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RESUMO




Preparacdo e caracterizacdo do complexo de inclusio de a-terpineol com f-
ciclodextrina e avaliacdo da acdo anti-hipertensiva em ratas em estro permanente.
VICTOR HUGO LOPES DE ANDRADE. Orientador: Prof. Dr. Benedito Borges da Silva.
Dissertacdo. Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Centro de Ciéncias da
Saude. Universidade Federal do Piaui, 2016.

As mulheres com a sindrome dos ovarios policisticos (SOP) parecem ter um maior risco de
desenvolver distirbios metabolicos e doengas cardiovasculares. Fato que pode explicar a
predisposicdo para hipertensdo arterial em mulheres com esta sindrome. Entretanto, o estudo
da avaliacdo da pressdo sanguinea em mulheres com ovarios policisticos apresenta limitacdes
de natureza ética, dai a busca de modelos experimentais, como o de ratas em anovulacdo em
estro persistente, que mimetizam sindrome dos ovarios policisticos e consoante alguns
estudos, apresentam hipertensdo arterial. Com relacdo ao tratamento anti-hipertensivo, uma
substancia que vem despertando grande interesse ¢ o a-terpineol, no entanto, sua baixa
hidrofilicidade dificulta a sua aplicabilidade tecnoldgica; necessitando do uso de estratégia
para aumentar a sua solubilidade, como o emprego de ciclodextrinas (CD). Diante do exposto,
0 presente estudo teve como objetivo preparar o complexo de inclusdo de a-terpineol com [-
ciclodextrina, e caracterizar e avaliar sua acdo anti-hipertensiva em modelo de ratas em estro
permanente. Para tanto, foi preparado o complexo de inclusdo do o-terpineol com pS-
ciclodextrina (o-terpineol/s-CD) por spray drying, tendo sido realizada a sua caracterizagao
por métodos espectroscopicos e cromatograficos. Os ratos Wistar-Hannover foram separados,
em machos e fémeas, baseado na distancia anus-genital. O estudo foi realizado em 18 ratas,
divididas em 3 grupos: | (controle normal, veiculo, n=6), Il (estro permanente, veiculo, n=6) e
grupo Il (estro permanente, experimental, n=6). A inducdo do estro permanente nos animais
dos grupos Il e 11, foi realizada, através de uma injecdo subcutanea de 1,25 mg de propionato
de testosterona no segundo dia de vida. Os animais do grupo | e Il receberam apenas
propilenoglicol como veiculo, enquanto o grupo Il recebeu a-terpineol/s-CD (100 mg/kQ)
diluido em propilenoglicol diariamente por gavagem durante 28 dias. Para verificagdo da
pressdo arterial, os animais foram submetidos a procedimento cirdrgico para implantacdo de
canula na artéria femoral esquerda para afericdo da pressdo sanguinea 24 horas depois. Para
analise estatistica dos dados foi preconizado o teste de t de Student (p< 0,05). Os resultados
do presente estudo mostraram que a pressao arterial dos animais em estro permanente, através
implantacdo de canula na artéria femoral esquerda, ndo apresentou elevacdo nos animais do
grupo estudo em comparagdo ao grupo controle. Assim, devido a ndo constatacdo de
elevacdo da pressao arterial em ratas em estro permanente por esse métddo de avaliacdo, o
complexo de inclusio com a-terpineol ndo foi administrado aos animais do grupo
experimental, embora estudos espectroscopicos e cromatograficos sugiram ter havido a
formagdo do complexo de inclusdo da B-ciclodextrina com a-terpineol, um componente viével
para ser testado no tratamento da hipertensdo arterial. Portanto, hd necessidade de futuros
estudos comparando os métodos de afericdo da pressdo arterial em ratas em estro permanente
através da implantacdo de canula na artéria femoral esquerda com outros métodos de
avaliagdo como, por exemplo, a caudal, método que a literatura tem mostrado tratar-se de um
modelo hipertenso.

Palavras-chave: Ratas em estro permanente, Sindrome dos Ovarios Policisticos, Hipertensao
Arterial, a-Terpineol, Complexo de Incluséo.



ABSTRACT




Preparation and characterization of inclusion complex of a-terpineol with -
cyclodextrin and evaluation of antihypertensive action in rats model of permanent
estrus. VICTOR HUGO LOPES DE ANDRADE. Advisor: PhD. Benedito Borges da Silva.
Dissertation. Post-Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Center for Health Sciences.
Federal University of Piaui, 2016.

Women with polycystic ovary syndrome (PCOS) appear to have a higher risk of developing
metabolic disorders and cardiovascular diseases. Which may explain the predisposition to
hypertension in women with this syndrome. However, the study of the evaluation of blood
pressure in women with polycystic ovaries has limitations ethical, hence the search for
experimental models, such as rats in anovulation in persistent estrus, mimicking polycystic
ovary syndrome and according to some studies, have hypertension blood. With respect to
antihypertensive treatment, a substance that is attracting great interest is the o-terpineol,
however, its low hydrophilicity hinders their technological applicability; requiring the use
strategy to increase its solubility, as the use of cyclodextrin (CD). In view of the above, the
present study aimed to prepare the inclusion complex of a-terpineol with B-cyclodextrin, and
to characterize and evaluate its antihypertensive action in a rat model in permanent estrus. To
this end, was prepared inclusion complex with the a-terpineol, B-cyclodextrin (a-terpineol / -
CD) by spray drying, it has been carried out its characterization by spectroscopic and
chromatographic methods. Hannover-Wistar rats were divided in males and females, based on
the anus-genital distance. The study was conducted in 18 rats, divided into 3 groups: |
(normal control, vehicle, n = 6), Il (standing estrus vehicle, n = 6) Group Il (standing estrus
test, n = 6). The induction of persistent estrus in animals of groups Il and Il was performed
by subcutaneous injection of 1.25 mg of testosterone propionate in the second day of life. The
animals in groups | and Il received only propylene glycol as the vehicle, while the third
received o-terpineol/B-CD (100 mg/ kg) diluted in propylene glycol by gavage daily for 28
days. To check blood pressure, the animals underwent surgery for implantation cannula into
the left femoral artery for measurement of blood pressure 24 hours later. Statistical analysis
was pressed for t Student test (p<0.05). The results of this study showed that the blood
pressure of animals in persistent estrus through cannula deployment in the left femoral artery,
showed no increase in the animals in the study group compared to the control group. Thus,
due to non-elevated blood pressure of finding in rats in persistent estrus by this method of
evaluation, the inclusion complex with a-terpineol was not administered to animals in the
experimental group, although spectroscopic and chromatographic studies suggest have been
the formation of inclusion complex of B-cyclodextrin with a-terpineol, a viable component for
the treatment of hypertension. Therefore, there is a need for future studies comparing methods
of blood pressure measurement in rats in permanent estrus through the implantation of a
cannula in the left femoral artery with other methods of evaluation, such as the flow rate,
method that the literature has shown to be a hypertensive model.

Keywords: Persistent estrus rats, Polycystic Ovary Syndrome, Hyperandrogenism, Arterial
Hypertension, a-Terpineol, Inclusion Complex.
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A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é uma endocrinopatia ginecolégica comum,
com prevaléncia de 8,7 a 17,8 % em mulheres na idade reprodutiva (ZUEFF et al., 2012;
MARCH et al., 2010). Apesar dos seus diversos fendtipos, mulheres com a sindrome s&o
caracterizadas por ovarios policisticos, anovulacdo crbnica, hiperandrogenismo e
anormalidades gonadotropicas (DA SILVA et al., 2009; AZZIZ, 2016).

Além das caracteristicas inerentes a SOP nessas mulheres, & comum a ocorréncia de
anormalidades metabolicas e hormonais, associada com obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e
dislipidemia (CONNOLLY et al.,, 2015). Essa variedade de distrbios metabdlicos
supracitados parece estar relacionada com o maior risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, fato que pode explicar a predisposicdo para hipertensdo arterial em
mulheres com a sindrome (CHEN et al., 2007; GONTIJO et al., 2010). Apesar da associacdo
entre as alteragdes na presséo arterial e SOP ainda ndo tenha sido completamente esclarecida,
0 aumento do risco de estado hipertensivo pode ser explicado pela resisténcia a insulina e pelo
hiperandrogenismo, mesmo quando ajustado para idade, indice de massa corporal e outros
parametros antropométricos (PALOMBA et al., 2015).

Entretanto, o estudo da avaliacdo da pressdo sanguinea de mulheres com ovarios
policisticos apresenta limitacGes de natureza ética, dai a busca de modelos experimentais
capazes de mimetizar as caracteristicas de interesse da doenca (WALTERS, ALLAN,
HANDELSMAN, 2012). Entre os inimeros animais utilizados em testes in vivo, a rata é o
modelo animal que apresenta morfologia e endocrinologia que se assemelham aos da espécie
humana (RUSSO, RUSSO, 1987; DA SILVA, 1997). As ratas sdo animais do tipo poliestro,
ou seja, apresentam ciclos estrais regulares e sucessivos, que se manifestam por mudancas
morfolégicas nos ovarios, Utero, vagina e glandulas mamarias (HEALD, O’GRAY, HOWIE,
1970; DA SILVA, 1997).

