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RESUMO

A espécie Croton rhamnifolioides ¢ conhecida na etnomedicina como “quebra-faca” e é
utilizada no tratamento de dor de estdmago, vomitos e febre. Este estudo tem por objetivo
avaliar o efeito anti-inflamatério e antinociceptivo do 6leo essencial das folhas de C.
rhamnifolioides (OEFC), complexo de inclusdo do OEFC com B-ciclodextrina (COEFC) e do
constituinte majoritario (1,8-cineol). O dleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas por
meio da técnica de hidrodestilacdo e os complexos foram preparados pelos métodos de mistura
fisica (MF), malaxagem (MA) e co-evaporacao (CE). A anélise quimica foi determinada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC/MS). A caracterizacao fisico-
quimica do OEFC e seus complexos (MF, MA e CE) ocorreu por meio das técnicas de
calorimetria  exploratoria  diferencial, termogravimetria/termogravimetria  derivada,
microscopia eletronica de varredura e Karl Fischer. A toxicidade aguda néo clinica do OEFC e
COEFC foi determinada pela administracdo da dose Unica (2000 mg/kg/v.0.). O efeito anti-
inflamatdrio agudo do OEFC, COEFC e 1,8-cineol foi determinado atraves dos modelos de
edema de orelha pela aplicacdo topica Unica de 6leo de croton; edema de pata induzido por
carragenina, dextrana, histamina e acido araquidbnico; permeabilidade vascular por
extravasamento de azul de Evans; e subcronico através da lesdo granulomatosa induzida por
pellets de algoddo. O efeito do OEFC e COEFC sobre sistema nervoso central (SNC) foi
determinado pelos ensaios de campo aberto e rota-rod. O efeito antinociceptivo do OEFC e
COEFC foi avaliado pelos modelos de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético,
formalina e placa quente e somente a dose efetiva foi selecionada para avaliagdo dos possiveis
mecanismos de acdo envolvidos (opioide, colinérgico, al ¢ a2 adrenérgico, serotoninérgico,
oxido nitrico, adenosinérgico, dopaminérgico, glutamatérgico e vanildide). O GC/MS
identificou e quantificou 11 constituintes, sendo o majoritario o 1,8-cineol (41,33%). O método
de co-evaporacdo apresentou melhor indice de complexacdo. O OEFC e o COEFC
apresentaram baixa toxicidade oral aguda. A aplicacdo tépica do OEFC (20 mg/mL) e 1,8-
cineol (8,26 mg/mL) reduziram significativamente o edema induzido por 6leo de créton. Todas
as doses testadas do OEFC, 1,8-cineol e COEFC demonstraram efeito anti-inflamatério
significativo no edema de pata induzido por carragenina, dextrana e a permeabilidade vascular.
O OEFC (25 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.)
demonstraram atividade antiedematogénica nos edemas induzidos por histamina e acido
araquidoénico, também sendo eficaz no modelo de inflamagdo subcronica de lesdo

granulomatosa. O OEFC (200 mg/kg/v.0.) e o COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) ndo apresentaram



alteracdes sobre 0 SNC nos modelos de campo aberto e no rota-rod. Todas as doses do OEFC
e COEFC demonstraram efeito antinociceptivo nos ensaios de contor¢des abdominais,
formalina e placa quente. As doses do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.o.)
mostraram que o efeito antinociceptivo envolve a participacao na ativacao dos sistemas opioide,
colinérgico, vanildide, da via L-Arginina/NO e do receptor a-2 adrenérgico. Os resultados
obtidos demonstraram que o OEFC e o COEFC apresentam potencial anti-inflamatorio e
antinociceptivo e que estas acdes, em parte, podem estar relacionadas ao 1,8-cineol, composto

majoritario do OEFC.

Palavras-chave: Croton. Inflamag&o. Nocicepgdo. Croton rhamnifolioides.



