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RESUMO

A dor neuropatica € uma condi¢do dolorosa crbnica, que surge quando ha alguma
injuria no sistema somatossensorial de percep¢ao da dor, gerando sintomas como:
hiperalgesia, alodinia, dor espontanea, entre outros. Atualmente existem diversos
farmacos utilizados na sua terapéutica, como: anti-inflamatérios, antidepressivos,
anticonvulsivante, analgésicos opioides, entre outros, entretanto a maioria deles
possuem diversos efeitos colaterais, como sedacdo, letargia, irritagdo gastrica,
nefrotoxicidade e hepatotoxicidade. Nesse contexto, os produtos naturais surgem
como uma alternativa vidvel para o problema, visto que, plantas aromaticas
produzem O6leos essenciais, ricos em monoterpenos, com potencial atividade
antinociceptiva. Assim, a presente pesquisa busca investigar a acao antinociceptiva
do estragol em modelos de neuropatia por constricdo do ciatico, bem como comparar
a efetividade do monoterpeno livre ou complexado com -ciclodextrina por co-
precipitacdo e spray dryer. Os resultados apresentados demonstram que o estragol
(3, 6 e 60 mg/mL) ndo provoca danos celulares, significativos, compativeis com
efeitos toxicos. Na investigacdo da toxicidade aguda com a administracao oral de
2000 mg/kg, o monoterpeno nao demostrou alteracbes em massa de Orgaos,
parametros bioquimicos e testes comportamentais. Na avaliacdo antinociceptiva a
administracdo aguda do estragol (200 e 400 mg/kg, v.0.) aumenta o limiar
nociceptivo mecanico e reduz a sensibilidade térmica, sintomas da dor neuropatica,
caracterizando assim a acgdo antinociceptiva aguda do monoterpeno. Entretanto
considerando a baixa hidrosolubilidade, estabilidade e relatos de toxicidade do
monoterpeno esse foi complexado com B-ciclodextrina por dois diferentes métodos.
Ambas as complexacdes apresentaram bom rendimento e incorporacdo com 0,6 e
2,9 mg do estragol para cada 100 mg do complexo de incluséo (Cl) para as técnicas
de spray dryer e co-preciitacédo, respectivamente. Os dois Cls (200 e 400 mg/kg,
v.0.) também mostraram atividade antinociceptiva, sobretudo a complexagéo por co-
precipitacdo prolongou o efeito do estragol no teste térmico. Desse modo, 0s ensaios
farmacoldgicos prosseguiram comparando a acédo do estragol livre com o estragol
complexado por co-precipitagéo, e os resultados mostraram a efetividade do estragol
complexado nos tratamentos subagudos onde a acdo antinociceptiva pode ser
mediada pelo efeito antioxidante, visto que, o monoterpeno reduziu a peroxidacao
lipidica. O estragol livre e complexado, nas doses utilizadas, n&o provocou
alteracdes gastricas, bem como, alteracdo nas atividades locomotora e exploratoria
dos animais. Contudo, o estragol apresenta atividade antinociceptiva, a
complexagao a [B-ciclodextrina por co-precipitacdo apresenta bom rendimento e grau
de incorporacdo, aumenta a poténcia do monoterpeno, considerando que o efeito foi
mantido utilizando menor quantidade do estragol, assim a complexacdo garante
maior seguranca a utilizacéo deste, visto que é possivel obter efeito semelhante com
menor quantidade do monoterpeno incorporado a [3 ciclodextrina.

Palavras-chave: Estragol. Monoterpeno. [B-ciclodextrina. complexo de incluséo.
Neuropatia. Dor cronica.
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ABSTRACT

Neuropathic pain is a chronic pain condition that arises when there is some injury in
the somatosensory system of pain perception, generating symptoms such as:
hyperalgesia, allodynia, spontaneous pain, among others. Currently there are several
drugs used in its therapy, such as: anti-inflammatories, antidepressants,
anticonvulsant, opioid analgesics, among others, however most of them have several
side effects, such as sedation, lethargy, gastric irritation, nephrotoxicity and
hepatotoxicity. In this context, natural products appear as a viable alternative to the
problem, since aromatic plants produce essential oils, rich in monoterpenes, with
potential antinociceptive activity. Thus, the present research seeks to investigate the
antinociceptive action of estragol in the neuropathic models of sciatic constriction, as
well as to compare the effectiveness of the free monoterpene to the complexed with
B-cyclodextrin by co-precipitation and spray dryer. The results presented
demonstrate that the estragol (3, 6 and 60 mg/mL) does not cause significant cellular
damages, compatible with toxic effects. In investigating acute toxicity with orally
administration of 2000 mg/kg, monoterpene did not demonstrate changes in organ
mass, biochemical parameters and behavioral tests. In the antinociceptive evaluation
the acute administration of estragol (200 and 400 mg/kg, p.o.) increases the
mechanical nociceptive threshold and reduces the thermal sensitivity, symptoms of
neuropathic pain, thus characterizing the acute antinociceptive action of
monoterpene. However, considering the low water solubility, stability and toxicity
reports of monoterpene, this was complexed with -cyclodextrin by two different
methods. Both complexes presented good yield and incorporation, with 0.6 and 2.9
mg of the estragol for each 100 mg of the incusion complex (IC) for the spray dryer
and co-preciitation techniques, respectively. The two ICs (200 and 400 mg/kg, p.o.)
also showed antinociceptive activity, especially the complexation by co-precipitation
prolonged the effect of the estragol in the thermal test. Thus, pharmacological tests
continued to compare the action of free estragol with complexed estragol by co-
precipitation, and the results showed the effectiveness of complexed estragol in
subacute treatments where the antinociceptive action can be mediated by the
antioxidant effect, since the monoterpene reduced lipid peroxidation. The free and
complexed estragol, in the doses used, did not provoke gastric alterations, as well as,
alteration in the locomotor and exploratory activities of the animals. However, the
estragol presents antinociceptive activity, the complexation B-cyclodextrin by co-
precipitation presents good yield and degree of incorporation, increases the potency
of the monoterpene, considering that the effect was maintained using less amount of
the estragol, thus the complexation guarantees greater security the use of this, since
it is possible to obtain similar effect with less amount of the monoterpene
incorporated to B cyclodextrina.

Keywords: Estragole. Monoterpene. B-cyclodextrin. inclusion complex. Neuropathy.

Chronic pain.
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1 INTRODUCAO

A Associacao Internacional de Estudos da Dor (IASP-International Association
for Study of Pain) define que a dor € uma “experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de
tal dano”. Reitera ainda, que a dor é sempre subjetiva e que cada individuo aprende
a aplicacdo da palavra através de experiéncias relacionadas a lesées no inicio da
vida. Consequentemente, a dor € aquela experiéncia desagradavel que associamos
com dano tecidual real ou potencial (IASP, 2017).

A dor recebe diferentes classifica¢des: quanto a duracao ela pode ser aguda
ou crbnica (VOSCOPOULOS; LEMA, 2010). Dor aguda € de curta duracao,
geralmente persiste apenas no periodo de duracdo do dano tecidual e representa
uma reacao fisiologica natural do organismo. A crbnica foi definida como dor
persistente ou recorrente com duracdo superior a trés meses, e recebe ainda
subclassificagfes podendo ser: dor cronica primaria, oncologica, pés-cirargica o pos-
traumatica, orofacial, visceral, musculoesquelética e dor neuropética (TREEDE et al.,
2015). E essa ultima é definida como a dor causada por uma lesdo ou dano no
sistema nervoso somatossensorial (IASP, 2017). E caracterizada pelo aparecimento
de dor espontanea, hiperalgesia ou alodinia (CORAGGIO et al., 2018).

Os dados de incidéncia e/ou prevaléncia da dor crénica com caracteristica
neuropatica sdo muito diversos, apesar desse tipo de dor ser bastante estudado
atualmente, os estudos epidemiolégicos séo relativamente escassos e a metodologia
usada é muito variada, além do fato de que sé&o inimeras as condi¢cdes dolorosas
cronicas classificadas como dor neuropatica, que tém multiplas etiologias e
diferentes modos de manifestar-se, uma vez que a lesdo ou doenca pode atingir
qualquer nivel do sistema nervoso (POSSO; PALMEIRA; VIEIRA, 2016).

Em 2014 a IASP divulgou um documento o qual destaca que em estudos com
a populacdo em geral usando instrumentos validados de triagem observaram que 7-
8% dos adultos tém dor crbnica com caracteristicas neuropaticas. O documento
reune, ainda, alguns desses dados bem variados em todo o mundo, destacando a
epidemiologia e etiologia bem variada. Mostra que em um estudo holandés a
incidéncia de dor neuropatica foi de cerca de 8 casos por 1.000 pessoas/ano, ja no
Reino Unido, 26% das pessoas com diabetes tém dor neuropatica periférica. Um
estudo noruegués observou que 40% das pessoas tém dor pds-operatiria
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persistente, das quais um quarto tém caracteristicas neuropéticas. E por fim expdem
que aproximadamente 20% (18,7-21,4%) das pessoas com cancer tém dor
neuropatica de origem oncolégica, como resultado da doenca ou de seu tratamento
(IASP, 2014).

A dor neuropética, atualmente, ainda carece de um tratamento realmente
efetivo. No mercado existem diversas opcdes terapéuticas, incluindo
anticonvulsivantes, antidepressivos triciclicos, opioides, etc. Entretanto, as que agem
em diferentes alvos geralmente sdo carreadas de inumeros efeitos colaterais e os
agentes altamente especificos dificilmente progridem para ensaios clinicos. Apesar
de todas as opcdes de tratamento disponiveis e avan¢gos no campo da medicina o
tratamento da dor neuropética continua a ser um desafio, visto que, muitas vezes a
terapéutica é apenas sintomatica e acaba por ndo contemplar a etiologia da
neuropatia (ALLES; SMITH, 2018; HATCH et al., 2018).

Assim, a busca de novos farmacos aumenta as perspectivas de tratamento da
dor neuropatica. Neste contexto, varios compostos de origem natural tém sido
estudados, e os terpenos de muitos 6leos essenciais possuem um alto potencial
para o tratamento de doencas cronicas (MISHRA; TIWARI, 2011). As plantas
medicinais aromaticas possuem 6leos essenciais, que sdo misturas de metabdlitos
complexas e volateis, bastante utilizadas na industria farmacéutica. Os terpendides
sdo os constituintes mais abundantes dos 6leos essenciais, estdo presentes como
hemiterpenos, monoterpenos, ou sesquiterpenos e como seus derivados (BAKKALI,
et. al. 2008).

Os monoterpenos tem se destacado como novas opg¢des para o tratamento
da dor aguda e crbnica. O carvacrol, limoleno, a-felandreno, terpineol e o pineno
estdo nesse grupo de monoterpenos que apresentam atividade antinociceptiva, além
de muitos outros constituintes dessa superfamilia que apresentam efeito promissor
(GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013; GOUVEIA et al., 2017).

O estragol, também conhecido como: metilchavicol, chavicolmetileter ou p-
allilanisol, € um monoterpeno éter que possui ocorréncia natural e é utilizado em
produtos alimentares como agente aromatizante (VINCENZI et al., 2000). Entretanto,
essa classe apresenta instabilidade e baixa solubilidade em agua, limitando suas
aplicacbes bioldgicas (WU et al.,, 2007). Como tentativa de solucionar esse
problema, véarias tecnologias, como o0 desenvolvimento de sistemas

microelmulsionados, nanoparticulas, e complexacfes tém sido empregadas a fim de
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melhorar suas caracteristicas. A complexacdo com as ciclodextrinas é uma
importante ferramenta para modificar as caracteristicas fisico-quimicas dessas
moléculas (MUANKAEW,; LOFTSSON, 2018), assim, as ciclodextrinas podem ser
usadas como portadores moleculares viaveis para novos farmacos com baixa
solubilidade (URIA-CANSECO; PEREZ-CASAS; NAVARRETE-VAZQUEZ, 2019).

Assim, considerando o potencial promissor dos monoterpenos, a presente
pesquisa objetiva o desenvolvimento de uma complexacdo do estragol com [-
ciclodextrina, a fim de se obter uma formulacdo efetiva e segura para o tratamento
destas condi¢Oes dolorosas cronicas.

Desse modo, a presente tese de doutorado foi dividida em capitulos, como
mostra a figura 1, baseados em artigos cientificos submetidos a revistas de carater
nacional e internacional com o objetivo de fornecer uma maior abrangéncia dos

resultados encontrados e torna-los disponiveis a comunidade cientifica.
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Figura 1 - Organizacéao do trabalho de tese.
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Inicialmente ha um apanhado geral apresentando a situacdo da terapéutica
da dor cronica seguida de uma revisao narrativa da literatura cientifica para expor
conceitos importantes e discutir aspectos relevantes para a compreensao do
desenvolvimento da pesquisa. Nessa sessdo estid apresentada a fisiopatologia da
dor neuropatica, tratamentos farmacoldgicos, a utilizacdo de produtos naturais e o
potencial promissor do uso dos monoterpenos na dor neuropatica.

No primeiro capitulo buscou-se revisar as bases tecnoldgicas a fim de
verificar a existéncia de patentes sobre o desenvolvimento de bioprodutos ou de
aplicacbes do estragol. Desse modo, nesse capitulo estdo descritas as aplicacdes
biolégicas do estragol registradas nas bases de protecdo intelectual de

desenvolvimento de processos e produtos.
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O segundo capitulo destaca a avaliacéo toxicoldégica do monoterpeno a fim de
contribuir para a compreensdo da seguranca terapéutica nas fases iniciais do
desenvolvimento, visto que, esses resultados antecipam possiveis riscos e, portanto,
minimizam a probabilidade da investigacdo de uma nova substancia promissora
falhar em etapas mais avancadas e dispendiosas, bem como colocar em risco a
saude do ser humano.

O terceiro capitulo trata-se do desenvolvimento dos complexos de inclusdo
com B-ciclodextrina por dois métodos diferentes de secagem, por spray dryer e co-
precipitacdo. Além do desenvolvimento dos complexos, esse capitulo mostra a
comparacao da atividade antinociceptiva entre o estragol livre e complexado pelos
métodos citados anteriormente, a fim de destacar qual formulacdo seria mais
indicada a terapéutica da dor neuropatica.

O quarto capitulo apresenta com mais detalhes a acdo farmacoldgica do
estragol, destacando o tratamento subagudo (co e poés-tratamento), acdo
antioxidante, efeito sobre o reparo tecidual e a interferéncia do monoterpeno sobre o
sistema nervoso central e sobre a mobilidade dos animais, bem como a descricdo do
efeito farmacoldgico do complexo de inclusdo que demostrou maior eficacia

terapéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o potencial antinociceptivo e toxicolégico do estragol livre e

complexado com B-ciclodextrina em modelo de neuropatia, bem como os possiveis

mecanismos de agao envolvidos no efeito farmacologico observado.

2.2 Especificos

Investigar a anterioridade tecnolégica sobre o deposito de patentes
relacionadas as atividades biologicas do estragol fundamentando o
desenvolvimento de produto biotecnoldgico com aplicacdo terapéutica;

Avaliar o efeito antioxidante e de prevencao e reparo celular pelo estragol
sobre o DNA nuclear e mitocondrial em Saccharomyces cerevisiae;

Investigar o potencial toxicolégico do estragol através da investigacao de
alteracdes do peso corporal dos animais, peso dos 6rgdos, como: coracao,
pulmdes, figado, rins e baco, parametros bioquimicos: renais e hepéticos;
Desenvolver um complexo de inclusdo do estragol com [B-ciclodextrina pelos
métodos de spray dryer e co-precipitacao;

Comparar a possivel atividade antinociceptiva dos dois complexos de incluséao
do estragol com B-ciclodextrina;

Avaliar o efeito agudo e subagudo do estragol livre e complexado no modelo
de neuropatia por compressao parcial do ciatico;

Investigar a acdo antioxidante do estragol livre e complexado sobre modelos
de neuropatia induzida por compresséao parcial do ciatico;

Investigar a irritagcdo gastrica pelo estragol através da avaliagdo macroscopica
dos estbmagos apos tratamento subagudo com o monoterpeno;

Pesquisar o efeito de reparo tecidual do estragol livre e complexado atraves
de avaliacdo histopatologica do nervo ciatico de animais com neuropatia;
Determinar o efeito do estragol livre e complexado sobre a atividade

locomotora e coordenag¢do motora em camundongos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOR

3.1.1 Fisiopatologia da dor

A dor é uma sensacdo desagradavel, presente ao longo de toda a vida,
desde o nascimento até a morte. E associada a diversos processos inflamatorios,
trauma tecidual e varias doencas. Embora seja uma sensacdo desagradavel, a dor é
essencial para a sobrevivéncia humana, exercendo funcao de alerta e protecao para
0 organismo, protegendo-o de uma lesdo ou ameaga iminente. A Associagao
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como “uma sensagéo
desagradavel com sofrimento emocional associada com lesédo tecidual real ou
potencial, ou delineada em termos de tal lesao” (IASP, 2017).

Fisiologicamente a dor é chamada de nocicep¢do, que é 0O processo
doloroso dissociado do envolvimento emocional. Esse processo se inicia com a
transducédo, que é a transformacdo dos estimulos nocivos em potenciais de acéo,
seguida pela transmissao, que é o movimento da atividade elétrica, e por ultimo, a
modulacdo, que é caracterizada pelas alteracdes que ocorrem no sistema nervoso
em resposta a estimulos néxicos e permitem que os sinais recebidos no corno dorsal
da medula espinhal sejam seletivamente inibidos, modificando assim a transmisséo
de sinais neurais gerados em resposta a um estimulo nocivo externo para centros
superiores (JULIUS; BASBAUM, 2001; WOOLF, 2011; KUMAR et al. 2014).

A dor apresenta dois componentes distintos: 0 componente subjetivo e 0
fisiologico. Este por sua vez envolve varias estruturas neurais sendo conhecido
como nocicepcao. Este processo inicia-se com o estimulo de receptores periféricos,
que por sua vez realizam a transducdo do estimulo em um potencial de acdo ou
impulso nociceptivo que é conduzido até o corno dorsal da medula espinhal pelos
neurénios aferentes primarios (fiboras Ad e C). Estas fibras primarias possuem seu
corpo neuronal localizado no ganglio da raiz dorsal. Na medula, estas fibras realizam
sinapse nas laminas |, II, lll e IV do corno dorsal. Esta sinapse € uma das mais
importantes envolvidas no processo de percepcdo e modulacdo (SCHAIBLE;
RITHER, 2004; COUTAUX et al., 2005).
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As sensacoOes de dor agem protegendo o organismo de danos em potencial,
levando a uma ac¢do defensiva pela transmisséo de sinais sobre um possivel evento
nocivo a percepcdo consciente. As alteracbes na via de dor levam a
hipersensibilidade de um modo que supera sua utilidade como um sistema de alerta
agudo, tornando-o um sistema crénico e debilitante. Isso pode ser observado, em
algum momento, como uma extensdo do processo de cicatrizacdo normal no qual o
nervo provoca hiperatividade, resguardando a area lesionada (BASBAUM et al.,
2009; SUKHOTINSKY; DEVOR, 2014).

3.1.2 Classificacdo da dor

A dor pode ser classificada de acordo com a duracdo, seu mecanismo, sua
localizac&o e sua intensidade. Quanto a duracao, ela pode ser aguda ou crbnica. A
dor aguda € de curta duracado, geralmente persiste apenas o periodo de duracdo do
dano tecidual e representa uma reacdo fisiolégica natural do organismo. A dor
cronica é aquela que persiste além do tempo para a cura de uma lesdo. E também
descrita como aquela associada a processos patolégicos cronicos, que causam dor
continua ou recorrente em intervalos de meses ou anos (TSANG et al., 2008;
COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF, 2009).

Outra classificacdo da dor refere-se a sua fisiopatologia, dividindo-se em dor
nociceptiva, inflamatéria e neuropatica. A dor nociceptiva resulta da ativacéo direta
de nociceptores da pele e outros tecidos em resposta a uma lesdo tecidual,
acompanhada de inflamagédo. Os estimulos ativam as fibras C e Ad e geram os
processos de transducdo, transmissdo e modulacdo dos sinais neuronais
(KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008). A dor inflamatéria € caracterizada por um
aumento da sensibilidade do tecido lesionado, pois uma resposta inflamatéria é
gerada pelos macrofagos locais e isso € ainda mais amplificado por migracdo de
glébulos, havendo liberagdo de mediadores inflamatorios, que mantém o
desenvolvimento da dor (TENORIO, ASHWINI KULKARNI, KERR, 2013).

A dor neuropatica ou neurogénica € resultado de um dano ao tecido nervoso,
nos mecanismos de transmissdo ou interpretacdo da dor, caracterizada por uma
mudanca no processamento somatossensorial, tendo como consequéncia a

hiperalgesia (aumento da sensibilidade e capacidade de resposta a estimulos
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dolorosos), dor espontanea, parestesia e alodinia (sensibilidade e capacidade de
resposta a estimulos ndo dolorosos) mecénica e térmica. Esse quadro esta presente
em inumeras doencas, como por exemplo, doencas autoimunes, metabdlicas,
vasculares, infecciosas, traumas e cancer (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008;
TENORIO, ASHWINI KULKARNI, KERR, 2013).

