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ESTUDOS NEUROQUIMICOS DO (-) - MIRTENOL E SEU COMPLEXO DE
INCLUSAO COM B-CICLODEXTRINA  COMO CONTRIBUIGOES
TECNOLOGICAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS MEDICAMENTOS.
OSKAR ALMEIDA SILVA. Orientador (a): Dra. Maria das Gragas Freire de Medeiros.
Dissertacdo de Mestrado. 111 p. Programas de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas,
UFPI, 2014.

RESUMO

O mirtenol € um monoterpeno de fungéo alcool natural de cadeia ciclica e ramificada. Devido
as suas propriedades aromaticas ¢ amplamente utilizado em artigos de higiene pessoal e
produtos de limpeza. Porém poucos estudos relatam propriedades terapéuticas, o que reduz
seu uso na industria farmacéutica. Nesta perspectiva o presente trabalho busca avaliar a
possivel atividade em nivel do sistema nervoso central do (-)-mirtenol e seu complexo de
inclusdo com B-ciclodextrina em modelos experimentais de crises epilépticas em ratos e a
obtencdo e caracterizacdo do complexo de inclusdo (-)-mirtenol-p-ciclodextrina, utilizando
métodos termogravimétricos. A busca de anterioridade realizada por meio da prospec¢do
cientifica e tecnologica nas principais bases de dados de patentes e artigos cientificos com a
finalidade de verificar as principais utilizagdes do mirtenol, evidenciou uma quantidade
reduzida de deposito de patente e publicacdo de artigos cientificos, mostrando a necessidade
da realizacdo de novos estudos a fim de investigar todo o potencial farmacol6gico do
mirtenol, favorecendo estudos futuros. Para a avaliacdo da toxicidade aguda do mirtenol em
ratos Wistar albinos de ambos os sexos, por via intraperitoneal e oral, foi utilizando dose
Gnica de 2000 mg kg*, segundo as recomendacBes da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria de 2013. O estudo demonstrou que o (-) -mirtenol e seu complexo de inclusdo nédo
apresentaram sinais de toxicidade aguda, tendo assim niveis de seguranca aceitaveis para sua
utilizacdo em estudos futuros. Para a investigacédo da atividade anticonvulsivante e a avaliacdo
do estresse oxidativo em mitocéndrias isoladas de cérebro e figado de ratos Wistar albinos,
foram pré-tratados com (-) -mirtenol nas doses de 25, 50 e 75 mg kg™ e complexo de inclusdo
25 mg kg, antes da inducdo de crises epilética provocadas por pilocarpina. Em todas as doses
0s animais pré-tratados com (-) -mirtenol e complexo de inclusdo tiveram reduzidas
significativamente o nimero de crises epiléticas e 0 aumentou a taxa de sobrevivéncia em
relacdo ao grupo controle convulsivo (pilocarpina). Na avaliagdo do estresse oxidativo
reduziram significativamente os niveis de peroxidacdo lipidica, a concentracdo da producéo
de nitrito, porém ndo alteraram a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase e
diminuiu as concentrac6es de glutationa reduzida. De acordo com os resultados obtidos o (-) -
mirtenol e seu complexo de incluséo séo substancias promissoras como anticonvulsivante e
antioxidante ex vivo, diminuindo os danos neurais causados ap6s inducdo de crises epiléticas
promovendo neuroprotecdo. A obtencdo de um complexo de inclusdo do (-)-mirtenol com f-
ciclodextrina proporciona uma maior estabilidade. A complexacdo foi obtida utilizando o
método de secagem por spray drying com rendimento de 63,53 %, e caracterizado por
Calorimetria Exploratoria Diferencial, Termogravimetria, Termogravimetria Diferencial e
Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier. Os resultados da
caracterizagdo demonstram diferencas nas propriedades fisico-quimicas do (-) -mirtenol e seu
complexo com B-ciclodextrina, sugerindo a formacdo do complexo de inclusdo. Os resultados
obtidos fornecem subsidios para o desenvolvimento de um possivel fitofarmaco com
propriedades anticonvulsivantes e neuroprotetoras, bem como a formacéo de seu complexo de
inclusdo com p-ciclodextrina proporcionando uma forma mais estavel, possibilita o
desenvolvimento de diversas formas farmacéuticas.

Palavras-chave: Anticonvulsivante, Complexo de Inclusdo, (-)-Mirtenol, Prospeccao
Cientifica e Tecnoldgica, Toxicidade.



NEUROCHEMICAL STUDIES OF (-) - MYRTENOL AND ITS COMPLEX WITH
INCLUSION OF B-CYCLODEXTRIN CONTRIBUTIONS AS TECHNOLOGICAL
DEVELOPMENT OF NEW PHYDRUGS. OSKAR ALMEIDA SILVA. Adviser (a): Dra.
Maria das Gragas Freire de Medeiros. Master’s Thesis. 111 p. Graduate Program in
Pharmaceutical Sciences, UFPI, 2014.

ABSTRACT

The myrtenol is a monoterpene alcohol natural function of cyclic and branched. Due to its
aromatic properties is widely used in toiletries and cleaning products. But few studies have
reported therapeutic properties, which reduces their use in the pharmaceutical industry. In this
perspective the present study sought to determine the possible activity in the central nervous
system of (-) - myrtenol and its inclusion complex with B-cyclodextrin in experimental
models of epileptic seizures in rats and obtaining and characterization of inclusion complex (-
) -mirtenol-B-cyclodextrin using thermogravimetric methods. The prior art search conducted
through scientific and technological foresight in the main patent databases and scientific
articles in order to verify the main uses of myrtenol, showed a reduced amount of patent filing
and publication of scientific papers, showing the need of new studies to investigate all the
pharmacological potential of myrtenol, favoring future studies. To evaluate the acute toxicity
of myrtenol in albino Wistar rats of both sexes, by intraperitoneal and oral routes, was using a
single dose of 2000 mg kg-1, according to the recommendations of the National Health
Surveillance Agency, 2013. The study showed that the (-) -mirtenol and its inclusion complex
showed no signs of acute toxicity, thus having acceptable safety levels for use in further
studies. To evaluate the anticonvulsant activity, and the evaluation of oxidative stress in
isolated mitochondria from brain and liver of Wistar rats were pre-treated with (-) -mirtenol at
doses of 25, 50 and 75 mg kg-1 and inclusion complex 25 mg kg-1, before induction of
epileptic seizures caused by pilocarpine. At all doses the animals pretreated with (-) and -
mirtenol inclusion complex had significantly reduced the number of seizures and increased
the survival rate relative to the control group seizure (pilocarpine). The evaluation of
oxidative stress significantly reduced the levels of lipid peroxidation, the concentration of
nitrite production, but did not alter the activity of superoxide dismutase and catalase and
decreased the reduced glutathione concentrations. According to the results, (-) -mirtenol and
its inclusion complex are promising as an anticonvulsant and ex vivo antioxidant, reducing
neuronal damage after induction of seizures by promoting neuroprotection. Obtaining an
inclusion complex of (-) - myrtenol with B-cyclodextrin provides enhanced stability. The
complex was obtained using the method of drying by spray drying in a yield of 63.53%, and
characterized by differential scanning calorimetry, thermogravimetric analysis, differential
thermogravimetry and Infrared Spectroscopy Fourier transform. The characterization results
demonstrate differences in the physicochemical properties of (-) -mirtenol and its complex
with B-cyclodextrin, suggesting the formation of the inclusion complex. The results provide
information for the development of a possible phytochemical with anticonvulsant and
neuroprotective properties, and the training of its inclusion complex with B-cyclodextrin
providing a more stable form, enables the development of various pharmaceutical forms.

Keywords: Anticonvulsant, Inclusion Complex, (-)-myrtenol, Scientific researches and
Technological toxicity.
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1- INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pelo homem no tratamento de doencas é tdo antiga
quanto a sua propria existéncia (FELIX-SILVA et al., 2012). Pesquisas demonstram que 82%
da populacdo brasileira utilizam produtos & base de espécies vegetais (MELO FILHO;
MARACAJA; SILVA, 2014; PASCOAL et al., 2011; YUNES; PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001). Porém, por falta de orientacdo correta, essas praticas podem se tornar bastante
perigosa, pois muitas plantas apresentam dificil identificagdo, composi¢do quimica variavel
ou ainda relativa toxicidade (DIAS; MIGUEL, 2005; FELIX-SILVA et al., 2012; SIMOES,
2001).

Com o advento da modernidade a medicina vem alcancando grandes avangos, no
entanto as plantas medicinais ainda desempenham importante papel na salude mundial,
aproximadamente 30% de todas as drogas avaliadas como agentes terapéuticos séo derivados
de produtos naturais (SOUSA et al., 2008). Fato preocupante, pois tais insumos possuem
caracteristicas peculiares para cada planta como, heterogeneidade dos individuos, devido a
variabilidades genética e bioquimica, e dificuldade de multiplicagdo comprometendo sua
utilizagdo com propositos farmacéuticos. Na presente problemética, torna-se necessario a
realizacdo de estudos mais aprofundados para investigacdo farmacologica, terapéutico e
agrondmico, para possibilitar a conservacdo e a producdo em larga escala destas espécies
(CALIXTO, 2005; MORAIS et al., 2012).

Acima de qualquer outro setor, a industria farmacéutica mundial é a que mais investe
em pesquisa, desenvolvimento e inovacao (P, D & 1), cerca de 20% do seu faturamento das
vendas, contra 6% da induastria eletrénica, 5% das industrias de telecomunicacfes e 4% da
indUstria automobilistica. Principalmente em fun¢éo do longo tempo de desenvolvimento, dos
altos custos e dos riscos envolvidos no desenvolvimento de um novo medicamento (estimado
atualmente em mais de 1 bilhdo de dolares), essas pesquisas ficam restritas a poucos paises
desenvolvidos (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Na indastria farmacéutica os extrativos vegetais obtidos em diversas espécies de
plantas possuem grande relevancia na viabilidade do desenvolvimento de novas fontes
terapéuticas. Como a utilizacdo de substancias ativas como protétipo para o desenvolvimento
de novos farmacos, adjuvantes em formulagbes farmacéuticas ou na pesquisa e
desenvolvimento de fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2003; SIMOES; SCHENKEL, 2002).

De acordo com a literatura ha uma infinidade de plantas com ag¢éo no sistema nervoso

central (SNC) (CARLINI, 2003), inclusive com propriedades anticonvulsivante /
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antiepiléptico, (SHARMA et al., 2013) tendo em vista que a epilepsia é terceira doencas mais
comuns que acometem o SNC (VEZZANI et al., 2011) afetando em torno de 50 milhdes de
pessoas em todo o mundo, esta doencga neurodegenerativa pode acometer sem distin¢do todas
as faixas etarias, sexo, raca ou classe social (DESFORGES; SCHEUER; PEDLEY, 1990).

A epilepsia € uma doenga neurodegenerativa caracterizada por crises epiléticas
recorrentes, provocada devido a atividade neuronal excessiva e sincrona anormal no cérebro,
causado por uma ruptura do delicado equilibrio entre a excitacdo e inibicdo (CLYNEN et al.,
2014; DICHTER, 1994) seu tratamento por meio da prescricdo de drogas antiepilépticas,
enfrenta muitos desafios devido a existéncia de varios efeitos adversos (como sonoléncia,
nauseas e tonturas) associados a um grau consideravel de toxicidade (EDDY; RICKARDS;
CAVANNA, 2012). A epilepsia é a grave mais comum disturbio neurologico, afetando 50-60
milhGes de individuos em todo o mundo (LI et al., 2014). Por esse motivo varios grupos de
pesquisa vém buscando novas tecnologias para o tratamento da epilepsia, com foco na busca
de novos constituintes naturais, extratos vegetais, fragdes isoladas e compostos ativos isolados
com ac0es antiepiléticos. Com finalidade o desenvolvimento de fitoterapicos, que seriam mais
baratos e com menos efeitos colaterais que as drogas existentes atualmente (ZHU et al.,
2014). Sendo essa uma das principais justificativas para a realizacdo desta dissertacdo de
mestrado intitulado “Estudos Neuroquimicos do (-)- Mirtenol e seu Complexo de Incluséo
com B-Ciclodextrina como Contribui¢cdes Tecnoldgicas para o Desenvolvimento de Novos
Medicamentos” pretende fornecer subsidios, para o desenvolvimento de fitof&rmacos com

acao anticonvulsivante e neuroprotetora.
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2- OBJETIVOS
2.1 Geral

@ Avaliar a atividade em nivel do sistema nervoso central do (-)-mirtenol e seu
complexo de inclusio com p-ciclodextrina em modelos experimentais de crises
epilépticas em ratos.

2.2 Especificos

& Realizar a investigacdo da atividade farmacoldgica das substancias propostas para a
possivel atividade anticonvulsivante e antioxidante no Sistema Nervoso Central.

& Obter o complexo de inclusdo (-)-mirtenol com B-ciclodextrina.

& Caracterizar o complexo de inclusdo utilizando calorimetria exploratoéria diferencial
(DSC), termogravimetria (TG), termogravimetria diferencial (DTG), espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF).

@ Investigar a toxicidade aguda do (-)-mirtenol e complexo em modelos experimentais.
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Utilizagdes e propriedades de um monoterpeno natural: uma prospecgao cientifica e
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Teresina, Piaui, Brasil.

Resumo

Com a importancia dos produtos de origem natural para terapéutica e a grande variedade de
plantas disponiveis em nosso pais, a presente prospeccdo cientifica e tecnoldgica busca
conhecer a utilizagdo do monoterpeno natural, (-)-mirtenol ( [3.1.1] hept-2-eno-2-metanol, 6,6
- dimetil-; 6,6-dimetilbiciclo [3.1.1] hept-2-eno-2-metanol) um monoterpeno de funcéo alcool,
formula molecular C1oH160, massa molecular 152,24, encontrado no 6leo essencial de vérias
espécies vegetais principalmente as da familia Mirtaceae. Com intuito de investigar todo o
potencial farmacolégico do (-)-mirtenol, mostrando um vasto leque de possibilidade de novas
pesquisas a respeito desse monoterpeno. Foram realizadas buscas nas bases de dados de
patentes do Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), no United States Patentand
Trademark Office (USPTQO), no European Patent Office (EPO), na World Intellectual
Property Organization (WIPQO), na base Derwent Innovations Index, que é um produto da
Thomson Reuters (DERWENT), na Japan Patent Office (JPO), na State Intellectual Property
Office of the P.R.C (SIPO) e na Korea Intellectual Property Rights Information Service
(KIPRIS). Os artigos cientificos foram pesquisados nas bases de dados Web of Science,
Science Direct, PubMed, Scielo e LILACS. O resultado das buscas, mostra uma quantidade de
registro de deposito de patente e publicacdo de artigos cientificos reduzidas, evidenciando a
necessidade da realizacdo de novas pesquisas com esta substancia. Este estudo foi realizado
para contribuir com o desenvolvimento tecnoldgico e de inovacao, a respeito desta tecnologia,
norteando futuras pesquisa para desvendar novas utilizagdes e propriedades do (-)-mirtenol.