ABSTRACT

The species Croton rhamnifolioides is known in ethnomedicine as a "knife-breaker™ and is used
in the treatment of stomach pain, vomiting and fever. This study aims to evaluate the anti-
inflammatory and antinociceptive effect of C. rhamnifolioides leaves essential oil (OEFC),
inclusion complex of OEFC with B-cyclodextrin (COEFC) and of the major constituent (1,8-
cineole). The essential oil was extracted from the fresh leaves by means of the hydrodistillation
technique and the complexes were prepared by the methods of physical mixing (PM),
malaxation (MA) and co-evaporation (CE). The chemical analysis was determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS). The physico-chemical
characterization of the OEFC and its complexes (PM, MA and CE) occurred through
differential scanning calorimetry, thermogravimetry / thermogravimetry techniques, scanning
electron microscopy and Karl Fischer. Acute non-clinical toxicity of OEFC and COEFC was
determined by the administration of the single dose (2000 mg/kg/v.0.). The acute anti-
inflammatory effect of OEFC, COEFC and 1,8-cineol was determined through ear edema
models by the single topical application of croton oil; paw edema induced by carrageenan,
dextran, histamine and arachidonic acid; vascular permeability by Evans blue extravasation;
and subchronic by granulomatous lesion induced by cotton pellets. The effect of the OEFC and
the COEFC on central nervous system (CNS) was determined by the open-field assays and
rota-rod. The antinociceptive effect of OEFC and COEFC was evaluated by the abdominal
contortion models induced by acetic acid, formalin and hot plate, and only the effective dose
was selected to evaluate the possible mechanisms of action involved (opioid, cholinergic, al
and a2 adrenergic, serotonergic, nitric oxide, adenosinergic, dopaminergic, glutamatergic and
vanilloid). The GC / MS identified and quantified 11 constituents, the majority being 1,8-
cineole (41.33%). The co-evaporation method showed a better index of complexation. The
OEFC and the COEFC showed low acute oral toxicity. Topical application of OEFC (20 mg /
mL) and 1,8-cineole (8.26 mg / mL) significantly reduced the edema induced by croton oil. All
tested doses of OEFC, 1,8-cineole and COEFC demonstrated a significant anti-inflammatory
effect on carrageenan-induced paw edema, dextran, and vascular permeability. The OEFC (8
mg / kg /v.0.), 1,8-cineole (10.3 mg / kg / v.0.) and COEFC (8,35 mg / kg / v.0.) showed anti-
edematogenic activity in the edemas induced by histamine and arachidonic acid,
also being effective in the model of sub chronic inflammation of granulomatous lesion. The
OEFC (200 mg / kg / v.0.) and COEFC (83,5 mg / kg / v.0.) showed no changes on the CNS in
the open field models and in the rota-rod. All doses of OEFC and COEFC demonstrated



antinociceptive effect in the tests of abdominal contortions, formalin and hot plate. The doses
of OEFC (25 mg/ kg / v.0.) and COEFC (8,35 mg / kg / v.0.) showed that the antinociceptive
effect involves the participation in the opioid, cholinergic, vanilloid, L-Arginine / NO and
receptor a-2 adrenergic receptor. The results obtained demonstrated that the OEFC and the
COEFC have anti-inflammatory and antinociceptive potential and that these actions, in part,
may be related to 1,8-cineol, the major compound of OEFC.

Keywords: Croton. Inflammation. Nociception. Croton rhamnifolioides.



Figural -

Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figura5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Espécie de Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm coletada no municipio de
Aiuaba - CE. (A) Folhas e frutos (B) Florese folhas ...........ccccoceveveiiieivciccinenen. 27
Estruturas moleculares das ciclodextrinas (0, B €Y) .oecvvereveereenieenienieerieenieans 29
Representagdo esquematica das principais alteraces vasculares e celulares no
Processo INFlamMatOrio ..........covooe i 32
Representacao esquematica dos mecanismos basicos da dor, envolvendo a lesdo
do tecido, liberagcdo de mediadores quimicos e transducédo do estimulo ............ 36
Fluxograma experimental .............ccoeiiiiiiiiiieee s 41
Extracdo do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides por meio do
sistema de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger ........c.ccoceevvevveivevneennene, 42
Espectro dos constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Croton
rhamnifolioides (Sistema CG-MS) ..o, 54
Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC (A) e Termogravimetria - TG (B)
da Mistura Fisica (MF), Malaxagem (MA) e Co-evaporacdo (CE) na atmosfera
inerte de nitrogénio. Curvas dos complexos do Oleo essencial de Croton

rhamnifolioides (OEFC) .....c.oooiiiiiiiieieee e 58
Microscopia eletronica de varredura obtida em aceleracdo de voltagem de 12
QY2 SRRSO 61

Efeito do OEFC (2,5; 5, 10 e 20 mg/mL) e do 1,8-cineol (1,03; 2,06; 4,13 e 8,26
mg/mL) aplicado topicamente sobre o edema de orelha induzido pela aplica¢éo
Unica de 6leo de croton em camuNAONQOS ........coveueererrerieieere e 63
Efeito do COEFC (0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL) aplicado topicamente sobre o

edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica de Oleo de croton em

(ot 10 010010 0] 3T [0 L PSPPSR PRSP 64
Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido
pela injecdo intraplantar de carragenina a 1% em camundongos ....................... 66

Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o0 edema de pata
induzido pela injegdo intraplantar de carragenina a 1% em camundongos ........ 67
Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata
induzido pela injecéo intraplantar de carragenina a 1% em camundongos ........ 68
Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido
pela injecédo intraplantar de dextrana a 1% em camundongos ...........ccceeverveennenn. 71



Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata

induzido pela injegdo intraplantar de dextrana a 1% em camundongos ............. 72
Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata
induzido pela injecéo intraplantar de dextrana a 1% em camundongos ............. 73

Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B) sobre o edema de pata induzido pela injecdo
intraplantar de histamina a 1% em camundongos ...........ccceveeriereeresreeseesieenes 75
Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B) sobre o edema de pata induzido pela injecdo
intraplantar de &cido araquidénico a 1% em camundongos ..........cccceeerereeeenn 77
Acdo do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3
e 82,6 mg/kg/v.0.) com relacdo a permeabilidade vascular por extravasamento
de azul de Evans (A/B) e quantificacdo de proteinas totais (g/dL) (C/D) ........... 80
Acdo do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) com relacdo a permeabilidade
vascular por extravasamento de azul de Evans (A) e quantificacdo de proteinas
tOtAIS (/L) (B) vveiveeieeiiecieciie ettt 81
Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) sobre a leséo
granulomatosa induzida pela implantacdo de pellets de algodao. (A) Massa ()
dos pellets; e (B) Proteinas totais (G/dL) .......cccovrvriiriiniiniieiseneseseeees 83
Efeito do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) sobre a lesdo granulomatosa induzida pela
implantacdo de pellets de algoddo. (A) Massa (g) dos pellets; e (B) Proteinas
TOTAIS (/L) v 83
Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o nimero

de cruzamentos (A) “gromming” (B) e “rearing” (C) no teste de campo

10 =T 1 (0 J USSP PPRRPROSN 85
Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o nimero
de quedas N0 “ROLA-TOU™ .......ccoeeiieiiiiieieeeceee e 87

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e
83,5 mg/kg/v.0.) (B) sobre o nimero de contor¢Bes abdominais induzidas por
2T [0 [0 JF- Y= 1 oo SRRSO 88
Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5
mg/kg/v.0.) sobre o tempo de lambedura da pata no teste da formalina em

camundongos. Primeira fase (A/C); segunda fase (B/D) ........ccccvvevvvvevveineennne. 90



Figura 28 -

Figura 29 -

Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

Figura 34 -

Figura 35 -

Figura 36 -

Figura 37 -

Figura 38 -

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e
83,5 mg/kg/v.0.) (B) sobre o tempo de laténcia na placa quente ..............c.c....... 92
Envolvimento do sistema opioide na atividade antinociceptiva do OEFC (25
mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por
formalina em CamuUNAONGOS .......ccveiviriiiiiriiiirieie e 94
Envolvimento do sistema colinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25
mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por
formalina em CamuNAONGOS ......cc.eeveiieiieieciese e 95
Envolvimento do receptor a-1 adrenérgico na atividade antinociceptiva do
OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata
induzida por formalina em camundongOS ..........cccccueeeerierecie e 96
Envolvimento do receptor a-2 adrenérgico na atividade antinociceptiva do
OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcéo de pata
induzida por formalina em camundongosS ..........cccoveiiiininiieee e 97
Envolvimento da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc na atividade
antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na
nocicepc¢éo de pata induzida por formalina em camundongos ............cccceeveeene. 98
Envolvimento do sistema vanil6ide na atividade antinociceptiva do OEFC (25
mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepgdo de pata induzida por
capsaicing emM CAMUNAONYOS ....cveeveireeireeie e sieereerteseesreeresraesreesaesreesreessesneeas 99
Envolvimento das vias serotoninérgicas na atividade antinociceptiva do OEFC
(25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida
por formalina em CamMUNAONGOS ......c..ovververieriirieriieiee e 100
Envolvimento do sistema dopaminérgico na atividade antinociceptiva do OEFC
(25 mg/kg/v.o0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida
por formalina em camuNdONQOS ..........coeirieiieierie s 101
Envolvimento do sistema adenosinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC
(25 mg/kg/v.o0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida
por formalina em camundONQgOS .........coovveiieiieeiie e 102
Envolvimento do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do OEFC
(25 mg/kg/v.o0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida

por glutamato em camunNAONQOS .......c.eeivieiieiie e 103



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS
Constituintes quimicos do o6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides
Porcentagens de perda de massa obtidas por Termogravimetria/

Termogravimetria derivada das amostras de OEFC, p -CD, MF, MAe CE ....... 59

Percentual de dgua obtido por titulagdo de Karl Fisher ............cccoevveiiiennne, 60



