins and proinflammatory cytokines. Journal of
Physiology and Pharmacology. v. 67, n. 1, p. 75-91, 2016.

PEZZINI, B. R.; SILVA, M. A. S.; FERRAZ, H. G. Formas farmacéuticas sélidas orais de
liberacdo prolongada: sistemas monoliticos e multiparticulados. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 43, n. 4, 2007.

PHILLIPSON, M.; JOHANSSON, M. E.; HENRIKSNAS, J.; PETERSSON, J.; GENDLER,
S. J.; SANDLER, S.; PERSSON, A. E.; HANSSON, G. C.; HOLM, L. The gastric mucus
layers: constituents and regulation of accumulation. American journal of physiology.
Gastrointestinal and liver physiology, v. 295 n. 4, p. G806-G812, 2008.

PREISER, J. C. Oxidative stress. Journal of Parenteral and Enteral Nutrition, v. 36, p.
147-154, 2012.

RAMA, A.CR.; VEIGA, F.; FIGUEIREDO, LV.; SOUSA, A, CARAMONA, M.
Complexos de inclusdo de indometacina com hidroxipropil - B ciclodextrina. Estudos de
dissolucdo e coeficiente de particdo. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas, v.42,
n.1, 2006.

REPETTO, M. G.; LLESUY, S. F. Antioxidant properties of natural compounds used in
popular medicine for gastric ulcers. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, v. 35, p. 523-534, 2002.

RIBEIRO, L.S.S. Sistemas Multicomponentes com ciclodextrinas como estratégia para
optimizar a biodisponibilidade oral de farmacos. Coimbra, 2005. 287 p. Faculdade de
Farmécia, Universidade de Coimbra.

ROCHA, B.A.; RODRIGUES, M.R.; BUENO, P.C.P.; COSTA-MACHADO, A.R.M,
VAZ, M.M.O.L.L.; NASCIMENTO, A.P.; BARUD, H.S.; BERRETTA-SILVA, AA.
Preparation and thermal characterization of inclusion complex of Brazilian green propolis
and hydroxypropyl-p-cyclodextrin Increased water solubility of the chemical constituents
and antioxidant activity. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry. v. 108, p. 87-94,
2012.

ROZZA, A.L.; HIRUMA-LIMA, C.A.; TAKAHIRA, R.K.; PADOVANI, C.R;
PELLIZZON, C.H. Effect of menthol in experimentally induced ulcers: Pathways of
gastroprotection. Chemico-Biological Interactions, v. 206, p. 272-278, 2013.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

47

SA-BARRETO, L. C. L.; CUNHA-FILHO, M. S. S. Ciclodextrina: Importante Excipiente
Farmacéutico Funcional. Latin American Journal of Pharmacy, 27(4):629-36, 2008.

SANTOS, C.; BUERA, M.P.; MAZZOBRE, M.F. Influence of ligand structure and water
interactions on the physical properties of b-cyclodextrins complexes. Food Chemistry. v.
132, p. 2030-2036, 2012.

SANTOS, E. S. I.; PEREIRA, D. F. A;; TEODORO, G. R.; DEL CIAMPO, J. O,
OGASAWARA, M. S.; CANETTIERI, A. C. V.; KHOURI, S.; SALVADOR, M. J.
Essential oil of Thymus vulgaris: preparation of pharmaceutical mouthwash formulation and
in vitro evaluation of the bacterial plaque-inhibiting properties. Latin American Journal of
Pharmacy, 29, 941-947, 2010.

SATOH, H.; INATOMI, N.; NAGAYA, H.; INADA, I.; NOHARA, A.; NAKAMURA, N.;
MAKI, Y. Antisecretory and anti-ulcer activities of a novel proton pump inhibitor AG-1749
in dogs and rats. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 248, p.
806-815, 1989.

SCHMIDT, B. V.KJ.; HETZERC, M.; RITTERC, H.; BARNER-KOWOLLIK, C.
Complex macromolecular architecture design via cyclodextrin host/guest complexes.
Progress in Polymer Science, v. 39, p. 235- 249, 2014.

SCHUBERT, M. L. Gastric secretion. Current Opinion in Gastroenterology. v. 21, p.
636-643, 2005.

SCHUBERT, M. L.; PERUA, D. A. Reviews in basic and clinical gastroenterology.
Gastroenterology, v. 134, p. 1842-1860, 2008.

SCHUBERT, M. L.; PEURA, D. A. Control of Gastric Acid Secretion in Health and
Disease. Gastroenterology, v. 134, n. 7, p. 1842-1860, 2008.

SHERRY, M.; CHARCOSSET, C.; FESSI, H.; GREIGE-GERGES, H. Essential oils
encapsulated in liposomes: a review. Journal of Liposome Research, v. 23, n. 4, p. 268-
275, 2013.

SIEPMANN J. Modeling of diffusion controlled drug delivery. Journal of Controlled
Release, v. 161, n. 2, p. 351-362, 2012.

SILVA-FILHO JC, OLIVEIRA NN, ARCANJO DD, QUINTANS-JUNIOR LJ,
CAVALCANTI SC, SANTOS MR, OLIVEIRA RDE C, OLIVEIRA AP. Investigation of
mechanisms involved in (-)-Borneol-induced vasorelaxant response on rat thoracic aorta.
Basic & Clinical Pharmacology & Toxicology, v. 110, n. 2, p. 171-177, 2012.

SIMOES, C. M. O.; SCHENKE,L E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A
PETROVICK, P. R. Farmacognosia - da planta ao medicamento. 5* Ed. Porto
Alegre/Floriandpolis: Editora da UFSC; 2004.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

48

SIMOES, C. M. O.;: SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P.; MENTZ, L. A.;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia - da planta ao medicamento. 5* Ed. Porto
Alegre/Floriantpolis: Editora da UFSC; 2004.

SOARES-SOBRINHO, J. L.; SOARES, M. F. R.; ROLIM-NETO, P. J.; LABANDEIRA, J.
J. T. Physicochemical study of solid-state benznidazole—cyclodextrin complexes. Journal of
Thermal Analysis and Calorimetry, v. 106, n. 319-325, 2011.

SPRICIGO, R.; BOTELHO, K. C. A; CONSIGLIERI, V. O.; SERRA, C. H. R. Obtencéo e
Avaliacdo de Complexos de Incluséo de Furosemida com B-ciclodextrina e hidroxipropil-p-
ciclodextrina: Efeitos sobre as Propriedades de Dissolucdo do Farmaco. Latin American
Journal of Pharmacy, v. 27, n. 5, p. 645-53, 2008.

STELLA, V. J.; HE, Q. Cyclodextrins. Toxicologic Pathology, v. 36, p. 30-42, 2008.

SVOBODA, K. P.; HAMPSON, J. B. Bioactivity of essential oils of selected temperate
aromatic plants: antibacterial, antioxidant, antiinflammatory and other related
pharmacological activities. In: Speciality Chemicals for the 21st Century,
ADEME/IENICA, p. 1-17, 1999.

SZABO, S.; NAGY, L.; PLEBANI, M. Glutathione, protein sulfhydryls and cysteine
proteases in gastric mucosal injury and protection. Clinica Chimica Acta, v. 206, p. 95-105,
1992,

TABANCA, N.; DEMIRCI, B.; BASER, K. H.; AYTAC, Z.,; EKICI, M.; KHAN, S. I;
JACOB, M. R.; WEDGE, D. E. Chemical composition and antifungal activity of Salvia
macrochlamys and Salvia recognita essential oils. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 54, p. 6593— 6597, 2006.

TABANCA, N.; KIRIMER, N.; DEMIRCI, B.; DEMIRCI, F.; BASER, K. H. Composition
and antimicrobial activity of the essential oils of Micromeria cristata subsp. phrygia and the
enantiomeric distribution of Borneol. Journal of the Science of Food and Agriculture, v.
49, p. 4300-4303, 2001.

TAKEUCHI, K. Gastric cytoprotection by prostaglandin E2 and prostacyclin: relationship to
EP1 and IP receptors. Journal of physiology and pharmacology, v. 65, p. 314, 2014.

TANG, R. S.; CHAN, F. K. Therapeutic management of recurrent peptic ulcer disease.
Drugs, v. 72, n. 12, p. 1605-1616, 2012.

TARNAWSKI, A.; HOLLANDER, D.; STACHURA, J.; KRAUSE, W. J.; ELTORAI, M.;
DABROS, W.; GERGELY, H. Vascular and microvascular changes—Kkey factors in the
development of acetic acid induced gastric ulcers in rats. Journal Clinical
Gastroenterology, v. 12, S148-S157, 1990.

TARNAWSKI, A.; AHLUWALIA, A.; JONES, K. M. Gastric Cytoprotection Beyond
Prostaglandins: Cellular and Molecular Mechanisms of Gastroprotective and Ulcer Healing
Actions of Antacids. Current Pharmaceutical Design, v. 19, n. 1, p. 126-132, 2013.



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

49

TARNAWSKI, A. S. Cellular and Molecular Mechanisms of Gastrointestinal Ulcer Healing.
Digestive Diseases and Sciences, v. 50, S. 1, p. S24-S33. 2005.

TIAN, J.; BAN, X.; ZENG, H.; HE, J.; HUANG, B.; WANG O. Chemical composition and
antifungal activity of essential oil from Cicuta virosa L. var. latisecta Celak. International
Journal of Food Microbiology, v. 145, p. 464-470, 2011.

TROMBETTA, D.; CASTELLI, F.; SARPIETRO, M.G.; VENUTI, V.; CRISTANI, M.;
DANIELE, C.; SANA, A.; MAZZANTINI, G.; BISIGNANO, G. Mechanisms of
Antibacterial Action of Three Monoterpenes. Antimicrobial Agents and Chemotherapy,
V. 49, p. 2474-2478, 2005.

TSUKIMI, Y; OKABE, S. Recent Advances in Gastrointestinal Pathophysiology: Role of
Heat Shock Proteins in Mucosal Defense and Ulcer Healing. Biological Pharmaceutical
Bulettin. v. 24, p. 1-9, 2001.

TUBEROSO, C. I.; KOWALCZYK, A.; CORONEO, V.; RUSSO, M. T.; DESSI, S,
CABRAS, P. Chemical composition and antioxidant, antimicrobial and antifungal activities
of the essential oil of Achillea ligustica all. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v. 53, p. 10148- 10153, 2005.

WAGNER, K. H.; ELMADFA, 1. Biological relevance of terpenoids. Overview focusing on
mono-, di- and tetraterpenes. Annals of Nutrition and Metabolism, v. 47, n. (3-4), p. 95-
106, 2003.

WALLACE, J. L. Prostaglandins, NSAIDs, and gastric mucosal protection: why doesn’t the
stomach digest itself? Physiological Reviews, v. 88, p. 1547-1565, 2008.

WALLACE, J. L.; MA, L. Inflammatory Mediators in Gastrointestinal Defense and Injury.
Experimental Biology and Medicine. v. 226, p. 1003-1015, 2001.

WANG, G.; WANG, L.; XIONG, Z. Y.; MAO, B.; LI, T. Q. Compound salvia pellet, a
traditional Chinese medicine, for the treatment of chronic stable angina pectoris compared
with nitrates: a meta-analysis. Medical Science Monitor, v. 12, p. 1-7, 2006.

