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RESUMO

A Algrizea spp. pertence a familia das Myrtaceae e esta distribuida na Caatinga.
Devido ao seu alto potencial de volatilizagdo, os 6leos essenciais necessitam de
forma que minimizem a perda dos seus componentes. As ciclodextrinas sao
oligossacarideos inertes capazes de formar os complexos de inclusdo com outras
moléculas. A gastrite € uma doenca inflamatoria, que apresenta episodios dolorosos
que pode incluir a Ulcera péptica gastrica e duodenal. O presente trabalho objetivou
avaliar o potencial farmacolégico do 6leo essencial da Algrizea minor na forma livre
e na forma complexada em [B-Ciclodextrina. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo e caracterizado por Cromatografia Gasosa por Espectrometria de
Massas e por lonizagdo em Chama. O complexo de incluséo foi preparado juntando
o Oleo essencial e B-Ciclodextrina e em seguida caracterizado por Espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier, Calorimetria de varredura diferencial e
Termogavimetria. O teste de nocicepgao foi realizado com acido acético e pelo teste
da formalina, neste ultimo também foram avaliadas as vias de nocicepgao e o
potencial anti-inflamatério. Além disso, foi testada a capacidade gastroprotetora dos
produtos vegetais a partir da agressdo a mucosa, barreira fisica e vias da
gastroprotegdo com etanol. Com os estdbmagos agredidos com etanol foi dosado as
citocinas e o estresse oxidativo causado, além da histopatologia do tecido. O dleo se
destacou pela presenca [(-Pineno e a-Pineno. A caracterizacdo do complexo de
inclusao revelou caracteristicas tanto do 6leo essencial quanto da B-Ciclodextrina. O
teste de contorgéo por acido acético inibiu 100% da percepcgao de dor. No teste da
formalina foi mostrado uma atividade analgésica na primeira fase do teste pela via
central. Além disso, foi verificada uma potente atividade anti-inflamatéria. Na
gastroprotecao foi avaliado uma protegao de 100% na concentragdo de 200 mg/Kg
do complexado, as vias que se destacaram na atuacado da protecado pela produgao
de compostos sulfidrilicos, bloqueador da expressdo de NO e bloqueador dos canais
de K+ATP. A expressao de citocinas, estresse oxidativo e histologia corroboraram
com os resultados apresentados na gastroprotecédo. Por fim, foi possivel verificar
uma intensa atividade gastroprotetora, analgésica e anti-inflamatdria do produto

vegetal da A. minor que foi potencializada quando complexada a 3-Ciclodextrina.

Palavras chave: Anti-inflamatério; Antinociceptivo; Gastroprotetor; Oleo essencial;

B-Ciclodextrina; B-Pineno.



ABSTRACT

Algrizea spp. belongs to the Myrtaceae family and is distributed in the Caatinga. Due
to their high potential for volatilization, essential oils need a way to minimize the loss
of their components. Cyclodextrins are inert oligosaccharides capable of forming
inclusion complexes with other molecules. Gastritis is an inflammatory disease that
presents painful episodes that can include peptic gastric and duodenal ulcers. The
present work aimed to evaluate the pharmacological potential of the essential oil of
Algrizea minor in the free form and in the complexed form in B-Cyclodextrin. The
essential oil was obtained by hydrodistillation and characterized by Gas
Chromatography by Mass Spectrometry and by Flame lonization. The inclusion
complex was prepared by joining the essential oil and B-Cyclodextrin and then
characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy, Differential Scanning
Calorimetry and Thermogavimetry. The nociception test was performed with acetic
acid and the formalin test, in the latter, the pathways of nociception and anti-
inflammatory potential were also evaluated. In addition, the gastroprotective capacity
of vegetable products from aggression to the mucosa, physical barrier and
gastroprotection pathways with ethanol was tested. With the stomachs attacked with
ethanol, cytokines and the oxidative stress caused were measured, in addition to
tissue histopathology. The oil stood out due to the presence of B-Pinene and a-
Pinene. The inclusion complex characterization revealed characteristics of both
essential oil and B-Cyclodextrin. Acetic acid writhing test inhibited 100% of pain
perception. In the formalin test, analgesic activity was shown in the first phase of the
test via the central route. Furthermore, a potent anti-inflammatory activity was
verified. In gastroprotection, 100% protection was evaluated at a concentration of
200 mg/Kg of the complexed, the pathways that stood out in the action of protection
by the production of sulfhydryl compounds, NO expression blocker and K+ATP
channel blocker. The expression of cytokines, oxidative stress and histology
corroborated the results presented in gastroprotection. Finally, it was possible to
verify an intense gastroprotective, analgesic and anti-inflammatory activity of the
plant product of A. minor, which was enhanced when complexed with 3-Cyclodextrin.

Keywords: Anti-inflammatory; Antinociceptive; Gastroprotector; Essential oil; -

Cyclodextrin; B-Pinene.
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1. INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular
antiga, sendo usadas dessa maneira ha milhares de anos (PANYADEE et al.,
2019). A difusdo desse conhecimento popular permitiu com que as plantas
fossem positivamente selecionadas para sanar as necessidades de cura de
determinadas enfermidades primarias (ISABELA, 2018).

A Caatinga abrange cerca de 840 km? de area no Brasil, isso significa 11%

do territdrio, sendo a regido Nordeste a que comporta a maior area (MAGALHAES et
al., 2019). A sua flora diversificada representa uma fonte promissora com potenciais
de novas moléculas bioativas, as quais, muitas possuem atividade bioldgica, que
podem ser utilizadas para reverter quadros de disturbios fisioldgicos (VIEIRA et al.,
2016).

Os dleos essenciais sdo uma fracdo volatil e aromatica obtidas de varios
tecidos vegetais a partir de destilagdo por arrastamento de vapor d’agua, ou por
destilacéo a seco ou prensagem a frio (TOHIDI; RAHIMMALEK et al., 2019). Oriundo
do metabolismo secundario ou auxiliar, estes sdo armazenados em glandulas
presentes nos tecidos vegetais e abrangem uma mistura complexa que inclui
alcoadis, aldeidos, cetonas, ésteres e terpenos (BORGES et al., 2019). Devido ao
fato de apresentarem uma alta capacidade de volatilizar e de ser oxidado pela
interferéncia de luz UV (UVA / UVB), o seu uso no formato livre € pouco aproveitavel
tendo em vista que ha perda de conteudos importantes. Desse modo, sua utilizagao
integrado em emulsdes ou através de encapsulamento ou conjugados a moléculas
inertes tem ganhado espag¢o nas industrias, especialmente na farmacéutica (DOS
SANTOS et al., 2020; PRAKASH et al., 2018).

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos formados através de
ligacbes a-1,4 glicosidicas, e se diferenciam de acordo com o numero de
mondmeros de glicopiranoses presentes (LIU et al., 2020). As CDs possuem uma
conformacédo de copo, e essa estrutura auxilia no abrigo de compostos no seu
interior, formando complexos de inclusdo (hospede hospedeiro). Este complexo é

uma das mais importantes caracteristicas das CDs, pois € a partir desse mecanismo
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que as ciclodextrinas conseguem ser empregada na industria alimenticia, ambiental

e principalmente farmacéutica (ROY et al., 2020).

A Algrizea spp. foi catalogada como um novo género, pertencente a familia
das Myrtaceae, pela primeira vez em 2006, antes disso ela era conhecida como
Psidium L., porém devido as varias caracteristicas anatbmicas divergentes, os
taxonomistas criaram este novo género (PROENCA et al., 2006). Contudo, em 2010
com o avango das tecnologias moleculares, uma nova espécie do género Algrizea
spp. foi identificada e comegou um processo de bioprospeccao da espécie em busca

de metabolitos capazes de modular alteragdes fisiologicas (SOBRAL et al., 2010).

O dleo essencial da Algrizea minor foi caracterizado pela primeira vez por
OLIVEIRA DE VERAS et al. (2020) e se destacou pela alta concentragédo de [3-
Pineno. Este monoterpeno é encontrado em associacdo com o seu isbmero a-
Pineno, e ja foram relatados fazendo parte da composicdo do dleo essencial de
Rosmarinus officinalis (Alecrim) (PEREIRA et al., 2017) Petroselinum crispum
(Salsa) (ZHANG et al., 2006). As atividades biologicas associadas ao [B-Pineno
incluem efeito analgésico, antimicrobiano, antioxidante, antidepressivo, contudo, seu

potencial gastroprotetor ainda nao foi descrito. (FARHADI et al., 2020)

A gastrite € uma doencga inflamatéria dolorosa que pode incluir a ulcera
péptica, gastrica e duodenal, com alta incidéncia no mundo afetando
aproximadamente de 5 a 10% da populagdo geral, acarretando morbidade e
mortalidade (CARLOTTO et al., 2019). As ulceras se desenvolvem quando ha um
desequilibrio entre os fatores de protegdo e os agentes agressivos. Os fatores
protetores contam com a presenca de bicarbonato, camada de muco, fluxo
sanguineo da mucosa, presenga de prostagladinas, sistema antioxidante, compostos
sulfidrilicos, 6xido nitrico e proliferacdo celular, ja os fatores agressivos sé&o
estabelecidos como a infecgao por Helicobacter pylori, presenca de acido cloridrico
em excesso, pepsinas, acidos biliares, uso continuo de Anti-inflamatérios Nao
Esteroidais (AINEs), processo de isquemia e hipdxia, assim como o habito do
tabagismo e alcoolismo. Esse desequilibrio ocorre na superficie luminal das células
epitelial estomacal (PEREIRA BARBOSA et al., 2019).

Os OE se destacam por ser uma alternativa terapéutica menos agressiva, e

por sua vez, tem se mostrado um potente agente de protegéo gastrica, envolvendo a
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producao de compostos benéficos e/ou inibindo os mecanismos danos diretamente
ao tecido gastrico (FERNANDES et al., 2012). A Croton rhamnifolioides, além de agir
através da modulacdo de receptores opioides e Oxido nitrico, também atua
favorecendo a liberagdo de muco e de bicarbonato, garantindo uma protegéo aos
danos gastricos (VIDAL et al., 2017). Com isso, o desenvolvimento de um farmaco
fitoterapico, de acao gastroprotetora, analgésica e anti-inflamatéria, com boa
biodisponibilidade e baixos efeitos colaterais tem sido uma alternativa biotecnologica
promissora. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi elaborar um produto
gastroprotetor, analgésico e anti-inflamatério utilizando 6leo esséncia de A. minor

complexado em B-Cliclodextrina.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver um fitoterapico com base no 6leo essencial das folhas de Algrizea

minor complexado em moléculas de B-Ciclodextrina com atividade gastroprotetora.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter e caracterizar quimicamente o 6leo essencial das folhas de A. minor,
Obter e caracterizar complexos de inclusées contendo o éleo essencial;
Investigar a atividade antinociceptiva do 6leo essencial e do complexado;
Investigar os possiveis mecanismos de acido envolvidos na atividade
antinociceptiva do 6leo essencial e do complexado;

Avaliar atividade gastroprotetora do 6leo essencial e do complexado;

Avaliar as vias de acao da gastroprotecédo do 6leo essencial e do complexado.
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3. FUNDAMENTAGAO TEORICA
3.1.  PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais faz parte da pratica da medicina popular
antiga, sendo usadas dessa maneira ha milhares de anos (Cragg e Newman,
2001), dessa forma, consegue constituir um conjunto de saberes internalizada
em diversos usuarios, sendo uma pratica ainda comum e bem conservada
(ISABELA, 2018; PANYADEE et al., 2019), principalmente nas areas rurais de
todo o mundo (World Health Organization, 2002) pois estas sdo, na maioria das
vezes, o0 Unico recurso disponivel para o tratamento de doencas da populacédo
local (ROQUE, 2010). A difusdo desse conhecimento popular permitiu com que
as plantas fossem positivamente selecionadas para sanar as necessidades de
cura de determinadas enfermidades primarias (ISABELA, 2018), e ainda sao
caracterizadas por apresentarem baixa toxicidade (Pradhan et al., 2012, ZENI,
2017).

Os fitoterapicos, como sao chamadas as preparagdes farmacologicas a
partir das plantas com poder medicinal, sdo usadas para as mais diversas
finalidades terapéuticas, servindo para tratar ou prevenir doencas e infecgcdes
(CALZETTA et al., 2020). As moléculas extraidas das plantas medicinais séo os
responsaveis por promover o tratamento (BOUYAHYA et al., 2020). Elas que
por sua vez, sao oriundas do metabolismo vegetal auxiliar, sdo produzidas a
partir da contribuicdo de agentes bi6ticos como a presenga de microorganismos
patogénicos, assim como os agentes abidticos como clima e composi¢cdo do
solo (BOUYAHYA et al., 2020; HAO et al., 2020).

O metabolismo secundario das plantas € o principal responsavel pelo seu
processo adaptativo ao meio, e por esse motivo ha geracdo de moléculas
bioativas que possuem diversas atividades modulatérias, capazes de contribuir
com sua protecéo, polinizagdo, fator hormonal, entre outros (DUARTE et al.,
2020). Sendo assim, os vegetais podem produzir moléculas como os terpenos,
alcaloides, flavonoides e polifenois, e assim como esses compostos sao uteis a
sobrevida das plantas, elas sdo também os responsaveis pela acao terapéutica
encontrada em muitos dos fitoterapicos (HAO et al., 2020; LI et al., 2020).

Mesmo que muito popularizado, o uso de material vegetal como matéria
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prima para a produgao de fitoterapicos ndo abrange a todas as espécies, pois,
alguns exemplares podem produzir substancias que sao toxicas em animais,
podendo provocar de alergias a envenenamento (ISABELA et al.,, 2018;
MOROOLE et al., 2019).

3.2. PRODUTOS BIOATIVOS DA CAATINGA

A Caatinga abrange cerca de 840 km? de area no Brasil, isso significa 11%

do territério (Figura 1), sendo a regido Nordeste a que contempla a maior parte
desse bioma (MAGALHAES et al., 2019). Devido a sua posicdo geografica, a
Caatinga recebia uma escassa atencao, sendo classificada como uma regido pobre
e com pouca diversidade (MAGALHAES et al., 2019; TRENTIN et al., 2011), isso
ocorria, principalmente, por causa da baixa umidade e pouco recurso hidrico, que
era refletido na presengca de um solo seco, e com predominancia de vegetacéo
arbustiva (DE ALMEIDA et al., 2005; TRENTIN et al., 2011). Entretanto, estudos
revelaram que a regido, mesmo com um clima ndo favoravel, abriga diversas
espécies vegetais, nas quais uma grande quantidade € de origem endémica, n&o
sendo encontradas em nenhuma outra regido do mundo (ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007; MAGALHAES et al., 2019).