ML

A8

AAA

AINE’s
ANOVA
CAPES

CE
CEUA/URCA

CG-MS
CNPQ
CO2
COEFC

COX1
COX 2
COX
CTN

Cu 2+
DL50
DSC
DTG
E.P. M.
eV
FACEPE
FLONA
FUNCAP

H+
H1
IASP

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

microlitro

fibra a-delta

triterpeno Acido Acetil Aleurit6lico

anti-inflamatorios ndo esteroides

Analysis of Variance (Analise de Variancia)

Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal do Nivel Superior
Co-evaporagéo

Comité de Etica em Pesquisa em Animais da Universidade Regional do
Cariri

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico

géas carbonico

complexo de inclusdo do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides com
B-ciclodextrina

ciclo-oxigenase-1

ciclo-oxigenase-2

ciclo-oxigenase

19-nor-cloredano trans-crotonina

fons cobre

dose letal média aguda

calorimetria exploratoria diferencial

termogravimetria derivada

erro padrao da média

elétron-volt

Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco

Floresta Nacional do Araripe

Fundacdo Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico

ions de hidrogénio

receptor histaminico do tipo 1

Associagao Internacional para Estudo da Dor (International Association
for the Study of Pain)



ICMbio Instituto Chico Mendes da Biodiversidade

IL interleucina

IL-1 interleucina tipo 1

IL-8 interleucina tipo 8

iINOS Oxido nitrico sintase

ISO Organizacdo Internacional de Padronizacédo

MA malaxagem

MAP proteino-quinases ativadas por mitdégenos (Mitogen Activated Protein
Kinases)

MEV microscopia eletronica de varredura

MF mistura fisica

NO oxido nitrico

OEFC 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides

p/v massa/volume

PAF fator de ativacédo das plaquetas

PBS tampdo fosfato-salino (Phosphate Buffered Saline)

PGE2 prostaglandina do tipo 2

PGF2a prostaglandina 2a

PGs prostaglandinas

PI3K fosfatidilinositol 3-quinase

PLA2 fosfolipase A2

PLC fosfolipase C

rpm rotacdo por minuto

SNC sistema nervoso central

TNFa fator de necrose tumoral alfa

TPA acido 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol

TRPV1 receptor de capsaicina do tipo 1 (transient receptor potential vaniloid)

URCA Universidade Regional do Cariri

viv volume/volume

\i volume final

Vi volume inicial

VS VErsus



SUMARIO

L INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt ettt n sttt 21
2 REFERENCIAL TEORICO .....ooiioiieesiceeeeee et enes st en s ssn s nnans 24
2.1 Plantas MEICINGAIS .....c.eiiiiieiieie ettt sttt e e sbe e e reenbeeneenneenes 24
2.2 Familia Euphorbiaceae € GENEro CrotON .........ccccviieiieie e 25
2.2.1 Croton rhamnifolioides Pax. & K. HOfIM ..o 26
2.3 O1E0S BSSENCIAIS ........vvvereceeereeteseees s isestesestesesesses st ssesest s s s et ensstesnessensetasssssenssesseneseessness 27
p A O ol (oo (=3 g 1 4T T LSRR PT PP PRTR 29
2.5 INTIAMAGED ...ttt 31
2.6 NOCICEPGAD 8 TOK ...ttt bbbkt b e e bbbt enes 35
SOBUIETIVOS ...ttt bbbt bbbt bbb st et bbb et e ens 39
3 L ODJEUIVO GEIAL ...t 39
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS ... cueiuieiieiieieiieie ettt ettt 39
4 MATERIAIS E METODOS ......ooiieveeeeeteee et sesiess st es s ses s sesas s snssssnssnansens 41
4.1 Material DOTANICO.......ccui i et 41
4.2 EXtracao do OlE0 €SSENCIAL..........coiiiiiiiiieice e et 42
4.3 Analise quimica do 0leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides (OEFC) ......42
4.4 Obtengao dos complexos de INCIUSAOD ..........coiiiiiiiiieieie s 43
4.5 Caracterizacao fisico-quimica dos complexos de inClUS80..........cccccevvevereiereivsnennnne 43
4.6 ENSAIOS N VIVO ..uiivierieiteite ettt ettt bbbt e s et etenbenbesbenbeaneenes 44
4.6.1 Animais e aspectos EtiCOS da PESQUISA .....c.veuerurreerirerieieesiereeeeie st 44
4.7 Protocol0S eXPeriMENTAIS .......coiiiiieiiiieite ittt 44
4.7.1 Toxicidade aguda NA0 CHINICA.........cccecviiiiii e 45
4.7.2 Efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC...........ccocviiiininininnn 45
4.7.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo Gnica de 6leo de croton ...........cccoceeveenneen. 45
4.7.2.2 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de carragenina/dextrana 1%......... 45
4.7.2.3 Edema de pata induzido pela injecéo intra-plantar de histaminaa 1% ............cc.cco.e.... 46
4.7.2.4 Edema de pata induzido pela injec&o intra-plantar de acido araquiddnico a 1%......... 46
4.7.2.5 MenSUragao A0 EEMA ......cc.ecviiieiieeiecieeite ettt et be et saeeneenee s 47
4.7.3 Efeito anti-inflamatorio do OEFC, 1,8-cineol € COEFC...........cccooovviivvnneie i 47
4.7.3.1 Permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans...........ccccccveeivnvnnne. 47
4.7.3.2 Lesédo granulomatosa induzida pela implantacdo de pellets de algod&o ...................... 47
4.7.4 Efeito sobre sistema nervoso central do OEFC e COEFC .........cccoociininiinie i 48
o 0% 140 o0 = 1< (0 PSSO U PSPPSR 48
B O (0 1 - U e Y2 A SO OTPRRR 48