3.1.3 Dor neuropatica

A neuropatia € uma sindrome complexa, com diversos mecanismos
envolvidos. Teorias inflamatérias e imunes estédo entre os principais, mas ha ainda o
envolvimento do estresse oxidativo e da degeneracdo nervosa. Esses fatores
somados interferem na conducdo normal dos impulsos dolorosos, distorcendo a
interpretacéo e a resposta ao estimulo. Modelos experimentais para o estudo da dor
neuropatica geralmente desenvolvem a alodinia ou hiperalgesia a partir de lesdes
periféricas traumaticas, metabdlicas ou causadas por substancias toxicas
(KRAYCHETE et al., 2008; LIM et al., 2014).

A lesdo no sistema nervoso pode provocar a dor neuropatica crénica que é
as vezes intratavel. Muitos processos paralelos, interdependentes e dependentes
acontecem de forma simultdnea, incluindo interagces neuroimunes nos niveis
periférico, supraespinhal e espinhal, fatores estimulante, processos excitatérios
exacerbados e o0s processos inibitérios atenuados no corno dorsal da medula
espinhal e por todo o sistema somatossensorial contribuem para a génese e
manutencdo dessa condicdo. Isso leva a sensibilizacdo central e ao processamento
anormal de tal forma que a informagé&o térmica tatil e in6cua é percebida como dor
(alodinia) (ALLES; SMITH, 2018).

Durante a instalacdo do processo da neuropatia dolorosa ha uma série de
alteracdes no sistema nervoso e no microambiente onde ocorre a lesdo ou dano.
Inicialmente ha uma desordem neuroimune, com liberagdo de mediadores
inflamatorios (IL-1B, TNF, IL-6, IL-15, IL-17, IL-18 e IFN-y) com ativagdo de células
de Schwann, células satélites, astrocitos e microglia que controlam a degeneracao
walleriana e a regeneracdo. Ao passo que 0 estresse oxidativo surge contribuindo
para todo esse desequilibrio, responséavel pela transformacdo da dor fisiolégica em
dor patologica (HASSLER et al., 2011; JI; BERTA; NEDERGAARD, 2013; LIOU,;
LEE; DAY, 2013; MIKA et al., 2013; LIM et al., 2014).
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A génese da neuropatia € bastante complexa, como mostra a figura 1, e
envolve a participagdo do estresse oxidativo, onde radicais livres podem provocar
alteracbes no microambiente da lesdo e gerar uma neuroinflamacéo local. Desse
modo, substancias antioxidante contribuem para acdo neuroprotetiva
(KOMIRISHETTY et al., 2017).

Figura 1 — Representacé@o esquematica do envolvimento do estresse oxidativo na
fisiopatologia da neuropatia
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Fonte: Adaptado de Komirishetty et al., (2017)

O desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
as defesas antioxidantes em favor da geragdo de oxidantes provoca O estresse
oxidativo (TONON et al.,, 2012). As EROs séo resultado do metabolismo celular
normal dos organismos vivos. Em concentracdes de baixas a moderadas funcionam
em processos celulares fisiol6gicos, mas o excesso de EROs, como ocorre em
processos inflamatdrios, pode provocar danos aos componentes celulares, tais como
lipidios, proteinas e o acido desoxirribonucléico (DNA) (BINDOLI; RIGOBELLO,
2013).

As principais EROs com importancia fisiolégica s&o: o anion superéxido (O%),
durante condicGes de estresse oxidativo e processos inflamatorios, esse anion é
gerado a partir da 6xido nitrico sintase (eNOS) desacoplada; o radical hidroxila
(OHe), peroxido de hidrogénio (H,O,) e intermediérios reativos do oxigénio, cujo
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principal representante € o Oxido nitrico (NO), que é degrado rapidamente por
oxidases produzidas durante o estresse oxidativo (BINDOLI; RIGOBELLO, 2013;
LUNDBERG, et al., 2015).

A lesdo através da compressdo do nervo ciatico altera a transmissédo dos
impulsos dolorosos, provoca a ocorréncia de uma sucessao de eventos resultantes
do processo reparador que causam modificagcdes estruturais e funcionais no nervo, e
modifica a conducéo nervosa, promovendo sensibilizacdo periférica e central (VAN-
DAM et al., 2013).

Além da neuropatia por lesdes, aquela provocada por alteracbes metabolicas
figura entre as mais comuns. No diabetes mellitus, a hiperglicemia crbnica
descontrolada promove diversas complicacbes, incluindo as neuropatias,
retinopatias e disfuncées autondmicas (NARENJKAR et al., 2011). As alteracdes
metabolicas do diabetes interferem no tecido nervoso, alteram a velocidade de
condugéo nervosa e reduzem o limiar de dor, pelo excesso de metabolitos das
reacdbes com carboidratos, estresse oxidativo, lipoxidacdo, alteracbes pro-
inflamatorias e reducdo do suprimento vascular para os tecidos nervosos (VAN-DAM
et al., 2013).

Outro tipo de neuropatia que afeta muitos pacientes € a provocada pela
toxicidade de algumas drogas, como 0s quimioterapicos. Algumas terapias com
guimioterapicos possuem um esquema de dose limitado, visto que, 0 uso prolongado
provoca polineuropatia periférica como efeito adverso. Entre essas drogas, a
oxaliplatina se destaca por causar neurotoxicidade aguda e exacerbar a parestesia e
a sensibilidade ao frio (STUBBLEFIELD et al., 2009).

A epidemiologia é uma ferramenta clinica importante na concepg¢do e
avaliacdo de estratégias de controle e prevencdao, e é particularmente relevante para
a dor neuropética. No entanto, h4 uma relativa falta de informacdes precisas
disponiveis. Em certo sentido, a dor neuropatica descreve um sintoma ou um
mecanismo, em vez de uma doenca especifica, por outro lado, existem semelhancas
suficientes nos efeitos e resposta ao tratamento entre diferentes causas para
compensar a dor neuropatica como uma condicdo distinta (SMITH, TORRANCE,
2012).

O gerenciamento da dor cronica € uma tarefa clinicamente complexa e
desafiadora para os clinicos. Uma estratégia para o tratamento da dor crbnica

comeca com uma compreensdo completa da fisiopatologia de diferentes tipos de



31

dor. Uma avaliacdo cuidadosa do paciente com histdria e exame fisico € essencial
para diferenciar o tipo de dor, identificar o agente etioldgico, fatores biopsicossociais,
avaliar a carga funcional da dor, elaborar um plano de tratamento e desenvolver
metas de terapia (DOHMEIER et al., 2018).

A dor neuropética é uma descrigdo clinica (e ndo um diagndstico) que requer
uma lesdo demonstravel ou uma doenca que satisfaz os critérios diagndsticos
neuroldgicos estabelecidos. O termo lesdo é comumente usado quando
investigacdes diagndésticas (por exemplo, exames de imagem, neurofisiologia,
bidpsias, exames laboratoriais) revelam uma anormalidade ou quando houve trauma
evidente. O termo doenca é comumente usado quando a causa subjacente da leséo
€ conhecida (por exemplo, acidente vascular cerebral, vasculite, diabetes mellitus,
anormalidade genética). Somatossensorial refere-se a informacfes sobre o corpo
per se, incluindo 6rgéos viscerais, em vez de informac¢des sobre o mundo externo
(por exemplo, visdo, audicdo ou olfato). A presenca de sintomas ou sinais (por
exemplo, dor evocada pelo toque) por si s6 nao justifica o uso do termo neuropatico.
Algumas entidades da doenca, como a neuralgia do trigémeo, sdo atualmente
definidas por sua apresentacdo clinica, e ndo por testes de diagndstico objetivos
(IASP, 2017).

3.1.4 Tratamento da dor neuropéatica

Atualmente, existem diversas substancias usadas clinicamente para tratar as
neuropatias, incluindo anti-inflamatorios, anticonvulsivantes, antidepressivos,
opibides, entre outros, porém, ainda nao existe unanimidade entre as terapéuticas
adotadas, visto que, as substancias hoje disponiveis possuem caracteristicas que
dificultam o seu uso crénico.

Existem diversos estudos que destacam o tratamento de neuropatias com
anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs), como o ibuprofeno (CASTRO;
NAVARRO, 2014) e a nimesulida (ZANJANI et al., 2010), entre outros. Os AINEs
inibem as ciclooxigenases (COXs) e bloqueiam a producao de prostaglandinas (PG),
controlando os danos inflamatérios (VO; RICE; DWORKIN, 2009).

Outra classe bastante utilizada sdo os antidepressivos que estdo entre as
drogas de primeira escolha, porém nao apresentam efeito antinociceptivo imediato.

Por exemplo, o tratamento agudo com a imipramina ou amitriptilina carece de efeitos



32

analgésicos, mas a administracdo diaria repetida é capaz de reduzir
progressivamente a hipersensibilidade da neuropatia dolorosa (MAO et al., 2009;
KUSUDA et al., 2013). Essa classe de farmacos exerce sua acao antialodinica
através da modulacdo dos canais de sodio voltagem dependentes e inibicdo da
recaptacédo de noradrenalina e serotonina (TRIVEDI; SILVESTRI; WOLFE, 2013).

Os antidepressivos sao associados a efeitos colaterais como retencao
urinaria, boca seca, sedacdo, constipacdo e alteracdes cardiacas, provocando
ainda, letargia, sonoléncia, tonturas e hipotonia, desse modo, seu uso crénico se
torna bastante oneroso (KATZ; BARKIN, 2010).

Drogas anticonvulsivantes também s&o utilizadas no tratamento da dor
neuropatica. O acido valproico possui efeito antialodinico, no entanto seu uso clinico
€ limitado por dois efeitos secundarios graves, a teratogenicidade e a
hepatotoxicidade. Analogos dessa substancia, como a gabapentina e a pregabalina,
apresentam atividade antialodinica e maior segurancga terapéutica (WINKLER et al.,
2005; GUSTAFSSON; SANDIN, 2009; O-ARCINIEGA et al., 2009).

Outras substancias também tem seu potencial antialodinico direcionado para
o tratamento das neuropatias, como o tramadol (ABASS et al., 2014; KANEKO et al.,
2014), lidocaina (KIRILLOVA et al., 2011), agonistas de receptores canabindides
(IKEDA et al., 2013; KLAUKE et al., 2014), antagonistas dos receptores NMDA (N—
metil-D—-Aspartato) (KIM et al., 2012) e toxina botulinica (XIAO et al., 2013), entre
outras.

Muitas dessas terapias tém uma relevancia clinica questionavel. Os
antidepressivos ndo sao efetivos para todos os tipos de neuropatias, e as altas
doses geram preocupacdo. Muitos dos anticonvulsivantes ndo conseguem produzir
respostas analgésicas, apenas alguns farmacos dessa classe produzem alivio da
sensacao dolorosa. Os AINEs possuem o0 uso limitado pelos seus diversos efeitos
colaterais. Outras drogas como anestésicos locais, canabindides, antagonistas
NMDA, toxina botulinica, ndo contemplam todos os tipos de neuropatias, possuem
efeito passageiro ou ainda, apresentam efeitos adversos que inviabilizam seu uso.
Os farmacos disponiveis ndo tém como alvo os varios mecanismos subjacentes a
dor, uma vez que muitos desses medicamentos atuam, principalmente, através da
reducéo da hiperexcitabilidade neuronal (FINNERUP; SINDRUP; JENSEN, 2010;
JONGEN et al., 2013).
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A pesquisa pré-clinica, em grande parte usando modelos murinos, esta
focada na compreenséo de como o sistema nervoso muda durante a dor neuropatica
em um esforco para identificar novos alvos para analgesia e assim produzir novas
terapéuticas. Avancos rapidos na tecnologia resultaram no desenvolvimento de
muitas ferramentas inovadoras, como quimio e optogenética, que serdo aplicadas
para avancar ainda mais na patogénese da dor neuropatica usando modelos
animais, bem como ter o potencial de ser desenvolvido clinicamente (SMITH et al.,
2017).

Diante dos efeitos colaterais expostos nas classes de farmacos supracitados,
se fazem necessarios estudos que visem a elucidacédo de substancias com potencial
antinociceptivo e com baixo risco de toxicidade que o0s grupos ora empregados
detém, sendo os produtos naturais, recursos terapéuticos importantes para o

desenvolvimento de novos farmacos com potencial analgésico.

3.2 Produtos naturais

Assim, a busca de novos farmacos aumenta as perspectivas de prevencgao e
tratamento da dor neuropética. Neste contexto, varios compostos de origem natural
tém sido estudados, e os terpenos de muitos 6leos essenciais possuem um alto
potencial para o tratamento de doencas cronicas, fato que tem motivado a
comunidade cientifica a realizar ensaios farmacologicos a fim de identificar novos
agentes terapéuticos para o tratamento de condigcbes neuropéticas, com maior ou
igual eficacia que os empregados atualmente, mas, sobretudo, que sejam mais
seguros (MISHRA; TIWARI, 2011).

Para manter-se competitiva com outros métodos de descoberta de
medicamentos, a pesquisa de produtos naturais precisa melhorar continuamente a
velocidade dos processos de triagem, isolamento e estruturacdo, bem como abordar
a adequacéo de padrbes de componentes para extratos de produtos naturais e lidar
com questbes envolvidas em producdo de grandes dimensbes com fornecimento
dos principios ativos em largas escalas de producao (LAHLOU, 2013).

Tem emergido a quantidade de plantas medicinais e aromaticas cultivadas
para usos industriais, entretanto a maioria da produgcdo ainda é silvestre. A
necessidade de fontes renovaveis de produtos industriais, bem como a necessidade

de proteger a biodiversidade vegetal cria uma oportunidade para os agricultores
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produzirem tais culturas. A matéria-prima para produtos quimicos finos é diferente do
cultivo de culturas ornamentais ou alimenticias. Desse modo, esse cultivo necessita
de uma serie de exigéncias especiais (LUBBE; VERPOORTE, 2011).

E importante que os programas de cultivo das plantas medicinais sejam
realizados utilizando métodos cientificos controlados, de modo que estes garantam
materiais vegetais de qualidade desejada e também ajudem a gerenciar
efetivamente os recursos. No entanto, a crescente demanda por plantas medicinais
também estd ameacando sua existéncia, portanto para atender as necessidades
futuras, o cultivo de plantas medicinais deve ser encorajado (LAHLOU, 2013).

Organismos na natureza produzem diversos metabdlitos secundérios com o
propésito especifico de ganhar vantagens evolutivas competitivas, como por
exemplo, se manter vivas no ambiente e reduzir a competitividade com outros
organismos na busca por nutrientes. Desse modo, durante a evolucéo, diferentes
mecanismos enzimaticos foram desenvolvidos, os quais direcionaram a biossintese
de diferentes estruturas moleculares de metabdlitos secundéarios (BOHLIN et al.,
2010).

As plantas medicinais aromaticas possuem Oleos essenciais, que Sao
misturas complexas de metabdlitos volateis, bastante utilizadas na industria
farmacéutica. Os terpendides sao os constituintes mais abundantes dos Oleos
essenciais, estdo presentes como hemiterpenos, monoterpenos, ou sesquiterpenos
e como seus derivados. Os monoterpenos sao 0s constituintes mais representativos
dos 6leos essenciais, constituindo 90% dos mesmos, e possuem Varias atividades
farmacoldgicas descritas, como analgésica, anti-inflamatoria, antidepressiva e

anticonvulsivante, dentre outras (BAKKALI, et. al. 2008).

3.3 Monoterpenos

Os terpenos encontrados em o6leos essenciais sdo moléculas simples
estruturalmente, mas estudos relatam suas atividades farmacol6gicas mostrando
seu uso como farmacos analgésicos. Sao substancias de baixo peso molecular,
geralmente com elevada solubilidade lipidica, que podem penetrar na barreira
hematoencefalica atuando no SNC (DE-SOUSA, 2011). Dentre os componentes

dessa classe, estdo 0s monoterpenos, sesquiterpendides, diterpendides,
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triterpendides e carotendides, derivados sem excecdo, de um mesmo precursor
biossintético, o pirofosfato de isopentila (BRUNETON, 2001).

Os terpendides sdo formados por sequéncias de cinco carbonos, chamadas
de unidades de isopreno (CsHg) isolados ou o acoplamento de duas, trés ou quatro
unidades, constituem os hemiterpenos (Cs), monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos (Cyo), respectivamente. Monoterpendides (Cyp) e sesquiterpendides (Cis)
possuem uma ampla distribuicdo no reino vegetal, por isso sdo os constituintes
volateis mais comuns em flores, frutos, caules e folhas, onde desempenham
importante papel nas interagbes planta-ambiente. Muitos possuem grande valor
comercial e alguns séo utilizados na industria farmacéutica (HARVEY et al, 2015;
LEI et al, 2016).

Entretanto, os monoterpenos, na natureza, sdo facilmente oxidados na
atmosfera, e o processo de oxidacao sofre influencia da estacdo do ano, horério do
dia, concentracdes atmosféricas de oxidantes e a capacidade de oxidacdo desses
componentes dos 6leos essenciais (PERAKYLA et al., 2014).

O potencial analgésico de monoterpenos tem sido estudado a fim de
caracterizar os seus mecanismos de acao, fato que tem destacado, nessa classe,
novas opgoes para o tratamento da dor. O carvacrol, o limoleno, o a-felandreno, o
terpineol e o pineno estdo nesse grupo de monoterpenos que apresentam atividade
antinociceptiva, além de muitos outros constituintes dessa classe que apresentam
efeito promissor (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013).

O estragol (Figura 2) € um monoterpeno de ocorréncia natural, constituinte de
Oleos essenciais de plantas aromaticas, como Ocimum basilicum L. e Artemisia
dracunculus L., localizadas principalmente em regibes quentes, a exemplo: o
Mediterraneo ou paises tropicais, (BAKKALI et al., 2008). O estragol (C1oH120)
caracteriza-se por ser um éter, possui a nomenclatura de 4-2-
(propenil)metoxibenzeno, e possui alguns sinbnimos como metil chavicol, p-

alilanisol, chavicol metiléter e 4-metoxialilbenzeno (VINZENCI et al., 2000).

Figura 2 - Estrutura quimica do estragol
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O estragol apresenta efeitos toxicos visto que sua metabolizacdo pode vir a
gerar produtos com elevado potencial genotéxico, dependendo da via metabdlica
que ird seguir no organismo (MARTINS et al., 2012). Além disso, os monoterpenos,
de maneira geral, apresentam instabilidade no processo de preparacdo e
armazenamento, devido a sua baixa solubilidade em &gua, podem ainda se oxidar,
decompor ou evaporar quando expostos ao ar, luz ou calor, o que tem limitado suas
aplicacdes bioldgicas (WU et al., 2006).

Uma forma de estabilizacdo e uso desses 6leos ou substancias derivadas
deles é pela sua inclusdo em moléculas hospedeiras adequadas. Tem sido
demonstrado que além de melhorar a solubilidade, a inclusdo com ciclodextrinas
(CDs) também reduz a volatilidade, oxidacdo e decomposicao térmica, de modo que
0s seus campos de aplicacdo podem ser ampliados consideravelmente (AMANN;
DRESSNANDT, 1993; WU; HUANG; QlI, 2006).

3.4 Ciclodextrinas

A complexacdo com as ciclodextrinas melhora caracteristicas
farmacocinéticas de muitos bioprodutos. A propriedade mais notavel das CD é a sua
capacidade para modificar as caracteristicas fisico-quimicas de moléculas que sao
acomodadas dentro de sua cavidade interna, formando um complexo de incluséo,
aumentando a solubilidade da formulacao, visto que, a incorporacdo permite que
substancias lipossollveis sejam veiculadas em solu¢cdes aquosas. A complexacao
também é capaz de alterar a reatividade quimica e reduzindo a oxidacdo, sem
alterar a capacidade da substancia de atravessar as membranas biologicas
(MENEZES et al., 2012).

As CDs sao oligossacarideos ciclicos néo toxicos derivados da degradacao
enzimatica do amido e constituidas por seis, sete ou oito unidades de glicoses
unidas por ligagdes a 1,4 e chamadas de a-ciclodextrinas (a-CD), B-ciclodextrinas
(B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD) como mostra a figura 3. O encapsulamento em CDs
€ uma das tecnologias mais aplicadas nos sistemas de protecdo e liberacao
controlada de substancias e uma das principais estratégias para manter a
integridade estrutural e atividades biolégicas de moléculas ativas (CIOBANU et al.,
2013; KURKOV; LOFTSSON, 2013; HADARUGA et al., 2014; REINECCIUS; YAN,
2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=H%26%23x00103%3Bd%26%23x00103%3Brug%26%23x00103%3B%20DI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25550747
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Figura 3 — Estrutura esquematica das ciclodextrinas

Fonte: Porte; Porte; Oliveira (2014)

Esses oligossacarideos possuem forma estrutural semelhante a um cone
truncado com uma superficie externa hidrofilica e uma cavidade interior hidrofébica,
permitindo que eles encapsulem substancias e formem complexos de inclusdo em
solucdo e estado sélidos. A liberacdo desses componentes complexados pode ser
influenciada por fatores ambientais especificos, como temperatura e umidade
relativa (REINECCIUS; YAMAMOTO et al., 2012; YANG; XIAO; JI, 2015).

Dentre essas moléculas hospedeiras, beta-ciclodextrina (B-CD) é amplamente
utilizada para melhorar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de farmacos
(SERAFINI et al., 2012).

A complexagdo com a B-CD é capaz de atenuar efeitos toxicos, diminuir a
citotoxicidade e elevar a DL50. Esses trabalhos também relatam que a formacgéo do
complexo de incluséo pode prolongar a duracdo e a poténcia das drogas e viabilizar
0 uso de doses menores, 0 que também contribui para a reducéo da toxicidade do
complexo (KEMELBEKOV et al., 2010; LIMA et al., 2012).