O interesse da comunidade cientifica em desvendar os mistérios escondidos
nas terras secas da Caatinga surgiu a partir da disseminagao do saber popular, onde
pessoas, geralmente mais velhas, utilizavam de sua heranga de conhecimentos
sobre as plantas encontradas na regido, e como elas podiam ser utilizadas como
recursos para curar patologias e infecgdes (DE ALMEIDA et al., 2010). A partir desse
momento a flora diversificada da caatinga despertou-se como uma fonte de
potenciais novas moléculas bioativas, as quais seriam capazes de obter atividade
biolégica, sendo possivel reverter quadros de disturbios fisioldgicos
(ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; VIEIRA et al., 2016).

Por conta do seu potencial terapéutico, a caatinga e sua vegetacdo se
tornaram um dos mais importantes produtores de compostos bioativos da industria
farmacéutica (DE ALMEIDA et al., 2010; VIEIRA et al., 2016). Isso ocorre devido as
espécies do bioma da Caatinga representem uma adaptagéo ao clima seco e

semi-arido, e isto vai resultar em espécies mecanicamente adaptados, levando a
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contribuicdo do surgimento de metabdlitos secundario em alta quantidade
(SILVA, 2016).

A busca implacavel por fitoterapicos oriundos desse bioma deu origem a
estudos e resultados positivos para combater infecgbes bacterianas (COSMO
ANDRADE et al., 2019; LUNA et al., 2020), parasitarias (DE BRUM VIEIRA et al.,
2017) e fungicas (COSMO ANDRADE et al., 2019), além de modular a resposta
inflamatoria (BITENCOURT et al., 2019; COSTA et al.,, 2020), controlar doencgas
cronicas como diabetes (DE MOURA BARBOSA et al., 2018; GIORDANI et al.,
2015) e hipertengdo (SANTOS et al., 2015) e impedir a proliferacdo de células
cancerigenas (GUERRA et al., 2017). Assim, de forma progressiva, a Caatinga tem

revelado alternativas farmacoldgicas promissoras no combate a enfermidades.
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Figura 1 - Delimitagao do bioma da Caatinga. Fonte:

http://www.cerratinga.org.br/caatinga/

3.3. OLEO ESSENCIAL
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O uso dos o6leos essenciais (OE) e seus compostos ativos sdo empregados
ha décadas, porém com o avango da ciéncia e o aperfeicoamento de técnicas
analiticas foi possivel identificar, catalogar e atribuir as suas legitima atividades
biolégicas (SILVESTRE et al.,, 2019). A ascens&do da cromatografia, microscopia,
espectrometria favoreceu a implementagdo dos OE no ramo da industria
farmacéutica, cosmética, agricola e alimenticia em substituicdo aos produtos
sintéticos, tendo em vista que, de modo geral, os OE sao menos prejudiciais a saude
e ao meio ambiente (SILVESTRE et al., 2019; TOHIDI; RAHIMMALEK; TRINDADE,
2019).

Segundo a International Organization for Standardization (1ISO) os Oleos
essenciais sdo uma fragcao volatil e aromatica obtidas de varios tecidos vegetais a
partir de destilagdo por arrastamento de vapor d’agua ou por destilagdo a seco ou
prensagem a frio (NOGUEIRA et al., 2007; TOHIDI; RAHIMMALEK et al., 2019).
Oriundo do metabolismo secundario ou auxiliar, os OE s&o armazenados em
glandulas presentes nos tecidos vegetais e o seu rendimento e constituicdo vai
depender do estagio de desenvolvimento do material vegetal e da variagao sazonal
(BORGES et al., 2019; GONCALVES; GUAZZELLI et al., 2014).

A composigdo quimica dos OE abrange uma mistura complexa que inclui
alcoodis, aldeidos, cetonas, ésteres e terpenos (BORGES et al.,, 2019). Sabe-se
ainda, que dentro de uma mesma espécie € comum obter uma constituicao
quantitativamente variavel, devido, principalmente a sazonalidade, enquanto que
qualitativamente ndo sdo observadas variagbes (BASAID et al., 2020). As variagdes
dos componentes metabdlicos podem esta ligada a um quantitativo de isbmeros
opticos (cis / trans, E / Z), principalmente em compostos terpendides (GIANNOULIS
et al., 2020; SILVESTRE et al., 2019).

Nessa perspectiva, os metabdlitos secundarios fazem parte de um
subconjunto do metaboloma, sendo oriundos das vias basicas como a via do
acetato malonato, do acido mevalénico (MEV), do metileritritol fosfato (MEP) e
do acido chiquimico (NETO et al., 2017; PRASANSUKLAB et al.,, 2020). A
producdo dos metabdlitos através da via secundaria esta disponivel nos mais
diverso tecido vegetal (GUADIE et al.,, 2020). Devido a diversidade de
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biomoléculas, a sua sintese pode ocorrer por varias rotas (ABUBAKAR et al.,

2020; LI et al., 2020)

O estudo com o6leos essenciais destacou a presenca de terpenos como seus
principais constituintes. Os terpenos sdo uma classe de metabdlitos secundarios
oriundos das vias do acido mevaldnico e do metileritritol fosfato (MEP) que s&o
formados a partir de produtos do metabolismo primario como Acetil-CoA, piruvato e
3-fosofglicerato (VRANOVA et al., 2013) (Figura 2). Os terpenos sdo uma classe de
metabdlitos construidos a partir da jungcéo sucessiva de unidades de cinco carbonos
denominadas de isopentenilpirofosfato (IPP) que vai dar origem a outros terpenos,
monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
Tetraterpeno (C40) (XU et al., 2017) (Figura 3). Os monoterpenos, assim como 0s
sesquiterpenos, devido ao seu baixo peso molecular sdo os compostos mais volateis
do grupo dos terpendides e sdo utilizados pelas plantas como mecanismo de defesa
contra pragas, assim como servem para incentivar a polinizagao feita por animais,

principalmente durante a noite o que evita sua volatilizacdo e perca de propriedades

(XU et al., 2017).
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Figura 2 - Esquema da biossintese do metabolismo vegetal secundario (quadrados rosa) e
seus percussores (quadrados vermelhos). Destacando a presenga dos metabolitos primarios
(quadrado verde) e os metabolitos secundarios (quadrado azul). Fonte: Moreira, 2015

As complexas estruturas quimicas que os terpenos sdo capazes de formar,

através de suas jungdes combinatérias, ddo origem a milhares de compostos
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diferentes, que servem para modular a sobrevivéncia das plantas, e tem ganhado
espacgo na ciéncia etnofarmacoldgica com a finalidade de produzir medicamentos
com base vegetal (BOUYAHYA et al., 2020). Os terpenos podem ser produzidos
nas plantas por diferentes locais e precisam ficar armazenados até o momento de
sua liberagao para garantir que nao haja volatilizagdo dos seus componentes, sendo
assim, eles podem ser produzidos por pelos glandulares, células parenquimaticas
diferenciadas; canais
oleiferos ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas, e ficam armazenados nas
flores, frutos, casca do caule, folhas (PICHERSKY et al., 2002) (Figura 4).

A produgédo de 6leo essencial esta diretamente ligada a heranga genética que
as plantas carregam, entretanto os fatores bidticos e abiéticos do ambiente que a
planta esta inserida influenciam no conteudo produzido, e na quantificacdo dos
compostos quimicos, pois quando sdo submetidas a estresses elas ficam
condicionadas a se adaptarem ao novo momento e com isso ha uma maior

producao de metabdlitos secundarios (HAO et al., 2020).
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Figura 3 - Esquema de formagao dos terpenos a partir do IPP oriundo das vias do MEV e
MEP. Fonte: NETO; SILVA; GONCALVES, 2017
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Depois de ser extraido os OE apresentam uma leve desvantagem
comparando a outros compostos, pois ele tem capacidade de volatilizar e de ser
oxidado pela interferéncia de luz UV (UVA / UVB), assim o sua utilizagdo no formato

livre € pouco empregado, priorizando uma integragdo do OE em emulsbées ou

através de encapsulamento ou conjugados a moléculas inertes (DOS SANTOS et
al., 2020; PRAKASH et al., 2018).

) ’ : iz TR . ~ = - g 3 Fre 32
Figura 4 - Orgéo de armazenamento dos 6leos essenciais. (A) Glandula de 6leo essencial
na superficie da folha; (B) Corte transversal de uma folha com aparente visualizagdo das
glandulas de armazenamento. Fonte: GONCALVES; GUAZZELLI, 2014

3.4. CICLODEXTRINA

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos formados através de
ligacbes a-1,4 glicosidicas a partir da degradacdo do amido pela enzima
ciclodextrina-a-glicosiltransferase (CGTase) produzida por microorganismos (LIU et
al.,, 2020; TIAN et al., 2020). Formadas por um conjunto de monémeros de forma
ciclica, sem a capacidade redutora, as CDs podem ser classificadas de acordo com
o numero de mondémeros de glicopiranose presente (BAE et al., 2019; LIU et al.,
2020). A a-ciclodextrina (a-CD) é composta por seis monémeros, B-ciclodextrina (B-
CD) é formada por um conjunto de sete mondmeros, enquanto a y-ciclodextrina (y-
CD) (Figura 5) é composta por oito unidades monoméricas (BAE et al., 2019; ROY;
BOMZAN; NATH ROY, 2020).
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Figura 5 - Representagao grafica da ciclodextrina de acordo com o numero de mondémeros

de glicopiranose. (A) a- Ciclodextrina; (B) B-Ciclodextrina; (C) y-Ciclodextrina. Fonte:
SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2016

Estudos revelaram que as CDs carregam a caracteristica quimica de serem
anfipaticas, sendo assim, uma mesma molécula possui afinidade por compostos
polares na sua porcao externa hidrofilica, e apolar na sua porcéo interna lipofilica.
(BAE et al., 2019). O carater anfipatico das CDs é devido a presenga de hidroxilas e
suas posicoes dentro da glicopiranose (KANCHANA et al., 2020; TIAN; HUA; LIU,
2020). Na porcéo externa as hidroxilas sofrem menos impedimento estérico e s&o
nucleofilicas, dessa forma, elas conseguem se associar facilmente a compostos
polares, enquanto que as hidroxilas internas sofre um intenso impedimento estérico,

que por sua vez, ndo consegue se associar a compostos polares (KANCHANA et al.,
2020).

a-Ciclodextrina p-ciclodextrina T-ciclodextrina
464 __ 1544 » 17,54 —
(= )y (= )y (| &= )
e | —_ e S
| 1,7-5,34 6,0-6,5 A | '-I 125834 | ] 7.0
| L : | I | |
1 o = iy | '8 =
e b, & | L~ r——— T, ke — !
L O N A DA T35 -
e — T L A
Ve 174 K v~ 262 & VR 24 —

Figura 6 - llustracdo do formato em copo da ciclodextrina. Fonte: VENTURINI et al.,
2008

As CDs possuem uma conformagdo de copo (Figura 6), e auxilia que

consigam abrigar compostos no seu interior, formando os complexos de inclusdo
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(hospede-hospedeiro) (RADU et al., 2016; ROY et al., 2020; SHERJE et al., 2017).
O Complexo de inclusdo € uma das mais importantes caracteristicas das CDs, pois é
a partir desse complexo que as ciclodextrinas conseguem ser empregada na
industria alimenticia, ambiental e principalmente farmacéutica (ROY et al., 2020).

As produgbes farmacéuticas a partir de complexos de inclusdo tornam-se
importantes, pois ha um aumento da solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade
fisico-quimica e fisiolégica dos compostos bioativos, além da facilidade de entregar
os ingredientes farmacéuticos no formato ativado ao organismo (ADEOYE et al.,
2017) A multifuncionalidade do complexo de inclusdo é desejavel, principalmente,
nos medicamentos orais, devido a capacidade de alcancar a circulagdo sistémica
com facilidade por causa de uma otimizagdo da solubilidade gastrica e
permeabilidade intestinal (ADEOYE et al., 2017; SHERJE et al., 2017).

Comumente os OE sao complexados a ciclodextrina, pois eles apresentam
alta afinidade entre si, ja que o interior da molécula de CD tem carater apolar,
facilitando a ligac&o entre eles, além disso, a complexag&o garante uma durabilidade
das propriedades medicinais presentes nos 6leos essenciais, pois evita que haja
valatilizagdo (SHERJE et al., 2017). A espécie Eugenia brejoensis teve seu OE
complexado em [B-CD para testes de citotoxicidade e teve seu efeito potencializado
(DE SANTANA et al., 2020), ja a Vanillosmopsis arborea se destacou por usar o 6leo
complexado em B-CD para atividade analgésica orofacial e também teve seu efeito
potencializado (LEITE et al., 2019). Dessa forma, é possivel compreender que a
complexacdo favorece a potencializacdo dos efeitos bioldgicos da molécula

hospede.

3.5. ALGRIZEA MINOR

O reino vegetal apresenta uma grande biodiversidade de espécie, onde ha um
vasto repertorio de moléculas bioativas. A familia Myrtaceae se destaca no cenario
brasileiro, devido a sua ampla distribuicdo nos variados biomas, abrangendo 29
géneros e cerca de 1000 espécies taxonomicamente catalogada, dos quais 4

géneros e 857 espécies sdo endémicas do territério brasileiro (Flora do Brasil 2020).
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Os géneros endémicos do Brasil proporcionam uma fonte importante de economia
para a populacao local. Taxonomicamente semelhantes, as espécies dessa familia
sdo muito parecidas havendo a necessidade de serem investigadas intimamente
para que seja possivel uma classificagcao mais precisa (Figura 7) (STADNIK et al.,
2016). Dessa forma, o uso de caracteres diagnésticos cripticos, como 0 numero de
l6culos e 6culos no ovario, numero de estames no botao floral e o tipo de testa da
semente e embrido, fatores estes que dificultam a compreensido taxonémica e a
delimitagao especifica (GERAIS; ARANTES; MONTEIRO, 2002).