4.7.5 Efeito antinociceptivo do OEFC € do COEFC.........cccccciiiiiiiiiiie e 49



4.7.5.1 ContorgOes abdominais induzidas por 4Cid0 aCEtiCO........ccevvreiericiii e 49
4.7.5.2 Teste da fOrmalina @ 2,5%0 ......coccuviii ittt 49
e B o - Tor= o (1 < | (=SSR 49

4.7.6 Vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC e COEFC
(opioide, colinérgica, al e a2 adrenérgica, serotoninérgica, oxido nitrico, adenosinérgica,

dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide)............cooeiiirriiiieneee e 50
4.7.6.1 Participagao do SIStEMa OPIOIAE ......ccveiviiiiiiiiiiieie s 50
4.7.6.2 Participacdo do Sistema COlINEIGICO .......ccveveiieiieie e 50
4.7.6.3 Participacao do receptor 0-1 adreNergiCo ........ccurerieererienieesesie e 50
4.7.6.4 Participacao do receptor 0-2 dreNErgiCO .........cvruerirerierierieesiesie e 51
4.7.6.5 Participacdo da via L-arginina/Oxido NitriCO/GMPC...........cccvevreererieeeseeeserenes 51
4.7.6.6 Participacao do sistema VanilOide. .........ccouiiieiiineinerees e 51
4.7.6.7 Participacao das Vias SErotONINErGICAS .........cerveerrerierererierieesiesie st seesesreseeeesessesens 52
4.7.6.8 Participacdo do sistema dopaminErgiCo ..........cccccveieiieieeieesiieseesee e s 52
4.7.6.9 Participacao do sistema adenoSINErgiCO ........coevreriririerierieire e 52
4.7.6.10 Participagao do sistema glutamatergiCo ..........ccocereirererieieiise e 53
4.8 Expressao dos dados e andalise estatistiCa ..........cccccveveiieiiiic i 53
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ... eeee e eeee e s e 54
5.1 Anélise QUIMICA A0 OEFC .......ccooiiiiiiieeies e s 54
5.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de inclusio do OEFC com J-
(o] o 00 [=3tq 1 1 - SR 56
5.3 Toxicidade aguda N0 CHNICA .........ccecvveiiiiicc et 62
5.4 Efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC..........ccccovevviieinennen. 63
5.4.1 Edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica de 6leo de croton...........ccccccceevvvvennne. 63
5.4.2 Edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina 1%..............c.......... 65
5.4.3 Edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de dextrana 1%...........c.ccccceevverneenee. 70
5.4.4 Edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de histamina a 1% e &cido
oLz (o U] T [0 gL [T = U TSSOSO 74
5.4.5 Efeito anti-inflamatorio do OEFC, 1,8-cineol € COEFC...........ccccooiiviiinic i 79
5.4.5.1 Permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans..........cccccoccevvvervrenee. 79
5.4.5.2 Lesdo granulomatosa induzida pela implantacdo de pellets de algodéo ...................... 82
5.5 Efeito do OEFC e do COEFC sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) ..................... 85
5.5.1 CamPO @DEBITO ...t 85
5.5.2 “ROIA-TOA” ..ottt ettt e et e e et e e et a e e e e aarees 86
5.6 Efeito antinociceptivo do OEFC e do COEFC.........cccoiiiiiiiieccee e 88
5.6.1 Contorgdes abdominais induzidas por ACIdO ACELICO...........ceeerereririiiciee e 88
5.6.2 Teste da formaling @ 2,5%0.........ccueiiiiiiieiic s 89