WELAGE, L. S. Overview of pharmacologic agents for acid suppression in critically ill
patients. American Journal of Health-Sistem Pharmacy. v. 62, p. S4-S10, 2005.

WENQIANG, G.; SHUFEN, L.; RUIXIANG, Y., YANFENG, H. Comparison of
composition and antifungal activity of Artemisia argyi Levl. et Vant inflorescence essential
oil extracted by hydrodistillation and supercritical carbon dioxide. Natural Product
Research, v. 20, p. 992-998, 2006.

XIONG, Z.; XIAQ, F.; XU, X; WU, Y.; JIANG, X. Studies on pharmacological activity of
borneol. China journal of Chinese materia medica. v. 38, n. 6, p. 786-790, 2013.

YANG, H.; PARNIAK, M. A,; HILLIER, S. L.; ROHAN, L. C. A thermodynamic study of
the cyclodextrin — UC781 inclusion complex using a HPLC method. Journal of Inclusion
Phenomena and Macrocyclic Chemistry, Dordrecht, v. 72, n. 3-4, p. 459-465, 2012,



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

50

YAO, Y.; XIE, Y.; HONG, C.; LI, G.; SHEN, H.; JI, G. Development of a
myricetin/hydroxypropyl-B-cyclodextrin inclusion complex: preparation, characterization
and evaluation. Carbohydrate Polymers (2014),
http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2014.04.006.

ZABLOCKA, A.; JANUSZ, M. The two faces of reactive oxygen species. Postepy Higieny
i Medycyny Doswiadczalnej, v. 62, p. 118-124, 2008.

ZHENG, C.; SHIXIANG, H.; YUANBO, L.; BINBIN, Z.; ZHAOXIANG, Y.
SHUGUANG, X.; et al. Effect of Borneol on the distribution of gastrodin to the brain in
mice via oral administration. Journal of Drug Targeting, v. 16, 2008.


http://dx.doi.org/10.1016/j.carbpol.2014.04.006

Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

51

Capitulo 11 — Resultados submetidos a publicacao

Este capitulo abordara os resultados a obtidos neste trabalho na forma de artigo submetido
ao periodico internacional Chemico-Biological Interactions em Setembro de 2016 (Fator de

impacto 2.577; Qualis A2 em Biotecnologia)

Preparacdo e caracterizacao fisico-quimica de complexos de incluséo de (-)-Borneol

com B-ciclodextrina e seus efeitos gastroprotetor e cicatrizante em roedores

Preparation and physicochemical characterization of inclusion complexes of (-) -
Borneol with B-cyclodextrin and its gastroprotective effect and healing in rodents

Irisdalva Sousa Oliveira?, Francilene Vieira Oliveira?, Hélio Barros Fernandes?, Paula dos
Passos Menezes®, Dayanne Valéria Soares Santana®, Jullyana de Souza Siqueira Quintans®,
Lucindo José Quintans-Janior®, Adriano Antunes de Souza Aradjo® Rita de Céssia Meneses

Oliveira®d*

aPostgraduate Program in Biotechnology - RENORBIO, Focal Point - Federal University of
Piaui, Teresina, Piaui, Brazil

bDepartment of Pharmacy, Federal University of Sergipe, Sdo Cristovao, Sergipe, Brazil;
‘Department of Physiology and Pharmacology, Federal University of Sergipe, Aracaju,
Sergipe, Brazil

dMedicinal Plants Research Center, Health Sciences Center, Federal University of Piaui,

Teresina, Piaui, Brazil

*Corresponding author: Rita de Céssia Meneses Oliveira, PhD, Medicinal Plants Research
Center, Federal University of Piaui, 64049-550 Teresina, Brazil. Phone: +55 86 3215-5872,
E-mail: menesesoliveira@gmail.com



mailto:menesesoliveira@gmail.com

Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

52

RESUMO

Este trabalho descreve as acbes gastroprotetoras do (-)-Borneol (1,7,7-
Trimetilbiciclo[2.2.1]heptan-2-0l) e do Borneol complexado em B-ciclodextrina (Borneol-
CD) contra lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos ou isquemia e reperfusdo
em ratos. Além disso, investigou-se o potencial cicatrizante em modelo crbnico de lesbes
géstricas produzidas por acido acético. A preparacdo do (-)-Borneol complexado em B-CD
foi realizada pelos métodos de mistura fisica (MF) e co-evaporacdo (CE). Para a
caracterizacdo fisico-quimica, foram utilizadas as técnicas de calorimetria exploratoria
diferencial (DSC), termogravimetria/termogravimetria derivada (TG/DTG), teor de umidade
por titulacdo de Karl Fisher, espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e Difratometria de Raios X (XRD). O
método de CE indicou a ocorréncia da formacdo do complexo de inclusdo entre o
monoterpeno ¢ a B-CD, sendo este o escolhido para a realizacdo dos testes in vivo. A
administracdo intragastrica de Borneol ou de Borneol-CD (25 e 50 mg/kg), antes da inducéo
das lesdes por etanol ou por isquemia e reperfusdo, mostrou uma protecdo significativa. No
modelo de inducéo de lesdes gastricas por acido acético em ratos, o Borneol e o Borneol-CD
(50 e 100 mg/kg) mostraram um efeito na aceleracdo da cicatrizagdo, em relacdo ao grupo
controle, quando administrados durante 7 dias consecutivos. Através desses resultados,
pode-se concluir que o Borneol apresenta potencial atividade gastroprotetora e cicatrizante e
a complexagdo do mesmo em [B-CD parece melhorar suas propriedades quimicas e

farmacoldgicas.

Palavras-chave: Borneol, p-ciclodextrina, gastroprote¢do, cicatrizagdo gastrica,

antioxidante

ABSTRACT

This work discribes the gastroprotective actions of (-)-Borneol (1,7,7-
Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-ol) and Borneol complexado in B-ciclodextrina (Borneol-
CD) against ethanol induced lesions in mice or ischemia and reperfusion in rats.
Furthermore, were investigated the healing clinical potential in gastric lesions model

produced by acetic acid. The preparation of (-)-Borneol complexed with B-CD was made by
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physical mixture (PM) and slurry complex (SC) methods. For physicochemical
characterization, were used the techniques of differential scanning calorimetry (DSC),
thermogravimetry/derivative thermogravimetry (TG/DTG), moisture content by Karl Fischer
titration, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy
(SEM) and X-ray diffraction (XRD). The SC method indicated the occurrence of the
formation of the inclusion complex between the monoterpene and B-CD, which is chosen for
the in vivo tests. The intragastric administration of Borneol or Borneol-CD (25 and 50
mg/kg), before inducing gastric ulcers by ethanol or ischemia and reperfusion, showed a
significant protection. In the model of gastric lesions induction by acetic acid in rats, both
Borneol and Borneol-CD (50 and 100 mg/kg) display an effect in the acceleration of the
healing, in relation to the control group, when administered for 14 consecutive days.
Through these results it can be concluded that Borneol has potential gastroprotective and
healing activity and its complexed in B-CD appear to improves its chemical and

pharmacologic properties.

Keywords: Borneol, B-cyclodextrin, gastroprotection, gastric healing, antioxidant

1. Introducgéo

A Ulcera péptica é uma doenca que representa um problema de Sadde Publica, pois a
mesma esta associada a perda na qualidade de vida, perda de produtividade no trabalho e
crescentes gastos no tratamento das complicacdes da doenca. Entre as complicacBes mais
frequentes estdo os casos de hemorragia gastrointestinal (sangramento), que ocorrem em até
15% das Ulceras, e os de Ulcera perfurada, referida em cerca de 7% de seus pacientes.
Ambas as complicacBes sdo causas frequentes de internacdo e de mortalidade pela doenca
(BARKUN; LEONTIADIS, 2010). De acordo com Oliveira et al., 2015, a prevaléncia de
casos de Ulcera no Brasil, no ano em estudo, foi de 0,2% e 0,1%, em homens e mulheres,
respectivamente e a taxa de mortalidade nacional, de 3,0/200 mil habitantes (3,6/100 mil em
homens; 2,3/100 mil em mulheres); as prevaléncias e taxas de mortalidade aumentaram com
a idade, independentemente do sexo, com maiores valores entre homens.

Entre as drogas protetoras gastricas mais utilizadas na pratica clinica estdo os
inibidores da secrecdo acida como os antagonistas do receptor H2 (H2RAS) e inibidores da
bomba de prétons (PPIs). No entanto, varios estudos tém relatado que os PPIs estdo

associados com o aumento do risco de osteoporose e de infarto no miocardio (Ml),
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deficiéncias de vitaminas e interagdes medicamentosas com drogas anti-agregantes
plaquetares, reduzindo sua eficacia, como por exemplo, o clopidogrel (TARGOWNIK et al.,
2008; REN et al., 2011; WEDEMEYER et al., 2014; SHAH et al., 2015). Produtos naturais,
tais como plantas medicinais, tém sido amplamente utilizados na pesquisa de novas
alternativas medicamentosas de doengas em todo o mundo (LI et al., 2011, ROZZA,
PELLIZZON, 2013; KANGWAN et al., 2014).

Neste contexto, podemos citar o Borneol (1,7,7-trimetilbiciclo [2.2.1] heptan-2-ol),
um monoterpeno biciclico presente nos dleos essenciais de diversas plantas medicinais, que
sdo utilizadas como um agentes terapéuticos na China ha mais de 1500 anos (HATTORI,
2000). Seus usos na medicina popular incluem tratamento da dor abdominal, especialmente
0 estbmago; aplicagdo para feridas e queimaduras; alivio de dores reumaticas; hemorroidas;
ulceracdes da pele na boca, orelhas, olhos ou nariz; e aromaterapia (HORVATHOVA et al.,
2009; WANG et al., 2006).

Estudos tém demonstrado agdes farmacoldgicas do Borneol ligadas as atividades
antibacteriana e antifungica (KNOBLOCH et al.,, 1989; TABANCA et al.,, 2001,
WENQIANG et al., 2006), antioxidante (KORDALI et al., 2015; CANDAN et al., 2003),
imunomodulatéria (JUHA et al., 2008), efeito anti-hipertensivo (RAJA et al., 2010; SILVA-
FILHO et al., 2011), cicatrizante topico (BARRETO et al.,, 2014), antitrombdtico e
antiplaquetario (LI et al., 2008), anti-inflamatéria e antinociceptiva (ALMEIDA et al.,
2013). Outras aplicabilidades para o Borneol tem sido seu uso como adjunto tecnoldgico
para melhorar a penetracdo de farmacos através da pele, mucosas gastrintestinais e nasais,
barreira corneo e hemato-encefalica (ZHENG et al., 2008).