Considerando o potencial promissor dos monoterpenos, sobretudo do
estragol, a justificativa desta proposta parte da dificuldade terapéutica da neuropatia,

buscando descrever uma importante opcdo para o tratamento dessa condicao
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cronica, investigacdo da eficacia do estragol livre e complexado, tendo em vista o
desenvolvimento efetivo e seguro de um farmaco para o tratamento dessas

condicdes dolorosas.
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ATIVIDADES BIOLOGICAS DO ESTRAGOL: UMA REVISAO DE PATENTES

RESUMO

Os produtos naturais tém sido usados desde tempos antigos para o tratamento de
muitas doencgas. E dentre esses 0s 0leos essenciais, que possuem 0S monoterpenos
como principais componentes, tém sido amplamente utilizados por seus efeitos
bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarios, inseticidas, medicinais e
cosméticos. O estragol € um monoterpeno constituinte natural de uma série de
plantas aromaticas, ele tém sido utilizado em produtos alimentares como agentes
aromatizantes. Na presente revisao, foram analisadas patentes utilizando o descritor
“Estragol” a fim de relatar suas atividades bioldgicas. Com essas atividades descritas
foram encontradas apenas 04 patentes na WIPO, 01 na EPO e nenhuma na USPTO
e no INPI. Muitas patentes detalhavam propriedades onde o estragol era apenas um
dos componentes do produto ou discutiam métodos de obtencédo. Existem poucas
patentes que descrevam a aplicacdo de atividades biologicas desse monoterpeno,
visto que muitas o trazem apenas como um componente secundario ou descrevem
apenas seu processo de obtencdo. Mas, entre as atividades apresentadas houve
uma predominancia do uso no combate a insetos, destacando sua acao repelente.
Contudo, o monoterpeno apresenta um potencial farmacoldgico promissor, mas

existem poucas patentes a cerca da protecao do uso de suas atividades bioldgicas.

Palavras-chave: Estragol. Monoterpeno. Repelente. Atividades bioldgicas.
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DESTAQUES DO ARTIGO

e Existe uma escassez de protecdes intelectuais que descrevam atividades
biolégicas do estragol.

e As patentes relacionadas ao estragol o descrevem apenas como um
componente secundario ou enfatizam o processo de obtencao

e Os principais produtos que apresentam o estragol como componente principal

buscam repelir insetos.

1 INTRODUCAO

Historicamente, os produtos naturais tém sido usados desde tempos antigos
para o tratamento de muitas doencas. As metodologias classicas de quimica de
produtos naturais permitiram descobrir metabdlitos secundarios bioativos de fontes
terrestres e marinhas. Os avancos nas pesquisas com esses metabdlitos contribuem
para identificar potenciais novos farmacos que poderao vir a ajudar na manutencao
da saude e na luta contra diversas doencas (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012).

Desde tempos imemoriais, 0s produtos naturais tém sido a espinha dorsal do
sistema terapéutico tradicional em todo o globo terrestre. Embora o uso de produtos
naturais bioativos como preparacbes de drogas a base de plantas remonta a
centenas, mesmo milhares de anos atrds, mas sua aplicacdo como compostos
isolados e caracterizados para a descoberta e desenvolvimento de medicamentos
modernos comecou apenas no século XIX. Tem sido bem documentado que o0s
produtos naturais desempenharam papéis criticos no desenvolvimento moderno de
medicamentos (VEERESHAM, 2012).

Atualmente, o mecanismo de descoberta de farmacos opera em um ritmo
acelerado. Os avancos essenciais nas tecnologias de separacao e determinacdo de
estrutura reduziram os obstaculos inerentes ao rastreio de misturas estruturalmente
complexas. A confluéncia dessas tecnologias com 0s avancos em gendmica,
engenharia metabdlica e sintese quimica oferece ferramentas para explorar a
notavel diversidade quimica das "pequenas moléculas" da natureza na busca por
novos medicamentos (SIDDIQUI et al., 2014).
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Dentre esses produtos naturais os Oleos essenciais tém sido amplamente
utilizados por seus efeitos bactericidas, virucidas, fungicidas, antiparasitarios,
inseticidas, medicinais e cosmeéticos. Devido ao modo de extracdo, principalmente
por destilacdo a partir de plantas aromaticas, eles contém uma variedade de
moléculas volateis como terpenos e terpendides, componentes aromaticos derivados
de fenol e componentes alifaticos (BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpenos sdo 0s principais componentes dos oOleos essenciais,
pertencem ao grupo dos isoprendides contendo dez atomos de carbono. Sendo
amplamente distribuidos no reino vegetal (KOZIOL et al., 2014).

O estragol € um constituinte natural de uma série de plantas e seus 6leos
essenciais tém sido amplamente utilizados em produtos alimentares como agentes
aromatizantes (DE VINCENZI et al., 2000). E encontrado em diversas plantas
aromaticas, incluindo Pinus ponderosa Lawson & C. Lawson (KEEFOVER-RING et
al., 2016; RADWAN et al., 1982), Artemisa dracunculus L. (FROUSHANI et al., 2016;
OBOLSKIY et al., 2011), Ocimum basilicum L. (MURARIKOVA et al., 2017),
Foeniculum vulgare Mill. (GROSS et al., 2002; RATHER et al., 2016), Agastache
foeniculum L. (EBADOLLAHI, 2011) e Croton zehntneri Pax et Hoffm (ANDRADE et
al., 2015).

Os ensaios experimentais demonstraram que estragol possui atividades
antioxidantes (MUNOZ-ACEVEDO; KOUZNETSOV; STASHENKO, 2009), anti-
inflamatéria (DE SOUZA SILVA-COMAR et al.,, 2014; PONTE et al., 2012,
WIIRZLER et al.,, 2016), antimicrobiana (ANDRADE et al., 2015; SHAHAT et al.,
2011) e antifungica (FONTENELLE et al., 2011).

Considerando que o estragol € encontrado em muitas espécies de plantas
que sdo utilizadas em produtos cosmeéticos e preparacdes farmacéuticas, bem como
na industria de alimentos, € importante revisar as aplicacbes biologicas desse
monoterpeno. Assim, esta revisdo de patentes busca analisar as aplicacdes

comercias e industriais do potencial profilatico e terapéutico do estragol.
2 METODOS
A presente revisdo focaliza principalmente as patentes publicadas sobre as

atividades biolégicas do estragol e elas foram pesquisadas na Organiza¢cdo Mundial
da Propriedade Intelectual (WIPO - World Intellectual Property Organization), no
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Escritorio Europeu de Patentes (EPO - European Patent Office), no Escritério de
Patentes e Marcas dos Estados Unidos (USPTO - United States Patent and
Trademark Office) e na base brasileira do Instituto Nacional de Propriedade
Intelectual (INPI). A pesquisa de patentes foi feita usando apenas a palavra-chave
"estragole”, visto que, quando essa foi associada as palavras-chave que faziam
referéncia a atividades biologicas a quantidade de documentos encontrados reduziu
drasticamente. Nas bases WIPO, EPO e USPTO o descritor de busca foi utilizado
em inglés e apenas na base brasileira esse foi utilizado um portugués.

A selecdo das patentes foi baseada nos seguintes critérios de incluséo:
patentes publicadas contendo estragol no titulo ou resumo, estas foram analisadas a
fim de verificar o uso do estragol. Nao foram aplicados filtros de limite temporal em
virtude da escassez de material.

Assim, na WIPO foram encontradas 22 patentes para avaliagdo preliminar,
destas apenas 4 descreviam a protecao intelectual de alguma atividade biolégica do
monoterpeno, uma patente estava duplicada na propria base, 7 descreviam
processos de preparacdo, sintese ou conversdo, em 8 o estragol era apenas um
coadjuvante de alguma formulacdo e em 2 havia a descricdo do uso da atividade
biolégica de uma planta onde o estragol era apenas um componente da referida
espécie, os demais foram excluidos por ndo descrever aplicabilidade do estragol.

A busca também foi realizada na EPO, onde foram encontradas 25 patentes
para avaliacdo preliminar, dessas 8 estavam duplicadas em relacdo as patentes
buscadas na base anterior, 7 descreviam processos de preparacdo, sintese ou
conversdo, em 9 o estragol era apenas um coadjuvante de alguma formulacdo e em
apenas uma patente havia a descricdo da alguma atividade biolégica do estragol
como componente principal. Na base americana e na brasileira ndo foram

encontradas patentes com o estragol (figura 1).
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Figura 1 — Fluxograma de busca, sele¢éao e analise das patentes com estragol.
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O fluxograma destaca a escassez de patentes com o monoterpeno, sobretudo

guando se busca a descricdo das protecdes das suas atividades biologicas, desse

modo, na discusséo do trabalho foi dada uma énfase especial as cinco patentes que

descrevem essas atividades, entretanto considerando a relevancia dos processos de

obtencdo e a importancia do estragol como componentes de alguns produtos as

principais patentes desses grupos também foram analisadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise das patentes foi realizada a partir da observacdo das diferentes

finalidades, onde inicialmente estdo discutidas as patentes que descrevem a

importancia dos processos de obtencdo do monoterpeno, e depois foram analisadas

as patentes que descrevem a utilizagcdo do estragol com alguma aplicagcéo bioldgica.
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3.1 Extracéao, preparacdo ou conversao do estragol

A busca realizada mostrou que muitas patentes nao descrevem as aplicagdes
biolégicas do estragol, mas buscam descrever métodos de obtencdo do
monoterpeno.

A patente (CN107098797) desenvolvida por Shaofan et al. descreve um
meétodo de extracdo do estragol a partir da Estrela-de-anis, lllicium verum Hook. F.,
destacando a simplicidade de obtencéo, reducdo dos desgastes aos equipamentos
utilizados e melhoria ambiental, devido a reducéo de aditivos utilizados que possam
ser liberados na natureza, destacando assim a sustentabilidade do processo.

A lllicium verum Hook. F. (estrela de Anis chinesa ou anis estrelado) € uma
arvore aroméatica da familia llliciaceae que tem sido usado h& muito tempo na
indUstria chinesa de alimentos e medicamentos, possui entre seus constituintes
numerosos compostos, incluindo sesquiterpenos, fenilpropanoides, lignanos,
flavonoides, entre outros. Estudos farmacolégicos demonstraram que seus extratos
e compostos ativos possuem acbes farmacoldgicas amplas, especialmente em
atividades antimicrobianas, antioxidantes, inseticidas, analgésicas, sedativas e
anticonvulsivantes (WANG et al., 2011). A patente (CN106350223) de Li Guojin
também descreve um processo de extracao do estragol.

Os terpenos compreendem um grande grupo de metabolitos naturais com
muitas diferencas entre si. Os terpenos descobertos e isolados de plantas tém sido
amplamente utilizados em alimentos, cosméticos, produtos farmacéuticos e em
varias aplicacdes biotecnolégicas. A capacidade de isolar e purificar essas
moléculas das plantas é fundamental para elucidar suas possiveis aplicacdes. A
extracdo de um terpendide de forma eficiente e econdmica geralmente requer um
método mais detalhado e otimizado, visto a variedade da classe (JIANG;
KEMPINSKI; CHAPPELL, 2017).

Além da extracdo, algumas inven¢des mostram a utilizacdo do estragol como
matéria-prima para a producdo de outras substancias, como as patentes
(CN104311399 e CN103755533) que descrevem a transformacéo do estragol em
trans-anetol e anetol, respectivamente. Segundo (APROTOSOAIE; COSTACHE;
MIRON, 2016) o anetol € amplamente utilizado como agente de saborizante, e na
indastria farmacéutica relatam ac¢des tais como: anti-inflamatoérios, anticancerigenos,

antidiabéticos, imunomoduladores, neuroprotetores e antitrombaoticos.
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Os monoterpenos podem ser transformados em reacdes puramente quimicas
em poucas horas, as transformacdes iniciais envolvem a introducdo de grupos
funcionais, reacfes de oxidacdo e rearranjos moleculares catalisados por varias
enzimas. Podem ocorrer fotolise, reacbes com oxigénio, ozodnio, radicais hidroxila,
atomos de cloro, biotransformacdes por microrganismos, entre outras, gerando
diversos derivados (FU et al., 2009; MARMULLA; HARDER, 2014).

3.2 Preparacgdes que contenham o estragol como adjuvante

A indastria alimentar também apresenta algumas invencdes que possuem o
estragol como um de seus componentes. Shinichi, Masahiro e Crianra, buscaram
com sua invengdo (10042826) obter uma pasta com sabor semelhante ao do
Wasabi, um tempero utilizado na culinéria japonesa, feito da planta wasabia
japbnica. Assim, 0s autores criaram uma pasta com diversos componentes onde o
estragol e o anetol s&do um dos adjuvantes que contribuem na mimetizacado do sabor
pleiteado.

Ainda na industria alimentar, a Nestle possui a invengédo (NZ523838) de 2004
de um alimento funcional a bases de 6leo essencial para prevencdo ou tratamento
de infeccdo por microrganismos semelhantes ao Helicobacter, esse alimento
funcional possui diversos componentes e o0 estragol é uma dessas substancias em
meio a dezenas do outros.

Alimentos funcionais sao definidos como alimentos que tém efeitos
fisiologicos positivos além da funcdo nutricional. Muitos desses alimentos funcionais
utilizam produtos naturais, como plantas, como matéria-prima pelo potencial
terapéutico, trazendo protecdo, principalmente, contra doencas crbnicas ou
infecciosas (LAJOLO, 2002; RIVERA; BOCANEGRA-GARCIA; MONGE, 2010).

A patente (CN105362440) de Yanlei descreve uma formulacdo farmacéutica
com baixos custos e fabricacdo simples utilizada para tratar infecgcdes no couro
cabeludo. Essa formulacdo apresenta agentes aromatizantes, tensoativos e
antioxidantes, apresentando acdo bactericida, desintoxicante, anti-inflamatoria,
capaz de melhorar a circulagéo, reduzir edema e secre¢des purulentas, combatendo

as infeccdes. Nessa invencdo o estragol também n&o faz parte dos componentes
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principais da formulagdo, o0 monoterpeno aparece apenas como um dentre dezenas
de componentes.

Ja as invencgdes 2014136685, 2013126960, 1020020005393,
WO0/2002/001959 e CN105152877 descrevem o desenvolvimento de tecnologias
utilizadas no controle e combate a insetos. Sobretudo, as patentes (2014136685 e
201312660) de Ayaka e colaboradores e Wang Qun descrevem invengdes usadas
como repelentes de traca de roupas e formigas, respectivamente, e em ambas o
estragol aparece apenas como um componente da formulacao.

A maioria das doencas infecciosas emergentes hoje é transmitida por insetos,
assim os repelentes funcionam como importantes ferramentas de protecédo a essas
doencas (DIAZ, 2016), e existe uma gama bem variada de plantas com propriedades
repelentes de insetos, a maioria delas sdo nativas dos trépicos. E os Oleos
essenciais extraidos dessas plantas demonstram atividade repelente de insetos,
bem como, seus componentes ativos. Destacando, assim, o potencial promissor
para o desenvolvimento de formulacbes que podem servir como possiveis
biopesticidas naturais (TISGRATOG et al., 2016).

As duas patentes descritas a seguir apresentam a protecéo intelectual do uso
de algumas atividades biolégicas das plantas Agastache rugosa F., Foeniculum
vulgare M., Humulus lupulus L. e Melissa officinalis L. que possuem o estragol como
um dos componentes dos 6leos essenciais.

A tecnologia descrita pela patente (1020050094578) de Won refere-se a
formulacdo de um agente antifUngico desenvolvido a partir do 6leo de Agastache
rugosa e cetoconazol como ingredientes ativos. Esse insumo farmacéutico
apresenta uma excelente poténcia contra os fungos da familia Trichophyton,
podendo ser utilizado no tratamento de dermatites. O agente compreende
compostos de 6leo essencial de Agastache rugosa e cetoconazol em uma proporgéo
de combinacdo em peso de 2000: 1 a 50: 1, e um dos principais componentes desse
Oleo é o estragol, que possui efeito sinérgico ao cetoconazol, destacando que a
associacao do cetoconazol ao 6leo essencial melhora a eficicia da substancia.

A invencdo (1020060118201) de Byeong et al. também descreve o
desenvolvimento de uma formulac&o farmacéutica utilizada em afeccdes da pele. Os
autores descrevem um cosmético capaz de reduzir a dilatagdo dos poros, feito a
partir de extrato de Foeniculum vulgare Mill., Humulus lupulus L. e de Melissa

officinalis L., em que a quantidade de trés extratos de plantas é de 0,1-20,0% em
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peso com base no peso total da composicdo. O estragol aparece na formulagdo no
extrato de Foeniculum vulgare Mill., que contém, ainda, anetol e fenhone como
componentes principais. Os autores destacam, ainda que a invencdo é isenta de

efeitos colaterais.

3.3 Preparacdes com o estragol entre os principais componentes

O quadro 1 sumariza as patentes selecionadas que possuem o estragol como
um dos principais componentes da atividade bioldgica protegida. Os documentos
estdo organizados por ordem cronoldgica, o pais e atividade biolégica sédo

apresentados.

Quadro 1: Patentes sobre atividades biolégicas do estragol como um dos principais

componentes.
Patente Titulo Pais Atividade Biolégica Ano
o B KR — Republica Pesticida para traca de
1020020005393 Pesticide composition 2002
da Coréia farinha indiana
W0O/2002/001959 Pesticide composition WO - Mundial Inseticida 2002

Cosmetic composition having itchness

removal effect and skin moisturizing ]
. ) KR — Republica .
100701222 effect by comprising phytochemical da Coréi Reducéo de caspas 2007
a Coréia
such as maltol, beta-pinene, dI-

menthone, 1-pulegone and d-limonene

Preparation method for estragole and ) ]
CN105152877 o CN - China Repelente de insetos 2015
application of estragole

Formulagéo cosmética

Cosmetic composition containing para regeneracgédo da pele,
estragole, oriental herb fragrance KR — Republica reducdo de rugas,
1020150057762 o ) ) ) B o ] 2015
active ingredient, as ingredient da Coréia antioxidante, anti-
effective for skin inflamatdrio e clareamento
da pele.

Os dados mostram um predominio asiatico nas patentes sobre as atividades

biologicas do estragol, com destaque para a Republica da Coréia. Em relacédo as
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atividades, o combate aos insetos é o principal uso dos produtos desenvolvidos e
protegidos.

A patente (1020150057762) de Byun e colaboradores descrevem a utilizacéo
do estragol como componente principal de uma formulacdo cosmética que melhora
as caracteristicas da pele, estimulando a regeneracdo, reducdo das rugas e
clareamento da pele, além da sua acdo antioxidante e anti-inflamatoéria. A patente
destaca que o estragol aumenta a quantidade total de colageno de fibroblastos na
pele, inibe a geracdo de oxido de nitrogénio (NO), inibindo a geracdo de radicais
livres e reduz a quantidade total de melanina para proporcionar um efeito de
clareamento da pele.

Os autores da invencdo 100701222* descrevem o desenvolvimento de
produto que combate as caspas, reduzindo sua formacdo e removendo as ja
formadas, além de possuir acdo hidratante e 6tima estabilidade que favorece seu
armazenamento e comercializagdo. A composicdo cosmeética possui maltol, beta-
pineno, dl-menthone, 1-pulegone e d-limoneno como ingredientes principais, mas o
produto possui, ainda, anetol, estragol ou fenchone.

J& as patentes 1020020005393 e W0/2002/001959 objetivam o combate aos
insetos, e apresentam o estragol como um dos componentes ativos principais. A
primeira invencdo (1020020005393) contém ao menos uma das substancias, como
estragol, anetol e fenchone que sédo extraidos de Foeniculi fructus, eles tém um
efeito de pesticida na traca de farinha indiana, Lasioderma serricorne (Fabricius),
Sitophilus oryzae (L.) e Callosobruchus chinensis (L.) e sdo inofensivas para um
corpo humano. Ja a segunda (WO/2002/001959) também apresenta o estragol,
anetol e fenchone como ativos principais, entretanto nesta invencao eles foram
obtidos das sementes de erva-doce.

A invencdo (CN105152877) de Wu Yan e colaboradores também descreve a
utilizacdo do estragol no combate aos insetos, entretanto nessa invencado o
monoterpeno € o principal componente do produto descrito. O estragol é obtido do
Oleo verde de Zanthoxylum. A matéria-prima para 0 meéetodo € abundante e o
processo de producéo é simples e de baixo custo.

Os terpenos representam a classe mais diversificada de produtos naturais
encontrados em plantas, com dezenas de milhares de estruturas relatadas. Além
disso, possuem uma infinidade de aplicagbes farmacéuticas e industriais, mas 0s

recursos naturais para sua extracdo sdo muitas vezes limitados e, em muitos casos,
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as rotas sintéticas ndo sdo comercialmente viaveis. Entretanto algumas tecnologias
buscam otimizar esses processos de obtencdo (MARKUS LANGE; AHKAMI, 2013).
A extracdo de um terpeno de forma eficiente e econdmica geralmente requer um
método mais especifico e otimizado, que leve em consideracdo suas propriedades
especificas (JIANG; KEMPINSKI; CHAPPELL, 2017).

