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RESUMO

INTRODUCAO: A hipertensdo arterial (HA) é importante problema de saude publica e
apresenta dificil controle e tratamento. Alternativas terapéuticas precisam ser encontradas e a
pesquisa com produtos naturais € bastante promissora. Os 06leos essenciais apresentam
efeitos biol6gicos sobre o sistema cardiovascular e 0 monoterpeno linalol (LIN) tem sido
estudado como anti-hipertensivo. Os monoterpenos apresentam dificuldades de solubilidade
devido as suas caracteristicas lipofilicas e a formacao de complexos de inclusdo principalmente
com ciclodextrinas (CDs) demonstram ser de facil sintese e utilizacdo para estabilizacédo e
melhoria na farmacocinética e farmacodinamica. OBJETIVO: avaliar a acado de linalol puro e do
complexo de inclusdo contendo linalol em B-ciclodextrina (LIN/B—CD) sobre os parédmetros
cardiovasculares de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos Wistar. MATERIAL E METODOS:
Protocolos realizados de acordo a literatura e sinalizados na préxima sessdo. RESULTADOS:
Nos estudos de farmacocinética, o complexo LIN/B—CD foi capaz de aumentar a absor¢do, a
biodisponibilidade de linalol na corrente sanguinea em cerca 20 vezes, assim como houve
aumento da area sobre a curva de concentracdo sanguinea em relagcdo ao tempo,
demonstrando que uma vez complexado, LIN permanece por muito mais tempo na corrente
sanguinea. Nos estudos para medida direta de PA e FC, administra¢des i.v. de LIN e LIN/B—CD
(50 mg/kg) demonstraram ser capazes de induzir hipotensdo em ratos SHR. Apés
administracdo oral, foi possivel averiguar hipotensdo e bradicardia por parte do grupo
LIN/B-CD (50 mg/kg) quando comparado ao LIN especialmente nas 3 dltimas horas. A
administragdo de LIN e LIN/B—CD por via orogastrica de maneira subcrénica durante 21 dias
(50mg/kg) em SHR induziu manutencdo dos niveis pressoéricos iniciais e apresentou um efeito
anti-hipertensivo superior ao LIN e estatisticamente significante a partir do 15° dia, perdurando
até o 20° dia, ja4 o grupo LIN alcancou diminuicdo da presséo arterial apenas no Gltimo dia do
tratamento. Adicionalmente, LIN/B—CD foi capaz de promover aumento nos niveis da citocina
anti-inflamatéria 1L-10; foi capaz também de impedir o desenvolvimento de hipertrofia, com
diminuigdo significante do indice de massa do coracdo, quando comparado ao grupo tratado
com LIN. Em estudos de reatividade vascular com artéria mesentérica superior, houve
vasorrelaxamento induzido por NPS (10'13-10"5M) sem alteracdes significantes em relacdo aos
controles. A curva em resposta a Phe (10'10-10'6M) apresentou uma diminuicdo significante da
poténcia farmacolégica do grupo LIN/B—CD em relagdo ao grupo veiculo. Com relagdo ao
tratamento crénico de 60 dias o grupo LIN/B—CD apresentou efeito anti-hipertensivo importante,
desde 15 dias de tratamento, perdurando durante todo o tratamento de 60 dias, aproximando-
se dos animais normotensos sadios. O grupo LIN apresentou, em menor proporgéo, efeito anti-
hipertensivo aproximando-se do grupo veiculo. Com relagdo aos estudos de hipertrofia do
coracdo, apos 60 dias de tratamento, apenas o grupo tratado com o complexo LIN/B—CD
apresentaram diminuicdo do indice de massa cardiaca quando comparado ao grupo veiculo.
Em estudos de reatividade vascular, ap6s 60 dias de tratamento a curva concentracdo resposta
a Phe apresentou efeito reduzido com deslocamento da curva para esquerda, sendo
estatisticamente significante no grupo tratado com LIN/B-CD, quando comparado ao grupo
veiculo, sendo que o grupo linalol também apresentou esta diminui¢cdo da reatividade vascular,
porém em menor propor¢cdo. Nas curvas de relaxamento, foi possivel observar alteracdes
estatisticamente significantes para o relaxamento induzido por Ach e NPS com relacdo ao
grupo tratado com LIN/B—CD em comparacao as artérias de animais hipertensos tratados com
veiculo. Com relagdo aos estudos morfolégicos, a histologia demonstrou que o0s grupos
tratados com LIN e LIN/B—CD apresentaram caracteristicas semelhantes ao grupo wistar sadio,
sem sinais de injarias. CONCLUSAO: Os resultados em conjunto, sugerem que o complexo de
inclusdo LIN/B—CD tem promissor potencial de aumento da biodisponibilidade de LIN e melhora
dos seus efeitos sobre o sistema cardiovascular com efeito hipotensor e anti-hipertensivo.

Palavras-chave: Hipertensdo; Linalol; Ciclodextrinas; Complexo de Inclusédo; Cardiovascular.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Arterial hypertension (AH) is an important public health problem and its
control and treatment have been increasingly difficult. Therapeutic alternatives need to be found
and the search for new drugs with natural products is very promising. Essential oils have
biological effects on the cardiovascular system and monoterpene linalool (LIN) has been
studied as an antihypertensive. Despite the associated biological effects, monoterpenes have
difficulties in solubility due to their lipophilic characteristics. These problems can be overcome
with the formation of inclusion complexes with cyclodextrins (CDs). There is stabilization and
improvements in the pharmacokinetics and pharmacodynamics of these unstable substances.
AIM: to evaluate the action of pure linalool and the inclusion complex containing linalool in -
cyclodextrin (LIN/B—CD) on the cardiovascular parameters of blood pressure (BP) and heart rate
(HR) of spontaneously hypertensive rats (SHR) and normotensive wistar. METHODS: All the
scientific protocols onwards. RESULTS: Pharmacokinetic studies, LIN/B—CD was able to
increase the bioavailability of linalool in the bloodstream by about 20 times, an increase in the
area on the blood concentration curve in relation to time, demonstrating that a Once complexed,
LIN remains in the bloodstream much longer; the excretion and elimination of complexed
linalool was also lower when compared to LIN, data obtained through the clearance of
substances. In studies for direct measurement of BP and HR, intravenous administrations of
LIN and LIN/B—CD (50 mg/kg) have been shown to be able to induce hypotension in SHR This
effect was associated with bradycardia when applied to pure linalool and tachycardia without
statistical differences when applied to the inclusion complex and compared to the vehicle group.
After oral administration and observation of direct effects for 6 hours, it was possible to
ascertain hypotension and bradycardia by the LIN/B—CD group (50 mg/kg) when compared to
LIN especially in the last 3 hours. The administration of LIN and LIN/B—CD via orogastric
subchronic for 21 days in SHR induced maintenance of initial blood pressure levels and had an
antihypertensive effect superior to LIN and statistically significant from the 15th day lasting until
the 20th day, the vehicle group showed a significant increase until the end of the treatment; the
LIN group achieved a decrease in blood pressure only on the last day of treatment. In addition,
complexed linalool was able to promote an increase in the levels of the anti-inflammatory
cytokine IL-10. The treatment with LIN/B-CD was able to prevent the development of cardiac
hypertrophy, with a significant decrease in the heart mass index, when compared to the group
LIN. In studies of vascular reactivity with superior mesenteric artery, there was vasorelaxation
induced by SNP (102 -10"°M) without significant changes in relation to controls. The curve in
response to PHE (10'10-10"6M) showed a significant decrease in the pharmacological potency of
the linalool group in relation to the vehicle group. Regarding the chronic treatment of 60 days,
the LIN/B—CD group had an important antihypertensive effect, since 15 days of treatment,
lasting throughout the 60-day treatment, approaching healthy normotensive animals. The LIN
group had, to a lesser extent, an antihypertensive effect approaching the vehicle. Regarding
studies of heart hypertrophy, after 60 days of treatment, only the group treated with the
LIN/B—CD complex and the wistar animals showed a decrease in the cardiac mass index when
compared to the vehicle SHR group. In vascular reactivity, 60 days of treatment concentration
curve response to Phe showed a reduced effect with shift of the curve to the left statistically
significant in LIN/B—CD group, when compared to vehicle, and the LIN also presented this
decrease in vascular reactivity, but to a lesser extent. In the relaxation curves, it was possible to
observe statistically significant changes for the relaxation induced by ACH and SNP in relation
to the group treated with LIN/B—CD compared to the vehicle. Regarding morphological studies,
histology has shown that the groups treated with LIN and LIN/B—-CD showed similar
characteristics to the healthy Wistar group, with no signs of injuries. CONCLUSION: These
results together suggest that the LIN/B—CD inclusion complex has a promising potential for
increasing the bioavailability of LIN and improving its effects on the cardiovascular system.
Keywords: Hypertension; Linalol; Cyclodextrins; Inclusion Complex; Cardiovascular
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Efeito de LIN/B-CD na reatividade vascular em artéria mesentérica superior.
Animais SHR tratados por 21 dias. Em (A) contracdo em % com concentracdes
cumulativas de Phe; em (B) relaxamento em % com concentra¢cdes cumulativas
de NPS.

Auséncia de alterac8es morfol6gicas em musculo cardiaco de ratos wistar e SHR
tratados por 60 dias. Fotomicrografias mostrando secdes longitudinais do
ventriculo esquerdo de amostras dos grupos: wistar em (A), SHR veiculo em (B),
SHR tratado com LIN em (C) e SHR tratado com LIN/B-CD em (D). Miocardios
normais, com fibras bem organizadas e preservacdo da estrutura nos tratados
com LIN e LIN/B-CD. Coloragdo dos cortes histolégicos com hematoxilina-eosina
(1) e picrosirius (2). Fibras coldgenas maduras evidenciadas em vermelho e fibras
colagenas jovens, coradas em verde com picrosirius. Aumento de 200X.

Auséncia de alteracbes morfolégicas em artéria aorta de ratos wistar e SHR
tratados por 60 dias. Fotomicrografias mostrando secdes longitudinais de artéria
aorta de amostras dos grupos: wistar em (A), SHR veiculo em (B), SHR LIN em
(C) e SHR LIN/B-CD em (D). Aortas normais com fibras bem organizadas nos
grupos controle e preservacdo da estrutura em espécimes tratados com LIN e
LIN/B-CD. Coloracdo dos cortes histolégicos com hematoxilina-eosina (1) e
picrosirius (2). Fibras colagenas maduras evidenciadas em vermelho e fibras
colagenas jovens, coradas em verde com picrosirius. Aumento de 200X.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica é considerada como uma condigédo
clinica que se constitui como fator de risco para outras diversas enfermidades
como infarto e acidente vascular encefalico. Representa um dos maiores
desafios em saude publica para os cerca de 600 milhdes de pessoas
acometidas em todo o mundo (ESH e ESC, 2013; ORGANIZATION, 2013;
WHELTON et al.,, 2017). Diante deste panorama mundial, assim como, da
tolerancia e resisténcia aos medicamentos para controle da presséo arterial, é
necessaria a pesquisa de novas alternativas terapéuticas e a obtencao de
novos farmacos, sendo que as plantas medicinais tornam-se uma excelente
fonte de novas moléculas para tratamento de doencas cardiovasculares
(SANTOS et al., 2011).

Os recentes estudos e novas pesquisas para elucidar os efeitos
biolégicos das plantas medicinais e seus produtos sobre o sistema
cardiovascular tém sido uma constante com objetivo de promover maior
embasamento acerca do potencial terapéutico dos compostos advindos de
folhas, flores, caules, raizes e frutos (CAMARGO; DE VASCONCELOS, 2014;
SANTOS et al.,, 2011). O linalol (LIN) € um metabdlito secundario de 6leo
essencial de plantas e apresenta efeitos sobre o sistema cardiovascular
(CAMARGO et al., 2018; CAMARGO; DE VASCONCELOS, 2014). Entretanto
as tecnologias tem direcionado a comunidade cientifica a pesquisa de
formulacBes mais estaveis para sistemas de transporte de drogas, a exemplo
de lipossomas, nanoparticulas ou ciclodextrinas (CDs), utilizados para melhorar
a acao e reduzir a toxicidade dos farmacos (RAKMAI et al., 2018; LOCCI et al.,
2004; NUMANOGLU et al., 2007).

Dentre as varias estratégias empregadas no uso de ciclodextrinas para
prolongar a estabilidade de compostos, modelar a cinética de liberacdo e
melhorar a absorcdo, destaca-se a formagdo de complexos de incluséo
(RAKMAI et al., 2018; LODAGEKAR et al., 2019). As CDs por sua vez tém sido
um dos principais recursos empregados na area farmacéutica devido a sua
estrutura em formato de cone, que permite a liberagdo controlada de farmacos
(LODAGEKAR et al., 2019; MARQUES, 2010) e otimizacdo dos efeitos
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biologicos de modo a propor inovacdo biotecnolégica com produtos

complexados a B-CD para utilizacdo na terapia anti-hipertensiva

2 REFERENCIAL TEORICO

A pressdo sanguinea arterial pode ser regulada por diversos
mecanismos e vias, que envolvem desde a acdo majoritaria dos
barorreceptores a curto prazo, assim como acfes do sistema nhervoso
autbnomo, atuando na resisténcia periférica total, ou no tecido cardiaco, por
exemplo, ou ainda regulando a ac¢do hormonal e ajustes da funcéo renal a
longo prazo (ROBLES-CABRERA et al., 2014). Além da regulacdo do tdnus
pelo sistema simpatico, o endotélio vascular também pode sintetizar agentes
vasoconstritores e dilatadores em resposta a uma variedade de estimulos,
incluindo estresse de cisalhamento e hormonios. Estimulos nervosos,
hormonais, quimicos, elétricos assim como a frequéncia cardiaca e resisténcia
vascular, sdo fundamentais na regulacdo e determinacdo da pressdo arterial
(ESH e ESC, 2013; MULVANY, 2011; ROBLES-CABRERA et al., 2014).

Quando observamos a populagdo mundial de hipertensos, desses 9,4
milhdes morrem  anualmente como resultado de complicacOes
cardiovasculares, a exemplo dos acidentes vasculares cerebrais e ataques
cardiacos (ORGANIZATION, 2013; WHELTON et al.,, 2017). Ao analisar
estudos observacionais com grandes populacbes, esta enfermidade é
considerada uma das principais causas de morte em todo o mundo (ESH e
ESC, 2013). A mortalidade por doenca cardiovascular (DCV) aumenta
progressivamente com a elevacao e sustentacdo da presséao arterial com niveis
a partir de 115/75 mmHg de forma linear e continua (PICCINI, 2012). Sao
necessarias medidas especificas e assertivas para prevenir o avan¢o dos
quadros hipertensivos, assim como educar a populagédo a controlar a doenca e
seus fatores de risco, como uma forma de evitar futuras complicacdes em
individuos jovens, como a instalacdo de uma doenca cardiaca, renal ou
cerebral como o6rgdos alvo, causando reducdo da expectativa de vida
(ORGANIZATION, 2013).

Trinta e quatro mortes por hora, 829 ébitos por dia e mais de 302 mil

Obitos no ano de 2017. Esse é o retrato das doencas cardiovasculares no
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Brasil, que tém como principal fator de risco a hipertensao arterial (YUGAR-
TOLEDO et al, 2020). Cerca de 35% de toda a populacdo brasileira tém
hipertensdo arterial, caracterizando-se como sendo mais comum entre as
mulheres, com 26,9% do que entre 0os homens, que apresentam uma
prevaléncia de 21,3%, além de ser possivel observar ainda uma variacéo
destes numeros de acordo com a faixa etaria e a escolaridade. Entre os
brasileiros com mais de 65 anos de idades, 59,2% se declaram hipertensos,
contra apenas 3,8% na faixa de 18 a 24 anos e 8,8% de 25 a 34 anos. Em uma
revisdo sistematica com meta-analise de levantamentos transversais realizados
no Brasil nas dltimas trés décadas, foram incluidos mais de 120 mil individuos.
No geral, a prevaléncia foi semelhante a de paises desenvolvidos,
particularmente de hipertensdo diagnosticada por medidas constantes da
pressdo arterial e com base nos critérios universais para o diagnéstico de
hipertenséao (PICON, FUCHS, MOREIRA, RIEGEL & FUCHS, 2012).

Cerca de 90% da populacao hipertensa apresenta o tipo de hipertensdo
essencial, aquela em que a origem ou causa ndo sao conhecidas e por volta de
10% apresentam a forma secundaria, em que um fator causal conhecido, como
a obesidade, seria o principal fator desencadeante (WHELTON et al., 2017). Do
ponto de vista clinico, a hipertensdo ainda € considerada multifatorial e
relativamente desconhecida, seja por seu desenvolvimento insidioso ou pelas
mudancas estruturais nos vasos, estresse da parede arterial e destruicdo
progressiva, do leito vascular (MULVANY, 2012; SCHIFFRIN, 2012).

Clinicamente definida por valores de presséao arterial maiores ou iguais a
130 mmHg de pressao arterial sistélica e 90 mmHg de pressao diastélica (ESH
e ESC, 2013; WHELTON et al., 2017). Com prevaléncia de cerca de 50% da
populacdo idosa, € importante fator de risco para manifestacdo de doencas
como insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular cerebral e doencas
renais que apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade (PICCINI,
2012). Entre os guidelines, atualmente recomenda-se iniciar uma terapia anti-
hipertensiva a qualquer tempo, género e idade, caso a pressao sanguinea do
individuo seja igual ou superior a 150/90 mmHg. Diuréticos da classe dos
tiazidicos, blogueadores de canais de calcio, inibidores enziméticos da
conversao de angiotensina e bloqueadores de receptores da angiotensina séao
medicamentos de primeira ordem (ESH e ESC, 2013; WHELTON et al., 2017).
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Segundo o0 mais atual guia sobre hipertenséo e terapia anti-hipertensiva,
Guideline for the Prevention, Detection, Evaluation, and Management of High
Blood Pressure in Adults (WHELTON et al., 2017) documento elaborado e
aprovado pelo American College of Cardiology e pela American Heart
Association no ano de 2017 apresenta as drogas mais atuais para controle e
manejo do individuo com hipertensdo. Na versao brasileira, apresentada na
tabela abaixo, é possivel averiguar um panorama dos principais anti-

hipertensivos disponiveis no mercado de farmacos.

ANTI-HIPERTENSIVOS COMERCIALMENTE DISPONIVEIS NO BRASIL

: Posologia (mg) Numero de . Posologia (mg) Numero de
Medicamentos Minima Maxima tomadas/dia Medicamentos Minima Maxima tomadas/dia
Diuréticos Bloqueadores dos canais de calcio

'Cl'iazid;icos \F/enilalqui::minas
lortalidona 12.5 25 1 erapamil Retard*** 120 480 1-2
Hidroclorotiazida 12,5 25 1 Benzotiazepinas
Indapamida 25 5 1 Diltiazem AP, SR ou CD*** 180 480 1-2
Indapamida SR*** 1.5 5 1 Diidropiridinas
Alca Anlodipino 2.5 10 1
Bugmetamida 0,5 *x 1-2 Felodigino 5 20 1-2
Furosemida 20 i 1-2 Isradipina 25 20 2
Piretanida 6 12 1 Lacidipina 2 8 1
Poupadores de potassio Lercarnidipino 10 30 1
Amilorida* 2:5 10 1 Manidipino 10 20 1
Espironolactona 25 100 1-2 Nifedipino Oros*** 30 60 1
Triantereno* 50 100 1 Nifedipino Retard*** 20 60 2-3
Inibidores adrenérgicos Nisoldipino 5 40 1-2
Acao central Nitrendipino 10 40 2-3
Alfametildopa 500 1.500 2-3 Inibidores da ECA
Clonidina 0,2 0,6 2-3 Benazepril 5 20 1
Guanabenzo 4 12 2-3 Captopril 25 150 2-3
Moxonidina 0,2 0,6 1 Cilazapril 2.5 5 1
Rilmenidina 1 2 1 Delapril 15 30 1-2
Reserpina* 12,5 25 1-2 Enalapril 5 40 =2
Betabloqueadores Fosinopril 10 20 1
Atenolol 28 100 1-2 Lisinopril 5 20 1
Bisoprolol 2.5 10 1-2 Perindopril 4 8 1
Carvedilol* 12,5 50 1=2 Quinapril 10 20 1
Metoprolol e Metoprolol (ZOK)*** 50 200 1-2 Ramipril 2.5 10 1
Nadolol 40 120 1 Trandolapril 2 4 1
Nebivolol** 5 10 1 Bloqueadores do receptor AT,
Propranolol**/ Propranolol (LA)*** 40/80 240/160 2-3/1-2 Candesartana 8 32 1
Pindolol 10 40 12 Irbersartana 150 300 1
Alfabloqueadores Losartana 25 100 1
Doxazosina 1 16 1 Olmesartana 20 40 1
Prazosina 1 20 2-3 Telmisartana 40 160 1
Prazosina XL*** 4 8 1 Valsartana 80 320 i
VTeradz_?sxng di L 20 i=2 * Medicamentos comer apenas em des com outros anti-hipertensivos.* * Dose
asodilatadores diretos méxima varidvel de acordo com a indicacdo médica.* ** Retard, SR, ZOK, Oros, XL, LA, AR SR e CD
Hidralazina 50 150 2-3 formas farmacéuticas de liberacao prolongada ou controlada.+ Alfa-1 e betabloqueador adrenérgico. ++
Minoxidil 25 80 23 Betablogueador e liberador de 6xido nitrico.