Diversas espécies da familia Myrtaceae estao relacionadas com a
capacidade de promover um bem-estar frente a processos patoldgicos, sendo um
atrativo para a formulagédo de drogas fitoterapicas, como antiparasitario (DE SOUZA
et al., 2017), protecao intestinal (LU et al., 2020), antinociceptivo (DE SOUZA
SAMPAIO et al., 2020), antifungico (DOS SANTOS et al., 2018), anti-inflamatdrio
(GOLDONI et al., 2019), anti-hipertensivo (FIDELIS-DE-OLIVEIRA et al., 2020).

i . : # y o Aﬁ.“,’ -
Figura 7 - Espécies do género Myrtaceae. Fonte: STADNIK; OLIVEIRA; ROQUE, 2016
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Catalogada pela primeira vez em 2006 o género Algrizea spp. pertencente a
familia das Myrtaceae e foi identificado inicialmente na Chapada da Diamantina/BA,
no estado da Bahia, mas € possivel encontrar essa espécie nos estados que
compreendem o bioma da Caatinga, Cerrado e Mata atlantica (SOBRAL et al.,
2010). Inicialmente este novo género foi catalogado como Psidium L., porém devido
as caracteristicas anatdbmicas como flores pentameras e ovario multiovulado os
taxonomistas criaram o género Algrizea spp., e com isso foi possivel diferenciar este
género de planta dos demais dentro da familia das Myrtaceae (PROENCA et al.,
2006).

Devido a estudos mais aprofundados e avango das tecnologias moleculares,
estudos taxondmicos se tornaram mais promissores por causa da alta precisdo em
identificar novas espécies. Devido a estas técnicas, a Algrizea minor foi catalogada
pela primeira vez, ela se diferencia de outras espécies por apresentar folhas com
peciolos de 1 a 2 mm e laminas de 8-19 x 4,5-12 mm, com 6-8 veias laterais pouco
visiveis para invisivel em ambos os lados; principais eixos de inflorescéncias para 3—
15 mm; botdes florais de 2,2 a 3 mm; embrido com pontos glandulares concavos
(SOBRAL et al., 2010).

O odleo essencial da Algrizea minor foi caracterizada pela primeira vez por
OLIVEIRA DE VERAS et al. (2020) e se destacou pela alta concentragédo de [3-
Pineno, um composto monoterpenoide, de carater volatil e oleoso (BIERKANDT et
al., 2020). Este monoterpeno € encontrado em associagdo com o seu isdmero a-
Pineno, e ja foram relatados fazendo parte da composicdo do dleo essencial de
Rosmarinus officinalis (Alecrim) (PEREIRA et al., 2017), Petroselinum crispum
(Salsa) (ZHANG et al., 2006) e Achillea millefolium (Alfavaca) (FARHADI et al.,
2020). As atividades biolégicas associadas ao B-Pineno incluem efeito analgésico,
antimicrobiano, antioxidante, antidepressivo, contudo seu potencial gastroprotetor
ainda nao foi descrita. Além disso, pode ser encontrados em perfumes finos,
xampus, sabonetes e produtos de higiene, bem como em produtos ndo cosméticos

como produtos de limpeza e detergentes (JOSE et al., 2013).

3.6. INFLAMACAO GASTRICA
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A gastrite € uma doenca inflamatdria que pode inclui a Ulcera péptica gastrica
e duodenal, com alta incidéncia no mundo e afeta cerca de 5 a 10% da populagéo
geral, a sua presencga acarreta a uma alta morbidade e mortalidade. A gastrite, além
de causar dificuldades na vida social devido aos episédios dolorosos, ela pode estar
associada a complicagdes graves e potencialmente fatais, como sangramento e / ou

perfuragdo, que podem exigir cirurgia (CARLOTTO et al., 2019).

As ulceras se desenvolvem quando ha um desequilibrio entre os fatores de
protecao e os agentes agressivos. Os fatores protetores contam com a presenga de
bicarbonato, camada de muco, fluxo sanguineo da mucosa, presenca de
prostagladinas, sistema antioxidante, compostos sulfidrilicos , éxido
nitrico e proliferagdo celular, j4 os fatores agressivos sao estabelecidos como a
infeccao por Helicobacter pylori, presenga de acido cloridrico em excesso, pepsinas,
acidos biliares, uso continuo de anti-inflamatorios n&o esteroidais (AINEs), processo
de isquemia e hipoxia, assim como o habito do tabagismo e alcoolismo. Esse
desequilibrio ocorre na superficie luminal das células epitelial estomacal (PEREIRA
BARBOSA et al., 2019) (Figura 8).

NORMAL LESAC ULCERA

Infecgao por H. pylori
de lesionamento: AINEs

Acidez gastrica Acido acetilsalicilico
~—_Enzimas pépticas _— Cigarros

T e Alcool
— Hiperacidez géstrica
Refluxo
—~__ duodenal-gastrico__—

‘ Forcas

Muco
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Figura 8 - llustragdo de um processo de lesédo gastrica. (A) Tecido estomacal sadio devido
ao equilibrio entre os agentes agressores e os de defesa; (B) Inicio do processo de dano ao
tecido gastrico pelo desequilibrio; (C) Lesado gastrica inflamatéria ja estabelecida. Fonte:
ABUL K. ABBAS, 2015
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Dentre os mecanismos mais importantes de dano gastrico ha a inibigdo de
ciclooxigenases-1 (COX-1), causado principalmente pelos AINES e estresse, onde a
auséncia da COX-1 vai inibir a sintese de prostagladinas, que por sua vez teria a
funcdo de estimular a liberagdo de bicarbonato, favorecer o fluxo sanguineo local,
inibir a adesdo e ativagao de neutrofilos e aumentar a resisténcia das células
epiteliais contra potenciais danos por citotoxinas (MARTINS et al., 2014; SOMENSI
et al., 2017). Além disso, pode haver um aumento na expressao de citocinas pro-
inflamatarias, interleucina-1 beta (IL-1p), IL-8, e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a), que vao afetar diretamente a secrecédo de muco, assim como a concentragédo de
HCOs- , bem como vai afetar a secregao acida, por atuarem em células capazes de
aumentarem a secregédo acida (ARUNACHALAM et al., 2019; DE LACERDA NETO
et al., 2017).

O tratamento inclui uma reducdo na eliminagdo do sulco gastrico e
fortalecimento das barreiras protetoras. Os medicamentos mais utilizados incluem os
antiacidos, inibidores da bomba de prétons e antagonistas do receptor a da
histamina Hz (MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009). O uso de antibidticos
também & comum quando o objetivo é interromper a infec¢ao por H. pylori. Contudo,
sao relatados que esses medicamentos apresentam diversos efeitos colaterais
indesejaveis, como trombocitopenia, nefrite intersticial aguda, nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade, anafilaxia, ginecomastia e impoténcia. Além disso, alguns deles
sdo caros, que restringe seu uso por populagdes que ndo podem arcar com 0s
custos do tratamento (COELHO et al., 2020; SANTIN et al., 2010).

Os OE se destacam por ser uma alternativa terapéutica menos agressiva, e
por sua vez tem se mostrado um potente agente de protegdo gastrica, e isso pode
envolver a producao de compostos benéficos e/ou pode envolver a inibicdo os
mecanismos danos ao tecido gastrico. O OE da Vanillosmopsis arborea apresenta
uma potente atividade gastroprotetora, envolvendo os mecanismos opidide, ativagao
do canal K *atp e oxido nitrico (DE O. LEITE et al, 2009). Além desse, o
Cymbopogon citratus também atua como gastroprotetor, porém pela via dos
receptores a 2 (FERNANDES et al., 2012). A Croton rhamnifolioides por sua vez,
além de agir através da modulagédo de receptores opioides e Oxido nitrico, também
atua favorecendo a liberagdo de muco e de bicarbonato, garantindo uma protecéo
aos danos gastricos (VIDAL et al., 2017).



36

Tendo em vista que as ulceragbes gastricas acarretam em uma lesao
inflamatdria, € passivel de conhecimento, primeiramente, que a inflamacdo € um
processo fisioldgico que ocorre em um tecido vivo e vascularizado em resposta a um
estimulo prejudicial, como infec¢des, desejos autoimunes, trauma ou presenca de
toxinas (TAVARES et al., 2020). Durante o processo inflamatério, a area afetada
apresenta sinais classicos, chamados de sinais cardinais de inflamacao, que sao:
dor, formacdo de edema, rubor, calor e perda de funcdo. Esses sinais sao
decorrentes de diversos processos vasculares e celulares mediados por diversos

produtos quimicos que modulam o processo inflamatério (MEDZHITOV, 2010).

O inicio da inflamagédo € dado quando os macrofagos e células dendriticas
(células apresentadoras de antigenos) reconhecem os agentes estranhos ao
organismo a partir dos antigenos. Estes, por sua vez, se ligam a receptores
presentes nas células dendriticas, € uma vez que esses receptores reconhecem os
antigenos, o fator nuclear kB (NF-kB) proprio da célula é ativado e ira migrar para o
ndcleo e ativar varios genes responsaveis pela resposta inflamatéria (GONZALEZ-
RAMOS; DEFRERE; DEVOTO, 2012; MITCHELL; CARMODY, 2018; NEWTON;
DIXIT, 2012).

Uma vez que o processo de inflamatorio do inicio, as células apresentadoras
de antigeno irdo liberar moléculas como TNF-a e as IL-1, IL-6, essas citocinas ir&o
posteriormente induzir o aumento de permeabilidade vascular devido ao vazamento
de liquido exsudado. Esse exsudato é rico em componentes de quatro cascatas
metabdlicas: coagulagdo, fibrinolitica, sistema complemento e sistema cinético
(MEDZHITOV, 2008; TAVARES et al.,, 2020). Além disso, o TNF-a e a IL-1
promovem a expressdo de moléculas de adesao celular nas células endoteliais
presentes nos capilares, que sao responsaveis por promover a migracdo de

neutrofilos para a area lesada (KUBALA et al., 2010).

A bradicinina é um dos produtos finais da cascata inflamatéria e é
responsavel por aumentar a permeabilidade vascular, estimulando o 6xido nitrico e
0s eicosanoides, que por sua vez, sao responsaveis por ativar uma segunda via anti-
inflamatdria, que por ndo possuir precursores formados intracelularmente, apresenta
uma resposta tardia (MUSCELLA et al., 2020; RICCIARDOLO et al., 2018). Os
eicosanoides sado produzidos a partir do seu precursor, o acido araquiddnico, que é
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um fosfolipidio presente nas membranas celulares na sua forma estereificada, e uma
vez que o sistema inflamatério € ativado a enzima fosfolipase A2 induz a sua
sintese. Apds ser ativado, o acido araquidénico produz varios produtos eicosandides
com as prostagladinas PGD2, PGE2, PGI2 a partir da agdo enzimatica das
cicloxigenases 1 e 2 ( COX-1 e COX-2), e os leucotrienos LTB4, LTC4, LTD4, LTEA4,
oriundos da acédo enzimatica da 5-lipoxigenase (5-LOX) (MUSCELLA et al., 2020;
RICCIARDOLO et al., 2018).

Ainda nessa perspectiva, € importante destacar a presenca de estimulos
dolorosos no processo inflamatério da gastrite, ja que a dor € um dos sintomas da
inflamacéo, e é ela a responsavel pela reducdo da qualidade de vida de quem
convive com as Uulceras pépticas estomacais (YARUSHKINA; BOGDANOV;
FILARETOVA, 2006). A dor pode ser caracterizada em 3 tipos, a dor nociceptivas,
neuropaticas ou mistas, com base na sua fisiopatologia, contudo a dor nociceptiva
se subdivide em duas, a dor somatica (superficial) e / ou visceral (interno). A dor
nociceptiva ocorre através de estimulos nocivos como o estimulo mecanico, o
quimico e o térmico, onde estes irdo ativar os canais nociceptores e transmitir essa

percepcgao ao sistema nervoso central (DAS, 2015; LEPPERT et al., 2016).

De inicio ocorre a transducgao que é responsavel pelo sinal inicial da dor, ele é
responsavel por identificar substancias sensibilizadoras de nociceptores, como
bradicininas, histaminas, prostaglandinas, serotoninas e a substancia P, que sao
liberadas pelas células lesadas, essas substancias vao estimular a excitacao elétrica
dos neurdnios a partir de um potencial de agdo (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Em
seguida ocorre a transmissdo, onde esse estimulo precisa ser propagado pelas
fibras nervosas até que essa informagdo dolorosa chegue ao sistema nervoso
central, para que ele responda adequadamente a injuria, as principais fibras
envolvidas nesse processo sao as fibras A delta e C, as fibras A delta sao fibras de
conducéo rapida e responsaveis pela dor aguda imediata, enquanto as fibras C s&o
pequenas e responsaveis por transmitir a dor constante e macante desempenham

um papel importante no processo de transmissao (DAS, 2015).

Na sequéncia ocorre a percepcao, que € uma interpretacdo dos estimulos
mandados pelas células afetadas, onde o cérebro traduz os sinais eletroquimicos

enviados via neurdnios e emite uma resposta. Por fim, ha uma modulagdo dos
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estimulos, assim é possivel amenizar a percepc¢ao dolorosa por causa da liberagao
de serotonina (5HT), opidides enddégenos (por exemplo, encefalinas, endorfinas) e
norepinefrina pela medula espinhal, contudo é importante destacar que isso s6 é
possivel se o estimulo for pequeno, porém se for uma injuria celular de grandes
propor¢cdes € indicada a administracdo de produtos exdgenos que diminua a
sensagao de dor (RODRIGUEZ, 2015; RUSSO; SUNDARAMURTHI, 2019).