SO I o F- (o= W U 1= o (PSPPSR 91



5.6.4 Vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC e do COEFC
(opioide, colinérgica, al e a2 adrenérgica, serotoninérgica, oxido nitrico, adenosinérgica,

dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide)............cooeiiiriiiieierce e 94
B CONCLUSAOD ... e et et e e e et r et e et e e e e ee e e es e e e en e 105
REFERENCIAS ..ot ee et e e e et e e et e et et ete et et es et e e eseseesseeeesereeseseseseessaressesesananes 106
APENDICE A - PRODUCAOQ CIENTIFICA 2014-2018........c.cccovireereerrirsiessrsienienens 130
APENDICE B - ARTIGO PUBLICADO / SUBMISSAO DE ARTIGO
CORRELACIONADO A TESE ..o ceeeeeee oot eea e e e e e aer et eessaeeseaeesaeesseeenareenann 138
ANEXO A - AUTORIZACAO PARA ATIVIDADE COM FINALIDADE CIENTIFICA
- INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE .....140
ANEXO B - IDENTIFICACAO BOTANICA E NUMERO DE HERBARIO DA
ESPECIE DE Croton rhamnifolioides PAX. & K. HOFFM ........uuuuuiiiiiiieiiieieieeenennnnnenenens 141

ANEXO C - DECLARAGAO DO CEUA ..ot 142



21

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais vém sendo cada vez mais utilizadas com finalidade terapéutica,
surgindo a necessidade da comprovagdo cientifica envolvendo a etnoboténica, com o
conhecimento popular, a quimica através do isolamento, purificacdo e determinacdo de
principios ativos, a farmacologia fazendo a relacdo uso medicinal/estruturas/atividade,
corroborando para a formulacdo de novos fitoterdpicos para o tratamento de diversas
enfermidades (MACIEL; VEIGA-JUNIUR, 2002). Atualmente, a ciéncia e as politicas de
satide estdo inserindo na populagio o uso das plantas medicinais (FEIJO et al., 2012) para o
tratamento de diversas enfermidades. O género Croton apresenta na literatura algumas
atividades farmacoldgicas elucidadas: anti-inflamatéria (BIGHETTI et al.,, 1999),
antinociceptiva (SANTOS et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2015) e gastroprotetora (VIDAL et
al., 2017). A espécie Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm é conhecida na medicina popular
como “quebra-faca” ou “caatinga-branca” e utilizada no tratamento de dor de estbmago, mal-
estar gastrico, vomitos, diarreia com sangue e para diminuir a febre (RANDAU, 2001).

O dleo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides apresenta constituicdo quimica
variada de monoterpenos e sesquiterpenos, porém, tem maior representacdo do monoterpeno
1,8-cineol, considerado constituinte majoritario. Os 0leos essenciais e complexos de inclusao
a partir de espécies medicinais apresentam relevancia na farmacologia, em virtude de uma
constituicdo quimica complexa que possivelmente abrange diversas atividades farmacoldgicas
e também pelas vantagens em relacdo a solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade, efeitos
farmacoldgicos e reducdo de doses e/ou efeitos colaterais, que possibilitam serem considerados
como uma nova opgao terapéutica nos tratamentos de diversas doencas, inclusive envolvendo
processos inflamatdrios e dolorosos.

A inflamacdo é uma reacgdo de defesa do organismo que ocorre de forma especifica nos
tecidos vascularizados, desencadeada como resposta a estimulos lesivos. A reacdo inflamatéria
microscopicamente envolve uma série de fendmenos, dentre eles: dilatacdo de arteriolas,
capilares e vénulas, com aumento de permeabilidade vascular e fluxo sanguineo, exsudacgéo de
plasma, incluindo proteinas e migracéo de leucocitos para o foco inflamatorio (CONTRAN et
al, 2010; PEREIRA; BOGLIOLO, 2004). Durante o processo inflamatério, notam-se alguns
sinais cléssicos como: calor, rubor, dor, edema, perda da funcdo do 6rgdo ou tecido lesado
(KIM, DEUTSCHMAN, 2000; CHOI, CHA e JEON, 2012). Dentre eles, a dor & um sinal

decorrente de estimulos nocivos, que tenta restabelecer a homeostase, ativando reagées com a
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finalidade de suprimir a etiologia da dor e, por fim, restaurar/limitar as lesbes e/ou agravos
(LENT, 2010). No entanto, a nocicepgao é um processo sensorial estimulado (PATEL, 2010)
por meio da sensibilizacéo e ativacao dos receptores da dor ou nociceptores (TEIXEIRA, 2009).