Palavras - Chave: (-)-mirtenol, Prospeccdo cientifica, Prospeccéao tecnoldgica.
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Uses and properties of a natural monoterpene: a scientific and technological forecasting

Abstract

With the importance of natural products for therapeutic and the wide variety of plants
available in our country, the present scientific and technological prospection investigates the
use of natural monoterpene, (-) - myrtenol ([3.1.1] hept-2 ene-2-methanol, 6,6 - dimethyl; 6,6-
dimethylbicyclo [3.1.1] hept-2-ene-2-methanol) one monoterpene alcohol function, molecular
formula C1oH160, molecular weight 152.24, found in the essential oil of various plant species
mainly of Mirtaceae family. To investigate all the pharmacological potential of (-) - myrtenol,
showing a wide range of possibility for further research on this monoterpene. Search the
databases of patents from the National Institute of Industrial Property (INPI), were conducted
in United States Patentand Trademark Office (USPTO), the European Patent Office (EPO),
the World Intellectual Property Organization (WIPO), in Derwent Innovations base Index,
which is a product of Thomson Reuters (DERWENT), the Japan Patent Office (JPO), the
State Intellectual Property Office of the PRC (SIPO) and the Korea Intellectual Property
Rights Information Service (KIPRIS). The papers were searched in the databases Web of
Science, Science Direct, PubMed, SciELO and LILACS. The result of the search, shows a
number of patent filing registration and publication of scientific articles reduced, highlighting
the need to conduct further research with this substance. This study was conducted to
contribute to technological development and innovation, regarding this technology, guiding
future research to uncover new uses and properties of (-) - myrtenol.

Keywords: (-)-myrtenol, Scientific and technological forecasting.
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INTRODUCAO

Desde os tempos mais remotos, o0 homem tem utilizado as plantas com finalidades
medicinais, como nos achados do papiro de Ebers que data de cerca de 1500 a.C., listando
espeécies de planta utilizada até hoje (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

Com o desenvolvimento tecnoldgico, a utilizacdo de plantas medicinais acaba por
ficar em segundo plano em um mercado dominado por produtos de base sintética. Porém ao
longo dos anos vem ocorrendo um grande interesse em produtos de origem natural; pesquisas
recentes apontam uma expansao em todo mundo do uso desses produtos, desenvolvendo um
mercado promissor (MELO FILHO; MARACAJA; SILVA, 2014).

Mirtacea é a maior familia da ordem Myrtales representada por cerca de 140 géneros e
mais de 3000 espécies, sendo encontrada na Australia, sudeste da Asia, América tropical e
temperada, e poucas espécies encontradas na Africa (GOMES et al., 2009).

Dentre as espécies da familia das Mirtaceas encontradas no Brasil, destacamos a
Campomanesia xanthocarpa O. Berg. conhecida pelo nome vulgar de "gabiroba”. Utilizada
na medicina popular, principalmente suas folhas e casca do caule, por possuirem propriedades
anti-inflamatorios, antipiréticos, gastroprotetora e antidiarreico (MARKMAN; BACCHI,;
KATO, 2004). Em nosso pais pode ser encontrada no Nordeste, Centro-oeste, Sudeste e Sul,
nos dominios do Cerrado e da Mata Atlantica (VIGNOLI-SILVA; BANDEIRA; LANDO,
2013).

A Campomanesia xanthocarpa por se tratar de uma planta aromatica, através do
processo de hidrodestilacdo por arraste de vapor, pode-se obtido seu 6leo essencial, no qual
esta presente o monoterpeno (-)-mirtenol em quantidades variaveis, nos frutos in natura em
diferentes estagios de amadurecimento com 3,4% da composicdo centesimal (VALLILO et
al., 2008) e também encontrado no 6leo essencial das folhas com 24,7% da composicdo
centesimal (PASCOAL et al., 2011).

O (-)-mirtenol € um monoterpeno de funcdo alcool de cadeia ciclica e ramificada,
devido suas propriedades arométicas e amplamente utilizado em artigos de higiene pessoal
(xampus, sabonetes) e produtos de limpeza (detergentes, desinfetantes). Porém ha existéncia
de poucos estudos investigativos das propriedades terapéuticas deste bioproduto restringe seu
uso na industria farmacéutica como incipiente (MOREIRA et al., 2013). Alguns estudos
prévios demonstram a ac¢do do (-)-mirtenol sobre o sistema nervoso central, necessitando de
avaliagbes mais aprofundadas para a elucidacdo de suas propriedades farmacologicas, bem
como seu mecanismo a de acdo (DE SOUSA et al., 2007; MOREIRA et al., 2014).
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O conhecimento técnico sobre Oleos essenciais evoluiu a partir do século XVIII,
quando se iniciaram estudos para a sua caracterizacdo quimica, culminando atualmente como
um crescente numero de plantas conhecidas, como fontes de dleos essenciais de interesses
econémicas (VITTI; BRITO, 2003).

A presente prospeccdo cientifica e tecnoldgica nas principais bases de dados de
patentes e artigos cientificos tem como objetivo verificar as principais utilizagcbes do (-)-
mirtenol, tendo em vista que a realizacao de buscas de informacdes especificas sobre um tema
de interrese torna-se necessario para mapear de forma confiavel as vertentes do
desenvolvimento cientifico. Sugerindo a necessidade da realizacdo de novos estudos a fim de
investigar todo o potencial farmacol6gico do (-)-mirtenol, mostrando um vasto leque de
possibilidade de novas pesquisas a respeito desse monoterpeno por conta do reduzido namero

de pedidos de dep0ositos de patente e artigos cientificos.
Materiais e Métodos
Pesquisa nas bases de patentes e artigos

Para o desenvolvimento do presente estudo prospectivo cientifico e tecnoldgico, a
respeito do monoterpeno (-)-mirtenol, foram pesquisados os termos descritos na Tabela 1, no
titulo das patentes, referente as suas propriedades e utilizacfes. Também foi realizado busca

de artigos cientificos, nas principais e mais completas bases de dados de periddicos, o
esquema resumido da prospeccdo realizada pode ser observado na Figura 1.

Figura 1: Esquema da prospeccao cientifica e tecnoldgica nas bases de dados utilizadas.
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Foram realizadas buscas nas bases de dados de patentes do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), no United States Patentand Trademark Office (USPTQO), no
EuropeanPatent Office (EPO), na World Intellectual Property Organization (WIPO), na base
Derwent Innovations Index, que é um produto da Thomson Reuters (DERWENT), na Japan
Patent Office (JPO), na State Intellectual Property Office of the P.R.C (SIPO) e na Korea
Intellectual Property Rights Information Service (KIPRIS). Estas foram utilizadas por serem
bases de busca de patentes gratuitas, de facil acesso e utilizacdo e bastante abrangentes
contendo as principais informagdes sobre a tecnologia de interesse.

Os artigos publicados com a palavra “mirtenol” ou “myrtenol “no titulo relacionada a
qualquer utilizacdo e propriedades farmacoldgicas foram pesquisados nas bases de dados Web
of Science, Science Direct, PubMed, Scielo e LILACS para avaliar a relevancia do assunto na
comunidade cientifica.

Além disso, foi verificado o conteldo do texto das patentes, investigando quais
finalidades o (-)-mirtenol é utilizado, coincidindo ou ndo com os resultados publicados nos
periodicos cientificos.

As buscas de patentes e artigos cientificos foram realizadas nos meses de Janeiro a

Junho de 2014, em seguida foram realizadas as andlises dos resultados e organizadas na forma
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de gréaficos para melhor compreensdo. Foram ‘realizadas pesquisadas com os termos
“mirtenol” ou ‘myrtenol” no titulo e abstract, a partir resultados foi realizado a analise

prospectiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO
a) PROSPECCAO TECNOLOGICA

Os resultados de nimero de patentes encontradas nas pesquisas da base de dados do
INPI, USPTO, EPO, WIPO, DERWENT, JPO, SIPO e KIPRIS, estdo apresentados na Tabela
1. A base de dados Derwent Innovations Index foi a que apresentou a maior quantidade de
pedido de deposito de patentes, totalizando oito patentes publicadas. A quantidade pode ser
explicado pelo fato dessa base internacional de patentes possuir mais 16 milhdes de registros
de invencdes praticas, ser atualizada semanalmente e por ser uma base produzida pela da
Thomson Reuters, uma multinacional especializada em fornecer dados no setor de negocios
(COSTA; NUNES, 2014), desta forma possibilitando uma maior visibilidade as invencdes e

possiveis comercializacdes das mesmas.

Obteve-se mais dois achados de depdsito de patente, um depdsito no escritorio de
patentes mundial (WIPQO) e outra no escritério de patente da Coreia (KIPRIS). A quantidade
de achados de depdsitos de patentes evidencia a falta de investimentos e novas pesquisas a

respeito do (-)-mirtenol, mostrando uma molécula promissora passivel de protecao.

Tabela 1: Palavras pesquisadas nas principais bases de busca de patentes.

Bases Pesquisadas Mirtenol
ou myrtenol
INPI 0
EPO
USPTO
WIPO
DERWENT
JPO
SIPO
KIPRIS

O O0ORr o

Na Figura 2 pode ser observado a distribuicdo das patentes depositadas por paises
detentores com suas tecnologias. A Franca foi 0 pais com o maior nimero de patentes
relacionadas ao (-)-mirtenol (trés), seguido pelos outros paises China, Estados Unidos da

América, Russia e Coréia do Sul cada um com um registro de depdsito de patente.
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Assim é constatado a necessidade sistematica da necessidade de proteger suas
invencOes, reconhecendo sua propriedade, valorizando todo o potencial do inventor como
também do pais no qual a tecnologia foi desenvolvida (MACEDO; BARBOSA, 2000).

Figura 2: Numero de depdsitos de patentes em funcao dos paises depositantes.

CN - INPI
7]
o EPO
c USH
I USPTO
Y DERWENT
© ES AT
» Bl .ro
(]
©  FRA SIPO
(]
o [r— Bl <PRrRIS
KR -
1 1 T 1
0 1 2 3 4

NUumero de patentes

Legenda: CN: Cina, US: Estados Unidos da America, RU: Russia, ES: Espanha, FR; Franca,
KR: Koreia.

A Classificacdo Internacional de patentes esta organizada em secdes, deste modo
facilitando a organizacdo e busca de patentes ja que estdo classificadas de acordo com seu
campo de atuacdo. As secOes sdo divididas em: Secdo A (necessidades humanas); Secdo B
(operacBes de processamento e transporte); secdo C (quimica e metalurgia); secdo D (téxteis e
papel); secdo E (construcgdes fixas); secdo F (engenharia mecanica, iluminacdo, aquecimento,
armas e explosdo); secdo G (fisica) e secdo H (eletricidade). Se uma patente possuir mais de
uma classificacdo, considera-se a primeira e assim sucessivamente (PERUCCHI; MUELLER,
2014).

Analisando a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), a maioria das patentes
(seis) apresentavam registro na Secdo A, que tratam de necessidades humanas, foi encontrado
quarto registros de deposito de patentes, enquadradas na classe A61K que abrange
conservantes, biocidas, repelentes ou atrativos para pestes. Na Se¢do C, Quimica; Metalurgia
foram agrupadas quatro patentes, trés pertencentes a classe C07C que compreende compostos
aciclicos ou carboxilicos e uma na classe CO7C representando 0s micro-organismos, enzimas,

suas composicoes e meios de cultura (Figura 3).
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Figura 3: Patentes de acordo com a classificacdo internacional de patente (CIP).
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Analisando o nimero registrado de depdsitos de patentes por ano podemos observado
que o primeiro depdsito de uma patente usando (-)-mirtenol foi registrado no ano 1975 e o
ultimo no ano de 2012 (duas patentes), transcorrendo um periodo de 37 anos do primeiro
depdsito, sugerindo que ndo houve interesse ou investimentos para o desenvolvimento de
pesquisas com esta tecnologia. A Figura 4 é a representacdo da estagnacdo da pesquisa
cientifica no tempo, mostrando também a auséncia de consciéncia de necessidade da protecao

da propriedade intelectual desenvolvida.

Figura 4: NUmero de registo de depositos de patentes em fungédo do ano.
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Na tabela 2 temos o0s resumos das patentes encontrada com suas principais

caracteristicas, bem como as inovagdes propostas na utilizacdo desse monoterpeno natural.
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Podemos observar que trés das dez patentes encontradas trata de aplicabilidade de uso médico
ou cosmético do (-)-mirtenol, para o tratamento de problemas respiratorio e infecgdes virais. E
as outras patentes protegem a sintese, producdo, utilizacgdo como controle de insetos em
lavouras e ainda outra como componente de isolamento elétrico.

Portanto fica evidente dentro do campo da pesquisa visando a inovagéo tecnoldgica
tem grandes possibilidades de desenvolvimento de novos estudos cientificos nas mais

diversas areas do conhecimento.

De acordo com o apresentado na tabela 2 a versatilidade e importancia da realizacéo
de pesquisas para desvendar utilizacbes e propriedade do (-)-mirtenol, principalmente
farmacoldgicas, pois como podemos observar esse potencial ainda ndo foi amplamente
protegido, por meio de depdsitos de patentes e que nenhuma patente foi encontrada com

utilizacdo farmacoldgica aplicada ao sistema nervoso central.

Tabela 02: Principais inovagdes propostas pelas patentes depositadas.