A dor neuropatica, que pode ser aguda ou crbnica, consiste, inicialmente, por
lesdes do sistema nervoso ou disfungdes do sistema nervoso as vezes sustentado
por varios mecanismos, onde as fibras nervosas danificadas comegcam a falhar e
enviar os sinais errados de dor para varios centros de percepgdo (AUSTIN;
MOALEM-TAYLOR, 2010). E sabido que a partir da ativacéo glial, ha liberacéo de
citocinas pro-inflamatérias e ativagao diferencial dos receptores de dor. Dessa
forma, vai haver liberacédo de IL-1B e o TNF-q, pelos astrocitos e microglia, isso vai
desencadear o aumento da transmisséo glutamatérgica e desinibindo interneurénios
GABAérgicos na medula espinhal, que por sua vez, vai aumentar a transmissao
sinaptica espinhal causando sensibilizagdo a dor neuropatica (SILVA et al., 2015).
Principais exemplos de dor neuropatica incluem dor relacionada ao herpes (herpes
zoster agudo), dor nas costas, acidente vascular cerebral, esclerose multipla, certos
tipos de dores de cabeca, entre outros (AUSTIN; MOALEM-TAYLOR, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. MATERIAL BOTANICO

Folhas de A. minor foram coletadas na cidade de Brejo da Madre de Deus,
coordenadas (8 ° 12'27.0 "S 36 ° 23'43.8" W), no estado de Pernambuco, Brasil, em
marco de 2019 pela equipe de pesquisadores da Universidade Federal de
Pernambuco - UFPE. A area de coleta esta sob o dominio da Caatinga. O material
utilizado neste trabalho foi depositado no Herbario Professor Vasconcelos Sobrinho
(PEUFR), com numero de registro PEUFR35193.

4.2. EXTRACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas A. minor passaram por separagdo mecanica, retirando as que
apresentavam marcas de pragas ou microrganismos, em seguida, foram submetidas

a lavagem e trituragdo em moinho de facas.

O processo de extragao do 6leo essencial foi realizado por arraste a vapor de
agua aquecida por 5 horas, utilizando-se 300 g do material triturado, sendo
adicionado ao baldo de hidrodestilagdo com agua na propor¢ao de 1:10 (m/v). O
oleo essencial foi obtido através da sua condensagao juntamente com o vapor de
agua no condensador. O excesso de agua foi retirado pela passagem do 6leo

essencial através de um filtro contendo agente secante (Na2S04)

4.3. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O d6leo essencial da A. minor (OEAm) foi analisado em Cromatografia
Gasosa Agilent Technologies (Palo Alto, CA, EUA) série 5975C acoplada a
espectrometria de massas CG / EM, com sistema de detec¢do de quadrupolo

equipado com coluna apolar DB-5 9Agilent J & W, 60 m x 0,25 mm x 0,25 pm.
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Aliquotas 1 uL de split 1:50 do 6leo essencial com concentragdes variando
de 2000 a 3000 ppm, foram injetadas na cromatografia gasosa.
Subsequentemente, 1 pL de separacdo (1:50) da mistura de padrées de
hidrocarbonetos: C9-C30 foi injetado. A mistura de dleos essenciais e a mistura
de padrdes de hidrocarbonetos, 1 pL (0,2 yL de alcanos e 0,8 pL do 6leo) foram
entdo injetados sob o0 modo sem espumas. A temperatura do CG foi mantida a
60 °C durante 3 min, depois aumentando de 2,5 °C min-1 para 240 °C e mantida
durante 10 min a esta temperatura. O fluxo de hélio foi mantido a uma presséo
constante de 100 kPa. A interface MS foi estabelecida em 200 °C e o injetor a
250 °C e os espectros de massa registrados a 70 eV (no modo El) com uma
taxa de varredura de 0,5 varreduras de m / z 20-350. A partir da analise dos
tempos de retengdo dos compostos presentes na amostra de 6leo essencial, dos
padroes de hidrocarbonetos e da combinacao do 6leo essencial com a mistura

padrdo, calculou-se o indice de Retencdo para cada componente do dleo.

Os compostos foram identificados comparando seus espectros de massa
MassFinder 4, NISTO8 e Wiley Registry TM 9th Edition, integrados ao software
Agilent MSD Productivity ChemStation (Agilent Technologies, Palo Alto, EUA) e
Retention Index aos de padrbes auténticos disponiveis no Adams As amostras
de 6leo foram quantificadas em cromatografia gasosa com detector de ionizagao
de chama (GC-DIC), sob as mesmas condi¢cdes de CG-EM, em triplicata para
calculo do desvio padrao da porcentagem de area de pico de cada composto no

cromatograma para determinar a proporgdo dos compostos no 6leo.

4.4. PREPARAGAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO

A preparacgao do complexo de inclusao do 6leo essencial de A. minor em 3-
ciclodextrina (3-CD/OEAm) foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
MARRETO et al. (2008) e COIMBRA et al. (2019), onde foi utilizado dleo
essencial:B-ciclodextrina (1:1) (m/m). Os componentes foram pesados de acordo
com sua massa molar, e no caso do 6leo que apresenta uma mistura de compostos
utilizou-se da massa molar do majoritario, que no caso foi o B-Pineno.
Imediatamente apdés a pesagem, os compostos foram adicionados a um agitador

magnético juntamente com uma solugdo de agua e etanol (1:3) (v/v) em quantidade
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suficiente para formar uma pasta. A mistura foi deixada em agitador magnético por
24 horas, intermitentes. As amostras foram congeladas a uma temperatura de -4 °C
e posteriormente liofilizadas a -50 °C e 1,09 Pa, até que toda a agua fosse retirada.
Ap0bs o procedimento o produto liofilizado foi mantido em temperatura ambiente.

Além disso, para destacar que o processo de inclusdo necessita de
técnicas especificas, foi preparada uma Mistura Fisica (MF), que consistiu em
juntar em um almofariz o 6leo essencial e a B-ciclodextrina na propor¢éo 1:1
(m/m) de acordo com suas massas molares, os quais foram misturados
manualmente. Em seguida, a MF foi armazenada em recipiente de vidro e mantida

em dessecador.

4.5. CARACTERIZAGAO DO COMPLEXADO

4.5.1. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR) do d6leo essencial de A. minor, da mistura fisica e o complexo de
inclusdo (B-CD/OEAm) foram coletados usando um espectrofotémetro Nicolet 550-I
FT-IR (Nicolet, EUA) com 32 varreduras e resolugdo de 4cm' no departamento de
quimica - UFPE. As amostras Liofilizadas (MF e B-CD/OEAm) foram envolvidas em
pd de brometo de potassio (Kbr) em uma proporgdo de massa 1:100. Logo apés,
foram esmagados e prensados em discos com 8mm de didmetro. Uma gota da
amostra liquida (OEAm) foi uniformemente espalhada em um disco laminado com
brometo de potassio (Kbr), e posteriormente prensados. Os espectros de FT-IR
foram analisados pelo software (OMNIC 5.2) (Gomes, et al., 2014; Wang et
al., 2011).

4.5.2. Analises Térmicas

Foram realizadas as analises de Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)
e Termogravimetria (TG). Ambas utilizaram um analisador térmico simultédneo
(NETZSCH STA 449 F3 Jupiter), onde 2mg da amostra foram adicionados a uma
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cuba de aluminio e posteriormente submetidos a uma faixa de temperatura (40° a
400°C) em atmosfera dindmica de nitrogénio (50mL/mim) e aquecimento de 10 °C

por minuto (Van Hees et al., 2002).

4.6. MODELO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 220 camundongos Swiss albino machos ou fémeas, a
depender do teste, com 10-12 semanas de idade, pesando entre 30 a 35g,
provenientes do biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA) da UFPE. Os animais foram mantidos no biotério de experimentacéo
animal do Departamento de Bioquimica da UFPE, em temperatura (22 £ 2 °C) e
luminosidade controladas (12 h de claro e 12 h de escuro), com agua e ragao ad
libitum. Apds uma semana de adaptagao os animais foram divididos ao acaso de
acordo com as avaliagbes a serem realizadas em seus respectivos grupos. O
presente trabalho foi submetido ao comité de ética da Universidade Federal de
Pernambuco com processo de numero 0053/2020

4.7.  ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA POR ACIDO ACETICO (0,8%)

A avaliagao da atividade antinociceptiva foi realizada de acordo com o método
de dor abdominal (Radulovi¢c et al., 2015). A nocicepgdo foi induzida pela
administracdo de acido acético a 0,8% pela via intraperitoneal (i.p.). Como
tratamento, foram administrados por via oral (v.0) Veiculo (solu¢do salina 0,9%),
indometacina (20 mg / kg), OEAm (50, 100 e 200 mg / kg), B-CD/OEAm (50, 100 e
200 mg / kg) e B-CD vazia, 60 minutos antes da injecdo de acido acético. Apos
administracdo do acido acético, o numero de contor¢gdes abdominais foi registrado

entre o tempo entre 5-15 minutos.

4.8. NOCICEPGCAO INDUZIDA POR FORMALINA E MECANISMO DE AGCAO
ENVOLVIDO

Nesse modelo, foi utilizado um protocolo experimental semelhante ao descrito

por Oliveira de Veras et al., (2020) . A atividade nociceptiva também foi realizada por
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inducdo de dor por administragdo intraplantar (i.pl.) de formalina a 2,5%. Como
tratamento foi administrado Veiculo (solugdo salina), morfina (10 mg / kg),
indometacina (20 mg / kg), OEAm (50, 100 e 200 mg / kg) e 3-CD/OEAm (50, 100 e
200 mg / kg) e B-CD vazia foram administrados por via oral (v.0), 1 hora antes da
injecao de formalina. Observou-se que 0s animais expressavam a dor pela agao de
lamber a pata que receberam o agente quimico, assim a nocicepgao foi considerada
com base no tempo em segundos que o camundongo lambia a pata por 0 a 5
minutos (fase neurogénica) e 15 a 30 minutos (fase inflamatoria).

Com o objetivo ainda de avaliar por qual via a agado nociceptiva ocorreu, foi
administrado naloxona (5 mg / kg, v.0) que atua como um antagonista opioide néo
seletivo. Os testes deram-se através da administragdo isolada da nolaxona, assim
como ele associado a morfina, ao 6leo livre e ao complexado. Apés 30 minutos, os
animais foram submetidos ao teste de formalina (como descrito) e o tempo de

lamber registrado e computado para analise (Tjglsen et al., 1992).

4.9. ATIVIDADE GASTROPROTETORA

O experimento foi realizado de acordo com o método descrito Robert et al.
(1979) com modificagbes. Resumidamente, camundongos fémeas em jejum por 24 h
com acesso livre a agua antes do experimento, foram distribuidos aleatoriamente em
oito grupos, sendo: controle negativo (solugdo salina, 0,9%), controle positivo
(carbenoxolona, 100 mg / kg; v.o.), OEAm (50, 100 e 200 mg/kg; v.0.), B-CD/OEAmM
(50, 100 e 200 mg/kg; v.o.) e B-CD sozinha. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com 1 mL / 150 g de animal com etanol absoluto via
oral, para indugédo das lesdes gastricas. Uma hora apos a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram sacrificados. Os estdbmagos foram removidos, lavados com
tampao PBS gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior curvatura, pressionados
entre as placas de vidro, para melhor visualizagdo e fotografados para analise das
lesbes. As extensbes das lesdes foram medidas em mm? e foi expressa em
porcentagem (%) de ulceragdo em relagao a area total do corpus usando o software

ImagedJ (Versao 1.45). Em seguida, uma parte dos estdbmagos passou por fixagao
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em formol para avaliacdo histopatoldgica, e outra parte por maceragdo para

dosagem de citocinas.

4.10. VIAS DE ACAO DA GASTROPROTECAO
4.10.1. Receptores opidides

A avaliagdo da participagcao de receptores opidides na gastroprotegao foi
realizada de acordo com Cho et al. (2003) utilizando trés grupos experimentais,
sendo tratados com 2 mg/kg, i.p. naloxona (antagonista dos receptores opidides), 30
minutos antes da administragdo do OEAm ou B-CD/OEAm 200 mg/kg; v.0. ou
solugao salina 0,9%. Uma hora depois, todos os camundongos foram tratados com 1
mL / 150 g de animal com etanol absoluto via oral, para indugdo das lesbes
gastricas. Uma hora apds a aplicagao do etanol, os camundongos foram sacrificados
por deslocamento cervical. Os estdbmagos foram removidos, lavados com tampao
PBS gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior curvatura, pressionados entre as
placas de vidro, para melhor visualizagao e fotografados para analise das lesdes. As
extensbes das lesdes foram medidas em mm? e foi expressa em porcentagem (%)
de ulceragdo em relagédo a area total do corpus usando o software ImageJ (Verséo
1.45).

4.10.2. Canais K + dependentes de ATP (K + - ATP)

A avaliagao foi realizada de acordo com Rahgozar et al. (2001). Trés grupos
de animais foram tratados com 10 mg / kg, i.p. glibenclamida (bloqueador seletivo
dos canais de potassio) 30 minutos antes da administragdo do OEAm ou [3-
CD/OEAmM 200 mg/kg; v.o. ou solugéo salina 0,9%. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com 1 mL / 150 g de animal com etanol absoluto via
oral, para indugédo das lesdes gastricas. Uma hora apos a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os estdbmagos foram
removidos, lavados com tampéao PBS gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior
curvatura, pressionados entre as placas de vidro, para melhor visualizacao e

fotografados para andlise das lesbes. As extensbes das lesdes foram medidas em
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mm 2 e foi expressa em porcentagem (%) de ulceragdo em relagéo a area total do

corpus usando o software Imaged (Versao 1.45).

4.10.3. Oxido nitrico (NO)

A avaliacao foi realizada de acordo com protocolo descrito por Matsuda e
Yoshikawa et al. (1999). Resumidamente, os animais foram tratados com 10 mg / kg,
i.p. de éster metilico de L-NG-nitro arginina (L-NAME) (inibidor inespecifico da
enzima NO sintetase) 30 minutos antes da administracdo do Acido OEAm ou B-
CD/OEAm 200 mg/kg; v.o. ou solugéo salina 0,9%. Uma hora depois, todos os
camundongos foram tratados com 1 mL / 150 g de animal com etanol absoluto via
oral, para indugédo das lesdes gastricas. Uma hora apos a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os estdbmagos foram
removidos, lavados com tampéao PBS gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior
curvatura, pressionados entre as placas de vidro, para melhor visualizacdo e
fotografados para analise das lesdes. As extensdes das lesdes foram medidas em
mm 2 e foi expressa em porcentagem (%) de ulceragdo em relagéo a area total do

corpus usando o software Imaged (Versao 1.45).