A proposito, a rata em estro permanente € um modelo biolégico caracterizado por
interrupcao do ciclo estral, devido a acéo estrogénica constante e mimetizando a sindrome dos
ovarios policisticos (BARRACLOUGH, 1961; DE SOUSA et al., 2015). Além disso, as ratas
em estro permanente podem apresentar hipertenséo, como evidenciado nos estudos realizado
por Stener-Victorin et al. (2005) e Gontijo et al. (2010), que mostraram um aumento
significante da presséo arterial de ratas em estro permanente em comparag¢do com as ratas do
grupo controle. Portanto, o desaparecimento da caracteristica ciclica da atividade sexual
aliadas com as evidéncias de aumento na presséo arterial em ratas em estro permanente torna

estes animais um modelo experimental interessante para o desenvolvimento de novas drogas
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com acdo anti-hipertensiva que podem ser extrapoladas para mulheres com sindrome dos
ovarios policisticos e hipertensdo, mesmo sabendo das limitacdes, quanto a extrapolacdo de
resultados (DA SILVA, 1997).

Apesar do grande nimero de anti-hipertensivos disponiveis no mercado, existem
inimeros obstaculos para a sua utilizacdo, o que contribui para alto interesse do uso de plantas
medicinais (KUNLE, EGHAREVBA, AHMADU, 2012). Alias, uma substancia oriunda de
plantas medicinais, que vem despertando interesse & 0 monoterpeno a-terpineol,
demonstrando atividade farmacoldgica promissora no tratamento de doencas cardiovasculares
(SABINO et al., 2013). No entanto, o a-terpineol apresenta uma baixa solubilidade em agua,
apresentando uma fraca absorcdo apds administracéo oral, 0 que mostra a necessidade do uso
de meios para aumenta-la (MAZZOBRE, SANTOS, BUERA, 2011). A complexacdo de
drogas com a molécula de ciclodextrina tem sido utilizada para aumentar a taxa de dissolugéo
e a biodisponibilidade de moléculas poucos sollveis em agua, como ¢ o caso do a-terpineol
(MA, MOULTON, 2011; AIN, KUMAR, PATHAK, 2015).

Apo6s o preparo do composto de inclusdo (Cl) é importante caracteriza-lo para
conhecer o sistema obtido, uma vez que o produto pode ser simplesmente uma associagéo,
uma mistura fisica do farmaco com ciclodextrina ou composto de inclusdo (PIRES, 2011).
Para isso, varios métodos de deteccéo e caracterizacdo sao usados para avaliar a formacao de
complexos de inclusdo, os mais comumente utilizados sdo difracdo de raios-X (DRX),
espectroscopia de infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (MURA,
2015).

Gontijo et al. (2010) mostraram que ratas em estro permanente possuem um aumento
significante da pressdo arterial em relagdo aos animais controles. Todavia ha escassez de
estudos na literatura mostrando o desenvolvimento e agdo de drogas anti-hipertensivas na
pressdo arterial de ratas em estro permanente, 0 que nos levou a concep¢do do presente

estudo.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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Etiologia e Fisiopatologia

Sindrome dos ovarios policisticos € uma doenca cronica de etiologia ndo esclarecida
que foi originalmente descrita por Stein e Leventhal em 1935, sendo uma desordem
reprodutiva, heterogénea e metabdlica, com uma prevaléncia variando entre 8,7 e 17,8 % em
mulheres na idade reprodutiva (BENTLEY-LEWIS, SEELY, DUNAIF, 2011; ZUEFF et al.,
2012). As primeiras manifestacdes clinicas da SOP tém inicio na adolescéncia, todavia ha
evidéncias de que a doenca tenha suas origens no ambiente intrauterino, apontando um
envolvimento genético (MELO et al., 2015). Estudos como de Soéter et al. (2015)
demonstraram uma clara influéncia de polimorfismos nos genes interleucina 6 e 10,
interferon-c e fator de transformacdo de crescimento-bl no desenvolvimento da SOP,
embora nenhum modo claro de herancga tenha sido identificado. Outros fatores causais sao as
exposicdes epigenéticas, destacando a associacdo entre a exposicdo intrauterina a
androgenos maternos e fendtipos relacionados a sindrome (DEMISSIE et al., 2008).
Outrossim, as variagcdes étnicas na SOP podem estar associadas com fatores ambientais,
como situacdo socioecondmica e estilo de vida (DUMESIC et al., 2015).

Embora tenham sido realizadas inimeras pesquisas, ainda persistem pontos obscuros
no que se refere a etiopatogenia (WITCHEL et al., 2012). Entretanto, alguns mecanismos
fisiopatoldgicos sdo reconhecidos, tais como, as alteracfes na secrecédo do horménio liberador
de gonadotrofinas, defeito na sintese de androgénios e desenvolvimento de resisténcia
insulinica (KING, 2006). Dentre as inUmeras teorias propostas para explicar a patogénese,
uma delas é a perturbacdo no eixo hipotalamo-hipofise, resultando em uma secrecao
desordenada de gonadotrofina pelo hipotalamo com consequente elevacdo dos niveis de
horménio luteinizante (LH) e niveis normais ou baixos de horménio foliculo estimulante
(DUMESIC et al., 2015).

Inimeros estudos também apontam a resisténcia insulinica como o elemento
fisiopatogénico chave para o desenvolvimento da sindrome, pois a insulina age
sinergicamente com o hormonio luteinizante para aumentar a producdo de androgénios da
célula teca do ovario (ERHMANN, 2005; HSU, 2013; BALDANI, SKRGATIC, OUGOUAG,
2015). Outro local de producdo de androgénios é o cortex adrenal, devido as anormalidades
na esteroidogénese cortical proporcionado pela estimulacdo do horménio adrenocorticotrofico
(DA SILVA et al.,, 2007). O excesso de androgénios, principalmente de testosterona,

androstenediona e sulfato de dehidroepiandrosterona, causa a atresia prematura dos foliculos
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ovarianos, formando multiplos cistos e anovulacdo (IKEDA et al., 2014; DUMITRESCU et
al., 2015).

Manifestagdes Clinicas e Diagndstico

O Consenso de Rotterdam (vide Tabela 1) definiu que pelo menos dois dos seguintes
achados devem estar presentes: oligovulagdo ou anovulagcdo cronica, hiperandrogenismo
(clinico e/ou laboratorial) e ultrassonografia indicativa de ovarios policisticos (BENTLEY-
LEWIS, SEELY, DUNAIF, 2011; HOUTEN, VISSER, 2014). Estes critérios reconhecem
que SOP é um diagnoéstico de exclusdo e, portanto, para confirmar essa sindrome, 0s
distarbios que mimetizam as caracteristicas clinicas da SOP devem ser excluidos, como
doenca da tiredide, hiperprolactinemia e hiperplasia adrenal congénita ndo-classica (AZZIZ,
2005; LEGRO et al., 2013).

Tabela 1: Critérios diagndsticos da Sindrome dos Ovarios Policisticos segundo Consenso de
Rotterdam em 2003.

Dois dos seguintes critérios e exclusdo de outras patologias

Oligoovulacao ou anovulagao cronica
Sinais clinicos e/ou bioquimico de hiperandrogenismo

Presenca de Ovarios Policisticos

Fonte: MOURA et al. (2011).

Embora SOP seja tradicionalmente considerada um distdrbio que aflige mulheres em
idade reprodutiva, as manifestacdes clinicas podem ser observadas a partir da menarca
(TSIKOURAS et al., 2014). Essas complicacGes clinicas variam em diferentes fenotipos,
idade, etnia e peso corporal, potencializando com o passar da idade (LENART-LIPINSKA
et al., 2014; HSU, 2015). O hiperandrogenismo é considerado um dos elementos centrais
para o diagndstico dessa condicdo e definir uma paciente como hiperandrogénica pode ser
de grande significado clinico (TOSI et al., 2015). A manifestacdo clinica do
hiperandrogenismo nestas mulheres varia em diferentes grupos étnicos, com manifestagdes
externas, como a pele oleosa, acne, hirsutismo, obesidade central, e até mesmo alopecia
androgenética (AZZ1Z, 2005; ESCOBAR-MORREALE et al., 2012).
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SOP e Hipertenséo

Mulheres com a sindrome dos ovarios policisticos apresentam o perfil cardiovascular
comprometido, independente da obesidade, devido a perturbacdo metabolica associada com a
respectiva sindrome (STENER-VICTORIN et al., 2005). Fatores como dislipidemia, diabetes
e obesidade sdo todos potentes fatores de risco cardiovascular, explicando a predisposicao de
mulheres com SOP & hipertensdo (GONTIJO et al., 2010; LUQUE-RAMIREZ, ESCOBAR-
MORREALE, 2014).

A hipertensdo arterial sistémica costuma ser mais frequente nas mulheres com SOP.
Um estudo realizado por Sterner-Victorin et al. (2005) mostrou uma prevaléncia ao redor de
40% de hipertensdo neste grupo de mulheres. Um possivel determinante da associacdo entre
a SOP e a hipertensdo é a resisténcia a insulina, que desempenha um papel central ndo s6 no
desenvolvimento da sindrome em estudo, mas também no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (KARGILI et al., 2010).