Numero da Inovacdes Titulos Proprietarios
Patente e/ou depositarios

KR2012036052-A
Utilizacdo de Camphor/myrtenol LEE SY; KIM
canfora / mirtenol compound for use in SH; HONG CY;
para uso médico cosmetic or medical LEE JJ; CHOIIG
ou cosmeticos, material, is prepared by

sintetizado por growing Stereum
bactérias Stereum hirsutum  bacteria in
hirsutum. culture  medium and

applying alpha-pinene on
culture medium, where
pinene applied culture
medium is utilized as
substrate

CN101716209-A
Utilizacdo do 6leo  Artemisia dalailamae LUO Z, MEI L,

essencial de volatile oil wused for SHAO Y, TAO
Artemisia que treating respiratory Y, ZHANG X
possui  mirtenol illness comprises alcohol,

em sua alkyl, alkene, and ketone

composicdo, para including myrtenol,

o tratamento de encalyptol, 1,3-dimethyl-

problemas 5-ethyl benzene,

respiratorio. myrcene, and (2)-3,7-

dimethyl-1,5,7-ocatrien-
3-ol




FR2904728-A1

Utilizacédo do Porogenic precursors for VAUTIER M;
mirtenol e outros forming solid-free  SANDRE E
compostos para a cavities in dielectrics of
producao de the matrix precursor type,
camadas de e.g. for interlayer
isolamento dielectrics in integrated
eléctrico. circuits, comprise ethyl
chrysanthemate, jasmone,
myrtenol or mesitylene

W02006087039-

Al ES2173816 A1  Utilizagéo do Treating a viral infection RODRIGUEZ-
mirtenol e outros comprises administering GONZA
compostos a reengineered essential
provenientes de oil composition
6leos  essenciais comprising a molecules
de plantas no e.g. monoterpenes and
Tratar de sesquiterpenes and a
infeccdes virais. substance e.g. myrtenol

and ethyl hexanoate

RU2176994-C1
Sintese do Method of preparing KUCHIN  AV;
mirtenol, atravez myrtenol, involves FROLOVA LL;
da oxidagdo do oxidizing alpha pinene DREVAL IV;
alfa-pineno  com with selenium dioxide to PANTELEEVA
dioxido de distill off highly volatile MV;
selénio. products  with  steam,

stirring, filtering,
distilling and reducing
with alkali metal boron
hydride of myrtenal

US6203786-B1
Composicédo a Composition for TEALE SA,
bases de alfa- attracting pine shoot CZOKAJLO D;
pineno, notrans- beetles comprises alpha-
verbenol pinene and trans-
juntamente  com verbenol together with
mirtenol, com myrtenol, nonanal and/or

finalidade de
atrair e capturar
besouros.

alpha-pinene oxide
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FR2623809-A1

Utilizagéo do New (35,34)-7-hydroxy- MECHOULAM
mirtenol na delta-6-tetra:hydro- R,
sintese de uma cannabinol derivs. - with FEIGENBAUM
nova substancia analgesic, antiemetic and J, SREBNIK M,
(35,34)-7-hidroxi- anti:glaucoma  activity, LANDER N
delta-6-tetra  um prepd. in several steps
derivado do from ortho-protected
hidro-canabinol, myrtenol
que possui
atividade
analgésicos,
antieméticos e
anti: atividade
glaucoma.

FR2267296-A1 O mirtenol e
produzido por Myrtenol synthesis - by ANVAR
isomerizacdo do isomerisation of beta- AGENCE NAT
beta-pineno pinene epoxide VALORIZACAO
epoxido em
presencga de
reagente

fortemente bésico.

KR1011812430000
Um método de Use of Stereum hirsutum LEE, SU-YEON |
bioconverséo from a-pinene as a KIM, SEON-
incluindo do alfa- substrate to camphor or HONG
pineno para a myrtenol, a method for
canfora ou biological conversion to
mirtenol camphor or myrtenol,
utilizando and cosmetic or medical
bactérias Stereum low materials thereof
hirsutum.
RU02176994
Um método paraa Method of preparing KUCHIN A.V.

producdo de
mirtenol. @)
método envolve a
oxidacdo de o-
pineno com
produtos volateis
de dioxido de
selénio por
destilagéo com
vapor.

myrtenol

34
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b) PROSPECCAO CIENTIFICA

Para correlacionar os achados das patentes, que obtiveram apenas pedidos de depoésito
referente ao (-)-mirtenol, o estudo prospectivo foi feito uma busca nas principais bases de
artigos pesquisando a palavra-chave “mirtenol” e “myrtenol” nos titulos dos principais
periodicos cientificos: Science Direct, Web os Science, PubMed, Scielo e LILACS onde

foram encontrados um total de 17 artigos (Figura 5).

Figura 5: Artigos publicados em suas respectivas bases.

Science Direct
Web of Science
PubMed

I LILACS
Scielo

Artigos publicados
|

0 5 10 15
Niumero de Artigos

Podemos observar que a Web of Science foi a base que teve uma maior quantidade de
artigos publicados totalizando 11, seguida pela Science Direct com 5 artigos, isso pode ser
explicado pelo fato dessas bases serem as mais abrangentes e as que possuem a maior
guantidade de periodicos indexados, essa quantidade reduzida de artigos cientificos
publicados evidéncia a lacuna que existe no desenvolvimento da pesquisa 0 que elucida a
necessidade da realizacdo de novas pesquisas para desvendar utilizagOes e propriedades do (-
)-mirtenol em diversas areas de aplicacdo, contribuindo ainda com a pesquisa de
desenvolvimento de fitoterdpico, uma vez que 0s Oleos essenciais de varias espécies

principalmente da familia das Myrtaceae tem mirtenol como componente majoritario.
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Tabela 3: Artigos encontrados e selecionados de acordo com os critérios adotados.

Base de dados
Science Web os PubMed | Scielo | LILACS
Direct Science
Palavra pesquisad
Myrtenol 5 11 2 1 0
Artigos Excluidos 0 3 1 1 0
Artigos Repetidos 1 4 1 0 0
Artigos Selecionados 4 4 0 0 0
Total 8

De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo adotados, os artigos encontrados nas
bases de dados pesquisados, apenas 8 artigos mostram informac6es relevantes a respeito do (-
)-mirtenol. Abordado suas utilizacBes e propriedade fisico-quimicas. Sendo cinco artigos
relacionados a sintese de novos compostos ou grupos de composto a partir do (-)-mirtenol,
dois artigo de revisdo mostrando as principais caracteristicas desse monoterpeno, e o0 estudo
de Kenney e Fisher descrevendo a sintese do (-)-mirtenol por meio da oxidagdo de a-pineno.

Nos estudos de Bhatia e colaboradore (2008) e Ford (1992) descrevem as principais
caracteristicas do (-)-mirtenol; utilizacdo, propriedades fisicas, aspectos organolépticos,
obtencdo e estudos de toxicidade. O (-)-mirtenol a temperatura ambiente é um liquido quase
incolor com odor herbaceo, possui ponto de ebuli¢do 224 °C, pressdo de vapor 0,006 mmHg
(20 °C) (BHATIA et al., 2008; FORD, 1992)

A principal utilizagdo do (-)-mirtenol descrita pelos artigos selecionados é como
matéria prima em processos de sinteses organica, como a sintese de aminas secundarias
utilizando nanoparticulas de ouro como catalisador, na presenca de diferentes 6xidos de
metais (ZrO,, MgO, Al,O3, CeO,, La,03) com rendimento de 52%, um processo de aminagao
seletivo com grande interesse pratico para o desenvolvimento de novos produtos com
propriedades farmacéuticas (DEMIDOVA et al., 2013). Sintese se fenois lipofilicos com
atividades bioldgicas, através da alquilacdo do (-)-mirtenol na presenca de fendxido de
aluminio e isopropdxido de aluminio a 120-160 °C (KOROLEVA et al., 2011). Também a
sintese de cetonas pro-quirais catalisada por hidreto de aluminio e litio a partir do (-)-mirtenol
como precursor, com rendimento de 57-98% (LU; LIU, 1994).

Além de ser precursor de varios grupos de composto, o (-)-mirtenol € substrato para a

sintese de novas substancias, como o mirtenil metacrilato, um novo mondmero metacrilato
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com propriedades biocidas (LEPOITTEVIN et al., 2011) e a sintese do 2-hidroxitetra triciclo
a partir da reagéo de hidroformilagéo (SIROL et al., 1999).

No entanto apenas um artigo descreve um processo de obtencdo do (-)-mirtenol, nos
estudo de Kenny e Fisher, os autores propde sua sintese pela oxidagdo do a-pineno usando
clorofila naturais, sob a forma de extratos de folha com 92% de pureza e 65% de rendimento
de (-)-mirtenol (KENNEY; FISHER, 1973). Um método relativamente simples e com um
rendimento satisfatorio possibilitando um facil obtencao do (-)-mirtenol.

Nos artigos encontrados foram observados um quantidade reduzida de trabalhos
realizados utilizando o (-)-mirtenol, evidenciando a necessidade da investigagdo de seu
potencial, pesquisas que pode ser fundamentas nas propriedades descritas na literatura.
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CONCLUSAO

A presente prospeccdo revelou uma quantidade reduzida de patentes que nao
evoluiram com o passar dos anos, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de
pesquisas seguidas de pedidos de protecdo de suas tecnologias desenvolvidas, também uma
quantidade reduzida de artigos cientificos publicados mostrando a deficiéncia da realizacdo de
pesquisas cientificas, evidenciando a necessidade da realizacdo de novos investimentos, para
investigar todo o potencial farmacoldgico do (-)-mirtenol. Favorecendo um panorama geral
para estudos futuros, tendo em vista que o (-)-mirtenol é um constituinte quimico pouco

explorado, mas com potencial promissor baseado nos estudos ja realizados.
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Capitulo 2: Obtencéo e caracterizacdo do complexo de incluséo (-)-
mirtenol-B-ciclodextrina
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Resumo

O (-)-mirtenol é monoterpeno de funcdo alcodlica, encontrados nos Gleos essenciais de
algumas plantas aromaticas e por se tratar de uma substancia volatil, de baixa estabilidade em
temperatura ambiente, sendo necessaria o0 uso de ferramentas de estabilizacdo de moléculas,
neste caso a formagdo de complexo utilizando polimeros derivados de moléculas de glicose, a
B-ciclodextrina. Para a obtencdo do complexo de inclusdo mirtenol-B-ciclodextrina, foi
utilizado o método de secagem por spray drying. Para caracterizacdo dos complexos foram
utilizados Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Termogravimetria (TG/DTG) e
Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF). De acordo com as
ferramentas de caracterizacdo utilizadas podemaos inferir a formacdo do complexo de inclusédo
entre o (-)-mirtenol com pg-Ciclodextrina utilizando método de secagem por spray drying de
acordo com as diferencas nas propriedades fisico-quimicas do (-)-mirtenol e seu complexo
obtido.

Palavras-Chave: B-ciclodextrina, Complexo de inclusédo, (-)-mirtenol.
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Preparation and characterization of p-cyclodextrin-(-)-myrtenol inclusion complex

Abstract

The (-) - myrtenol monoterpene alcohol function is found in essential oils of plants and some
aromatic since it is a volatile substance of low stability at room temperature, requiring the use
of tools stabilizing molecules, in this case complex formation using derivatives of glucose
molecules polymers, the B-cyclodextrin. To obtain the complex myrtenol-B-cyclodextrin
inclusion was used method of drying by spray drying. For characterization of the complexes
were used Differential Scanning Calorimetry (DSC), thermogravimetry (TG / DTG) and
Infrared Spectroscopy Fourier transform (FT-IR). According to the characterization tools used
to infer formation of an inclusion complex between the (-) - myrtenol with B-cyclodextrin
drying using a spray drying method according to the differences in the physicochemical

properties of (-) - myrtenol and its complex obtained.

Keywords B-cyclodextrin, inclusion complex, (-) - myrtenol.
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INTRODUCAO

O (-)-mirtenol € um monoterpeno de funcdo alcool encontrado nos 6leos essenciais de
varias espécies de plantas aromaticas, € amplamente utilizado na industria cosmética e de
produtos de limpeza. S&o consumidos cerca de 0,1 toneladas de (-)-mirtenol por ano em todo
mundo (BHATIA et al., 2008). Assim como outros constituintes dos 6leos essenciais também
apresenta a caracteristica de muito volatil, possui aspecto claro, quase incolor com um odor
herbaceo (FORD, API; LETIZIA, 1992).

Os Estudos vém mostrando, ao longo do tempo, que o (-)-mirtenol possui acdo no
sistema nervoso central, a0 mesmo tempo evidencia a caréncia de uma investigacao
mostrando as propriedades farmacoldgicas desse monoterpeno e possiveis mecanismos de
acao e viabilizacdo de um produto farmacéutico, disponibilizado no mercado (DE SOUSA et
al., 2007; KESSLER et al., 2014; MOREIRA et al., 2014).

Outro entrave demonstrado na literatura, diz respeito as suas propriedades fisico-
quimica, na qual a sua volatilidade inviabiliza sua manipulacéo direta de transformacéo numa
forma farmacéutica e consequentemente a conservacdo. No entanto faz-se necessario a
utilizacdo de ferramentas de estabilizacdo de moléculas volateis objetivando melhorias na sua
solubilidade e estabilidade (ASTRAY et al., 2009).

A estabilizacdo dos 6leos essenciais e monoterpenos tem sido de grande relevancia
para o desenvolvimento de matérias-primas para as industrias de perfumaria, alimentos e
farmacéutica, através da formacdo de complexos de inclusdo com ciclodextrina (CD),
apresenta-se como um meio efetivo de protegé-los, tornando-os, desta forma, mais estaveis
fisica e quimicamente (BREWSTER; LOFTSSON, 2007; HADARUGA et al.,, 2007
LOFTSSON; DUCHENE, 2007; MARQUES, 2010).

Os Oleos essenciais sdao metabolitos secundarios produzidos por plantas medicinais,
compostos volateis como varias propriedades bioldgicas descritas pela literatura; a maioria
destes efeitos sdo atribuido a monoterpenos (SILVA et al., 2014).

As ciclodextrinas séo classificadas em naturais ou semissintéticas, utilizadas em
formulacGes e como carreadores de farmacos. Sua importancia pode ser explicada, pelo
aumento do numero de medicamentos disponiveis no mercado que utilizam CD como
adjuvante e principalmente como complexante (GIORDANO,NOVAK; MOYANO, 2001,
GORNAS et al., 2009).

A B-ciclodextrina, que é um oligossacarideo ciclico natural formado por sete unidades

de d-glicose articulado por ligagdes a(1,4) - glicosidicas (Figura 1), com formato tronco
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conico oco. Possui capacidade anfifilica, hidrofébica na parte exterior da cavidade e
hidrofébico na cavidade interior, possibilitando a formacdo de complexos de inclusdo com
varios compostos organicos (XU,SONG; WANG, 2008).

Figura 1: Estrutura da B-ciclodextrina, e suas ligagdes a-1,4-glicosidicas, ACD/ Labs
ChemSketch Free Hardware.
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Fonte: Autoria propria.

A complexacdo de 6leos esséncias e componentes volateis com ciclodextrinas sdo
bastante convenientes, reduz a volatilidade e efeitos bioldgicos indesejaveis como toxicidade,
além de aumentar a estabilidade térmica, tornando-os mais estaveis e modificando as
propriedades fisico-quimicas, transformando um produto liquido numa forma solida,
tornando-os mais adequados a manipulacdo, além de aumentar a solubilidade em &gua
(LOFTSSON E DUCHENE, 2007; HADARUGA, et al., 2010).

Os complexos de inclusdo, quando formados, entre molécula hospede e hospedeira
sofrem mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas, as quais podem ser usadas para
identificar a formag&o do complexo de inclusado.

O presente trabalho tem como objetivo a estabilizar o (-)-mirtenol através da formacao

de complexo de inclusdo do monoterpeno (-)-mirtenol com [-ciclodextrina, utilizando o
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método de secagem com spray drying para retirada do solvente e obtencdo do complexo na
forma de po.

O complexo foi caracterizado por métodos espectroscopicos e termogravimétricos. A
complexacdo é de extrema importancia para a viabilidade do desenvolvimento de futuros

medicamentos, por se tratar de uma substancia volatil e com solubilidade reduzida em agua.