4.10.4. Compostos sulfidrilicos (-SH)

A participagdo dos compostos sulfidril associados ao efeito gastroprotetor foi
realizado de acordo com Matsuda e Yoshikawa et al. (1999). O composto N-
etilmaleimida (NEM) 10 mg / kg, i.p. (bloqueador de compostos sulfidril) foram
administrado em trés grupos de animais 30 minutos antes da administragdo do
OEAm ou B-CD/OEAm 200 mg/kg; v.o0 ou solugao salina 0,9%. Uma hora depois,
todos os camundongos foram tratados com 1 mL / 150 g de animal com etanol
absoluto via oral, para indugao das lesdes gastricas. Uma hora apés a aplicagao do
etanol, os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
estdmagos foram removidos, lavados com tampéao PBS gelado (pH = 7,4) e abertos

ao longo da maior curvatura, pressionados entre as placas de vidro, para melhor
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visualizagao e fotografados para analise das lesdes. As extensdes das lesdes foram
medidas em mm 2 e foi expressa em porcentagem (%) de ulceragdo em relagao a

area total do corpus usando o software ImagedJ (Versao 1.45).

4.10.5. Sintese de PGE2

A avaliagdo foram realizada de acordo com Peskar, Ehrlich e Peskar (2002).
Resumidamente, os animais (3 grupos) foram tratados sendo tratados com 10 mg /
kg, i.p. indometacina (inibidor anti-inflamatério ndo esterdide da sintese PGE2) 30
minutos antes da administragdo do OEAm ou (B-CD/OEAm 200 mg/kg; v.0 ou
solugao salina 0,9%. Uma hora depois, todos os camundongos foram tratados com 1
mL /150 g de animal com etanol absoluto via oral, para indu¢do das lesdes gastricas.
Uma hora apdés a aplicagdo do etanol, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical. Os estdbmagos foram removidos, lavados com tamp&o PBS
gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior curvatura, pressionados entre as
placas de vidro, para melhor visualizagao e fotografados para analise das lesdes. As
extensdes das lesdes foram medidas em mm 2 e foi expressa em porcentagem (%)
de ulceragcdo em relagao a area total do corpus usando o software ImagedJ (Verséo
1.45).

4.11. TESTE DE BARREIRA FiSICA

O teste de barreira fisica foi adaptado de DE LACERDA NETO et al., (2017).
Os animais foram tratados com solugéo salina (0,9% v.o.), OEAm (200 mg/kg; v.o. e
i.p) e B-CD/OEAm (200 mg/kg; v.o. e i.p). Uma hora depois, todos os camundongos
foram tratados com 1 mL / 150 g de animal com etanol absoluto via oral, para
indugcdo das lesdes gastricas. Uma hora apds a aplicagdo do etanol, os
camundongos foram sacrificados. Os estdbmagos foram removidos, lavados com
tampao PBS gelado (pH = 7,4) e abertos ao longo da maior curvatura, pressionados
entre as placas de vidro, para melhor visualizagdo e fotografados para analise das
lesdes. As extensbes das lesbes foram medidas em mm2 e foi expressa em
porcentagem (%) de ulceragdo em relagao a area total do corpus usando o software

ImageJ (Verséo 1.45).
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4.12. DOSAGEM DE CITOCINAS

As amostras de tecido gastrico expostas ao etanol absoluto foram coletadas e
homogeneizadas em solugdo salina tamponada com fosfato gelado (pH 7,4). As
amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 20.000 x g por 20 min em uma
centrifuga refrigerada a 4 ° C. Os sobrenadantes foram coletados e congelados a -
80 ° C até o ensaio, de acordo com as metodologias adaptadas de Salaga et al.
(2017) e DE VERAS; DA SILVA; CABRAL RIBEIRO, (2021). Os niveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF- a) e interleucinas 1 (IL-18) foram mensurados utilizando
o Kit ELISA, Alta Sensibilidade em ELISA, Thermo Fisher (Waltham, EUA) de acordo

com as instrugdes do fabricante, sendo os resultados expressos em pg / g de tecido.

4.13. DETERMINACAO DE PARAMETROS OXIDATIVOS

Amostras de tecido estomacal expostas ao etanol foram coletadas e
homogeneizadas em tampao fosfato 200 mM (pH 6,5). O homogenato obtido foi
utilizado para determinar os niveis reduzidos de glutationa (GSH) e malondialdeido

(MDA). Todos os ensaios foram realizados segundo Zhou et al. (2020).

4.14. AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Apods a dissecagao do camundongo retirou-se o estbmago que foi seccionado
na porgao maior, fixados em formalina tamponada (solugdo de formol a 10%)
durante 24 horas. Em seguida, passaram pela desidratagcdo com séries crescentes
de alcool (70% - 100%), diafanizagdo em xilol, impregnacéo e inclusdo em parafina.
As inclusées emblocadas, foram seccionadas (3um de espessura) em micrétomo e
submetidas a coloragdo hematoxilina-eosina e observadas sob microscépio éptico
para processamento histopatologico (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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4.15. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados dos experimentos in vivo foram expressos em meédia + desvio
padrao e analisados em software GraphPad Prism, USA. Os dados foram analisados
por ANOVA bidirecional seguido por Teste de Tuckey e Bonferroni.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. OBTENGAO DO OLEO ESSENCIAL E RENDIMENTO

O odleo essencial obtido por hidrodestilacdo (HD) das folhas de A. minor
obteve um rendimento de 0,57% (p / p), um bom rendimento fazendo uma analise
comparativa com a extragao de 6leos de outras espécies da familia Myrtaceae como
a Myrcia eximia DC. que obteve um rendimento de 0,36% (FERREIRA et al., 2020) e
a especie Campomanesia adamantium, que conseguiu um rendimento de 0,34%
(ALVES et al., 2020), ambos pelo processo de HD. A identificacdo dos constituintes
quimicos do OEAm foi realizada a partir da inje¢do do material no GC-EM e GC-DIC
e foi feita uma analise comparativa dos indices de retencdo e dos espectros de
massas obtidos com os descritos no banco de dados.

5.2. COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

O dleo obteve 95,9% dos seus constituintes quimicos identificados, sendo
obtida a identidade de 15 compostos, pertencente a classe dos monoterpenos
(75,5%) e sesquiterpenos (19,39). Os principais constituintes presentes no 6éleo
essencial de A. minor foram B-Pineno (66,99 + 0,03%), a-Pineno (6,57 + 0,26%),
Biciclogermacreno (6,26 + 0,42%), Germacreno D (5,97 + 0,19%), (E)-Cariofileno
(3,76 £ 0,31%) e a-Humuleno (1,42 £ 0,01%) (Tabela 1).

EOAm
No. Compostos RI Cal | RI Lit
(%) S.D.
1 (E)-cariofileno 1417 | 1417 | 3.76 0.31
2 Aromadendrene 1439 1439 | 0.99 0.04
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3 o-Humuleno 1452 | 1452 | 142 0.01
4 Allo-aromadendrene | 1458 1458 | 1.31 0.03
5 Germacrene-D 1480 | 1480 | 5.97 0.19
6 Biciclogermacrene | 1500 | 1500 | 6.26 0.42
7 0-Cadinene 1522 | 1522 | 0.21 0.06
8 Spathulenol 1577 | 1577 | 0.13 0.06
9 a-Thujene 929 924 | 0.39 0.02
10 a-Pineno 936 932 | 6.57 0.26
11 B-Pineno 977 974 | 66.99 0.03
12 Mirceno 993 988 | 0.44 0.05
13 Limoneno 1030 | 1024 | 1.11 0.03
14 Terpinen-4-ol 1179 | 1178 | 0.01 0.00
15 Guaiol 1600 | 1600 | 0.34 0.03
TOTAL (%) 95.9
Monoterpenos de hidrocarbonetos (MH) 75.50
Monoterpenos oxigenados (MO) 0.01
Sesquiterpenos de hidrocarbonetos (SH) 19.39
Sesquiterpenos oxigenados (SO) 0.34
TOTAL (%) 95.9

Tabela 1: Constituintes quimicos (%) identificados no 6leo essencial das folhas de
Algrizea minor.: Rlcal = indice de retengdo experimental; *RIlit = Indice de retencéo
descrito na literatura (ADAMS, 2007).

O B-Pineno e o a-Pineno foram os compostos majoritarios na mistura
terpendide do OEAm, compostos isdmeros estruturais que tém dois enantidmeros
(+) e (-) e fazem parte da classe dos monoterpenos, sdo encontrados em
abundancia em arvores coniferas, em especial os pinheiros (SALEHI et al., 2019).
Os pinenos apresentaram em trabalhos anteriores atividade bioldgica antidepressiva
(AKUTSU et al., 2003), mostrando interagdo com a via serotonérgica por meio de
receptores 5-HT1A pos-sinapticos, sistema adrenérgico através do receptor beta
(FELIPE et al., 2019) e sistemas dopaminérgicos por meio dos receptores D1
(GUZMAN-GUTIERREZ et al., 2015; ZAMYAD et al., 2019). Além disso, os
monoterpenoides apresentaram atividades antiproliferativas potentes contra

linhagens de células cancerosas humanas (cancer de colon, carcinoma cervical
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humano, hepatocarcinoma humano, melanoma, carcinoma de pulmao) (MATSUO et
al., 2011; Z. et al., 2015; WANG et al., 2019), anticoagulantes (KISELEV et al., 2017;
YANG et al., 2011), antimalaricos (BHARATE et al., 2008) e antibacteriano para
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Candida spp. (LIAO et al.,, 2016), anti-inflamatdrio
inibindo a via NF-kB, a expressao de COX, e das citocinas proé-inflamatérias (IL-1, IL-
2, IL-6, TNF- a) (KIM et al., 2015; LI et al., 2016; RUFINO et al., 2014),
gastroprotetor (BAE et al., 2012; MATTHEWS JUCA et al, 2011), inclusive
combatendo infecgdo por H. pylori que esta relacionada a maior intensificacdo da
lesdo gastrica (MEMARIANI et al., 2017), anti-espasmético (RIYAZI et al., 2007) e
antinociceptivo (LIAPI et al., 2007).

Como composto majoritario em espécies como Baccharis coridifolia DC, o
Biciclogermacreno exerceu atividade antibacteriana contra cepas multirresistentes
de P. aeruginosa e S. aureus (FREITAS et al., 2020), Eplingiella fruticosa atuou
como um potente analgésico, podendo controlar a dor causada pela fibromialgia,
reduzindo a expressao da proteina Fos (anticorpo policlonal), responsavel por ativar
a dor central em regides do SNC relacionadas ao controle da dor, combinadas com
parametros comportamentais e moleculares (JOHN DE OLIVEIRA MELO et al.,
2020), a Verbesina macrophylla se destacou por apresentar atividade anti-
inflamatdria reduzindo as citocinas TNF-a e IL-1B, e proporcionou uma reducéo a
atividade pirética como um do mecanismo da atuagéo da inflamagao (DE VERAS et
al., 2021). Contudo, n&o existem comprovagdes da atuagdo do Biciclogermacreno de
forma isolada, sendo assim, sugere-se que este terpeno atua em sinergia com o
cariofileno, pois, a sua presenga como constituinte dos O6leos essenciais esta

relacionado a presenga dos isdmeros do cariofileno (ASCARI et al., 2019).

Atuando como precursor sesquiterpenoide de [-copaene, espécies de
cadinene e muurolene, o Germacreno D é um elemento presente na composi¢cao de
varias espécies vegetais de forma direta e indiretamente (YOSHIHARA; HIROSE,
1978). Além disso, a sua atividade bioldgica esta presente frente a atuagao contra
espécies bacterianas responsaveis pela carie dentaria (SANTOS et al., 2016), ainda
mais, é possivel verificar atividade do germacreno D contra reativos de oxigénio
combatendo o estresse oxidativo e promovendo uma atividade anti-inflamatéria por

inibir a acado da via da proteina quinase C, que resulta na supressido da elevacao



51

das prostaglandinas e leucotrienos através da via do acido araquidénico (ASCARI et
al., 2019).

Presente na composicdo de oleos essenciais, o cariofileno € amplamente
distribuido nas espécies vegetais, inclusive & encontrado em alimentos vegetais
como orégano, canela, pimenta e cravo (SHARMA et al., 2016). O sesquiterpeno foi
estudado quanto sua atividade antidepressiva, e foi evidenciada sua potente
atividade, principalmente por reduzir a resposta inflamatéria pela inibicdo da COX-2,
causando aumento da expressado do receptor canabindéide CB2 no hipocampo, um
neurotransmissor lipidico endocanabindide que regula as respostas cognitivas e

emocionais relacionadas ao estresse e ansiedade (HWANG et al., 2020).

Além disso, o sesquiterpeno apresentou um efeito cardioprotetor devido a
inibicdo do estresse oxidativo mediado por radicais livres, danos ao DNA, apoptose
e liberacdo conduzida por NF-kB, ainda mais houve ativacdo de citocinas pro-
inflamatorias, bem como a regulagdo negativa de mediadores inflamatorios (AL-
TAEE et al.,, 2019). Segundo (NARARAK et al., 2020), o B-cariofileno conseguiu
inibir a proliferacdo de mosquitos uteis na transmissdo de arbodoengas como a
dengue e malaria, sendo util no efeito repelente. Além do mais, foi descoberto
recentemente que o terpeno € capaz de regular positivamente a produgdo e
liberacdo de testosterona em mulheres durante o periodo fértil a partir de uma
estimulacao olfatéria, sendo considerado como um estimulante sexual natural
(TARUMI; SHINOHARA, 2020).

O a-Humuleno é o componente principal do anti-inflamatério tépico Acheflan®,
que tem como matéria prima o 6leo essencial da Cordia verbenacea (Boraginaceae),
e ja produzido e comerciado por famosas industrias farmacéuticas. Além disso, ha
um estudo realizado por (NGUYEN et al., 2017) que associa o humuleno com o
aumento da protecdo hepatica a partir da inibicio das atividades
dos citocromos P4503A (CYP3A), responsavel pela metabolizagdo de cerca de 50%
dos farmacos ingeridos. O (BENELLI et al., 2018) relata um potencial inseticida pela
atividade ovicida e larvicida da Helicoverpa armigera, uma importante praga
agricola. Também foi evidenciada uma atividade inibitéria na proliferacéo celular do
hepatocarcinoma humano, além de induzir o mecanismo de apoptose pela regulagéo

negativa da sinalizagdo de proteina quinase b (Akt), uma proteina importante no
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crescimento celular e sobrevivéncia, agindo como um protetor nas células oncdticas
(CHEN et al., 2019).