O desenvolvimento de novas tecnologias revolucionou a triagem de produtos
naturais na descoberta de novos medicamentos. A aplicacdo dessas tecnologias
compensa as limitacdes inerentes aos produtos naturais e oferece uma oportunidade
Unica para restabelecer os produtos naturais como fonte importante de descoberta
de drogas (LAHLOU, 2013).

A caracteristica mais marcante dos produtos naturais em sua relacdo com a
descoberta de drogas é a sua diversidade estrutural que ainda estd amplamente
inexplorada. A revitalizacdo dos produtos naturais esta trazendo novos desafios em
relacdo ao controle de qualidade e padronizacdo, juntamente com a relacao custo-
eficacia. O interesse renovado no desenvolvimento de produtos naturais se deve,
também, ao surgimento de técnicas modernas (VEERESHAM, 2012).

As patentes CN105152877, 1020020005393 e W0O/2002/001959 destacam o
uso dos monoterpeno no combate aos insetos, destacando o potencial desses
grupos aromatico como repelentes e mostrando uma importante ferramenta no
controle desses problemas.

Os produtos naturais tém sido usados como pesticidas, fungicidas, herbicidas
e inseticidas, entretanto devido a necessidade ainda presente, os produtos naturais
continuam sendo fonte de inspiracdo para novas ferramentas para combater uma
série de pragas de fungos, ervas daninhas e insetos. Esses desenvolvimentos
representam uma oportunidade para a inddstria farmacéutica e cosmecéutica
(GERWICK; SPARKS, 2014).

Assim, poucas invencdes especificamente com o estragol que descrevam
suas atividades biologicas, das inumeras patentes analisadas apenas cinco
descreviam algum uso biolégico, o que contrasta com a literatura que remete a
diversas aplicagbes do monoterpeno. Portanto, a exploracdo do estragol ainda é um
campo bastante vasto, que sugere que novos estudos ainda sao necessarios a fim
de produzir tecnologia que possam aproximar o uso desse produto natural as

necessidades da populagao.
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4 CONCLUSAO

Com essa andlise observamos a escassez de produtos protegidos que
possuem o estragol como componente bioativo principal, visto que a maioria das
publicacdes destaca o0s processos de obtencao, sintese e extracdo do monoterpeno.
Algumas patentes descrevem as atividades biologicas de algumas plantas que
possuem o estragol como componente, mas ndo imputam tal atividade diretamente
ao monoterpeno.

A investigacdo também destacou que entre as atividades biolégicas
apresentadas o combate aos insetos é o que tem gerado maior interesse dos
pesquisadores. Contudo, essa prospecc¢ao evidencia que o campo de producéo de
tecnologia com o estragol ainda é bastante amplo, visto que a literatura descreve
muitas atividades que podem fornecer subsidios para o desenvolvimento de

inUmeros produtos patenteaveis.
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AVALIACAO TOXICOLOGICA DO MONOTERPENO ESTRAGOL

RESUMO

O estragol é utilizado pela indastria alimenticia como agente aromatizante, e
apresenta, ainda, atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, antifungica e
antioxidante. Os produtos naturais se destacam como importante fonte de
substancias com potencial farmacolégico. No entanto, alguns produtos podem ser
toxicos para seres humanos. Nesse sentido, destaca-se a importancia de
compreender a toxicidade do estragol, visto que, a literatura ainda carece de estudos
com evidéncias suficientes sobre o perfil de seguranca da administracdo do
monoterpeno. Assim, o presente trabalho buscou investigar a toxicidade pré-clinica
do estragol em um sistema eucariético unicelular para estudos de estresse oxidativo
e em modelos animais. Desse modo, foi realizada a avaliagdo oxidativa,
antioxidante, de prevencédo e reparo de danos ao DNA nuclear e mitocondrial em
Saccharomyces cerevisiae e 0 teste de toxicidade aguda em modelos animais. Os
resultados mostraram que o estragol (3, 6 e 60 mg/mL) ndo provoca danos celulares,
significativos, compativeis com efeitos toxicos, destacando assim a seguranca
terapéutica no uso agudo do monoterpeno. A investigacao da toxicidade aguda com
a administracao oral de 2000 mg/kg ndo demostrou alteracdes em massa de 6érgéaos,
parametros bioquimicos e testes comportamentais. Sugerindo assim, que 0 usoO
agudo do monoterpeno nas doses e concentracdes investigadas ndo provocam

danos celulares significativos, compativeis com toxicidade.

Palavras-chave: Monoterpeno. Estragol. Toxicidade.
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1 INTRODUCAO
As plantas medicinais comprovaram historicamente seu valor como fonte de

moléculas com potencial terapéutico e, hoje em dia, ainda representam importante
fonte para a identificacdo de novos fitoconstituintes com potencial farmacoldgico.
Nas ultimas décadas, a industria farmacéutica tem direcionado muitos esforcos a
descoberta de medicamentos. No entanto, ao mesmo tempo, tem havido uma
tendéncia decrescente no numero de novos farmacos drogas que chegam ao
mercado, gerando uma renovacdo do interesse cientifico nas fontes naturais
(ATANASOQV et al., 2015).

As plantas medicinais aromaticas possuem Oleos essenciais, que sao
misturas complexas de metabdlitos com elevada volatilidade, bastante utilizadas
pela industria farmacéutica. Os terpendides sdo os constituintes mais abundantes
dos Oleos essenciais, estdo presentes como hemiterpenos, monoterpenos, ou
sesquiterpenos e como seus derivados. Os monoterpenos sdo 0s constituintes mais
representativos dos 6leos essenciais, e possuem varias atividades farmacolégicas
descritas, como anti-inflamatoria, antidepressiva e anticonvulsivante, dentre outras
(BAKKALI et al., 2008).

O Estragol (figura 1) € um monoterpeno encontrado em diversas plantas
aromaticas, incluindo o pinheiro ponderosa (Pinus ponderosa L. e C.) (KEEFOVER-
RING et al., 2016; RADWAN et al., 1982), estragdo (Artemisa dracunculus L.)
(FROUSHANI et al.,, 2016; OBOLSKIY et al.,, 2011), manjericdo doce (Ocimum
basilicum L.) (MURARIKOVA et al., 2017), funcho doce (Foeniculum vulgare M.)
(GROSS et al.,, 2002; RATHER et al., 2016), Hissopo aniz (Agastache foeniculum
M.) (EBADOLLAHI, 2011) e canelinha (Croton zehntneri P. e H.) (ANDRADE et al.,
2015).

Figura 1 — estrutura quimica do estragol

P

H,CO
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Esse monoterpeno € utilizado pela industria alimenticia como agente
aromatizante (VINCENZI et al., 2000). Como atividades farmacolbgicas apresenta
acao anti-inflamatoéria (PONTE et al., 2012; SILVA-COMAR et al., 2014; WIIRZLER
et al., 2016), antimicrobiana (SHAHAT et al., 2011; ANDRADE et al., 2015)
antifangica (FONTENELLE et al., 2011) e antioxidante (MUNOZ-ACEVEDO;
KOUZNETSOV,; STASHENKO, 2009).

As plantas apresentam diferentes mecanismos de protecdo sob condicbes
desfavoraveis, como ataque de uma variedade de microrganismos patogénicos e
herbivoros, bem como diferentes estresses abiodticos na natureza, o principal desses
mecanismos é a producdo de metabdlitos secundarios (SAHEBI et al., 2017). Entre
esses metabolitos destacam-se 0S monoterpenos possuem caracteristicas
individuais que os diferem em sua toxicidade contra diferentes herbivoros e
patégenos, de tal forma que esses funcionam como agentes repelentes ou danosos
contra os estressores, como: insetos, patdégenos, entre outros (REID; SEKHON;
LAFRAMBOISE, 2017; WHITEHEAD; BOWERS, 2014).

Produtos naturais geralmente apresentam atividade farmacologica ou
biolégica. No entanto, alguns produtos podem ser toxicos para seres humanos,
insetos, etc. Assim, os produtos naturais podem mostrar papéis duplos, dependendo
dos alvos aos quais sao direcionados. A toxicidade dos produtos naturais contra
células neoplésicas, virus, ou bactérias sao pretendidas, entretanto, nas demais
situacBes terapéuticas essa citotoxicidade deve ser minimizada (MARTINEZ-
MAYORGA et al., 2017).

Nesse sentido, destaca-se a importancia de compreender a toxicidade do
estragol, visto que, a literatura ainda carece de estudos com evidéncias suficientes
sobre o perfil de seguranca da administracdo desse monoterpeno. Contudo o
presente trabalho busca investigar a toxicidade pré-clinica do estragol em um
sistema eucariotico unicelular para estudos de estresse oxidativo e em modelos

animais
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2 METODOLOGIA

2.1 Obtencao do estragol

O estragol foi fornecido pelo Prof. Dr. Sydney Gongalo de Lima do Laboratério
de Geoquimica Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Piaui.

2.2 Avaliacado oxidativa, antioxidante, de prevencdo e reparo de danos
oxidativos ao DNA nuclear e mitocondrial em Saccharomyces cerevisiae

Foram utilizadas seis linhagens de leveduras da espécie Saccharomyces
cerevisiae proficientes e mutadas em defesas antioxidantes para as enzimas
superoxido dismutase nuclear e mitocondrial e catalase.

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas no ensaio de atividade antioxidante
com seus genotipos relevantes estdo apresentadas na tabela 1. A linhagem EG118
€ defectiva no sistema enziméatico que envolve a enzima superdxido dismutase
citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene SOD1), enquanto a EG110 apresenta
mutacdo na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do gene SOD2); EG133 é o duplo
mutante defectivo para SOD1 e SOD2; a linhagem EG223 é defectiva na enzima
catalase (CAT1); a EG é o duplo mutante defectivo para SOD1 e CAT1; e EG103

corresponde a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas.

Tabela 1. Descricéo das linhagens de Saccharomyces cerevisiae utilizadas no

estudo.
Descricao Genobtipo Origem

MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 )

EG103 (SODWT) Edith Gralla, L Angeles
GAL+
sod1::URA3 all other markers as

EG118 (SOD1A) Edith Gralla, L Angeles
EG103

EG110 (SOD2A) sod2::TRP1 all other markers as EG103 Edith Gralla, L Angeles
sod1::URA3 sod2::TRP1 double mutant )

EG133 (SOD1ASOD2A) Edith Gralla, L Angeles
all other markers as EG103

EG223 (Cat1A) EG103, except catl:: TRP1 Edith Gralla, L Angeles
EG103, except sodl:: URA3 and catl:: )

EG (SOD1ACat1A) Edith Gralla, L Angeles

TRP1
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Essas culturas de S. cerevisiae foram submetidas a diferentes tratamentos e
concentracbes para verificar a toxicidade a nivel celular e contribuir com a
compreensao de mecanismos moleculares do estragol. Os diferentes esquemas de
tratamento estdo apresentados na tabela 2, nesse ensaio utilizou-se o peroxido de
hidrogénio (H,O,) como controle positivo e solucdo salina (NaCl 0,9%) como
controle negativo.

Tabela 2. Protocolo experimental em linhagens de Saccharomyces cerevisiae.

Possivel .
Tratamento . Procedimento
mecanismo

Adicdo de 10 uL de estragol a 3, 6, 60 mg/mL
com exposic¢ao por 3 horas e logo apoés adicao de
10 uL H,0, a 10 mMol por mais 2 horas e
incubacdo em estufa por 72h.

Pré-tratamento | Reacgdo intracelular

Adicao central de 10 puL de estragol a 3, 6, 60
mg/mL + adi¢éo de 10 uL H,O, a 10 mMol por 3
horas seguidos de incubacéo em estufa por 72h.

Reacao

Co-tratamento
Extracelular

Exposigéo por 3 horas em 10 uL de H,O,a 10
mMol seguida de exposi¢éo por 3 horas com 10
uL de estragol a 3, 6, 60 mg/mL e incubagé&o por

72 h

Pés-Tratamento | Atividade de reparo

10uL de H,0O, a 10 mMol no disco central e

Controle Positivo H,0O, (10mMol) incubacio em estufa por 72 h.,

Solucéo salina 10 pL de solucéo salina a 0,9% no disco centra e

Controle Negativo 0,9% incubacdo em estufa por 72 h.

Legenda: Est - Estragol

As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de
Bacto-peptona, 2% de glicose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de
crescimento estacionaria (OLIVEIRA et al., 2014).

Células em suspenséao foram semeadas a partir do centro para a margem das
placas de Petri em um ciclo continuo, como mostra a figura 2, para ambos os lados
da placa, contendo no centro um disco de papel de filtro estéril, ao qual foi

adicionado 100 yL das concentra¢cbes do monoterpeno.
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Figura 2. Posicionamento das linhagens utilizadas no ensaio com S.
cerevisiae.

SODWT
Sod1A
Sod2A
Sod1ASod2A
CatlA
Sod1ACatlA

oukwdPE

ApoOs 48h de incubacéo em estufa a 30°C, os halos de inibicdo de crescimento
das linhagens foram mensurados, sendo estes resultados tabelados e submetidos a
tratamento estatistico. A inibicdo do crescimento leveduriforme foi medida em
milimetros desde a margem do disco de papel-filtro até o inicio do crescimento
celular. Os valores podem variar de 0 mm (crescimento completo) a 40 mm
(auséncia de crescimento), que corresponde a medida do raio da placa de Petri.

Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

2.3 Determinagéo da toxicidade aguda em modelos animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos, fémeas, da linhagem
Swiss, pesando 25-35 g (n=5), obtidos do Biotério setorial do Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Piaui e os experimentos foram conduzidos no mesmo nucleo, onde foram mantidos
a temperatura de 24 = 1 °C e ciclo claro/escuro de 12 h com agua e racao ad libitum
e foram colocados em jejum de 12h antes da administrac&o oral do estragol.

Os procedimentos referentes a eutanasia foram realizados por overdose de
anestésico geral (tiopental sodico, 100 mg/kg, por via intraperitoneal) em
conformidade com o paragrafo 1°. do Art. 14 da Resolugédo N° 1000, de 11 de maio
de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, atualizada por RN 37 de
22/02/2018 do CONCEA. Os procedimentos foram realizados sob a
responsabilidade técnica da médica veterinaria da equipe, Adeline de Andrade
Carvalho, CRMV-PI N° 866.
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Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais como modelo
experimental foram realizados segundo as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacdo com animais — CEEA/UFPI sob o protocolo N°
082/14.

A avaliacdo toxicologica do estragol foi realizada pelo método de dose fixa,
recomendado pela Organizacédo para a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(OECD), n° 420 (OECD, 2001). Os animais foram distribuidos em dois grupos de
cinco animais cada; um grupo teste foi tratado oralmente com estragol na dose de
2000 mg/kg e um grupo controle tratado oralmente com solucdo de agua destilada e
Tween 80 a 2% (grupo veiculo). Imediatamente apdés a administracdo, alguns
parametros comportamentais foram avaliados durante as primeiras quatro horas,
como recomendado pelo protocolo de reconhecimento e de avaliagdo de sinais
clinicos da OECD. Ap0s isso as avaliac6es foram realizadas, diariamente, por mais
14 dias e ao final foram eutanasiados para mensuragcao do peso relativo dos érgaos
internos e dosagem de parametros bioquimicos.

Os parametros analisados foram atividade geral, frémito vocal, irritabilidade,
resposta ao toque, contorcdo, reflexo ao endireitamento, tdnus muscular, ataxia,
reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, convulsGes, hipnose, anestesia,
lacrimejamento, ptose palpebral, miccdo, evacuacles, piloerecdo, hipotermia,
respiracdo, cianose, hiperemia, morte. A intensidade, duracdo e a progressao dos
mesmos foram registrados, tabulando-as numa escala de 0 a 4 (ausente - O, raro - 1,
pouco - 2, moderado - 3, intenso - 4), para posterior analise.

O peso de cada animal foi determinado no primeiro, sétimo e décimo quarto
dia. Ao fim do periodo de observacdo todos os animais sobreviventes foram
eutanasiados e o sangue foi coletado para analise bioquimica (Alanina transferase;
aspartato aminotransferase; ureia; creatinina) e a retirada de oOrgdos para a
observacdo e mensuracéo do peso relativo.

O sangue foi acondicionado em tubo sem anticoagulante, para obtencdo do
soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos. Para analise bioquimica, o material
foi centrifugado a 3500 RPM durante 5 minutos e, em seguida, realizada as
dosagens. Os ensaios foram realizados em aparelho automatico Labmax 400 com
kits comerciais da LABTEST®.
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2.4 Andlise Estatistica

Foram utilizados, quando necessario, os testes “t de Student”, para as
analises entre dois grupos, e analise de variancia uma via (ANOVA) seguida do
Teste de Tukey ou Bonferroni para avaliar a significancia das diferencas entre as
médias. Os valores foram considerados significativamente diferentes para o valor de
p<0,05. Em todos estes procedimentos, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism verséo 6.0.

3 RESULTADOS

3.1 Avaliacdo oxidativa, antioxidante, de prevencdo e reparo de danos
oxidativos ao DNA nuclear e mitocondrial em Saccharomyces cerevisiae

A figura 3 apresenta o efeito protetor do estragol em diferentes concentragdes
(3, 6 e 60 mg/mL) frente a danos oxidativos. Essas concentragdes foram escolhidas
por serem compativeis as utilizadas em testes in vivo (3 e 6 mg/mL) de avaliacdo da
atividade biolégicas e uma concentracdo maior (60 mg/mL), que € a relativa a dose

de investigacao da toxicidade aguda em roedores.
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Figura 3 Perfil de protecéo do estragol frente aos danos oxidativos em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae
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Os dados apresentam media e erro padrdo da média da inibicdo do halo de crescimento (0 —
40 mm) do pré-tratamento com estragol (Est) frente aos danos oxidativos em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae: SODWT (A); SOD1A (B); SOD2A (C); SOD1ASOD2A (D); Cat1A
(E); SOD1ACat1A (F). CN (controle negativo-solugéo salina 0,9% e CP- H,O, (10 mMol).
ANOVA uma via com pés teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 significancia em
relacdo ao CN. ***a p<0,001 significancia em relagéo ao CP.
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O pré-tratamento com estragol nas concentracfes testadas protegeu a
linhagens SOWT, ASOD1, SOD2A, SOD1ASOD2A, Cat1A e SOD1ACat1A da
oxidacdo do DNA das linhagens pelo H,O,. Assim, os dados indicam que o
monoterpeno possui acao protetora contra danos oxidativos. A figura 4 apresenta o

efeito antioxidante do estragol no co-tratamento.
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Figura 4 Perfil antioxidante do estragol frente aos danos oxidativos em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae
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Os dados apresentam media e erro padrdo da média da inibicdo do halo de crescimento (0 —
40 mm) do co-tratamento com estragol (Est) frente aos danos oxidativos em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae: SODWT (A); SOD1A (B); SOD2A (C); SOD1ASOD2A (D); Cat1A
(E); SOD1ACat1A (F). CN (controle negativo-solugédo salina 0,9% e CP- H,O, (10 mMol).
ANOVA uma via com pos teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 significAncia em
relacdo ao CN. ***a p<0,001 significancia em relagéo ao CP.
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O co-tratamento com estragol evidencia sua acao antioxidante diante dos
danos provocados pelo H;O, nas linhagens SOWT, ASOD1, SOD2A,
SOD1ASOD2A, Cat1A e SOD1ACat1A. Assim, os dados indicam que o monoterpeno
possui acdo protetora contra danos oxidativos. A figura 5 apresenta o efeito
antioxidante do estragol no co-tratamento. A figura 5 apresenta a avaliacdo das

acOes de reparo do estragol.
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Figura 5 Perfil das acdes de reparo do estragol frente aos danos oxidativos em
linhagens de Saccharomyces cerevisiae
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Os dados apresentam media e erro padrdo da média da inibicdo do halo de crescimento (0 —
40 mm) do poés-tratamento com estragol (Est) frente aos danos oxidativos em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae: SODWT (A); SOD1A (B); SOD2A (C); SOD1ASOD2A (D); Cat1A
(E); SOD1ACat1A (F). CN (controle negativo-solucdo salina 0,9% e CP- H,O, (10 mMol).
ANOVA uma via com pés teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 significAncia em
relacdo ao CN. ***a p<0,001 significancia em relagéo ao CP.
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O pés-tratamento destaca que o monoterpeno também apresenta acdo de
reparo frente a danos j4 causados por agentes oxidantes, visto que reduziu

significativamente o halo de inibicdo das linhagens investigadas.

3.2 Avaliacédo da toxicidade aguda em camundongos

A avaliacdo dos potenciais efeitos toxicos também foi realizada em modelos
animais com uma dose Unica (2000 mg/kg, v.0.) como mostra a tabela 3

Tabela 3: Pardmetros clinicos-comportamentais da analise da toxicidade aguda do
estragol (2000 mg/kg, v.0).

Tempo (min.)