No entanto, algumas limitacfes tém impossibilitado o seu uso, como por exemplo, a
instabilidade na preparacdo e no processo de armazenamento, devido a sua alta sublimacéo e
degradacéo facil a canfora, que € um composto altamente toxico. Outra limitacdo importante
é a sua insolubilidade em agua (BHATIA et al., 2008). Farmacos pouco sollveis em agua
apresentam, em geral, problemas de biodisponibilidade, sendo a dissolugédo o fator limitante
para a absor¢cdo dos mesmos. Dentre as técnicas empregadas para aumentar a dissolucéo e
diminuicdo de toxicidade, destaca-se o emprego da complexacdo de farmacos com
ciclodextrinas. Um possivel caminho para melhorar as essas propriedades seria a
complexacdo com ciclodextrina (CD) hidrofilicas, j& bastante disseminadas no mercado,
com um elevado nimero de formulacBes derivadas de CD disponiveis comercialmente,
como por exemplo, o farmaco Abilify® (aripiprazol) (BREWSTER et al., 2007). As
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ciclodextrinas (CDs) sdao uma familia de oligossacarideos ciclicos composta de subunidades
de glucopiranose a-1,4-ligadas. As trés CDs mais comuns que ocorrem naturalmente, o-CD,
B-CD e y-CD, consistem em 6, 7 e 8 unidades de glicose, respectivamente, e sdo produzidos
por conversdo enzimatica do amido. As CDs podem formar complexos de inclusdo tanto em
meio liquido quanto no estado solido (YUAN et al, 2014), onde apds a complexacdo sdo
capazes de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas da “molécula hospede”
(CASTRONUOVO; NICCOLI, 2013). As CDs podem reduzir a volatilidade, viabilizar
compostos liquidos na forma so6lida, mascarar o odor e o sabor desagradavel de alguns
compostos, evitar incompatibilidades indesejaveis, aumentar a biodisponibilidade e a
estabilidade na presenca de luz, calor e condigdes oxidantes (SANTOS; BUERA,
MAZZOBRE, 2012; ROCHA et al, 2012).

Com base nessas informacdes e, levando em consideracdo que ndo existem estudos
farmacologicos do (-)-Borneol em doencas digestivas, o objetivo deste trabalho foi preparar
e caracterizar fisico-quimicamente complexos de incluséo de (-)-Borneol em B-ciclodextrina
e avaliar seus efeitos em lesbes gastricas fazendo uma comparacdo de sua forma ndo

complexada com a forma complexada em B-ciclodextrina.

2. Metodologia
2.1.  Substancias quimicas

As substéncias utilizadas foram (-)-Borneol, B-CD, carbenoxolona, N-acetilcisteina
(NAC), écido acético e cimetidina (Sigma-Aldrich, EUA); etanol absoluto (MULTILAB,
Brasil). O Borneol foi dissolvido em Tween 80 a 1% e diluido numa solucédo salina (NaCl
0,9%) e Borneol-CD apenas em solucdo salina. O Borneol e outras concentracfes de droga

foram ajustadas para o tratamento para se obter um volume de 10 mL/kg.

2.2. Preparacao dos complexos de (-)-Borneol/p-CD

Uma mistura fisica (MF) foi preparada através da mistura mecénica de (-)-Borneol
(154 mg) com B-CD (1135 mg) pulverizado, sob agitagdo manual numa razdo molar de 1:1.
Apdbs a mistura, a amostra foi mantida em um recipiente de vidro hermeticamente fechado.
Um complexo por co-evaporacdo (CE) foi preparado pela adicdo de agua (20 mL) em um
almofariz contendo B-CD (1135 mg) e (-)-Borneol (154 mg), também numa raz&o molar de
1:1. A mistura foi sujeita a agitacdo magnética em 15 g durante 36h. Posteriormente, a
amostra foi transferida para um recipiente e seca em um dessecador. Baseando-se na

propor¢do molar entre o Borneol e a B-CD, estima-se que 12% da massa do complexo,
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represente a quantidade de Borneol. As doses utilizadas no estudo estdo representadas na
tabela 1.
Tabela 1. Relacdo entre as doses do Borneol ndo complexado e do Borneol complexado em

[B-ciclodextrina.

Borneol Borneol-CD

12,5 mg/kg 12,5 mg/kg (1,5 mg/kg de Borneol)*
25 mg/kg 25 mg/kg (3 mg/kg de Borneol)*
50 mg/kg 50 mg/kg (6 mg/kg de Borneol)*
100 mg/kg 100 mg/kg (12 mg/kg de Borneol)*

*Quantidade de borneol no complexo

2.3. Andlise térmica

As curvas DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial) e TG/DTG
(Termogravimetria/Termogravimetria Derivada) foram obtidas em temperaturas entre de
25 a 500°C e de 25 a 900°C, respectivamente, utilizando um aparelho Shimadzu DSC-60 e
TGA-60, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (100 mL/min) e a taxa de aquecimento de
10°C/min utilizando cadinhos de aluminio (DSC) e platina (TG/DTG) com
aproximadamente 2 mg da amostra. Os aparelhos foram previamente calibrados e/ou
verificados usando o padrdo oxalato de calcio para TG (pureza 99,99%) e do metal indio
para DSC.

2.4.  Titulagdo de Karl Fisher

Os teores de umidade da mistura fisica e do co-evaporado foram determinados
através do método Karl Fischer Titrino Plus KF 870 (Metrohm), utilizando o metanol

(Fluka) como solucdo de titulagéo. As analises foram realizadas em triplicata.
2.5.  Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho do (-)-Borneol, 3-CD, MF e CE foram obtidos na
faixa de 4000-500 cm™ em pastilhas de KBr, utilizando um espectrometro de transformada

de Fourier modelo Shimadzu IRTracer-100 a temperatura ambiente.
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2.6.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Amostras de pB-CD, MF e CE foram montadas em suportes de aluminio,
posteriormente metalizados com feixes de ouro e visualizadas em um microscépio eletrénico
de varredura (JEOL JSM-6390- modelo LV) em aceleragdo de voltagem de 8 kV, para a
captura de imagem.

2.7. XRD (Difracéo de raios X)

Os resultados do Difratbmetro de Raios X para pos, foram obtidos atraves de um
Rigaku com um tubo de CuK, na faixa de 3-65 6 (2h) ¢ 1 seg. da passagem do tempo,
realizado com o método de difracdo de p6 XRD powder (difracdo de raio X).

2.8. Animais

Camundongos Swiss (25-30 g) e ratos Wistar (180-220 g), fémeas, foram mantidos
sob condicGes controladas (24 + 1°C, ciclo de claro/escuro de 12 h), com comida e agua ad
libitum. Antes de cada experimento, foram mantidos em jejum por 18 h e em seguida,
aclimatizados ao ambiente de teste por 2 h. Os animais foram divididos aleatoriamente em
grupos diferentes (n = 7 animais). No modelo de lesdes gastricas induzidas por acido acético
ou isquemia e reperfusdo, os animais foram anestesiados com cetamina e cloreto de xilazina
(50 e 5 mg/kg, i.p., respectivamente). ApoOs todos os procedimentos experimentais, 0s
animais foram eutanasiados por tiopental sédico (100 mg/kg, i.p.). Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal do Piaui, Teresina, Brasil (CEEA-PI, nimero 008/12).

2.9. Lesdes gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos

Os ratos foram tratados oralmente com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg), Borneol ou
Borneol-CD (12,5; 25 ou 50 mg/kg), ou N-acetilcisteina (200 mg/kg). Ap6s 30 min, 0s
animais foram anestesiados com cetamina e xilazina e submetidos a isquemia induzida por
oclusdo da arteria celiaca (clamp microvascular), durante 30 min, seguido de reperfuséo
durante 1 h (UEDA; OKADA, 1989). Os animais foram entdo eutanasiados, seus estdbmagos
foram removidos e as lesdes gastricas foram analisadas. A area das lesdes gastricas foi

medida utilizando o ImageJ-NIH®. A area da lesdo foi calculada como se segue: area da
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lesdo (em porcentagem) = &rea da lesdo (em milimetros quadrados) x 100/area total (em
milimetros quadrados) (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

2.10. LesOes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos

Os camundongos foram tratados oralmente com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg),
Borneol ou Borneol-CD (12,5; 25 ou 50 mg/kg), ou carbenoxolona (100 mg/kg). Apds 1
hora, os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal) e depois de 30 min, foram
eutanasiados, seus estdmagos foram removidos e as lesbes gastricas foram analisadas.
(ROBERT et al., 1979). A area das lesdes gastricas foi medida utilizando o ImageJ-NIH®.
A éarea 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) (BHARGAVA;
GUPTA; TANGRI, 1973).

2.11. LesOes gastricas induzidas por acido acético

Ratos foram anestesiados com cetamina e xilazina, a cavidade abdominal foi aberta
(aproximadamente 2 cm de incisdo), e o estdbmago foi exposto. Para induzir uma Ulcera
gastrica, de um tubo de plastico de 8 mm de diametro e 2 cm de comprimento foi utilizado,
em contato com a serosa do estdbmago para limitar a area que seria ferido. Setenta microlitros
de &cido acético a 80% foram adicionados ao tubo, que manteve contato com a serosa do
estdbmago durante 1 min. Apo6s o acido acético ser removido com a ajuda de uma pipeta
automaética, o sitio foi lavado com solugdo salina (OKABE et al., 1972). O estdmago foi
acomodada na cavidade abdominal, e a regido abdominal foi suturada. Um dia ap6s a
inducdo da Ulcera, o tratamento por via oral com veiculo foi iniciado com cimetidina (100
mg/kg), Borneol ou Borneol-CD (25, 50, e 100 mg/kg) durante 7 dias consecutivos. Apés o
tratamento crdnico, os animais foram eutanasiados e o estdmago foi removido (aberta ao
longo da curvatura maior). Lavou-se com agua destilada, para entdo medir a area ulcerada
(com o auxilio de um paquimetro). O célculo da area ulcerada (em milimetros quadrados)
foi realizada por medicéo da altura x o comprimento. O volume da Ulcera (em milimetros
cubicos) foi calculada pela medicédo da area ulcerada x profundidade da ulcera (POTRICH et
al., 2010).



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

59

2.12. Avaliacdo histopatologica

Os estdmagos dos animais submetidos ao protocolo de lesdes induzidas por etanol ou por
acido aceético, foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura. Apos a medicéo das
lesGes, forma retiradas amostras dos tecidos lesionados. Estes foram fixados em solugéo de
formaldeido a 10%, desidratados com alcool e xileno e embebidos em parafina. Em seguida,
foram seccionados a 5 pm para avaliacdo histolégica ap6és a coloracdo com
hematoxilina/eosina (HE). As sec¢Bes gastricas foram observadas e fotografadas sob um
microscopio estereoscopico com ampliagdo de 100x.

2.13. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média = SEM. A significancia estatistica para as
diferencas entre grupos foi calculada por andlise de variancia (ANOVA) e o realizado o p6s
teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism™ 5.0 (San Diego, CA, EUA). As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Termogravimetria/

Termogravimetria Derivada (TG/DTG) e Titulacdo de Karl Fisher

As curvas de DSC do (-)-Borneol, do B-CD, da mistura fisica (MF) e do complexo
co-evaporado (CE) estdo apresentadas na Figura 1. A curva do monoterpeno exibiu um
evento endotérmico a 76,03 °C relacionadas com o ponto de sublimacdo da amostra,
enquanto a curva de B-CD apresentou trés eventos endotérmicos: 30-136 °C, 218-230 °C e
294-360 °C. Estes eventos foram atribuidos a desidratacdo, a transicdo de fase e ao ponto de
fusdo da molécula, respectivamente. A mistura fisica mostrou uma sobreposicao de eventos
de desidratagdo e sublimagao do B-CD e (-)-Borneol, respectivamente. O aparecimento deste
evento sugere a presenc¢a de moléculas do monoterpeno adsorvidas na superficie de B-CD e
sem formacdo de complexo de inclusdo, uma vez que a curva do complexo co-evaporado
mostrou ter apenas os eventos de desidratacdo e de fusdo, caracterizando a presenca de f3-
CD, sugere-se a formacao de complexo de incluséo.