Estudiosos investem em pesquisas para desvendar o que de fato estd por tras da
relagdo entre a hipertensdo e a desordem enddcrina. Uma das hipdteses mais bem aceitas €
que tais alteracGes sdo estimuladas pela resisténcia a insulina, em que alguns autores
demonstraram uma associacdo inversa entre a sensibilidade a insulina e a pressdo arterial
sistolica no grupo de mulheres com SOP (HOLTE et al., 1996; STENER-VICTORIN et al.,
2005; BALDANI, SKRGATIC, OUGOUAG, 2015; MACUT et al., 2015).

A resisténcia a insulina conduz a uma hiperinsulinemia e amplificacdo da acdo de LH
em células da teca, com consequente aumento dos niveis de androgénio, como ilustrado na
(Figura 1) (DUNAIF, 1997; DUMITRESCU et al.,, 2015). Alguns estudos também
demonstraram por meio de modelos experimentais, que a glandula adrenal de ratas em estro
permanente, mimetizando SOP, apresentou uma atividade proliferativa da zona reticular,
produtora de andrdégenos em humanos, maior que os controles (DA SILVA et al., 2007; DA
SILVA et al., 2009). Os niveis de androgénios podem regular diretamente o sistema renina-
angiotensina do tabulo proximal e aumentar o volume da taxa de reabsorcéo, elevando assim

o volume extracelular e pressao sanguinea (CHEN et al., 2007).
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Figura 1: A influéncia da insulina na amplificacdo de LH e no aumento nos niveis de

androgénios.

HIPOFISE

—_— HORMONIO

LUTEINIZANTE

INSULINA |:>

— ﬁ ANDROGENIOS

ADRENAL

Fonte: Adaptado de DUNAIF et al. (1997).

Um estudo de acompanhamento em longo prazo realizado por Wild et al. (2000)
sugeriu um aumento da prevaléncia de hipertensdo em pacientes com SOP, mas ndo avaliou
a associacao da sindrome com o aumento do risco de mortalidade e morbidade de doencas
cardiacas coronarianas (GAMBINERI et al., 2002; CHO, RANDEVA, ATKIN, 2007).
Todavia, estes dados sugerem que as mulheres com sindrome dos ovarios policisticos devem
ser rastreadas para a hipertensdo em uma idade mais jovem (ABRANSOM, MELVIN,
2014).

Modelo Animal

Um estudo de mulheres com ovarios policisticos apresenta limitacbes de natureza
ética, dai a busca de modelos experimentais apropriados que mimetizam a totalidade ou a
maioria das caracteristicas da doenca (WALTERS, ALLAN, HANDELSMAN, 2012;
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CALDWELL et al., 2014). Durante as ultimas décadas, os pesquisadores utilizaram diversos
modelos animais, como ratos, camundongos, hamsters, cobaias e primatas para estudar o ciclo
reprodutivo, a morfologia dos ovérios e as mudancgas hormonais (SINGH, 2005; TEHRANI et
al., 2014). No entanto, 0 modelo animal que apresenta morfologia e endocrinologia com
pontos que se assemelham aos da espécie humana é a rata (RUSSO, RUSSO, 1987).

As ratas sdo animais do tipo poliestro, ou seja, apresentam ciclos estrais regulares e
sucessivos, que se manifestam por mudancas morfoldgicas nos ovarios, (tero, vagina e
glandulas mamérias (HEALD, O’GRAY, HOWIE, 1970; DA SILVA et al., 1997). Esses ciclos
duram de quatro a seis dias e sdo de facil observacao, incluindo proestro, estro, metaestro e
anestro, com um periodo de gestacdo em media de 21 dias (BARRACLOUGH, 1961; WANG
etal., 2012).

Todavia, a interrupcédo do ciclo estral da rata, caracterizada por queratinizagdo vaginal
persistente é, portanto, diferente do curto periodo de receptividade sexual denominado estro
ou cio. Este modelo bem estudado por Barraclough (1961), que caracterizou o seu periodo de
maior sensibilidade hipotaldmica, com apenas uma Unica injecdo subcutanea de propionato de
testosterona de 1,25 mg, aplicada do segundo ao quinto dia de vida, induziu estro permanente
em todos os animais (LIMA, 1966; HEALD, O’GRAY, HOWIE, 1970).

Esses animais quando adultos apresentam anovulacdo e ovarios policisticos,
mimetizando, portanto, a mulher com a sindrome de ovérios policisticos, além de
comportamento agressivo quando em contato com os machos (DA SILVA et al., 2007; WANG
et al., 2012). Além disso, as ratas em estro permanente podem apresentar hipertensdo, como
evidenciado nos estudos de Stener-Victorin et al. (2005) e de Gontijo et al. (2010), que
mostraram um aumento significante da presséo arterial de ratas em estro permanente em

comparacéo aos demais grupos.

Tratamento

Com relacdo ao tratamento da SOP em humanos, a recomendacdo é comecgar com
modificacbes de dieta/estilo de vida que levam & perda de peso, indiretamente, e
consequentemente a redugdo da pressdo arterial sistolica, quando presente (GAMBINERI et
al., 2002). Se a perda de peso se mostra insuficiente para corrigir a anovulacéo, o tratamento
farmacoterapéutico deve ser instituido. Embora ndo haja consenso nas orientacdes sobre o

tratamento de doencas cardiovasculares, a terapia-alvo para hipertensdo em mulheres com
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sindrome dos ovarios policisticos € semelhante ao das pacientes sem a doenca (HSU, 2015).
Por outro lado, a busca de produtos naturais com acgéo anti-hiperteensiva vem despertando o

interesse na literatura médica.

Produtos naturais: a-terpineol

Apesar do grande nimero de anti-hipertensivos disponiveis no mercado, existem
obstaculos na sua utilizacdo pelas mulheres com a sindrome dos ovarios policisticos, que vao
desde a adesdo ao tratamento a um dificil acesso a assisténcia médica especializada, aliado ao
alto custo dos medicamentos. Estes motivos, associados com a facil obtencdo e a grande
tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para o alto interesse do uso das mesmas
(BALDAUF et al., 2009; GONCALVES et al., 2011; KUNLE, EGHAREVBA, AHMADU,
2012).

Muitas atividades bioldgicas atribuidas as plantas foram comprovadas, dentre elas a
atuacdo no sistema cardiovascular para o tratamento de hipertensdo. Varias classes de
substancias vém sendo estudadas com este proposito, dentre elas temos 0s monoterpenos.
Uma substancia dessa classe que vem despertando grande interesse é o a-terpineol (vide
Figura 2), um alcool monoterpendide, componente dos dleos essenciais de muitas espécies de
plantas de uso na culinaria e fins medicinais como Origanum vulgare L. (orégano) e Ocimum
canum Sims (manjericdo) (MAZZOBRE, SANTOS, BUERA, 2011; SABINO et al., 2013).
Com relacdo a este monoterpendide, Sabino et al. (2013) mostraram que a administracao oral
de a-terpineol nas doses de 25, 50, e 100 mg/kg induziu uma hipotenséo acentuada em ratos
hipertensos induzidos por L-NAME (N-(G)-nitro-L-arginina metil ester) quando comparados

com animais do grupo controle.
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Figura 2: Estrutura quimica do a-terpineol, 2-(4-metil-1-ciclohex-3-enil)propan-2-ol.

CHs

HyC” T CH,
OH

Fonte: SABINO et al. (2013).

O a-terpineol é uma substancia que apresenta baixa solubilidade em agua e elevada
volatilidade, portanto, fatores criticos que limita a sua aplicacao terapéutica (MAZZOBRE,
SANTOS, BUERA, 2011; GIDWANI, VYAS, 2015). Estas limitacbes motiva o
desenvolvimento de diferentes estratégias com o objetivo de melhorar a sua dissolucéo e
absorcdo, com consequente otimizacdo da sua acdo terapéutica. Muitas alternativas surgem de
diferentes areas das Ciéncias Farmacéuticas, com caracteristicas que permitem transportar
substancias farmacologicamente ativas para sitios especificos do organismo, dentre elas
podemos citar, complexo de inclusdo com ciclodextrinas, micronizacdo, formacdo de sais,
solubilizacdo com co-solventes, dispersfes soélidas, extrusdao por fusdo, microemulsdes e
nanoparticulas (HUTTUNEN, RAUNIO, RAUTIO, 2011; GARCIA, LEONARDI, LAMAS,
2016). Estes sistemas podem modificar o perfil de absorcdo do farmaco sem alterar a estrutura
qguimica da molécula transportada, o que pode ser uma Otima alternativa para compostos
volateis com solubilidade limitada (MERISKO-LIVERSIDGE, LIVERSIDGE, 2011).