Figura 1. Medicamentos anti-hipertensivos utilizados na medicina atual para manejo e
controle da presséo arterial disponiveis no Brasil.

Fonte: Adaptado de VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo. Capitulo 6. Tratamento
Medicamentoso. Jornal Brasileiro Nefrologia 32; Supll (2010) S29-S43.

Os medicamentos de primeira escolha como os diuréticos tiazidicos,
inibidores da enzima conversora de angiotensina, antagonistas ou
bloqueadores dos receptores do tipo AT1, para angiotensina tipo Il, assim
como bloqueadores para canais de calcio estdo listados acima e devem ser

utilizados inicialmente no manejo ao paciente com hipertensdo (WHELTON et
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al., 2017). Caso seja necessario o emprego de outros farmacos, sao utilizados
aqueles tidos como agentes secundarios ou de segunda escolha, como
diuréticos e beta-bloqueadores.

Apesar da grande quantidade de medicamentos para controle da
pressdo sanguinea, a hipertenséo resistente tem sido relatada entre 5-30% da
populacdo hipertensa em geral segundo estudo da Sociedade Europeia de
Hipertensédo e Sociedade Europeia de Cardiologia (ESH e ESC, 2013), porém,
inconsisténcias na definicdo e resisténcia ao tratamento, associado a
diferencas étnicas entre populacdes estudadas mundialmente, elevam a taxa
de prevaléncia relatada para hipertenséo resistente aos farmacos, alcancando
indices que podem chegar até 50% da populagéo hipertensa no geral (WEBER
e ANLAUF, 2014).

A hipertenséo resistente € definida por falha na realizacdo do controle e
remissdo dos altos niveis de pressdo sanguinea com medidas adequadas de
estilo de vida e alimentacédo, uso de diurético associado a dois outros farmacos
anti-hipertensivos de classes diferentes e em doses adequadas, mas ainda
assim nado ha reducéo dos valores pressoéricos (WEBER e ANLAUF, 2014). A
resisténcia vascular periférica, através das artérias de resisténcia, responde de
maneira diferente das artérias de grande calibre, com relacdo a sintese e
liberacdo de compostos vasoativos e vasorrelaxantes (MULVANY, 2012;
REHO, ZHENG & FISHER, 2014) sendo que, fisiologicamente, o débito
cardiaco também exerce importante modificacdo pelo sistema nervoso
autbnomo, nos receptores muscarinicos, de modo a reduzir a frequéncia
cardiaca e consequentemente a pressao arterial (CAMPAGNOLE-SANTOS e
HAIBARA, 2001). Em doencas como hipertensdo arterial ha uma mudanca
também na reatividade e estrutura da parede dos vasos sanguineos, com
diminuicdo da biodisponibilidade ou liberacdo de compostos vasoativos
derivados do endotélio (REHO et al., 2014), alterando a modulagdo da
resisténcia vascular periférica.

As disfuncbes cardiacas e vasculares que ocorrem no estado
hipertensivo contribuem para o aumento da resisténcia vascular sistémica e
conduzem ao desenvolvimento do quadro de inflamagdo subsequente
(BATLOUNI, 2001). Embora néo esteja bem definido se a inflamagé&o € uma

causa ou efeito da fisiopatologia da hipertenséo, ja estd bem descrito que
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ambas cursam ou evoluem juntas no quadro hipertensivo. Outros fatores que
contribuem para a hipertensdo, tais como envelhecimento, também estédo
associados a inflamacao, estresse oxidativo e disfuncdo endotelial. Por isso,
afirma-se que, medicamentos anti-inflamatorios poderiam ser usados nao so
para tratar a hipertensdo no futuro, mas também para tratar outras doencas
cardiovasculares por minimizar o estresse oxidativo e a disfungéo endotelial
(QIU et al., 2014; SETO et al., 2013).

Pacientes com este tipo de hipertensdo resistente tém 3 vezes pior
prognéstico do que aqueles com hipertensdo controlada, uma vez que em
muitos casos apresentam danos a o6rgdos alvo, de maneira a sofrer as
consequéncias da desregularédo da presséo arterial que podem variar desde
tonturas até consequéncias mais graves como a instalacdo de doencas cérebro
ou cardiovasculares (ESH e ESC, 2013). Os produtos naturais podem
constituir uma alternativa para tratamento de doencas do sistema
cardiovascular e novos estudos devem ser feitos com o objetivo de fornecer
maior embasamento cientifico ao seu potencial terapéutico (ANJOS et al.,
2013; MENEZES, BARRETO, ANTONIOLLI, SANTOS e SOUSA, 2010;
MOREIRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2010; MENEZES et al., 2010).

Os 6leos essenciais sdo produtos naturais advindos de plantas e séo
constituidos principalmente de moléculas chamadas terpenos (PADUCH et al.,
2016). As plantas produzem naturalmente moléculas de isopreno (C5H8)n que
sao os principais componentes dos terpenos e a depender de sua conformacéo
ou da organizagao de seus constituintes, apresentam diferentes classificacoes,
sendo divididos em sesquiterpenos, triterpenos, monoterpenos, entre outros
(SHARKEY, WIBERLEY e DONOHUE, 2008). Os monoterpenos pertencem a
este diverso grupo de compostos quimicos e faz parte de cerca de 90% dos
Oleos essenciais com enorme variedade de estruturas e funcdes. Em sua
composicdo, os monoterpenos tém duas unidades de isoprenos (C10) e sao
amplamente estudados em todo o mundo (GUIMARAES, QUINTANS e
QUINTANS-JUNIOR, 2012; SANTOS et al., 2011; SHARKEY, WIBERLEY, e
DONOHUE, 2008)

Os principais constituintes quimicos dos 6leos essenciais das plantas
sdao 0s monoterpenos, obtidos em uma grande variedade de plantas

aromaticas, por diferentes métodos de extracdo. Os monoterpenos apresentam
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varias propriedades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatoria (DE SOUZA
SIQUEIRA QUINTANS et al, 2013), antinociceptiva e analgésica
(GUIMARAES et al., 2012), vasorrelaxante (SANTOS et al., 2011), ansiolitica,
antidepressiva e sedativa (HELDWEIN et al., 2014; LINCK et al., 2010;
SUGAWARA et al., 1998).

Podem ser divididos em trés subgrupos: aciclico, como linalol;
monociclico, a exemplo do a-terpineol; e biciclico, como a canfora. A partir
dessa divisdo, cada subgrupo pode ainda ser classificado em hidrocarbonetos
insaturados, alcodis, aldeidos, entre outros (SANTOS et al.,, 2011). Entre os
estudos sobre monoterpenos encontrados na literatura cientifica, alguns
apresentam avaliacdo in vivo dos efeitos biolégicos no sistema cardiovascular.
A administracdo intravenosa em ratos normotensos e nao anestesiados
demonstrou que (+)-alpha-pineno, (-)-beta-pineno, (+/-)-citronellol e (+/-)-linalol
(1, 5, 10, e 20 mg/kg, i.v.) foram capazes de induzir hipotensao e taquicardia
(MENEZES, BARRETO, ANTONIOLLI, SANTOS e SOUSA, 2010; SANTOS et
al., 2011)

Em uma revisdo sobre 0s monoterpenos que apresentaram algum tipo
de efeito sobre o sistema cardiovascular, foram encontrados 17 artigos e entre
os 33 monoterpenos pesquisados com atividades cardiovasculares, apenas 16
deles foram encontrados em publicacdes: carvacrol, citronelol, eucaliptol, as
fracbes de (-)-linalol e (+)-linalol, mentol, myrtenal, myrtenol, rotundifolona,
sobrerol, timol, a-limoneno, a-terpinen-4-ol, o-terpineol, p-cimeno, Aalcool
perililico, a-pineno e B-pineno (SANTOS et al., 2011).

O linalol (LIN) é encontrado principalmente em plantas, como a
bergamota (Citrus bergamia), jasmim (Jasminum auriculatum), manjericao
(Ocimum gratissimum) e coentro (Coriandrum sativum), largamente utilizados
na culinaria brasileira (CAMARGO e DE VASCONCELOS, 2014). Denominado
guimicamente por 3,7-dimetil-1,6-octadien-3-ol Figura 2, o linalol é um
monoterpeno alcodlico terciario de cadeia aberta (ANJOS et al., 2013), de peso
molecular 154,25 g/mol, densidade de 0,862 g/mL e formula (C10H180).
Apresenta seu ponto de ebulicdo a 199 °C e solubilidade em agua, na
proporcéo de 1,589 g/L (LAPCZYNSKI, LETIZIA e API, 2008).

Este monoterpeno apresenta varias atividades farmacoldgicas

promissoras, tais como antinociceptiva e anti-inflamatoria (PEANA et al., 2003,
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2004; PEANA, MARZOCCO, POPOLO e PINTO, 2006) e reducéo da alodinia
em modelos de dor neuropatica. Mostrou ainda apresentar atividade sedativa
com modulacdo glutamatérgica por mecanismos centrais (BATISTA et al.,
2008; PEANA et al., 2004, 2006). E possivel visualizar sua estrutura quimica

logo abaixo na Figura 2.

HO CHj

\
\\\

HsC CHs

(-)-linalool (+)-linalool

Figura 2. Estrutura quimica de (-)-Linalol e (+)-Linalol.
Fonte: Elaborado pelos Autores

O LIN é uma das substancias mais importantes na industria farmacéutica
e de alimentos, usada como fixador de fragrancias e componente de produtos
de perfumaria, sendo utilizado pela medicina popular, através de raizes, caules,
folhas e frutas de plantas aromaticas, para fins anti-inflamatorios, anti-
nociceptivos e anti-hipertensivos (ANJOS et al., 2013; DE SIQUEIRA et al.,
2014). Em relacdo as atividades cardiovasculares destacam-se os efeitos
antitrombdéticos, antiplaquetarios, vasorrelaxante, hipotensor, atividade
bradicardica, além de proporcionar melhoria no fluxo coronariano (ANJOS et
al., 2013; CAMARGO ¢ DE VASCONCELOS, 2014).

Naturalmente encontrado na forma de dois estereoisbmeros, 3R-(-)-
Linalol e 3S-(+)-Linalol, com odores distintos e diferentes efeitos biologicos. O
isdmero levo-rotatorio, lincareol, apresenta um aroma de lavanda e flores
frescas, enquanto o dextro-rotatério, coriandrol, um cheiro herbaceo, com tons
de folhas envelhecidas, frequentemente descritas com caracteristicas citricas
(ALVIANO et al., 2005; PEANA et al.,, 2006). De maneira prevista, mas nao
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menos interessante, os resultados dos estudos sobre o sistema cardiovascular
mostraram que os isdmeros 6pticos tiveram efeitos opostos.

Enquanto a frag&o levo-rotatodria (+)—linalool apresenta efeito estimulante
sobre o sistema cardiovascular, causando efeito hipertensivo e taquicardia,
enquanto que a fracdo dextro-rotatéria (-)-linalool apresenta efeito depressor,
com hipotenséo associada a bradicardia (MENEZES et al., 2010; SANTOS et
al., 2011). A atividade hipotensora de (z)-linalol em ratos normotensos néo
anestesiados mostrou que este monoterpeno foi capaz de induzir hipotenséo
associada a taquicardia, sugerindo um efeito sobre a resisténcia vascular
periférica com consequente resposta barorreflexa (ANJOS et al., 2013).

Em um artigo de revisdo, diferentes espécies de animais, foram
utilizadas nos estudos, com diversas doses aplicadas, em diferentes vias de
administracdo: oral, intraperitoneal e intravenosa e foi possivel concluir que
uma dose segura de linalol, sem qualquer efeito adverso associado, é
administrada por via oral em quantidade inferior a 116,6 mg/kg (LAPCZYNSKI
et al., 2008). Em galinhas, a dose de 100 mg/kg de linalol em céapsulas
gelatinosas ndo causou mortes, nem efeitos toxicos, de modo a propor que
linalol parece ndo apresentar qualquer potencial efeito imunotéxico ou
neurotéxico, mas os achados ainda precisam ser confirmados HOOD et al.,
1978 apud (LAPCZYNSKI et al., 2008).

Clinicamente, (-)-linalol ja foi testado em estudos com seres humanos,
sendo demonstrada sua atividade relaxante e calmante quando inalado
(HOFERL e KRIST, 2006). A administragdo do linalol foi capaz de apresentar
efeito antinociceptivo e anti-inflamatério em diferentes modelos experimentais,
de maneira a atenuar a dor induzida por diversos estimulos. Seu efeito
antinociceptivo parece envolver a inibicdo da transmissdo glutamatérgica,
dopaminérgica e opidide, sem excluir a participacdo dos canais para potassio,
cujo efeito anti-hiperalgésico pode resultar da estimulacdo indireta dessas trés
familias de receptores que sdo acoplados a proteinas capazes de induzir a
abertura de canais para K+ (PEANA et al., 2004).

Outros efeitos também foram listados para o linalol tais como: anti-
leishmaniose (MENDONC et al., 2003) e antimicrobiano, podendo ser utilizado
no combate aos microrganismos causadores de infecgces hospitalares
(ALVIANO et al., 2005; AZEVEDO et al., 2013). Além dessas propriedades,
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acOes hipotérmicas e sedativas, foram observadas quando inalado por cerca
de 1h, sem trazer comprometimento nas fun¢cées motoras, comprovando que a
estimulacdo olfatéria pela inalacdo do cha de jasmim, rico em linalol, induz
bradicardia e efeito sedativo (KURODA et al., 2005). Outros estudos também
demonstraram efeito ansiolitico e sedativo de linalol apds inalacdo, sugerindo
propriedades biolégicas eficientes por via inalatéria (LINCK et al., 2009; LINCK
et al., 2010).

O (-)-linalol tem, ainda, acéo direta sobre o muasculo liso vascular, sendo
capaz de relaxar contracdes induzidas por PGF2a, em preparacdes de aorta de
camundongo, induzindo vasorrelaxamento dependente de endotélio funcional,
via ativacdo de guanilil ciclase soluvel, assim como de canais para potassio,
com acao inibitéria sobre o influxo de calcio (KANG e SEOL, 2015). Além disso,
linalol apresentou potente atividade espasmolitica sobre contracfes induzidas
por fenilefrina, em preparacdes in vitro de anéis de artéria mesentérica de ratos
de modo a apresentar seu mecanismo de acdo independente de endotélio
funcional, envolvendo o bloqueio de canais para célcio sensiveis a voltagem
(ANJOS et al., 2013).

Apesar dos Oleos essenciais extraidos de plantas e 0os monoterpenos
nele presentes apresentarem uma variedade imensa de ag¢fes biologicas,
algumas limitacdes em relacdo as suas acdes sao observadas pelo fato de
apresentarem importante volatilidade e acentuada lipossolubilidade (SANTOS
et al., 2011). A partir deste raciocinio, sistemas de liberacdo controlada, tém
sido utilizados h& décadas para melhorar as propriedades bioldgicas de muitas
substancias e compostos, principalmente através das CDs.

Do ponto de vista da entrega de medicamentos por via oral, as CDs
aumentam a concentracao de principios farmacéuticos e atingem a circulacdo
sistémica a partir do sistema gastrointestinal. O que se espera de uma
formulacdo como as ciclodextrinas € o fornecimento oral de alta carga de
farmaco, garantia de uma liberacdo controlada ou direcionada do farmaco em
questdao e modular uma reducdo nos efeitos colaterais (SZEJTLI, 2004).
Consideradas macromoléculas naturais e ciclicas, as CDs podem ser obtidas
por degradacdo enzimatica do amido e apresentam um numero de unidades de

glicose compreendidas entre 6 e 8, denominando-se respectivamente, a-, 3- e
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y-CD (JIANXIANG, ZHANG e PETER, 2014; PINHO, GROOTVELD, SOARES
e HENRIQUES, 2013).

O tamanho e forma da cavidade em cone, em combinacdo com o
tamanho, polaridade e potencial de polarizacdo do héspede sdo os principais
determinantes para a utilizacdo como hospedeiros (SERAFINI et al., 2012). A
constituicdo com interior de carater hidrofébico e hidroxilas livres na periferia,
lhes conferindo carater hidrofilico, possibilita a estes oligossacarideos sua
utilizacdo na formacao de complexos de inclusdo (DE AZEVEDO et al., 2011) e
ainda representam um grande avanco na area da ciéncia, principalmente no
que diz respeito a melhora da efetividade de terapias farmacologicas. Como um
dos principais e mais importantes efeitos, o aumento da biodisponibilidade,
permitindo que a substancia hospede alcance concentracdes terapéuticas nos
fluidos biol6gicos (CEBORSKA, ASZTEMBORSKA, LUBORADZKI, e
LIPKOWSKI, 2013).

As CDs séo capazes de proteger as moléculas héspedes da degradacao
do meio externo, reduzir a volatilidade e conferir estabilidade quimica e fisica
sendo que ainda podem levar ao aumento ou otimizacdo das atividades e
propriedades terapéuticas, com reducdo de efeitos colaterais e reacoes
adversas. Outro importante efeito é promover uma adequag¢do quanto ao
namero de administracbes necessarias para um tratamento biologicamente
eficaz com o farmaco ou principio ativo a ser complexado neste sistema de
liberacdo controlada (BHANDARI, D’ARCY, e PADUKKA, 1999)

Honz

HOH C

Figura 3. Estrutura quimica da p-ciclodextrina e estrutura em 3 dimensdes
demonstrando sua forma de cone truncado. Adaptado de Loftsson, Jarho, & Jarvinen, 2005.

Fonte: LOFTSSON T., JARHO P., MASSON M. & JARVINEN T. Cyclodextrins in drug
delivery. Expert Opinion Drug Delivery. v. 2, n. 2, 2005.
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Devido a sua cavidade hidrofobica, na qual substratos podem ser
aprisionados para formarem complexos de inclusdo, as ciclodextrinas podem
hospedar distintos compostos, cuja propor¢do mais usual é 1:1. A quimica do
fenbmeno de inclusdo molecular demonstra um sistema de complexidade
estrutural no qual a ciclodextrina é o hospedeiro e o substrato € o héspede, os
quais se mantém juntos principalmente através de forcas de Van der Waals,
interacdes hidrofobicas e pontes de hidrogénio (NUMANOGLU et al., 2007;
RAJESWARI, ALKA, JAVED, e KHA, 2005).

Segundo Lima, a formacédo do complexo de inclusédo facilita em alguns
casos, a solubilizacdo de substancias pouco sollveis e em outros, precipita
algum componente em solu¢cdo ou suspensdo. Em solugdo, a molécula
hospede vai estar inteira ou parcialmente, dentro da cavidade da ciclodextrina
(LIMA et al., 2016). No estado cristalino, a molécula hdéspede pode estar
localizada dentro da cavidade, mas também nos espacos intersticiais formados
pela rede do complexo. Além destas habilidades, ha potencial para proteger,
controlar e sustentar a entrega de compostos bioativos. Em adicdo aos
beneficios  terapéuticos, o0s principais desafios relacionados ao
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada incluem a combinacéo
apropriada com a molécula hospedeira e habilidade para controlar sua
concentracdo (DAVIS e BREWSTER, 2004; JIANXIANG ZHANG e PETER,
2014).