Atividade farmacol6gica

30 60 120 180 240
ESTIMULANTE
Hiperatividade 0 0 0 0 0
Agressividade 0 0 0 0 0
Tremores 0 0 0 0 0
Convulsao 0 0 0 0 0
Piloerecéo 0 0 0 0 0
DEPRESSOR
Ptose palpebral 0 0 0 0 0
Sedacéo 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0
Ataxia 0 0 0 0 0
Reflexo de endireitamento 0 0 0 0 0
Catatonia 0 0 0 0 0
Analgesia 0 0 0 0 0
Perda do reflexo palpebral 0 0 0 0 0
Perda do reflexo auricular 0 0 0 0 0
SISTEMA NERVOSO AUTONOMO
Diarreia 0 0 0 0 0
Constipacado 0 0 0 0 0
Lacrimejamento 0 0 0 0 0
Salivacéo 0 0 0 0 0
Cianose 0 0 0 0 0
OUTROS COMPORTAMENTOS
Ambulacgéo 0 0 0 0 0
Autolimpeza 0 0 0 0 0
Levantar 0 0 0 0 0
Escalar 0 0 0 0 0
Vocalizagéo 0 0 0 0 0
Contor¢des abdominais 0 0 0 0 0
Morte 0 0 0 0 0
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Os resultados evidenciam que ndo houve nenhum sinal de toxicidade clinica-
comportamental nas primeiras horas de observacdo, bem como nos 14 dias
seguintes de observacdo (dados ndo mostrados), além disso, nenhuma morte foi
observada durante os 14 dias de avaliacdo. Ao final desse periodo foram
mensurados alguns parametros bioquimicos, onde também n&o foram observadas
alteracOes, significativas, provocadas pela administracdo do monoterpeno em

relacdo ao grupo veiculo (Agua destilada + tween 80 a 2%) (tabela 4).

Tabela 4: Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos tratados com o
estragol (2000 mg/kg, v.0.).
Veiculo Estragol

Parametros bioquimicos | Média EPM n Média EPM n

ALT (U/L) 44,00 4,19 5 4898 4,21 5
AST (U/L) 96,33 8,61 5 99,42 7,02 5
Creatinina (mg/dL) 0,21 0,04 5 0,18 0,02 5
Ureia (mg/dL) 4733 6,85 5 55,18 5,32 5

Os numeros representam a média e o erro padrdo da média. A andlise estatistica foi determinada
pelo teste t de student ndo-paramétrico. EPM: erro padrdo da média. n: nimero de animais. ALT-
alanina transferase; AST- aspartato aminotransferase; mg/dL: miligrama por decilitro, Ul/L: Unidades
internacionais por litro.

Esses dados mostram que o estragol, na dose utilizada, ndo alterou
parametros de danos hepaticos (AST e ALT) ou renais (creatinina e ureia). A tabela
5 apresenta o peso relativo dos érgdos dos animais, onde o estragol ndo provocou

alteracdes significativas em relacao ao controle.

Tabela 5: Avaliacdo do peso relativo dos 6rgados de camundongos tratados com o
estragol (2000 mg/kg, vo.).

Orgéaos Internos Veiculo Estragol
(mg/109) Média EPM n Média EPM n
Figado 364,39 14,45 5 343,39 7,86 5
Baco 29,50 3,02 5 31,69 3,91 5
Coracao 40,26 1,54 5 36,52 1,33 5
Rins 102,38 3,66 5 103,06 2,54 5
Pulmbes 60,81 3,04 5 53,34 5,75 5

Os numeros representam a média e o erro padrdo da média do peso relativo em miligramas para
cada 10 g de peso corporal do animal. EPM: erro padrdo da média. n: nimero de animais.
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4 DISCUSSAO

O interesse publico em terapias naturais aumentou significativamente nas
Ultimas décadas. Produtos a base de plantas sdo amplamente consumidos em todo
0 mundo e geralmente sdo considerados seguros. No entanto, isso nem sempre é
verdade, pois muitos danos, como casos de lesdo hepatica induzida por produtos
naturais séo relatados a cada ano (ZARYBNICKY et al., 2018).

A natureza quimica e a dose de um determinado medicamento ndo sé&o 0s
Unicos fatores determinantes da lesé@o celular. Outros fatores, como o perfil de
expressdo génica de um individuo, o status antioxidante e a capacidade de
regeneracao também sao cruciais. Varios mecanismos estdo envolvidos no inicio
dos danos as células e agravam os processos de lesdo em curso. A disfuncéo de
organelas celulares vitais resulta em comprometimento do equilibrio dindmico na
condicdo homeostatica, resultando em estresse oxidativo intracelular com formacéao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SINGH; CHO; UPADHYAY,
2016).

Espécies reativas de oxigénio sdo um subproduto do metabolismo normal e
tém papel fundamental na sinalizacdo celular e homeostase. Existem mecanismos
gue regulam os niveis celulares das EROs, visto que , 0 excesso pode causar danos
aos principais componentes celulares, incluindo DNA, proteinas e lipidios. Quando a
capacidade antioxidante celular é excedida, pode ocorrer estresse oxidativo. Efeitos
deletérios pleiotropicos do estresse oxidativo sdo observados em diversas patologias
e também, estdo implicados em uma variedade de toxicidades induzidas por
farmacos. A contribuicdo da compreenséo do estresse oxidativo para delineamento
do perfil de seguranca emergente das novas substancias é imprescindivel
(DEAVALL et al., 2012).

Um dos modelos fundamentais para a avaliacdo e caracterizagdo da morte
celular e danos oxidativos € através dos testes com Saccharomyces cerevisiae, que
se mostra como um sistema eucaridtico unicelular para estudos de estresse
oxidativos que o destaca como um dos mais utilizados em testes biolégicos
(CASTRO et al.,, 2011). A maquinaria apoptoética nuclear € bastante conservada
neste organismo e 0 metabolismo € similar ao dos eucariotos superiores, com
mecanismos apropriados de ativagdo metabdlica (citocromo P450) e de

detoxificacdo, que nao estdo presentes em bactérias. A avaliagcdo da capacidade
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antioxidante pode ser realizada pela medida da sobrevivéncia de células tratadas
com antioxidantes e agentes estressores (TEIXEIRA; GUARIENTO, 2010).

Nesse modelo, os resultados sugerem que o estragol, nas concentracdes
utilizadas, ndo provocou danos oxidativos ao DNA citoplasmatico ou mitocondrial,
visto que, as trés concentragdes investigadas reduziram significativamente os danos
guando comparadas ao peroxido de hidrogénio. Assim, nem a dose mais elevada
provocou dano toxicogenético nesse modelo.

A maioria dos terpenos entra facilmente no corpo humano por absorcéo oral,
penetracdo através da pele ou inalacdo, levando a concentracdes sanguineas
mensuraveis. Estudos mostraram que alguns monoterpenos (pulegona,
mentofurano, canfora e limoneno) e sesquiterpenos (zederone, germacrone)
apresentaram toxicidade hepatica, baseada principalmente na formacdo de
metabdlitos reativos, aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio e
defesa antioxidante prejudicada (ZARYBNICKY et al., 2018).

O estudo de Caldas et al., (2016) investigou a toxicidade pré-clinica do
monoterpeno 1,8-cineol, em doses repetidas (100, 500 ou 1000 mg/kg) durante 50
dias e verificou que o monoterpeno ndo provocou mortes, mas afetou o ganho de
peso corporal durante a primeira semana de tratamento e alteragOes discretas nos
perfis hematolégicos e bioquimicos, elevando o nimero de plaquetas e ureia,
reduzindo a concentracdo de hemoglobina corpuscular média e fosfatase alcalina. A
analise histopatolégica mostrou alteracdes discretas nos pulmdes, figado, rins e
Utero, contudo os autores destacam que o tratamento crénico mostrou alteracdes
ocasionais em ratos de ambos os sexos.

Em relagéo a toxicidade aguda do estragol a administracdo Unica na dose de
2000 mg/kg por via oral ndo provocou alteracbes comportamentais, bem como
alteracdes no peso dos 6rgdos internos ou dos parametros bioquimicos analisados.

Entretanto, na literatura ha relatos da toxicidade desse monoterpeno. A
administracdo oral, em ratos transgénicos (delta gtp), de 300 mg/kg de por quatro
semanas induziu a proliferagdo celular e mutacdes genéticas (ISHII et al., 2017),
toda via, Ding et al., (2015) sugerem que o estragol provoque danos ao DNA de
células hepaticas apenas em doses maiores (600 e 1000 mg/kg) (DING et al., 2015).
Dessa forma, o estragol tem sido associado a efeitos carcinogénicos, entretanto nao
possui acgdo carcinogénica direta. O metabolismo do estragol forma algumas

moléculas instaveis com potencial para danificar o DNA (efeito genotoxico) e induzir
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a formacéao de tumores. Os resultados de um estudo in vitro mostram que é pequena
a probabilidade da formacdo dos metabdlitos ativos do estragol que danificam
diretamente o DNA em humanos e, consequentemente, o0 risco de alguma acao
como carcindgeno € baixa (OBOLSKIY et al., 2011; PUNT et al., 2009).
Compreender os efeitos toxicos é de suma importancia para o estudo de
substancias com potencial terapéutico, visto que, a viabilidade do uso da substancia
depende da compreensédo dos efeitos danosos que esta poderia vir a provocar no

organismo.

5 CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram que o estragol nas concentracdes avaliadas
(3, 6 e 60 mg/mL) ndo provoca danos celulares significativos compativeis com
efeitos toxicos, destacando assim a seguranca terapéutica no uso agudo do
monoterpeno. Nos modelos animais também ndo demostrou alteracbes em massa
de Orgaos, parametros bioquimicos e testes comportamentais com a dose de 2000
mg/kg por via oral, dose equivalente a concentracdo de 60 mg/mL, reforcando a
seguranca do uso agudo.

N&o obstante, estudos futuros ainda sdo necessarios para avaliar a toxicidade
do monoterpeno em doses elevadas e repetidas, visto que, existem relatos na

literatura sobre uma possivel toxicidade do estragol mediante o uso crénico.
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INFLUENCIA DO METODO DE PREPARO DO COMPLEXO DE INCLUSAO NA
EFICIENCIA DE COMPLEXACAO E ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO
ESTRAGOL

RESUMO

O estragol (C10H120) € um monoterpeno de ocorréncia natural, encontrado em
diversas plantas aromaticas, que por apresentar atividade antioxidante e anti-
inflamatdria tem um potencial promissor no tratamento da dor cronica. Entretanto,
possui baixa solubilidade em agua, o que tem limitado suas aplicagdes bioldgicas.
Desse modo, varias tecnologias tém sido empregadas a fim de melhorar essas
caracteristicas, entre elas estd a complexacdo com as ciclodextrinas. Assim, a
presente pesquisa busca investigar o potencial antinociceptivo do estragol livre e
complexado com B-ciclodextrina pelas técnicas de spray drying e co-precipitacao.
Foi realizada a caracterizacdo de ambos 0s complexos que mostraram bom
rendimento ponderal, sobretudo o complexo obtido pela técnica de co-precipitacdo
apresentou maior eficiéncia de complexacéo, cerca de 25%, enquanto que a técnica
de spray dryer apenas 5 %. Para a avaliacdo da atividade antinociceptiva utilizou-se
o0 modelo de compresséao parcial do nervo ciatico. Os dados mostram que o estragol
livre apresentou atividade antinociceptiva aguda ao aumentar o limiar nociceptivo
mecanico e reduzir a sensibilidade térmica com as doses de 200 e 400 mg/kg nos
tempos de 60 e 120 minutos, assim como suas formas complexadas, entretanto,
ambas as complexacdes prolongaram a duracao do efeito, sobretudo a complexacéo
por co-precipitacdo que mostrou uma agdo sobre a alodinia térmica permanecendo
até o tempo de 180 minutos. Contudo, é evidente a a¢do antinociceptiva do estragol
apresenta efeito potencializado pelas complexacdes, visto que, acdo semelhante &
obtida com menor quantidade do monoterpeno, e a técnica de complexacdo por co-
precipitagdo permitiu maior incorporagdo do monoterpeno e prolongou a agao

antinociceptiva desse.

Palavras-chave: Estragol. Complexo de inclusdo. [B-ciclodextrina. Dor cronica.
Neuropatia.



81

1 INTRODUCAO

O estragol (Est) (Ci0H120), também conhecido como: metilchavicol,
chavicolmetileter ou p-allilanisol, ¢ um monoterpeno de ocorréncia natural
amplamente utilizado em produtos alimentares como agente aromatizante
(VINCENZI et al., 2000). Os monoterpenos sdo um grupo estruturalmente
diversificado de fitoquimicos e um dos principais constituintes de 6leos essenciais
derivados de plantas. Monoterpenos sao utilizados para fins terapéuticos e como
aditivos alimentares. Nos Ultimos anos tem sido crescente o interesse em
compreender as acdes farmacoldgicas dessas moléculas (MURAT et al., 2015).

Esse monoterpeno de ocorréncia natural € encontrado em diversas plantas
aromaticas, incluindo Pinus ponderosa Lawson & C. Lawson (KEEFOVER-RING et
al., 2016; RADWAN et al., 1982), Artemisa dracunculus L. (FROUSHANI et al., 2016;
OBOLSKIY et al., 2011), Ocimum basilicum L. (MURARIKOVA et al., 2017),
Foeniculum vulgare Mill. (GROSS et al., 2002; RATHER et al., 2016), Agastache
foeniculum L. (EBADOLLAHI, 2011) e Croton zehntneri Pax et Hoffm (ANDRADE et
al., 2015).

O estragol € amplamente utilizado em produtos alimentares como agente
aromatizante (VINCENZI et al.,, 2000) que apresenta, ainda, atividade anti-
inflamatéria (PONTE et al., 2012; SILVA-COMAR et al., 2014; WIIRZLER et al.,
2016), antimicrobiana (SHAHAT et al., 2011; ANDRADE et al., 2015) antifungica
(FONTENELLE et al., 2011) e antioxidante (MUNOZ-ACEVEDO; KOUZNETSOV;
STASHENKO, 2009), despertando o0 interesse na compreensdo das acgbes
farmacoldgicas deste composto e dos monoterpenos em geral (MURAT et al., 2015).
Além disso, o0s monoterpenos, em geral, apresentam um efeito promissor
antinociceptivo (GUIMARAES; QUINTANS:; QUINTANS-JUNIOR, 2013).

Com base nas ac¢fes farmacologicas, sobretudo, nos efeitos antioxidante e
anti-inflamatério, o Est tem um potencial promissor na terapéutica da dor,
principalmente na dor cronica. A dor € definida pela Associacao Internacional para o
Estudo da Dor (IASP) como “uma sensacgao desagradavel com sofrimento emocional
associada com lesao tecidual real ou potencial, ou delineada em termos de tal lesao”
(IASP, 2018).

Existem diversas classificacbes para a dor, uma delas é em relacdo a

duracdo, podendo ser aguda ou cronica. A dor aguda é de curta duracao,
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geralmente persiste apenas durante o periodo do dano tecidual e representa uma
reacgdo fisioldgica natural do organismo. A dor cronica é aquela que persiste além do
tempo para a cura de uma lesdo. E também descrita como aquela associada a
processos patolégicos cronicos, que causam dor continua ou recorrente em
intervalos de meses ou anos (TSANG et al., 2008; COSTIGAN; SCHOLZ; WOOLF,
2009).

Outra classificacdo da dor refere-se a sua fisiopatologia, dividindo-se em dor
nociceptiva, inflamatéria e neuropatica. A dor nociceptiva resulta da ativacdo direta
de nociceptores (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008). A dor inflamatéria é
caracterizada por um aumento da sensibilidade do tecido lesionado apos a liberacdo
de diversos mediadores inflamatérios (TENORIO, KULKARNI, KERR, 2013).
Enquanto que a dor neuropatica € resultado de um dano ao tecido nervoso, nos
mecanismos de transmissdo ou interpretacdo da dor, caracterizada por uma
mudangca no processamento somatossensorial, tendo como consequéncia a
hiperalgesia (aumento da sensibilidade e capacidade de resposta a estimulos
dolorosos), dor espontanea, parestesia e alodinia (sensibilidade e capacidade de
resposta a estimulos nao dolorosos) mecénica e térmica. Esse quadro esté presente
em inumeras doencas, como por exemplo, doencas autoimunes, metabdlicas,
vasculares, infecciosas, traumas e cancer (KLAUMANN, WOUK, SILLAS, 2008;
TENORIO, KULKARNI, KERR, 2013; COLLOCA et al., 2017).

Existe uma variedade de tratamentos farmacolégicos e nédo farmacoldgicos
disponiveis para pacientes com dor neuropatica, entretanto cada um desses possui
diferentes perfis de custo/beneficio, devido a complexa natureza das neuropatias.
Isso significa que ndo existe uma abordagem terapéutica padrdo, visto que, 0s
medicamentos sdo bem tolerados, mas também apresentam efeitos colaterais
prejudiciais ou desconfortaveis que podem ser exacerbados pelo uso crénico
(HATCH et al., 2017). Assim, a utilizacdo de produtos naturais, como o estragol,
surge como uma possibilidade minimizar tais efeitos.

Todavia, 0s monoterpenos de maneira geral apresentam instabilidade
térmica, a luz e a presenca de oxigénio, além de apresentarem baixa solubilidade
aguosa, o que limita suas aplicacbes tecnologicas (ROCHA et al., 2018). Como
tentativa de solucionar esse problema, varias tecnologias tém sido empregadas a fim
de aumentar a hidrosolubilidade de substancias lipofilicas, dentre elas temos os

complexos de inclusdo. A complexacdo dos monoterpenos no interior da cavidade
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das ciclodextrinas (CDs) melhora suas caracteristicas fisico-quimicas, aumentando a
solubilidade aquosa, a reatividade quimica e reduzindo a oxidacdo, sem alterar a
capacidade da substancia de atravessar as membranas biologicas. Dentre essas
moléculas hospedeiras, a beta-ciclodextrina (B-CD) € amplamente utilizada para
melhorar a solubilidade aquosa, estabilidade e biodisponibilidade de compostos
lipossoluveis (MENEZES et al., 2012; SERAFINI et al., 2012).

Nesse sentido, o presente trabalho busca investigar o potencial
antinociceptivo do estragol livre e complexado com B-CD. Além de analisar qual o
método de complexacdo (co-precipitacdo ou spray drying) € o mais efetivo para a

terapéutica da dor neuropética por injaria nervosa.

2 METODOLOGIA
2.1 Desenvolvimento das duas formulacdes

2.1.1 Preparo do complexo incluséo do estragol com B-ciclodextrina

Foi utilizado Hexano grau HPLC, sulfato de sodio anidro, B-ciclodextrina e
estragol foram adquiridos da Sigma Aldrich do Brasil, agua ultrapura (18,2 MQ)
obtidas num sistema de purificagdo, modelo Master All (GEHAKA) e demais
solventes utilizados grau P.A.

O estragol foi complexado com B-CD pelos métodos de co-precipitacdo e por
secagem por aspersao (Spray dryer). Foi definida a relacao estequiométrica 1:1 para
o preparo do complexo, de acordo com o obtido por Aguiar e colaboradores (2014)
para o 6leo essencial de Croton zehntneri P. e H. que apresentava cerca de 90% de
estragol em sua composicao.

Para preparar o complexo de inclusdo (Cl) pelo método de co-precipitacdo
(Est/B-CD Co-precipitagdo), 1,0 g de estragol e 7,6 g de B-CD foram solubilizadas
em etanol PA e agua ultrapura aquecida a 55 °C, respectivamente. Adicionou-se a
solucdo etandlica a solucdo aquosa e retirou-se do aquecimento, homogeneizando-
se a temperatura ambiente com auxilio de uma mesa agitadora a 150 rpm durante
quatro horas. Apoés este periodo, a suspenséo foi resfriada a 4,0 °C por 12 horas. O
precipitado foi recolhido, seco por liofilizacdo por 12 h (liofilizador Liobras L101),

pesado e armazenado em frasco ambar.
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Para o preparo do complexo de inclusdo pelo método de secagem por
aspersao (Est/B-CD spray drying), a suspensao formada pelo estragol e a -CD foi
homogeneizada, conforme descrito anteriormente, seguida de secagem por spray
drying (BUCHI B-290), sob as seguintes condi¢des: temperatura de entrada 105 °C,
pressdo 0,9 bar e fluxo da amostra de 3 mL min™. Calculou-se o rendimento e

armazenou-se em dessecador até a realizacdo das analises.

2.1.2 Quantificagao do estragol

Para determinar a concentracdo do estragol presente no complexo de
inclusédo, foram preparadas diluicbes seriadas de estragol em hexano, obtendo-se
sete diluicBes com variacdo entre 5 a 500 mg L™ que foram analisados por CG-EM.
Os valores das éareas sob as curvas de cada diluicdo foram utilizadas para a

determinacao da curva analitica.

2.1.3 Condigdoes cromatograficas

Os padrdes de Est e os Cl foram analisados em um cromatégrafo em fase
gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-EM) modelo GCMS-QP2010-SE
da Shimadzu, usando coluna Rxi-5HT (Restek), com as seguintes dimensdes: 30 m
X 0,25 mm x 0,25 um. O procedimento foi realizado em triplicata. As condi¢bes
cromatograficas foram definidas da seguinte forma: gas hélio (99,999% White
Martins) foi utilizado como géas de arraste, sob fluxo constante de 1 mL e a razdo
Split foi de 1:100. A temperatura do forno foi mantida a 60 °C durante 1 min, seguido
de uma taxa de aquecimento de 3 °C por minuto até atingir a temperatura de 246 °C
permanecendo nesta temperatura por 10 minutos. Para a injecéo foi utilizado um

Auto-injetor AOC-5000, e o volume da injecao foi de 1 pL.