Complexos de Inclusao

A formagdo do complexo de inclusdo com ciclodextrinas foi estabelecida a mais de 100
anos por Villiers e Schardinger, sendo caracterizado em 1903 por Schardinger como
oligossacarideos ciclicos (JAMBHEKAR, BREEN, 2015). Até hoje, ¢ uma técnica
amplamente utilizada para aumentar a solubilidade, otimizar a dissolucdo, melhorar a
estabilidade e/ou reduzir a toxicidade de farmacos nele associado (CAMARGO et al., 2013;
AZZAM, MUHAMMAD, 2015; AIN, KUMAR, PATHAK, 2015).
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As ciclodextrinas, também conhecidas por ciclomaltose, cicloamilose ou dextrinas de
Schardinger, consistem numa familia de oligosacarideos ciclicos de unidades de o-D-
glucopiranose com ligagGes do tipo a-1,4 (BONNET et al., 2015), apresentando um grupo
hidroxilo na sua superficie exterior hidrofilica e uma cavidade hidrofébica no centro
(RAMESH et al., 2014). As CDs naturais mais importantes e comercialmente fornecidos por
diversos fabricantes sao a-, -, y- CDs, cujas cavidades séo formadas, respectivamente, por 6,
7 e 8 unidades de D-(+)-glucopiranose, assumindo didmetros internos de diferentes tamanhos,
como verificado na figura 3 (ANDREUS et al., 2010).

Figura 3: Estrutura quimica de a, B, y-ciclodextrina.
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Fonte: MAAZAOUI, ABDERRAHIM (2015).

Como resultado da sua forma molecular e de caracteristicas anfifilicas, as
ciclodextrinas exibem a capacidade Unica de capturar moléculas hidréfobas ou porcdes
hidréfobas de moléculas maiores em solucfes aquosas através de ligacfes de Van der Waals,
pontes de hidrogénio ou por transferéncia de carga dentro de sua cavidade e agir como um
recipiente molecular (CARVALHO, 2013; JAMBHEKAR, BREEN, 2015). Portanto, diversas
moléculas hospedes de tamanho, forma e polaridade adequadas podem se encaixar em
diferentes CDs, possibilitando a formacdo de complexo de inclusdo 1:1 ou 1:2, tal como
ilustrado na figura 4 (GOPALAN, ANNASELVI, SUBRAMANIAM, 2012; HUANG,
LONDON, 2013).
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Figura 4: Representacdo ilustrativa da formacdo do complexo de incluséo droga-ciclodextrina

1:1(A) e 1:2 (B).
* S

Ciclodextrina Droga 1:1 Complexo droga-ciclodextrina
(A)
+ . m
Ciclodextrina Droga 1:2 Complexo droga-ciclodextrina
(B)

Fonte: Adaptado de SAVJANI, GAJJAR, SAVJANI (2012).

Para o a-terpineol, ainda ndo estd claro qual o tipo de ciclodextrina seria a melhor
escolha para se encaixar com a molécula monoterpendide. Entretanto, alguns estudos
anteriores tém usado frequentemente B-CD para preparar complexos de inclusdo com o a-
terpineol (DONZE, COLEMAN, 1993; SANTOS, BUERA, MAZZOBRE, 2011).

O método mais empregado para a encapsulacdo de componentes volateis é o spray
drying ou secagem por atomizacdo. A microencapsulacdo por spray drying é utilizada nas
industrias farmacéuticas desde os anos 50 por ser um processo econémico e facilmente
adaptavel. Além de melhorar a solubilidade, essa técnica é bastante utilizada na encapsulagédo
de componentes de 6leos volateis com a finalidade de proteger contra a volatilizacdo e
reacOes deteriorativas induzidas pela luz, prolongando a sua vida atil (COSTA et al, 2012;
SHOFINITA, LANGRISH, 2014).

O esquema béasico de um equipamento spray dryer esta representado na figura 5.
Nesse tipo de operacao, a amostra em dispersdo (A) é injetada em forma de goticulas (spray)
através do bico atomizador concomitante ao ar aquecido. Na cdmara de secagem acontece a
formacédo das particulas sélidas quando em contato com o ar quente. Em seguida, o produto
segue para o ciclone (separador) onde ha a recuperagcdo do produto em pé através de um

recipiente coletor acoplado ao equipamento. Essa dinamica permite a secagem de produtos
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sensiveis ao calor, reduzindo as perdas na qualidade (OLIVEIRA, PETROVICK, 2010;
PHISUT, 2012).

Figura 5: Representacdo esquematica do fluxo basico de um spray dryer.
ALIMENTACAO

AQUECIMENTO AMOSTRA

ASPIRADOR
T

GAS DE SECAGEM

CAMARA DE
SECAGEM

FILTRO

FRASCO COLETOR

Fonte: Adaptado de AGHBASHLDO et al. (2012).

No entanto, mesmo apds a formacdo do complexo de inclusdo, é necessario realizar a
caracterizacdo com a finalidade de conhecer o sistema obtido. Isso se deve ao fato de que nao
é garantia de que o p6 obtido seja um verdadeiro complexo de inclusdo, podendo ser também
uma simples mistura de ciclodextrina com moléculas hdospedes (PIRES, 2011). Para tanto, se
faz necessario utilizar diferentes métodos de analises para avaliar a formacdo do complexo de
inclusdo, como calorimetria de varrimento diferencial (DSC), termogravimetria (TG),
difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho (IR) e até ressonancia magnética,
para confirmar mudancas nas propriedades fisico-quimicas da droga apds a complexacao
(FREITAS et al., 2012).

Os resultados provenientes das diferentes técnicas devem ser combinados e analisados
em conjunto. Isso se deve ao fato do uso simultaneo de diferentes métodos de caracterizacdo

promover uma melhor compreensdo das interacdes ciclodextrina-droga, pois cada método
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explora uma caracteristica particular do complexo, e se somadas podem realmente confirmar a
formacgéo do complexo de inclusdo (MAAZAOUI, ABDERRAHIM, 2015).

Assim, diante da necessidade de se propor o desenvolvimento de um produto anti-
hipertensivo na sindrome dos ovérios policisticos associada a estado hipertensivo, além da
escassez de estudos na literatura avaliando o efeito da preparacdo de complexo de incluséo a-
terpineol/B-ciclodextrina na pressao arterial de ratas em estro persistente, € 0 que presente

estudo foi desenhado.
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3. OBJETIVOS
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Geral

e Preparar o complexo de inclusdo de a-terpineol com B-ciclodextrina, e caracterizar e

avaliar sua acdo anti-hipertensiva em modelo de ratas em estro permanente.

Especificos

e Avaliar a alteracdo nos niveis pressoricos nos animais em estro persistente em
comparagdo com os animais do grupo controle;

e Caracterizar o complexo de inclusédo a-terpineol-p-Ciclodextrina;

e Avaliar a agdo anti-hipertensiva do complexo de inclusdo em ratas em estro
permanente.
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4. MATERIAIS E METODOS
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O procedimento experimental do presente trabalho foi realizado no Laboratorio de
Pesquisa em Cosmeéticos e Medicamentos (LAPCOM) e no Nucleo de Pesquisa em Plantas
Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piaui.

4.1. MATERIAL

Matérias primas e reagentes

Para o desenvolvimento da presente dissertacdo foi utilizado o a-terpineol (Lote:
MKBR7429V, SIGMA-ALDRICH) fornecido pelo Nucleo de Pesquisa de Plantas Medicinais
da Universidade Federal do Piaui; p-ciclodextrina natural (Lote: B701118, ISP
TECHNOLOGIES) fornecido pelo Laboratério de Cosméticos e Medicamentos;
propilenoglicol (Lote: 112226, FARMACIA DE MANIPULACAO GALENO) e propionato
de testosterona diluido em 6leo de milho (Lote: 098596, FARMACIA DE MANIPULACAO
GALENO). Para a preparacao do complexo de inclusdo, utilizou-se também agua de grau para

injetaveis e todos os solventes utilizados foram de grau analitico.

4.2. METODOS

4.2.1 Preparacgéo dos complexos de inclusio

O complexo de incluséo de a-terpineol com B-ciclodextrina foi obtido pelo método de
spray drying na razdo molar 1:1. Por meio deste método, foi preparado uma dispersdo de a-
terpineol e B-CD em uma solucdo de etanol:agua (2:8). A seguir, o complexo de inclusdo foi
obtido atraves da eliminacdo do solvente, pulverizando a dispersdo em um spray dry (Mini
Spray Dryer B290 — Buichi) com temperatura de entrada de 160 °C, temperatura de saida de
89 °C e pressao de ar de pulverizacdo de 55 mmHog.

Para o controle da caracterizacdo da formagdo do complexo da droga com a B-
ciclodextrina, foi preparado também uma mistura fisica (MF) na propor¢do molar de 1:1 entre
a B-ciclodextrina e a-terpineol com um auxilio de um gral e pistilo. A mistura fisica foi
armazenada em frasco hermeticamente fechado.

As amostras resultantes da mistura fisica e do complexo obtido por spray drying foram

submetidas a analise de infravermelho, difracdo de raios X, microscopia eletronica de
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aarredura e ressonancia magnética nuclear. Em seguida, a amostra de complexo de inclusédo
foi submetida a cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa a fim de quantificar o teor

de a-terpineol para avaliacdo da atividade anti-hipertensiva no modelo animal.

4.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

e Espectroscopia no infravermelho

Os espectros de IV do a-terpineol, f-CD, MF e CI foram obtidos na regido do IV
médio (4000 — 650 cm™) por reflectancia total atenuada, utilizando-se o Espectrometro
ThermoNicolet IS5 equipado com acessorio ID5 e software de controle e aquisicdto OMNIC
9.0. As medidas das amostras foram antecedidas pelo Background de ar, isto €, sem material
posicionado sobre o cristal, para reducdo do efeito do diéxido de carbono sobre as leituras das
amostras. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Farmacia da Faculdade Integral
Diferencial (FACID), Teresina. Enquanto, os dados foram analisados utilizando o software

Omnic (versdo 9.1).