As CDs sdo amplamente utilizadas nas industrias de alimentos,
cosmeéticos, farmacéuticos e na agricultura como agentes estabilizantes de
substancias volateis ou instaveis (APPL e CYCLODEXTRIN, 2004, MORIWAKI,
MAZZER, e PAZZETTO, 2009). Entre o0s requisitos necessarios a
complexacao, a compatibilidade de tamanhos e geometrias entre a cavidade da
ciclodextrina e a molécula héspede sédo importantes sendo que ha casos em
que apenas uma parte da estrutura do héspede fica incluida na cavidade
(MARQUES, 2010).

Os sistemas de administracdo de farmacos aumentam o potencial das
substancias como os 0Oleos essenciais, de forma a tornar mais potentes 0s
principios ativos dos constituintes (MENEZES et al., 2014; MENEZES et al.,
2012; MOREIRA et al., 2016; TRINDADE et al., 2019). No Brasil, o amido de
mandioca € utilizado como substrato para a producdo de CDs, pois tem um
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baixo custo de producao e alto rendimento (MORIWAKI et al., 2009). Do ponto
de vista estrutural, as ciclodextrinas podem alterar as propriedades fisicas e
quimicas da molécula hospede. Métodos de complexacao foram relatados para
melhorar as caracteristicas dos farmacos, tais como solubilidade e
biodisponibilidade com reducdo de efeitos colaterais (JIANXIANG ZHANG &
PETER, 2014; MENEZES et al., 2012)

Figura 4. Representagdo esquematica da formacgéo tipica do complexo de inclusao
com a beta-ciclodextrina. Adaptado de MURA, 2014.

Fonte: MURA P. Analytical techniques for characterization of cyclodextrin complexes in
aqueous solution: A review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 2014.

As ciclodextrinas podem ser administradas em seres humanos ou
animais, fazendo parte de medicamentos ou alimentos, seja na forma livre ou
como complexos de inclusdo. Se a ciclodextrina € administrada por via oral,
fazendo parte do complexo, ocorre sua dissociagdo no trato gastrointestinal,
degradadas em acgucares absorviveis no colon intestinal e finalmente
excretadas como dioxido de carbono e agua, sendo processos separados, a
absorcdo da molécula héspede e da ciclodextrina (RAKMAI et al., 2018).

Em estudos sobre a atividade antinociceptiva do (-)-linalol e linalol
complexado em [-ciclodextrina (LIN-BCD), ambos apresentaram atividade

antinociceptiva no modelo animal de hiperalgesia muscular crénica inflamatéria,
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em todas as doses testadas, tendo o LIN-B-CD atividade prolongada em
relacdo a substancia isolada, sugerindo que a complexagdo produziu uma
melhoria significante na acdo terapéutica (COELHO ET AL., 2013;
NASCIMENTO, CAMARGO, e DESANTANA, 2014; QUINTANS-JUNIOR et al.,
2013). Usadas principalmente para aumentar a solubilidade em &agua de
materiais lipofilicos, aumenta a estabilidade fisica e quimica das moléculas
hospedeiras (RAKMAI et al., 2018), o que as protege contra decomposicao,
oxidacdo ou hidroélise e fornece a liberacéo controlada de principios ativos e da
absorcdo de compostos na pele, assim como estabiliza emulsbes e
suspensdes (NUMANOGLU et al., 2007).

Para muitos farmacos, o tamanho da cavidade de a-CDs é insatisfatério
e os y-CDs sdo mais caros. Assim entre as ciclodextrinas, a B-ciclodextrina (B-
CD) que apresenta 7 unidades de glicose em sua constituicdo, é a que melhor
se adapta diante da complexacdo (ADEOYE e CABRAL-MARQUES, 2017) e
guando administradas por via oral, as ciclodextrinas sdo consideradas seguras
e praticamente sem toxicidade. ApOs a descoberta de propriedades
promissoras das CDs, foi possivel estudar novas formulacfes de farmacos anti-
hipertensivos. Embora existam poucos estudos correlacionando formulagdes
de B-CD em doencas cardiovasculares, demonstramos que o linalol e o
complexo de inclusdo contendo este monoterpeno € capaz de melhorar as
atividades farmacoldgicas e anti-hipertensivas em animais espontaneamente
hipertensos SHR (CAMARGO et al., 2018).

A farmacocinética é de suma importancia para entender as
possibilidades e variedades que um farmaco apresenta, esteja ele em sua
forma livre ou complexado (SHI, ZHAO, FIREMPONG e XU, 2016). Para
melhor entender toda a dinamica corporal do farmaco, os parametros
farmacocinéticos individuais e médios geralmente sdo observados. Dados
como a meia vida (t12) que representa o tempo gasto para que a concentracao
plasmatica ou a quantidade original de um farmaco no organismo se reduza a
metade, o conhecimento desta constante permite a manutencao de um platé ou
faixa de concentracdo terapéutica constante, por reposicdo da parte do
farmaco que esta sendo eliminado. Ha& também estudos sobre os indices ou
constante de absorcédo (ka), que € uma variavel que define a absor¢cdo de um

farmaco, que se desloca do seu local de administracdo e alcanca o fluxo
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sanguineo, e constante de eliminacéao (ke) que é o fluxo ou fracdo do farmaco
eliminado em funcdo da variavel tempo de exposi¢do, que equivale as curvas
ou linhas de concentracdo descendentes nos graficos.

O clearance (CL), também €& um parametro de suma importancia nos
estudos farmacocinéticos ja que € a capacidade do rim ou do figado de eliminar
do sangue circulante, substancias derivadas do metabolismo do farmaco
administrado; volume de distribuicdo (Vd), em que o farmaco se distribui do
fluxo sanguineo para outros tecidos. A velocidade de transporte das
substancias para esses locais varia conforme a constante ou velocidade de
distribuicdo que sofre interferéncia de fatores fisiologicos como a perfusdo
sanguinea e caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, assim como estudo do
tempo de residéncia médio (MRT), tempo de absorcdo médio (MAT), area sob
a curva (ASC) e indices como biodisponibilidade absoluta (Fabs) e
biodisponibilidade relativa (Frel) precisam ser estimados, uma vez que a
biodisponibilidade é a fragcdo do farmaco inalterado que alcanca a circulacao
sistémica e pode indicar também a velocidade e a extensdo com que o farmaco
atinge a circulacéo, tendo em vista a formulacao do perfil farmacocinético de
um farmaco (KAISER, JOHANSSON, TONI, OLIVEIRA, e DALLA, 2010).

Diante do exposto, o potencial farmacoldgico dos produtos naturais no
tratamento da hipertensdo e doencas cardiovasculares tem cada vez mais
impacto na sociedade e com base nos resultados ja encontrados na literatura e
na auséncia de pesquisas cientificas especificas sobre o possivel efeito de
linalol e seu complexo com [-ciclodextrina (LIN-BCD) como potencial anti-

hipertensivo houve entdo a motivacéo para realizacao deste trabalho.
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3 HIPOTESE

Diante do exposto, hipotetizamos que o monoterpeno linalol quando em
complexo de inclusdo associado a beta-ciclodextrina (LIN/B-CD), apresenta
seus efeitos biolégicos no sistema cardiovascular superiores aqueles
apresentados por linalol puro (LIN), com potencial terapéutico anti-hipertensivo

otimizado quando incluido em sistema de liberag&o controlada.
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4 OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a farmacocinética e o potencial anti-hipertensivo do monoterpeno

linalol quando em complexo de inclusdo com a B-ciclodextrina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver e validar metodologia analitca por HPLC ou
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detec¢do ultravioleta para
dosagem do linalol livre e complexado a ciclodextrinas em plasma de ratos;

- Determinar as concentracfes totais de linalol livre e complexado a [3-
ciclodextrina no plasma de ratos apés administracao oral;

- Calcular os parametros farmacocinéticos do linalol livre e complexado a
B-ciclodextrina;

- Investigar as influéncias hemodinamicas de linalol livre ou complexado,
apos administracdo aguda, através de medida direta da pressao arterial e
frequéncia cardiaca em ratos com hipertenséo essencial (SHR);

- Avaliar os efeitos do tratamento subcrénico por 21 dias em animais
SHR com linalol para investigar seu potencial anti-hipertensivo e comparar os
resultados obtidos com os obtidos na forma complexada a p-CD;

- Observar as alteragdes no indice de massa cardiaca de animais
hipertensos apos tratamento subcrénico por 21 dias com linalol, bem como sua
forma complexada a 3-CD;

- Observar as alteracGes na reatividade vascular em artéria mesentérica
superior de animais hipertensos apos tratamento subcronico de 21 dias com
linalol, bem como sua forma complexada a 3-CD;

- Mensurar a producdo e expressao de citocinas inflamatorias através
das técnicas de ELISA em ratos submetidos a tratamento subcrbnico por 21
dias com linalol livre e encapsulado a 3-CD.

- Avaliar o potencial anti-hipertensivo de linalol livre e complexado a [3-
CD apés tratamento crénico por 60 dias em animais hipertensos e

normotensos;
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- Analisar a reatividade vascular de artéria mesentérica superior isolada
rato SHR e wistar submetidos a tratamento cronico por 60 dias com linalol livre

e complexado.
- Avaliar a morfologia cardiaca e de tecidos isolados de animais

normotensos e hipertensos tratados cronicamente com linalol livre ou

complexado por 60 dias.

32



5 MATERIAL E METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (SHR) entre 82 e
162 semanas de vida, pesando entre 150 e 300g, assim como animais
normotensos wistar, também entre 8 e 16 semanas, com pesos variando de
acordo ao crescimento, entre 150 e 450g. Para o0s experimentos de
administragdo aguda, seja via intravenosa ou oral, foram utilizados animais
SHR a partir de 12 semanas de vida, uma vez que estes ja apresentam a
hipertenséo instalada. A diferenciacéo entre os usos dos animais pode ser mais
bem entendida no esquema abaixo Figura 5. Através da literatura cientifica, é
possivel observar que as primeiras alteracdes cardiovasculares dos animais
espontaneamente hipertensos sao relacionadas a frequéncia cardiaca e
ocorrem por volta da 42 semana de vida.

Os niveis pressoricos destes animais comecam a aumentar por volta da
62 semana, sendo considerados pela literatura como pré-hipertensos quando
alcancam a 82 semana de idade e a partir da 122 semana, a hipertenséo
encontra-se estabelecida (FAZAN et al., 2006). Dessa forma, diante do
exposto, os animais foram submetidos ao tratamento a partir deste periodo,
mais especificamente a partir da 9 2 semana de vida visando avaliar se o
tratamento seria capaz de evitar o estabelecimento da hipertensdo e quando
falamos no tratamento subcrénico os animais finalizavam as administracoes
dos compostos com 12 semanas de vida.

Os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de
Neurociéncias, alocado no Instituto de Ciéncias da Saude da UFBA. Estes
animais foram constantemente mantidos em caixas sob condi¢cGes controladas
de temperatura (22 + 1° C) e submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas
(06:00 — 18:00 horas), tendo livre acesso a alimentacdo e agua, e condi¢cdes
controladas de consumo, quando em tratamento subcronico. Estes protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica de Uso de Animais,
alocado no Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia,
sobre o protocolo CEUA-ICS UFBA No. 085/2015.
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Idade dos

S TEMPO DE TRATAMENTO
Animais

ENSAIOS
FARMACOCINETICOS

ENSAIOS FARMACODINAMICOS

12 semanas

12 semanas 8 horas

AGUDO Intravenoso Instantaneo

CRONICO Oral fisstanas 21 Dias
S

8 semanas

CRONICO Oral

Figura 5. Desenho esquematico demonstrando os tipos de ensaio realizados em nossos
experimentos, com informacdes das idades dos animais e inicio dos tratamentos. Protocolos
subcrdnicos e cronicos utilizaram animais a partir de 8 semanas de vida para observar o inicio
e evolucao dos niveis pressoéricos ao longo dos tratamentos.

5.2 OBTENCAO DO COMPLEXO LINALOL/B-CD

O acido acético, B-CD (= 97% de pureza), LIN (= 97% de pureza) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, USA). A obtencdo do complexo foi
realizada segundo (MENEZES et. al., 2013). Os complexos de inclusao foram
preparados por trés procedimentos diferentes. Uma mistura fisica que foi
preparada pela adicdo de (-)-linalol a uma argamassa contendo 3-CD em po,
sobre agitacdo manual. O complexo de inclusdo (-)-linalool/B-CD manteve sua
relagdo molar e a preparacdo por mistura mecéanica foi armazenada em
recipientes de vidro hermeticamente fechados.

A complexacdo de pasta foi realizada por homogeneizacdo de (3-CD
(1.135 mg) com agua (1,2:4, p/v, mg / mL) e em segundo passo, uma massa de
154 mg de (-)-linalol (1:1) foi adicionado a pasta de B-CD sob uma agitacédo

by

manual constante. Subsequentemente, o material foi seco a temperatura
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ambiente em um dissecador até formar uma pelicula de vidro, que foi removida
por trituracdo manual e armazenada em recipientes de vidro.

A etapa final de complexacao de lama foi realizada pela adi¢cdo de 4gua
em um meio contendo 1,135 mg de B-CD (3:4, p/v,mg/mL). Novamente 154 mg
de (-)-linalol, que é 1:1 molar em propor¢cao com o hospedeiro, foi adicionado a
pasta e agitou-se por 36 h por um dispositivo de agitacdo magnético a 400 rpm
(QuimisQ 261A21, Brasil).

Posteriormente, a mistura foi transferida para outro recipiente, passando
por um processo de secagem em um dissecador assim como liofilizacdo. Apos
todos estes procedimentos e o complexo de incluséo ter sido preparado, foi
submetido aos testes de estabilidade da preparacdo como publicado em
(MENEZES, 2013). O complexo foi gentilmente cedido para experimentacao
pela Universidade Federal de Sergipe, em colaboracdo com os professores Dr.

Adriano Antunes e José Lucindo Quintans-Junior.

5.3 ENSAIOS FARMACOLOGICOS

Para avaliar o potencial anti-hipertensivo do monoterpeno linalol puro e
complexo formado entre e LIN/B-CD foram utilizadas duas diferentes formas de
abordagem, uma com ensaios farmacolégicos in vivo, utilizando animais com
hipertensdo essencial SHR e normotensos wistar assim como outras
abordagens in vitro, utilizando vasos sanguineos, sangue e plasma assim como

tecidos isolados destes animais.

5.4 ENSAIOS IN VIVO

5.4.1 Estudos Farmacocinéticos Plasmaticos e Modelagem Populacional

através da Metodologia de quantificacéo do linalol por CLAE/UV

Foi desenvolvida e validada uma metodologia analitica para analisar as
doses de linalol e complexo que foram testadas por via oral e intravenosa em
amostras de plasma de ratos, utilizando Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com quantificacdo no Ultravioleta (CLAE/UV-Vis) de acordo com as
normas da Resolucdo RDC n° 27 de 2012 (BRASIL, 2012).
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O equipamento utilizado foi cromatégrafo da marca PerkinElmer, modelo
Flexar™ HPLC, com injetor VI Flow e bomba binaria de solventes. A fase
estacionaria composta de coluna de fase reversa (Nucleosil C-18, 4,6 mm X
250 mm, 5 ym, Macherey - Nagel, Alemanha) protegida por uma pré-coluna
(Hypersil BDS C-18, 10 mm, 5 pm, Thermo Scientific, EUA) em uma
temperatura de 50°C.

O volume de amostra injetado no sistema foi de 20 pL e a fase movel foi
composta por agua: acetonitrila (70:30, v/v), modo isocratico em fluxo de 1
mL/min. O linalol foi detectado em comprimento de onda de 210 nm com um
tempo de corrida de 18 minutos. O método foi linear, preciso e exato na faixa
de 5 - 100 pg/mL com as amostras de controles de qualidade baixo, médio e
alto nas concentracdes de 7, 30 e 70 pg/mL, respectivamente.

As amostras foram preparadas em microtubo plastico de 2,0 mL
contendo 90 pL de plasma e 10 pL de solugcdo de linalol previamente
preparadas. A precipitagdo de matrizes biologicas é realizada através da
adicao de 300 pL de acetonitrila. As amostras sdo agitadas em vortex durante 3
minutos, e centrifugadas a 13000 RCF por 15 minutos, a 8°C. O sobrenadante
é retirando e analisado por CLAE. Foram avaliados o0s parametros
farmacocinéticos plasmaticos do linalol e complexo em ratos wistar sadios apés
a administracao dos compostos nas doses de 50 mg/kg via i.v. e 100 mg/kg por
duas vias a i.v. e oral.

No dia do experimento, os animais receberam LIN nas doses
supracitadas através da veia lateral caudal ou por gavagem oral. Seis animais
foram avaliados por grupo. Essa amostra foi determinada a partir de dados
contidos na literatura (JOHANSSON, TERESA, e COSTA, 2014; KAISER et al.,
2010) Apds a administracdo dos compostos, as amostras de sangue foram
coletadas pela veia caudal em tempos pré-determinados e processadas sendo
gue o plasma congelado a -20°C para posterior andlise.

Os modelos farmacocinéticos populacionais foram obtidos utilizando os
dados observados em trés grupos: 6 ratos apo6s administracdo i.v. in bolus do
linalol livre, 6 ratos apO0s administracdo oral de linalol livre, 6 ratos apos
administracdo oral de linalol complexado. Os paradmetros farmacocinéticos
foram estimados usando abordagem populacional através do software
Monolix® Suite 2019R1 (Lixoft®, Antony, Franca).
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Foram avaliados os modelos estruturais de 1- e 2- compartimentos com
os dados de concentragdo plasmatica ap6s administracdo i.v. de linalol livre e
oral com linalol livre e complexado, cuja absorcdo € de primeira ordem e
eliminacao linear. Esses dados foram descritos utilizando uma distribuicdo log-
normal. Os modelos foram parametrizados em volume de distribuicdo (V),
constante de absorcéo (ka), constante de eliminacdo (k), e as constantes de
distribuicdo (k1-2 e k2-1). Os parametros farmacocinéticos foram estimados
utilizando a aproximacao estocastica que € uma ferramenta probabilistica de
estimativas, que aproxima variaveis aleatorias representando a evolucdo de um
sistema de valores com relacdo ao tempo.

Diferentes modelos de erros foram analisados para explicar a
variabilidade do erro residual incluindo modelo de erro constante, proporcional
e combinado. Os modelos foram comparados considerando os valores de
verossimilhanca, representados por -2xlog-likelihood (-2LL), e dos critérios de
Akaike (AIC). Foram estabelecidos o modelo base para a administracdo i.v. e
para a administracdo oral. Para o linalol oral, ap6s estabelecer o modelo base,
novos modelos adicionando as covariaveis categoricas investigadas no estudo
foram desenvolvidos. A andlise dos gréaficos e testes estatisticos por correlacao
de Pearson e ANOVA foram realizados para verificar se ha alguma relacdo
entre os efeitos aleatérios dos parametros (n) e as covariaveis que poderia
contribuir para melhorar o modelo.

A adicdo da covariavel foi considerada estatisticamente significativa
quando resultou em uma reducao de 3,84 do valor de -2LL (¢2, P<0,05, graus
de liberdade= 1) e reducédo de 2 no valor de AIC (Mould; Upton, 2013). Durante
o desenvolvimento dos modelos base até a obtencdo dos modelos finais, os
graficos diagndstico que mostram o ajuste dos dados observados ao modelo
desenvolvido também foram avaliados. Portanto, foram avaliados os graficos
que correlacionam as concentracdes plasmaticas observadas com as
concentracfes plasmaticas individuais ou populacionais preditas; graficos de
distribuicdo dos residuos individuais (IWRES). Além disso, para avaliar se
simulacdes realizadas a partir do modelo desenvolvido s&o capazes de
reproduzir a mediana e a variabilidade dos dados observados foi gerado um

grafico para verificacdo dos dados preditos (VPC) visual predictive check.
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5.4.2. Investigacao do efeito de LIN/B-CD na hemodinamica de animais
SHR

Este protocolo foi realizado para avaliarmos os efeitos hemodinamicos
induzidos pela administracdo aguda, por via intravenosa e por via oral, de LIN e
LIN/B-CD em ratos espontaneamente hipertensos SHR. Foram avaliados os
efeitos agudos sobre a pressao arterial bem como as alteragées na frequéncia
cardiaca, apos administracdo dos compostos. Para tal finalidade, inicialmente,
0s animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina/xilazina e foi
realizado um procedimento cirtrgico para insercdo de cateteres de polietileno.