As curvas TG/DTG (Figura 2 e Tabela 1) corroboram com estes resultados, mostrando
que, na primeira fase (30-150 °C) todo o contetdo do B-CD corresponde a liberacdo de 4gua
da molécula como evidenciado no teor de umidade e na segunda fase, ndo houve perda de
peso da molécula hospedeira, referindo-se a fase de transi¢do do B-CD. Assim como na

primeira fase, todo o (-)-Borneol foi sublimado, entéo a perda de peso da segunda fase (150-
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294 °C) deve estar relacionada com o monoterpeno complexado, levando em consideragéo
que, nesta fase, ndo ha (-)-Borneol livre ou perda de massa significativa da 3-CD. Portanto,

houve formacao de complexo de inclusdo apenas pelo método de co-evaporacao.

Tabela 2: Perda de massa do (-)-Borneol, da B-CD, da mistura fisica (PM) e do complexo
co-evaporado (CE) obtidos com termogravimetria/termogravimetria derivada e % de &gua
obtida por titulacdo de Karl Fisher.

Amostra Aml % Am2 (%) Am3 (%) Am4(%) Karl Fisher
30-150°C  150-294°C  294-500°C 500-900°C % H20*
(-)-Borneol 98.28 - - - 0.62+£0.24
B-CD 12.19 0.60 73.43 13.78 13.75+0.39
Mistura fisica 20.63 0.1 74.53 10.86 12.48 £ 0.65
Complexo co-evaporado 12.02 4.90 84.33 8.20 13.18 £ 0.44

* Resultados expressos como média e desvio padrdo da média (SD).

Figura 1. Curvas DSC do (-)-Borneol, da B-CD, da mistura fisica (PM) e do complexo
co-evaporado (CE) numa atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mlemin-1) e temperatura de
10 °C-min-1.
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Figura 2. Curvas TG do (-)-Borneol, da B-CD, da mistura fisica (PM) e do complexo
co-vaporado (CE) numa atmosfera dinamica de nitrogénio (50 ml.min) e temperatura de
10 °C.min*t
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3.2.  Espectros de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 3 mostra o espectro de FTIR do (-)-Borneol, da p-CD, da mistura fisica e
do complexo co-evaporado. Para o (-)-Borneol, foi possivel observar uma banda de larga
intensidade entre 3488-3182 cm™, que esta relacionado com o estiramento assimétrico do
grupo funcional -OH. A banda encontrada na regido espectral de 2944-2866 cm
correspondente ao modo de estiramento CH dos grupos CH2-CHs. Foi possivel observar
uma banda na regido de 1453 cm™, que esté relacionada com o modo de deformacdo angular
em CH.. A absorcio observada na regido de 1394-1340 cm foi relacionada com a deflexdo
angular CHs. As bandas observadas em 1139, 1109 e 1056 cm™ foram relacionados com
modo de estiramento CO de alcoois. No espectro de infravermelho do B-CD puro pode ser
observado uma banda extensa com absor¢do maxima em cerca de 3340 cm, referente ao
estiramento simétrico dos grupos hidroxilas da p-CD. A banda em 1647 cm™ foi relacionada
com as vibragdes desses grupos OH. O espectro mostra outras bandas, especialmente 2926
cm? (vibrages C-H e de alongamento dos grupos CH e CH,) em 1411, 1368, 1335, 1301 e
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1246 cm™ devido a vibragBes de estiramento C-H e, a 1154, 1080 e 1027 cm™ foram

atribuidas as vibragdes estiramento CO, as ligacOes entre grupos C-O-C éter e hidroxila.

Finalmente faixas tipicas da regido 1000-700 cm™, pertencentes as vibragdes das
ligagbes C-H e as vibragGes do esqueleto C-C no anel de glicopiranose, também estdo
presentes. Na andlise das bandas que representam a MF e CE, € possivel observar algumas
diferencas quando comparado com os espectros da -CD e (-)-Borneol, essa mudanca pode
ser atribuida a afinidade do (-)-Borneol pela B-CD. Em todas as bandas em 1010 cm
observou-se um aumento na intensidade quando comparadas com (-)-Borneol,
principalmente pelo método de CE. Esta banda € caracteristica do grupamento O-H presente
na molécula hdspede, além disso, a banda na faixa espectral de 2900 cm™, descrita no
espectro do (-)-Borneol, apresentou-se com maior intensidade no espectro do CE,

demonstrando a presenca do monoterpeno no complexo de incluséo.

Figura 3. Espectros de infravermelho do (-)-Borneol, da B—CD, da mistura fisica (MF) e do

co-evaporado (CE)
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3.3.  Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 4 mostra as imagens de MEV do (-)-Borneol, do B-CD, da mistura fisica
(MF) e do complexo co-evaporado (CE) nos aumentos de 600x e 1000x. A partir das
imagens, pode-se observar a sublimacdo do monoterpeno, dependendo da temperatura
resultante da energia dos elétrons durante a analise. No que se refere a 3-CD, observa-se sua
superficie retangular, e o tamanho bem definida de aproximadamente 160 + 0,3 um. J& a
mistura fisica e o complexo co-evaporado tiveram tamanhos na ordem de 80 + 1,7 a 3,3 =
0,9 um, respectivamente. Além disso, alteracdes morfologicas foram observadas na amostra
da mistura fisica em relacdo a B-CD, mas o complexo co-evaporado de tamanho reduzido

apresentou-se com amorfias.

Figura 4. Fotomicrografias em MEV de sec@es transversais (1 e 10 um) do (-)-Borneol, da

B-CD, da mistura fisica (MF) e do complexo co-evaporado (CE).
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3.4. Difracéo de raios X

Como mostrado na Figura 5, o (-)-Borneol praticamente ndo apresentou linhas de
difracdo, demonstrando assim que a sua estrutura ndo tem um perfil muito cristalino. J& -
CD apresentou um perfil muito cristalino e este foi também observado na mistura fisica.
Além disso, no difratograma da reducdo do co-evaporado em linhas de difracdo, também foi
observado o aparecimento de novas linhas de difragdo como em 39,3°, caracterizando assim,

nova formac&o de fase solida, que caracteriza a formacao do complexo de inclus&o.

Figura 5. Difracdo de raios X do (-)-Borneol, da B-CD, da mistura fisica (MF) e do

complexo co-evaporado (CE).

J (-)-borneol
= 4 1 A
\J B8-CD

MF

Intensidade

CE

| I 1 | | | |
0 50 100 200 250 300 350 400
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3.5.  Efeito do Borneol sobre lesdes gastricas induzidas por etanol
Em andlise macroscopica, no grupo tratado com veiculo, foram observadas lesdes do

tipo hemorragicas. Este grupo apresentou uma area ulcerada com média de 26,33+2,39% em
relacdo a area total da porcao glandular gastrica. O controle positivo carbenoxolona forneceu
gastroprotecdo 87,17% (3,35 £ 0,77%) e os grupos tratados com Borneol (25 e 50 mg/kg)
demonstraram gastroprotecdo de 60,39 (10,43+2,24%) e 39,08% (16,04+3,48%),
respectivamente, quando comparados ao grupo controle. O grupo tratado com Borneol-CD
também exibiu gastroprotecdo de 55,37% na dosagem de 25 mg/kg (11,74 £+ 2,81%) e de
70,91% na dosagem de 50 mg/kg (7,66 + 1,64%). No entanto, nenhuma das substancias

mostrou efetiva protecdo gastrica na dose de 12,5 mg/kg. Dados representados na tabela 3.
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3.6.  Efeitos do Borneol sobre lesbes gastricas induzidas por isquemia e reperfuséo
em ratos

Os resultados mostram que um estado de isquemia por 30 min seguida de um periodo
de reperfusdo por 60 min induz lesdes na mucosa gastrica e que estas foram reduzidas
(p<0,05) em animais pré-tratados com Borneol 25 mg/kg (7,82 + 1,67%) ou 50 mg/kg (8,56
+ 1,47%); Borneol-CD 25 mg/kg (6,51 + 1,69%) ou 50 mg/kg (4,78 £ 0,62%) ou NAC 200
mg/kg (2,13 + 0,61%), quando comparados ao grupo controle (16,93 + 2,12 %). Dados

mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Efeito do Borneol, Borneol-CD, carbenoxolona e NAC modelos agudos de lesbes
gastricas em roedores

Modelo de leséo Tratamento Dose | Areade lesdo Inibicéo da
gastrica (mg/kg) | géstrica (%) lesdo
(Protecdo) %

Etanol absoluto Controle - 26,33+2,39 0,00
(camundongos) (NaCl 0,9%)

12,5 17,680+2,05 32,85

Borneol 25 10,43+2,24* 60,39

50 16,04+3,48* 39,08

12,5 18,19+1,78 30,91

Borneol-CD 25 11,74 + 2,81* 55,37

50 7,66 = 1,64* 70,91

Carbenoxolona 100 3,35+0,77* 87,17

Isquemia/Reperfusdo | Controle - 16,93 £ 2,12 0,00
(ratos) (NaCl 0,9%)

12,5 16,48+1,45 2,66

Borneol 25 7,82+1,67* 53,81

50 8,56 £ 147* 49,44

12,5 12,26+1,02 27,58

Borneol-CD 25 6,51 £ 1,69* 61,55

50 4,78 + 0,62* 71,77

N-acetilcisteina 200 2,13+0,61* 87,42

Os dados séo representados como média + E.P.M. *p<0.05 comparados ao respectivo
grupo controle (ANOVA one way e teste de Tukey’s).
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3.7.  Efeito do Borneol e Borneol-CD em lesdes géastricas induzidas por &cido acético
O tratamento oral durante 7 dias consecutivos, demonstraram que Borneol e Borneol-

CD acelera a cicatrizacdo de Ulceras gastricas crénicas induzidas por &cido acético em ratos,
como se mostra na Figura 6. Borneol 50 e 100 mg/kg (35,94 + 13,39 e 37,02 + 12,37 mm?,
respectivamente) e Borneol CD 50 e 100 mg/kg (42,67 + 15,41 e 16,59 * 4,91 mm?
respectivamente) reduziram significativamente a area da lesdo em comparacdo com o
veiculo (129,81 + 16,35 mm?®).

Figura 6. Efeito do tratamento cronico com Borneol, Borneol-CD ou cimetidina no modelo

de lesdo gastrica por &cido acético.

E3 Controle (NaCl 0,9%) El Cimetidina 100 mg/kg

XX Borneol 25 mg/kg 0 Borneol + CD 25 mg/kg
EEB Borneol 50 mg/kg Borneol + CD 50 mg/kg
& Borneol 100 mg/kg Borneol + CD100 mg/kg

200+

150+

100+

a
<

Volume da lesdo (mm?)