¢ Difracdo de Raios X

As andlises de Raios X do a-terpineol, f-CD, MF e CI foram realizados em
difratbmetro Shimadzu® (X-Ray Diffractometer, LabX XRD-6000), operando a 40 KV, 30
mA, com varredura angular 20 de 2° min’, variando de 10 - 55°, utilizando-se radiacdo de
cobre. A anélise foi realizada em suportes de vidro com uma fina camada de material do pé
sem solvente. Os ensaios foram realizados no Laboratorio Interdisciplinar de Materiais
Avancados (LIMAV) da Universidade Federal do Piaui, Teresina. Enquanto, os dados foram

analisados utilizando o software Origin Pro (versao 8.0).

e Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A avaliacdo da morfologia das amostras foi realizada através de Microscopia

Eletronica de Varredura utilizando-se um microscopio Shimadzu SSX-550 superscan

DISSERTAGAO DE MESTRADO - Victor Hugo Lopes de Andrade



Produto anti-hipertensivo e ratas em estro permanente 44

(Scanning Electron Microscope). As amostras foram fixadas em fita de dupla face de carbono
e metalizadas com ouro por 15 min (Metalizador Baltec® SCD 050), de forma a tornar o
material eletricamente condutor. Em seguida, as amostras foram submetidas a uma atmosfera
de plasma com os gases N, — H, com fluxos definidos e o controle da temperatura em torno
de 300 °C por 1 hora. As eletromicrografias foram obtidas em uma camara com tensdo de
excitacdo de 15 KV. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Materiais (LABMAT) do

Instituto Federal do Piaui, Teresina.

e Ressonancia Magnética Nuclear

A formacgdo do complexo de inclusdo entre a-terpineol e B-CD foi ainda investigada
através de andlises espectroscopicas de RMN. Para isso, os experimentos de RMN de ;H e 13C
foram realizados a 30 °C em DMSO em um espectrometro Varian® INOVA, modelo 400,
utilizando uma sonda VVT-CP/MAS, operando a 400 MHz com ntcleo de hidrogénio — 1 (HY).
Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm, em relacdo ao sinal do TMSP-d4 em
0,00 ppm. Os ensaios foram realizados no Laboratério de RMN (LAUREMN) da
Universidade Federal do Piaui, Teresina. Enquanto, os dados foram analisados utilizando o

software MestReNova (versdo 6.0.2).

e Quantificacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa de

Alta Resolugdo

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucdo (CG-EMAR), num cromatografo Agilent 6890 acoplado a um
espectrometro Waters GCT Premier, equipado com uma coluna DB-5MS (30 m x 0,25 mm
ID, espessura de filme 0,25 pm). O volume de injecéo foi de 1 puL,no modo de divisdo de
50:1, temperatura do forno foi programada em 60 °C permanecendo por 1 minuto, seguida de
uma razdo de aquecimento de 5 °C min™ até 150 °C, seguida por uma outra rampa de
aquecimento de 20 °C min™até 260 °C permanecendo 5 min. Hélio foi utilizado como gas de

arraste num fluxo de 1 mL min™. A interface e o injetor foram programados em 260 °C.
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O espectrometro de massas foi operado no modo positivo, utilizando a fonte de
ionizacdo por impacto de elétrons (El), com energia de ionizacdo de 70 eV a voltagem do
detector foi ajustada para 2.500 V. Aquisicdo foi realizada na faixa de massa de m/z 45-650.
Hepatacosano foi utilizado como calibrante. A resolucdo de massa foi ajustada para cerca de
7000 FMWH para a massa m/z 218,9856 (lock mass). Os dados foram adquiridos utilizando
software Waters Mass Lynx™ versdo 4.1 e processados usando o software gerenciador
Chroma Lynx™, utilizando a biblioteca NIST 11.0. Os ensaios foram realizados no
Laboratdrio de Geoquimica Orgéanica (LAGO) da Universidade Federal do Piaui, Teresina.

4.2.3 Avaliacdo da atividade bioldgica

e Animais

Com base nas diretrizes gerais estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal e na Resolucdo N° 1000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal
de Medicina Veterinaria, foram usados ratos Wistar-Hannover, oriundos do Centro de
Ciéncias Agrérias da Universidade Federal do Piaui. Estes animais foram utilizados para a
obtencdo de recém-nascidos, sendo acasalados na proporcéo de duas fémeas para cada macho.
Logo apds o parto, os filhotes foram separados em machos e fémeas, baseado na distancia do
orificio anogenital. Os machos foram devolvidos ao Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Piaui para utilizagdo em outras pesquisas. As ratas em numero de
18 foram divididas em 3 grupos: | (controle normal, veiculo, n=6), Il (estro permanente,
veiculo, n=6) e grupo Il (estro permanente, experimental, n=6). Com base no protocolo de
Barraclough (1961), o estro permanente dos grupos Il e Ill foi conseguido por meio da
aplicacdo de uma injecdo subcutanea de 1,25 mg de propionato de testosterona diluido em 0,1
ml de Oleo de milho (veiculo) no segundo dia de vida. A seguir, os animais foram
transportados para o biotério do Nucleo de Tecnologia Farmacéutica (NTF) e mantidos em
gaiolas plasticas com tampa gradeada de metal em condic¢des controladas: ciclos claro/escuro
de 12 horas, com luz de 7 h as 19 h, e temperatura mantida por ar-condicionados entre 20 e 25

°C. Os animais receberam livre acesso a agua e ragao para roedores.
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Aos 90 dias de vida, apos confirmacdo do estro permanente, baseada na obliteracdo do
terco externo da vagina (HARRIS, LEVINE, 1965) e pela presenca de queratinizacdo da
vagina e ovarios policisticos, por ocasido da necrépsia (BARRACLOUGH, 1961; DE
SOUSA, 2015), os animais do grupo | (controle, ratas normais) e grupo Il (controle positivo,
estro permanente) receberam apenas veiculo (propilenoglicol), enquanto as ratas do grupo il

(experimental) programadas para receber a-terpineol-3-CD por 28 dias.

e Tratamento

Portanto, os animais do grupo | (controle normotenso) e Il (controle em estro
permanente) receberam apenas 0,1 mL de propilenoglicol por gavagem por 28 dias (de 12 a
16 semanas de vida), enquanto os animais do grupo Il (experimental) receberia a-terpineol
complexado com B-ciclodextrina na concentracdo de 100 mg/kg diluido em 0,1 mL de
propilenoglicol por gavagem no mesmo intervalo de dias. No 27° dia de tratamento, oS
animais foram submetidos a implantacdo da canula para a aferi¢cdo da pressao arterial no dia

seguinte.

e Afericdo da Pressdo Arterial

Para a afericdo da pressdo arterial, foi utilizada a medida direta através da implantacédo
de uma canula na artéria femoral proposta por Santos (2014), como descrito a seguir.

Os animais foram anestesiados com cetamina (300 mg/kg, intraperitoneal —i.p.), e em
seguida, foram colocados em decubito dorsal em uma prancha cirdrgica. Uma pequena
incisdo na regido inguinal dos animais foi realizada separando a musculatura para localizacéo
do feixe de vasos e nervos, seguido da dissecacdo e exposicdo da artéria e veia femoral.
Catéteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 (diametro interno e externo de 0,28 e
0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de
0,58 e 0,96 mm, respectivamente), foram implantados na artéria femoral esquerda. Apos a
insercdo e fixacdo, os catéteres foram encapsulados por via subcuténea e exteriorizados
através de uma incis@o na regido cervical posterior do animal (scapulae) e foram mantidos
com solucdo salina heparinizada (100 U/mL) imediatamente ap0s a colocacdo e antes do
registro do sinal da PA (SANTOS, 2014).
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A PA foi medida 24 horas apés a cirurgia pela conexdo do cateter arterial a um
transdutor de pressdo pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado
a um amplificador (AVS projetos—SP/Brasil) conectado a um microcomputador equipado com
placa conversora analogico-digital e com o programa AQCAD (AVS projetos—SP/Brasil)
(Figura 6). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz, calculando a
pressao arterial média para cada ciclo cardiaco.

Antes de iniciar a afericio da PA no 28° dia, os animais foram mantidos em
aclimatacdo por um periodo de, no minimo, 60 min para estabilizacdo do parametro
cardiovascular. Apos este periodo, as ratas foram eutanasiadas atraves da administracédo, por
via i.p. de sobredosagem de cetamina 300 mg/kg + Xxilazina 30mg/kg, ap6s confirmagdo da
perda de consciéncia e morte. A escolha da xilazina se deve por ser um potente sedativo e
relaxante muscular; e em associacdo com altas doses de cetamina causa depressdo respiratoria
e reducdo dos batimentos cardiacos (MIRANDA et al., 2011a).

Figura 6: Sistema de aquisicdo de dados para registro da pressdo arterial em ratas.