Um segmento de PE-10 foi fixado a um segmento de PE-50 de modo
gue através da artéria femoral e veia femoral foram implantados para acessar a
aorta abdominal para aferir os parametros cardiovasculares e a veia cava
inferior para administracdo das drogas respectivamente, como € possivel

visualizar na imagem abaixo, Figura 5.

Figura 5. Regido de incisdo cirlrgica para cateterismo da artéria e da veia femoral.
Desenho esquemético demonstrando procedimento cirdrgico e disposicdo dos cateteres
utilizados.

Fonte: Adaptado de Ziegler, M. A., DiStasi, M. R., Miller, S. J., Dalsing, M. C., &
Unthank, J. L..(2016). Novel method to assess arterial insufficiency in rodent hind limb. journal
of surgical research, 201(1), 170-180.

Ap6s a insercdo e fixagdo, os cateteres foram exteriorizados

subcutaneamente através de uma inciséo na regido cervical posterior do animal
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para evitar sua retirada e tornar possivel a realizacdo do experimento com o
animal sem anestesia, movimentando-se espontaneamente. Apds 24 horas da
realizacdo dos procedimentos cirurgicos, a pressdo arterial foi monitorada
continuamente durante todo o tempo do protocolo, através do cateter arterial
conectado a um transdutor de presséo arterial (ADInstruments) cujo sinal foi
amplificado e gravado digitalmente por uma interface analdgico para digital
(Power/Lab 8-35, requerimento de aquisicao de dados, LabChart, New South
Wales, Austrdlia) e gravacdo (1 kHz) para posterior analise. ApOs o0s
parametros cardiovasculares terem se estabilizado por 30 minutos, os valores
de PA e FC foram registrados como valores controle, aferidos apos os
primeiros 30 min. e valores teste, em tempos aleatérios de acordo a dose
aplicada no animal.

A seguir, foi administrada uma solucéo de nitropussiato de sédio (NPS),
na canula intravenosa, de modo a observar a hipotensao do animal, como teste
para observar o sucesso da cirurgia e viabilidade do experimento com a
posterior administracdo intravenosa de linalol. Apos o periodo de
restabelecimento dos niveis pressoéricos e lavagem da canula com solucdo
salina fisioldgica, foi entdo iniciada a administracdo da injecdo da dose de 50
mg/Kg do LIN ou linalol ou Linalol/B-CD em animais diferentes e experimentos
em momentos distintos.

A administracdo por via oral também foi realizada e Linalol e complexo
Linalol/B-CD, na dose de 50 mg/Kg previamente estabelecida. O protocolo
desenvolvido baseia-se na administragcdo da dose teste e observagcdo dos
parametros cardiovasculares durante a primeira hora e nos tempos de 2, 3, 4, 5
e 6 horas apdés a administracdo dessas substancias, sendo que os efeitos
observados em SHR e wistar com relacdo ao linalol e seu complexo foram

comparados.

5.4.3 Investigag&o subcronica e cronica do potencial anti-hipertensivo de
linalol complexado com 3-CD em SHR.

Com relacdo aos ensaios subcronicos e cronicos, foram utilizados
animais com 8 semanas de vida para treino e periodo de adaptacdo de uma

semana. ApoOs este periodo, foram iniciados os tratamentos subcronico e
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cronico, com 0s animais apresentando 9 semanas de idade. O potencial anti-
hipertensivo de linalol complexado a B-CD foi avaliado em animais com
hipertensdo essencial SHR, submetidos ao tratamento subcronico de 21 dias
com LIN e LIN/B-CD como foi possivel observar nos protocolos experimentais
estabelecidos em nosso grupo de pesquisa (SIMOES et al, 2016).

O Tratamento crénico também foi realizado, por um periodo de 60 dias,
em que objetivamos avaliar o0os parametros cardiovasculares apos
estabelecimento dos niveis de hipertenséo arterial e levando em consideracéo
o carater crénico da hipertensdo e o uso de anti-hipertensivos de maneira
continua por grandes periodos de tempo por via oral (WHELTON et al., 2017).
Assim sendo, quando utilizamos o protocolo de tratamento cronico, 0s animais
finalizavam as administracbes dos compostos com 18 semanas de vida,
periodo em que a hipertenséo ja esta bem estabelecida e se iniciam as lesGes
a 0rgdos alvo como coragéo, artérias e cérebro.

Os experimentos foram divididos em subcronico e cronico e 0s animais
em grupos de 6 cada um, submetidos ao tratamento por via oral diariamente e
medidas de pressao arterial e frequéncia cardiaca divididos de 5 em 5 dias
apos periodo adaptativo. Os grupos foram aleatoriamente selecionados com
ratos sadios wistar e hipertensos SHR em uma disposicdo descrita no

organograma abaixo:

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

ﬁgg;?\lli Controle SHR SHR SHR SHR
Negativo Linalol Linalol Complexo Complexo
WISTAR SHR
Subcrdnico Crdnico LIN/B-CD LIN/B-CD
Normotenso ‘
Veiculo 21 dias 60 dias Subcrénico Crbnico
Salina
21 dias 60 dias

- - 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg 50 mg/kg

Durante os 21 ou 60 dias, a presséao arterial dos animais foi monitorada

através de medida indireta de pressao arterial e frequéncia cardiaca, com a
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utilizacdo de um pletismografo de cauda, a cada cinco dias durante todo o

tratamento Figura 5.

CAUDA V211

Figura 6. Aparelho para medida indireta de pressdo arterial e frequéncia cardiaca.
Pletismografo de Cauda — Insight — S&8o Paulo — Brasil. Fonte: Foto realizada pelos autores.

O peso corporal dos animais foi também monitorado por balanca (Toledo
— modelo 9094 — Tl — S&o Paulo — Brasil) diariamente antes da administragédo
dos compostos, assim como o consumo de agua e ragao, disponibilizados nas
respectivas quantidades de 100ml e 100 mg quando em tratamento subcroénico.
No final do tratamento, os animais foram eutanasiados em camara de CO2, e
entdo coletados sangue, a artéria mesentérica superior e aorta, assim como, o
coracado desses animais que foram minuciosamente removidos.

Com o0s vasos sanguineos, foram realizados experimentos de
reatividade vascular. Com o coracao foi realizada rapida pesagem e foram
colocados em estufa (Olidef CZ) a 60 graus para secagem por 24 horas e
composicdo do indice de massa cardiaca, para observar a possibilidade de
remissdo da hipertrofia cardiaca quando realizado tratamento por 21 dias; os
coracgOes dos grupos de tratamento de 60 dias foram acondicionados e fixados
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em solucao de paraformoaldeido a 4% para posteriores ensaios de histologia e

anatomia histopatologica.

5.5. ENSAIOS IN VITRO

Os ensaios farmacoldgicos foram realizados com objetivo de investigar
os efeitos dos compostos de linalol puro e complexado a B-CD em tecidos
vasculares isolados, bem como as diferencas existentes entre os resultados
obtidos com animais espontaneamente hipertensos e em normotensos. Além
disso, estes ensaios serdo importantes para avaliagdo dos efeitos biologicos
em tecidos cardiovasculares determinantes da pressao arterial e em seguida
serdo comparados aos dados obtidos com o monoterpeno complexado a (3-CD.

Para a preparacdo das solucdes fisiologicas de Tyrode e KCL60 foram
utilizados os seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl) (VETEC), cloreto de
potassio (KCI) (VETEC), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) (VETEC),
sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O,.7H,0) (VETEC), cloreto de
magneésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0) (VETEC), glicose (CsH1206) (VETEC),
bicarbonato de sédio (NaHCO3) (VETEC), fosfato de sodio mono-hidratado
(NaH,P0O,4.H,0) (VETEC) e fosfato de potassio (KH,PO,) (VETEC), HEPES
(USB corporation), EGTA (Sigma).

Estes ensaios foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Farmacologia Endocrina e Cardiovascular do ICS/UFBA coordenado pela
professora Dra. Darizy Flavia Silva Amorim de Vasconcelos, assim como no

Instituto de Pesquisa Goncalo Moniz, na Fiocruz Bahia.

5.5.1. Preparacao dos tecidos vasculares e reatividade vascular de ratos
SHR e Wistar

Os ratos eutanasiados em camara de CO2 tiveram através de uma
incisdo no abddmen suas artérias mesentéricas superiores removidas, limpas
do tecido conjuntivo e adiposo e seccionadas em anéis de 2 mm. Os anéis
foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solucao fisiolégica de Tyrode a
37°C e gaseificada com uma mistura carbogénica de 95% de 02 e 5% de CO2,

suspensos por linhas de algodéo e fixados a um transdutor de forca o qual
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estara acoplado a um sistema de aquisicdo (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA)
para o registro das contracfes isomeétricas.

Cada anel foi submetido a uma tenséo constante ideal a ser observada e
estabilizada por um periodo de 60 min. Durante este tempo, 0 meio nutritivo foi
trocado a cada 15 min. Com 0 objetivo de prevenir a provavel interferéncia de
metabdlitos na realizacdo dos experimentos de contragcdo e relaxamento
vascular associado a receptores muscarinicos e alfa — 1 adrenérgicos, por
exemplo. Posteriormente uma contragéo tbnica submaxima a Felinefrina (Phe)
10 uM, se estabiliza em torno de 15 minutos e a presenca de endotélio
funcional entio foi verificada pelo relaxamento dos anéis apés adigdo de 10 uM
de acetilcolina (ACh).

Foram considerados com endotélio, os anéis de SHR tratados com
relaxamento superior a 80% sobre a pré-contracdo com fenilefrina. J4 os anéis
com relaxamentos inferiores a 10%, serdo considerados sem endotélio
funcional. As alteragdes na reatividade vascular sédo vastamente descritas no
estado hipertensivo, assim sendo, para avaliarmos se o0s tratamentos
subcrénico e cronico com linalol complexado proporciona alguma mudanca
benéfica nos tecidos vasculares, realizamos ensaios para investigar possiveis
mudancas de responsividade a agentes vasorelaxantes e contracturantes,
caracterizando a reatividade vascular dos animais SHR e Wistar submetidos ao
tratamento com Linalol e Linalol/B-CD.

Os segmentos de artéria mesentérica foram isolados como
anteriormente descrito e uma curva concentracdo resposta para agentes
vasoconstritores foi obtida em cada grupo experimental tratado anteriormente e
ap0s estabilizacdo de 40 minutos serdo adicionadas concentracfes
cumulativas de vasodilatadores como nitroprussiato de sodio (NPS) para
avaliar a reatividade vascular a compostos relaxantes, como € possivel
visualizar no esquema abaixo Figura 7.

Os efeitos alcancados durante os protocolos de contracao e relaxamento
da artéria mesentérica superior destes ratos foram avaliados em anéis com
sem a presenca de endotélio funcional, quando tratado por 21 dias e na
presenca e auséncia de endotélio quando do tratamento crénico de 60 dias.

Apdés a obtencdo das curvas concentracdo resposta, foram realizadas
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avaliacdes estatisticas, assim como analisados os valores de pD2 (-log CE50)

e Emax (efeito maximo) das curvas individuais para cada grupo experimental.

Ach NPS
(10uM) (10 3_ 1.[]-5}
Lavagem Lavagem
by ,
Anéis sem —_——— _
endotéliovascular 40 min
(E-)

! ! f

Phe (1uM) KCI60 mM Phe
(1010 - 10%)

Figura 7. Esquema representando protocolo de reatividade vascular. Os anéis
passaram por troca do meio de tyrode por KCL60 para despolarizagdo das células e tornar
possivel alcancar os melhores resultados de contracdo e relaxamento em meio 6timo para o

protocolo.
Fonte: Elaborado pelos autores

5.5.2. Avaliacdo dos niveis de citocinas — Testes Bioquimicos ELISA

Para avaliar se o tratamento sub-crénico de animais com hipertenséo
essencial com o monoterpeno escolhido e sua forma complexada a B-CD
poderia restabelecer os niveis de citocinas inflamatérias alteradas no estado
hipertensivo nestes animais (PEETERS et al., 2001; TANASE et al., 2019)
experimentos de dosagem de citocinas foram realizados.

Para a avaliacdo dos niveis de citocinas, o sangue coletado, cerca de 2
ml por animal, foi acondicionado em gelo durante todo processo de retirada e
tdo logo quanto possivel foi realizada centrifugacéo a -4°C durante 10 minutos,
a 13000 rpm (Hetich - Zentrifugen - Rotanta 460 R). Os sobrenadantes foram
recolhidos em tubos, identificados e congelados a -30°C, para posterior

realizacdo dos testes bioquimicos de dosagem de citocinas.
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A producao de fator de Interleucina-1p (IL-1B) e Interleucina-10 (IL-10),
foi dosada por analise de imunoabsorbancia por ligacdo enzimatica ELISA de
captura, com emprego dos kits para deteccdo de citocinas (DuoSet ELISA
development system ReD Systemns), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante para avaliacdo dos niveis de citocinas anti e pro-inflamatérias

evidentes no estado hipertensivo

5.5.3 Avaliacdo do indice de massa cardiaca e histopatologia do

coragao

Apbs o término dos tratamentos subcrdnico e crénico, os animais SHR e
Wistar foram eutanasiados em camara de CO2 e tiveram seus coracoes
meticulosamente retirados. Com os animais SHR tratados por 21 dias fizemos
0 seguinte protocolo: ap0s limpeza e retirada de tecidos adiposo e conjuntivo,
os coracOes foram pesados em balanca analitica, e colocados em estufa a 60
graus para secarem por 24 hrs.

Ja com relacdo aos animais tratados por 60 dias, retiramos o0s coracgoes,
removemos o tecido adiposo adjacente e tronco vascular, foi realizada a
pesagem em balanca analitica, realizado o indice de massa de acordo ao peso
do animal no dia do sacrificio e os ventriculos esquerdo e direito foram
colocados em solucdo de formoaldeido a 4% para fixacdo e posterior
realizacdo de ensaios histopatoldgicos.

O coracao e artéria aorta foram removidos e tais amostras fixadas em
solucdo de 4% de formaldeido tamponada em fosfato de sédio 0,1M, pH 7,4
sendo que posteriormente as amostras foram lavadas em agua corrente e
submetidas a desidratacdo em um gradiente crescente de concentracdes de
etanol diluido em agua destilada até chegar-se ao etanol absoluto. A segquir,
diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos em parafina.

Os espécimes incluidos em parafina foram cortados de forma a obter
secgOes seriadas de 5 um por um microtomo (RM2125RT, Leica®, Alemanha),
montados em laminas de vidro e corados pelos métodos de hematoxilina-
eosina (HE), assim como com Picrosirius, uma coloracao seletiva de tecido

conjuntivo que permite uma analise qualitativa das fibras colagenas e permite a
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diferenciacdo principalmente das fibras tipo | e tipo Ill. O estudo morfoldgico
descritivo das secc¢des coradas por HE compreendeu a avaliagdo das regides
contendo seccdes da artéria aorta e o miocéardio ventricular esquerdo e direito.

As laminas foram avaliadas por patologista, com analise as cegas, com
descricdo detalhada da presenca ou auséncia de inflamacdo com regides de
infiltrado inflamat6rio ou hemorragia no tecido conjuntivo e de alteragbes
celulares como diminuigdo do volume celular, presenca de fibras musculares
onduladas, auséncia de estriacdes transversais, granulacdo sarcoplasmatica,
faixas de contracao, alteracdes nucleares e perda de continuidades entre fibras
musculares, sinais estes sugestivos de injaria.

As imagens das seccdes histoldgicas foram capturadas através de um
sistema formado por uma camera digital (DP71, Olympus, Japéo), acoplada a
um microscopio de luz (BX-51, Olympus, Japao), processado por um notebook

(Dell, Intel core™ i5) com auxilio do software Analysis Get It.
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6 PROPOSTA DE ANALISE

Os resultados foram expressos como média £ erro padrdo da média
(e.p.m) ou média (intervalo de confianca). As curvas concentracao-resposta, 0s
valores de Emax (efeito maximo em porcentagem de relaxamento) e o CE50
(concentracdo de uma droga responsavel por 50% do Emax) foram obtidos por
regressao nao linear.

As analises estatisticas foram feitas utilizando teste t de Student ou
analise de variancia “one-way” (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni,
quando apropriado. Foram considerados significantes os valores de p < 0,05.
Os programas utilizados para andlise dos dados foram Graph PadPrism 5.0®
(La Jolla, CA, EUA).
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7 RESULTADOS

7.1 ENSAIOS FARMACOCINETICOS

7.1.1 Farmacocinética da administracao intravenosa e oral de LIN e
LIN\S-CD em animais Wistar

Como é possivel observar nas figuras a seguir, foram feitas curvas de
concentracdo do LIN no plasma de ratos wistar ao longo do tempo, apos a
administracdo de uma dose de 50 mg/kg deste, na forma livre, por via
intravenosa (i.v.) in bolus Figura 8. Os tempos de observacao apds a aplicacéo
dos compostos foram de 5, 10, 15, 30, 60 e 90 minutos, assim como, 2, 4 e 8

horas ap0s o inicio das experimentacoes.

10

i
—_—
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LIN 50 mg/kg

0,1
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Time (h)

Figura 8. Gréfico de concentracdo plasmatica média vs tempo do LIN administrado na
forma livre em ratos wistar por via i.v. bolus na dose de 50 mg/kg (n = 6).
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Apoés a observacao da distribuicdo farmacocinética do monoterpeno LIN
puro administrado de forma intravenosa (i.v.), foi realizada também a
administracao por via oral (v.0.) de uma dose de 100 mg/kg do LIN puro e do
composto incluso em B-ciclodextrina (LIN/B-CD), como é possivel observar na
Figura 9 (n = 6/grupo). Na administracao por via oral, foram observados os
tempos apds a aplicacdo dos compostos em 5, 15, 60 e 90 minutos, assim
como, 2, 4, 6 e 8 horas para estimativa dos parametros farmacocinéticos.

Os parametros farmacocinéticos médios estimados estdo dispostos na
Tabela 1 de modo que foi possivel observar que uma vez o linalol incorporado
em B-ciclodextrina, hd uma relacdo de LIN/B-CD (19,53 + 7,42) de aumento em
biodisponibilidade da molécula hdéspede na corrente sanguinea, sendo
considerado como indice de Frel que representa biodisponibilidade relativa,
dado que sequer foi captado no HPLC quando testamos o linalol puro.

Outro resultado importante presente na Tabela 1 é a area sobre a curva
de concentracdo sanguinea em relagdo ao tempo (ASC 0-t) cuja unidade de
medida é (ug*h/ml). Este dado nos mostra que o resultado com LIN/B-CD
(90,34 £ 34,36 ug*h/ml) apresentou um nimero muito superior ao LIN (0,04 +
0,02 ug*h/ml), ambos administrados por via oral, nos sugere que uma vez em
sistema de liberacdo de farmaco, o LIN/B-CD circulante na corrente sanguinea
se faz presente em volume e concentracdo por muito mais tempo do que
enquanto administrado na forma livre, podendo atuar das mais diferentes
formas nos compartimentos farmacocinéticos.

Outro importante parametro a ser observado e comparado entre 0s
testes é o clearance, dado em litros, por hora, por quilograma sendo possivel
compararmos que a capacidade do organismo em eliminar o linalol puro LIN
(CL=23,06 = 2,27 L/h/kg) € muito maior quando comparada ao linalol
incorporado em seu complexo LIN/B-CD (CL=1,27 + 0,55 L/h/kg) o que tornaria
0 monoterpeno passivel de permanecer agindo no organismo por mais tempo,

dados estes que corroboram com os resultados anteriores Tabela 1.
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Figura 9. Grafico de concentracdo plasmatica média vs tempo. Em (A) grupo tratado
por via oral com LIN. Em (B) grupo tratado por via oral com LIN/B-CD. Ambos os grupos de
ratos wistar tratados com doses de 100 mg/kg de cada composto (n=6).
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Tabela 1. Parametros farmacocinéticos médios estimados apdés a
administracdo de linalol na forma livre e incluso em [-ciclodextrina via
intravenosa e oral nas doses de 50 e 100 mg/kg, respectivamente (n= 6/grupo).