Os dados sdo representados como média + E.P.M. *p<0.05 comparados ao respectivo grupo controle
(ANOVA one way e teste de Tukey’s).

3.8.  Andlise histopatoldgica

As fotomicrografias dos cortes de estdbmagos de animais submetidos ao modelo de
lesBes gastricas induzidas por etanol (0,2 mL/animal) podem ser observadas na figura 7, no
aumento de 100x. Nos animais que foram tratados apenas com salina (7A), pode-se
observar grande quantidade de infiltrado inflamatorio e pronunciada atrofia das células
parietais e principais. O pré-tratamento com Borneol (7B), Borneol-CD (7C) ou
carbenoxolona (7D) reduziu os danos provocados pelo etanol, mostrando uma conservacao
de vasos sanguineos e preservacdo da das células da mucosa gastrica. As fotomicrografias

dos cortes de estbmagos de animais submetidos ao modelo de lesbes gastricas induzidas por
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acido acético podem ser observadas na figura 8, no aumento de 100x. Nos animais que
foram tratados apenas com salina (8B), pode-se observar a destruigdo da camada mucosa,
uma desorganizacao das células epiteliais, grande quantidade de exsudato fibrinopurulento e
atrofia das células parietais e principais. O grupo tratado com ciclodextrina (8C) apresentou
caracteristicas semelhantes ao grupo tratado com salina. Nos grupos pré-tratados com
Borneol (8D), Borneol-CD (8E) ou cimetidina (8D), observa-se um aumento na quantidade
de fibloblastos, menor quantidade de exsudato fibrinopurulento e inicio de formacdo de

novos vasos, indicando um processo de cicatrizagdo da leséo.

Figura 7. Efeitos macro e microscopicas de Borneol, Borneol-CD ou carbenoxolona na
mucosa gastrica de camundongos submetidos a lesdes gastricas induzidas por etanol. %.
Fotografias de estbmagos abertos ao longo da curvatura maior e analise microscopica com

uma ampliacdo de 100x.

*t

A

(A) Animais tratados com etanol (0,2 mL/animal): Seta grossa: epitélio simples. Seta fina: tunica
mucosa com atrofia das células parietais e principais. Seta pequena: vaso sanguineo. # infiltrado
inflamatério. (B) Animais tratados com carbenoxolona 100 mg/kg antes da administracdo do etanol:
Seta fina: tunica mucosa com atrofia das células parietais e principais. Seta pequena: congestéo. Seta
azul: vasos sanguineos. * fibroblastos. # musculo liso. (C) Animais tratados com Borneol 25 mg/kg
antes da administracdo do etanol: Seta grossa: tunica mucosa. Seta fina: vasos sanguineos.
* fibroblastos. # musculo liso. Circulo: congestdo. (D) Animais tratados com Borneol-CD 25 mg/kg
antes da administracdo do etanol: Seta grossa: tinica mucosa com atrofia das células parietais e
principais. # muscular da mucosa.
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Figura 8. Efeitos macro e microscopicas do tratamento por 07 dias com Borneol, Borneol-
CD ou cimetidina na mucosa géastrica de ratos submetidos a lesbes gastricas induzidas por
acido acético a 80%. Fotografias de estdmagos abertos ao longo da curvatura maior e analise

microscopica com uma ampliacdo de 100x.

(A) Animais do grupo SHAM (sem indugdo de lesbes e sem tratamento): Seta grossa: tinica mucosa.
Seta fina: vasos sanguineos. * fibroblastos. # musculo liso. (B) Animais tratados com salina: Seta
grossa: exsudato fibrinopurulento. Seta fina: atrofia das células parietais e principais. * fibroblastos.
# infiltrado inflamatorio. (C) Animais tratados com B-ciclodextrina 50 mg/kg: Seta grossa: exsudato
fibrinopurulento. * fibroblastos. # infiltrado inflamatorio. (D) Animais tratados com Borneol 50
mg/kg antes: Seta grossa: exsudato fibrinopurulento. Seta fina: atrofia das células parietais e
principais. * fibroblastos. # infiltrado inflamatorio. (E) Animais tratados com Borneol-CD 50 mg/kg:
Seta grossa: exsudato fibrinopurulento. Seta fina: atrofia das células parietais e principais. Seta
pequena: neovascularizagdo. *fibroblastos. #infiltrado inflamat6rio. (F) Animais tratados com
cimetidina 100 mg/kg: exsudato fibrinopurulento. Seta grossa: exsudato fibrinopurulento. Seta fina:
atrofia das células parietais e principais. * fibroblastos. # infiltrado inflamatorio.

4, DISCUSSAO

Durante as Ultimas décadas, tem havido grande interesse em explorar novas técnicas
para aumentar a solubilidade de farmacos. O complexo de inclusdo com ciclodextrinas € um
dos métodos mais amplamente utilizados para melhorar a taxa de dissolugdo das drogas (AL
OMARI et al., 2011; DREASSI et al., 2010; Al et al., 2014). Além disso, as ciclodextrinas
(CDs) tém sido amplamente utilizadas para melhorar a estabilidade de substancias,
modificar a liberacdo dos farmacos e transformar substancias liquidas em pés estaveis e de
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fluxo adequado (SIQUEIRA-LIMA et al., 2016; PINHO et al., 2014; OLIVEIRA et al.,
2016). A partir desta perspectiva, estudos envolvendo métodos analiticos para a
caracterizacdo de complexos de inclusdo sdo de fundamental importancia para melhorar as
aplicacdes dos complexos de inclusdo com ciclodextrinas (MURA, 2014). O método de
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) pode ser utilizado para o reconhecimento de
complexos de inclusdo. Quando as moléculas hdspedes encontram-se embutidas em
cavidades de B-CD, os seus pontos de fusdo, ebulicdo ou sublimacdo geralmente sdo
deslocados para diferentes temperaturas ou desaparecem (SU et al., 2012a). No presente
estudo, foi demonstrado por DSC um evento endotérmico em torno de 76,03 °C, relatado por
Su et al. (2012b) como caracteristica do ponto de sublimagédo do (-)-Borneol.

Sobre a B-CD, os eventos relatados na sessdo de resultados ja sdo eventos bem
conhecidos na literatura e discutidos por varios autores (KAYACIE; AYTAC; UYAR, 2013;
MARRETO et al, 2008; MENEZES et al.,, 2012). O primeiro evento endotérmico €
geralmente associado a perdas de agua das cavidades da CD. Na mistura fisica, a intensidade
do pico correspondente ao ponto de sublimacdo do (-)-Borneol foi reduzida. Por outro, o
completo desaparecimento do pico, caracteristico de sublimacdo da droga, nas curvas de
DSC do complexo de inclusdo obtido pelo método de co-evaporacdo, é um indicativo de
uma forte interacdo entre o farmaco e a CD (KAYACIE; AYTAC; UYAR, 2013). Os dados
obtidos na analise termogravimétrica confirmam os resultados obtidos a partir da analise por
DSC. Nas curvas obtidas por TG (150-294°C), ndo se observou perda significativa de massa
do (-)-Borneol, da mistura fisica e da p-CD. No entanto, o complexo co-evaporado mostrou
uma perda de massa de 4,90% (Tabela 2), indicando que na interagéo entre o (-)-Borneol e a
B-CD através deste método, o monoterpeno fica protegido de sofrer sublimacéo,
caracterizando a formacao do complexo de incluséo.

De acordo com Hadaruga (2012), a anélise de dgua nos complexos de ciclodextrina é
uma ferramenta de suma importancia para a avaliagdo da qualidade do processo de
complexacdo. Se a interacdo biocomposto-ciclodextrina for adequada, as moléculas de agua
no interior da cavidade interna da ciclodextrina sdo substituidas e o teor final de agua €
baixo; caso contrario, estas moléculas de dgua permanecem na cavidade e um elevado teor
de agua nos complexos de ciclodextrina pode ser determinado. Assim, foi observado que na
primeira etapa das curvas TG, os teores de p-CD e CE foram designados para liberar dgua.
No entanto, a mistura fisica apresentou perda de massa de 20,63% e a percentagem de agua

obtida pelo método de Karl Fischer foi de 12,48 + 0,65%. Desta forma, foi possivel deduzir



Irisdalva Sousa Oliveira. Avaliacédo dos efeitos gastroprotetor e cicatrizante do (-)-Borneol ndo complexado ou
complexado em B-ciclodextrina.

70

que a perda de massa da mistura fisica estaria relacionada com a agua e o (-)-Borneol
adsorvidos na superficie da ciclodextrina.

Um estudo realizado por Freitas (2012), foi realizada a complexacdo de olanzepina a
CD, e foi utilizado Espectros de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) como
técnica de confirmacdo de formacdo do complexo de inclusdo. Os dados forneceram
evidéncias da formacgdo de um complexo entre a olanzapina e CD tanto em solu¢do como no
estado sélido (FREITAS et al., 2012). Os estudos de Su et al (2012), com Borneol natural e
ciclodextrinas mostraram resultados similares com os do presente estudo, indicando que as
alteracbes nestes espectros podem ser relacionadas com a formacdo de ligaches de
hidrogénio intramoleculares entre o Borneol natural e a B-CD (SU et al., 2012a; SU et al.,
2012b).

As analises de MEV foram realizadas nas magnitudes de 600-1000 x. Mais uma vez,
os dados obtidos a partir da MEV corroboram com resultados anteriores, sugerindo a
formacdo de complexo de inclusdo entre o (-)-Borneol e B-CD pelo método de co-
evaporacdo. As alteracdes morfoldgicas podem ser utilizadas como evidéncias para verificar
as interacdes entre as moléculas. Embora os estudos de MEV indiqguem a formacdo de
complexos de inclusdo, as mudancas conformacionais nas particulas, tanto na aparéncia
como no tamanho, sdo fortes indicios de ocorréncia de formacdo de complexo de inclusdo
(FREITAS et al., 2012; FERNANDES et al., 2002; TOROPAINEN et al., 2006).

O método de DRX é util para a deteccdo da complexacdo com ciclodextrina em
estados de pé ou microcristais. O padrdo de difracdo do complexo deve mostrar clara
distingdo da sobreposi¢édo de cada um dos componentes se um complexo de inclusdo real for
formado. No presente estudo, a complexacao foi evidenciada pela formacao de novas linhas
de difracdes como descrito por Toropainen et al (2006). Resultados semelhantes foram
obtidos por Su et al (2012 a, b).

Estudos recentes tém demonstrado varios efeitos farmacolégicos benéficos da
complexacdo com CD de produtos naturais apolares, tais como terpenos e 6leos essenciais
(SIQUEIRA-LIMA et al., 2016; PINHO et al, 2014; OLIVEIRA et al., 2016;
GUIMARAES et al., 2015; QUINTANS et al., 2013; SIQUEIRA-LIMA et al., 2014). Ainda
ndo existem registros da complexacdo com o Borneol para o estudo de sua atividade
gastroprotetora contra agentes lesivos, ap0os tratamento agudo e crénico.