O presente estudo avaliou o efeito anti-inflamatério do 6leo essencial de Croton
rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm (OEFC), assim como seu componente quimico majoritario
(1,8-cineol) e do complexo de inclusdo do 6leo essencial de C. rhamnifolioides com p-
ciclodextrina (COEFC) em modelos experimentais de inflamagdo, como também avaliou o
efeito antinociceptivo do OEFC e COEFC.

A atividade antiedematogénica do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC foi avaliada por
via topica (edema de orelha pela aplicagdo topica Unica de 6leo de croton) e sistémica induzida
por diferentes agentes flogisticos (edema de pata induzido por carragenina, dextrana, histamina,
acido araquiddnico) e o efeito anti-inflamatério do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC por meio
do ensaio de permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans e lesdo
granulomatosa induzida por pellets de algodao.

A atividade do OEFC e do COEFC sobre o SNC foi avaliada por meio dos ensaios de
campo aberto e rota-rod. O efeito antinociceptivo foi elucidado através dos modelos de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético, teste de formalina a 2,5% e placa quente;
posteriormente, foram investigadas as vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta
antinociceptiva do OEFC e do COEFC (opioide, colinérgica, al e a2 adrenérgica,
serotoninérgica, 6xido nitrico, adenosinérgica, dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide).

Os resultados neste estudo demonstraram que o OEFC e COEFC apresentam potencial
anti-inflamatorio e antinociceptivo e que estas acdes, em parte, podem estar relacionadas ao
1,8-cineol, composto majoritario do OEFC, sendo importante ressaltar que o complexo do 6leo
essencial com doses menores apresentou resultados significativos tdo quanto o OEFC em doses
maiores.

A presenca de substancias bioativas e a comprovacdo do efeito farmacoldgico sdo de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novas formulagdes terapéuticas. Mesmo
diante da crescente disponibilidade de medicamentos no mercado terapéutico, é necessaria a
pesquisa por agentes que apresentem maior disponibilidade, menor toxicidade ou efeitos
colaterais e uma relagdo custo-beneficio, bem como melhoria na biodisponibilidade,
estabilidade e solubilidade.

Diante do uso na medicina popular, da composic¢éo quimica e a comprovacéo de diversas
atividades bioldgicas em relacdo a familia Euphorbiaceae e género Croton, despertou-se o

interesse em investigar e validar cientificamente o possivel efeito anti-inflamatorio e
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antinociceptivo da espécie Croton rhamnifolioides, visando, assim, contribuir positivamente
para 0 uso correto e seguro de recursos vegetais na terapéutica da inflamacdo e dor pela
sociedade, uma vez que o uso de plantas medicinais é frequente para o tratamento de processos
inflamatdrios e dolorosos sem justificativa da presenca de constituintes e/ou substancias

isoladas com principios ativos e auséncia da comprovacao das atividades farmacoldgicas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais s&o utilizadas no tratamento de diversas doengas hd milhares de
anos. As antigas civilizagdes ja conheciam seu poder medicinal e as cultivavam, transmitindo
0s ensinamentos a cada geracdo (FEIJO et al., 2012). No século XX, a fitoterapia enfrentou
uma desvalorizacdo em virtude da intensificacdo do uso dos medicamentos industrializados
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012). Entretanto, apesar da evolucdo da medicina
alopética a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua utilizagéo
pelas populacdes com baixo poder aquisitivo, como, por exemplo, 0 acesso aos centros de
atendimento hospitalares e a obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos, quando
associados a facil obtencdo e tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuem para sua
utilizacdo pelas populacdes dos paises em desenvolvimento (JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

O Brasil possui a maior reserva florestal diversificada do planeta, sendo muitas dessas
espécies utilizadas para fins medicinais com pouca ou nenhuma comprovacdo de suas
propriedades farmacoldgicas. Seu uso ndo se limita apenas as zonas rurais ou regides
necessitadas de assisténcia médica e farmacéutica, mas sdo também utilizadas de forma intensa
no meio urbano, como forma alternativa ou complementar aos medicamentos alopéaticos
(SANTOS; TORRES, 2012). Varias comunidades rurais do Nordeste estdo inseridas em areas
de vegetacdo de caatinga, sustentadas através da agricultura, bem como de produtos néo
madeireiros, tais como ervas medicinais, 0leos, sementes e frutos. Dentre estes citados, as
plantas medicinais sdo consideradas como a Unica alternativa dessas comunidades para
combater suas enfermidades (SILVA et al., 2015).