Fonte: SANTOS (2014).
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e Andlise estatistica

Os dados resultantes da afericdo da pressao foram apresentados sob a forma de média
e erro padrdo da média (E.P.M). Para analise estatistica dos dados foi preconizado o teste t de
Student para comparacdo dos niveis presséricos dos animais experimentais com grupo
controles, sendo o nivel de significancia estabelecido em p<0,05. Os dados foram analisados

utilizando o software Origin Pro (verséo 8.0).
e Aspectos éticos
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da

Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI N° 089/14), e estd em conformidade com as

Normas do Regimento Interno do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Preparacgdo do complexo de inclusdo a-terpineol-p-ciclodextrina

O a-terpineol por ser um componente de Oleos essenciais, apresenta como
caracteristica a insolubilidade em &gua, além de sua elevada volatilidade. No entanto, a
solubilidade limitada em agua do o-terpineol pode ser superada pela formacdo do complexo
de inclusdo com ciclodextrinas. Por conseguinte, varios trabalhos tém demonstrado a
possibilidade de complexacdo do a-terpineol com ciclodextrinas, como a pesquisa realizada
por Donze e Coleman (1993), mostrando que o0 a-terpineol comparado com outros
monoterpenos apresentou uma Otima seletividade quando complexado com B-ciclodextrina.
Posteriormente, foi demonstrado por meio do diagrama de solubilidade de fases que a
solubilidade do a-terpineol elevou linearmente com o aumento da concentragdo de f-CD ao
longo do tempo, sugerindo que essa substancia pode acomodar dentro da B-ciclodextrina
através da razdo estequiométrica 1:1, fato este evidenciado pelo valor negativo da entropia,
comprovando assim 0 encapsulamento (SANTOS, BUERA, MAZZOBRE, 2011;
MAZZOBRE, SANTOS, BUERA, 2011).

Devido a utilizagio em grande escala na obtencdo de produtos tecnolégicos
intermediarios destinados a producdo de diversos tipos de formas farmacéuticas, a técnica de
spray drying foi a escolhida para o preparo do complexo de inclusdo a-terpineol/s-CD na
razdo 1:1. Além disso, essa metodologia apresenta inimeras vantagens como rapidez, controle
da uniformidade e do tamanho das particulas (OLIVEIRA, PETROVICK, 2010).

5.1.1 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia no Infravermelho é uma técnica qualitativa empregada para se
estimar a interacdo entre CDs e farmacos no estado solido (CARVALHO, PINTO, 2012).
Para isso, sdo verificadas interacbes em nivel molecular, detectando as mudancas
significativas na forma e na posicdo das faixas de absorbéncia, através das transicGes
vibracionais e rotacionais dos diferentes grupos funcionais presentes nas moléculas de
farmacos complexados ou livres (LYRA et al, 2010). Portanto, quando se forma o complexo,
pequenos deslocamentos das bandas ou faixas de absorbancia das ciclodextrinas poderdo

mascarar a da molécula hospede.
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As Figuras 7 e 8 apresentam 0s espectros na regido do infravermelho da -
ciclodextrina e do a-terpineol, respectivamente; e na Tabela 2 estdo correlacionadas as

principais bandas de absor¢do dos compostos com suas provaveis atribuigdes.

Figura 7: Espectro na regido do infravermelho da -CD em transmitancia.
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Fonte: Arquivo pessoal (2016).

O espectro de infravermelho da B-CD mostrou uma banda larga da ligagdo O-H
referente ao alcool primario em 3310 cm™, estiramento C-O na regido 1200-1000 cm™, o
grupo éter ciclico é observado pelo estiramento C-O-C em 1028 cm™. O espectro de absorcio

na regido do infravermelho do monoterpeno a-terpineol esta apresentado na Figura 8.

Figura 8: Espectro na regido do infravermelho do a-terpineol em transmitancia.
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Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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No espectro obtido na regido do infravermelho para o a-terpineol foi observada uma
faixa larga em 3500-3200 cm™ referente ao estiramento O - H. Também estavam presentes
bandas de absorcdo em 3010-2900 cm™ (estiramento = C-H), 2980-2850 cm™ (estiramento —
C-H), 1700-1620 cm™ (estiramento C=C), 1250-1100 cm™ (estiramento C-O).

A Tabela 2 apresenta os grupos funcionais e 0s estiramentos observados nos espectros
de absor¢do na regido do infravermelho da B-CD e do a-terpineol. A partir destes dados

podemos observar as modificacdes ocorridas nos espectros dos complexos e da mistura fisica.

Tabela 2: Grupos funcionais e estiramentos observados espectros de absor¢do na regido do

infravermelho da B-CD e do a-terpineol.

Composto Grupos funcionais Regiéo no IV
p-Ciclodextrina Alcool primario
O-H 3500-3200 cm™
C-0 1200-1000 cm™
Etér etilico
cC-0-C 1100-1020 cm™
a-terpineol Alcool terciario
cC-0 1250-1100 cm™
O-H 3500-3200 cm™
Cicloalceno
c=C 1700-1620 cm™

Fonte: PAVIA, LAMPMAN, KRIZ, 2001.

Interacbes entre a molécula hdéspede e a ciclodextrina no estado sélido causam
alteracdes na absor¢do de energia, as quais podem ser detectadas na regido do IV (PAVIA,
LAMPMAN, KRIZ, 2001; SINGH et al., 2010). A Figura 9 apresenta 0s espectros de
absorcdo na regido do infravermelho do complexo binario, da mistura fisica, da B-CD e a-

terpineol.
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Figura 9: Espectros na regido do infravermelho em transmitancia: p-CD (A), a-terpineol (B),
MF (C) e CI por spray drying (D).
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Fonte: Arquivo pessoal (2016).

O espectro da MF foi semelhante ao da B-CD, indicando uma baixa capacidade de
complexacdo. Entretanto, o espectro de absorcdo no infravermelho do complexo mostrou
alteracbes em determinadas regides quando comparado com 0s espectros do a-terpineol e -
ciclodextrina isolados. Dentre essas alteracdes, o espectro do complexo (figura 9) apresentou
uma diminuicdo na banda correspondente ao alcool priméario que é caracteristica da B-CD
(vide tabela 2 e figura 7).

Além disso, as bandas caracteristicas do estiramento — C-H e da ligagdo C=C do o-
terpineol tiveram uma reducgdo acentuada na sua intensidade, sugerindo que estas ligacdes
possivelmente estdo envolvidas na formacdo de complexos de inclusdo, visto que a insercao
de uma molécula-hospede no interior da cavidade da ciclodextrina provoca uma mudanca
conformacional, reduzindo a livre movimentagdo das moléculas encapsuladas, diminuindo a
intensidade do sinal (MIRANDA et al, 2011b). Portanto, as diferencas nas intensidades das

bandas caracteristicas do a-terpineol e B-ciclodextrina isolados em comparacdo com o
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espectro do complexo de inclusdo, indicam que pode haver uma intera¢do da droga com B-CD

tanto externamente quanto incluso na cavidade da B-ciclodextrina.

5.1.2 Caracterizacgao por Difragédo de Raio X (DRX)

A difracdo de raios-X determina a natureza cristalina de sélidos, possibilitando uma
andlise da sua estrutura espacial e do grau de cristalinidade resultante do método de
preparacdo da amostra. Dependendo da forma cristalina da molécula hospede, haverd
formacdo de picos caracteristicos no difratograma, e a analise se baseia ha comparacdo dos
difratogramas das substancias puras e mistura fisica com o do complexo, uma vez que 0s
padrdes de difragdo dos complexos de inclusdo sdo distintos da superposicdo dos
componentes separados. Assim, a obtencdo de um difratograma com caracteristicas de um
material amorfo, ou seja, sem picos finos bem definidos, pode ser indicativo da ocorréncia de
complexacdo (SHAH, KAKUMANU, BANSAL, 2006; SAMI; PHILIP; PATHAK, 2010).

Figura 10: Difratogramas obtidos para a B-ciclodextrina (a), mistura fisica (b) e complexo de

incluséo - ClI por spray drying (c).
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Fonte: Arquivo pessoal (2016).

A Figura 10 mostra os padroes de difragao de B-ciclodextrina, mistura fisica e

complexo de inclusdo por spray-drying. O padrao de difragao da B-CD foi caracterizado pela
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presenca de muitas reflexdes ou picos cristalinos em 9,1; 11,0; 12,5; 23; 27,2 e 34,9 (2 0),
conferindo a molécula um carater cristalino. Alem disso, nos difratogramas que se referem a
mistura fisica e aos Cls foram observadas reduc¢des no tamanho das reflexdes. No caso da
mistura fisica 1:1, o difratograma revelou a presenca de alguns picos cristalinos, porém com
intensidade reduzida, possivelmente devido a sobreposicdo dos padrbes gerados pelos
compostos individuais.

Nos padrdes de DRX referente ao complexo por spray-drying, observa-se uma reducao
mais acentuada em ndmero e intensidade das reflexdes, com desaparecimento de alguns picos
caracteristicos da p-CD, como 9,1; 11,0 e 29,2 (2 6), sinalizando uma maior natureza amorfa
da amostra. Esses dados corroboram que o complexo de inclusédo obtido por spray drying tem
grande possibilidade de apresentar uma nova fase cristalina, indicativo de que o a-terpineol

provavelmente esteja incluido na cavidade hidrofobica da $-CD.