O etanol é um dos agentes capaz de causar danos a mucosa gastrica através da

ruptura da barreira muco/bicarbonato, provocando um aumento da peroxidacdo lipidica,
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formagéo de radicais livres, estresse oxidativo intracelular, alteragdes na permeabilidade e
despolarizacdo da membrana mitocondrial, as quais precedem a morte celular
(MARROTTA et al., 1999; REPETTO; LLESUY, 2002; HIRUMA-LIMA et al., 2009;
MASSIGNANI et al., 2009). J& as lesbes gastricas induzidas por isquemia e reperfuséo,
ocorrem como consequéncia da excessiva formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), adesdo de neutréfilos por células endoteliais e disfuncdo microvascular (KAWAI et
al. 1994). Os resultados apresentados neste trabalho mostram que o monoterpeno
(-)-Borneol é capaz de proteger a mucosa gastrica contra lesées provocadas por etanol em
camundongos e também contra os efeitos de um periodo de isquemia seguido por reperfusao
sanguinea em ratos. Estudos anteriores com o monoterpeno carvacrol, um isémero do
Borneol, mostraram que este possui efeito protetor gastrico nos mesmos modelos de inducéo
de lesdes (OLIVEIRA et al., 2012).

Esse efeito protetor foi comparado a acdo do Borneol complexado a B-ciclodextrina,
gue mostrou uma protecdo gastrica de eficacia semelhante, com uma quantidade bem menor
de Borneol. No entanto, vale ressaltar que a quantidade de Borneol incorporada ao complexo
de inclusdo, torna-se menor que as doses utilizadas para o Borneol ndo complexado, pois a
razdo molar da complexacdo foi de 1:1 (154 mg:1135 mg de Borneol CD), fazendo com que
a dose de Borneol, incorporada na unidade de CD, seja menor. Portanto, a melhor dose
testada para Borneol (25 mg/kg) torna-se cerca de 3,0 mg/kg em complexo com CD
(ANDRADE et al., 2014). Estes resultados mostram que a utilizacdo da p-CD aumenta a
eficacia do borneol, possivelmente por melhorar sua biodisponibilidade, aumentando a
poténcia do mesmo (MOSHER; THOMPSON, 2002). Os dados obtidos por Su et al. (2012)
mostram que a formagdo de um complexo de inclusio com B-CD aumentou
significativamente a estabilidade e solubilidade aquosa do Borneol natural.

De acordo com Ishihara et al. (2008), a formacdo de EROs e a alteracdo dos fatores
antioxidantes, como por exemplo, as enzimas catalase e superdxido dismutase e 0s grupos
sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) também tém um papel importante na patogénese de
ulceras induzidas por acido acético. Além disso, as Ulceras gastricas provocadas por esse
agente envolvem alteracGes em fatores de crescimento, aderéncia de muco, microcirculagéo,
Oxido nitrico, citocinas e producéo de prostaglandinas derivadas da enzima ciclooxigenase-2
(KOBAYASHI et al., 2001; SHAHIN et al., 2001). O processo de cura desse tipo de leséo
torna-se dificil, uma vez que ha o envolvimento de migracdo e proliferacdo de células

epiteliais e inflamatorias, a sintese e degradacdo de moléculas da matriz extracelular e
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componentes de tecido conectivo, além do aumento de fatores de crescimento e producédo de
citocinas que, juntos fazem da cicatrizacgdo um processo de grande complexidade
(TARNASWSKI et al., 1995). Tanto o Borneol (BOR) como o Borneol-CD (BOR-CD),
administrados diariamente por 7 dias, foram capazes de produzir uma cicatrizacao
significativa das lesbes gastricas induzidas por &cido acético em ratos.

Através desses resultados, pode-se concluir que o Borneol apresenta potencial
atividade gastroprotetora e cicatrizante ¢ a complexagdo do mesmo em [B-CD parece

melhorar suas propriedades quimicas e farmacoldgicas.
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RESUMO

Este trabalho descreve o0s mecanismos de agdo envolvidos na atividade
gastroprotetora do (-)-Borneol comparando com a sua forma complexada em f-
ciclodextrina. Para isso verificou-se os fatores que indicam lesdo na mucosa, como o nivel
de malondialdeido (MDA), que € um produto da lipoperoxidagdo e atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO), utilizada como substancia marcadora de infiltracdo/agregacéo de
neutréfilos no tecido inflamado. Investigou-se também a participacdo de mecanismos
antioxidantes como a enzimas catalase (CAT) e os grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (NP-
SH). Os fatores que regulam o fluxo sanguineo da mucosa, como éxido nitrico (NO) e
potéssio, foram avaliados pela quantificacdo de nitrito, bloqueio da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS) e bloqueio de canais de potéssio sensiveis ao ATP (Katp). A atividade da
CAT foi aumentada nos animais pré-tratados com BOR 25 mg/kg. A atividade da MPO foi
reduzida e os niveis de nitrito foram aumentados por BOR e por BOR-CD 25 mg/kg quando
comparados ao grupo controle. BOR-CD 25 mg/kg foi capaz de aumentar os niveis de GSH
e reduzir os niveis de MDA, mostrando seu papel na reducdo de substancias oxidantes e na
regulacdo da lipoperoxidacdo. O mesmo ndo foi observado no grupo tratado com BOR 25
mg/kg. BOR e BOR-CD 25 mg/kg mostraram reversdo do efeito protetor ao utilizar-se o
bloqueador da NO sintase (L-NAME) ou o bloqueador dos canais Katp (Glibenclamida).
Esses resultados sugerem a importancia do 6xido nitrico (NO) e também dos canais Katp no

efeito evidenciado.

Palavras-chave: Borneol. B-ciclodextrina. Gastroprotecdo. Mecanismos antioxidantes.

Fluxo sanguineo géstrico.

ABSTRACT

This work discribes the mechanisms of action involved in the gastroprotective
activity of (-) - Borneol compared with its form complexed with B-cyclodextrin. Were
verified factors that indicate mucosal damage, as the level of malondialdehyde (MDA),
which is a lipid peroxidation product, and activity of the myeloperoxidase enzyme (MPO),
used as a infiltration/aggregation marker of neutrophils in the inflamed tissue. It also
investigated the participation of antioxidants mechanisms such as catalase (CAT) and non-
protein sulfhydryl groups (NP-SH). The factors that regulate the blood flow in gastric

mucosal, such as nitric oxide (NO) and potassium were evaluated by quantitation of nitrite,
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blocking of nitric oxide synthase (NOS) and blocking of ATP-sensitive potassium channels
(Katp). The activity of catalase was increased in animals pretreated with BOR 25 mg/kg.
The activity of MPO was reduced while nitrite levels were increased by BOR and BOR-CD
25 mg/kg when compared to the control group. BOR CD 25 mg/kg was able to increase
GSH levels and reduce MDA levels, showing their role in reducing oxidizing substances
and regulation of lipid peroxidation. These results weren't observed in the group treated with
BOR 25 mg/ kg. BOR and BOR-CD 25 mg / kg had their protective effect abolished when a
blocker of NO synthase (L-NAME) or a blocker of Katp (glibenclamide) were used. These
results suggest the importance of nitric oxide (NO) and Katp channels in evidenced effect.

Keywords: Borneol, B-cyclodextrin, gastroprotection, antioxidant mechanisms, gastric blood

flow

1. INTRODUCAO

A Ulcera gastrica ¢ uma doenca que afeta milhares de pessoas, e é considerada uma
das mais importantes doencas do sistema digestivo e um problema médico-social da
importancia econdmica global devido a suas altas taxas de morbidade e mortalidade
(BUCCIARELLI et al., 2010; CHATURVEDI et al., 2007; RASHEED et al., 2010, JI et al.,
2012). Os medicamentos utilizados no tratamento da Ulcera gastrica sdo antiacidos,
anticolinérgicos, inibidores da bomba de prétons e antagonistas do receptor de histamina H2.
No entanto, ha varios efeitos adversos associados a estes medicamentos, como por exemplo,
hipersensibilidade, ginecomastia, impoténcia, arritmia e alteracbes hematopoiéticas.
(SANTIN et al., 2010). Esses efeitos sdo agravados pela utilizacdo prolongada destes
farmacos, sendo necessaria a busca de alternativas que associem mdltiplas acdes, reduzindo
0s mecanismos reflexos compensatdrios. O estudo dos 6leos essenciais e seus componentes
representa uma possivel alternativa para estes problemas, pois espécies aromaticas contento
esses compostos tém sido usadas desde a antiguidade devido a suas propriedades
terapéuticas (DE SOUSA, 2012)

O (-)-Borneol (1,7,7-Trimethylbicyclo[2.2.1]heptan-2-0l) é um monoterpeno
biciclico, presente nos 0leos essenciais de numerosas plantas. Estudos anteriores mostraram
que o mesmo possui agdes farmacoldgicas ligadas as atividades antibacteriana e antifngica
(KNOBLOCH et al., 1989; TABANCA et al., 2001; WENQIANG et al., 2006), antioxidante
(KORDALLI et al., 2015; CANDAN et al., 2003), imunomodulatéria (JUHA et al., 2008),
efeito anti-hipertensivo (RAJA et al., 2010; SILVA-FILHO et al., 2011), cicatrizante topico
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(BARRETO et al., 2014), antitrombético e antiplaquetario (LI et al., 2008), anti-inflamatéria
e antinociceptiva (ALMEIDA et al., 2013). Além disso, 0 borneol apresenta baixa toxicidade
celular em condicdes in vitro e ex vivo com o valor de 1C50 (concentracao inibidora média
que provoca aproximadamente 50% de morte celular,) calculado para uma concentracdo de
2,5-3 mM. Em baixas concentracées (0,5-1,5 mM), também €é capaz de inibir danos ao DNA
quando aplicado em hepatécitos apds o tratamento com o0 agente genotoxico H2O»
(HORVATHOVA et al., 2009; XIONG et al., 2013). Por ser insolGvel em agua e sofrer
sublimacéo facilmente, o uso farmacoldgico do Borneol € limitado (BHATIA et al., 2008).
A utilizacao de ciclodextrinas (CD) hidrofilicas ja é bastante disseminada no mercado para
melhorar caracteristicas de solubilidade e estabilidade de farmacos (BREWSTER et al.,
2007).

Estudos ja realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram que o (-)-Borneol, nédo
complexado (Borneol) ou complexado em B-ciclodextrina (Borneol-CD) possuem atividade
gastroprotera contra lesGes gastricas produzidas por etanol absoluto (OLIVEIRA et al.,
2015). Entre as doses testadas, a de 25 mg/kg foi a que a mostrou o melhor efeito protetor,
tanto para o Borneol quanto para o Borneol-CD, sendo esta a dose utilizada neste trabalho

para a investigacao dos possiveis mecanismos de acao envolvidos no efeito evidenciado.