MATERIAS E METODOS

Substancias

O (-)-mirtenol, ((1R)-6,6-Dimethylbicyclo[3.1.1] hept-2-ene-2-methanol) e f-
ciclodextrina foram obtidos na Sigma Aldrich® com o grau de pureza de 98% .

Método de preparacdo do complexo de incluséo (MIR-SCD)

Quantidades equimolares de MIR e B-CD foram solubilizadas em etanol PA e em agua
destilada aquecida a 45 °C, respectivamente. As duas solugdes foram homogeneizadas com o
auxilio de um agitador magnético, por 90 minutos, a solucdo foi injetada no aparelho spray-
drying de bancada (BUCHI B-290) com uma pressdo de entrada de 0,9 Bar, com um fluxo da
amostra de 3 mL min™, temperatura de entrada de 105 °C e temperatura da amostra de 60 °C.
Foi calculado o rendimento do p6 em seguida foi armazenado em dessecado até a realizacdo

das analises.

Figura 2: Método de obtencdo do complexo mirtenol-B-ciclodextrina.
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Mistura fisica

A MF foi obtida por homogeneiza¢do durante 20 min em grau de porcelana com
auxilio de pistilo na proporgdo 1:1 (mol:mol). Posteriormente os produtos foram tamisados

em malha de 250 um e armazenados em dessecador até a realizagcdo da analises.
Diagrama de Solubilidade do (-)-mirtenol

O estudo de solubilidade foi realizado conforme o método descrito por HIGUCHI e
CONNORS (1965), adicionando-se excesso de (-)-mirtenol nos tubos de ensaio contendo
solucdes aquosas com concentracdes crescentes de B-CD (0 — 10 mM). As amostras foram
mantidas em agitacdo constante durante 72 horas. Aliquotas foram retiradas, filtradas e
diluidas em agua destilada. O contetdo foi determinado em espectrofotdmetro em 205 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata.

A constante de estabilidade (Kc) foi calculada com os dados obtidos da equacdo da
ciclodextrina, usando a seguinte formula: Kc = Inclinagdo / Sp (1 — Inclinacdo) onde, So
corresponde a solubilidade intrinseca do (-)-mirtenol.

Caracterizacédo do complexo de incluséo

Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)
Nas amostras MIR-CD, MF, B-CD e o MIR utilizou-se 0 método FTIR-ATR com

capacidade de anélise e acessibilidade 4cm™ 16 escaneamentos com variag&o de 500 a 4000.

Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

Cinco miligramas (5,0 mg) das amostras MIR-CD, MF, B-CD e o MIR foram
colocadas em uma porta de aluminio, analisadas por uma taxa de 10°C/min entre 0 e 500 °C,

sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 40mL/min.
Termogravimetria (TG/DTG)

A caracterizagdo termo analitica através de TG e DTG foram realizadas em duplicata
por meio de termo balanca, modelo TGA Q50, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50
mL/min, sendo a massa da amostra equivalente a cerca de 2,0 mg (x 0,2), acondicionadas em
cadinho de alumina e analisadas na faixa de temperatura de 0 a 600 °C na taxa de

aquecimento de 10 °C/min.
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RESULTADOS e DISCUSSAO

Por meio da leitura espectrofotométrica observou-se que o (-)-mirtenol tem um pico
méaximo de absorbancia em 205 nm em etanol. A curva de calibracdo do (-)-mirtenol foi
construtida em 205 nm e a equacdo foi y = 0,0362x + 0,0122 (Figura 3). A correlacao foi

0,9987, onde X € a concentracdo de (-)-mirtenol (mM), e Y era a absorbancia a 205 nm.

Figura 3: Leitura espectrofotométrica do (-)-mirtenol.
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Figura 4: Curva de calibracdo do (-)-mirtenol.
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Na determinagdo da constante de estabilidade através do método de solubilidade
consiste em adicionar quantidades em excesso de moléculas hdspedes em solugdes de CD em
varias concentracdes, submetida a agitacdo e temperatura constante. Ao final do processo de
agitacdo é atingido um estado de equilibrio, onde a fase soluvel é analisada para a
determinacdo de da quantidade de moléculas hospedes. Foi obtido um diagrama de
solubilidade do tipo B correspondendo a formagdo de complexos de solubilidade limitada e
inferior a da ciclodextrina ou um composto de inclusdo com uma solubilidade definida
(DUCHENE, 1987).

O diagrama de solubilidade obtido a partir da B-CD demonstrou inicialmente um
aumento linear da solubilidade do (-)-mirtenol até um certo ponto atingindo-se o seu valor
limite de solubilidade, caracterizando-o como um diagrama do tipo Bs (Figura 5). Neste tipo
de diagrama a adicdo de mais ciclodextrina resulta na formacdo de mais complexo com
consequente precipitacdo e a concentragdo do (-)-mirtenol ndo complexado é mantida
constante pela sua solubilizacdo (VEIGA et al., 1996; RIBEIRO, 2008).

Figura 5: Diagrama de solubilidade de (-)-mirtenol em presenca de p-CD.
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A constante de estabilidade (Kc) geralmente esta compreendida entre os valores de 0 e
10°M™, sendo que quando a constante obtida com o valor igual a zero o farmaco é incapaz de
forma um complexo de inclusdo com ciclodextrina (STELLA; RAJEWSKI, 1997). Quanto
maior a constante de dissociacdo, mais forte sera a ligacdo entre farmaco e ciclodextrina e

consequentemente mais lenta a cinética de dissociagdo (STELLA et al., 1999).
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A constante de estabilidade (Kc) do sistema (-)-mirtenol com B-ciclodextrina obtido
foi de 95 M™, indicando a existéncia de uma interacdo entre os mesmos. Apesar da
determinacdo de uma constante de dissociacdo na faixa de aceitabilidade para a ocorréncia da
complexacdo, estudos posteriores sdo necessarios que corrobore com os resultados obtidos,

como simulagdo computacional e analises de RMN.
Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

A espectroscopia de infravermelho € um método analitico utilizado para verificacdo da
formagdo de complexos na fase solida através da interacéo entre diferentes moléculas, onde é
comparado os espectros de infravermelho da substancia hospede e dos complexos obtidos
(SPRICIGO et al., 2008; MACEDO, 2010).

Na analise dos espectros sdo observados as interacbes moleculares, mudancas de
forma e posigédo das faixas de absorbancias referente a cada grupo funcional e estrutura da
molécula analisada (LYRA et al., 2010), quando comparamos 0s espectros da mistura fisica
normalmente € observado a sobreposi¢do dos espectros da CD e da molécula hospede, as
mudancas de bandas na posi¢do, diminuicdo ou desaparecimento na molécula hospede
indicam a formacéo do complexo de inclusédo (CORTI et al., 2007).

Nos espectros de infravermelho da B-ciclodextrina, foram observadas bandas de
absorcdo de 3351 cm™ (estiramento O-H), 2918 cm™ (estiramento C-H), 1162 cm™
(estiramento C-O), 1033 cm™ (estiramento C-O-C). No espectro de IV do (-)-mirtenol
observamos banda de absorcdo caracteristicas dessa molécula de 3034 a 2832 cm™
(estiramento C-H, referente aos CH do ciclo), 1616 cm™ (estiramento C=C) e 1366 e 1433 cm’
! (estiramento C-H, referente as metilas). No espectro do complexo MIR-CD as bandas de
3034 a 2832 cm™ (estiramento C-H) e 1366; 1433 cm™ (estiramento C-H, referente as metilas)
do (-)-mirtenol foram deslocadas, a banda 1616 cm™ (estiramento C=C) desaparece do IV do
complexo. E observado uma forte semelhanca com o espectro da B-ciclodextrina, esta
semelhanga indica uma grande possibilidade da ocorréncia da complexacao e a comprovacao

que suas ligagdes estdo diretamente envolvidas na formagdo do complexo (Figura 6).
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Figura 6: Espectros de IV das moléculas de ciclodextrina (CD), (-)-mirtenol (MIR),
complexo (MIR-CD) e mistura fisica (MF).
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A técnica de DSC indica a formacdo de um complexo de inclusdo através do
desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e variacfes de entalpia da molécula
hospedeira ou complexada (FIGUEIRAS et al., 2007; RIBEIRO et al., 2008). E uma técnica
secundaria normalmente complementar as técnicas de identificacdo espectroscépica
(MILLER,CARRIER; AHMED, 2007).

O pico endotérmico de 120 °C B-CD e na MF indica a saida da molécula de &4gua na
cavidade hidrofobica. Este pico desaparece no complexo indicando que o deslocamento das
moléculas de agua pelas de (-)-mirtenol, confirmando a formacdo do complexo. O pico
exotérmico a 230 °C do (-)-mirtenol desaparecendo no termograma do complexo indica a
maior estabilidade do (-)-mirtenol no complexo quando comparado com a forma livre (Figura
7).
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Figura 7: Termogramas de DSC das moléculas de ciclodextrina (CD), (-)-mirtenol (MIR),
complexo (MIR-CD) e mistura fisica (MF).
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Uma das formas mais usadas para a investigacdo de interacdes entre moléculas
hospedes e ciclodextrina em sistemas sélidos é a analise térmica, pois proporciona uma visdo
geral a respeito da estabilidade do sistema e sua cristalinidade e informagdes quantitativas
sugerindo o grau de complexacdo. Como toda técnica apresenta suas limitacdes e necessita de
técnicas complementares para um estudo completo da formacdo de um complexo (CUNHA-
FILHO; SA-BARRETO, 2009).

A utilizacdo da técnica de termogravimetria (TG), é possivel detectar a formacéo de
complexos de inclusdo, através da comparacdo da temperatura de inicio da degradacdo da
molécula hospede com o do provavel complexo. Na possibilidade da formagdo do complexo,
a degradacdo da molécula hospede acontecera em temperaturas superiores a da molécula livre
sugerindo uma protecdo da mesma pela molécula de ciclodextrina (CANOTILHO,SOUZA,;
PINTO, 1992; TAKAHASHI, 2009).

Nas curvas de TG das espécies livres e complexadas verifica-se que a decomposicao
térmica do complexo MIR-CD ocorre em 280 °C, uma temperatura superior a da
decomposicédo das espécies livres, onde o MIR apresenta temperatura de decomposicdo de
120 °C e a CD de 325 °C. Isto evidencia um ganho de estabilidade térmica para a substancia
complexada, provavelmente como resultado de interagdes do (-)-mirtenol com a cavidade da

B-ciclodextrina (Figura 8).



53

Figura 8: Curvas de TG das moléculas de ciclodextrina (CD), (-)-mirtenol (MIR), complexo
(MIR-CD) e mistura fisica (MF).
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A analise térmica diferencial (DTA) e uma técnica térmica de quantificacdo da
diferenca de fluxo de calor entre a amostra e uma amostra de referéncia, onde é programado a
temperatura (aquecimento ou resfriamento) a qual as amostras serdo submetidas, juntamente
com a verificacdo da velocidade de alteracdo da massa (CANOTILHO, SOUZA et al., 1992;
MOTHE; AZEVEDO, 2002).

Foi verificado nas curvas de DTG um evento endotérmico associado a ebulicdo do (-)-
mirtenol em 168,49 °C, que nédo foi verificado na curva do complexo, evento associado a
formacdo do complexo de inclusdo. Este fato pode sugerir que as moléculas de (-)-mirtenol

migraram para o interior da cavidade da BCD (Figura 9).
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Figura 9: Curvas de DTG das moléculas de ciclodextrina (CD), (-)-mirtenol (MIR),
complexo (MIR-CD) e mistura fisica (MF).
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Nos resultados obtidos podemos observar diferencas fisico-quimicas entre o (-)-
mirtenol e seu complexo de inclusdo, esses achados sdo fortes indicios da formacdo do
complexo, porém é necessario a realizacdo de estudos complementares para avaliar
estabilidade do complexo. A diferenga entre as amostras sdo determinantes para comprovar

que trata se de comportos diferentes, sendo assim seguramente houve a formacdo do

complexo de incluséo.
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CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho podemos inferir a formagéo
do complexo de inclusao entre (-)-mirtenol com g-Ciclodextrina pelo método de secagem por
spray drying, possibilitando uma melhor estabilidade por tratar- se de uma molécula volatil.
Os resultados da espectroscopia de IV, DSC e TG/DTG demonstram diferencas nas
propriedades fisico-quimicas do (-)-mirtenol e seu complexo, confirmando a formacdo do

mesmo e aumento da estabilidade térmica.
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RESUMO

O (-)-mirtenol é um monoterpeno com viabilidade farmacol6gica comprovada, com acdo no
sistema nervoso central, atividades anti-inflamatdrias e antinoceptiva. Representa uma fonte
promissora para o desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas ligada a acdo no snc. O
presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade aguda do (-)-mirtenol e seu complexo
de inclusdo com B-ciclodextrina testadas em modelos experimental em ratos adultos, tratados
com a dose Unica de 2 g kg™. Foram utilizados ratos Wistar albinos, pesando entre 250 a 300
g divididos em grupos de machos e fémeas, com trés animais por grupo. Os animais foram
tratados por via intraperitoneal e oral, com (-)-mirtenol e complexo (-)-mirtenol-p-
ciclodextrina em Gnica dose de 2 g kg™ seguindo as recomendacées da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do ano de 2013. A toxidade avaliou as respostas comportamentais, bem
como a taxa de mortalidade, peso corpoéreo, consumo de agua e racao, producdo de excretas
durante o periodo de 14 dias. Ap6s o periodo de observacao, os animais foram sacrificados e
realizado a analise morfoldgica e macroscopica dos principais 6rgdos. Os resultados do
Screening hipocratico mostrou a auséncia de mortalidade e apresentou sinais clinicos
discretos. Como estudo preliminar de toxicidade, ndo foi observado sinais de toxicidade
aguda para o (-)-mirtenol e também para o complexo de incluséo, tendo assim, um nivel de
seguranca aceitavel, possibilitando a viabilidade e seguranca para o desenvolvimento de

novas pesquisas e futuros fitofarmacos.

Palavras chave: Orgéos, Screening hipocréatico, Seguranca.
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Acute toxicity evaluation of (-) - myrtenol and inclusion complex of (-) - myrtenol-p-
cyclodextrin in rats

ABSTRACT

The (-) - myrtenol is a monoterpene with proven pharmacological viability acting on the
central nervous system, anti-inflammatory and antinoceptiva activities. Represents a
promising source for the development of new therapeutic tools attached action in the CNS.
This study aims to evaluate the acute toxicity of (-) - myrtenol and its inclusion complex with
B-cyclodextrin tested in experimental models in adult rats treated with a single dose of 2 g kg-
1. Albino Wistar rats, weighing 250 to 300 g divided into groups of males and females, with
three animals per group. The animals were treated intraperitoneally and orally with (-) -
myrtenol complex and (-) - myrtenol-p-cyclodextrin in a single dose of 2 g kg-1 following the
recommendations of the National Regulatory Agency 2013. Toxicity evaluated behavioral
responses, as well as the mortality rate, body weight, water consumption and feed, excreta
production during the period of 14 days. After the observation period, the animals were
sacrificed and done morphological and macroscopic analysis of the major organs. The results
of the screening showed Hippocratic the absence of discrete mortality and clinical signs
presented. As a preliminary toxicity study, no significant signs of acute toxicity (-) - myrtenol
and also the inclusion complex, and consequently an acceptable safety level enabling the

feasibility and safety for the development of further research and future phytochemicals.