5.1.3 Caracterizacdo por Microscopia Eletronica por Varredura (MEV)

Outra técnica que se complementa a difracdo é a microscopia eletrénica de varredura,
pois fornece informacdes visuais sobre os aspectos morfoldgicos da amostra (AALTONEN et
al., 2009; YANG et al., 2011). O estudo de microestruturas possibilita a caracterizacdo da
morfologia do material, da composi¢do quimica e da determinacdo da estrutura atébmica,
sendo bastante utilizado para analisar qualitativamente a formagdo de complexos de incluséo
(DEDAVID, GOMES, MACHADO, 2007).

Para comprovar a obtencdo de ClI, essa técnica avalia a diminuicdo da cristalinidade
das particulas, a medida que permite a visualizacdo e diferenciacdo das particulas de
ciclodextrinas com o complexo obtido (LYRA et al., 2010). Normalmente, a mistura fisica
apresenta os dois componentes distintos. J& no complexo de inclusdo, aparece apenas um,
diferente morfologicamente das formas livres (TAKAHASHI, VEIGA, FERRAZ, 2012). As
analises da microestrutura da B-CD, da mistura fisica e do complexo de inclusdo foram
realizadas em microscépio eletronico de varredura e estdo apresentadas na figura 11.

O que se pode observar é que as particulas de B-ciclodextrinas apresentaram-se como
cristais de forma poliédrica larga e com superficie plana bem definida, com tamanho de
particulas variando da ordem de 10 um até 200 um. A mistura fisica entre 0s componentes

apresenta estruturas idénticas as obtidas para a B-ciclodextrina pura, indicando que a simples
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mistura de a-terpineol com a B-ciclodextrina ndo é capaz de formar complexos de inclusdo,

concordando com os resultados anteriores.

Figura 11: Fotomicrografia obtida por microscopia eletronica de varredura para p-CD com
ordem de maginificacdo de 1000x (A), mistura fisica com ordem de maginificacdo de 1000x

(B), complexo de incluséo por spray drying com ordem de magnificacdo de 2000x (C).

Fonte: Arquivo pessoal (2016).

As micrografias referentes ao complexo de inclusdo, observado em 13(c),
demonstraram a formacéo de estruturas diferentes nas quais a morfologia original dos cristais
foi perdida. As particulas do complexo se mostraram relativamente esféricas e de superficie
lisa, porém muito pequenas de 1 a 180 um, com capacidade de propiciar melhores
caracteristicas de fluxo para possivel desenvolvimento de uma forma farmacéutica (SIVA,
NAYAKI, RAJENDIRAN, 2015; RUDRANGI et al., 2015). As imagens das microestruturas
permitiram também a observacdo da influéncia da técnica de formacdo de complexo de
inclusdo na morfologia do complexo obtido, revelando uma amostra com alto grau de
amorfizacdo, assim como observada na analise por DRX. Esse carater amorfo ¢é
provavelmente devido & interago do a-terpineol com B-CD, mudando a estrutura cristalina.

Apesar dos estudos de MEV serem incompletas para confirmarem a presenca de Cl, as
alteracdes na forma, no aspecto e no tamanho das particulas do complexo de inclusédo séo
indicativos de formacdo de uma nova fase sélida com a provavel formacdo do complexo de

inclusao.
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5.1.4 Ressonancia Magnética Nuclear

Espectroscopia de RMN ¢é uma técnica que possibilita a elucidagdo estrutural, portanto
uma das mais importantes para a detecc¢do da formacdo do complexo de inclusdo (FRACETO,
2007). Estas informacdes podem ser obtidas usando-se a espectroscopia monodimensional
(tH RMN). Nessa ferramenta, alteracdo nos valores de deslocamentos quimicos dos
hidrogénios (H3 e H5) da B-CD na auséncia e presenga do a-terpineol é o que proporcionam a
informacdo sobre a formacdo do complexo de incluséo (ALI, SHAMIM, 2014).

A tabela 3 apresenta as atribuigdes dos hidrogénios da B-CD e as alteracbes nos
deslocamentos quimicos devido a formacdo do complexo de inclusdo. O hidrogénio H3, na
molécula de B-CD pura, apresenta sinal em 3,630, e mostra-se deslocado para 3,640 no
complexo por spray drying, e o hidrogénio H5 sofre modificacdo de 3,520 para 3,529 ppm.
Enquanto que os hidrogénios da superficie externa da p-CD (H1, H2, H4 e H6) mostraram
desvios quimicos menores quando comparado com os hidrogénios da cavidade interna (H3 e
H5). Portanto, os valores obtidos (Ad) para os hidrogénios situados na cavidade da p-CD,

sugerem a formagao do complexo entre a-terpineol e B-CD.

Tabela 3: Sinais de ;H RMN para a B-CD e complexo de inclusdo a-terpineol-p-CD
(mudangas observadas nos sinais da $-CD).

B-CD o B-CD d a-terpineol-B-CD Ad

(ppm) (ppm) (ppm)
H1 4,805 4,811 0,006
H2 3,315 3,320 0,005
H3 3,630 3,640 0,010
H4 3,274 3,280 0,006
H5 3,520 3,529 0,009
H6 3,605 3,611 0,006

Legenda: & (deslocamento quimico); Ad (Sa-terpineol-g-cD — Op-CD)-
Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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5.1.5 Quantificacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massa de
Alta Resolucéo (CG-EMAR)

Os testes de caracterizacdo (DRX, IV, MEV e RMN) sugerem a formacdo do
complexo de inclusdo por spray drying, tornando-se, portanto um candidato vidvel para testes
em modelos animais com hipertensdo. Contudo, antes da realizacdo em testes in vivo, €
necessario realizar a quantificagdo do o-terpineol no complexo de inclusdo. A técnica
utilizada para tal procedimento foi a cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massa
de alta resolucdo, que possibilita detectar e quantificar os constituintes, que sao ionizados, de
uma matriz complexa com alta sensibilidade e seletividade (ALBERICI, et al., 2010).

A curva analitica (Figura 12) foi construida com oito concentracdes diferentes (2,5; 5;
10; 25; 50; 100; 150; 200 ppm), sendo que cada concentragdo foi preparada em triplicata. O
coeficiente de correlacdo (R?) apresentou um valor satisfatério de 0,990 e a equacdo da reta
foi y = 4,548x - 36,10. Em sequéncia, o calculo da concentracdo foi realizado com base na
equacéo obtida na curva de calibragdo, e o valor obtido foi 291,2 ppm, com uma eficiéncia de
complexacéo de 72,8 %.

Figura 12: Curva analitica para a quantificagdo do teor de a-terpineol em complexo de

incluséo por spray drying obtida por CG-EMAR.
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Fonte: Arquivo pessoal (2016).
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5.2 Analise dos niveis pressoricos em ratas em estro permanente

Sindrome dos ovarios policisticos € uma doenca endocrina que apresenta um fendtipo
heterogéneo com anormalidades ovariana, hormonal e metabolica, que em algumas mulheres
pode estar associada com eventos cardiovasculares (CONNOLLY et al., 2015; SHI et al.,
2014). No entanto, o estudo de mulheres com ovarios policisticos apresenta limitacGes de
natureza ética, dai a busca de modelos experimentais. (WALTERS, ALLAN,
HANDELSMAN, 2012). Entre os véarios modelos animais existentes, a rata apresenta
morfologia e endocrinologia com pontos que se assemelham aos da espécie humana. Esses
animais sdo do tipo poliestro, ou seja, apresentam ciclos estrais regulares e sucessivos, que se
manifestam por mudangas morfoldgicas nos ovarios, Utero, vagina e glandulas mamarias
(RUSSO & RUSSO, 1987; DA SILVA, 1997; WANG et al., 2012).

No entanto, a interrupcdo do ciclo estral da rata ou estro permanente é, portanto,
diferente do curto periodo de receptividade sexual denominado estro ou cio. O modelo de
fémeas em estro permanente foi melhor estudado por Barraclough (1961), que através da
aplicacdo de propionato de testosterona do segundo ao quinto dia de vida ser capaz de
produzir estro permanente em todos os animais (DA SILVA et al., 2009). No presente estudo,
estes animais, quando adultos, apresentaram obliteracdo do terco externo vaginal, anovulcéo
cronica e ovarios policisticos, por ocasido da necrépsia, assim, mimetizando sindrome dos
ovarios policisticos, que se deve a influéncia de androgénios no hipotadlamo dos animais no
periodo po6s-natal, ocorrendo lesdo da area pre-oOptica, levando a auséncia de liberagéo ciclica
de gonadotropinas a partir do perido pubeal, ndo havendo assim postura ovular, € como
consequéncia infertilidade, permanecendo funcionante a &rea mediana do hipotdlamo (nucleo
arqueado), area ténica (LIMA, 1966; OKUTSU et al., 2010; TEHRANI et al., 2014).