Parametros LIN Livre viai.v. LIN Livre oral LIN/ B-CD oral
50 mg/kg 100 mg/kg 100 mg/kg
ke (h-1) 0,13+ 0,06 0,09 + 0,06 0,20+ 0,19
t1/2 (h) 6,60 + 4,04 8,64 + 4,44 12,08 = 14,27
ASC O-t (ug*h/ml) 25,28 + 28,65 0,04 + 0,02 90,34 + 34,36*
MRT (h) 8,75+4,78 1,97 + 0,65 2,20+ 0,64
MAT (h) - 4,69 + 1,50 6,28 + 0,64
ka (h-1) - 0,23 £ 0,07 0,16 £ 0,01
CL (L/h/kg) 3,03+2,17 23,06 + 2,27 1,27 £ 0,55*
Vd (L/kg) 25,19 + 10,40 16,29 + 10,73 17,57 + 18,84
Fabs - 0,003 £ 0,001 1,26 £ 0,48
Frel - - 19,53 £ 7,42*

Os valores sao representados em média + desvio padréo.
*Valores estatisticamente diferentes (a< 0,05)

7.1.2 Modelagem Farmacocinética Populacional da administracédo

intravenosa e oral de LIN e LIN\S-CD de animais Wistar e SHR

7.1.2.1 LIN viaintravenosa em Wistar

Foram testados diversos modelos e andlises estatisticas e escolhidos os
modelos de 1 e 2 compartimentos com erros constantes, proporcional e
combinado presentes nas Tabelas 2 e 3. O modelo estrutural de 2
compartimentos com erro combinado 1 foi escolhido como modelo base na
analise dos resultados preliminares obtidos e gréaficos gerados. Este foi o que
apresentou menores valores de critérios de informacdo de Akaike (AIC) e
2xlog-likelihood (-2LL), que sé&o ferramentas estatisticas probabilisticas
presentes no programa utilizado para analise, citado anteriormente em

Métodos.
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Tabela 2: Verossimilhanca e Critérios de informacéo de Akaike para o modelo
de 1 compartimento.

Erro Erro Erro
Constante  Proporcional Combinadol

Verossimilhanca 33,44 48,62 33,27
(-2xlog-likelihood, -2LL)

Critérios de informacao de Akaike (AIC) 43,44 58,62 45,27

Tabela 3: Verossimilhanga e Critérios de informacéo de Akaike para o modelo
de 2 compartimentos.

Erro Erro Erro
Constante  Proporcional Combinadol

Verossimilhanca 28,51 28,87 26,39
(-2xlog-likelihood, -2LL)

Critérios de informacédo de Akaike (AIC) 46,51 46,87 46,39

bY

Devido a vasta complexidade do corpo, a cinética de um farmaco é
frequentemente simplificada por representacdées de compartimentos. O farmaco
se distribui de forma rapida e uniforme no compartimento central, e mais
lentamente no segundo compartimento. S&o utilizadas constantes para
representar 0s processos de entrada e saida desse farmaco dos
compartimentos (SCHARGEL,; YU, 1993), como por exemplo, k1-2 e k2-1, que

comunicam reversivelmente um com o outro, dado presente na Figura 10

k12
COMPARTIMENTO —ai COMPARTIMENTO
CENTRAL S PERIFERICO

|

Figura 10. Modelo farmacocinético de analises por 2 compartimentos.
Fonte: Elaboracdo dos Autores
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Com os resultados do teste de modelos, foi escolhido o modelo de 2
compartimentos, ja que o linalol se distribui por dois grupos de tecidos com
diferente fluxo sanguineo e afinidade pelo farmaco. Nos dados anteriores
Tabela 2 e 3 o0s parametros numeéricos demonstrados, dificilmente se
aproximam de valores baixos e nunca chegam a valores proOximos a zero, iSso
significa dizer que os residuos de LIN puro na corrente sanguinea dos animais
na passagem do compartimento 1 para 0 2 e vice-versa estdo bastante
reduzidos, significando absorcéo por parte dos 6rgaos e tecidos.

Com esse modelo estrutural obteve-se o0s valores estimados da
populacdo de animais Wistar testados para cada parametro Tabela 4, e valores
estimados individuais de cada rato Tabela 5. Os parametros obtidos foram
volume de distribuicdo (V), que avalia a distribuicdo do farmaco em 6rgaos e
tecidos; constante de eliminacdo (k) que inclui excrecdo renal do farmaco
inalterado e/ou a formacédo de metabdlitos e as constantes de distribui¢do (k1-2
e k2-1) dos compartimentos que representam as velocidades de transferéncia
de taxa de primeira ordem para o movimento da droga do compartimento 1

para 2 (k1-2) e do compartimento 2 para 1 (k2-1) respectivamente.

Tabela 4. Parametros estimados da populacao.

) ) - Variabilidade Variabilidade
Efeitos fixos Estimativa L ;
Individual Populacional (%)
V pop 22.4 4.24 19
K pop 0.00362 0.0106 292
K 1-2 pop 0.461 0.409 88.8
K 2-1 pop 5.05 3.67 72.7

V: volume de distribui¢cdo; k: constante de eliminacdo; k12/k21: constantes de distribuicao.

Tabela 5: Estimativas individuais dos parametros.

Ratos Wistar \Y K K1-2 K2-1
1 24.76 0.00367 0.377 9.49
2 22.02 0.00371 0.502 1.15
3 11.06 0.0036 0.393 8.54
4 15.38 0.00361 0.419 6.13
5 35.74 0.00357 0.776 3.17
6 38.04 0.00361 0.540 3.81

V: volume de distribuicdo; K: constante de eliminacéo; K 1-2/K 2-1: constantes de distribuic&o.
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Analisando a estimativa dos parametros populacionais encontrados
temos um volume estimado de (V= 22.4 L) tabela 4, sendo considerado bem
distribuidos pelos 6rgaos e tecidos, estando presente em maior quantidade no
compartimento periférico (2) e uma constante de deslocamento equivalente a
baixa eliminacéo do LIN livre (K= 0.00362 h-1).

Com as constantes de distribuicdo (k1-2=0.461 h-1) e (k2-1=5.05 h-1) &
possivel concluir que o LIN puro por via intravenosa se distribui mais
lentamente para o compartimento periférico ou segundo compartimento que é
composto por orgaos e tecidos mais periféricos e menos irrigados. Ja com
relacdo a velocidade de retorno do farmaco pela corrente sanguinea para o
compartimento central (K2-1) de forma que o mesmo seja eliminado, este
pardmetro demonstra que ele permanece na corrente sanguinea e
compartimento central por mais tempo.

Na Figura 11 podemos observar os graficos individuais de concentracao
versus tempo, em que cada quadrado deles € numerado como representante
de um n experimental (n=6). A area em azul claro é a dispersao ou distribuicdo
de residuos ou intervalo de confianca do modelo; a linha verde indica as
concentracfes populacionais previstas, ou seja, aquilo que foi calculado e
predito como modelo; a linha lilas representa as concentracdes individuais
previstas e 0s pontos azuis representam o0s pontos de coleta das
concentracbes obtidas com a realizacdo dos experimentos. Os valores foram
calculados com intervalo de confianca de 95%.

A correlacdo das concentracdes plasmaticas de LIN puro por via
intravenosa € observada, assim como as concentracdes plasmaticas
populacionais e individuais preditas com o modelo final estdo presentes na
Figura 12. Estes dados nos demonstram que o modelo predito anteriormente
como base, estd muito proximo do que foi indicado para acontecer
individualmente, ou seja, cada rato tratado obedecendo um padrdo ou perfil
farmacocinético esperado, uma vez que 0s pontos azuis indicados no gréfico,
seguem paralelamente a linha tragada no meio do grafico. Ja com relagdo ao
padrdo de comportamento populacional, a concentracdo plasmatica de LIN
puro quando observamos 0O grupo inteiro, apresenta maior dispersdo com 0s

pontos se afastando da curva predita Figura 12.
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Figura 11. Gréfico de verificagcao dos valores preditos (VPC, visual predictive check). Em Y
eixo de distribuicdo do fArmaco versus o tempo. Os pontos azuis representam os dados observados.
As linhas roxas os ajustes individuais. As linhas verdes os ajustes populacionais. As areas indicam o
intervalo predito de 95% dos dados simulados. Os nimeros representam os animais testados (n=6).

Ja a distribuicdo dos residuos de forma individual apés administracédo
intravenosa de LIN em relacdo ao tempo e concentracdo plasmatica predita
sdo observados na Figura 13. Estes dados nos mostram que a distribuicéo
farmacocinética dos residuos ap0s passagem entre 0s compartimentos esta
bem heterogénea ou bem dispersa, tanto para a variavel concentracdo como
para a variavel tempo. Isto é esperado para um bom modelo farmacocinético,
uma vez que o farmaco deve se distribuir pela corrente sanguinea das formas

mais variadas para alcangar os mais diversos tecidos.
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Figura 12. No eixo X em (A) ha correlagdo entre concentra¢éo plasmatica populacional
(n=6) e em (B) concentracdo plasmatica individual
respectivamente, da esquerda para direita. No eixo Y € possivel observar a concentracdo

plasmatica de LIN puro ap6s administragéo intravenosa.
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Figura 13: Distribuicdo dos residuos individuais ponderados IWRES. No eixo X em (A)
Distribuicdo homogénea dos residuos em relagdo ao tempo e no eixo X em (B) Distribuicao
homogénea dos residuos em relagdo a concentragdo plasmaética.
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7.1.2.2 LIN e LIN\B-CD via oral em Wistar e SHR

Também foram testados os modelos de 1 e 2 compartimentos com erro
constante, proporcional e combinado que podem ser conferidos nas Tabela 6 e
Tabela 7 para os dados obtidos ap6s administracdo do linalol por via oral. O
modelo estrutural de 2 compartimentos com erro combinado 1 foi escolhido

com base na andlise de resultados e graficos.

Tabela 6: Verossimilhanga e Critérios de informacéo de Akaike para o modelo
de 1 compartimento.

Constante Proporcional Combinadol
Verossimilhanca
(-2xlog-likelihood, -2LL) 526,04 617,64 527,46
Critérios de informacé&o 540,04 631.64 543,46

de Akaike (AIC)

Tabela 7: Verossimilhanga e Critérios de informacéo de Akaike para o modelo
de 2 compartimentos.

Constante Proporcional Combinadol
Verossimilhanca
(-2xlog-likelihood, -2LL) 509,80 608,08 508,30
Critérios de informacéo 531,80 630,08 532,30

de Akaike (AIC)

A partir dos resultados dos testes de correlacdo Tabela 8 e da andlise
dos graficos de efeitos aleatérios dos parametros (n) versus covariaveis do
modelo base Figura 14, as covaridveis foram selecionadas para serem
adicionadas ao modelo. Sendo significativo o V e k1-2 para as covariaveis
linalol complexado (CPXD) e linalol complexado em SHR (CPXD SHR), como é

visto pelo valor de P <0,05.
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Tabela 8: Correlacdo de Pearson e/ou ANOVA entre os efeitos aleatorios
(m) e as covariaveis de animais wistar e SHR ap6s administracéo de LIN/B—CD

n ka

nVv

n k

nkil-2

nk2-1

Valor Valor Valor Valor Valor
de P de P de P deP de P
CPXD 0.96 0.34 5.88 0.02 0.02 0.88 96.66 <0.0001 1.97 0.17
CSPHXRD 0.001 0.96 3.46 0.08 0.009 0.95 20.24 0.0004 2.14 0.16

n: efeitos aleatorios; r: coeficiente de correlacdo de Pearson; k

distribuicd@o (L); k12/k21: constante de distribuicdo.

a: constante de absorcao; V: volume de
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Figura 14. Gréfico de verificacdo dos valores preditivos de linalol complexado. Os
pontos azuis representam os dados observados. As linhas roxas os ajustes individuais. As
linhas verdes os ajustes populacionais. Concentracdo vs Tempo, com intervalo e area de 95%,
dos valores preditos e simulados.
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Apoés adicionar as covariaveis que tiveram valor de P significativo
(p<0,05), V e k1-2 no modelo base, obteve-se os valores de -2LL e AIC visiveis

na Tabela 9 com reducéo significativa.

Tabela 9: Verossimilhanca e critérios de informacao de Akaike apds adicdo das
covariaveis.

. Diferenca de Diferenca
Covariavel -2LL ILL AIC de AlG
Modelo base 617,08 631,08
Complexo

-192,04 -174,04
Complexo SHR 425,04 457,04

Com esse modelo estrutural obteve-se o0s valores estimados da
populacdo de cada parametro Tabela 10. Analisando a estimativa dos
parametros populacionais encontrados com as covariaveis CPXD e CPXD SHR
temos um ka de 0.226 h™* e V de 0.0528 L/kg. Linalol complexado se manteve
na corrente sanguinea, com pouca distribuicdo para 6rgaos e tecidos com uma
maior k (0.0163 h™), sendo mais rapidamente eliminado do compartimento
central. Com as constantes de distribuicdo k1-2 (3.37e™) e k2-1(0.0711) é
possivel concluir que apesar de sua baixa distribuicdo, complexo vai para os
tecidos e 6rgdos com uma maior velocidade de saida do compartimento central

para o compartimento periférico.

Tabela 10: Parametros estimados da populacao.

) ) ) ) Variabilidade Variabilidade
Efeitos fixos Estimativa o )
Individual Populacional (%)
KA 0.226 0.0563 24.9
Vpop 0.0528 - -
k pop 0.0163 - -
K 1-2 pop 3.37e™ 6.67e* 19.8
K 2-1 pop 0.0711 0.0474 66.7

Ka: constante de absorcdo; V: volume de distribuicdo; k: constante de eliminagéo; k1-2/k2-1:
constantes de distribuicao.

Assim como a distribuicdo dos residuos apds administracdo em relagéo
ao tempo e concentracdo plasmatica predita, podem ser observados nas

imagens da Figura 15.
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Figura 15. Distribuicdo de residuos de LIN/B—CD apds administracao oral. No eixo X
em (A) ha correlacédo entre concentragdo plasmatica populacional (n=6) e em (B) concentragao
plasmatica individual predita de cada animal. No eixo Y concentragdo plasmatica. No eixo X em
(C) Distribuicdo homogénea dos residuos em relagdo ao tempo e em (D) em relacdo a
concentracao plasmatica. IWRES: residuos individuais ponderados.

60



7.2 ENSAIOS FARMACODINAMICOS

7.2.1 Efeitos agudos da administragéo intravenosa de LIN e LIN\p-CD

sobre parametros cardiovasculares de animais SHR.

Para avaliar os efeitos da aplicacao intravenosa de linalol e complexo de
inclusdo na hemodinamica de ratos SHR, foram realizados procedimentos com
objetivo de quantificar a pressdo sanguinea e frequéncia cardiaca. Foram
administradas doses de LIN e LIN/B—CD (50 mg/kg) em diferentes animais
apos periodo de estabilizacdo e teste de viabilidade com solucdo de NPS,
como citado anteriormente na parte de Materiais e Métodos.

ApoOs administracdo i.v. dos compostos foram observadas alteracGes
cardiovasculares com potencial hipotensor estatisticamente significante de
linalol complexado LIN/B—CD (%PAM: - 40,00 * 5,45; %FC: 18,92 £ 0,67, n=5),
sendo que ndo ha alteragbes na frequéncia cardiaca, quando comparado ao
controle com administracdo do veiculo. A taquicardia presente no registro
original acontece apos inicio do efeito hipotensor e muito provavelmente como
mecanismo reflexo compensatério Figura 16. Quando observamos o grupo de
ratos tratados com linalol livre, ocorreu hipotenséo e bradicardia associada LIN
(%PAM: - 56,64 * 5,05; %FC: -54,54 + 4,84, n=5). Resultados representados

na Figura 17.
LIN 50 mgikg LINB-CD 50 mg/kg
3 I
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Figura 16. Efeito hipotensor induzido por LIN e LIN/B—CD na dose de 50mg/kg apés
administrag&o intravenosa. Registros originais.
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Figura 17. Efeito hipotensor de LIN e LIN/B—CD. Gréficos em barras (A) %PAM
(mmHg) e (B) %FC (bpm) apds administracao intravenosa. Veiculo (n = 5), LIN/BCD (n = 5) ou
LIN (n = 5). Valores expressos em média = S.E.M. ** p <0,01, *** p <0,001 vs. veiculo.

7.2.2 Efeitos da administracdo oral de LIN e LIN\S-CD sobre parametros

cardiovasculares de animais SHR e Wistar.

Ap6s administragdo oral de LIN e LIN/B—CD em animais Wistar
normotensos e hipertensos SHR foi observado que LIN/B—CD apresenta
potencial hipotensor Tabela 11 com diferenca estatisticamente significante
apos 15 minutos de administracdo assim como nos periodos de 4, 5 e 6 horas,
guando comparados ao veiculo, assim como 5 e 5 horas e 30 minutos apos
administragdo quando comparado aos valores de inicio do protocolo, dados
representados no grafico com o simbolo (#) Figura 18.

Foi possivel observar ainda, um efeito bradicardico associado ao
LIN/B—CD nos periodos de 4 e 6 horas apos sua administracdo, quando
comparados ao grupo veiculo dados presentes na Tabela 11, assim como na

Figura 18.
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Tabela 11. Efeitos da administracéo oral de LIN e LIN\B-CD sobre pardmetros cardiovasculares de
animais SHR e wistar.

Pressao
Arterial Média
(PAM)

Wistar
SHR veiculo
LIN
LIN\B-CD

Frequéncia
Cardiaca (FC)

Wistar

SHR veiculo
LIN

LIN\B-CD

Tempo zero
Administracao

102,28 + 5,69
204,86 + 6,18
193,27 £ 6,32
202,11 + 8,65

Tempo zero
Administracao

319,39 + 11,58
309,26 + 13,15
342,13 £ 30,71
401,45 + 27,48

15 min

101,40 + 3,57
212,62 + 4,77
199,50 + 5,02
184,61 + 7,46*

15 min

4 horas

100,23 + 8,16
204,71 £ 10,02
190,87 + 10,02
170,63 + 14,46*

4 horas

369,32 + 21,00
358,47 + 15,88
362,36 + 30,59
294,78 +10,88*

5 horas

108,64 = 5,59
200,95+ 9,18
192,52 + 7,21
155,66 + 9,18*

5 horas

6 horas

101,15 £6,20
215,22 + 3,09
199,34 + 7,18
175,18 + 7,36*

6 horas

344,51 + 18,81
339,71 + 15,43
368,61 + 31,65
299,20 +12,87*

Os valores sao representados em média * erro padrdo da média.
*Valores estatisticamente significantes, p< 0,05.
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Figura 18. Efeito hipotensor ap6s administracdo oral de LIN\B-CD. Em (A) grafico em
linha PAM (mmHg) e em (B) grafico em linha FC (bpm) apds administracdo orogastrica, com
LIN ou LIN\B-CD (n = 6). Valores expressos em média + S.E.M. * p <0,05 vs SHR Veiculo e #p

<0,05 ##p <0,01vs inicio do tratamento.
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7.2.3. Efeitos do tratamento subcrénico com LIN e LIN\S-CD no indice de

massa corporal, ingestdo de agua e racao de SHR

Para avaliar o efeito de LIN e complexo sobre o peso corporal durante o
tratamento de 21 dias, 0s grupos experimentais de ratos SHR foram pesados
diariamente para a realizacdo da administracdo das drogas e o indice de
massa corporal em porcentagem (%) foi obtido. Os valores brutos de ingestéo
de &gua e ragdo também foram mensurados.

Foram disponibilizados 100 ml de agua filtrada e 100 mg de racao para
roedores todos os dias. Como resultados, com relacdo ao peso corporal, houve
aumento de maneira fisiologicamente compativel com o crescimento temporal
ao longo do tratamento, sendo equivalente e progressivo sem diferencas
estatisticamente significantes. Foi possivel observar ainda que nao houve
variacdo no consumo de agua e racdo diarios, ndo havendo aumento ou

diminuicdo dos mesmos, como € possivel ver na Figura 19.