Key word: Organs, Hippocratic Screening, Security.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento utilizam plantas medicinais por falta de acesso a outros
tratamentos (SANTOS et al., 2013), porém muitas delas apresentam toxicidade relacionadas a
constituintes presentes em sua composicdo (COAN; MATIAS, 2014) desta forma é de
fundamental importancia a realizagdo de estudos toxicoldgicos a respeito da planta e de seus
constituintes ativos, para garantir a qualidade, eficécia, seguranca e conhecimento de seus
efeitos adversos (SACHETTI et al., 2009).

Dentre as planta medicinais podemos destacar as aromaticas, ricas em 06leos
essenciais, evocadas como fontes relevantes de produtos naturais (JUNIOR,GRACA;
SCHEFFER, 2004; BAKKALI et al., 2008). Nas flores e folhas das plantas aromaéticas
podemos encontrar 0s monoterpenos, que sao metabolitos secundarios constituintes dos 6leos
esséncias de vérias destas espécies (CHAUDHARY et al., 2013). Estudos tem demonstrado
gue os monoterpenos possuem diversas propriedades farmacologicas (NAKAMURA et al.,
1999; FRAGOSO et al., 2008; SILVA et al., 2014), porém triagens toxicoldgicos séo
importantes para garantir a seguranca da utilizagdo dessas  substancias
(NANDHAKUMAR,PURUSHOTHAMAN; SACHDANANDAM, 2014).

A utilizacdo de modelos animais para experimentacdo é de suma importancia na
pesquisa cientifica, principalmente para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre
todas as espécies de animais utilizadas durante os Ultimos anos, a ordem dos roedores sdo 0s
de maior destaque por possuirem caracteristicas favoraveis para a préatica cientifica como
tamanho reduzido, ciclo reprodutivo curto, prole numerosa, precocidade, nutricdo variada,
facil domesticacdo, adaptacdo a ambientes variados e sociabilidade (LIMA et al., 2014).

Os roedores contemplam as espécies mais comumente utilizada na avaliacdo da
toxicidade aguda de extratos ou constituintes isolados (PAUMGARTTEN et al., 1989; DE
ALMEIDA et al., 2012; KOUADIO et al., 2014; XU et al., 2014), possibilitando a verificagdo
do potencial toxicologico de novas substancias e produtos que posam causar danos a saude
humana, bem como classificar essas substancias de acordo com seu grau de letalidade ou
toxicidade (VALADARES, 2007).

Desta forma o presente estudo busca conhecer o grau de toxicidade do mirtenol (
[3.1.1] hept-2-eno-2-metanol, 6,6 - dimetil-; 6,6-dimetilbiciclo [3.1.1] hept-2-eno-2-metanol)
um monoterpeno de funcdo alcool, férmula molecular C;0H160, massa molecular 152,24
(SIGMA ALDRICHBRASIL LTDA, 2014) encontrado também no dleo essencial de varias
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espécies vegetais, principalmente na familia Mirtaceae (AGOSTINI et al., 2005; DIAS;
MIGUEL, 2005; POTZERNHEIM,BIZZO; VIEIRA, 2006; NOGUEIRA, DIAZ; SAKUMO,
2009) e seu complexo de inclusdo com B-ciclodextrina.

O (-)-mirtenol tem uso consagrado na industria cosmética, como componentes de
perfumaria e produtos de higiene pessoal, exemplos de perfumes finos, xampus, produtos de
limpeza e detergentes (BHATIA et al., 2008). Segundo o The Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, concluiu que a substancia é segura para a utilizacdo como
agente aromatizante (JOINT,ADDITIVES; ORGANIZATION, 2002) e reconhecida
geralmente como seguro para sua utilizagdo como ingredientes alimenticios pela Flavor and
Extract Manufacturers’ Association (FLAVOR; ASSOCIATION, 1965), o que nos possibilita
inferir uma margem de seguranca para sua utilizacdo, considerando o amplo espectro de uso
nas industrias alimenticia e cosmética.

Desta forma o presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade aguda do (-)-
mirtenol e complexo de incluséo (-)-mirtenol-B-ciclodextrina em ratos adultos de ambos os
sexos apos tratamento com a dose Unica de 2 g kg™, por via oral e intraperitoneal, com intuito

de verificar o grau de seguranca na utilizacdo desta substancias de interesse.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados 36 ratos Wistar 18 machos e 18 fémeas albinos, divididos em 12
grupos com 3 animais por cada grupo, pesando entre 250 a 300 g, todos com
aproximadamente 3 meses de idade, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Agrérias - CCA da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos sob
condigdes monitoradas de temperatura equivalente a 20 + 1 °C, com livre acesso a ragao tipo
pellets (Purina®) e 4gua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6
h as 18 h. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da UFPI - CEEA/UFPI sob protocolo nimero 013/11.

Figura 1: Animais utilizados no estudo (Ratos Wistar).
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Fonte: Foto do arquivo pessoal, 2014.

Preparacdo da substancia

O (-)-mirtenol pode ser obtido através da extracdo de varias espécies de plantas da
flora brasileira, dentre elas a familia das Mirtaceae (VIGNOLI-SILVA,BANDEIRA;
LANDO; VALLILO et al.,, 2008; PASCOAL et al., 2011), porém para esses testes, 0
monoterpeno utilizado foi adquirido da Sigma Aldrich ® com grau de pureza de 99%, e
emulsionado em Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9% (veiculo), o complexo
de inclusdo foi obtido através da secagem por spray dryer utilizando quantidade equimolares
de (-)-mirtenol e B-ciclodextrina (FERNANDES et al., 2009).

Figura 2: Estrutura do mirtenol, ACD/ Labs ChemSketch Free Hardware.

Fonte: arquivo pessoal.

Método de preparacdo do complexo de incluséo com mirtenol-g-ciclodextrina (MIR-SCD)
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Quantidades equimolares de (-)-mirtenol e B-ciclodextrina foram solubilizadas em
etanol PA e em &gua destilada aquecida a 45 °C, respectivamente. As duas solugcdes foram
homogeneizadas com o auxilio de um agitador magnético, por 90 minutos, a solucao foi
injetada no aparelho spray-drying de bancada (BUCHI B-290) com uma presséo de entrada de
0,9 Bar, com um fluxo da amostra de 3 mL min™, temperatura de entrada de 105 °C,
temperatura de saida 62 °C e temperatura da amostra de 60 °C.

Protocolo de Tratamento dos grupos experimentais

Os animais foram tratados por via intraperitoneal e oral, com solucéo de (-)-mirtenol e
complexo (-)-mirtenol-p-ciclodextrina em Gnica dose de 2 g kg™ de acordo com a resolugéo
da ANVISA de 31 de Janeiro de 2013. Para estudo de toxicidade aguda em dose Unica, 0
grupo controle foi tratado com Tween 80 (0,05%) dissolvido em solucdo salina 0,9%
(veiculo). Apos trinta minutos da administracdo os animais foram colocados em gaiolas de
polipropileno, divididos em grupo de trés animais por gaiola e observados durante quatro
horas continuamente a fim de avaliar possiveis alteragdes comportamentais, e apos 24 horas,
foram observados uma vez ao dia durante os 14 dias, a fim de registrar possivel mortalidade
provocada pelas substancias teste. Os animais foram avaliados e observados por meio de
estudos comportamentais, bem como o peso corpdreo, consumo de agua e ragdo e producao
de excretas durante os 14 dias de observacdo. Apos esse periodo, os animais foram pesados,
anestesiados com xilazina/cetamina e sacrificados para analise morfol6gica macroscopica dos

principais 6rgaos.
Screening hipocratico

O Screening hipocratico possibilita a avaliacdo geral da toxicidade das substancias
teste sobre a disposicdo geral do animal, avalia a atividade e coordenacdo do sistema motor,
estado de consciéncia, reflexos e atividades sobre os sistemas nervoso central e autbnomo
(MALONE, 1983; BEJAR; MALONE, 1993).

Apos a administracdo do (-)-mirtenol e complexo de inclusdo (-)-mirtenol-B-
ciclodextrina nos grupos experimentais, foram observados o0s seguintes parametros: atividade
geral, anestesia, ataxia, cianose, contor¢do, crise epiléticas, calda em straub, frémito vocal,
irritabilidade, resposta ao toque, reflexo de endireitamento, tdnus muscular, forca para
agarrar, reflexo auricular, reflexo corneal, tremores, hipnose, lacrimacdo, ptose palpebral,
miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia, respiracdo , hiperemia, morte (SANTANA et al.,
2013).
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Teste de campo aberto

O campo aberto é uma caixa de acrilico com paredes transparentes e piso preto,
dividido em nove quadrados de area igual. Este teste é utilizado para avaliar a atividade
exploratéria do animal como numero de cruzamentos de quadrantes e numeros de
comportamentos de autolimpeza (grooming) e numero de levantamentos sem encostar-se nas
paredes (rearing) (ARCHER, 1973; SOUSA et al., 2007).

Figura 3. Animal submetido ao teste do campo aberto.

Fonte: arquivo pessoal.

Teste da barra giratéria

O teste da barra giratoria consiste em colocar o animal com as quatro patas em uma
barra giratéria a uma velocidade constante de 12 rpm, para avaliar uma possivel acao
relaxamento muscular ocasionado pela administracdo das substancias testadas. Os parametros
observados sdo 0 nimero de quedas (até trés quedas) e o tempo de permanéncia na barra de 1
min (DUNHAM; MIYA, 1957, GUIMARAES et al., 2010; BARTH; MODY, 2014).
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Figura 4: Animal submetido ao teste da barra giratoria.

Fonte: arquivo pessoal.

Andlises Estatisticas

Os resultados foram expressos como a media e erro padrdo ou percentagem e
submetidos a analise estatistica utilizando o teste de Anélise de Variancia (ANOVA) com
uma classificacdo (one-way), seguido do teste de Newman-Keuls como post hoc teste,
considerados significantes quando apresentaram p < 0,05. Para esses calculos foram utilizados
o programa GraphPad Prism® versdo 6.0 (GraphPad Sotware Incorporated™, San Diego,
USA verséo trial.

RESULTADOS
Aviacao da toxicidade aguda com doses Unicas

De acordo com a avaliacéo da toxicidade aguda com dose Unica nenhuma mortalidade
foi registrada apos a administracdo do (-)-mirtenol e complexo de inclusdo (-)-mirtenol-p-
ciclodextrina na dose Gnica de 2 g/kg™ via i.p e v.o0, durante 14 dias de observagdo apés o
respectivo tratamento (Tabela 1).

Screening hipocratico

Apos avaliacdo do Screening hipocratico todos os animais dos diferentes sexos
(macho e fémea) e diferentes vias (oral e intraperitoneal), que receberam a dose Unica de 2 g
kg™ das substancias teste, ndo foram observadas nenhuma taxa de mortalidade (Tabela 1), na
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via intraperitoneal nos animais tratados com (-)-mirtenol, foram observados alteracdo na
respiracéo dita ofegante, sinais de anestesia e diminuicdo do reflexo corneal, enquanto que 0s
animais tratados com o complexo (-)-mirtenol-B-ciclodextrina ndo apresentoram nenhuma
alteracdo (Tabela 1). Este tipo de avaliacdo fornece uma estimativa geral de natureza
farmacoldgica e toxicoldgica de uma substancia desconhecida, principalmente sua influéncia
no estado de consciéncia e disposicdo, coordenacdo motora, reflexos, atividade sobre o

sistema nervoso central e sistema neurovegetativo dos animais testados (SILVA et al., 2007).

Tabela 1: Avaliacdo do Screening hipocratico em ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus)
tratados com (-)-mirtenol e complexo de inclusdo na dose de 2g kg™ observados durante 14
dias.

Grupos Dose1 Via Sexo Mortalidade Sinais e sintomas de toxicidade
(9 kg™)
Veiculo - i.p Fémea 0/3 Sem alteragbes
- - V.0 Macho 0/3 -
Sem alteragbes
Mirtenol 2 i.p Fémea 0/3 Respiracédo ofegante, anestesia e diminuicao
do reflexo corneal.
- 2 i.p Macho 0/3 Respiracéo ofegante, anestesia e diminuicao
da forca de agarrar.
- 2 V.0 Fémea 0/3 ~
Sem alteracbes
- 2 V.0 Macho 0/3 ~
Sem alteragbes
Cl 2 i.p Fémea 0/3 Sem alteraces
i 2 P Macho 073 Sem alteracdes
- 2 V.0 Fémea 0/3 ~
Sem alteracdes
- 2 V.0 Macho 0/3

Sem alteracbes

Legenda: i.p: via intraperitoneal, v.o: via oral, Cl: complexo de inclus&o.

Pesos corpdreo e consumo de alimentos dos animais

Verificando a alteragdo do peso corpdreo dos animais, 0s resultados demonstraram que
ndo houve mudangas estatisticamente significativas com relagdo ao grupo controle, no

periodo decorrido de 14 dias de observacdo (Figura 5).
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Figura 5: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol (A) e Complexo
de inclusédo (B) em relacédo a alteracéo do peso corporeo.
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Legenda: MIR Fev.o (mirtenol: 2 g kg™ , fémeas via oral), MIR Mav.o (mirtenol: 2 g kg™ |
machos via oral), MIR Fei.p (mirtenol: 2 g kg® , fémeas via intraperitoneal), MIR Mai.p
(mirtenol: 2 g kg™, machos via intraperitoneal), Cl Fev.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™ |
fémeas via oral), Cl Mav.o (complexo de inclusdo: 2 g kg , machos via oral), Cl Fei.p
(complexo de inclusdo: 2 g kg® , fémeas via intraperitoneal), CI Mai.p (complexo de
inclusdo: 2 g kg™ , machos via intraperitoneal).