Alguns estudos mostraram que as ratas em estro permanente apresentam elevacao
significativa da pressdo arterial em comparacdo a animais controles (GONTIJO et al., 2010).
Dentre esses estudos, até onde investigamos, apenas trés foram relatados na literatura (tabela
4). No estudo de Stener-Victorin et al. (2005), os autores encontraram um aumento na pressao
arterial sistolica em ratas em estro permanente apds administracdo intramuscular de 4 mg de
valerato de estradiol na 8° semana de vida, usando a metodologia de plestimografia de cauda
em comparacdo com animais controle. Nos estudos brasileiros, Gontijo et al. (2010) e
Ciampone (2016) induziram o estado de estro permanente em ratas apos administracdo de
1,25 mg de propionato de testosterona no segundo dia de vida, no entanto apenas no trabalho
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de Gontijo et al. (2010) foram encontrado um aumento na pressdo arterial sistolica quando

comparado com o controle.

Tabela 4: Estudos que relacionam o estado de estro permanente com hipertensao.

Autores Metodologia Afericdo da presséo Ratas em estro
arterial permanente
Stener-Victorin Administragdo i.m de
et al. (2005) 4mg/0,2 mL de Plestimografia de Hipertensas em
valerato de estradiol cauda relacdo ao
controle
Administragéo s.c de
Gontijo et al. 1,25 mg/0,1mL de Plestimografia de Hipertensas em
(2010) propionato de cauda relacdo ao
testosterona controle
Ciampone (2016) Administragéo s.c de Plestimografia de Né&o houve
1,25 mg/0,1mL de cauda diferenca
propionato de significativa
testosterona

Fonte: Arquivo pessoal.

Com relacdo a presente pesquisa, 0 modelo de estro permanente androgenizado foi
produzido como preconizado por Barraclough (1961), sendo o mesmo utilizado por Gontijo et
al. (2010) e Ciampone (2016). No entanto, o resultado da afericdo da pressdo arterial dos
animais utilizando-se entdo a medida direta foi diferente das pesquisas realizadas por Stener-
Victorin et al. (2005) e Gontijo et al. (2010). No presente estudo, ao se comparar a pressao
sanguinea de ratas em estro permanente por medida direta da pressdo arterial por meio de
canulacdo da artéria femoral (Tabela 5), ndo houve diferenca significante na pressdo arterial
entre ratas controle e em estro permanente, portanto diferente dos relatos de Stener-Victorin et
al. (2005) e Gontijo et al. (2010), que mostraram elevacdo da pressdo arterial, quando

avaliacdo realizada na cauda (plestimografia).
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Tabela 5: Registro do peso corporal e pressdo arterial media (PAM) em ratas em estro

permanente em comparacao aos animais controle da mesma idade.

Grupo Peso corporal (g) PAM (mmHg)
Controle 284 +£3,0 1189+1,43
PE 280+45 116,7 + 1,32

Os valores representam a média + E.P.M. (n=6 por grupo).
Fonte: Arquivo pessoal.

A priori, a técnica a ser utilizada neste trabalho seria por plestimografia de cauda, mas
pelo fato do aparelho desta Instui¢cdo ndo estar funcionando, ndo foi possivel a avaliacdo da
pressdo arterial dos animais por plestimografia de cauda. Para dar seguimento a pesquisa, a
técnica escolhida foi a medida direta através da implantacdo de cateter na artéria femoral
esquerda. A leitura direta por meio de cateteres arteriais é considerada um método preciso por
avaliar diretamente a pressao arterial na artéria femoral dos animais (ROSS, 1977).

O procedimento de canulagdo intra-arterial apesar de ser utilizado para afericdo de
pressdo sanguinea, esta técnica cirdrgica invasiva apresenta inUmeras desvantagens, como
dificuldade de introduc¢do da canula na artéria femoral, dor, sangramento e risco de obito.
Frente a essas desvantagens, para que se alcangasse o numero de 12 animais utilizados até
entdo no presente estudo, um total de 20 ratas foram submetidas a implantagao da canula, no
entanto 40 % dos animais foram a obito. A causa mortis ¢ variada, podendo ser decorrente de
sangramento, oclusdo parcial da artéria invadida, infeccdo local e/ou sistémica, inflamagao
tecidual, ou até de uma hemorragia devido ao deslocamento acidental da canula no interior da
artéria, por isso os estudos atuais vem utilizando a plestimografia caudal (HALL, CLARKE,
1987).

Com relacdo aos animais que foi possivel a implantacdo com consequente afericdao da
pressdo arterial, a auséncia de diferenca dos niveis presséricos observados no grupo
experimental com relacdo ao controle pode ser em decorréncia da invasividade da técnica. A
perda sanguinea, como conseqiiéncia do procedimento cirdrgico, somada com acdo dos
anestésicos durante o periodo operatério podem promover alteracbes no sistema
cardiovascular, dentre elas a hipotensdo. Por conta disso, muitas pesquisas utilizam a medida
indireta, mais precisamente a plestimografia de cauda, uma vez que nao requer cirurgia ou
destreza manual (STENER-VICTORIN et al, 2005; GONTIO et al, 2010; CIAMPONE,
2016).
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Assim, devido a ndo constatacdo de elevacdo da pressdo arterial em ratas em estro
permanente pelo método de medida direta, o complexo de inclusdo com a-terpineol ndo foi
administrado aos animais do grupo experimental, embora estudos espectroscopicos e
cromatograficos sugiram ter havido a formagdo do complexo de inclusdo da B-ciclodextrina
com a-terpineol, um componente viavel para ser testado no tratamento da hipertenséo arterial.
Portanto, ha necessidade de futuros estudos comparando os métodos de afericdo da presséo
arterial em ratas em estro permanente atraves da implantacdo de cénula na artéria femoral
esquerda com a avaliacdo caudal, para selecdo segura do método mais adequado, neste

modelo animal considerado hipertenso, como supracitado.
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6. CONCLUSAO
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Com base nos resultados deste estudo, os métodos espectroscopicos e cromatograficos
sugerem a formacdo do complexo de inclusdo da B-ciclodextrina com a-terpineol por spray
drying, tornando-se, portanto um candidato viavel para ser testado no tratamento da
hipertensdo arterial. Contudo, a pressao arterial dos animais em estro permanente no presente
estudo, atraves da implantacdo de canula na artéria femoral esquerda, ndo mostrou elevacéo
da pressao arterial nestes animais, o0 que desperta o interesse para realizacdo de novos estudos
comparativos utilizando outros métodos de avaliacdo da pressdo arterial de ratas em estro

permanente.
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PERSPECTIVAS

DISSERTACAO DE MESTRADO - Victor Hugo Lopes de Andrade



Produto anti-hipertensivo e ratas em estro permanente 66

e Comparar os métodos de afericdo da pressao arterial de ratas em estro permanente por
implantacdo de canula na artéria femoral esquerda com o método de plestimografia de
cauda;

e Avaliar a atividade anti-hipertensiva do complexo de inclusdo B-ciclodextrina-a-
terpineol em comparacdo com a substancia isolada em modelos de animais

hipertensos.
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ANEXO A — Aprovacdo do Comité de Etica em experimentacio animal da UFPI do projeto.

MINISTERIO DA EDUCAGAO :
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL e S S

Carnpus Universsario Winisire Pairénio Porcla, Bairra Ininga, Terasira, Pisui, Bragil. GEF: A40449-550
Tedefare (B 3215-5734 _e-mail: cesaphEutpl.edu.br

Tamesinag, 28 de Novembra de 2014,

lIma.

Prof. Dr. BENEDITO BORGES DA SILVA.
Departamento: Materno Infantil/Ginecologia- CCS/UFPI

Senhor Pesquisador,

Em reuniao na presente data ( 28 de Novembro de 2014). a Comisséo de Etica
e Experimentacéo no Uso de Animais em Pesguisa, da Universidade Federal
do Piaui, analisou e Aprovou no que diz réspeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentacdo animal, sob o nimero 088/14, o projeto de pesquisa
intitulado ‘Desenvolvimente de produto tecnolégico com agdo anti-
hipertensiva em modelo de ratas em estro permanente’, sob a sua
responsabilidade. Informamos que este projeto tem Perindo de Vigéncia de
Dezembro/2014 & Margo/2015, e serdo usados 18 Ratos heterogenicos
(Fémeas).

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatorio final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais = Lel
M© 11,794, 8 de outubro de 2008).

Alenciosamente.
=
\ ]

_'|-L kit

Pr‘nf“ I!ve.#aL de{ﬁzndan;u
|:~mnme_.{:;|em Eyperimisilid; 3o Aimal-UER|

Cpotdenadora

DISSERTAGAO DE MESTRADO - Victor Hugo Lopes de Andrade



Produto anti-hipertensivo e ratas em estro permanente

82

ANEXO B — Artigo submetido 8 REVISTA DA ASSOCIACAO MEDICA BRASILEIRA.

190152018 Srholar One Manuseripls

E\ Revista da Ass0oCclacac v edica Brasileira

Submission Confirmation

Thank you for your revision

Submitted to
Revista da Associagdo Medica Brasileira

Manuscript 1D
RAMB-2015-0087.R1

Title
Current aspects of polycystic ovary syndrome: A literature review

Authors

de Andrade, Victor
Mata, Ana

Borges, Rafael
Costa-Silva, Danylo
Martins, Luana
Ferreira, Paulo
Cunha-Nunes, Livio
da silva, Benedito

Date Submitted
19-Jan-2016

DISSERTAGAO DE MESTRADO - Victor Hugo Lopes de Andrade