65



(A)

40-
3 SHR Veiculo 3 SHRLIN50 mg/kg B SHR LIN/B-CD 50 mg/kg
=)
e
A
o 301
AT
O
©
[ad
o 204
ie]
o
£
o 101
c
o
@)
0_
T T T T T T
0 1 5 10 15 20
Dias de Tratamento
(B)
407 [ SHR Veiculo £ SHRLIN50 mg/kg @B SHR LIN/B-CD 50 mg/kg
= T T
£ [ 1]
s 3 T T T T
S T T
o))
<
() i
S 2
o
e
=)
0 101
c
[e)
@)
0_ el R el R e el R e el R
0 1 5 10 15 20

Dias de Tratamento

(®)
2N SHR Veiculo
12514
SHR LIN 50 mg/kg
100] ¥ SHR LIN/B-CD 50 mglkg

©
o

=t 754
S
@]

O 5o
(@]
3

o 254
=3

04

254

0 5 10 15 20
Dias de Tratamento

Figura 19. Efeito do tratamento subcrénico com LIN/B-CD sobre o consumo de racéo,
agua e ganho de peso corporal. Em valores brutos, em (A) consumo de ragdo (mg) em (B)
consumo de 4gua (mL) e em (C) valores em % do ganho de peso corporal. Veiculo (n = 7), LIN

50 mg (n = 8) ou LIN/B-CD (n = 7). Valores expressos em média + S.E.M
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7.2.4 Efeitos do tratamento subcrénico com LIN e LIN\S-CD na Pressao

Arterial e Frequéncia Cardiaca de SHR

Na intencdo de avaliar se os efeitos anti-hipertensivos do (-)-linalol
poderiam ser melhorados usando um sistema de liberacdo controlada de
farmaco, iniciamos um periodo de treinamento dos animais, com adaptacédo a
gavagem, ao ambiente e a medida da pressdo arterial com pletismégrafo de
cauda nos periodos de 6, 3 e 1 dia antes do inicio do tratamento.

Apébs este periodo de adaptacao, iniciamos o tratamento e foi possivel
observar que o grupo veiculo tratado com solucédo salina e cremophor atingiu
niveis bastante elevados de pressao arterial média ao final do tratamento de 21
dias (PAM = 188.90 + 2.38, mmHg, n = 7). Ja o tratamento com LIN (50 mg/kg)
induziu uma diminuicdo significativa da pressao arterial no 20° dia de
tratamento (PAM = 160,90 + 7,54 mmHg, n = 8) quando comparado ao grupo
veiculo, enquanto que o grupo tratado com complexo LIN\B-CD (50 mg/kg)
apresentou uma fase estacionaria ao desenvolvimento da hipertensdo arterial,
uma vez que foi capaz de manter e reduzir de maneira importante e
estatisticamente significante a pressdo arterial destes animais, quando
comparados ao grupo veiculo desde o 15° dia, LIN\B-CD (PAM = 151,00 + 5,82
mmHg, n=7, *p<0,05), perdurando até o final do tratamento (PAM = 145,66 +
4,13 mmHg, n=7, ***p<0,001) dados representados na Figura 20.

Foi possivel avaliar também que o grupo tratado com o complexo
apresentou bradicardia associada ao tratamento, especialmente no 15° dia, em
que houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos, quando
comparados ao veiculo LIN\B-CD (FC = 218,71 + 38,99 bpm, n=7, *p <0,05)

dados estes que sao também representados na Figura 20.
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Figura 20. Efeito anti-hipertensivo de LIN\B-CD. Em (A) PAM (mmHg) e (B) FC (bpm)
de SHR tratados por 21 dias com administragdo orogdstrica. Grupos Veiculo (n = 7), LIN 50 mg
(n = 8) e LIN\B-CD (n = 7). Valores expressos em média + S.E.M. * p <0,05, *** p <0,001 vs.
veiculo.
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7.2.5. Efeitos da administracdo subcronica de LIN e LIN\S-CD sobre o

indice de massa cardiaca de animais SHR.

O tratamento subcrénico com LIN\B-CD a 50 mg/kg resultou em uma
diminuic&o significativa no indice de massa cardiaca (412,59 + 11,87 mg/100 g
de peso corporal), apdés 24 horas de secagem em estufa a 60 graus,
diferentemente do grupo tratado com o LIN em sua forma livre e pura (449,59 +
20,40 mg/100 g de peso corporal), que estatisticamente se assemelhou ao
grupo tratado com veiculo (476,50 + 11,82 mg/100 g de peso corporal), dados
presentes na Figura 21.
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Figura 21. Efeito de LIN\B-CD no indice de massa cardiaca ap0s 24 horas de secagem
em estufa. Animais SHR tratados por 21 dias. Grupos Veiculo (n = 7), LIN 50 mg (n = 8) e
LIN\B-CD (n = 7). Valores expressos em média + S.E.M. ** p <0,01 vs. veiculo.

7.2.6 Efeitos da administracdo subcrbnica de LIN e LIN\B-CD sobre a

reatividade vascular de animais SHR.
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A curva concentracdo-resposta para fenilefrina (10° - 10° M) obtida a
partir de ensaios com anéis da artéria mesentérica de animais tratados com
LIN\B-CD foi deslocada para a direita, apresentando alteracbes
estatisticamente significantes com relacdo a poténcia farmacolégica, porém
sem alteracdes com relacédo a eficacia (Emax = 81.88 + 9.2 e pD2 = 6.11 +
0,10; n = 6) quando comparado a curva controle do veiculo (Emax = 98.4 + 8.8
e pD2 =-5.96 + 0.09; n = 8). O grupo tratado com a dose de LIN de 50 mg n&o
apresentou alteracdes na reatividade vascular quando realizada curva
concentracdo resposta a Phe e ndo alterou significativamente a eficacia
farmacoldgica (Emax = 66.20 £ 8.43 e pD2 = 5.96 = 0.11, n = 6), quando
comparado ao grupo do veiculo.

Ja com relacdo as curvas de vasorrelaxamento induzidas por NPS nas
concentracdes de (102 - 10°M) ndo houve mudancas na eficacia maxima,
apesar do grupo linalol complexado parecer responder de maneira mais branda
ou estar menos reativo a agente vasorrelaxante como o NPS. Veiculo, (Emax =
-132,9 + 5.06 e pD2 = 1.73 £ 0.14, n = 8). O LIN 50 mg (Emax = -157.89 +
16.32 e pD2 = 6.24 + 0.12, n = 6) e Complexo de Inclusdo LIN\B-CD B-CD
(Emax =-128.08 + 33.42 e pD2 = 6.73 £ 0.26, n = 8) Figura 22.
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Figura 22. Efeito do tratamento com LIN e LIN/B-CD na reatividade vascular em artéria
mesentérica superior. Animais SHR tratados por 21 dias. Em (A) contracdo em % com
concentracdes cumulativas de Phe; em (B) relaxamento em % com concentra¢cdes cumulativas
de NPS. Grupos Veiculo (n = 7), LIN 50 mg (n = 8) e LIN/B-CD 50 mg (n = 7). Valores
expressos em média £ S.E.M. ** p <0,01 vs. veiculo.
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pg/mL

7.2.7 Efeitos da administragdo subcronica de LIN e LIN\S-CD sobre os

niveis de citocinas de animais SHR.

N&o houve diferencas estatisticamente significantes apds a dosagem de
citocinas nos niveis de IL-1B8 entre os grupos e veiculo (6751,18 + 1420,89
pg/mg, n=4), linalol (4620,06 + 681,51 pg/mg, n=5) ou linalol complexado
(4188,60 + 1081,33 pg/mg, n=4).

No entanto, a IL-10, citocina anti-inflamatéria, apresentou-se com
expressao aumentada no grupo do complexo de inclusado LIN/B-CD (4046,26 +
425,16 pg/mg, n=6) em relacdo ao grupo de LIN (2840,17 + 288,05 pg/mg; n=7)
e veiculo (2492,25 + 276,86 pg/mg; n=4), dados presentes na Figura 23.
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Figura 23. Niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias no sangue de ratos SHR
submetidos ao tratamento subcrénico. Na resposta de captura de ELISA realizada em triplicata,
os niveis de citocinas inflamatorias foram mensurados, em diferentes grupos: para IL-1B
veiculo (n = 4), linalol (n = 5) e complexo (n = 4); para IL-10 veiculo (n = 4), linalol (n = 7) e
complexo (n = 6). Valores expressos em média + S.E.M. * p <0,05.

7.2.8 Efeitos do tratamento crénico de 60 dias com LIN e LIN\S-CD no

indice de massa corporal de SHR
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Peso Corporal (g)

ApGs a realizacdo dos experimentos subcronicos com LIN e complexo,
decidimos aumentar o tempo de avaliagdo, tornando a abordagem
experimental em um tratamento crénico, para observarmos a longo prazo,
como estes efeitos bioldgicos ja observados se comportariam. Acrescentamos
ainda um grupo experimental de animais normotensos Wistar, como mais um
controle. Como primeiro resultado desta segunda fase de abordagem
experimental, avaliamos os efeitos de LIN\B-CD sobre o peso corporal. Houve
aumento do peso dos animais Wistar de maneira significante com relacdo aos
ratos SHR, como ja é cientificamente comprovado. Com relacdo aos animais
SHR, o grupo tratado com o complexo ndo apresentou diferencas quanto ao
crescimento sendo fisiologicamente compativel com o crescimento dos demais

grupos de SHR tratados Figura 24.

-o- Wistar =& SHR Veiculo SHRLINSO mg/kg =¥ SHRLIN/B-CD 50 mg/kg
500+

*kk k% kkk

k%%

= N N W W A A~
g o O o O o o»
T T T T T 2 2

100-

6 3 0 1 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Dias de Tratamento

Figura 24. Efeito do tratamento crénico de 60 dias com LIN/B-CD sobre o e ganho de
peso corporal. Em valores brutos ganho de peso corporal dos animais wistar e SHR tratados.
Wistar (n=5), Veiculo (n=5), LIN 50 mg (n=6) e LIN/B-CD (n=6). Valores expressos em média +
S.E.M.
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7.2.9 Efeitos do tratamento cronico de 60 dias com LIN e LIN\#-CD na

Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca de ratos SHR e wistar

Na intencdo de avaliar se os efeitos anti-hipertensivos do (-)-linalol
poderiam ser ainda melhores com o0 aumento do tempo de tratamento,
resolvemos tratar os animais Wistar e SHR por 60 dias apés um periodo de
treinamento e adaptacdo as condicdes como a gavagem e medida da pressao
arterial com pletismografo de cauda.

E possivel avaliar que o grupo tratado com solucdo salina, sendo o
grupo SHR veiculo atingiu niveis de presséo arterial ao final do tratamento
muito superiores aos demais animais SHR (PAM veiculo = 204,00 + 20,00,
mmHg, n=5) sendo que os animais tratados com LIN apresentaram perfil de
pressdo arterial inicialmente controlada, porém acompanhando de maneira
préxima o grupo veiculo.

Assim sendo, o tratamento com LIN puro (50 mg/kg) induziu uma
diminuicdo significativa da presséo arterial com 15, 20 e 25 dias de tratamento,
assim como 40, 45 e 50 dias porém ao final, estabeleceu niveis pressoricos
SHR LIN (PAM = 180,00 £ 10,50 mmHg, n=6) semelhantes ao SHR Veiculo.

Interessantemente, o grupo de animais normotensos Wistar, tratados
com solucdo salina, apresentaram niveis de pressao arterial muito estaveis do
inicio ao final do tratamento, com pouca variabilidade, alcancando ao final do
tratamento valores de presséo condizentes com sua condicdo clinica de animal
sadio wistar (PAM = 116,80 £ 2,41 mmHg, n=5).

O grupo de animais sob administracdo do complexo de incluséo de [3-
ciclodextrina e LIN (50 mg/kg) impediram o desenvolvimento de hipertenséo
nestes animais SHR, sendo capaz também de reduzir de maneira importante e
estatisticamente significante a pressao arterial, quando comparado ao grupo do
veiculo, a partir do 15 dia, até o final do tratamento LIN/B-CD (PAM = 152,00 £
4,00 mmHg, n=6), acompanhando de maneira muito préxima os animais sadios
normotensos, sugerindo que a complexacdo a longo prazo é totalmente
favoravel para diminuicdo e controle dos niveis pressoéricos de maneira

satisfatdria, como é possivel observar na Figura 25A.
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Mean Arterial Pressure (mmHg)

Heart Rate (bpm)

Com relacdo aos niveis de frequéncia cardiaca, o tratamento com o
complexo parece nao influenciar neste parametro, apresentando dados

semelhantes em todos os grupos tratados Figura 25B.
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Figura 25. Efeito do tratamento crdnico de 60 dias com LIN/BCD sobre os niveis de
pressédo arterial e frequéncia cardiaca. Em valores brutos PAM e FC. Veiculo (n=5), linalol 50
mg (n=6), LIN/BCD (n=6) e wistar (n=5). Valores expressos em média + S.E.M *p<0.05,
**p<0.01 and ***p<0.001 vs Vehicle; #p<0.05, ##p<0.01 and ###p<0.001 vs LIN and +
p<0.05++, p<0.01 and +++ p<0.001 vs Wistar.
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7.2.10 Efeitos do tratamento cronico de 60 dias com LIN e LIN\g-CD

sobre o indice de massa cardiaca de ratos SHR e Wistar.

O tratamento cronico de 60 dias resultou em valores inferiores no indice
de massa cardiaca dos animais Wistar, servindo portanto de controle e
parametro para comparacdao com a linhagem SHR. Apds terem sido limpos e
livres de tecido gorduroso, os coracfes dos animais SHR pesados em balanca
analitica apresentaram diferencas estatisticamente significantes quanto ao
indice de massa cardiaca, somente no grupo SHR LIN/B-CD quando
comparado ao SHR Veiculo. Dados presentes na Figura 26.
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Figura 26. Efeito de LIN/B-CD no indice de massa cardiaca. Animais SHR e Wistar
tratados por 60 dias. Grupos Veiculo (n=5), LIN 50 mg (n=6), LIN/B-CD (n=6) e Wistar (n=5).
Valores expressos em média + S.E.M. *p <0,05 vs. veiculo.
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7.2.11 Efeitos do tratamento cronico de 60 dias com LIN e LIN\S-CD

sobre reatividade vascular de animais SHR.

Na Figura 27 é possivel observar os registros originais dos
experimentos para curva concentracdo resposta para fenilefrina, assim como
para acetilcolina e nitropussiato de soédio, representativos dos experimentos
realizados e dos gréficos construidos. Apresentamos inicialmente os dados de
variagdo da contracdo induzidos por solucdo despolarizante de Tyrode
contendo KClI 60mM como normalizador de nossos dados, sendo possivel
observar que ndo ha diferencas estatisticamente significantes entre os 4 grupos
de tratamento quanto a este parametro. J& com relacdo a curva concentracao-
resposta para fenilefrina nas concentracées de (10™°-10 M) obtidas a partir de
ensaios com anéis da artéria mesentérica de animais tratados, o grupo de
tratamento com LIN/B-CD deslocou sua curva farmacoldgica para a direita
inferindo diminuicdo da reatividade vascular com diferenca estatisticamente
significante com relacdo a eficacia respectivamente para 0s grupos wistar,
veiculo, LIN e LIN/B-CD (Emax = 161,52 + 8,85, n=11; 210,16 * 19,64, n=8;
146,72 £ 12,34, n=7; 131,78 + 5,10, n=7) Figura 28.

As curvas de vasorelaxamento induzidos por Ach e NPS demonstraram
efeitos interessantes de vasorelaxamento com diferencas estatisticas no que
diz respeito aos experimentos do grupo LIN/B-CD. Os resultados de eficacia
maxima para Acetilcolina foram respectivamente: wistar (-91,84 + 11,14, n=6);
veiculo (-57,96 + 8,72, n=8); linalol (-70,52 + 6,80, n=7) e complexo (-65,29 *
5,22, n=8). J& com relagdo aos grupos da curva com NPS, somente o grupo
tratado com LIN/B-CD apresentou diferenga estatisticamente significante no
resultado, com eficdcia maxima respectivamente de: wistar (-126,31 + 9,24,
n=6), (veiculo -127,39 £ 5,44, n=7); linalol (-121,04 *+ 10,45, n=6) e complexo -
134,92 + 11,09, n=8) Figura 29.
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Figura 27. Registros originais das curvas concentracdo resposta realizadas para
avaliacdo da reatividade vascular do tratamento de 60 dias de ratos wistar e SHR.
Experimentos com agente vasocontraturante Phe e agentes vasorelaxantes Ach e NPS. Em (A)
grupo wistar, em (B) grupo SHR veiculo, em (C) grupo tratado com LIN 50 mg/kg e em (D)
grupo tratado com LIN/B-CD 50 mg/kg.
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Figura 28. Efeito de LIN/B-CD na reatividade vascular em artéria mesentérica superior. Animais
SHR tratados por 60 dias. No grafico em barras, delta de contracdo com KCL 60 e grafico de linhas
em % de contragdo com concentracdes cumulativas de Phe. Grupos experimentais wistar (n=11),
veiculo (n = 7), LIN 50 mg/kg (n=8) e LIN/B-CD 50 mg/kg (n=7). Valores expressos em meédia +
S.E.M. *p <0,05, **p<0,01 e ***p <0,001 vs. veiculo.
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Figura 29. Efeito de LIN/B-CD na reatividade vascular em artéria mesentérica superior.
Animais SHR tratados por 60 dias.

Em (A) gréfico em linha com % de concentrag6es cumulativas de Ach. Grupos wistar
(n=6), veiculo (n=6), LIN 50 mg/kg (n=7) e LIN/B-CD 50 mg/kg (n=7) com simbolos (*) veiculo
vs wistar e (#) veiculo vs LIN/B-CD.

Em (B) grafico em linha com % de concentra¢des cumulativas de NPS. Simbolo (*) LIN
vs LIN/B-CD e (#) veiculo vs LIN/B-CD. wistar (n=6), veiculo (n=7), LIN 50 mg/kg (n=6) e LIN/B-
CD 50 mg/kg (n=5)Valores expressos em média + S.E.M. Valores expressos em média + S.E.M
com *p <0,05, #p<0,05 e ***p <0,001.
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7.2.12 Efeitos do tratamento cronico de 60 dias com LIN e LIN\S-CD

sobre a morfologia e histopatologia do coracao e aorta de ratos SHR e Wistar.

Secc¢des do ventriculo esquerdo e de segmento da aorta toracica foram
submetidas a processamento histologico e inclusdo em blocos de parafina. A
seguir, laminas contendo cortes de 4 micrometros de espessura destes tecidos
foram corados com hematoxilina e eosina (HE) e picrosirius red, esta ultima
técnica para evidenciar o colageno tipo I, presente nos tecidos normais, bem
como eventual presenca de colageno tipo lll, que € encontrado em areas de
cicatrizagéo.

Nas seccbes do ventriculo esquerdo, as fibras musculares mostraram
ramificacbes habituais, citoplasma estriado e nucleos ovoides centrais e
regulares. Nao foram observadas altera¢cdes nos miécitos que caracterizassem
hipertrofia cardiaca em nenhum dos grupos examinados: aumento do diametro
transverso das fibras e irregularidades na forma e coloracdo dos nucleos.
Apenas em um ventriculo esquerdo de um dos animais, posteriormente
nomeado como sendo do grupo tratado com LIN\B-CD, notou-se a presenca de
pequenas areas subendocardicas e intramurais de substituicdo dos
cardiomiécitos por tecido conjuntivo jovem, rico em fibroblastos e com escassa
deposicdo de colageno, indicando processo de reparo de infartos prévios. Esta
alteracdo morfoldgica indica uma lesédo ocorrida provavelmente entre uma a
duas semanas da eutanasia do animal. E possivel observar as coloragées em
HE e picrosirius em tecido cardiaco, sobre amplificacdo de 200 x em microscopio
Figura 30.