Analisando o consumo de agua (Figura 6) e racdo dos animais (Figura 7), que
tiveram acesso aos mesmos a vontade num ciclo de claro escuro de 12 horas, ndo foi
encontrado nenhuma diferenca estatisticas em relacdo ao controle (p < 0,05) em todos 0s

grupos testado, durante o periodo de observacao.
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Figura 6: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol (A) e complexo de
inclusdo (B) em relagéo ao consumo de ragéo.
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Legenda: MIR Fev.o (mirtenol: 2 g kg™ , fémeas via oral), MIR Mav.o (mirtenol: 2 g kg™,
machos via oral), MIR Fei.p (mirtenol: 2 g kg™ , fémeas via intraperitoneal), MIR Mai.p
(mirtenol: 2 g kg™, machos via intraperitoneal), Cl Fev.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™ |
fémeas via oral), Cl Mav.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™ , machos via oral), Cl Fei.p
(complexo de inclusdo: 2 g kg™ , fémeas via intraperitoneal), Cl Mai.p (complexo de inclusdo:
2 g kg™, machos via intraperitoneal).
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Figura 7: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol (A) e complexo de
incluséo (B) em relacéo ao consumo de agua.
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Legenda: MIR Fev.o (mirtenol: 2 g kg™, fémeas via oral), MIR Mav.o (mirtenol: 2 g kg™,
machos via oral), MIR Fei.p (mirtenol: 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal), MIR Mai.p
(mirtenol: 2 g kg™, machos via intraperitoneal), Cl Fev.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™,
fémeas via oral), CI Mav.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™, machos via oral), Cl Fei.p
(complexo de inclusdo: 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal), Cl Mai.p (complexo de inclusio:
2 g kg™, machos via intraperitoneal).

Quanto a producdo de excretas dos animais foram monitorados, onde ndo foram
observadas alteracdes significativas (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle nesse parametro
(Figura 8), apesar das oscilaces ocorridas durante o periodo do tratamento.
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Figura 8: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol (A) e complexo de
incluséo (B) em e, relagédo a producéo de excretas.
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Legenda: MIR Fev.o (mirtenol: 2 g kg™, fémeas via oral), MIR Mav.o (mirtenol: 2 g kg™,
machos via oral), MIR Fei.p (mirtenol: 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal), MIR Mai.p
(mirtenol: 2 g kg™, machos via intraperitoneal), CI Fev.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™ |
fémeas via oral), CI Mav.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™, machos via oral), Cl Fei.p
(complexo de inclusdo: 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal), Cl Mai.p (complexo de inclusio:
2 g kg™, machos via intraperitoneal).

Teste da barra giratoria

No teste da barra giratoria, foi observada uma reducdo significativa no tempo de
permanéncia na barra de 31,65; 41,1; 28,8 e 43,8 %, nos grupos tratados com (-)-mirtenol
respectivamente MIR FeV.O (mirtenol 2 g kg™, fémeas via oral; 120,7 + 5,8), MIR MaV.O
(mirtenol: 2 g kg™, machos via oral; 104,0 + 5,0), MIR FeV.1.P (mirtenol 2 g kg™, fémeas via
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intraperitoneal; 125,7 + 4,1) e MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg-1, machos via intraperitoneal;
99,2 + 3,5) quando comparados com o com o veiculo (controle negativo; 170,6 + 0,949;
p<0,05;) (Figura 9) sugerindo um possivel efeito sedativo, ndo foi observado diferencas
significativas no tempo de permanéncia na barra giratoria dos animais tratados com o
complexo de inclusdo. Quanto a verificacdo ao numero de quedas dos animais tratados com
mirtenol e complexo de inclusdo, também ndo foram observados diferencas em relagcdo ao
grupo controle.

Figura 9: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol e complexo de
inclusdo em relacdo ao tempo de permanéncia (A) e do nimero de quedas (B) sobre a barra
giratoria.
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Teste do campo aberto

Na avaliacdo da atividade locomotora espontdnea ndo foi evidenciada diferenca
significativa no nimero de cruzamentos, nimero de groomings e nimero rearings (p<0,05)

em relacdo ao grupo controle, apesar das oscilagdes decorridas durante todo o tratamento.

Figura 10: Efeito da administracdo via intraperitoneal e oral do (-)-mirtenol e complexo de
inclusdo em relacdo ao o numero de cruzamentos (A), levantamento (rearing)(B) e nimero de

movimentos de autolimpeza (grooming) (C) .
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Movimento de autolimpeza
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Controle
MIR FeV.O
MIR MaVv.O
MIR Fe V.I.P
MIR MaV.l.P
Cl Fev.o
ClMavo
ClFev.i

Cl Mav.i

Legenda: MIR Fev.o (mirtenol: 2 g kg™, fémeas via oral), MIR Mav.o (mirtenol: 2 g kg™,
machos via oral), MIR Fei.p (mirtenol: 2 g kg™*, fémeas via intraperitoneal), MIR Mai.p
(mirtenol: 2 g kg™, machos via intraperitoneal), Cl Fev.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™,
fémeas via oral), Cl Mav.o (complexo de inclusdo: 2 g kg™, machos via oral), Cl Fei.p
(complexo de inclusdo: 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal), Cl Mai.p (complexo de inclus&o:
2 g kg™, machos via intraperitoneal).

Analise morfolégica macroscopica dos principais 6érgaos

Na analise morfoldgica macroscopica dos 6rgdos removidos dos animais apés o final
do tratamento de 14 dias, os valores foram expressos como a média £ E.P.M e expressos em
termos de massa relativa g/100 g. As visceras foram removidas apos a dissecacao tiveram
suas massas Umidas determinadas em balanca analitica., ndo foram observadas alteracdes
visuais comparados com o grupo controle e nem danos aparentes em todos os 6rgdos dos
grupos analisados. Comparado estatisticamente o peso dos principais 6rgdos ndo foram

encontradas diferencas significativas em relacdo ao controle.

Figura 11: Analise morfol6gica macroscépica dos principais 6rgdos de ratos Wistar adultos

tratados com (-)-mirtenol e com seu complexo de incluséo.
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos com o presente estudo indicam que tanto o (-)-mirtenol quanto
seu complexo de inclusdo com [-ciclodextrina, ndo proporcionaram a mortalidade dos
animais até 14 dias apds administracdo da dose testada, sugerindo uma baixa toxicidade para
as substancias testadas.

Os efeitos toxicos referente a exposicdo de um xenobidtico estdo relacionado a sua
acao nos principais 6rgdos e 0s seus danos observados caracterizando assim a seguranca da
substancia teste através de ensaios ndo clinicos. Essas informagdes sdo de grande importancia
para a determinacdo dos efeitos adversos bem como subsidios para a determinacdo das doses
iniciais que serdo utilizadas nos primeiros ensaios clinicos em humanos (OLIVEIRA, 2012).

A realizacdo da avaliacdo da toxidade aguda do (-)-mirtenol em ratos foi de extrema
importancia para a verificagdo das suas propriedades toxicologicas, bem como reforca a
seguranca do seu uso em estudos posteriores.

Desta forma o screening hipocratico realizado para a avaliacdo geral de um possivel
potencial toxico do (-)-mirtenol, avaliou o consumo de racdo e dgua, peso da massa corpéreo
dos animais e analise macroscépica morfologica dos 6érgdos nobres apds o término do
tratamento. Como a atividade exploratéria (teste do campo aberto), foi possivel observar acéo
de relaxamento muscular (teste da barra giratéria).

Durante a realizacdo dos experimentos foi observado uma boa tolerabilidade do (-)-
mirtenol pelos animais testados para ambos 0s sexos e nas diferentes vias de administragdes
(via oral e via intraperitoneal ). Alguns sinais colinérgicos foram observados no primeiro dia
apos o tratamento, entretanto ndo foi registrado mortalidades nos grupos experimentais
considerando um dado positivo no estudo, conferindo ao monoterpeno certo grau de
seguranca, e possibilitando expectativas para experimentos futuros
(CHAUDHARY,ROHILLA et al., 2013).
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Na analise do volume de excretas produzidas observou-se a proporcionalidade a
quantidade de alimento ingerido, e 0 consumo de &gua e racdo ndo demonstraram diferengas
significativas em relacdo ao grupo controle, inferindo a inexisténcia de interferéncia do (-)-
mirtenol sobre esses parametros.

Com relagdo a ndo variagdo do peso durante todo o periodo de exposi¢do a substancia,
proporciona uma caracteristica de baixa toxicidade, pois quando ocorrer a diminuigdo ou
ganho de peso é atribuido ao efeito toxico (OLIVEIRA et al., 2014). Durante o
acompanhamento da massa corporea dos animais, ndo foi observado diferencas significativas
em relacdo ao grupo controle. Em estudos toxicologicos a variagdo do peso € um critério
primordial, quando o peso dos animais avaliados ndo ultrapassam variagfes de até 10 % de
seu peso inicial, € um indicativo de que a substancia testada ndo apresenta toxicidade,
resultado semelhante foi observado nos animais tratados com (-)-mirtenol (COSTA et al.,
2012).

Na anéalise morfoldgica macroscopica ndo foi observado alteracdes significativas no
peso e na aparéncia geral dos 6rgaos estudados (coracdo, pulmao, figado e rins) dos animais
tratados de forma aguda com dose Unica do (-)-mirtenol, indo de encontro com os resultados
anteriores, sugerindo um forte indicativo de baixa toxicidade. Em testes toxicoldgicos, a
comparacao do peso de 6rgdos dos grupos de animais tratados com os ndos tratados, é de
fundamental importancia para avaliar o efeito toxico da substancia testada, pois a alteracdo no
peso dos 6rgaos ¢ um dado muito sensivel, o qual sugere presenca de toxicidade (NIROGI et
al., 2014).

No teste do campo aberto foi observado um aumento do numero de cruzamento em
relacdo ao grupo controle (p > 0,05) este aumento esta intimamente relacionado ao
componente psicoemocional, quanto maior for o estimulo recebido pela cobaia maior a
guantidade de deslocamentos, desta forma pode ser sugerido que o (-)-mirtenol ndo influencia
na atividade locomotora dos amimais testados (RICCI et al., 2013).

Porém houve um aumento significativo do niUmero de movimentos de autolimpeza que
é manifestado de acordo com o nivel de ansiedade dos animais em determinada situacgdo,
refletindo uma resposta comportamental provocada por estimulos externos (ZANETTINI et
al., 2010) também foi observado a diminui¢do do nimero levantamentos (p > 0,05 em relagéo
controle), que ocorre quando o roedor realiza levantamentos no campo aberto, de modo a
apoiar-se somente as patas traseiras na superficie, mantendo as duas dianteiras levantadas sem
encostar nas paredes do aparato, provocando uma diminuigdo do movimento exploratério dos
animais testados (GOULD,DAO; KOVACSICS, 2009).
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Na avaliacdo acdo relaxamento muscular por meio do teste da barra giratoria foi
observado aumento no numero de quedas e diminui¢cdo do tempo de permanéncia na barra
giratoria significativos em relacdo ao controle sugerindo um efeito relaxante muscular
semelhante aos provocados por benzodiazepinicos, assim ndo sendo entendidos como sinais
de toxicidade, sendo que o (-)-mirtenol ndo alterou a atividade exploratoria dos amimais
testados em relacéo ao controle (STERNBACH, 1979).

Vaérios estudos demostram a baixa toxicidades de monoterpenos como no (-)-epoxi-
limoneno (DE ALMEIDA,COSTA et al., 2012), (-)-mentol (VASCONCELOS, 2009), ciano-
carvona (SCHUCH, 2011) e limoneno (KIM et al., 2013) da mesma formar que o (-)-
mirtenol, demonstrando auséncia de efeitos colaterais e toxicidade reforcando que os
resultados experimentais corroboram como os resultados encontrados na literatura.

Apesar da baixa toxicidade dos monoterpenos descrito pela literatura
(CROWELL,AYOUBI; BURKE, 1996; CHAUDHARY,ROHILLA et al., 2013; CRESPO et
al., 2013), a continuacdo dos estudos toxicoldgicos do (-)-mirtenol sdo necessario para a
caracterizacdo de todas as suas propriedade toxicologicas, tendo assim, nivel de seguranca

aceitavel, possibilitando o desenvolvimento de futuros fitomedicametos.



79

CONCLUSAO

De acordo com os resultados encontrados na avaliacdo da toxicidade aguda em dose
Unica, o (-)-mirtenol e seu complexo de inclusdo ndo apresentaram toxicidade na dose Unica
de 2 g kg em ratos Wistar albinos de ambos os sexos, por via oral e intraperitoneal,
viabilizando certo grau de seguranca para a sua utilizacdo em estudos futuros e viabilizacéo

para o desenvolvimento de futuro fitomedicametos.
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Atividade antiepilética e avalia¢do do estresse oxidativo em mitocondrias isoladas de
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Resumo

A epilepsia ¢ um distdrbio neuroldgico caracterizado por crises convulsivas que acometem
mais de 50 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, nesse cenario o objetivo deste trabalho foi a
investigacdo da atividade antiepilética e a avaliacdo do estresse oxidativo em mitocondrias
isoladas de cérebro e figado de ratos Wistar albinos tratados com (-)-mirtenol e seu complexo
de inclusdo com B-ciclodextrina nas doses de 25, 50 e 75 mg kg™. Em todas as doses testadas
0s animais pré-tratados o (-)-mirtenol e seu complexo reduziram significativamente o nimero
de crises epiléticas e aumentou a taxa de sobrevivéncia em relacdo ao grupo controle
convulsivo. Na avaliacdo do estresse oxidativo o (-)-mirtenol e o complexo de incluséo
reduziram significativamente os niveis de peroxidacdo lipidica, e de producdo de nitrito,
porém ndo alteraram a atividade das enzimas superoxido dismutase e catalase, diminuiu as
concentracdes de GSH. O presente estudo demostrou que as substancias testadas sdo
promissoras antiepiléticas e antioxidante in vivo, diminuindo os danos neurais causados apés

inducdo das crises epiléticas, promovendo neuroprotecao.

Palavras-Chave: Epilepsia, Estudo comportamental, (-)-mirtenol, Neuroprotecao.
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Antiepileptic activity and evaluation of oxidative stress in isolated mitochondria from
brain and liver of rats treated with (-) - myrtenol inclusion complex and (-) - myrtenol-§-
cyclodextrin

Abstract

Epilepsy is a neurological disorder characterized by seizures that affect more than 50 million
people around the world, in this scenario the objective of this study was to investigate the
antiepileptic activity and the evaluation of oxidative stress in mitochondria isolated from brain
and liver of rats Wistar treated with (-) - myrtenol and its inclusion complex with j-
cyclodextrin in doses of 25, 50 and 75 mg kg™. At all doses tested the animals pretreated the
(-) - myrtenol and its complex significantly reduced the number of seizures and increased the
survival rate in relation to seizure control group. The evaluation of oxidative stress the (-) -
myrtenol and the inclusion complex significantly reduced the levels of lipid peroxidation and
nitrite production, but not alteroram the activity of superoxide dismutase and catalase,
decreased concentrations of GSH. This study demonstrated that the substances tested are
promising antiepileptic and antioxidant in vivo, reducing neural damage after induction of
seizures, promoting neuroprotection.