5.3. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO DE INCLUSAO
5.3.1. Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A aplicagcdo da espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) € um
método indispensavel para a caracterizagdo de compostos organicos, € uma
técnica instrumental ndo destrutiva, simples, rapida e barata usada com sucesso
na analise dos grupos funcionais proprio de cada composto puro bem como do
complexo de inclusdo formado (ONG et al., 2020; XU et al., 2019). Ela é
caracterizada pelas variagbes de energia que a molécula produz associadas as
transicdes vibracionais devido a absorcdo ou emissao de um féton, que nao é
suficientemente energético para causar uma transigao eletronica (AGUIARA et
al., 2014). Essa variagcdo ocorre especialmente em espécies moleculares que
apresentam alteracdo do momento de dipolo elétrico intrinseco como
consequéncia de seu movimento vibracional ou rotacional, provocado pela
absorcéo da energia radiante (PETIT; PUSKAR, 2018).

O FTIR é uma técnica analitica que é bastante empregada nas interagdes
entre moléculas no estado sélido e consegue obter informacdes sobre a
estrutura molecular, dindmica e ambiente mediante comparacao das bandas da
molécula héspede e do carreador, com a mistura fisica e o complexo, e com ela
€ possivel identificar parametros como uma deformagao nas ligagdes, podendo
ser simétrico ou assimétrico, e a deformagdo no angulo da molécula que se
divide em tesoura, balango, tor¢gao e abano (AGUIARA et al., 2014; BOUYANFIF
et al., 2018).

Segundo os resultados obtidos na figura 9, a espectroscopia de
infravermelho do 6leo essencial mostra banda de absorgao discreta em 3408
cm-1 (alongamento do grupo OH) relacionado aos terpenos oxigenados, uma
absorcdo proeminente entre 2932 cm-1 e 2867 cm-1 (alongamento C-H da
cadeia alifatica) devido a presenga dos radicais, 1708 (alongamento CO), 1635
cm-1 (alongamento C=C), 1455 (vibragcdo de tesoura CH) devido a mudanga

angular simétrica, 1375 cm-1 (vibragao assimétrica de CH3), 642 cm-1 (vibragao
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dos alcenos), fungdo quimica presente nos majoritarios (RAKMAI et al., 2017,
2018). Essas vibragdes no 6leo essencial sdo ocasionadas devido a mistura de
compostos, onde cada um possui sua estrutura quimica propria (LI; KONG; WU,
2013).
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Figura 9 - Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Oleo
essencial (linha preta), mistura fisica (linha vermelho), B-Ciclodextrina (linha azul) e
complexado (linha verde).

A mistura fisica mostrou bandas de absorgdo saliente em 3346 cm-1
(estiramento O — H) devido a estrutura quimica da B-CD, 2926 cm-1
(estiramento C — H), 1647 cm-1 (alongamento C=C) caracteristica atribuida
também devido a presengca de OE na mistura, 1154 cm-1 (estiramento C — O) e
uma proeminente absorgdo em 1028 cm-1 (estiramento C — O — C). Essa
amostra apresenta picos caracteristicos ao OE, e novos picos que tem um perfil

mais destacados, gracas ao perfil da B-CD isolada.

A molécula livre de B-CD se destaca por um pico proeminente na

banda de 3346 cm-1 (estiramento O — H) e 1647 cm-1 (alongamento C=C)
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devido a sua estrutura quimica. Além disso, existe uma absorcdo destacada na
banda de 1028 cm-1 (estiramento C — O — C).

A amostra do complexado no espectro destaca-se por ter uma forte
semelhanga com o espectro da mistura fisica, enfatizando a redug&o das
bandas 2932 cm-1, 2867 cm-1, 1708 cm-1, 1455 cm-1, 1375 cm-1 e 642 cm-1
que estdo presentes na amostra de OE livre. Essa reducdo de intensidade
ocorreu devido a inser¢cdo de uma molécula héspede (OEAm) na cavidade da (-
CD, essa inclusdo provoca o aprisionamento das moléculas, evitando que elas
exercam livremente as movimentagbes conformacionais de estiramento
(alteracdo de comprimento da ligagao) e flexdo (alteragdo do angulo da ligacéo)
(DE SOUZA et al., 2020; STENHOFF et al., 2020; TIMILSENA et al., 2019). Os
dados obtidos refutam a capacidade que a B-CD tem de incluir no seu interior

moléculas de caracteristicas Unicas como os 6leos essenciais.

5.3.2. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Com aplicabilidade iniciada na década de 50, as técnicas de analise térmicas
vém sendo cada vez mais util na caracterizacido de compostos farmacéuticos, elas
sdo utilizadas para investigar e medir a estabilidade fisica (perda de massa,
desidratacéo/solvatagao, degradagédo, decomposi¢do), serve também para analisar
as transi¢coes de fase (fusdo, sublimagao, conversao de polimorfo) e alguns outros
fendmenos um pouco mais complexos como reagao quimica, vitrificagdo (LIN;
WANG, 2012). Com aplicagao viavel para estudos do processo de complexacéo da
B-CD, as técnicas mais uteis para esse estudo sdo a calorimetria de varredura
diferencial (DSC) e a termogravimetria (TGA) (FORD; MANN, 2012; LIN; WANG,
2012). O principio basico do DSC consiste em aquecer, resfriar ou manter uma
constancia térmica (isotérmico) — estudo de entalpia - devido as mudangas nas
propriedades fisicas e quimicas de um material em funcdo da temperatura ou do
tempo de um material, com isso as transicbes ou eventos energéticos sao
investigados em fungdo do tempo ou da temperatura em relagédo a uma referéncia
padrao (BLANCO, 2020; LIN; WANG, 2012).

Segundo o estudo do DSC na figura 10, é possivel identificar que se

destacam os picos endotérmicos de fluxos de calor, ou seja, as moléculas em
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estudo precisaram receber calor para poder sofrer degradagédo parcial ou total. O
OEAm obteve trés picos, um exotérmico e dois endotérmicos, o primeiro foi
endotérmico entre 50 — 125 °C que esta relacionado a volatilizacdo dos metabdlitos
secundarios, em seguida ocorre um pico exotérmico que esta relacionado com uma
liberagcdo de calor por causa da volatilizagdo. J&4 o segundo pico endotérmico do
OEAm ocorreu entre 175-300 °C e esta relacionado a uma degradacéo completa das
moléculas nio volateis. A mistura fisica que tem o 6leo e a ciclodextrina sem formar
a complexo de inclusdo, apresentou uma hibridizagdo dos picos, pois as mudancas
térmicas presente nos resultados de OEAm e B-CD, pois durante a complexagao o
OEAmM nao foi aprisionado na cavidade do -CD, nisso eles se volatilizaram de forma
independente. A 3-CD apresentou 2 picos endotérmicos, o primeiro ocorreu proximo
aos 130 °C, temperatura atribuida a desidratacdo da molécula, e o segundo pico

entre 300 e 330 °C que corresponde & fusdo da ciclodextrina.

Por fim, a amostra que sofreu o processo de complexagdo B-CD/OEAm
passou pela analise do DSC, nisso foi verificado que na temperatura proxima a 120
°C apresentou uma reducdo na intensidade de desidratagao relacionada ao B-CD,
provavelmente devido ao deslocamento das moléculas de agua presentes na
cavidade B-CD para que o OEAm se acomode, ainda € possivel identificar um pico
préximo aos 300 °C e ele serve para reforcar que nesta temperatura a ciclodextrina
entre em fusdo e se decompde (ANDRADE et al., 2017; BESERRA-FILHO et al.,
2019; HERRERA et al., 2019; RODRIGUES et al., 2017). Assim, com esses dados &

possivel compreender quando ha uma complexacao em B-Ciclodextrina.
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Figura 10 - Termograma por calorimetria exploratéria diferencial (DSC). Oleo essencial
Algrizea minor (linha preta); Mistura fisica (linha azul); B-Ciclodextrina (linha vermelha);
Complexo de incluséo B-Ciclodextrina/ Oleo essencial Algrizea minor (linha vede).

5.3.3. Termogravimetria (TG)

A termogravimetria, assim como o DSC é um método calorimétrico bastante
empregado na andlise de compostos quimicos, em especial os de utilidade
famacoldgica. Assim, o fundamento da técnica consiste em fazer uma avaliagéo
térmica onde o peso de uma amostra é continuamente medido sob uma faixa de

temperatura crescente até haver a perda total da massa (BACH; CHEN, 2017).

Segundo a figura 11 a analise de perda de massa no decorrer do aumento da
temperatura mostrou que o OEAm devido a sua caracteristica volatil teve uma perda
de massa progressiva desde o inicio da analise, chegando a perder sua massa total

ao atingir a temperatura de 200 °C. Na B-CD é visualizada uma primeira perda de
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massa entre 100 e 150 °C relacionado a perda de agua, em seguida se mantém uma
estabilidade até a temperatura de aproximadamente 300 °C, quando ha uma
segunda perda de massa, dessa vez total sugerindo uma degradacdo da
ciclodextrina. A mistura fisica apresenta as caracteristicas tanto do OEAm quanto do
B-CD, assim podemos ver uma primeira perda de massa na mesma faixa de
temperatura que o OEAm e uma segunda perda de massa caracteristico da 3-CD.
Por ultimo, o TG do B-CD/OEAm mostrou uma estabilidade, tendo em vista que a
primeira perda de massa foi sutil, ou seja, o OEAm nao perdeu seus metabdlitos
secundarios devido a volatilizagado, ja a segunda perda de massa ocorreu proximo
dos 300 °C e é a responsavel pela degradacgao da -CD (CHEN et al., 2019; ZHONG
et al., 2020). Dessa forma, essa técnica ilustrou que o processo de complexacéo é
util e funcional para aprisionar as propriedades quimicas dos 6leos essenciais.
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Figura 11 - Curvas de perda de massa de acordo com o aumento da temperatura por
termogravimetria (TG). Oleo essencial Algrizea minor (linha preta); Mistura fisica (linha azul);
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B-Ciclodextrina (linha vermelha); Complexo de inclusdo B-Ciclodextrina/ Oleo essencial
Algrizea minor (linha verde).

5.4. ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA POR ACIDO ACETICO (0,8%)

A dor funciona como um alerta agudo fisiolégico para o organismo, ela
informa que o corpo esta passando por uma ameacga possivelmente prejudicial, esse
alerta vai desencadear uma resposta rapida ao estimulo, assim vai ser possivel
interromper a lesdo precocemente (SANTOS et al.,, 2020). Por mais que seja
necessario o estimulo da dor, quando esse mecanismo se torna crénico ha uma
diminuicdo da qualidade de vida (DINAKAR; STILLMAN, 2016).

O teste de contor¢do por acido acético (0,8%) mostrou uma redugao
significativa do estimulo doloroso nos grupos que tiveram a administragcdo do OEAm
ou do B-CD/OEAm. A figura 12 mostra que o dleo livre conseguiu inibir as
contorcbes em 34, 56 e 89% nas concentracdes de 50, 100 e 200 mg/kg,
respectivamente, enquanto que nas mesmas concentragées o complexado inibiu 60,
83 e 100% do estimulo da dor, evidenciando que o 6leo quando complexado
potencializa seu efeito curativo. A indometacina, como droga padrdao no processo
curativo da dor causou uma redugao de apenas 61%, estatisticamente préximo do
complexado a 50 mg/kg. Além disso, o OEAm mostrou que atua em dose
dependéncia, diminuindo a percepcao dolorosa a medida que ha aumento da
dosagem, chegando a inibir o processo doloroso em 100% quando administrado na

concentragao de 100 mg/kg na forma complexada com a [(-Ciclodextrina.

A droga padréao indometacina (50 mg/kg), um anti-inflamatério ndo esteroidal
(AINE), serve como um farmaco antinociceptico, anti-inflamatorio e antipirético,
sendo usado no tratamento de doengas inflamatdrias crénicas (MORAIS et al.,
2020). A indometacina na inflamacao e febre atua como um inibidor da sintese de
prostaglandinas, ja na dor reduz a sensibilizagdo nos neurdnios aferentes primarios
e na medula espinhal (ARROYO-LIRA; RODRIGUEZ-RAMOS; CHAVEZ-PINA,
2014), sendo assim, deduz-se que o OEAm também atua reduzindo a sensibilizagéao

neuronal.
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Figura 12 - Atividade antinociceptiva por dor abdominal induzida por acido acético (0,8%)
intraperitoneal do 6leo essencial e do complexo de inclusdo em B-ciclodextrina da Algrizea
minor. Letras diferentes significam diferenca estatistica, ANOVA unidirecional seguida do
Teste de Tuckey.

5.5. NOCICEPGAO INDUZIDA POR FORMALINA E MECANISMOS DE ACAO

O teste da formalina é a forma de identificacdo do processo nociceptivo mais
utilizado nas pesquisas clinicas, pois consegue identificar a dor em 2 fases, a fase
neurogénica e na fase inflamatoria. A primeira é registrada nos primeiros 5 minutos
apos a administracdo intraplantar de formalina (2,5%) e € responsavel pela dor
neurogénica, pois ativa os estimulos quimicos das fibras aferentes mielinizadas ou
nao, em especial as fibras tipo C e Ad, que sbé reverte o efeito frente a
medicamentos que agem no sistema opioide, como a morfina (SEADI PEREIRA et
al., 2009). Ja a segunda fase, ela ocorre entre os 15 a 30 minutos apos a
administracao intraplantar da formalina, sendo responsavel pela ativagdo da dor
inflamatdria que envolve a participagdo de mediadores quimicos pro-inflamatérios
como as prostaglandinas, serotonina, histamina e bradicinina, que fornecem uma
ativacao a nivel espinhal, esse sistema pode ser inibido a partir da administracao de
indometacina, um anti-inflamatério que reduz a concentracdo desses mediadores
(CAREY et al., 2017; CHEN et al., 2013; ISMAIL et al., 2020).