2.1.4 Caracterizagdo dos complexos de incluséao

A eficiencia de complexacdo e a quantificacdo do estragol presente no
complexo de inclusdo foram determinadas pelo método de extracdo com solvente
proposto por Harangi e Nanasi (1984). Amostra equivalente a 10 mg do estragol nos

complexos de inclusdo foram solubilizados com 4,0 mL de agua ultrapura em um



85

frasco fechado com tampa rosqueada de aluminio e septo de teflon e extraidas com
4,0 mL de n-hexano aquecido em banho-maria a temperatura de 80 = 2,0 °C por 15
minutos, com agitacdo intermitente. ApO0s o resfriamento, a fase n-hexanica
contendo o estragol dos dois complexos foi recolhida com auxilio de uma pipeta e a
fase aquosa foi submetida a duas novas extragdes sucessivas com n-hexano (2,0 x
4 mL). Os extratos combinados, foram adequadamente diluidos a uma concentracéo
aproximada de 500 pg mL? e analisados por CG-EM para determinacdo da
eficiéncia de complexacao (EC) através da equacdo 1. A quantificacdo do conteudo
de Est nos Cl se deu através da determinacéo da area sob a curva dos Est extraido
e seu valor plotado na curva de calibragdo. Todo o procedimento foi realizado em

triplicata.
Equacdo 1: EC = :—i x 100
Onde:
EC = eficiéncia de complexacao
Al = area sob a curva determinada para o constituinte livre;
Ac = area sob a curva determinada para o constituinte complexado com g-
CD.

2.2 Avaliacdo da acao antinociceptiva

Na investigacdo da atividade antinociceptiva foram utilizados camundongos
Swiss fémeas (25-30 g), provenientes do biotério setorial do Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais
foram acondicionados em ambiente com temperatura de 22 + 1°C, obedecendo aos
ciclos de claro/escuro com 12 h de duragéo e agua e racao ad libitum.

A neuropatia foi induzida pelo procedimento cirdrgico de compressao parcial
do ciético, desse modo, sob a acdo anestésica de cloridrato de xilazina (15 mg/kg,
I.m.) associado a cloridrato de cetamina (80 mg/kg, i.m.) foi realizada antissepsia e
tricotomia da regido posterior da pata traseira direita, onde foi feita uma incisdo na
regido do musculo biceps femoral. O nervo ciatico foi exposto, liberado do tecido
conjuntivo circundante e foi envolvido por um fio de sutura de seda (3-0 Shalon®).
Todas as ligaduras foram realizadas pelo mesmo pesquisador a fim de garantir

homogeneidade do procedimento. No pds-operatdrio os animais foram tratados com
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solucdo tépica de clorexidina (2%) e colocados em gaiolas metabodlicas com
antissepsia diaria. Em um grupo (Sham) o procedimento foi apenas simulado
(SELTZER et al., 1990).

Os animais foram submetidos a avaliacdo nociceptiva mecanica pelos
filamentos de von Frey, onde foram aclimatizados por pelo menos 15 minutos antes
dos testes comportamentais e foi mensurado o Limiar Nociceptivo Mecanico (LNM)
na superficie plantar da pata traseira direita, que foi tocada com trés repeticdes, por
diferentes filamentos partindo das menores concentracdes, em gramas, para as
maiores. Todos os grupos de animais foram submetidos a avaliacdo prévia (basal) e
novamente reavaliados em diferentes tempos apds a cirurgia (CHAPLAN et al.,
1994).

Para verificacdo de alodinia térmica ao frio (10°C, teste da acetona) uma
aliqguota de 0,05 mL de acetona foi lancada sob a superficie ventral da pata do
animal através do piso fenestrado. Se a pata do animal estivesse corretamente
molhada pela acetona, iniciava-se um periodo de observacao inicial de 20 s, no qual
o animal poderia ou ndo apresentar comportamentos relacionados a dor. Os
comportamentos foram avaliados em uma escala de 4 pontos assim apresentada:
escore “0” para a auséncia de qualquer comportamento doloroso; escore “1” para
uma retirada rapida da pata e/ou com tremor ou batimento desta no chéo (o tremor
caracteristico, ou flicking, era importante para determinar se a retirada da pata se
deu por dor ou por espanto do animal); escore “2” para um retirada com sustentagao
prolongada da pata com ou sem repetido flicking desta, e escore “3” para a situagao
onde o animal lambe a face ventral da pata apds flicking repetido da pata
(FLATTERS; BENNET, 2004).

Essas avaliagcbes foram realizadas antes do procedimento cirdrgico (dia 0) e
quatro dias apoés (dia 4) e no oitavo dia a avaliacéo foi realizada os tempos 0, 60,
120, 180 e 240 minutos apos os tratamentos com o estragol (Est 100, 200 e 400
mg/kg, v.0.), estragol complexado com B-ciclodextrina por spray dryer (Est/-CD
spray dryer 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.), estragol complexado com [B-ciclodextrina
por coprecipitacdo (Est/3-CD co-precipitagcdo 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.), veiculo
(agua destilada e Tween 80 a 2%, v.0.), morfina (5 mg/kg, i.p.) ou B-ciclodextrina

como mostra a figura 1.
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Figura 1 — Esquema demonstrativo do protocolo de avaliacado antinociceptiva
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ApoOs as avaliagcdes os animais foram eutanasiados com superdosagem de
tiopental sddico (100 mg/kg, i.p.) de acordo com o estabelecido pela Resolugdo N°
1.000 de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV.
Todos os protocolos experimentais foram realizados apés aprovacédo pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI
082/14).

Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.),
que foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA duas vias), seguida
pelo teste de Tukey. Foi calculado, ainda, o Efeito Percentual Maximo Possivel (%
MPE) através da diferenca percentual entre a resposta medida e a resposta de linha
de base, dividida pela diferenca entre a resposta maxima e a resposta de linha de
base, da menor dose efetiva para mensurar a efetividade da formulagdo. A analise
de significancia foi considerada quando p<0,05. Para a analise foi utilizado o

programa estatistico GraphPad Prism versao 6.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O estragol por ser um componente de Oleos essenciais, apresenta como
principais caracteristicas a insolubilidade em &gua e elevada volatilidade. No
entanto, a solubilidade limitada em agua do estragol pode ser superada pela
formacdo do complexo de inclusdo com ciclodextrinas que pode ser obtido por
diferentes técnicas de preparo. Avaliando-se o rendimento ponderal obtido para o ClI

preparado por co-precipitacdo e por spray drying que foi de 79% e 82%
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respectivamente, observou-se valores considerados elevados para ambas as
técnicas (SANTOS et al., 2003), demonstrando que as mesmas podem ser utilizadas
na obtencédo de complexo de incluséo.

A complexacdo por diferentes técnicas apresentou diferentes niveis de
incorporacdo do estragol na cavidade da ciclodextrina, no qual a técnica de co-
precipitagdo apresentou maior eficiéncia de complexagdo em comparacdo com a
técnica de spray drying, respectivamente 25 e 5%, provavelmente devido as
condicdes de secagem da técnica de spray drying a qual requer o uso de
temperatura durante o processo de secagem para a evaporacdo do solvente da
mistura, ocasionando, provavelmente uma maior perda por volatilizacdo do estragol
durante o processo de secagem.

Além disso, existem varios fatores que podem influenciar no sucesso ou
insucesso de um determinado método de complexagdo em relagdo a outro, deve-se
levar em consideracdo a combinagédo de excipientes, a solubilidade, estabilidade e
0S parametros experimentais. Além disso, € sempre necessario relacionar as
experiéncias in vitro com in vivo (VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012).

A determinacdo do teor de estragol nos complexos de inclusédo obtido pelas
diferentes técnicas foi determinado a partir da curva analitica (Figura 2), que foi
preparada com sete concentracdes diferentes (5, 10, 50, 100, 200, 300, 400 e 500
ppm), sendo que cada concentragao foi preparada em triplicata. Através da equacao
da reta, y= 11555x — 50619; R?=0,9964, determinou-se o teor de estragol nos
complexos preparados por co-precipitacdo e por spray drying, como sendo de 2,9 e
0,6 mg de estragol por 100 mg de ClI, respectivamente, demonstrando que a técnica
de preparo de complexo de inclusdo por co-precipitagdo permitiu uma maior
retencdo do estragol quando comparado com a técnica de preparo por spray drying,
provavelmente pela maior perda do estragol, ocasionada pela sua volatilizacéo
durante a obtencao deste CI.
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Figura 2 - Curva analitica obtida a partir de sete diferentes solucfes do Estragol
variando entre 5 a 400 mg L™.
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Pode-se observar na figura 3, a partir dos cromatogramas dos constituintes
extraidos dos complexos de inclusdo, que foi possivel determinar a presenca do
estragol nos dois métodos de preparo. De acordo com Aguiar e colaboradores
(2014), a massa molecular do estragol (148 Da) € compativel com a dimenséo da
cavidade interna da B-CD que é capaz de complexar substancia na faixa de massa
molecular de 100 a 400 Da, entretanto, a técnica de preparo por co-precipitacao
apresenta maior capacidade de complexac¢do do estragol, sendo possivel determinar
uma taxa de complexagao cinco vezes superior a técnica de spray drying atraves da

analise das areas do estragol obtido pelas duas técnicas.



90

Figura 3 - Perfil cromatogréafico do estragol extraido do complexo de inclusdo por co-
precipitacédo e spray drying, respectivamente.
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Ainda utilizando a curva analitica, determinou-se a quantificacdo do
estragol nos complexos de incluséo e ajustou-se a concentracdo do estragol nas
diferentes doses dos tratamentos. A tabela 1 apresenta as propor¢cdes de estragol
presente em cada um dos complexos de inclusdo correspondente as doses

utilizadas nos protocolos experimentais.

Tabela 1 — Quantidade equivalente de estragol nas doses de 100, 200 e 400 mg de
complexo de inclusédo preparado co-precipitacdo ou por spray drying.

Dose (mQ) Est/B-CD spray drying (mg) Est/B-CD co-precipitacdo (mg)

100 0,6 2,9
200 1,2 5,7
400 2,3 11,4

Est: Estragol. Est/B-CD spray dryer: estragol complexado com f-ciclodextrina por spray dryer. Est/-
CD co-precipitagéo: estragol complexado com B-ciclodextrina por co-precipitacao.

Os dados da tabela 1 mostram que na complexagdo por co-precipitacao
houve incorporacéo de cerca de cinco vezes mais estragol que no método por spray
dryer, destacando a eficiéncia desse método.

O limiar nociceptivo mecéanico e os escores de sensibilidade térmica foram
avaliados antes do procedimento cirirgico a fim de mensurar os parametros
comportamentais dos animais antes da inducdo da neuropatia. Essas avaliacdes

foram repetidas no 4° dia para acompanhar a instalacdo da neuropatia, onde os
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dados mostraram que todos 0s animais apresentavam alteragdes nesses parametros
compativeis com o processo doloroso instalado (dados ndo mostrados). No oitavo
dia, antes dos tratamentos, os animais permaneciam com os limiares de retirada da
pata reduzidos e a sensibilidade térmica aumentada, com excecdo do grupo sham
gue néo apresentava tais alteracoes.

Com a comprovacdo da neuropatia instalada o efeito antinociceptivo do
estragol foi avaliado. Assim, os animais foram tratados por via oral com Est (100,
200 e 400 mg/kg), Est/B-CD spray dryer (100, 200 e 400 mg/kg), Est/B-CD co-
precipitacdo (100, 200 e 400 mg/kg) ou veiculo (Agua destilada + Tween 5%), e
como controle positivo utilizou-se a morfina (5 mg/kg) por via intraperitoneal. O limiar

de retirada da pata antes e ap0s os tratamentos estdo apresentados na figura 4.
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Figura 4 - Efeito da administragcdo aguda do estragol livre e complexado sobre o limiar nociceptivo mecanico em modelo de
neuropatia induzida por compressao parcial do ciatico.

A B C
C C C
S 81 o 81 o 8-
L o *hk % © *
= b= kK i ool * j= Kk :** ***** *ﬁ** e
g 6 $ 6 3 6 A _kk
€ £ £
o o o
; 4 - E 4 ; 4 =
a = %
e e e
o 2 o 2 - ; 2 -
= ° =
. - =
s - ». © S S - »- = | = .
z o- g v = oA — v ¥ —l £ 0
= = -
= T 1 T 1 T = T T 1 L] T ' ' ' ' '
0 60 120 180 240 0 60 120 180 240 0 60 120 180 240
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)
—— Veiculo -~ Sham B-ciclodextrina
Estragol 100mg/kg Est/B-CD-spray dryer 100mg/kg Est/B-CD-coprecipitagdo 100mg/kg
—— Estragol 200mg/kg - Estp-CD-spray dryer 200mg/kg Est/B-CD-coprecipitacdo 200mg/kg
—4 Est/B-CD-coprecipitagdo 400mg/k
-A- Estragol 400mg/kg —— Est/B-CD-spray dryer 400m g/kg p precipitac 9/kg

¥ Morfina 5mg/kg

Cada ponto representa a média = E.P.M. do limiar de retirada de pata de camundongos (25-30 g) submetidos ao teste com filamentos de von Frey, tratados
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(B) ou estragol complexado por co-precipitagdo (Est/B-CD 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) (C). Os grupos de animais (n = 5-7) também receberam veiculo (agua
destilada + Tween 2%, v.0.) ou morfina a (5 mg/kg, i.p.) (*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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O painel A da figura 4 mostra a agdo antinociceptiva do estragol livre que
apresentou aumento significativo no limiar de retirada da pata nas doses de 200
(p<0,01) e 400 mg/kg (p<0,001) nos tempos de 60 e 120 minutos de forma
semelhante a acdo da morfina (p<0,001). A dose de 100 mg/kg nao foi capaz de
aumentar o limiar nociceptivo mecanico no teste de von Frey. Ja os painéis B e C
mostram a acg&o do estragol complexado com B-ciclodextrina, o painel B apresenta o
efeito antinociceptivo do estragol complexado por spray dryer, onde os dados
mostram efeito antinociceptivo, através do aumento do limiar de retirada da pata, do
complexo de inclusédo na dose de 200 mg/kg do complexo (1,2 mg de est) nos
tempos de 60 e 120 minutos, enquanto que a dose de 400 mg/kg (2,3 mg de est)
apresentou esse efeito perdurando até o tempo de 180 min. No painel C o estragol
complexado por co-precipitacdo apresentou resposta semelhante ao complexo
anteriormente citado. O grupo de animais tratados apenas com a [3-ciclodextrina n&o
apresentou aumento do limiar nociceptivo mecanico durante o tempo de avaliacao,
evidenciando que a acao antinociceptiva demonstrada € do monoterpeno.

Apatrtir desses dados foi calculado a porcentagem do Maximo Efeito Possivel
(% MPE — Maximum Possible Effect) para a menor dose efetiva (200 mg/kg), no
tempo onde o monoterpeno apresentou o pico de sua ag¢ao (120 minutos). Esses
resultados mostraram que o Est 200 mg/kg produziu 35% do MPE, o Est/B-CD spray
dryer 200 mg/kg mostrou 28,1% e o Est/3-CD co-precipitacdo 200 mg/kg
apresentou 31,1% do MPE.

Na avaliacdo por estimulo mecanico foi realizada a investigacdo da acéo
antinociceptiva do estragol livre e complexado sobre os escores de sensibilidade

térmica através do teste da acetona, como mostra a figura 5.
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Figura 5 - Efeito da administracdo aguda do estragol livre e complexado sobre a sensibilidade térmica em modelo de a neuropatia
induzida por compresséao parcial do ciatico.
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morfina a (5 mg/kg, i.p.) (*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 comparado com grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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Os dados mostram que o estragol livre (painel A) na dose de 200 mg/kg
reduziu, significativamente (p<0,05), a sensibilidade ao estimulo térmico apds 60
minutos da administracdo do estragol livre. Ja a dose de 400 mg/kg apresentou acao
antinociceptiva nos tempos de 60 e 120 minutos. A dose de 100 mg/kg nao foi capaz
de alterar, significativamente, a sensibilidade térmica ao frio no teste da acetona. J&
o painel B mostra a agado do estragol complexado com B-ciclodextrina por spray
dryer, onde as doses de 200 (1,2 mg de est) e 400 mg/kg (2,3 mg de est) reduziram
a resposta de sensibilidade térmica nos tempos de 60 e 120 minutos. Enquanto que
0 estragol complexado por co-precipitacdo (painel C) na dose de 400 mg/kg (11,4
mg de est) apresentou acdo antinociceptiva até 180 minutos apds a administracédo. E
em ambos os complexos a dose de 100 mg/kg ndo apresentou alteracéo significativa
na sensibilidade térmica dos animais. O grupo de animais tratados apenas com a B-
ciclodextrina ndo apresentou reducéo dos escores de sensibilidade térmica.

Desta forma, os dados demonstram que o estragol apresentou efeito
antinociceptivo nas doses de 200 e 400 mg/kg na sua forma livre e nos complexos
de inclusdo, entretanto nos Cls as doses de 200 e 400 mg/kg apresentam
respectivamente 1,2 e 2,3 mg de estragol no complexo preparado por spray drying e
5,7 e 11,4 mg de estragol no complexo preparado por co-precipitacdo, sugerindo
que a complexacdo aumenta a poténcia do monoterpeno, pois se obtém efeito
semelhante ao estragol livre com menor quantidade do monoterpeno quando este
estd complexado por ambas as técnicas. Na comparacdo entre os Cls a
complexacao por co-precipitagdo mostrou uma acéo antinociceptiva sobre a alodinia
térmica mais duradoura. Assim, esses resultados destacam o potencial terapéutico
promissor da complexacdo do estragol, visto que, a utilizacdo de doses menores
promove maior seguranga ao paciente e a acao prolongada € benéfica a terapéutica
da dor cronica.

O estragol complexado pode vir a ser uma alternativa viavel para o tratamento
da dor, visto que a complexagdo da substancia mostrou agdo antinociceptiva com
menores quantidades do monoterpeno, sobretudo na complexagcdo por co-
precipitacdo, o que aumentaria a seguranca do Cl no uso continuado.

Nos ultimos anos, os consumidores desenvolveram um interesse cada vez
maior em produtos naturais como alternativas para aditivos artificiais ou agentes
farmacologicamente relevantes. Entre eles, os 6leos essenciais ganharam grande

popularidade nas industrias alimentar, cosmética e farmacéutica. Constituindo uma
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série de muitos componentes lipofilicos e altamente volateis derivados de uma
grande variedade de diferentes classes quimicas, 0s Oleos essenciais sao
conhecidos por ser suscetiveis a reacdes de conversdo e degradacdo. Os processos
oxidativos e de polimerizacdo podem resultar em perda de qualidade e propriedades
farmacoldgicas (TUREK; STINTZING, 2013).

Uma grande variedade de moléculas com elevado potencial para atividades
farmacoldgicas tem sido descobertas. No entanto, a grande maioria destas
moléculas tem baixa biodisponibilidade, principalmente associada a sua baixa
solubilidade em &gua. Assim, algumas estratégias tém sido utilizadas para melhorar
essas caracteristicas, e entre elas temos os sistemas de inclusdo de ciclodextrina
(VARGAS; RAFFIN; MOURA, 2012).

As ciclodextrinas sdo excipientes funcionais que podem ser usadas para
melhorar a administracdo de farmacos, elas ndo sdo apenas solubilizantes bem
conhecidos, mas constituem uma ferramenta muito poderosa como
potencializadores de permeacdo. Na industria farmacéutica, as ciclodextrinas tém
sido principalmente utilizadas como agentes complexantes para aumentar a
solubilidade aquosa de farmacos pouco sollveis e para aumentar a sua
biodisponibilidade e estabilidade (KUMAR et al., 2013).

Farmacos antinociceptivos, incluindo opidides, anti-inflamatérios esteroidais e
nao-esteroides, antiepilépticos e inibidores da recaptacdo de serotonina e
noradrenalina, sdo substancias comumente usados para tratar muitas formas de dor.
No entanto, todos esses agentes apresentam efeitos colaterais significativos que
nao podem ser isolados dos efeitos desejados. Esses efeitos colaterais séao,
frequentemente, dependentes da dose e do tempo de uso (CARTER et al., 2014).

Para cada um desses tratamentos deve-se avaliar o custo/beneficio, devido a
natureza complexa da neuropatia, isso significa que nao existe uma abordagem
padrao em virtude dos efeitos colaterais prejudiciais ou desconfortaveis, que sao
exacerbados pela necessidade de uso crénico que essa condicdo dolorosa requer
(HATCH et al., 2018).

Existe uma necessidade urgente de desenvolver novos agentes
farmacéuticos para o tratamento da dor neuropatica. Extensa investigacdo da
etiologia da dor neuropatica identificou varios alvos potenciais de drogas, e alguns

NOvoS CcOmMpostos promissores estdo em desenvolvimento. Mas os resultados
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mostram que ainda ha um caminho longo a ser percorrido, pois muitas dessas

ferramentas ndo progridem com eficacia para a clinica (ALLES; SMITH, 2018).