A analise histolégica dos coracdes em microscopia de luz mostrou
discretas alteracdes nos espécimes pertencentes a todos os grupos de
tratamento, sendo que as laminas dos artefatos provenientes do grupo de
animais normotensos wistar mostraram um miocardio com aspecto saudavel, de
espacos intersticiais definidos sem sinais de hipertrofia ou aumento celular,
gerando um aspecto histoldgico normal (Al). Com relagdo ao grupo de animais
SHR veiculo, neste é possivel observar também aspecto saudavel, porém com
reducdo dos espacos intersticiais com alguns cardiomidcitos aparentam com

uma leve desorganizacdo das fibras musculares (B1). Em (Cl) é possivel
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observarmos o grupo de animais tratados com LIN puro, que em sua maioria,
apresentam cardiomiocitos alongados e ramificados, exibindo estriacdes
transversais com eosinofilia tipica e nudcleos localizados no centro da fibra
muscular. Dados bastante semelhantes no grupo tratado com o complexo LIN/B-
CD em gue o miocardio apresenta cardiomiécitos de eosinofilia tipica, estriacoes
transversais e nucleos localizados centralmente (D1) Figura 30.

Com relacdo ao corante picrossirius, as fibras coldgenas maduras
evidenciadas em avermelhado e fibras colagenas jovens coradas em verde,
sendo possivel observarmos nos grupos wistar (A2) e LIN (C2) perfis bem
semelhantes de apresentacdo, com miocardio de aspecto saudavel, com
bastante espaco intersticial e bem definidos, sem qualquer sinal de hipertrofia ou
aumento celular, assim como auséncia de sinais de injuria. Ja nas laminas (B2)
e (D2) apesar de ndo apresentarem aspectos atipicos, € possivel observar
cardiomiécitos com discreta desorganizacdo das fibras musculares, mas estes
se constituindo como achados incomuns Figura 30.

Embora ndo tenha sido observado nos animais tratados indicios de
disfuncéo cardiaca ou injuria dos tecidos em nenhum dos grupos de tratamento,
nao podemos descartar que a exposicdo experimental mais prolongada nédo
possa causar alguma alteracdo histolégica. Nas seccdes das artérias aorta,
pode-se observar as trés camadas bem representadas. Em todos 0os grupos, a
intima era delgada, constituida por tecido conjuntivo frouxo e revestida por
endotélio de aspecto habitual; a camada média constituida predominantemente
por tecido conjuntivo denso e menor quantidade de fibras musculares lisas,
como normalmente visto nas artérias elasticas; na adventicia, o tecido conjuntivo
denso estava permeado por vasa vasorum de aspecto tipico. Em nenhuma das
amostras foram observados espessamento fibroso da intima, infiltrado
inflamatorio, hiperplasia da camada média e deposicédo de coladgeno em qualquer
grau, alteracdes que denotariam dano vascular por hipertensdo. Em seguida é
possivel observar as analises histologicas em artéria aorta dos animais tratados
por 60 dias, dados presentes na Figura 31.

Com relacdo a artéria aorta dos animais tratados é possivel observar e
constatar que as laminas do grupo de animais normotensos wistar apresentaram
musculo liso e camada arterial com aspecto saudavel, de espacos definidos sem

sinais de aumento celular (Al). Com relacdo ao grupo de animais SHR veiculo,
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neste € possivel observar também aspecto saudavel, porém com reducédo dos
espacos intersticiais e algumas células aglutinadas de modo a aparentar
desorganizacéo das fibras musculares (B1). Em (C1) € possivel observarmos o
grupo de animais tratados com LIN puro, que em sua maioria, apresentam
células alongadas, com estriacdes transversais tipicas da fibra muscular. Dados
bastante semelhantes no grupo tratado com o complexo LIN/B-CD onde ha
estriagdes transversais e nucleos localizados de forma central (D1) Figura 31.

Com relacdo ao corante picrossirius, as fibras coldgenas maduras em
vermelho e fibras colagenas jovens em verde observamos no grupo wistar (A2)
com células de aspecto saudavel, com espaco intersticial bem definido, sem
sinal de injuria. Ja na lamina (B2) apesar de ndo apresentarem aspectos
atipicos, é possivel observar mais corante avermelhado, com discreta
desorganizacao das fibras musculares e da camada externa, mas sendo apenas
um achado que poderia diferenciar os grupos de tratamento. Nas artérias em
(C2 e D2) h& apresentacdo tipica das estruturas, com aspecto dentro do
esperado para esta estrutura Figura 31.
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Figura 30. Auséncia de altera¢cdes morfoldgicas em musculo cardiaco de ratos wistar e
SHR tratados por 60 dias. Fotomicrografias mostrando sec¢fes longitudinais do ventriculo
esquerdo de amostras dos grupos: wistar em (A), SHR veiculo em (B), SHR tratado com LIN
em (C) e SHR tratado com LIN/B-CD em (D). Miocardios normais, com fibras bem organizadas e
preservagdo da estrutura nos tratados com LIN e LIN/B-CD. Coloracéo dos cortes histolégicos
com hematoxilina-eosina (1) e picrosirius (2). Fibras colagenas maduras evidenciadas em
vermelho e fibras colagenas jovens, coradas em verde com picrosirius. Aumento de 200X.
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Figura 31. Auséncia de alterac6es morfoldgicas em artéria aorta de ratos wistar e SHR
tratados por 60 dias. Fotomicrografias mostrando sec¢fes longitudinais de artéria aorta de
amostras dos grupos: wistar em (A), SHR veiculo em (B), SHR LIN em (C) e SHR LIN/3-CD em
(D). Aortas normais com fibras bem organizadas nos grupos controle e preservacdo da
estrutura em espécimes tratados com LIN e LIN/B-CD. Coloracdo dos cortes histolégicos com
hematoxilina-eosina (1) e picrosirius (2). Fibras colagenas maduras evidenciadas em vermelho
e fibras colagenas jovens, coradas em verde com picrosirius. Aumento de 200X.
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8 DISCUSSAO

Diante das lacunas na literatura cientifica acerca dos efeitos
cardiovasculares do monoterpeno linalol assim como da utilizacdo de beta-
ciclodextrina para formacdo de um sistema de liberac&o controlada de farmaco,
0 presente estudo foi desenvolvido. Importante reforgar que em nosso trabalho,
LIN/B-CD foi capaz de melhorar os efeitos biolégicos de LIN puro sobre o
sistema cardiovascular e a partir de estudos farmacocinéticos destes
compostos, comprovamos que as variaveis de biodisponibilidade absoluta e
relativa de LIN/B-CD na corrente sanguinea dos ratos tratados por via oral
foram aumentadas significantemente. A absorcdo, as velocidades de
distribuicdo do farmaco do compartimento central ou corrente sanguinea para o
periférico, representado pelos 6rgdos mais distais, assim como seu retorno e
excrecdo foram melhoradas quando o LIN estava incluido em B-CD.

Outros dados importantes foram os efeitos farmacodinamicos do
complexo LIN/B-CD, que apresentou potencial hipotensor quando aplicado por
via intravenosa e quando administrado por via oral, induzindo hipotenséo e
bradicardia com efeitos estatisticamente superiores quando comparados ao LIN
puro. Uma vez administrado de forma subcronica, o complexo demonstrou
efeito anti-hipertensivo consideravelmente superior ao LIN sendo ainda
possivel observar aumento nos niveis séricos da citocina anti-inflamatéria 1L-10
e diminuicdo do indice de massa cardiaca, o que ndo ocorreu no grupo LIN.

Quando aumentamos o tempo de tratamento para 60 dias, houve
potencial anti-hipertensivo estatisticamente superior da forma complexada
comparada a forma livre, seguindo um perfil de evolucdo temporal muito
semelhante aos animais normotensos sadios, sugerindo que o tratamento com
LIN/B-CD € capaz de diminuir e manter baixos os niveis pressoéricos de modo
mais potente e eficaz do que LIN. Ao avaliarmos os tecidos ap0s tratamento de
60 dias, houve diminuicdo estatisticamente significante com relagdo ao indice
de massa cardiaca dos animais tratados com LIN/B-CD quando comparados ao
grupo veiculo e LIN; houve ainda diminuicéo da reatividade vascular ao agente
vasocontraturante a-1 adrenérgico, Phe de modo estatisticamente significante
quando comparado ao grupo veiculo, com resultado superior ao apresentado

por LIN; com relacdo a curva de reatividade com Ach, sua acéo nos receptores
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muscarinicos foi capaz de causar vasorelaxamento também estatisticamente
significante no grupo tratado com LIN/B-CD o que ndo ocorreu no grupo tratado
com LIN, sendo possivel ainda, observar diferencas na reatividade vascular
entre 0os animais normotensos wistar e veiculo SHR, jA& bem estabelecidas na
literatura cientifica. (LUSCHER e PAUL, 1989; RIZZONI, CASTELLANO,
PORTEN, BETTONI e LORENZA, 1994; WYNNE et al., 2018).

A pesquisa com ciclodextrinas para as mais diversas finalidades se faz
presente ha décadas na comunidade cientifica, uma vez que elas séo
naturalmente sintetizadas, com baixo custo para reprodutibilidade e
apresentam uma infinidade de funcdes bioldgicas (DAVIS e BREWSTER, 2004;
KFOURY, AUEZOVA, GREIGE, e SOPHIE, 2019). H4 um cunho histérico por
trds destes compostos que pode ser observado de maneira bastante
abrangente, clara e sucinta nos artigos “Thirty years with cyclodextrins” de
(DUCHENE e BOCHOT, 2016) assim como em “Past, present, and future of
cyclodextrin research” (SZEJTLI, 2004).

Ambos os artigos trazem abordagens historicas e do estado da arte em
gue relembram desde a década de 70 até os dias mais atuais, o potencial das
ciclodextrinas, em especial a beta-ciclodextrina. Entretanto, h4 escassez de
informacdes da atuacdo do complexo linalol/B-ciclodextrina no sistema
cardiovascular, o que nos permitiu a avaliacdo dos efeitos biolégicos por
diversas abordagens experimentais. Tal hiptese surge a partir do momento
gue encontramos na literatura, respaldo para a obtencédo do complexo LIN e B-
CD (LIMA et al., 2016; MENEZES et al., 2014) em que demonstraram ser
possivel, viavel e eficaz a inclusdo de monoterpenos em beta-ciclodextrina, e
que muitas vezes os efeitos biologicos testados sdo significantemente
melhorados e otimizados, com diminuicdo de efeitos adversos (DAVIS e
BREWSTER, 2004).

Assim sendo, ap6s minuciosa busca pela farmacodinamica e
farmacocinética do monoterpeno linalol e de seu complexo de inclusdo em
beta-ciclodextrina, ndo foram encontrados dados contundentes, para embasar
nossa discussao sobre biodisponibilidade e estabilidade destes compostos,
principalmente no que concerne ao sistema cardiovascular, sendo encontrados

apenas estudos relacionando sua formagdo em complexo de inclusao
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(MENEZES et al., 2014) e efeitos biologicos em outros sistemas
(NASCIMENTO et al., 2014; QUINTANS-JUNIOR et al., 2013).

Inicialmente precisavamos realizar a avaliacdo do perfil farmacocinético
de LIN e LIN/B-CD assim como a sua modelagem populacional, que nos dariam
indicios do comportamento desta molécula e composto na corrente sanguinea
e em um sistema bioldgico integro. Assim sendo, a farmacocinética foi uma das
ferramentas utilizadas, e torna-se importante para auxiliar no alcance de uma
posologia ideal de modo a nos ajudar como entender qual a melhor dose para
administracdo via oral de modo a possibilitar também a compreensao da
ocorréncia de variagdes entre 0os grupos experimentais (RAKMAI et al., 2018;
SHI et al., 2016).

O principal objetivo foi garantir que as doses administradas alcancem
uma margem terapéutica, em que fosse possivel observarmos os efeitos
biolégicos esperados de diminuicdo da pressao arterial e modulacdo da
frequéncia cardiaca com o minimo possivel de efeitos colaterais. A principal via
de administracdo dos anti-hipertensivos € largamente difundida e utilizada
como sendo a via oral; é também a que mais apresenta adesdo por parte dos
pacientes (DE AZEVEDO et al.,, 2011; WHELTON et al.,, 2017), por isso
escolhemos realizar estes experimentos, seja de carater agudo, subcrénico e
cronico, avaliando a administracdo orogastrica dos compostos. Um dos mais
importantes itens a levarmos em consideracédo na administracao de farmacos é
a sua biodisponibilidade, que indica a fracdo absorvida do farmaco; esta, por
sua vez, € produto da propria via de administracao, das propriedades fisicas e
guimicas do farmaco ou ainda de fatores intrinsecos e inerentes ao paciente ou
animal, além de seus niveis pressoéricos e metabolismo (JOHANSSON et al.,
2014; KAISER et al., 2010).

Os nossos resultados revelaram que a farmacocinética do complexo
LIN/B-CD, comparado a forma livre, apresentou ganhos importantes. Houve
maior absorcdo de linalol na corrente sanguinea quando estava na forma
complexada, sendo alcancada uma concentracdo sanguinea de cerca de
1000x maior quando foi administrado sobre a forma complexada quando
comparamos com LIN. Quando avaliamos a biodisponibilidade para os tecidos,
foi observado que a incluséao do linalol a B-CD multiplicou em 20 vezes mais a

guantidade do monoterpeno linalol na corrente sanguinea, elevando
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substancialmente a quantidade deste farmaco disponivel na corrente
sanguinea, o0 que torna possivel sua acdo de maneira mais duradoura e eficaz,
ao atingir da melhor forma possivel 6rgéos e tecidos do sistema cardiovascular
(ADEOYE e CABRAL-MARQUES, 2017; KAISER et al., 2010; MENEZES et al.,
2014).

Outro parametro importante a ser observado foi a diminuicdo do
clearance, que se constitui da capacidade do organismo em excretar ou
eliminar determinada substancia da corrente sanguinea, seja por via renal ou
hepatica. Sendo assim, quanto menor o clearance, como encontrado no grupo
tratado com LIN/B-CD, torna-se possivel o farmaco permanecer por maior
tempo na corrente sanguinea de modo a realizar seus efeitos bioldgicos por
mais tempo quando comparado a LIN livre. Estudos de modelagem
populacional realizados demonstraram que os parametros obtidos de volume e
constantes de eliminagédo e distribuicdo foram evidentemente alterados de
modo a melhorar e otimizar os efeitos de LIN/B-CD uma vez que a disperséo do
farmaco em 6érgédos e tecidos, foi substancialmente aumentada havendo mais
moléculas do farmaco circulantes na corrente sanguinea, efeito benéfico
farmacologicamente (KAISER et al., 2010; LIMA et al., 2016).

As analises de concentracdo e distribuicdo individuais e populacionais,
também demonstraram que LIN/B-CD foi capaz de tornar o monoterpeno LIN
muito mais capaz de promover a distribuicdo e penetracdo em tecidos e 6rgaos
apos a administracao, com maior tempo de acdo e consequentemente havendo
diminuicdo da possibilidade de excrecdo do farmaco seja por via renal ou
hepatica de forma facilitada, tornando o0 mesmo intacto ou perfeitamente ativo
por um maior periodo de tempo. Tais efeitos tornam LIN mais eficaz em sua
acao sobre o sistema cardiovascular, considerando ainda que nossos dados
sdo inéditos e biologicamente promissores.

Partindo deste raciocinio, nossos experimentos entdo foram idealizados
e baseados em estudos encontrados na literatura, cuja agdo da mistura
racémica de (%)-linalol, atua como um agente hipotensor, associado a
taquicardia (Anjos et al., 2013), dado este que em nossos achados divergem
quanto aos efeitos cardiacos, pois a fracdo levorrotatéria de (-)linalol
apresentou efeito hipotensor e bradicardico quando administrado por via

intravenosa na dose de 50mg. Com relagdo a administracdo do complexo de
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inclusdo, de maneira aguda, por via intravenosa, ndao ha dados na literatura
cientifica sobre esta forma de aplicacdo assim como seus efeitos sobre o
sistema cardiovascular. Uma vez em sistema de liberacdo controlada, LIN/B-
CD apresentou hipotensdo como efeito majoritario sobre a pressao sanguinea,
havendo taquicardia como efeito reflexo, corroborando com os estudos de
(MENEZES et al.,, 2010; SANTOS et al, 2011) que apresentam uma
associacdo a taquicardia. Este efeito pode ser justificado por um reflexo
cardiovascular, através de um mecanismo de compensacao apos diminuicdo
rapida da PA, por acdo de barorreceptores presentes também no arco aértico,
como reguladores a curto prazo da pressédo sanguinea (ROBLES-CABRERA et
al., 2014). Porem, estudos adicionais deverdo ser realizados para demonstrar
se o efeito taquicardiaco seria decorrente de uma resposta reflexa.

Apesar destes experimentos iniciais por via de administracdo
intravenosa, 0s medicamentos anti-hipertensivos sdo comumente
administrados por via oral, seja através de drageas ou comprimidos, sendo
necessaria geralmente uma dose Unica durante todo o dia, por longos periodos
de tratamento (DE AZEVEDO et al., 2011; PICCINI, 2012). Ha ainda a
necessidade algumas vezes de associacao com diuréticos ou ingestdo de mais
de um comprimido por dia, de diferentes classes de farmacos, todas estas
acOes voltadas para o controle da hipertenséo arterial WHELTON et al., 2017).

Levando-se em consideracdo o exposto, e 0 Unico estudo com
administracdo oral de LIN para efeitos cardiovasculares, realizado por (ANJOS
et al., 2013), foi possivel observar a administracdo de 200mg de LIN puro por
via oral, que apresentou efeito hipotensor maximo ap6s 3 horas de
administracdo. Entretanto em nossos achados, fizemos a administracdo de um
quarto da dose anteriormente testada, ou seja, 50mg do LIN na forma livre e
complexada em B-CD na mesma dose, também por via oral, sendo que durante
as 6 horas de observacdo experimental foi possivel perceber uma diminuicdo
na pressao arterial estatisticamente significante somente no grupo que recebeu
o linalol complexado, nos periodos de efeito maximo apds 5:00 hrs e 5:30 hrs
quando comparado ao momento da aplicacéo da droga e quando comparamos
a diferenca nos niveis pressoricos entre LIN e LIN/B-CD, houve diferencga
estatisticamente significante apos 15 min. assim como, apés 4, 5 e 6 horas,

caracterizando e diferenciando o efeito hipotensor associado ao complexo;
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Com relacéo ao sistema cardiovascular e a hipertensao, o ideal é que os
experimentos cientificos sejam realizados com animais espontaneamente
hipertensos para mimetizar a hipertensdo essencial, que acomete 95% da
populacdo de hipertensos (WEBER e ANLAUF, 2014). Justamente pensando
nisso, nossos resultados mostraram que o pré-tratamento de animais SHR de
modo subcrénico com LIN/B-CD em uma dose de 50 mg/kg impediu o
desenvolvimento de hipertenséo arterial, que ocorre naturalmente em ratos
SHR quando comparado ao grupo veiculo. O controle dos niveis pressoricos é
possivel de ser estatisticamente analisado desde o 152 dia de tratamento,
permanecendo até sua finalizagdo apdés 20 dias. Estes dados j& foram
publicados em periédico (CAMARGO et al, 2018), permitindo que a
comunidade cientifica tenha acesso e reproduza com outros monoterpenos.

Assim que percebemos que os niveis pressoricos de LIN/B-CD na dose
de 50 mg/kg permaneciam em carater descendente ao final do tratamento
subcrénico, hipotetizamos que esta diminuicdo dos niveis de pressao arterial
poderia ser ainda mais acentuada, caso tornassemos o tratamento crénico, que
€ o tipo de abordagem terapéutica mundialmente utilizada para controle e
manejo da hipertensdo (WHELTON et al., 2017). Deste modo, tornamos o
tratamento mais prolongado, com 60 dias de administracdo dos compostos e
incluimos ainda um grupo de animais normotensos a serem tratados para
termos mais um grupo controle comparativo e confirmar a diferenca de niveis
pressoricos entre os ratos wistar e SHR (BELL et al., 2004; FAZAN et al., 2006;
RIZZONI et al., 1994; WYNNE et al., 2018).