Os dados obtidos no teste foram eficazes de evidenciar um efeito nociceptivo
do OEAm e do B-CD/OEAm (Figura 13). Na primeira fase, onde é registrada a dor
neurogénica a indometacina (50 mg/kg) nao fez efeito, mostrando uma resposta de

lambida na pata igual ao grupo que n&o passou por tratamento nenhum, ja a
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morfina, um medicamento opidide padrdao mostrou uma reducdo de 78,1% em
relagdo ao controle. O 6leo essencial livre e complexado mostrou uma atividade
dose dependente, pois no OEAm houve inibicao de 22,3%, 61,1% e 73,6%, nas
concentragbes de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente, enquanto que o [3-
CD/OEAm inibiu em 48,8%, 81,7%, 90,2% nas concentragbes de 50, 100 e 200
mg/kg, respectivamente. Com isso, é visualizado que na dose mais alta do OEAm
houve uma inibicdo da dor proxima a dose do B-CD/OEAm na concentragao de 100
mg/kg, enquanto que na dose mais alta do complexado (200 mg/kg) houve uma

inibicao superior a encontrada na morfina.
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Figura 13 - Atividade antinociceptiva do o6leo essencial e complexo de inclusdo em [3-
ciclodextrina da Algrizea minor por indugao com 2,5% de formalina intraplantar, primeira
fase (neuroldgica). Letras diferentes significam diferenga estatistica, ANOVA unidirecional
seguida do Teste de Tuckey.

Na segunda fase do teste, a sensibilidade a dor aumentou, mostrando sua
atividade anti-inflamatéria (Figura 14). Nesta fase a sensacgao de dor foi aumentada
devido a liberagcdo de componentes quimicos capazes de potencializar a
sensibilizagcdo das vias de dor, sendo verificado que a indometacina conferiu um
efeito significativo, reduzindo a dor em 62,4% em relagéo ao controle, assim como a
morfina que ainda se mostra eficiente. O tratamento com o OEAm e do -CD/OEAm,
assim como na primeira fase foi dose dependente, com destaque a dosagem de 100
e 200 mg/kg do B-CD/OEAmM que chegaram a inibir a sensagédo de dor em 93,3%.
Nas duas fases a B-Ciclodextrina sem estar complexada ao OEAm nao apresentou
efeito nociceptivo, se mostrando inerte e sem atuagdo farmacoldégica, como ja

descritos na literatura.
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De acordo com o mecanismo de agao, (OLIVEIRA DE VERAS et al., 2020)
mostrou que a atividade do 6leo essencial da A. minor na concentracdo de 100
mg/kg teve o potencial analgésico bloqueado pela naloxona (inibidor da via opioide),
mas n&o por atropina e glibenclamida (inibidores das vias muscarinica e K+ATP,
respectivamente), indicando que o efeito do dleo essencial na redugao da dor é
central e de carater opioide, similar a morfina. Sendo assim, o presente trabalho
explorou a via opidide como mecanismo de agcdo do OEAm, principalmente para
verificar essa atuacdo depois da complexacdo. Com isso, foi verificado que na
primeira fase a naloxona inibiu o efeito da morfina, OEAm e do B-CD/OEAm,
ressaltando que na primeira fase a agcdo do produto é pela via opidide, ja na
segunda fase a morfina continua inibida, mas o OEAm e do B-CD+Am nao sofreu
inibicdo isso por que além de atuar nos receptores opidides os componentes do éleo
essencial conseguem inibir a produgdo de mediadores quimicos responsaveis pela

dor inflamatoria.
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Figura 14 - Atividade antinociceptiva do 6leo essencial e complexo de inclusdo em [3-
ciclodextrina da Algrizea minor por indugao com 2,5% de formalina intraplantar, segunda
fase (inflamatdria). Letras diferentes significam diferenca estatistica, ANOVA unidirecional
seguida do Teste de Tuckey.

Das drogas padrao utilizadas, a morfina € um farmaco médico padrdao que
serve para amenizar a dor crdnica e tem dificil controle, atua na via opidide, contudo
€ uma droga que em utilizagdo continua possui seérios efeitos colaterais como
tolerancia, depressao respiratéria e dependéncia fisica e psicolégica (MILADI-GORJI
et al., 2011; MORGAN; PEECHER; STREICHER, 2021). J& a indometacina, um anti-
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inflamatério ndo esteroides (AINEs), proporciona uma redugdo do ambiente
inflamatdrio por reduzir a expressao de citocinas pré-inflamatérias e aumentar as
anti-inflamatdérias, assim como consegue regular negativamente a produgédo das
ciclooxigenases (COXs) (ZHANG et al., 2020). Além disso, o uso continuo da
indometacina pode provocar lesdes gastricas, que pode evoluir para ulceras com
sangramentos, causando bastante desconforto (TAMADDONFARD et al., 2019).

Outras espécies vegetais conseguiram mostrar uma atividade antinociceptiva
no teste de formalina parecida com o OEAm, inclusive agindo por outras vias de
nocicepgao. A Hymenaea cangaceira, apresentou como majoritario o (E)—Cariofileno
(23,38%) e Germacrene D (14,66%), e se mostrou efetivo em reduzir a dor no teste
de formalina, na concentracdo de 100 mg/kg, atuando na via opidide (OLIVEIRA DE
VERAS et al.,, 2020). J& a Lippia gracilis que tem o Carvacrol (44,43%) como
constituintes majoritario, teve a agao nociceptiva do seu Oleo essencial, na
concentragdo de 30 mg/kg, bloqueados pela atropina e nolaxona, isso indica que a
acao analgésica do o6leo é feito pela via muscarinica, bloqueando os receptores
colinérgicos e pela via opidide, respectivamente (GUILHON et al., 2011). KHALID et
al., (2011) verificaram que o Oleo essencial da Zingiber zerumbet na concentragéo
de (200 mg / kg) foi bloqueado pela glibenclamida, um antagonista dos canais de K*
sensivel ao ATP, induzindo que o Oleo age através da abertura dos canais
de K* sensivel ao ATP que permite o efluxo do ion K*, levando a um estado de
repolarizacao e/ou hiperpolarizagdo da membrana que reduz a excitabilidade da

membrana.

5.6.ATIVIDADE GASTROPROTETORA

As lesGes gastricas causadas por etanol sdo areas de escoriagdes presentes na
mucosa do estdbmago em decorréncia de um desequilibrio provocado entre as forgas
lesdo e as forcas de defesa do 6rgdo (SHARMA; SAINI; NEHRU, 2021; SUDI,
AHMED; ADZU, 2021).

O teste da atividade gastroprotetora mostrou uma potente redugédo na quantidade

de lesdo estomacal nos grupos que tiveram a administracdo do OEAm ou do B-
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CD/OEAm. A figura 15 mostra que o dleo livre conseguiu inibir as areas de lesdao em
66,15, 73,59 e 90,25% nas concentragdes de 50, 100 e 200 mg/kg, respectivamente,
enquanto que nas mesmas concentragdes o complexado inibiu 87,12, 95,04 e 100%
das lesdes, evidenciando que o Oleo quando complexado potencializa seu efeito
gastroprotetor. A Carbenoxolona (200 mg/kg) foi utilizada como droga padrdo no
processo curativo da lesdo gastrica e apresentou uma inibicdo de 54,75% em
relacdo ao controle, valor inferior ao tratamento com o OEAm na forma livre e
complexada, mostrando que o produto vegetal apresenta potente efeito
gastroprotetor.
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Figura 15: Atividade gastroprotetora do 6leo essencial e complexo de inclusdao em [3-
ciclodextrina da Algrizea minor por indugcdo com etanol (v.0.). Letras diferentes significam
diferenga estatistica, ANOVA unidirecional seguida do Teste de Tuckey.

Além disso, foi verificado que a agao protetora no tecido gastrico ocorre em
dose dependéncia, onde foi possivel verificar que na dose de 200 mg/kg do
complexado (B-CD/OEAm) néao foi possivel observar macroscopicamente prejuizos a
mucosa. Ainda nessa perspectiva, foi possivel observar que o grupo nativo nao
apresenta lesbes, mostrando que antes da realizacdo dos testes os animais
encontravam-se saudaveis e sem nenhum tipo de injurias gastrico pré-existentes. O
grupo onde foi testado a B-CD sem passar pela complexagdo com o OEAm
apresentou o mesmo grau de dano oferecido pelo controle, comprovando o conceito
ja estabelecido de que a B-Ciclodextrina € uma molécula inerte e ndo interfere nos

processos curativos.

A Carbenoxolona € um medicamento anti-inflamatorio e citoprotetor sobre as
superficies mucéides, sendo, portanto empregada no tratamento de lesdes da

mucosa, sendo assim, no tecido gastrico ela apresenta um mecanismo de agao
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voltado na superexpresséo das prostaglandinas que vao proporcionar um estimulo
na liberacdo de bicarbonato, favorecendo o fluxo sanguineo local, inibicdo da
adesao e ativagdo de neutrdfilos e aumento na resisténcia das células epiteliais
contra potenciais danos por citotoxinas (GOTTFRIED; VINE; WAN, 1985; PETZOLD;
DREIER, 2021).

5.7. TESTE DE BARREIRA FiSICA

Um dos mecanismos de defesa do tecido gastrico envolve a produgdo de muco
para promover uma barreira fisica contra agentes agressivos, promovendo uma
protecdo temporaria frente a injurias, atenuando, assim, uma extensiva lesdo as
células gastricas (RUIZ-HURTADO et al., 2021). A presenga de 6leos no estbmago
pode causar uma falsa impressdo de um efeito protetor pelas vias quimicas
enquanto que a reducgao da lesdo ocorre pela formagao de uma pelicula protetora,
algo similar ao que o muco proporciona a esse 6rgao (PETZOLD; DREIER, 2021).

Dessa forma, segundo a figura 16, o OEAm na concentracdo de 200 mg/kg
apresentou uma reducéo da area lesionada do tecido gastrico de 90,86 e 88,59%
através das vias oral e intraperitoneal, respectivamente, mostrando que os
componentes quimicos presentes no oleo essencial da A. minor conseguem prevenir
lesbes gastricas em ambas vias administrativas, destacando-se a via oral que houve
uma maior inibicdo, tendo em vista que a sua passagem pelo trato gastrointestinal
(TGI) favorece ativacédo e sinergismo dos metabdlitos secundarios, além de gerar

uma barreira fisica.
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Figura 16: Atividade de barreira fisica do 6leo essencial e complexo de inclusdo em [3-
ciclodextrina da Algrizea minor por indugdo com etanol por via oral e intraperitoneal. As
imagens dos estdbmagos sao correspondestes as vias. Letras diferentes significam diferenca
estatistica, ANOVA unidirecional seguida do Teste de Tuckey.

Ainda na figura 16, foi testado o complexado B-CD/OEAmM nas duas vias de
administragcao (oral e intraperitoneal). Na via oral os animais apresentaram uma
reducdo de 98,23% da area lesionada, mostrando um efeito potencializado em
relagdo ao oleo na forma livre, enquanto que pela via intraperitoneal houve uma
reducao de 1,75%. Esses dados corroboram com o fato de que a molécula de 3-CD
precisa das enzimas do TGl para ser clivada e liberar o seu conteudo, sé assim sera

possivel uma atividade protetora.

Com isso, é possivel direcionar os dados a perspectiva de que o 6leo essencial
de A. minor pode funcionar como uma barreira fisica temporaria e favorecer a

ativagao das vias quimicas da gastroprotegcéo (DE VERAS et al., 2021).

5.8.VIAS DA GASTROPROTECAO

A gastroprotegao ocorre por varias vias de defesa do organismo, elas funcionam
como uma barreira quimica que combatem contra os agentes agressores em defesa
da integridade fisica do 6rgdo (ARUNACHALAM et al., 2019a). As maiores atuagdes
defensivas contra os fatores ulcerogénicos contam com a agado dos receptores de

oxido nitrico (NO), compostos sulfidrilicos, prostaglandinas, canais de potassio
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dependente de ATP (K+ATP) e via opidide (ARUNACHALAM et al., 2019b;
PEREIRA BARBOSA et al., 2019).

O teste das vias da gastroprotegdo mostraram que o OEAm e o B-CD/OEAmM
atuam em mais de um mecanismo protetor. De acordo com a figura 17, é possivel
visualizar que a via de maior atuacao protetora se da pelos compostos sulfidrilicos,
pois o NEM (N-etilmaleimida), um bloqueador dos grupos sulfidrila ndo proteicos,
conseguiu reverter o efeito protetor promovido pelo OEAM e ao B-CD/OEAm,
aumentando em 47,05% e 29,91% respectivamente, a lesdo gastrica, devido a uma
diminuicdo da agao de prote¢cdo que os compostos tiol favorecem a mucosa gastrica
(SZABO, 2014). O efeito benéfico garantido pelos compostos sulfidrilicos se déo
pela protegcado garantida a mucosa gastrica por meio de seu potencial antioxidante, e
também pela formacao de ligagdes tipo dissulfeto entre as subunidades do muco,

evitando assim sua dissociagao (BOEING et al., 2020).
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Figura 17: Atividade de vias da gastroprote¢ado do 6leo essencial e complexo de inclusdo em
B-ciclodextrina da Algrizea minor por indugdo com etanol por via oral. L-NAME (bloqueador
da expressdo de NO), NEM (bloqueador dos grupos sulfidrila), INDO (produgéo de
prostaglandinas), GLI (bloqueador dos canais de K+ATP), NALO (ativagdo da via opidide).
Letras diferentes significam diferenca estatistica, ANOVA unidirecional seguida do Teste de
Tuckey.

Ainda nessa perspectiva, o OEAM e o B-CD/OEAmM mostraram que também
atuam pela via de expressao do Oxido nitrico e dos canais de K+ATP na manutengao
da protecdo gastrica, porém em menor intensidade quando comparado aos
compostos sulfidrilicos. O L-NAME (L- nitro-arginina metil éster) é bloqueador da
expressao de NO, e sua administracdo nos animais suprimiu a ag¢ao protetora

gastrica em relagdo ao O6leo essencial em 28,09% e 25,53% em relagdo ao
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complexado. Ja a GLI (Glibenclamida) € um bloqueador dos canais de K+ATP, e sua
administragcado reduziu a protecdo da mucosa gastrica em 33,89% e 27,20% em

relacdo ao OEAM e o 3-CD/OEAm, respectivamente.

O NO tem efeito gastroprotetor devido ao fato que ele mantém o estado integro
da mucosa gastrica devido a inibicdo da aderéncia de leucdcitos no endotélio e
agregacao neutrofilica, além disso ele é capaz de promover vasodilatagado, mediar o
fluxo sanguineo local e reparar danos promovidos pelo uso de AINEs (BALOGUN;
DAMAZO; DE OLIVEIRA MARTINS, 2015). Os canais de K+ATP atuam na
manutengdo da mucosa gastrica juntamente com o NO, pois com os canais abertos
o NO favorece a um aumento na irrigagcdo sanguinea local (LI; LElI; CHEN, 2017;
RIBEIRO et al.,, 2016), além disso, a abertura desse canal também favorece a
contratilidade dos musculos locais, fator que favorece a gastroprotecdo (PESKAR,;
EHRLICH; PESKAR, 2002; SOFI et al., 2020).