Keywords: Epilepsy, Behavioral study, (-) - myrtenol, Neuroprotection.
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INTRODUCAO

A epilepsia € um distdrbio neurologico caracterizado por ataques que ocorrem devido
a atividade neuronal excessiva e sincrona anormal no cérebro, causado por uma ruptura do
delicado equilibrio entre a excitacdo e inibicdo (CLYNEN et al., 2014). Suas principias
manifestacBes sdo crises imprevisiveis e recorrentes, que acomete cerca de 50 milhGes de
pessoas em todo 0 mundo e a cada ano mais de 2,4 milhdes de novos sdo registrados (ALI,
SIDDIQUI, 2014)

O GABA (Acido y-aminobutirico) é um dos principais transmissor inibitdrio cerebrais,
as alteracGes da funcdo do receptor GABA ou expressao sdo frequentemente associados a
patologias como a epilepsia (GARRET, 2014). Os receptores GAB, sé@o formados por trés
subunidades diferente a, e y, de estrutura de pentamero, que com suas subunidades formam
varias series de a-hélices agrupadas em torno de uma abertura central, correspondendo ao
canal de cloreto, e uma porgéo extracelular onde ocorre a ligagdo com 0 GABA (MARIZ; DA
SILVA, 2012) (Figura 1).

Figura 1: Receptor GABA,, vista a partir da face extracelular da membrana e a localizacéo

aproximada das suas subunidades, e locais de ligacdo de GABA e benzodiazepinicos (BZ).

Fonte: http://www.pharmacology2000.com/Central/sedhyp/Sedativel.htm



http://www.pharmacology2000.com/Central/sedhyp/Sedative1.htm
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Quando hé& o aumento da frequéncia com que o GABA ativa 0s receptores GABA,, a
ocorréncia de alteracdes dos receptores GABA podemos ter como consequéncia repetidas
crises epiléticas, proporcionando o desequilibrio do metabolismo redox dos pacientes em
decorréncia das espécies reativas de oxigénio (KUTLUHAN et al., 2009) tornando-os mais
propensos a ocorréncia das doencas associadas ao estresse oxidativo (RODRIGUES, 2012)

Os processos de transferéncias eletronicas sdo fundamentais para a manutencdo da
vida celular. No entanto, esse metabolismo indispensavel, causa a producéo de radicais livres
e outras espécies reativas que podem causar danos oxidativo (ROCHA et al., 2014). Existem
varios tipos de radicais livres como os derivados de oxigénio, nitrogénio, carbono e enxofre,
0s principais sao radical anion superdéxido (O;’*), 6xido nitrico (NO#), peroxinitrito (ONOO»),
radical hidroxila (HO¢), alcoxil (RO¢), peroxil (ROO¢) (HALLIWELL, B; GUTTERIDGE,
2007).

A pilocarpina é um alcaloide extraido das folhas do jaborandi (Pilocarpus
microphyllus) ndo possui efeitos nicotinicos e € um agonista dos receptores muscarinicos
(GUARNIERI, 2013), bastante usada para inducdo de crises epiléticas em modelos com
roedores, onde procura reproduzir as crises epiléticas sofridas por humanos (FREITAS, 2014;
MENDES; FREITAS; TOM, 2010)

Durante as crises epiléticas agudas induzidas por pilocarpina ha um aumento da
producdo de espécies reativas ao oxigénio (EROS) (BASHKATOVA et al.,, 2000),
provocando a diminuicdo na eficiéncia dos sistemas de defesa podendo levar ao estresse
oxidativo, que é caracterizado pela oxidacdo de biomoléculas que por sua vez pode vir a
causar perda de suas fungdes biologicas (HALLIWELL, BARRY; WHITEMAN, 2004).

Desta forma nossos estudos tém por objetivo, investigar o potencial do monoterpeno (-
)-mirtenol, encontrado ndo s6 pela via sintética, mas também presente em 0Oleo essencial de
varias espécies da flora brasileira (DA COSTA et al.,, 2009; DIAS; MIGUEL, 2005;
FABROWSKI, 2002; SANTOS et al., 2012), e o seu complexo de inclusdo com [-
ciclodextrina, podendo possibilitar a descoberta de novas moléculas com propriedades
anticonvulsivantes e antioxidantes. Uma vez que ha& necessidade de novas drogas
antiepiléticas com propriedades neuroprotetoras (RIGOULOT et al., 2004; SMITH et al.,
2014; TROJNAR etal., 2002; WIARD et al., 1995).
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MATERIAIS E METODOS
Drogas

As drogas utilizadas neste trabalho (-)-mirtenol, B-ciclodextrina, cloridrato de
pilocarpina, monooleato de polioxietileno-sorbitan (Tween 80) foram adquiridos da Sigma
Aldrich® e o diazepam e flumazenil da Cristalia (Brasil). Todos foram administrados por via
intraperitoneal (i.p.). O complexo de inclusdo foi obtido através da secagem por spray dryer
utilizando quantidade equimolares de (-)-mirtenol ¢ B-ciclodextrina (FERNANDES et al.,
2009).

Animais

Foram utilizados 45 ratos Wistar albinos fémeas, divididos em 9 grupos com 5 animais
por grupo, pesando entre 250 a 300 g, todos com aproximadamente 3 meses de idade,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias - CCA da Universidade
Federal do Piaui (UFPI). Os animais foram mantidos sob condi¢des monitoradas de
temperatura equivalente a 20 + 1°C, com livre acesso a ragdo tipo pellets (Purina®) e agua,
mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 6 has 18 h. Todos 0s
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da
UFPI - CEEA/UFPI sob protocolo nimero 013/11.

Teste comportamental

A pilocarpina é extensamente utilizada para inducéo de crises epiléticas em modelos
animais, desta forma podendo avaliar o efeito antiepilético de novas drogas utilizando a
pilocarpina como controle epilético. Para determinacdo de atividade antiepilética, grupos
experimentais foram pré-tratados com Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9%
(veiculo), (-)-mirtenol (nas doses de 25, 50 e 75 mg kg™), complexo (-)-mirtenol-p-
ciclodextrina (25 mg kg™) e diazepam (5 mg kg™*) como controle positivo, transcorridos 30
minutos foi administrado pilocarpina na dose de 400 mg kg™. Os animais foram colocados em
gaiolas de acrilico para a observacdo dos seguintes parametros: laténcia para o inicio das
primeiras crises epiléticas, o percentual de crises epiléticas e taxa de sobrevivéncia (AHMED,
2014; COSTA etal., 2012) (Figura 2).
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Figura 2: Protocolo experimental crises epiléticas induzidas por pilocarpina.
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Fonte: Autoria propria.

Para a investigagdo da possivel relagdo do (-)-mirtenol com o0s receptores
benzodiazepinicos foi utilizado o flumazenil (FLU) um antagonista seletivo do receptor
GABAA-BZD (FILE; PELLOW, 1986; HOOD et al., 2014), onde os animais foram pre-
tratados com FLU (5 mg kg™) e 15 minutos depois foi administrado veiculo, mirtenol (75 mg
kg™') e diazepam (5 mg kg™) com o decorrer de mais 30 minutos foi administrado a
pilocarpina na dose de 400 mg kg™ e observado os parametros de laténcia para a primeira
crise epilética, o percentual de crises epilética e taxa de sobrevivéncia.

Figura 3: Protocolo experimental para a investigagdo da participacdo do (-)-mirtenol em
receptores benzodiazepinicos.
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Fonte: Autoria propria.



92

Isolamento de Mitocdndrias

Cérebro e figado, foram extraido e mergulhados em um meio de isolamento
refrigerado (4 °C) constituido por sacarose 125 mmol/L, EDTA 0,5 mmol/L, Hepes 5
mmol/L, BSA (0,05%). Os o6rgaos foram homogeneizados a 10% com meio de isolamento, e
centrifugado a 5.000 rpm durante cinco minutos. O sobrenadante foi removido por succéo
com o auxilio de uma pipeta, e o precipitado restante, transferido para outro tubo de ensaio,
resuspendido em meio de isolamento e centrifugado a 5.000 rpm durante 20 minutos, para
sedimentacdo das mitocondrias. O sedimento mitocondrial foi cuidadosamente ressuspendido
em meio de isolamento refrigerado, e novamente sedimentado por 20 minutos a 5.000 rpm, e
ressuspendido novamente em meio de isolamento (PEIXOTO et al., 2009).

Apds a obtencdo dos isolados mitocondriais, foi determinada a concentracdo de
proteina aplicando metodologia empregada por (LOWRY et al.,, 1951) para posterior

avaliacdo do estresse oxidativo mitocondrial.

Figura 4: Protocolo experimental do isolamento mitocondrial.
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Fonte: Autoria propria.
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Avaliacéo do Estresse oxidativo
Determinag&o dos niveis de peroxidagéo lipidica (TBARS)

Como um indice de danos oxidativos, utilizou-se a formacdo de TBARS, durante uma
reacdo em meio acido sob aquecimento, o que é amplamente adaptado como um método
sensivel para a medicdo da peroxidagdo lipidica (DRAPER; HADLEY, 1990). As amostras
foram misturadas com 500 pL de &cido tricloroacético a 10% (TCA) e 500 pl de acido
tiobarbiturico a 0,67% (ATB), e, em seguida, aquecida em banho maria durante 15 minutos.
TBARS foram determinadas por absorbancia a 535 nm. Os resultados sdo expressos como o

malondialdeido (MDA) equivalentes (umol / mg de proteina).

Figura 5: Protocolo de determinagdo dos niveis de peroxidacao lipidica.
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Fonte: Autoria propria.
Determinacéo do teor de nitrito

Para determinar o teor de nitritos os homogenatos do isolamento de mitocondrias
cerebrais e hepaticas foram centrifugados (1500 rpm; 10 min), o sobrenadante foi recolhido e
a producdo de oOxido nitrico foi determinada baseada na reacdo de Griess (GREEN;
GOLDMAN, 1981). 500 uL do sobrenadante incubado com 500 puL. do reagente de Griess a
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temperatura ambiente durante 10 minutos. Foi feito a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm e

os resultados foram expressos em puM.

Figura 6: Protocolo de determinacdo do teor de nitrito.
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Fonte: Autoria propria.

Determinacdo da atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

Os homogenatos foram centrifugados a 5000 rpm por 45 minutos e 0s sobrenadantes
usados para 0 ensaio da determinacdo de SOD. Os testes para avaliar a atividade da SOD
foram realizados utilizando xantina e xantina oxidase para gerar radicais superoxido (FLOHE;
OTTING, 1984). A mistura de substrato de ensaio padrdo contendo 3,0 mL de xantina (500
uM), 7,44 mg de citocromo C, 3,0 mL de KCN (200 uM), e 3,0 mL de EDTA (1 mM) em
18,0 mL de tampao fosfato de so6dio 0,05 M, pH 7,0. A aliquota da amostra (20 pL) foi
adicionada a 975 uL da mistura de substrato mais 10 uL de xantina oxidase. A absor¢édo foi
medida em espectrofotdmetro em 550 nm apds 6 minutos. Os resultados foram expressos em

U/mg de proteina.
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Figura 7: Protocolo de determinacéo da atividade da superdxido dismutase (SOD).
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Fonte: Autoria propria.

Determinacéo da atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase foi mensurada pela geracdo de H,O e O; a medida que H,O»,
utilizado como substrato, é hidrolisado (BRITTON; MEHLEY, 1955; CHANCE; MAEHLY,
1955). A mistura de substrato de ensaio padrdo continha 0,30 mL de H,O, em 50 mL de
tampao de fosfato de sédio 0,05 M, pH 7,0.

A aliquota da amostra (20 pL) de homogenatos de isolado mitocondrial hepatico e
cerebral de camundongos foi adicionada a 980 pL da mistura de substrato. A atividade
enzimatica foi medida através da leitura da variacdo da absorbancia por minuto, durante seis
minutos. A reacdo foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 230 nm. Uma
curva padrdo foi estabelecida utilizando catalase purificada (Sigma, St Louis, MO, EUA) sob
condicdes idénticas. Os resultados foram expressos em mmol/min/mg de proteina.

Figura 8: Protocolo de determinacdo da atividade da catalase (CAT).
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Fonte: Autoria propria.
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Determinacéo da concentracéo de glutationa reduzida (GSH)

Para determinacdo da GSH, foi calculado o teor de grupos sulfidrila ndo proteicos por
técnica anteriormente descrita na literatura (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Preparou-se
homogenato a 10% dos isolados mitocondriais hepaticos e cerebrais em EDTA 0,02M, em
seguida foi retirado 400 pL desse homogenato e adicionado 320 uL de agua destilada e 80 puL
de &cido tricloroacético a 50%, o material foi centrifugado em 3000 rpm por 15 minutos, em
seguida foi recolhido 400 uL do sobrenadante ¢ acrescido 800 puL de tampao Tris-HCI 0,4 M,
pH 8,9 e mais 20 pL de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB) 0,01 M e apds 1 min da
reacdo foi feita a leitura a 412 nm. A concentragdo de GSH foi expressa por nano grama de

GSH por grama de tecido.

Figura 9: Protocolo de determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH).
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Fonte: Autoria propria.

Andlises estatisticas

Para analise estatistica, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) para multiplas
comparacdes com teste de Newman-Keuls (post hoc), pelo programa GraphPad PRISMA®
6.01 trial para Windows, Copyright©. Os resultados foram expressos como a média + E.P.M

(erro padrdo da média). Resultados para porcentagem de crise epiléptica e porcentagem de
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sobrevivéncia foram expressos em porcentagem do numero de animais de cada grupo
experimental (teste y2). Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p <0,05.

RESULTADOS

Apobs a administracdo da pilocarpina (400 mg kg™) no grupo pré-tratado apenas com
veiculo (Tween 80 0,05% dissolvido em solucéo salina 0,9%), todos 0s animais apresentaram
sinais colinérgicos periféricos; movimentos estereotipados (sniffing, grooming e rearing),
seguido de crises epiléticas evoluindo até um estado de mal epiléptico levando a morte de
100% dos animais deste grupo (Tabela 1).

Nos animais pré-tratados com (-)-mirtenol e complexo de inclusédo, foi observado um
aumento significativo do tempo para a laténcia da primeira crise epilética e reducdo do
percentual de crises epiléticas (80% em todas as doses testadas do mirtenol e 20% do
complexo de incluséo). Aumento da taxa de sobrevivéncia da amimais que foram pré-tratados
com (-)-mirtenol nas doses de 25, 50 e 75 mg kg™ (80%, 100% e 100% respectivamente) e do

complexo de inclusdo em 20% quando comparado com grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacdo do efeito anticonvulsivante do mirtenol no modelo de epilepsia induzido
por pilocarpina em ratos.