2. METODOLOGIA
2.1.  Substancias quimicas

As substéncias utilizadas foram (-)-Borneol, B-Ciclodextrina (B-CD), carbenoxolona,
L-arginina (L-ARG), N-acetilcisteina (NAC), Nw-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME),
glibenclamida, diazoxido, 5,50 ditiobis (2-nitrobenzoicacid), reagente de Griess, nitrito de
sodio (NaNOy), brometo de hexadeciltrimeti-amo6nio, 4&cido tricloroacético, &cido
tiobarbiturico, &cido fosférico (HsPOs) e dicloridrato de o-dianisidina, (Sigma-Aldrich,
EUA); éter dietilico (Chemco, Brasil); hidroxido de sodio (Isofar, Brasil); fosfato de
potassio, peroxido de hidrogénio, cloreto de magnésio, fosfato de potassio e EDTA
(Dindmica, Brasil); n-butanol e etanol absoluto (MULTILAB, Brasil). Borneol foi
dissolvido em Tween 80 a 1% e diluida em solucdo salina (NaCl 0,9%) e Borneol-CD em
apenas solucdo salina. O Borneol e outras concentragOes de droga foram ajustadas para o

tratamento para se obter um volume de 10 mL/kg.
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2.2. Preparacao dos complexos de (-)-Borneol/p-CD

Um complexo por co-evaporacdo (CE) foi preparado pela adicdo de agua (20 mL)
em um almofariz contendo B-CD (1.135 mg) e (-) - Borneol (154 mg), também numa razao
molar de 1:1. A mistura foi sujeita a agitacdo magnética em 15 g durante 36h.
Posteriormente, a amostra foi transferida para um recipiente e seca em um dessecador.
Baseando-se na propor¢do molar entre o Borneol ¢ a 3-CD, estima-se que 12% da massa do
complexo, represente a quantidade de Borneol. Assim, a dose de 25 mg/kg de BOR-CD

utilizada neste estudo, equivale a uma quantidade de 3 mg/kg de (-)-Borneol.

2.3. Animais

Camundongos Swiss (25-30 g), fémeas, foram mantidos sob condic¢des controladas
(24 £ 1°C, ciclo de claro/escuro de 12 h), com comida e agua ad libitum. Antes de cada
experimento, foram mantidos em jejum por 18 h e em seguida, aclimatizados ao ambiente de
teste por 2 h. Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos diferentes (n = 7
animais). Apos todos os procedimentos experimentais, os animais foram eutanasiados com
tiopental sodico (100 mg/kg, i.p.). Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Piaui, Teresina, Brasil
(CEEA-PI, nimero 008/12).

2.4. Atividade antioxidante

LesGes gastricas agudas foram induzidos em camundongos por tratamento oral com
etanol absoluto (0,2 mL/animal) com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) (ROBERT et al.,
1979). Veiculo, Borneol ou Borneol-CD (25 mg/kg), ou N-acetilcisteina (200 mg/kg) foram
administrados oralmente 1 hora antes da aplicacdo do agente ulcerogénico. Os animais
foram eutanasiados 30 minutos apds a administracdo do etanol, seus estdbmagos foram
removidos, abertos ao longo da curvatura maior e utilizados para a quantificacdo dos

seguintes parametros:
2.4.1. Analise de glutationa

O teor de glutationa reduzida (GSH) nos tecidos gastricos foi estimado de acordo
com o0 metodo descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Resumidamente, 50-100 mg de tecido
gastrico congelado foi homogeneizado em 1 mL de EDTA 0,02 M para cada 100 mg de

tecido. Aliquotas (400 pL) do homogenato foram misturados com 320 uL de agua destilada
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e 80 mL de &cido tricloroacético 50% (m/v), para precipitar as proteinas. Os tubos foram
centrifugados a 850 g 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 foi, em seguida, agitada durante 3 min e a absorbancia foi lida a
412 nm utilizando um espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em microgramas de

GSH por grama de tecido.
2.4.2. Atividade da catalase

Os estdbmagos foram pesados e homogeneizados numa solucdo tampéo fosfato de
potassio (0,05 M, pH 7,4) e centrifugados a 850 g por 15 min. Uma solucéo de peroxido de
hidrogénio (0,059 M) foi preparado com a solugdo tampao e utilizada como substrato para o
ensaio. Numa cubeta de quartzo, 0,1 mL da amostra de sobrenadante foi misturado com
1 mL de tampdao/perdxido de hidrogénio e 1,9 mL de agua destilada. A atividade da enzima
foi medida a 240 nm por espectrofotometria durante 6 minutos, através da leitura da
variagcdo de absorbancia entre o primeiro e sexto minuto. Os resultados sdo expressos em
millimolars por minuto por 100 mg de tecido (mM/min/100 g e tecido) (Beers e Sizer,
1952).

2.4.3. Medicao dos niveis de nitritos totais

A quantidade de nitrito estavel, o produto final do metabolismo do NO, na mucosa
gastrica foi determinada por um ensaio colorimétrico tal como descrito por Green et al.
(2000). Resumidamente, 100 puL de homogenato da mucosa gastrica foi misturado com um
volume igual de reagente de Griess (sulfanilamida a 1%, 0,1% de dicloridrato de diamina
naftil etileno em 5% de H3PO4) e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 min. A
absorbancia foi lida a 540 nm num leitor de microplacas (UVM-340, Asys Hitech,
Netherlands). Calculou-se a quantidade de nitrito a partir de uma curva padréo de nitrito de
sodio (NaNO2). Os resultados foram expressos como UM de nitrito por grama de proteina. A

concentracédo de proteina nas amostras foi determinada pelo ensaio de Bradford (1976).
2.4.4. Atividade da mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada principalmente nos granulos
azurdéfilos dos neutréfilos. Ela tem sido amplamente utilizada como marcadora bioquimica

para a infiltracdo de granulocitos em varios tecidos, incluindo o trato gastrointestinal. A
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extensdo da acumulacdo de neutr6filos na mucosa gastrica foi medida por avaliacdo de
atividade de MPO como descrito anteriormente (Bradley et al., 1982). Resumidamente, 50-
100 mg de tecido foi homogeneizado em 1 mL de tampdo fosfato de potéssio (50 mM, pH
6,0) com brometo de hexadeciltrimetilaménio 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 alteragdo da
absorbancia a 450 nm, utilizando dicloridrato de o-dianisidina e peroxido de hidrogénio a
1%. Os resultados sdo relatados como unidades (U) de MPO/mg de tecido. Uma unidade de

atividade de MPO é definida como a conversao de 1 umol de H2O, a agua em 1 min a 22°C.
2.4.5. Analise de malondialdeido

O nivel de malondialdeido (MDA) em homogenatos a partir de cada grupo foi
determinada utilizando o método de Mihara e Uchiyama (1978), que é baseado na reacédo
com acido tiobarbiturico. Fragmentos de mucosa gastrica pesando entre 100 e 150 mg,
foram homogeneizadas em KCI frio (1,15%) para preparar uma solucdo de homogenato a
10%. Resumidamente, 250 pL deste homogenado foi adicionado a 1,5 mL de 1% de H3POg4
e 0,5 mL de &cido tiobarbiturico a 0,6% (solucdo aquosa). Em seguida, a mistura foi agitada
e aquecida em banho de agua fervente durante 45 min. Em seguida, a mistura da reacao foi
imediatamente resfriada em banho de agua gelada, seguido pela adicdo de 4 mL de n-
butanol. Esta mistura foi agitada durante 1 min, e a camada de butanol foi separado por
centrifugacdo a 1200 g durante 10 min. 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 concentra¢fes de MDA sdo expressas como nanomoles por
grama de tecido (nmol/g).

2.5. Papel da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) e dos canais de potassio sensiveis ao
ATP (Katp)

Camundongos foram pré-tratados com veiculo (salina 0,9%), Nw-Nitro-L-arginina
metil ester (L-NAME) ou glibenclamida 30 minutos antes da administragdo de (-)-Borneol
ou Borneol-CD (25 mg/kg, v.0.), L-Arg (600 mg/kg, i.p.) ou diazéxido (3 mg/kg, i.p.). Apos
1 h dos tratamentos, todos os animais receberam etanol absoluto (0,2 mL) para a inducéo das

lesGes. 30 min depois, 0s animais foram eutanasiados, 0s estdmagos foram removidos para
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exame como descrito anteriormente (item 3.2.10) (GURBUZ et al., 1999; PESKAR et al.,
2002).

2.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média =+ SEM. A significancia estatistica para
as diferencas entre grupos foi calculada por analise de variancia (ANOVA) e o realizado o
pos teste de Tukey utilizando o software GraphPad Prism™ 5.0 (San Diego, CA, EUA). As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1. Determinacéo da atividade da catalase

A determinacdo da atividade enzimatica da catalase em estbmagos de camundongos
indicou uma quantidade de 0,38 + 0,03 mM/min.g de tecido (SHAM) e, apos tratamento
com etanol, foi significativamente reduzida no grupo controle (0,25 + 0,02 mM/min.g de
tecido). Apos pré-tratamento oral com Borneol (25 mg/kg), a atividade da catalase aumentou
acentuadamente (0,51+0,07 mM/min.g de tecido), em comparagdo com 0 grupo controle.
Entretanto, no grupo tratado com Borneol-CD 25 mg/kg (0,32 + 0,04 mM/min.g de tecido),
a atividade da catalase ndo mostrou nenhuma mudanca significativa quando comparado com

0 grupo controle (Figura 1).
3.2. Medicao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Nos estdbmagos dos animais pré-tratados com NAC (200 mg/kg), Borneol ou
Borneol-CD (25 mg/kg), a atividade de MPO foi diminuida (7,23 + 1,21; 9,08 + 1,54 ¢
9,99 + 2,17 U de MPO/mg de tecido) em comparacdo com o grupo ulcerado (20,12 + 3,18 L
de MPO/mg de tecido) (Figura 1).
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Figura 1. Efeito de Borneol ou Borneol-CD 25 mg/kg, sobre a atividade da catalase (A) e
MPO (B) no tecido gastrico em ratos.
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SHAM: Nao foi exposto ao agente estressor. Os dados sdo representados como média + E.P.M.

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

3.3.  Envolvimento da glutationa reduzida (GSH)

Animais tratados com NAC (200 mg/kg) ou Borneol-CD (25 mg/kg), antes da
administracdo de etanol, mostraram um aumento significante nos niveis de GSH
(412,43+13,47 e 387,68+10,48 ug/g de proteina, respetivamente) quando comparados com o
grupo controle (302,87+27,01 ug/g de proteina). Para o grupo tratado com Borneol 25
mg/kg (305,63 + 6,49 ug/g de proteina), o contetido de GSH ndo mostrou nenhuma mudanca
em comparagdo com o grupo controle. Os animais do grupo SHAM (425,5+38,67 pg/g de
proteina) mostraram um contetdo de GSH maior do que o controle (Figura 2).
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3.4.  Medicdo da peroxidacdo lipidica

Os niveis de MDA gastrico, que é um indice de peroxidacdo lipidica, se
apresentaram com valores de 124,41 + 11,51 nmol/g no grupo SHAM e observou-se um
aumento significativo apos a administracéo oral de etanol absoluto no grupo veiculo (165,69
+ 31,44 nmol/g). O tratamento com Borneol-CD (25 mg/kg), antes da administracdo de
etanol, foi capaz de reduzir a peroxidagdo lipidica de modo significativo (109,88+5,16
nmol/g, respectivamente), quando comparados ao grupo controle. Entretanto, o grupo
tratado com Borneol 25 mg/kg (137,76 £ 25,22 nmol/g) ndo mostrou reducdo significativa
nos niveis de MDA (Figura 2).
3.5.  Conteudo de nitrito na mucosa gastrica

Em comparacdo com o grupo SHAM (200,89 + 16,56 ug/g de tecido), os niveis de
nitritos totais da mucosa foram marcadamente reduzidos no grupo controle, tratado com
etanol (135,97+10,13 pg/g de tecido). O tratamento oral com NAC 200 mg/kg, Borneol ou
Borneol-CD 25 mg/kg ou aumentou significativamente os niveis de nitrito na mucosa
gastrica (246,91+35,18; 256,06+36,98 e 213,75+24,46 pg/g de tecido, respectivamente),

comparados com o grupo controle (Figura 2).
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Figura 2. Efeito de Borneol ou Borneol-CD 25 mg/kg, sobre (A) os grupos sulfidrilicos ndo
proteicos (GSH), (B) - o conteido de malondialdeido (MDA) e (C) de nitrito no tecido

gastrico em ratos.
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SHAM: Nao foi exposto ao agente estressor. Os dados sdo representados como média + E.P.M.