Considerando o desenvolvimento da hipertensdo essencial no modelo
animal SHR, largamente discutido na literatura (ANISHCHENKO, ALIEV,
SIDEKHMENOVA, SHAMANAEV e PLOTNIKOV, 2015; DICKHOUT e LEE,
1998), assim como as diferencas existentes entre os niveis pressoricos de
animais sadios normotensos wistar e SHR (MCDOUGALL, PAULL, WIDDOP &
LAWRENCE, 2000; ROLOFF, WALAS, MORAES, KASPAROV e PATON,
2018), e a partir de entdo, nossos animais tratados com LIN/B-CD alcancaram
niveis pressoricos muito préximos aos animais normotensos sadios, ao longo
de todo o tratamento, evitando a progressdo da pressao arterial, tipica do
animal SHR, o que nos leva a crer que o complexo apresenta importante

potencial anti-hipertensivo e de modulacdo da pressdo sanguinea,
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especialmente quando comparado a LIN e ao grupo veiculo constituido de
também de animais SHR.

Além disso, ao longo do tratamento, ndo foram observadas alteracdes
significativas na ingestdo de racdo e agua, sugerindo ndo haverem mudancas
quanto ao desenvolvimento corporal e a ingestdo nutricional. Alguns estudos
sugerem que a diminuicdo do peso corporal pode ser indicativa de efeitos
adversos de um medicamento (LAPCZYNSKI et al., 2008) e os resultados
obtidos no nosso estudo mostraram que o ganho de peso evoluiu durante os
tratamentos subcrénico e crénico de forma bem semelhante entre os grupos,
sem perda de peso ou qualquer outra anormalidade. Adicionalmente, o ganho
de peso em animais wistar, durante o tratamento cronico, foi gradativamente
superior quando comparados aos animais SRH corroborando com a literatura
(ANISHCHENKO et al., 2015; FAZAN et al., 2006; MCDOUGALL et al., 2000)

Além disso, em nossos dados ndo foram observados quaisquer
ocorréncias de alteracbes de comportamento, como diminuicdo dos
movimentos espontaneos ou convulsdes, movimentacfes excessivas ou de
carater giratorio nas caixas, assim como mortalidade ou ainda diarreia devido a
ingestdo de LIN ou LIN/B-CD. Estes sdo sintomas classicos que podem ser
utilizados em estudos de toxicidade para inferir que algum tipo de dano
biolégico pode estar ocorrendo referente as drogas administradas
(LAPCZYNSKI et al., 2008). Entdo, esses resultados sugerem a provavel
auséncia de efeitos toxicos com o uso de LIN e LIN/B-CD, o que é compativel e
corrobora com estudos prévios realizados com roedores que demonstraram
seguranca nos tratamentos diarios de linalol puro com doses inferiores a 500
mg/kg (LAPCZYNSKI et al., 2008).

O SHR é geralmente considerado como um bom modelo também para
estudos de avaliacdo de hipertrofia cardiaca (FAZAN ET AL., 2006; MOTHE,
CARESTIATO e AGUILA, 2005). Com o objetivo de avaliar o efeito da
administracéo de LIN/B-CD sobre uma possivel hipertrofia cardiaca de animais
SHR, o coracao foi removido e o peso cardiaco foi avaliado como indice de
massa cardiaca. Observou-se uma diminuicdo significativa da massa cardiaca
de coracdes secos em estufa a 60 graus apés 24hrs em animais tratados por
21 dias com LIN/B-CD quando comparados aos grupos veiculo e LIN puro. J&

com relacdo ao tratamento crénico de 60 dias, foi possivel observar que os
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ratos wistar normotensos sadios, apresentaram indice de massa cardiaca
muito inferior aos animais SHR tratados com veiculo.

Este dado corrobora com estudos anteriores acerca da massa cardiaca
e alteracOes cardiovasculares sofridas pelos animais SHR (ANISHCHENKO et
al., 2015; DICKHOUT et al., 1998). Quando observamos a massa cardiaca dos
animais tratados com LIN e complexo, apenas o grupo LIN/B-CD apresentou
diminuicdo estatisticamente significante da massa cardiaca, sugerindo
potencial efeito cardiaco direto aproximando este animal tipicamente hipertenso
de um padrdo préximo da normalidade de presséo arterial e massa cardiaca
apresentada pelos animais Wistar (BELL et al., 2004; BERTAGNOLLI et al.,
2014).

Outro monoterpeno, o B-Pineno, quando complexado com B-CD, foi
capaz de reduzir significativamente a pressao arterial média as 36h e 48h
quando comparado ao B-Pineno livre em um modelo de hipertenséo induzida
por L-NAME (MOREIRA et al., 2016), uma das diferencas de nosso estudo é
gue avaliamos animais essencialmente hipertensos. Na literatura, ndo ha
relatos de administracéo croénica de LIN/B-CD ou LIN, assim como seus efeitos
diretos no tecido cardiaco, 0 que torna nossos resultados ainda mais
interessantes. Ademais, as alteracdes vasculares (RIZZONI et al.,, 1994;
SCHIFFRIN, 2012) e cardiacas (MOTHE et al., 2005; ROLOFF et al., 2018)
apresentadas pelos SHR com o passar do tempo, como modificacdes
estruturais em cardiomidcitos que se iniciam por volta das 16 semanas de vida
em SHR (BELL et al., 2004) sdo sugestivas a hipertrofia, dados estes que foram
observados apés realizacdo de ensaios histologicos com coracdo e artéria
aorta dos ratos tratados.

Apbs laudo emitido por patologista, as artérias e coracées demonstraram
que o tratamento com LIN/B-CD néo altera ou modifica a morfologia cardiaca,
uma vez que os coracdes apresentaram fibras musculares de ramificacdes
habituais, citoplasma estriado e ndcleos ovoides centrais e regulares. Nao
foram observadas alteracbes nos midcitos que caracterizassem hipertrofia
cardiaca em nenhum dos grupos examinados; ja com relacdo as artérias
avaliadas os grupos apresentaram resultados muito semelhantes nas laminas
coradas com hematoxilina-eosina assim como picrossirius, sendo que em

nenhuma das amostras, foi observado espessamento fibroso da camada
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intima, infiltrado inflamatorio, hiperplasia da camada média ou deposicao de
coldgeno em qualquer grau, alteracdes que denotariam dano vascular por
hipertensao (RIZZONI et al., 1994; SCHIFFRIN, 2012).

Os dados histopatologicos entre animais wistar e SHR no nosso estudo
estdo de encontro aos observados na literatura, pelo menos no que diz respeito
a deposicao de coldgeno e hipertrofia nos animais hipertensos comparados a
normotensos (ANISHCHENKO et al., 2015; DINIZ et al., 2011; MOTHE et al.,
2005). Nao sabemos destacar por qual motivo observamos tal diferenca nos
tecidos cardiacos uma vez que os animais SHR tinham comprovadamente
niveis pressoricos e indice de massa cardiaca aumentados, o que
caracterizaria 0 modelo animal como também hipertréfico cardiaco. Vale
salientar que os compostos testados ndo modificaram o aspecto estrutural
vascular ou cardiaco.

Em contrapartida, a hipertensdo € uma condicdo inflamatéria em que
muitos mediadores e reguladores de imunidade estdo invariavelmente
alterados. A familia das interleucinas é de extrema importancia no estudo da
gravidade e cronicidade da resposta imune e inflamatéria (DALEKOS, ELISAF,
BAIRAKTARI, TSOLAS e SIAMOPOULOS, 1997; SHI et al., 2011) sendo que
h&4 décadas jA se apresentam evidéncias cientificas de que a producédo
excessiva de IL-1B ocorre no estado hipertensivo, de modo a tornar-se fator de
risco para doencas cardiovasculares (DALEKOS et al., 1997; MOON et al.,
2013). Além disso, uma resposta inflamatéria na hipertensdo € caracterizada
por um aumento periférico e central em varias citocinas pré-inflamatérias, em
particular, TNF-a e IL-18 (DANGE, AGARWAL, TERUYAMA e FRANCIS, 2015;
SHI et al., 2011). As citocinas anti-inflamatorias, como IL-4 e IL-10, podem
aumentar sua producdo por indugdo em varios mecanismos de sinalizacao
(DANGE et al., 2015; MATASSOLI et al., 2018).

Com base nisso, hipotetizamos que as citocinas circulantes na corrente
sanguinea dos animais poderiam ser alteradas quando estes fossem
submetidos ao tratamento subcronico com LIN e LIN/B-CD e que a forma
complexada apresentaria efeitos potencializados. Ja foram descritos na
literatura experimentos que demonstraram a atividade anti-inflamatoria de
linalol de modo satisfatério, principalmente em modelo de lesdo pulmonar de

camundongo, com diminuigdo dos niveis de citocinas pro-inflamatorias, como
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TNF-a e IL-6 (PEANA et al., 2004). Assim sendo, o tratamento com LIN/B-CD
por 21 dias foi capaz de aumentar consideravelmente os niveis de IL-10,
citocina anti-inflamatdria classica, com apresentacdo estatisticamente superior
no grupo tratado com o LIN/B-CD em comparagao com o grupo o veiculo e LIN
puro, sugerindo uma resposta anti-inflamatéria do linalol quando incluso no
complexo em B-CD, com efeito bioldgico superior ao LIN.

E largamente difundido na literatura que o estado hipertensivo altera as
conformacdes estruturais e funcionais do endotélio vascular (MULVANY, 2011,
2012; REHO et al., 2014; RIZZONI et al., 1994; SCHIFFRIN, 2012), produto do
quadro de estresse constante e inflamacdo que sdo submetidas as artérias
(QIU et al., 2014; RIZZONI et al., 1994). No estudo de (ANJOS et al., 2013),
realizado com a mistura racémica de LIN, foi demonstrado que (x)-linalol
induziu vasorelaxamento em anéis mesentéricos de ratos, de maneira
independente de endotélio vascular. Ja em aorta isolada de camundongos, foi
observado que o (-)-linalol promove relaxamento dependente de fatores
derivados do endotélio, tal como o 6xido nitrico, sendo que a acdo de linalol
estaria relacionada a ativacdo da guanilil ciclase soltuvel (GCs) e de canais para
potassio (K+) (KANG e SEOL, 2015).

A partir destes dados, e conhecendo-se a importancia da resisténcia
vascular periférica na regulacao da presséao arterial e do fluxo sanguineo (QIU
et al., 2014; REHO et al., 2014) realizamos testes de reatividade vascular em
artéria mesentérica de ratos que revelaram que o pré-tratamento subcrdnico
com LIN/B-CD na dose de 50 mg/kg foi capaz de reduzir a reatividade e
contracdo vascular induzida por Phe em artéria mesentérica isolada do SHR,
um achado que nao foi relatado até entdo na literatura. Adicionalmente
demonstramos que, diferentemente do complexo LIN/B-CD, o linalol puro, apés
21 dias, ndo alterou significativamente a contracdo induzida pela Phe. Tais
achados com diminuicado da sensibilidade a agentes vasocontraturantes como
a Phe (KALEA, CLARK, SCHUSCHKE, KRISTO e KLIMIS-ZACAS, 2010)
tornam ainda mais evidente a acdo do LIN/B-CD na resisténcia vascular
periférica, o que pode contribuir para a acao anti-hipertensiva de linalol.

Ja4 com relacdo ao tratamento realizado por 60 dias, houve reducédo
estatisticamente significante da reatividade vascular & Phe com relacdo ao

grupo LIN quando comparado ao grupo veiculo e principalmente no que diz
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respeito a LIN/B-CD, que apresentou efeito mais potente na reducdo a
contracao induzida por Phe, sugerindo que o tratamento cronico com LIN/B-CD,
foi capaz de diminuir a reatividade a agente vasocontraturante, o que pode ser
benéfico no controle e modulacdo da pressdo sanguinea. E de conhecimento
cientifico que os doadores de 6xido nitrico promovem a reducdo do tbnus
miogénico (KALEA et al., 2010) em artérias de ratos, com grande seletividade
para este tipo de tecido (AJAY e MUSTAFA, 2006; KALEA et al., 2010) e seu
mecanismo parece envolver ativacdo de canais para potassio dependentes de
calcio (ZHAO, VANHOUTTE e LEUNG, 2015).

Quando falamos no sistema cardiovascular (BOHLEN, 2015) ou ainda
no estado hipertensivo ha alteracdo destas vias seja na sintese ou apos
liberacdo de NO, assim como na sequéncia da sua cascata de ativacao de
PKG e posterior desregulacdo, considerando que a disfuncdo endotelial ndo
resulta simplesmente de uma diminui¢cado da producdo de NO pela eNOS, mas
também pode envolver uma combinacdo complexa de disponibilidade reduzida
de L-arginina, disfuncdo enzimatica e degradacdo aumentada com alteracdes
na biodisponibilidade (FARAH, MICHEL,e BALLIGAND 2018; QIU et al., 2014;
ZHAO et al., 2015). As alteracdes vasculares sofridas por enfermidades como a
hipertenséo alteram a sintese e liberacdo de 6xido Nitrico (FALCONER et al.,
2018; RIZZONI et al., 1994).

O tratamento com LIN/B-CD em experimentos com nitropussiato de
sédio, conhecido doador de Oxido nitrico, ap6s 60 dias de tratamento,
apresentou deslocamento da curva farmacolégica para a esquerda,
demonstrando diferenca estatistica quando comparado ao grupo veiculo e
também mais potente do que o grupo LIN. Em experimentos com endotélio
funcional, a adicdo de ACh demonstrou que o grupo de Wistar, apresenta mais
sensibilidade a este agente vasorelaxante, quando comparado ao grupo SHR
veiculo dado amplamente discutido na literatura (LUSCHER e PAUL, 1989;
ZOU, LEUNG e VANHOUTTE, 2012), e quando observamos o grupo LIN/B-CD
também é possivel observar que a curva farmacoldgica foi deslocada para a
esquerda, demonstrando aumento do efeito vasorrelaxante com diferenca
estatisticamente significante quando comparamos aos grupos veiculo e LIN.
Diante de todos os resultados expostos, torna-se possivel tracar algumas

conclus6es com nossos experimentos.
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9 CONCLUSAO

A partir de todos os estudos in vivo e in vitro realizados e dos resultados
alcancados em associacdo, LIN/B-CD possui um potencial efeito anti-
hipertensivo em animais SHR superior ao LIN e novos estudos devem ser
realizados para melhor elucidar seus efeitos, assim como tornar possivelmente

viavel o tratamento em seres humanos hipertensos.

B-CD aumentou em 20 X
biodisponibilidade e
absorgdo de LIN

B-CD reduziu o Clearance de
LIN e aumenta em cerca de
1000 X a concentracao
plasmatica de LIN

LIN/B-CD induz hipotensdo e taquicardia
por via intravenosa
e bradicardia por via oral

LIN apresentou efeito
anti-hipertensivo melhorado quando
administrado na forma complexada a
B-CD por 21 e 60 dias

min 0 dc
cardiaca ap6

fratamento

D induzd
Ul dice de mas:

LIN/g-CD induz aumento
nos niveis de citocina
anti-inflamatoéria IL-10

LIN/B-CD induz diminuigcdo da reatividade
vascular a agente vasocontraturante e
diminuicao da resposta vascular a agentes
vasorrelaxantes

Todos os resultados juntos
tornam LIN/B-CD uma excelente
alternativa terapéutica para o
sistema cardiovascular
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Abstract

Linalool (LIN} is 2 monoterpene zlechel present in some aromatic
medicinal plants with biclogical activities that can impact cardiovascular
diseases. This chemical class is highly volatile and [-cyclodextrin (§-CD)
has been employed to improve the pharmacological properties of
monoterpenes. Thus, the aim of this study was to evaluate the

cardiovascular effects of LIN free focusing on the antihypertensive
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Abstrace
Takizg inio ll‘: ,u:-i. Indcxinine (CDh) m ! s of drogs like = lex with of Tl scoms o be
2 oo pk 3 h'..l:nrlu: : siabiliy, salshilty, b "'il.ihr-d fucti nl:'l.ul:-l:ﬂ'rrh Hn&:‘t—‘hrmmnldhrp:lhn-:n The mom=
i ecti d'll-ﬁut n e o i antibyy ial of ds with P-cycl i lrﬂhdrﬂlﬂw
This skart: ' 8 and il d thai P-cyclnd in -k ‘rrhlmpm;mﬂufpu’rdr-.pmnﬂ I 3z and

din and impa pplcats hree heen iblished by rooey Erowps, of g BT den wpubema For oral drug therpy, copecally =
hyperte=sion.
Iniroduction its immediate avadlabillity and cavity size sultable fior a wide range of

Cyclodexiries (CDs)p are a family of cpdic oligosaccharides that
have been lasgely stndied and used isdustrially in pharmaceutical
applications, due the o they are able to form nclusion compleres
with pooddy water-soloble drugs and improve a variery of drag
properties, such as stability, dissolation rate, solabilicy, hhw:.ﬁ.hlhw
and redoction of skde efiects [1-3) CDs are composed of at least
604+) ghocopyranose wnits attached by a-(1, 4) gloomsidic bomds
thai differ im their rieg size and solubility [4). There are 3 Imporiant
subtypes that mavarally acoor: a-CD, pCD, and y-CD with & 7 and
B glucopyramodide units respectively [4). They bocame schentifically
attractive due 1o their application potental and imporant impact
Im hypertensive therapy. The meost antibypertensive drogs are orally
sdministered [5] and acconding the Biopharmaceutical Classification
Sysiemn [BCS) there are two importast parameters that comtrol rate
and extent of drug abeorption. These indude dnsg dissolution and
gastraintesting] permeabdlity, which are cossidered the variahles that
mueeit affeciieg drog bioavailability [6]. Masy anthyvpertendve drogs
are clissified by BCS, in different classes, incloding: low solubiliny
and high ty characteristics after orad adesinistration folas
1L}, high solubilicy amd bow permesability (class 111) and low solubiliny
and permeabdity (class [V) [6-E]. Furthermore, controlled-release
formulations of some amihypenensive drugs are unstable both i
vive and éw vitroe when admdnistered orally |9, thus resulting im a
lack of msiighle specific antibyperiensive formudations, especially
for pediatric patiests [10]. Takieg this into accoust, CDs have been
used to clrowmyvent these lmitations, asd forming compl with

maedicatioms. Despive this the useof fC0s s 1imited due o low solabilicy
muw.ern.ndmphmmulcuy th:l.lﬂ]. in paresteral preparations [11].
H , when admiini d arally, cychodextring are coasidersd safe
lﬂ'ml.ﬂnfmndn- a5 well as bow hinavailabde [12) and thereforee is
not suiiclently abmtbﬂdinmhgﬂmd.nbhﬂqwm[t!l.ﬁ:fwh
discovery of B-CIVs promisieg properiies, it was possible to study new
fi latioes for antibyp ive drugs. Although few siudies have
FEE | Ih.:im:lumnnmmp{auﬂfdmglmd:f L0 in cardiovascalar
diseases, our g_mup demonstrated that linalool, & vesodilaor [14]
and hyp pene [15], complexed with -CD promoted
& significant decrease In the mean arerial pressare of spomtaneously
hypertensive rats (3HR) when compared 1o the non-oomplexed form,
am effect that may be related tothe increased stability and bioavailabilicy
aforded by [-CI0 [16) Amother monoterpene, f-Pinene, when
complexed with B-CD significantly reduced meean arterial pressure
when compared to free B-Pinene in a model of hypertension induced
by L-NAME Thus, j-Pinese complex formation with j-CI improved
the pharmacological profile of this mossterpens [17).

An impontant derivative of j-CI & meibyd-f-cpdodextrin (M-
T, a cholesterol binding agemt. Cardiovasculer studies performued
in apolipoprotein E (ApoEXZ) deficient mice, where infusisg
anggiotenain 11 {Ang 11] prometes stheroscenssis and abdominal aceric
aeurysny, and in this model, an increase is blood pressure has been
reported. lslated aortas from Ang [l-infised mice were significantly
less responsive 0 acetyicholine-imduced  endotheliom- dependent

aniihypertensives amd CDxs ks a promising pharmacentical sirategy o

facilitate the I of hypertension. Thus, the main objective
of this shon communication s to d rate the antihyp i
lal of compounds complexed with Pcyclodextring amd their

4I:Ifl.nlﬂl applications.
Applications of B-CIY in Hypertension Treatment

For many drugs. the cavity size of a-CDs is ansatisfactory while
y-UCIk% s more expengive. The B-CDs has been extensively used fior

when compared 1o aortas infused with vehicle control. Pre-
Incubation with M-f-CI} in isolated aortic riegs from this animals,
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