4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demonstram que ambas as técnicas apresentam
bom rendimento, entretanto o método de co-precipitacdo apresentou uma eficiéncia
de complexagdo do estragol na cavidade da [-ciclodextrina cinco vezes aquela
determinada para o método de spray drying. Na avaliacdo do efeito antinociceptivo
os resultados destacam a acdo de 200 e 400 mg/kg do estragol sobre a dor
neuropatica induzida pela constricdo parcial do ciatico, onde a formacdo dos
complexos de inclusdo aumentou a poténcia do monoterpeno, Vvisto que passou a se
obter efeito semelhante com uma dose equivalente variando de 1,2 a 11,4 mg/kg de
estragol no Cl. Além disso, a complexacdo por co-precipitacdo prolongou o efeito
antinociceptivo do monoterpeno. Entretanto, estudos futuros ainda sdo necessarios
para avaliar a eficAcia do monoterpeno em outros modelos de neuropatia, bem como

compreender os mecanismos de a¢ao envolvidos.
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ACAO ANTINOCICEPTIVA DO ESTRAGOL LIVRE E COMPLEXADO EM
MODELO DE CONSTRICAO PARCIAL DO CIATICO

RESUMO

A dor neuropatica € uma condicao cronica que afeta diversos pacientes pelo mundo.
Esse tipo de dor cronica surge quando ha alguma alteracdo no sistema
somatossensorial gerando falsas interpretacfes de estimulos sensoriais. Atualmente
a terapéutica da neuropatia é baseada em anticonvulsivantes, antidepressivos
triciclicos, opibides, anti-inflamatorios, etc. Entretanto, geralmente sao carreadas de
inimeros efeitos colaterais, como sedacado, irritacdo gastrica, hepato e
nefrotoxicidade, entre outras. Nesse contexto, os produtos naturais, sobretudo os
monoterpenos, surgem como uma alternativa viavel para o problema. Assim, a
presente pesquisa busca investigar a acdo antinociceptiva do estragol diante dos
modelos de neuropatia por constricdo do ciatico, bem como comparar a efetividade do
monoterpeno livre frente ao complexado com [(-ciclodextrina por co-precipitacdo. Os
resultados apresentados demonstram que o co-tratamento subagudo com o estragol
por oito dias aumenta o limiar nociceptivo mecanico e reduz a sensibilidade térmica,
sintomas da dor neuropatica, com as doses de 100, 200 e 400 mg/kg do
monoterpeno livre e complexado, de forma semelhante no pdés-tratamento, iniciado
apos a instalacdo da neuropatia, 0 monoterpeno também apresentou aumento no
limiar nociceptivo mecéanico e reducdo da sensibilidade térmica, caracterizando
assim a acéao antinociceptiva. Essa agao pode ser mediada pelo efeito antioxidante,
visto que, o estragol reduz a preoxidacéo lipidica. Na analise do reparo tecidual o
monoterpeno nao provocou alteracdes significativas, bem como ndo provocou
nenhum dano a mucosa gastrica no tratamento subagudo. Em suma, devido o
potencial toxico relatado na literatura e a baixa solubilidade, o monoterpeno foi
complexado a [-ciclodextrina, e mostrou acdo antinociceptiva nos tratamento
subagudos, evidenciando que a complexacdo melhora a poténcia farmacologica do
estragol, pois a complexacao permite produzir resultados semelhantes com doses

menores do principio ativo.

Palavras-chave: Estragol. Monoterpenos. 3-ciclodextrina. Dor neuropatica.
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1 INTRODUCAO

O sistema nervoso detecta e interpreta uma variedade de estimulos quimicos,
mecanicos e térmicos gerando uma mensagem complexa de nocicepcdo aos centros
superiores, que podem ser interpretadas como dor (WOLLER et al.,, 2017). A
Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP) define dor como “uma
sensacao desagradavel com sofrimento emocional associada com lesao tecidual real
ou potencial, ou delineada em termos de tal lesdo” (IASP, 2017).

A dor € um mecanismo de deteccdo e protecdo do corpo que resulta da
ativacdo de um subconjunto de neurdnios sensoriais. No entanto, lesbes ou doencas
no sistema sensorial podem resultar em dor neuropética, que ndo exerce funcao
protetora (SMITH, 2017). A transicdo da dor aguda para a cronica pode ocorrer por
diversos mecanismos (VOSCOPOULOS; LEMA, 2010; MIFFLIN; KERR, 2014,
FEIZERFAN; SHEH, 2015). A natureza complexa da dor cronica envolve uma
interacdo entre fatores psicoldgicos e fisicos, muitas vezes resultando em aumento
do sofrimento emocional e reducdo da qualidade de vida (MILLER, KAISER, 2018). O
limiar e a tolerancia a dor dos pacientes sdo subjetivos e influenciam a percepcéo da
dor, que sofre influéncia de fatores genéticos, culturais, sociais, género, idade, salude
fisica e mental e episodios anteriores de dor (ELLISON, 2017).

Atualmente, existem diversas substancias usadas clinicamente para tratar a
dor neuropatica (NISHIKAWA; NOMOTO, 2017; HATCH et al., 2018), como anti-
inflamatorios ndo-esterdidais (AINEs) (RASMUSSEN-BARR et al., 2017; KAPLAN et
al., 2018), antidepressivos (CHEN et al., 2017; HIROKI et al., 2017; OBATA, 2017),
anticonvulsivantes (OGAWA et al., 2016; WIFFEN et al.,, 2017), agonistas de
receptores canabinodides (KLAUKE et al., 2013), antagonistas dos receptores NMDA
(N—-metil-D—-Aspartato) (KIM et al., 2012), toxina botulinica (PARK; PARK et al.,
2017; SAFARPOUR; JABBARI, 2018) entre outras. Apesar de todas as opc¢des de
tratamento disponiveis e avangcos o tratamento adequado da dor neuropatica
continua a ser um desafio (CRUCCU; TRUINI, 2017; FORNASARI, 2017;
BOUHASSIRA; ATTAL, 2018).

Famacos convencionais tém efeitos colaterais como ataxia, alteracdes de
humor, tremores, visdo dupla, fala arrastada, perda de peso, etc., 0 que limita a sua
utilizacdo no tratamento da dor neuropatica. Desse modo, as plantas medicinais e

seus constituintes isolados podem ser uma importante ferramenta terapéutica
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(SINGH et al., 2017). As plantas medicinais aromaticas possuem 0leos essenciais,
que sao misturas complexas e volateis de metabdlitos, bastante utilizadas na
industria farmacéutica. Os terpendides sdo 0s constituintes mais abundantes dos
Oleos essenciais e estdo presentes como hemiterpenos, monoterpenos, ou
sesquiterpenos e como seus derivados. Os monoterpenos sdo 0s constituintes mais
representativos dos 6leos essenciais, e possuem varias atividades farmacologicas
descritas, como anti-inflamatéria, antidepressiva e anticonvulsivante, dentre outras
(BAKKALLI, et. al. 2008), além do destaque no tratamento da dor. O carvacrol, o
limoleno, o a-felandreno, o terpineol e o pineno estdo nesse grupo de monoterpenos
que apresentam atividade antinociceptiva (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-
JUNIOR, 2013).

O Estragol (figura 1) € um monoterpeno encontrado em diversas plantas
aromaticas, incluindo o pinheiro ponderosa (Pinus ponderosa Lawson & C. Lawson)
(RADWAN et al., 1982; KEEFOVER-RING et al.,, 2015), estragdo (Artemisa
dracunculus L.) (OBOLSKIY et al., 2011; FROUSHANI et al., 2016), manjericao
doce (Ocimum basilicum L.) (MURARIKOVA et al., 2017), funcho doce (Foeniculum
vulgare Mill.) (GORSS et al., 2002; RATHER et al. 2016), Hissopo aniz (Agastache
foeniculum L.) (EBADOLLAHI, 2011) e canelinha (Croton zehntneri Pax et Hoffm)
(ANDRADE et al., 2015).

Figura 1 — estrutura quimica do estragol
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FORMULA MOLECULAR C10H120

ESTRUTURA QUIMICA

MASSA MOLAR (g.mol™) 148,20

Entretanto os monoterpeno possuem alta volatilidade, assim, sdo propensos a

rapida evaporacdo e facil degradacdo, podendo sofrer varias reagcbes como a



105

oxidacdo ou a fotofragmentacéo, que limitam suas aplicacdes terapéuticas. Desse
modo, sistemas farmacéuticos tém sido estudados por sua capacidade de diminuir a
volatilidade, melhorando a estabilidade, a solubilidade em agua e a eficacia das
formulacdes, contribuindo assim para a efetividade terapéutica (LAl et al., 2006;
OUEDRAOGO et al., 2013; BILIA et al., 2014)

Como tentativa de solucionar esse problema, a complexacdo de fitoquimicos
fracamente solUveis em agua com ciclodextrinas emergiu como uma abordagem
promissora para melhorar essas caracteristicas (SUVARNA; GUJAR; MURAHARI,
2017). A propriedade mais notavel das ciclodextrinas é a sua capacidade para
modificar as caracteristicas fisico-quimicas de moléculas que sdo acomodadas
dentro de sua cavidade interna, formando um complexo de inclusdo, aumentando a
solubilidade aquosa, a reatividade quimica e reduzindo a oxidacdo, sem alterar a
capacidade da substancia de atravessar as membranas (MENEZES et al., 2012;
SERAFINI et al., 2012).

Considerando a dificuldade terapéutica diante das neuropatias e o potencial
promissor dos monoterpenos, a presente pesquisa busca investigar a acao
antinociceptiva do estragol diante dos modelos de neuropatia por constricdo do
ciatico, bem como comparar a efetividade do monoterpeno livre frente ao complexado

com B-ciclodextrina.

2 METODOLOGIA

2.1 Obtencéao do estragol livre e complexado

O estragol foi fornecido pelo Prof. Dr. Sydney Gongalo de Lima do Laboratorio
de Geoquimica Organica/Departamento de Quimica/UFPI, do qual foi preparado o
complexo de inclusdo com -ciclodextrina por co-precipitacdo. E foi definida a
relacdo estequiométrica 1:1 para o preparo do complexo, de acordo com o obtido
por Aguiar e colaboradores (2014) para o 6leo essencial de Croton zehntneri Pax et
Hoffm que apresentava cerca de 90% de estragol em sua composicao.

A complexacdo foi feita com 1,0 g de estragol e 7,6 g de B-CD solubilizadas
em etanol PA e agua ultrapura aquecida a 55 °C, respectivamente. Adicionou-se a
solucdo etandlica a solucdo aquosa e retirou-se do aquecimento, homogeneizando-

se a temperatura ambiente com auxilio de uma mesa agitadora a 150 rpm durante
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quatro horas. Apos este periodo, a suspenséo foi resfriada a 4,0 °C por 12 horas. O
precipitado foi recolhido, seco por liofilizagdo por 12h (liofilizador Liobras L101),

pesado e armazenado em frasco ambar.

2.2 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos fémeas, da linhagem
Swiss, pesando 25-35 g (n=5-7), obtidos do Biotério Setorial do Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Piaui e os experimentos foram conduzidos no mesmo ndcleo, onde foram mantidos
a temperatura de 24 £ 1°C e ciclo claro/escuro de 12 h com agua e racdo ad libitum
e foram colocados em jejum de 12h antes dos experimentos.

Os procedimentos referentes a eutanasia foram realizados por overdose de
anestésico geral (tiopental sodico, 100 mg/kg, por via intraperitoneal) em
conformidade com o paragrafo 1°. do Art. 14 da Resolucdo N° 1000, de 11 de maio
de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, atualizada por RN 37 de
22/02/2018 do CONCEA. Os procedimentos foram realizados sob a
responsabilidade técnica da médica veterinaria da equipe, Adeline de Andrade
Carvalho, CRMV-PI N° 866.

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais como modelo
experimental foram realizados segundo as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA. Este trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Experimentacido com animais — CEEA/UFPI sob o protocolo N°
082/14.

2.3 Avaliagéo antinociceptiva

2.3.1 Constricao parcial do nervo ciatico (CPNC)

Sob anestesia profunda com cloridrato de xilazina (15 mg/kg) e cloridrato de
cetamina (80 mg/kg) intramuscular, os animais foram submetidos a compressao
parcial do nervo ciatico, que foi exposto através da separacdo do musculo biceps
femoral com pingca romba e, em seguida, liberado do tecido conjuntivo circundante.
Usando uma pinga para localizar o nervo, este foi circundado por um fio de seda (3-0

Shalon®) de forma a circundar levemente todo o diametro do nervo ciatico. Todas as
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ligaduras foram realizadas pelo mesmo pesquisador, a fim de garantir a
homogeneidade no procedimento. Apds a ligadura a pele foi suturada, o animal
tratado com solucéo topica de clorexidina (2%) e colocado em gaiola metabdlica com
antissepsia prévia. Em um grupo (Sham) o procedimento foi apenas simulado
(SELTZER et al., 1990).

2.3.2 Testes comportamentais de avaliagcdo da nocicepc¢ao

Para avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico foi utilizado o teste de Von
Frey. Assim, os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno sob uma
plataforma fenestrada de arame elevada para permitir o acesso a superficie plantar
das patas traseiras. Os animais foram aclimatizados por pelo menos 30 min antes
dos testes comportamentais. O Limiar Nociceptivo Mecanico foi mensurado na
superficie plantar, que foi tocada com trés repeticbes, por diferentes filamentos
partindo das menores concentragdes, em gramas, para as maiores (0,16g — 159).
Todos os grupos de animais foram submetidos a avaliacdo prévia (basal) e
novamente reavaliados em diferentes tempos apo6s a cirurgia (CHAPLAN et al.,
1994).

Para avaliacdo da sensibilidade térmica ao frio (10°C) foi utilizado o teste da
acetona, onde uma aliquota de 0,05 mL de acetona foi lancada sob a superficie
ventral da pata do animal através do piso fenestrado. Se a pata do animal estivesse
corretamente molhada pela acetona, iniciava-se um periodo de observacéo inicial de
20 s, no qual o animal poderia ou ndo apresentar comportamentos relacionados a
dor. Os comportamentos foram avaliados em uma escala de 4 pontos assim
apresentada:

e Escore “0” para a auséncia de qualquer comportamento doloroso;

e Escore “1” para uma retirada rapida da pata e/ou com tremor ou
batimento desta no chdo (o tremor caracteristico, ou flicking, era
importante para determinar se a retirada da pata se deu por dor ou por
espanto do animal);

e Escore “2” para uma retirada com sustentagao prolongada da pata com
ou sem repetido flicking desta,

e E escore “3” para a situacdo onde o animal lambe a face ventral da
pata apés flicking repetido da pata (FLATTERS; BENNET, 2004).
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Todas as avaliagbes foram realizadas as cegas e sempre pelo mesmo

pesquisador que iniciou as observacoes.

2.3.3 Esquemas de tratamento

Para avaliar o efeito subagudo das substancias foram realizados dois
esquemas de tratamento: co-tratamento e pos-tratamento (figura 2). No primeiro, as
administracbes de Estragol livre (Est 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) e Estragol
complexado (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.), pregabalina (10 mg/kg, v.0.) ou
veiculo (agua destilada e Tween 80 a 2%, v.0.) foram realizadas a partir do primeiro
dia apdés a cirurgia e permaneceram por mais oito dias. No poés-tratamento, as
administracdes sO iniciam apOs oito dias do procedimento cirdrgico. Como a
finalidade do protocolo foi verificar o efeito subagudo da substancia, as
administracdes s6 eram realizadas apds os testes comportamentais, a fim de evitar
uma falsa interpretacéo do efeito agudo.

Figura 2 — Esquema demonstrativo dos tratamentos subagudos.
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2.4 Avaliagéo antioxidante
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Os testes da atividade antioxidante foram realizados apds o protocolo de pos-
tratamento subagudo, onde foi mensurado os niveis de Malondialdeido (MDA),
Glutationa Reduzida (GSH) e Superéxido Dismutase (SOD) no plasma dos animais
com neuropatia, por meio de espectrofotometria. As concentracdes de MDA no soro
foram mensuradas de acordo com metodologia descrita por Ohkawa, Ohishi e Yagi
(1979), as concentracbes de MDA foram expressas como mmol/mL de soro. A
analise das concentracfes de GSH foram lidas a 412 nm em espectrofotbmetro de
acordo com o protocolo adaptado de Ellmman (1959). As concentracfes de GSH,
também, foram expressas em mmol/L de soro. E a determinacdo da atividade da
SOD foi realizada em acordo a metodologia de Green et al., (1982). As analises

foram feitas por espectrofotometria em leitor de placas (BioTek EL800).

2.5 Avaliacéo histopatologica

No 16° dia os animais foram eutanasiados e o0 nervo ciatico foi removido e
isolado para avaliacéo histoldgica. O tecido foi imediatamente colocado em solugéo
de formalina a 10%, processado e parafinizado. O tecido for cortado com um
micrétomo, em secdes de 3—4 um para posterior preparacdo de laminas e avaliacdo

por um patologista.

2.6 Avaliacédo das lesdes gastricas apés administracdo subaguda

Apoés a administracdo subaguda do estragol no pos-tratamento no modelo de
CPNC os animais foram eutanasiados e o estdbmago foi removido para avaliagdo
macroscopica de lesGes gastricas (SZABO et al., 1985). A escala para a avaliagdo
das lesdes utilizou escores de até 10 petéquias: 2 pontos; acima de 10 petéquias: 3
pontos; Ulceras de até 1 mm: *n x 2 (*n=numero de lesdes encontradas); Ulceras
maiores que 1 mm: *n x 3 (*n=nUmero de lesdes encontradas); Ulceras perfuradas:
*n X 4 (*n=nUmero de lesbes encontradas); hemorragia: 1 ponto; edema: 1 ponto;

perda de pregas: 1 ponto; perda da coloracao: 1 ponto.

2.7 Atividade locomotora e relaxante muscular
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Para avaliagéo da atividade relaxante muscular foi utilizado o Teste do Rota
rod. Os animais (n=6) foram selecionados 24h antes através de uma triagem em
sessOes de 2 minutos de duracdo, onde o animal reconduzido a barra por 3 vezes e
foram descartados 0s animais que nao permaneciam na barra giratéria nesse
intervalo de tempo. Apds a triagem os animais foram tratados com Est (400 mg/kg,
v.0.), Est-CD (400 mg/kg, v.0.) ou veiculo (dgua destilada + 2% de tween 80, v.0.)
por via oral 60 minutos antes do experimento. A dose de 400 mg/kg foi selecionada
por ser a maior dose utilizada nos testes comportamentais. Como controle positivo
utilizado foi o diazepam (4 mg/kg, i.p). O método permite detectar a ocorréncia de
incoordenacdo motora e acdo relaxante muscular, permitindo uma interpretacao
mais precisa dos testes de antinocicepcdo (DUNHAM; MIYA, 1957).

Para avaliar a capacidade exploratéria dos animais foi utilizado o teste do
campo aberto (ARCHER, 1973). Os camundongos foram distribuidos em grupos
(n=6) e tratados com Est (400 mg/kg, v.0.), Est-CD (400 mg/kg, v.0.) ou veiculo
(NaCl 0,9% + 2% de tween 80) e o controle positivo utilizado foi o diazepam (4
mg/kg, i.p). Apdés 60 ou 30 minutos, os animais foram levados individualmente ao
campo aberto, que consiste em uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm),
confeccionada em acrilico, com piso preto dividido em nove partes iguais com
paredes transparentes.

O animal foi colocado no quadrante central da arena e deixado para explorar
o0 ambiente por cinco minutos, foi mensurado o numero de quadrantes atravessados
com as quatro patas pelo animal. A arena foi limpa com alcool a 70% apos cada
animal ser retirado, sendo entdo realizada a comparagcdo entre 0S Qrupos
(BROADHURST, 1957; ARCHER, 1973).

2.8 Analise Estatistica

Foram utilizados as andlise de variancia uma ou duas vias (ANOVA) seguida
do Teste de Tukey para avaliar a significancia das diferencas entre as médias. Os
valores foram considerados significativamente diferentes quando o valor for p<0,05.
Em todos estes procedimentos, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism

versao 6.0.



111

3 RESULTADOS
3.1 Incorporacédo do estragol a formulacao

A formagao do complexo de inclusdo do estragol com [3-ciclodextrina por co-
precipitacdo permitiu a incorporacdo de diferentes quantidades do monoterpeno a
formulacédo, essas quantidades estdo apresentadas na tabela 1, de acordo com as

doses utilizadas no estudo in vivo.

Tabela 1 — Relacdo de quantidades de estragol livre e na forma complexada

Est (mg) CI-Est/B-CD (mg)
100 2,8516
200 5,7031
400 11,4062

Est: Estragol. CI-Est/B-CD: Complexo de inclusdo de estragol complexado com f3-ciclodextrina

3.2 Avaliacédo antinociceptiva

Os dados da figura 3 mostram o efeito do estragol livre e complexado sobre a
instalacdo da neuropatia por injuria nervosa, a fim de verificar se o monoterpeno

provoca algum tipo de interferéncia no desenvolvimento da neuropatia.
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Figura 3 - Efeito do cotratamento subagudo com estragol livre e complexado sobre o limiar nociceptivo mecéanico em modelo de
neuropatia induzida por compressao parcial do ciatico.
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Cada ponto representa a média + E.P.M. do limiar de retirada de pata de camundongos (25-30 g) submetidos ao teste com filamentos de von Frey, tratados
com Estragol (Est 100, 200 e 400 mg/kg v.0.) (A) ou Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg v.0.) (B). Os grupos de animais
(n = 5-7) também receberam veiculo (dgua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg, v.0.) (*p<0,05 comparado com grupo veiculo; ANOVA
duas vias, Teste de Tukey).
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O painel A da figura 3 mostra a acao antinociceptiva do estragol livre que
apresentou aumento significativo (p<0,01) no limiar de retirada da pata nas trés
doses testadas nos dias 7 e 8, entretanto a dose de 400 mg/kg provocou esse
aumento ja no 6° dia de observacdo. No painel B as trés testadas do complexo
também foram efetivas no aumento do limiar no 7° e 8° dias, contudo a complexacao
antecipou essa acdo antinociceptiva que pode ser observada ja no 5° dia de
tratamento com as doses de 200 e 400 mg/kg. O grupo de animais tratados com o
veiculo ndo apresentou aumento do limiar durante o tempo de avaliacdo, no grupo
falso operado (sham) ha uma reducéo temporaria do limiar que vai, gradativamente,
aumentando a medida que o processo de cicatrizagdo vai acontecendo.