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

3.6. Participacdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)

No grupo controle, o etanol absoluto produziu lesbes gastricas (27,02 + 2,06) que
foram reduzidas significativamente nos grupos de animais tratados com o Borneol (25
mg/kg), o Borneol-CD (25 mg/kg) ou a L-arginina (L-ARG, 600 mg/kg), para 10,43+ 2,25;
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11,83+ 2,25 e 5,94 + 1,22, respectivamente. O pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg)
foi capaz de reverter a gastroprotecdo promovida pelo Borneol, 0 Borneol-CD e pela L-
ARG para 23,92 +5,42; 28,17 £ 4,59 e 19,49 + 1,60 quando comparados com 0 0S grupos
que ndo receberam o L-NAME (Figura 3).

Figura 3. Efeito de Borneol ou Borneol-CD 25 mg/kg ou da L-arginina (600 mg/kg) ap6s
pré-tratamento com L-NAME, 20 mg/kg, no modelo de lesGes géastricas induzidas por etanol
absoluto em camundongos.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0,05, comparados ao grupo Controle ndo tratado
com L-NAME, 3p<0,05 comparado ao grupo Borneol néo tratado com L-NAME, °p<0,05 comparado
ao grupo Borneol-CD ndo tratado com L-NAME e °p<0,05 comparado ao grupo L-arginina ndo
tratado com L-NAME (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).

3.7.  Participacdo dos canais de potéassio sensiveis ao ATP (Katp)

No grupo controle, o etanol absoluto produziu lesbes gastricas (20,87 + 1,78) que
foram reduzidas significativamente nos grupos de animais tratados com o Borneol (25
mg/kg), o Borneol-CD (25 mg/kg) ou a diazoxido (3 mg/kg), para 10,43+ 2,25; 11,83+ 2,25
e 8,10 + 2,23, respectivamente. O pré-tratamento com Glibenclamida (10 mg/kg) foi capaz
de reverter a gastroprotecdo promovida pelo Borneol, 0 Borneol-CD e pela diazoxido para
33,58 + 6,21; 31,22 + 3,89 e 32,82 + 2,00 quando comparados com 0 0S grupos que nao
receberam o Glibenclamida (Figura 4).
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Figura 4. Efeito de Borneol ou Borneol-CD 25 mg/kg ou do Diazoxido (3 mg/kg) apos pré-
tratamento com Glibenclamida 5 mg/kg, no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto em camundongos.
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Os dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0,05, comparados ao grupo Controle ndo tratado
com Glibenclamida, 2p<0,05 comparado ao grupo Borneol ndo tratado com Glibenclamida, °p<0,05
comparado ao grupo Borneol-CD néo tratado com Glibenclamida e °p<0,05 comparado ao grupo

Diazéxido ndo tratado com Glibenclamida (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).

4. DISCUSSAO

A integridade da mucosa gastrica é mantida através da associacdo de fatores que
controlam a secrecdo de &cido e muco, o fluxo sanguineo e fatores antioxidantes
(KWIECIEN et al., 2014). A atividade antioxidante in vitro de éleos essenciais ou extratos
de plantas contendo Borneol € bem documentada por Vardar-Unli et al. (2003), Radonic
and Milosh (2003), Sékmen et al. (2004), Harish et al. (2005) e Kelen; Tepe (2008).

Independentemente do tipo de espécie reativa de oxigénio (ERO), o primeiro estagio
da lesdo celular mediada por estas, é peroxidagdo dos componentes da membrana celular,
em particular lipidos de membrana em um processo chamado de peroxidagédo lipidica
(MATSUDA et al., 2013). Os peréoxidos de lipidos sdo metabolizados por B-oxidacdo a
malondialdeido (MDA) e a 4-hidroxinonenal (4-HNE). O nivel de lipoperoxidacdo
promovida pelo etanol foi medida indiretamente através da quantificacdo de MDA.
Verificou-se que o pré-tratamento com Borneol complexado a CD (Borneol-CD) foi capaz

de reduzir este parametro, provavelmente devido a eliminacdo de compostos tdxicos,
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principalmente pela enzima superdxido dismutase (SOD), pois esta desempenha um papel
crucial na neutralizacdo de EROs (BILICI et al., 2002; TAMURA et al., 2013).

Outro fator associado com a presenca de Ulceras gastricas € o aumento da atividade
da enzima mieloperoxidase (MPO), utilizada como uma marcadora de infiltracdo de
neutréfilos no tecido inflamado (BONAMIN et al. 2014). O tratamento com Borneol-CD
também age reduzindo a atividade da MPO, mostrando seu papel na redugdo da agregacao
de neutrofilos. O monoterpeno Eucalyptol também promoveu gastroprotecdo mediada pela
reducdo na quantidade de MDA e da atividade da enzima MPO (CALDAS et al., 2015).

As células tém diferentes sistemas para controlar a quantidade de EROs, como por
exemplo as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa peroxidase
(GSH-Px). Elas protegem a mucosa gastrica contra os efeitos toxicos do oxigénio derivado
de radicais livres (OKTEM et al., 2005). A enzima SOD catalisa a transformacdo de O em
H>02, que é menos nocivo. Este é entdo degradado pela enzima CAT, o transforma em agua
e oxigénio ou pela GSH-Px (BHATTACHARJEE et al., 2002). A redugdo do H.O, em 4gua
pela GSH-Px é acompanhada da conversdo de glutationa da forma reduzida (GSH) para a
forma oxidada (GSSG) (KWIECIEN et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho foram consistentes com outro estudo descrito na
literatura para os estdbmagos lesionados com etanol. Uma diminui¢do da quantidade de GSH
e da atividade da catalase e um aumento na peroxidacao lipidica foi observada para o grupo
exposto a acdo deletéria desse alcool (LI et al., 2016). Foi demonstrado que o Borneol
conseguiu aumentar a atividade da catalase. No entanto, o Borneol-CD néo altera a atividade
da enzima catalase, mas aumenta a quantidade dos niveis de nitrito na mucosa. Além disso,
seu mecanismo envolve 0 aumento nos niveis de GSH, mostrando uma atividade
antioxidante por sequestro de radicais livres.

O Borneol e 0 Borneol-CD induziram a um aumento na quantidade de nitrito na
mucosa gastrica. O nitrito é um precursor da sintese de oxido nitrico (NO) que age
aumentando o fluxo sanguineo da mucosa gastrica, promovendo vasodilatacdo. Este fator é
importante ndo apenas por manter a integridade da mucosa gastrica, mas também por
promover a remogdo de EROs e prevenir a ativacdo de mediadores inflamatérios (CHAN;
LEUNG, 2002; MEDEIROS et al., 2008). Estes resultados sugerem o possivel envolvimento
da sintese de Oxido nitrico no mecanismo gastroprotetor de Borneol. Além disso, o pre-
tratamento com L-NAME, um inibidor ndo especifico da atividade da enzima 6xido nitrico

sintase (NOS), aboliu parcialmente a gastroprotecéo apresentada por Borneol e por Borneol-
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CD, corroborando com dados anteriores que mostraram monoterpenos alterando a atividade
da NOS (OLIVEIRA et al., 2012; CARVALHO et al., 2014) e aumentado os indicios da
participacdo do oxido nitrico no efeito gastropotetor dessa substancia.

A regulacdo do fluxo sanguineo da mucosa gastrica também envolve a participacao
dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp), uma classe de ligantes protéicos envolvidos
também na secrecdo de &cido géastrico e na contratilidade do estdmago (RIBEIRO et al.,
2016). Na presenca da glibenclamida, um bloqueador desses canais, o efeito de Borneol e de
Borneol-CD foi revertido, sugerindo a importancia desses canais em seu efeito
gastroprotetor. Mecanismos gastroprotetores semelhantes foram observados para o
monoterpeno carvacrol, com a participacdo de fatores antioxidantes, da enzima NOS e dos
Kate (OLIVEIRA et al., 2012).

Em resumo, o presente estudo demonstrou que a atividade gastroprotetora do Borneol
contra lesdes agudas da mucosa gastrica induzidas por etanol absoluto parece ser mediada
pela reducdo da peroxidacéo lipidica, reducdo da agregacdo de neutréfilos, participagdo do
Oxido nitrico e dos canais Kate, aumento dos grupos NP-SH e a atividade da catalase.
Embora a dose testada de BOR-CD contenha apenas 12% de (-)-borneol, a ativacdo dos
mecanismos protetores gastricos ocorreu de maneira semelhante ao BOR na mesma dose
preparada. Este fato pode significar um aumento na biodisbonibilidade da substancia. Mais
estudos sdo necessarios para avaliar fatores adicionais envolvidos em tais acBes e para
elucidar as diferencas no mecanismo de acao entre as duas formas do Borneol investigadas.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos até 0 momento, foi possivel concluir que:

e O Borneol possui atividade farmacoldgica na protecdo da mucosa gastrica sobre lesbes
agudas provocadas por etanol e por isquemia-reperfusao

e Possui um papel na aceleracdo do processo de cura de lesbes promovidas por acido
acético.

e Essas atividades parecem envolver mecanismos antioxidantes, melhoria do fluxo
sanguineo, reducdo da peroxidacéo lipidica e do processo inflamatério.

e A complexacdao com [-ciclodextrina melhora a solubilidade do Borneol e ativa
mecanismos protetores que ndo sdo ativados pelo Borneol livre, tornando essa forma

mais interessante para uso na industria farmacéutica.

A partir dos resultados obtidos até o momento, tém-se como perspectivas a
continuacdo da investigacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora e cicatrizante do Borneol ndo complexado e do complexado em

ciclodextrina;

o Realizar calculos de docagem molecular para analisar a interacdo do borneol com
fatores protetores gastricos.

o Avaliar o efeito do Borneol ndo complexado e do complexado em ciclodextrina no
reparo e cicatrizacdo de Ulceras gastricas em modelos de migracdo e proliferacdo
celular.

o Desenvolver uma formulacdo tdpica do (-)-Borneol para estudo de atividade
cicatrizante.

o Avaliar o efeito da formulacao tdpica no reparo e cicatrizacéo de feridas cirurgicas.
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