Em contrapartida aos resultados ja apresentados, o OEAm e o 3-CD/OEAmM nao
estimulam a producao de prostaglandinas, e nem ativam a via opidide para garantir
agao protetora na mucosa gastrica, pois os bloqueadores dessas vias, INDO
(Indometacina) e a NALO (Naloxona), respectivamente, ndo conseguiram inibir sua
atividade fornecida pelos metabdlitos ali presentes, pois ambos mostram uma
atividade semelhante ao produto sem a presenca de um bloqueador.

Ainda na mesma perspectiva, a figura 18 corrobora com os resultados
apresentados anteriormente, mostrando que o NEM (C) é o que tem maior inibigdo
da acdo protetora, pois tanto no OEAm quanto no B-CD/OEAm apresentam uma
extensiva area de lesdo, com severa hiperemia e edemaciado. Logo em seguida
vem o L-NAME (B) e GLI (E), que apresentam uma extensa area lesionada, porém
em menor intensidade que o NEM. Ja a INDO (D) e a NALO (F) apresentam uma
area de lesdo do OEAm e B-CD/OEAm semelhantes ao encontrados nos grupos

controles (A).
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Figura 18: llustracdo da atividade de vias da gastroprotecdo do 6leo essencial e complexo
de inclusdo em p-ciclodextrina da Algrizea minor por indugdo com etanol por via oral. L-
NAME (bloqueador da expressdo de NO), NEM (bloqueador dos grupos sulfidrila), INDO
(produgao de prostaglandinas), GLI (bloqueador dos canais de K+ATP), NALO (ativagao da
via opidide). Letras diferentes significam diferenga estatistica, ANOVA unidirecional seguida
do Teste de Tuckey.

5.9.DOSAGEM DE CITOCINAS

As citocinas desempenham um importante papel na barreira de defesa no tecido
gastrico, quando desreguladas favorecem no enfraquecimento da mucosa (RUIZ-
HURTADO et al., 2021). As citocinas pro-inflamatorias como fator tumoral alfa (TNF-
a) e Interleucina 1 beta (IL-1B) se destacam na agressdo, pois aumentam
gradativamente na medida em que as agressdes estdo presentes (KARABOGA et
al., 2018).

O TNF-a é uma molécula pré-inflamatéria que contribui no processo apoptoético,
faz recrutamento e ativacido de moléculas que incita a inflamacao através de outros
componentes pro-inflamatérios que envolvem o recrutamento de células
polimorfonucleares e ativam as vias do fator de transcrigcdo nuclear kappa B (NF-kB)
(DE VERAS; DA SILVA; CABRAL RIBEIRO, 2021; YADAV et al., 2012). A figura 19
referente ao TNF-a ilustra uma reducdo gradativa desta molécula, na medida em
que aumenta a dose do produto vegetal na forma livre ou complexada em B-CD,

ilustrando assim, uma dose dependéncia. A droga padrdo carbenoxolona
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(100mg/Kg) apresentou uma redugéao significativa de 41,3% quando comparado ao
controle, reducao esta também foi verificada estatisticamente na concentracdo de 50
mg/Kg no OEAm. A concentragdo de 200 mg/Kg do OEAm/B-CD apresentou os
resultados mais promissores, devido a uma reducdo de 69,4%, resultado
estatisticamente semelhante ao nativo, grupo de animais que nao sofreu

interferéncia agressiva por etanol absoluto e nem por tratamentos.
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Figura 19 — Influencia do 6leo essencial da Algrizea minor na forma livre e complexada nos
niveis de TNF-a em lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados sao
apresentados como médias + DP. Letras diferentes significam diferenca estatistica, ANOVA
unidirecional seguida do Teste de Tuckey.

A IL-1B é responsavel por garantir um aumento da producdo de acidos
gastricos, que em superexpressao devido a danos inflamatérios leva
progressivamente a lesdo nas células da mucosa, potencializando, assim, o dano ao
tecido (KARABOGA et al., 2018; YIN et al., 2021). Na figura 20, referente & dosagem
de IL-1B é possivel verificar uma reducdo dose dependente dessa citocina,
conseguindo alcangar niveis estatisticamente iguais ao grupo nativo na
concentragao de 200 mg/Kg do OEAm/B-CD, apresentando uma diminuigdo de 55%
em relagc&o ao grupo controle, valor esse mais representativo do que o grupo tratado
com a droga padrao carbenoxolona (100mg/Kg), que teve uma reducgao de 33,13%.
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Figura 20 — Influencia do 6leo essencial da Algrizea minor na forma livre e complexada nos
niveis de IL-1B em lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. Os dados séo
apresentados como médias + DP. Letras diferentes significam diferenca estatistica, ANOVA
unidirecional seguida do Teste de Tuckey.

As dosagens das citocinas corroboram com outros resultados obtidos neste
trabalho e se assemelham com os dados obtidos por outros autores (AKANDA et al.,
2018; DE SOUZA et al., 2019; DE VERAS; DA SILVA; CABRAL RIBEIRO, 2021;
LUO et al., 2018) que utilizam de moléculas de produtos vegetais para controlar os
processos inflamatorios causados por agente lesionantes. Assim, é possivel
destacar que o OEAm é capaz de promover uma redug¢ao do processo inflamatério

tanto na forma livre quanto na forma complexada.

5.10. DETERMINAGCAO DE PARAMETROS OXIDATIVOS

As espécies reativas de oxigénio (EROs) participam ativamente dos processos
oxidativos oriundos de um ambiente inflamatdrio, que afetam diretamente a
progressdo e agravamento da inflamagdo (HUANG; REN; QU, 2019). Portanto, a

regulacdo do nivel de ROS é de grande importancia para manter a homeostase
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redox intracelular. As estratégias de desintoxicagdao de ROS compreendem tanto os
elementos antioxidantes enzimaticos, quanto os nao enzimaticos (MEHRABAD
POUR-BENAB; FABRIKI-OURANG; MEHRABI, 2019).

A glutationa (GSH) desempenha um papel importante na manutengdo do
equilibrio redox celular, pois ela reduz hidroperdxidos lipidicos para seus alcoois
correspondentes e peroxido de hidrogénio livre (BODEGA et al., 2019; GHOSH,;
KARMAKAR, 2021). Além disso, a determinagdo do estresse oxidativo foi avaliado
pela presenca de malonaldeido (MDA), que é resultado de uma quebra dos lipideos
durante o processo de peroxidagdo, processo quimico-biolégico que desperta um
dano oxidativo (EL-ASHMAWY et al., 2016).

O grafico 21 A mostra a relagcdo da presenga do MDA com a redugédo do
estresse oxidativo, pois sua concentracio apresentou uma reducao na a medida em
que o0s animais passaram por tratamentos. E possivel evidenciar que na
concentragdo de 50 mg/Kg de OEAm a quantificacdo do MDA é similar a droga
padrao, apresentando uma redugao gradual que se torna estaticamente semelhante
ao grupo nativo na concentragédo de 200 mg/Kg. Como ja esperado pelos resultados
anteriores, o OEAmM/B-CD tem uma resposta mais eficiente, pois na concentragao de
100 mg/Kg ja é possivel observar uma reducdo do agente oxidante a valores

similares ao grupo saudavel.
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Figura 21: Determinacdo de componentes do estresse oxidativo oriundo da atividade
gastroprotetora do 6leo essencial e complexo de inclusdo em B-ciclodextrina da Algrizea
minor por indu¢cdo com 0,8% de etanol por via oral. Letras diferentes significam diferenca
estatistica, ANOVA unidirecional seguida do Teste de Tuckey.

Em contrapartida, o grafico da figura 20 B, mostra a determinagéo do GSH, onde

se destaca pelo aumento progressivo da quantidade desse elemento antioxidante.



72

Os animais tratados com o OEAm, mostraram uma boa quantidade do GSH no
homegenato obtido nas concentragdes de 100 e 200 mg/Kg uma resposta mais
eficiente que a droga padréo utilizada (carbenoxolona), revelando um acréscimo na
concentracdo de 12% e 27%, respectivamente. Foi possivel observar também um
aumento mais potente quando utilizado o 6leo complexado (OEAm/B-CD),
conseguindo obter um valor estatisticamente semelhante ao grupo nativo, onde

nenhum animal sofreu intervengao por administracdo de substancias lesionantes.

Esses dados refutam a capacidade antioxidante do 6leo essencial de Algrizea
minor, que tem sua propriedade potencializada quando complexado a uma molécula

inerte de B-Ciclodextrina.

5.11. AVALIACAO DA HISTOLOGIA GASTRICA

O estudo histologico avalia as alteragbes teciduais de uma perspectiva
microscopicas (WANG et al., 2020). Na figura 22, é possivel verificar uma correlagao
entre as alteracdbes macroscopicas com as alteragdes microscopicas. Sintomas
como edema da mucosa, hiperemia da area glandular e necrose de hemorragia
linear foram observados nos animais apds a administragao oral de uma overdose de
alcool.

O grupo controle (A) ndo recebeu nenhum tipo de tratamento e com isso foi
possivel observar uma intensa destruicdo do tecido mucoso, perda da estrutura
fundamental do tecido (epitelial colunar simples), com presenga de um leve edema,
além de apresentar uma moderada presenca de infiltrados inflamatérios e
hemorragias. O grupo nativo (B) apresenta uma estrutura tecidual conservada com a
presenga de mucosa com fossetas gastricas revestidas por epitélio colunar simples,
além disso nao indicios de edema e nem de infiltrados inflamatorios, evidenciando
que este grupo nao sofreu agressdes com etanol. O medicamento padréao
carbenoxolona (C) quando comparado ao grupo controle apresentou uma menor
infiltracdo de células inflamatdrias e um menor grau de destrui¢do do tecido mucoso,
elucidando a capacidade que o medicamento padrdo tem de proteger a mucosa
gastrica. Nas 3 concentragdes de 6leo essencial de 50, 100, 200 mg/Kg (D, E, F,
respectivamente) foi possivel verificar uma reducdo dose dependente do dano

causado pelo agente agressor, principalmente pela redugcdo dos danos teciduais e
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uma menor presencga de células inflamatérias, chegando a uma redugéo superior ao
medicamento padrdo, dessa maneira € possivel confirmar uma atividade
gastroprotetor promovidos pelos metabdlitos presentes no OEAm.

As 3 concentragdes do grupo do complexado OEAm/B-CD 50, 100, 200 mg/Kg
(G, H, I) mostrou uma redugdo ainda mais potente da reacgao inflamatdria, que
consequentemente reflete em uma gastroprotecdo mais efetiva, conseguindo chegar
a uma estrutura intacta do tecido gastrico semelhante ao grupo nativo, apresentando
uma mucosa com fossetas gastricas revestidas por epitélio colunar simples,
preservagao da submucosa e da regido glandular. O grupo da -CD (J) por ser uma
molécula inerte e sem atividade gastroprotetora, por esse motivo este grupo
apresentou uma extensa lesado tecidual, com presenca de infiltrados de células
inflamatorias, degradagdo da submucosa, com presenga de edema.



Figura 22: Histologia do estdbmago. A- Controle: Regido glandular do estémago. Mucosa (Mc) com
fossetas gastricas revestidas por epitélio colunar simples (Setas); Glandulas da regido da
base(circulo); muscular da mucosa (* vermelho); Muscular (m); Submucosa (Sb) com presenca de
Vasos sanguineos (Vs) e apresentando um moderado infiltrado inflamatério (* preto). B- Nativo:
Mucosa estomacal preservada, com fossetas gastricas revestidas por epitélio colunar simples (Setas
longas); Presenca de células parietais (Setas curtas) na regido do istmo da fosseta, Glandulas da
regido da base (circulo). C- Carbenoxolona: Regido glandular do estdbmago. Mucosa (Mc) com
fossetas gastricas revestidas por epitélio colunar simples (Setas); Glandulas da regido da
base(circulo); muscular da mucosa (*); Muscular (m); Submucosa (Sb) com presenca de Vasos
sanguineos (Vs) e apresentando um leve infiltrado inflamatério (*); Serosa (seta curta). D: OEAM 50:
Regido glandular do estdmago semelhante ao controle positivo, apresentando um leve infiltrado
inflamatério (* vermelho). E- OEAM 100. Regido glandular do estdbmago apresenta uma leve
degeneragdo na mucosa (* vermelho). F- OEAM 200. Regido glandular do estbmago preservada,
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hemacias (* vermelho). G- B-CD/OEAM 50: Regido glandular do estdmago preservada. H- B-
CD/OEAM 100: Regido glandular do estdbmago preservada. |- 3-CD/OEAM 200: Regi&o glandular do
estbmago preservada. J- B-CD: apresentando um leve infiltrado inflamatério (* vermelho) na
submucosa. AU 100X; Coloragéao H.E

Por essas perspectivas € possivel comprovar através de um estudo da
histolégico do tecido gastrico que as alteragbes microscépicas fornecida sao
eficientes para elucidar um processo protetor garantido pela utilizagdo de
metabdlitos fornecidos por produtos vegetais, assim como foi confirmado por outros
autores em outros trabalhos cientificos (BOEING et al., 2020) e (FAHMY et al.,
2020).



76

6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho foi possivel extrair o dleo
essencial de A. minor, com bom rendimento, e foi possivel obter a composi¢ao
quimica, verificando a presencga de 15 constituintes, sendo os majoritarios p-Pineno.
Além disso, a caracterizagdo do complexo de inclusédo, foi possivel observar que, em
todas as metodologias aplicadas, os resultados corroboraram com a presenga do
OEAm complexado em [B-CD. Nos testes farmacoldgicos envolvendo modelos
nociceptivos, anti-inflamatério e gastroprotetor o 6leo livre e o complexado
apresentaram atividade potentes e com dose dependéncia. O teste de barreira fisica
revelou que apenas o complexo por via intraperitoneal ndo consegue garantir a
protecdo gastrica. As citocinas pro-inflamatérias, os parametros oxidativo e a
avaliacao histopatolégica corroboram com os resultados anteriores desse estudo.
Assim, foi possivel verificar que o OEAm apresentou potente atividade
farmacolodgica, e quando associada a B-CD o seu efeito é potencializado.
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