Grupos Dose LPCE Crises Taxa de
(mg kg™ (min) epiléticas sobrevivéncia

(%) (%)
Controle - 16,20 + 6,92 100 00
MIR 25 25 99,00 + 00,00 20 80
MIR 50 50 55,00 + 00,00 20 100
MIR 75 75 23,00 £ 0,00 20 100
Cl 25 25 23,00 £ 0,00 80 20
DPZ 5 57,00 £ 2,00 40 100
FLU 5 32,40 + 3,75 100 00
DZP + FLU 5+5 66,33 + 2,333 100 60

MIR + FLU 75+5 82,33 + 18,35 60 100
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Resultados para a laténcia para primeira crise epiléptica (LPCE) e laténcia para o estado de
mal epiléptico foram expressos como média = E.P.M. (n=5). Resultados para porcentagem de
crise epiléptica e porcentagem de sobrevivéncia foram expressos em porcentagem do nimero
de animais de cada grupo experimental (teste y?). Legenda: MIR: (-)-mirtenol, Cl: complexo
de inclusdo, DZP: diazepam e FLU: flumazenil.

Na investigacdo do envolvimento do (-)-mirtenol na atividade anticonvulsivante por
meio do sistema GABAGérgico, 0s animais pré-tratados com flumazenil, um antagonista
benzodiazepinico ndo foi observado a reversdo esperada do efeito anticonvulsivante desse
monoterpeno, reduzindo o percentual das crises epiléticas em 40% e aumentando a taxa de

sobrevivéncia para 100%, comparados com o grupo controle.

Na quantificacdo dos percentuais de peroxidacdo lipidica foi observada uma reducéo
significativa nas mitocondrias cerebrais de 73,12; 72,64; 62,26%, respectivamente, da
producdo de nitrito nos animais tratados com mirtenol nas doses de 25 mg kg™ (7,21 + 0,39);
50 mg kg™ (7,33 £ 0,77) e 75 mg kg™ (110,13 +0,65); e uma reducéo de 65,5%, nos animais
tratado com complexo de inclusdo 25 mg kg™ (9,25 + 0,68); quando comparados com o
veiculo (controle negativo; 26,81 + 2,68; p<0,05; Figura 10). Nas mitocéndrias hepaticas o0s
percentuais de da diminuicdo da peroxidacdo lipidica foi respectivamente de 62,74; 60,69;
55,55%, nos animais tratados com mirtenol nas doses de 25 mg kg™ (27,25 + 0,38); 50 mg kg’
! (7,65 1,06) e 75 mg kg™ (8,65 + 0,49) e uma reducio de 69,47%, nos animais tratado com
complexo de inclusdo 25 mg kg™ (5,94 + 0,14); quando comparados com o obtido com o
veiculo (controle negativo; 19,46 + 2,65; p<0,05; Figura 10).

Figura 10: Avaliacdo do estresse oxidativo em mitocndrias cerebrais (A) e hepaticas (B)
quanto aos niveis de peroxidacdo lipidica. ®p<0.05, comparado com controle negativo
(veiculo); °p<0.05, comparado com grupo tratado com o controle epilético, pilocarpina (400

mg/kg™). Legenda: P400 (400 mg kg™) = pilocarpina; MIR = mirtenol; Cl = complexo de
inclusdo; DZP (5 mg kg™*) = diazepam; FLU (5 mg kg™) = flumazenil.
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Foi observada uma reducdo significativa nas mitocéndrias cerebrais de 64,36; 61,81,
67,99; 67,99 e 40,39%, respectivamente, da producdo de nitrito nos animais tratados com
mirtenol nas doses de 25 mg kg™ (11,18 + 1,33); 50 mg kg™ (11,98 + 1,24); 75 mg kg™ (10,04
+ 1,05); diazepam (5 mg kg™; 89,16 + 5,47); flumazenil + mirtenol (5 mg kg™ + 75 mg kg™;
18,70 £ 2,01) e uma reducdo de 69,78%, nos animais tratado com complexo de inclusdo 25
mg kg™ (9,48 + 0,33) quando comparados com o obtido com o veiculo (controle negativo;
31,37 = 7,24; p<0,05; (Figura 11). Resultados semelhantes puderam ser observados na
reducdo de 60,14; 55,82; 66,71; 148,0; 41,71% na producdo de nitrito nas mitocéndrias
hepéticas de ratos tratados respectivamente com mirtenol nas doses de 25 mg kg™ (12,74 +
1,72); 50 mg kg™ (14,12 + 1,78); 75 mg kg™ (10,64 + 1,92); flumazenil + mirtenol (5 mg kg™
+ 75 mg kg'*; 18,63 + 0,39) e uma reducdo de 40,61%, nos animais tratado com complexo de
inclusdo 25 mg kg™ (18,63 + 0,39); quando comparados com o obtido com o veiculo (controle
negativo; 31,96 + 8,07; p<0,05; Figura 11).
Figura 11: Avaliacdo do estresse oxidativo em mitocondrias cerebrais (A) e hepéticas (B)
quanto aos niveis de quanto aos niveis de producdo de nitrito. ®p<0.05, comparado com
controle negativo (veiculo); °p<0.05, comparado com grupo tratado com o controle epilético,

pilocarpina (400 mg/kg™). Legenda: P400 (400 mg kg™) = pilocarpina; MIR = mirtenol; Cl =
complexo de inclusdo; DZP (5 mg kg™) = diazepam; FLU (5 mg kg™) = flumazenil.
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Nas avaliacGes utilizando as mitocondrias cerebrais e hepaticas ndo foram observadas
alteracOes significativas na atividade da enzima superdxido dismutase em todos os grupos e
doses testados, quando comparados com os veiculos respectivamente (controle negativo; 1,41
+0,21; p<0,05 e 1,50 + 0,22; p<0,05;) Figura 12.

Figura 12: Avaliacdo do estresse oxidativo em mitocdndrias cerebrais (A) e hepaticas (B)
quanto aos niveis de atividade da enzima superdxido dismutase. *p<0.05, comparado com
controle negativo (veiculo); °p<0.05, comparado com grupo tratado com o controle epilético,
pilocarpina (400 mg/kg™). Legenda: P400 (400 mg kg™) = pilocarpina; MIR = mirtenol; CI =
complexo de inclusdo; DZP (5 mg kg™) = diazepam; FLU (5 mg kg™) = flumazenil.
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As analises estatisticas mostraram que, apenas as mitocéndrias cerebrais dos animais
tratados com flumazenil + mirtenol (5 mg kg™ + 75 mg kg™; 18,70 + 2,01) proporcionaram
um aumento de 39,22 % da acdo da enzima catalase em quando comparados com o obtido
com o veiculo (controle negativo; 15,45+ 0,89 ; p<0,05) porém a atividade da enzima
catalase nas mitocondriais hepéaticas dos grupos animais submetidos em todas as doses
testados, que foram submetidos ao modelo de crises epiléticas induzidas por pilocarpina,
quando comparados em relacdo ao grupo veiculo (controle negativo; 17,63 + 0,63; p<0,05)
Figura 13.

Figura 13: Avaliacdo do estresse oxidativo em mitocondrias cerebrais (A) e hepaticas (B)
quanto a atividade enzimatica da enzima catalase. p<0.05, comparado com controle negativo
(veiculo); °p<0.05, comparado com grupo tratado com o controle epilético, pilocarpina (400

mg/kg™). Legenda: P400 (400 mg kg™) = pilocarpina; MIR = mirtenol; CI = complexo de
inclusdo; DZP (5 mg kg™) = diazepam; FLU (5 mg kg™) = flumazenil.
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Mitocéndrias cerebrais
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Os niveis de glutationa reduzida, foram diminuidos significativamente nas
mitocondrias cerebrais em 73,12; 72,64; 62,26%, nos animais tratados com mirtenol nas doses
de 25 mg kg? (7,21 + 0,39); 50 mg kg™ (7,33 + 0,77) e 75 mg kg™ (110,13 +0,65); e uma
redugo de 36,64% dos animais tratados com o complexos de inclusdo 25 mg kg™ (58,92 +
5,50); quando comparados com o obtido com o veiculo (controle negativo; 26,81 + 2,68;
p<0,05; Figura 14). Resultados semelhantes foram observados nas mitocdndrias hepaticas as
reducdes de GSH foi respectivamente de 55,32; 64,71; 61,83%, nos animais tratados com
mirtenol nas doses de 25 mg kg™ (7,21 + 0,39) 50 mg kg™ (7,33 + 0,77) e 75 mg kg (110,13
+0,65) e uma reducdo de 66,89% dos animais tratados com o complexos de incluséo 25 mg
kg™ (30,34 + 3,52; quando comparados com o obtido com o veiculo (controle negativo; 19,46
* 2,65; p<0,05; Figura 14).
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Figura 14: Avaliacdo do estresse oxidativo em mitocdndrias cerebrais (A) e hepaticas (B)
quanto a concentragdo de glutationa reduzida. *p<0.05, comparado com controle negativo
(veiculo); Pp<0.05, comparado com grupo tratado com o controle epilético, pilocarpina (400
mg/kg™). Legenda: P400 (400 mg kg™) = pilocarpina; MIR = mirtenol; CI = complexo de
inclusdo; DZP (5 mg kg™*) = diazepam; FLU (5 mg kg™) = flumazenil.
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Os resultados da acdo do mirtenol e seu complexo de inclusdo com B-ciclodextrina nos
niveis de TBARS, contedo de nitrito, concentracdo de glutationa reduzida e acdo na
atividade das enzimas SOD e CAT, em mitocondrias cerebrais e hepaticas de ratos Wistar

mostram o promissor potencial antioxidante ex vivo das substancias testadas.

DISCUSSAO

Como uma quantidade significativa dos pacientes com epilepsia ndo obtém resultados
satisfatorios no controle de suas crises epiléticas com os medicamentos disponiveis no
mercado, hd uma necessidade preocupante do desenvolvimento de novos medicamentos
(GUERREIRO, 2006; VIDA, 2013), com melhor eficacia e menos efeitos colaterais (RAJ;
RAI; RAWAT, 2014), principalmente como a dificuldade de consegui financiamento para o
seu desenvolvimento por partes de industrias farmacéuticas e de biotecnologia (WILCOX et
al., 2013).
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A ativacdo desordenada, sincrénica e ritmica de grupos de neur6nios cerebrais causa
alteragbes comportamentais resultando em convulsdo. Os agentes farmacologicos utilizados
atualmente para inibicdo das crises epiléticas sendo, denominados anticonvulsivante
(GOODMAN; TOMAN; SWINYARD, 1946).

Da mesma forma agiu o (-)-mirtenol e o complexo (-)-mirtenol-B-ciclodextrina,
inibindo as crises epiléticas induzidas por pilocarpina e todas as doses testadas e aumentando
significativamente a taxa de sobrevivéncia dos animais, porem quando tratado combinado
com flumazenil (ALMASIRAD et al., 2004) um antagonista benzodiazepinico antes da
pilocarpina, ndo foi antagonizado completamente, protegendo o0s animais das crises epiléticas.
Este resultado sugere que 0 mecanismo de acdo anticonvulsivante do (-)-mirtenol,
provavelmente, ndo envolve apenas receptores GABAérgicos, desta forma a acdo sobre 0s
receptores cerebrais necessitam de uma investigacdo mais detalhada.

Durante as crises epiléticas induzidas por pilocarpina ha um aumento da producéo de
espécies reativas ao oxigénio (EROS) (MENDES et al., 2010) que por sua vez pode vir a
causar varios danos ao organismo vivo (LIOCHEV, 2013).

A capacidade oxidante do oxigénio e atribuida a um par de elétrons ndo ligantes
tornado a molécula reativa, que em contato com compostos organicos pode causar processos
oxidativo caso ndo haja um mecanismo de defesa antioxidante no organismo (NOVAES et al.,
2014).

Com a necessidade ha um aumento da pesquisa em novas drogas antiepiléticas com
propriedades neuroprotetoras (MELDRUM, 2001), pois estudos demonstram a eficacia de
substancia antioxidantes no tratamento de crises convulsivas, mostrando a importancia do
combate dos radicais livres que podem causar varios lesdes cerebrais (CHAMPNEY et al.,
1996; KABUTO; YOKOI; OGAWA, 1998).

A formacdo de substancias oxidantes no citoplasma, mitocéndrias e membrana celular,
podem vir causar danos ao DNA, proteinas, carboidratos e lipidios, formando lesbes e perda
da integridade celular (ANDERSON, DIANA, 1996; ANDERSON, D et al., 1998).

De acordo com os resultados obtidos o (-)-mirtenol e o complexo de incluséo
possibilitou a diminuicdo significativa dos niveis de TBARS formado nas mitocondrias
cerebrais e hepaticas em relacdo ao grupo controle diminuido os niveis de peroxidagéo
lipidica, sugerindo uma capacidade protetora de membranas celulares (PIRES et al., 2014).

O teor de nitrito foi reduzido significativamente nas mitocéndrias cerebrais e hepaticas

em relacdo ao grupo controle nos animais testados com mirtenol em todas as doses, indicando
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que o mesmo promoveu a reducdo de espécies reativas derivadas de nitrogénio, estudos
semelhantes com a isopulegona, mostra o potencial antioxidade dos monoterpenos (SILVA et
al., 2012).

A diminuicéo da concentracdo de GSH pode estar relacionada com o equilibrio redox
do proprio organismo, que procura reduzir os radicais livres em espécies menos reativas,
assim sem diminuir a atividade antioxidante da substancia (SHANG et al., 2003).

O presente estudo sugere que o mirtenol e seu complexo podem influenciar nas crises
epiléticas e promover acGes anticonvulsivantes e neuroprotetoras durante as crises epiléticas.
Porém, novos estudos devem ser realizados no intuito de subsidiar futuros ensaios clinicos e o

desenvolvimento de um novo fitofarmaco com propriedades antiepilético e anticonvulsivante.
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CONCLUSAO

O presente estudo demostrou que o (-)-mirtenol e seu complexo de incluséo, sdo
substancias promissoras como antiepilépticas, diminuindo as crises epilépticas dos animais
testados, bem como aumentou as suas taxas de sobrevidas e antioxidante ex vivo, diminuindo
0s danos neurais causados apds inducdo das crises epiléticas promovendo neuroprotecéo,
porém o (-)-mirtenol apresentou uma atividade superior em comparacdo ao seu complexo de
inclusdo, esse fato pode ser explicado pela solubilidade reduzida do complexo de incluséo
refletindo na sua biodisponibilidade, consequentemente diminuindo a eficiéncia.
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7- CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi verificado que o (-)-mirtenol e seu complexo de incluséo
apresentam atividade antiepilética, no modelo de inducéo de crises epiléticas por pilocarpina,
reduzindo o tempo pra primeira crise epilética, percentual de crises epiléticas e aumentado a
taxa de sobrevivéncias do amimais testados, e atividade antioxidante ex vitro diminuindo os
danos neurais causados ap0s indugdo das crises epiléticas promovendo neuroprotecdo. E
verificado também que o (-)-mirtenol pode forma complexo de inclusdo com ciclodextrina,
proporcionando a obtencdo de uma forma mais estavel. Fundamentado nos resultado obtidos
(-)-mirtenol e o complxexo de inclusdo (-)-mirtenol-B-ciclodextrina podem ser utilizados
como agentes ativo de formulagGes farmacéuticas com um promissores agente antiepiléticos

com propriedades neuroprotetoras.