Além da avaliacdo por estimulo mecéanico foi realizada a investigacdo da acao
antinociceptiva do estragol livre e complexado sobre os escores de sensibilidade

térmica através do teste da acetona, como mostra a figura 4.
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Figura 4 - Efeito do co-tratamento subagudo com estragol livre e complexado sobre a sensibilidade térmica em modelo de a
neuropatia induzida por Compresséo parcial do ciatico.
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Cada ponto representa a média + E.P.M. do escore de sensibilidade térmica ao frio por acetona nos animais (25-30 g) tratados com Estragol (Est 100, 200 e
400 mg/kg v.0.) (A) ou Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg v.0.) (B). Os grupos de animais (n = 6) também receberam
veiculo (dgua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg, v.0.) (*p<0,05 comparado ao grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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Os dados mostram que o estragol livre (painel A) reduz, significativamente
(p<0,05), a sensibilidade ao estimulo térmico apds o 3° dia do procedimento cirdrgico
com a dose de 400 mg/kg, a dose de 200 mg/kg foi efetiva a partir do 4° dia e a dose
de 100 mg/kg no 7° e 8° dia. Entretanto, a complexacdo (painel B) foi efetiva em
reduzir, significativamente (p<0,05), a sensibilidade térmica, a partir do 3° dia com as
trés doses testadas.

Na figura 5 estdo apresentados os dados do pos-tratamento do estragol livre
e complexado, nesta avaliagcdo o tratamento sO € iniciado apds a neuropatia estar
completamente instalada nos animais, a fim de verificar se 0 monoterpeno apresenta

atividade antinociceptiva frente a neuropatia ja instalada.
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Figura 5 - Efeito do pos-tratamento subagudo com estragol livre e complexado sobre o limiar nociceptivo mecanico em modelo de
neuropatia induzida por compressao parcial do ciatico.
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Cada ponto representa a média + E.P.M. do limiar de retirada de pata de camundongos (25-30 g) submetidos ao teste com filamentos de von Frey, tratados
com Estragol (Est 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) (A) ou Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) (B). Os grupos de
animais (n = 5-7) também receberam veiculo (dgua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg, v.0.) (*p<0,05 comparado com grupo veiculo;
ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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A figura 5 destaca o efeito antinociceptivo do estragol livre (painel A) nos pés-
tratamento ao aumentar, significativamente (p<0,01), o limiar de retirada da pata nas
trés doses testadas nos dias 14 e 16. No painel B o efeito do estragol complexado
surge a partir do 12° dia com a dose de 400 mg/kg, no 14° a dose de 200 mg/kg
também aumenta o limiar e no 16° dia as trés doses sdo efetivas. Para elucidar a
acdo do monoterpeno na nocicepg¢do térmica os animais foram, também, submetidos

ao teste da acetona que mostra os escores de sensibilidade térmica (figura 6).



118

Figura 6 - Efeito do pos-tratamento subagudo com estragol livre e complexado sobre a sensibilidade térmica em modelo de a
neuropatia induzida por Compresséo parcial do ciatico.
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Cada ponto representa a média = E.P.M. do escore de sensibilidade térmica ao frio por acetona nos animais (25-30 g) tratados com Estragol (Est 100, 200 e
400 mg/kg v.0.) (A) ou Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg v.0.) (B). Os grupos de animais (n = 5-6) também receberam
veiculo (dgua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10 mg/kg, v.0.) (*p<0,05 comparado ao grupo veiculo; ANOVA duas vias, Teste de Tukey).
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Os dados mostram que o estragol livre (painel A) foi efetivo a partir do 10° dia
com as doses de 200 e 400 mg/kg, reduzindo a sensibilidade ao estimulo térmico, o
efeito da dose de 100 mg/kg surgiu no 12° e 14° dia. Enquanto que com o estragol
complexado (painel B) a dose de 100 mg/kg mostrou acao antinociceptiva ja no 10

dia, as demais doses apresentaram efeito semelhante.

3.3 Avaliagdo antioxidante

A avaliacdo antioxidante foi realizada no protocolo de pos-tratamento com a

menor dose efetiva do estragol livre e complexado, como mostra a figura 7.

Figura 7. Efeito antioxidante do estragol livre e complexado em soro sanguineo de
camundongos com neuropatia induzida por ligadura parcial do nervo ciatico
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Os grupos de animais (n = 6) receberam Estragol (Est 100mg/kg, v.0.), estragol complexado (Est-CD
100 mg/kg, v.0.), veiculo (Agua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10mg/kg v.0.). (A) niveis
de superoxido dismutase (SOD), (B) concentragdo de espécies reativas ao &cido tiobarbitarico
(TBARS) e (C) concentragdo de glutationa reduzida (GSH). Cada barra representa média + EPM
(*p<0,05 comparado com grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de Tukey).

Os dados mostram a acédo antioxidante do monoterpeno na dose de 100
mg/kg ao reduzirem as concentracdes das espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) verificada através dos niveis de malondialdeido. Entretanto, o estragol nao
provocou alteracdes significativas nas concentracbes de GSH e SOD. Desse modo,
novas investigacbes s@o necessarias com a finalidade de verificar se em doses

maiores 0 monoterpeno € capaz de interferir na acdo de GSH e SOD.

3.4 Avaliacéo histopatologica

A figura 9 destaca o efeito do estragol livre e complexado sobre o reparo

tecidual sobre o nervo ciatico de animais com neuropatia por injuria nervosa.
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Figura 8: Avaliacéo histopatoldgica do nervo ciatico de camundongos com neuropatia por injuria nervosa tratados por via oral por
8 dias com estragol livre e complexado.

A - Estragol (100 mg/kg), B - Estragol (200 mg/kg), C - Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100 mg/kg), D - Est-CD 200 mg/kg, E - Veiculo
(4dgua destilada + Tween 2%, v.0.), F - Pregabalina (10 mg/kg), G - Sham.
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A avaliacdo histolégica mostra discreta presenca de tecido conjuntivo e
discreta infiltracdo de células inflamatérias nos grupos tratados com Estragol 100
mg/kg (A), Estragol 200 mg/kg (B), Estragol complexado com B-Ciclodextrina 100
mg/kg (C) e Est-CD 200 mg/kg (D), enquanto que o grupo veiculo mostra maior
desorganizagcdo tecidual compativel com o dano causado pela injuria nervosa.

Desse modo, o estragol aprenta discreto efeito sobre o reparo tecidual.

3.5 Avaliacdo de lesdes gastricas ap06s o tratamento subagudo

A tabela 2 e a figura 9 destacam a observacdo de um dos possiveis efeitos
colaterais comuns as drogas utilizadas para o tratamento das dores, entretanto os
dados destacam que o estragol livre e complexado, nas doses utilizadas, nao
provocaram lesdes nesse intervalo de tempo.

Tabela 2. Avaliacdo de danos géastricos em camundongos com neuropatia por injuria
nervosa tratados por via oral por 8 dias com estragol livre e complexado.

Tratamento Doses Escores de lesdes N
Est 100 mg/kg 1,66 (0-2) 6
200 mg/kg 1,33 (0-2) 6

400 mg/kg 1,16 (0-3) 6

Est-CD 100 mg/kg 1 (0-2) 5
200 mg/kg 0,83 (0-2) 6

400 mg/kg 1 (0-2) 6

Pregabalina 10 mg/kg 0,8 (0-2) 5
Sham 0,83 (0-2) 6
Veiculo 1,5 (0-3) 6

Os valores sdo expressos em medianas dos escores de lesdes gastricas, valores maximos e minimos
entre parénteses nos animais (25-30g) tratados com Estragol (Est 100, 200 e 400mg/kg v.0.) ou
Estragol complexado com 3-Ciclodextrina (Est-CD 100, 200 e 400 mg/kg v.0.). Os grupos de animais
(n = 5-6) também receberam veiculo (agua destilada + Tween 2%, v.0.) ou pregabalina (10mg/kg,
V.0.).
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Figura 9: Avaliacdo macroscopica da mucosa gastrica de camundongos com neuropatia por injuria nervosa tratados por via oral
por 8 dias com estragol livre e complexado.

A - Estragol (100 mg/kg), B - Estragol (200 mg/kg), C - Estragol (400 mg/kg), D - Estragol complexado com B-Ciclodextrina (Est-CD 100 mg/kg), E - Est-CD
200 mg/kg, F - Est-CD 400 mg/kg. G - veiculo (dgua destilada + Tween 2%, v.0.), H - Pregabalina (10 mg/kg), | - Sham.
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3.6 Rotarod e campo aberto

Para a realizacdo dos testes do campo aberto e rota rod, apresentados na
figura 10, foi escolhida a maior dose do estragol testada nos ensaios

comportamentais.

Figura 10 - Efeito do estragol livre e complexado sobre a atividade locomotora e
relaxante muscular.
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Os camundongos (25-30 g, n-6-7) foram tratados com estragol (Est 400 mg/kg, v.0.), estragol
complexado com B-ciclodextrina (Est-CD 400 mg/kg, v.0.), diazepam (4 mg/kg, v.0.) ou veiculo (agua
destilada + tween 80 a 2%). (A) Teste do campo aberto, cada barra apresenta a média + E.P.M. do
numero de quadrantes invadidos. (B) Teste do rota rod, cada barra representa + E.P.M. do tempo de
permanéncia na barra giratoria. (*p<0,05 comparado com grupo veiculo; ANOVA uma via, Teste de
Tukey).

Os dados mostram que, na dose testada, o estragol livre e complexado néo
foram capazes de alterar a mobilidade dos animais, ndo apresentando atividade
relaxante muscular, nem interferindo na atividade locomotora, visto que, a média de
guadrantes invadidos pelos animais tratados com Est (400 mg/kg) ou Est-CD (400
mg/kg) ndo apresentaram diferenga significativa em relacdo ao controle negativo
(veiculo), de forma semelhante ao resultado de rota rod, onde o Est (400 mg/kg) ou
Est-CD (400 mg/kg) também ndo alteraram significativamente o tempo de
permanéncia dos animais na barra giratéria. Em ambos os testes apenas o

diazepam (4 mg/kg) alterou significativamente (p<0,05), os parametros observados.
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4 DISCUSSAO

Existem diversos fitoquimicos com varios beneficios para a saude, entretanto
muitos deles tém sua aplicabilidade limitada devido a sua solubilidade em agua e
pouca estabilidade. A complexacdo de fitoquimicos fracamente solGveis em &gua
com ciclodextrinas melhora sua solubilidade aquosa, estabilidade, taxa de
dissolucéo e biodisponibilidade. As ciclodextrinas possuem uma estrutura com um
cone truncado oco com cavidade hidrofébica e exterior hidrofilico, sendo uma 6tima
alternativa para farmacos hidrofébicos, instaveis e volateis. Assim, as ciclodextrinas
e seus derivados contribuem para a liberacao de fitoquimicos no local alvo, o que
pode vir a minimizar a toxicidade pela reducédo da quantidade utilizada (SUVARNA;
GUJAR; MURAHARI, 2017).

O uso de complexos de inclusdo melhora a biodisponibilidade, solubilidade,
estabilidade. Além disso, reduz os efeitos colaterais e citotoxicidade e pode
prolongar o tempo de efeito das substancias prolongado no tempo, visto que a
complexacdo melhora algumas caracteristicas farmacocinéticas o que reduz a
necessidade de usar grandes quantidades do principio ativo (ZHANG; MA, 2013;
LIMA et al., 2016).

Esses produtos naturais associados a tecnologia farmacéutica podem ser
uma importante alternativa terapéutica para as patologias de dificil tratamento, como
a dor neuropatica. Existem algumas opc¢des de tratamentos disponiveis, entretanto
muitos possuem eficacia limitada, como os opidides que apenas 35% dos pacientes
obtém beneficios. Nos ultimos 20 anos novos alvos terapéuticos promissores que
surgiram, entretanto os gabapentindides mantém o status como tratamento de
primeira escolha, mas esses também nado apresentam efetividade em todos
pacientes e também séo carreados de diversos efeitos colaterais (ALLES; SMITH,
2018).

Os resultados mostraram que o estragol foi capaz de aumentar o limiar
nociceptivo mecanico e reduzir a sensibilidade térmica, contribuindo para a corregédo
de alguns dos sintomas da dor neuropatica, que apresenta como quadro clinico mais
comum a hiperalgesia, alodinia, dor espontanea, aumento da sensibilidade mecanica
e térmica (TRUINI, 2017; OSBORNE; ANASTAKIS; DAVIS, 2018).

O mecanismo de acdo pelo qual o estragol contribui para a reducéo da

sintomatologia da neuropatia ainda carece de investigacdo, todavia essa acao
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terapéutica pode estar associada a seu efeito anti-inflamatério (PONTE et al., 2012;
SILVA-COMAR et al., 2014; WIIRZLER et al., 2016) e antioxidante (MUNOZ-
ACEVEDO; KOUZNETSOV; STASHENKO, 2009). Esse ultimo corroborando com
nossos resultados que demonstraram que o0 monoterpeno reduz a peroxidacao
lipidica.

O estresse oxidativo desempenha um papel importante no desenvolvimento
de diversas patologias. Espécies reativas de oxigénio, que inclui o peroxido de
hidrogénio (H.0,), anion superéxido (0%), peréxidos lipidicos, entre outros, estdo
envolvidos no crescimento, diferenciagdo, progressao e morte celular. Eles podem
reagir com moléculas enddgenas, podendo provocar injdria celular. Participam da
génese de varias doencas, incluindo artrite, cancer, diabetes, aterosclerose,
neuropatia, falhas na imunidade e fungdes enddcrinas. Antioxidantes
presumivelmente atuam como salvaguarda contra o acumulo de EROS e sua
eliminagdo do sistema (RAJENDRAN et al., 2014).

As especies reativas de oxigenio promovem lesées em moléculas como
acidos nucléicos, lipidios e proteinas, alterando a integridade e metabolismo das
membranas celulares (SMITH et al., 2009). As membranas biolégicas que sofrem
peroxidacao lipidica tém suas funcbes como fluidez e seletividade idnica alteradas,
causando a liberagdo de produtos nocivos como o malondialdeido, que por sua vez
podem causar alteracoes nas atividades das enzimas e proteinas ligadas as
membranas, oxidando-as e por fim prejudicando suas atividades transportadoras e
receptoras (HALLIWELL, 2012).

A dor neuropética pode ser uma consequéncia do desequilibrio entre
espécies reativas de oxigénio e antioxidantes enddgenos, a suplementacdo com
antioxidantes pode ser uma opcao de tratamento. Esse tipo de terapia exerce sua
acao benéfica por meio de fun¢des antioxidantes e imunorreguladoras, otimizando a
funcdo mitocondrial e até aumentando a biogénese dessa organela vital. Nesse
sentido, a suplementacdo antioxidante melhoraria a qualidade de vida do paciente
(CARRASCO et al., 2018).

Além do envolvimento oxidativo existem mecanismos inflamatorios
envolvidos. A inflamacdo no sistema nervoso tem a funcéo de eliminar patégenos,
fagocitar tecidos necroticos, mediar mecanismos de reparo de alguns tipos de
tecidos danificados e recrutar leucécitos. Além disso, fatores neurotroficos liberados

por micréglia e astrocitos em resposta a fatores citotoxicos produzidos por células
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danificadas mostraram ter alguns efeitos neuroprotetores. A resposta inflamatoria, no
entanto, também pode desempenhar um papel significativo no surgimento da
sintomatologia da neuropatia, logo a reducéo do dano inflamatério também €& uma
importante ferramenta para o controle do desenvolvimento da dor neuropatica
(SCHOMBERG et al., 2012).

O aumento de citocinas, tais como IL-1B e TNF-a contribuem para a
sensibilizacdo neuronal. A sensibilizacdo periférica resulta em alteracbes das
propriedades dos nervos periféricos que ocorrem como resultado dos danos
teciduais ou por causa de alteracdes eletrofisiologicas de fibras primarias, resultando
em condi¢des de hipersensibilidade (BASBAUM et al., 2009).

O estragol apresenta acdo anti-inflamatoria através da inibicdo da
permeabilidade vascular e migracéo de leucécitos (RODRIGUES et al., 2016), reduz
niveis de PGE, e nao inibe a enzima COX-1 e, consequentemente, ndo promove
dano géstrico (WIIRZLER et al., 2016).

Em relacdo aos possiveis efeitos adversos comuns ao tratamento das
neuropatias o estragol, nas doses utilizadas, ndo aumentou a incidéncia de les6es
gastricas. Bem como nédo provocou efeito relaxante muscular ou sedativo. No estudo
de Cosentino, Norte e Lazarini (2004), o estragol também foi avaliado no teste do
campo aberto, e de forma semelhante aos dados aqui apresentados, o estragol néo

provocou alteracdo na atividade exploratoria espontanea dos animais.

5 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados demonstram evidéncias convincentes de
gue o tratamento com estragol reduz os sintomas da dor neuropatica, caracterizando
assim a acao antinociceptiva do monoterpeno, que pode estar sendo mediada pelo
efeito antioxidante e reparo tecidual. Entretanto, devido o potencial toxico relatado
na literatura a complexacgéo do estragol traz maior eficacia e seguranca, visto que, 0
mesmo efeito farmacoldgico é obtido utilizando menor quantidade do principio ativo.

O estragol também demonstrou ndo apresentar efeitos colaterais comuns a
outras substancias utilizadas para tratar a dor neuropatica, como sedacéo e danos
gastricos. Contudo, estudos ainda sdo necesséarios para compreender a acao
farmacold6gica do monoterpeno, entretanto ele surge como um potencial promissor

no tratamento dessa condicao cronica de dificil tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estragol surge como uma nova ferramenta que podera vir a ser utilizado

na terapéutica da dor neuropética, visto que foi capaz de aumentar o limiar mecanico

e reduzir a sensibilidade térmica tanto no tratamento agudo quanto no subagudo, e

parte da sua acdo pode estar sendo mediada pelo efeito antioxidante que o

monoterpeno apresenta.

O desenvolvimento de uma formulacdo com o estragol é bastante promissora
visto que, até a presente data ndo existem produtos patenteados utilizando
sua acao farmacoldgica na terapia da dor;

O monoterpeno ndo provoca danos celulares significativos compativeis com
efeitos toxicos sobre o DNA nuclear e mitocondrial em Saccharomyces
cerevisiae;

O estragol na dose de 2000 mg/kg por via oral ndo provocou alteragdes do
peso corporal dos animais, peso dos 6rgaos (coracao, pulmdes, figado, rins e
baco), parametros bioquimicos: renais e hepéticos;

A complexacédo do estragol com B-ciclodextrina pelos métodos de spray dryer
e co-precipitacao apresenta bom rendimento e grau de incorporagcdo com 0,6
e 2,9 mg do estragol para cada 100 mg do complexo de inclusdo (Cl) para as
técnicas de spray dryer e co-precipitacdo, respectivamente.

Na avaliacdo do efeito antinociceptivo os resultados destacam a acdo aguda
de 200 e 400 mg/kg do estragol sobre a dor neuropatica induzida pela
constricdo parcial do ciatico, onde a formagcdo dos complexos de inclusdo
aumentou a poténcia do monoterpeno, visto que passou a se obter efeito
semelhante com uma dose equivalente variando de 1,2 a 11,4 mg/kg de
estragol no CI;

A complexacdo por co-precipitacdo prolongou o efeito antinociceptivo do
monoterpeno no teste de nocicepgao térmica;

Nas avaliacdes subagudas o monoterpeno livre e seus complexos de inclusao
nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg produziram acdo antinociceptiva no
modelo de constricdo do ciatico, em ambos esquemas terapéuticos, co e pos-

tratamento;
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O estragol na menor dose efetiva (100 mg/kg) no modelo subagudo reduziu
significativamente a peroxidacao lipidica nos animais com neuropatia;

O tratamento subagudo por oito dias com 0 monoterpeno ndo induziu danos
gastricos mensurados através da avaliacdo macroscopica dos estbmagos;

O estragol mostra discreta agdo sobre o reparo tecidual nos nervos de
animais com neuropatia por compressao do ciatico;

O monoterpeno livre e complexado na maior dose utilizada (400 mg/kg) nos
modelos comportamentais ndo provocou alteracbes sobre a atividade

locomotora e coordenag¢do motora em camundongos.
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PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados até o momento, tém-se como
perspectivas a continuagao da investigacdo dos mecanismos de acao envolvidos na
atividade antinociceptiva e neuropatica do estragol livre e complexado com

ciclodextrina:

v Verificar a acdo antioxidante in vivo das doses do estragol que ndo foram
mensuradas ;

v' Avaliar os mecanismos de acdo do estragol através da quantificacdo de
interleucinas em tecidos alvos de animais com neuropatia dolorosa;

v Investigar os possiveis mecanismos de acdo do monoterpeno através de
marcadores de reparo ou dano tecidual ou de ativagdo celQular com
marcadores de ativacao glial, IBA1 e Anti-GFAP;

v' Avaliar o efeito do Estragol frente a outros modelos de neuropatia, como as

induzidas por efeitos adversos de antineoplasicos e a neuropatia diabética.
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Apendice A — Patente em processo