Um estudo afirma que, desde 2006, apos a criagdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, ocorreram diversos avancos na implementacdo do uso de plantas
medicinais, como: criacdo de diversas politicas locais entre estados e municipios, oferta desse
tipo de tratamento por servicos de saude, o uso da fitoterapia por parte dos profissionais de
salde, a insercdo na pesquisa cientifica a fim de contribuir na seguranca e eficacia do seu uso.
No entanto, vérias dificuldades impedem que essa pratica se torne frequente nos servicos de
salde (FIGUEREDO; JUNIOR, 2014).

Outra pesquisa recente avaliou o conhecimento e percepcdo sobre o uso de plantas

medicinais e fitoterapia pelos profissionais da estratégia de satde da familia em Petrolina - PE
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e verificou que 36,5% dos profissionais se sentem preparados para prescrever fitoterapicos,
além de existir a necessidade de sua capacitacdo e motivacao a respeito da utilizacéo correta e
segura de plantas medicinais (NASCIMENTO JUNIOR et al., 2016). Em analise realizada em
Itacaré, no estado da Bahia, mostrou-se que a origem do conhecimento das comunidades com
relagdo a utilizagdo de plantas medicinais esta associada as pessoas mais idosas (58% dos
casos), medicos ou livros. Neste estudo, a grande maioria dos entrevistados, cerca de 85%,
afirmou o costume de transmitir seus conhecimentos sobre a medicina popular (PINTO;
AMOROZO; FURLAN, 2006).

O potencial de espécies medicinais esta associado a presenca de principios ativos que
podem ser encontrados em diversas partes de uma planta e capazes de produzir diversos efeitos
farmacoldgicos, como: analgésicos, diuréticos, expectorantes, antissépticos, calmantes,
digestivos, cicatrizantes, antidiarreicos, entre outros (SANTOS; TORRES, 2012). No entanto,
em estudo realizado por Feijé et al. (2012), foram identificados alguns problemas em relacao
ao uso das plantas, dentre eles: a forma de preparo inadequada, a procedéncia e o
armazenamento improéprio. Estes fatores podem resultar no comprometimento da qualidade,

propriedades funcionais e beneficios a saude.

2.2 Familia Euphorbiaceae e Género Croton

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 8.000 espécies descritas, distribuidas em 317
géneros, agrupados em 49 tribos e 5 subfamilias, compreendidas entre: Phyllanthoideae,
Oldfieldioideae, Crotonoideae, Acalyphoideae e Euphorbioideae, sendo os principais géneros
relacionados ao numero de espécies, incluindo Euphorbia L. (1500), Croton L. (700),
Phyllanthus L. (400) e Acalypha L. (400), de acordo com o sistema de classificacdo proposto
(WEBSTER, 1994). Essa familia encontra-se representada especialmente nos tropicos e em
varios tipos de vegetacgdes e habitats, sendo considerada ampla, complexa e com diversidade de
angiospermas (SECCO et al., 2012). No Brasil, ocorrem 64 géneros e 940 espécies pertencentes
a familia Euphorbiaceae com expansdo em todos os biomas, porém, principalmente em areas
savanicas, florestais secas ou campestres (CORDEIRO et al., 2010; SODRE; SILVA, 2015). A
familia Euphorbiaceae é considerada tipica do bioma da caatinga, em virtude da sua extensdo
pelo semiarido nordestino, sendo cerca de 78 espécies endémicas deste bioma (BFG, 2015;
ZAPPI, 2008).

Dentre os principais géneros da familia Euphorbiaceae S. L., o Croton L. é 0 mais

pesquisado, tanto no Brasil, como no exterior (SECCO et al., 2012), possuindo cerca de 1300
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espécies que se encontram amplamente distribuidas em regides tropicais do Novo e Velho
Mundo; dentre elas, 350 ocorrem no Brasil. Varias espécies de plantas medicinais desse género
s&o utilizadas na Africa, Asia e América do Sul e, entre as principais terapias, estdo inclusos:
tratamento de cancer, diabetes, feridas externas, febre, hipercolesterolemia, hipertenséo,
inflamacdo, vermes intestinais, maléria, dor, Ulceras, obesidade, constipacao intestinal, diarreia
e outros problemas digestivos (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007; BFG 2015).

O género Croton apresenta uma ampla distribuicdo no Nordeste brasileiro, sendo
comum encontrar seus representantes nos estados do Ceara, Pernambuco, Maranhao, Piaui, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Bahia, Alagoas e Sergipe (FORZZA et al., 2010; VIDAL et al.,
2017). Em relacéo as atividades farmacoldgicas comprovadas, algumas se destacam no género
Croton: anti-inflamatéria (BIGHETTI et al., 1999), antinociceptiva (BIGHETTI et al., 1999;
LOPES et al., 2015; SANTOS et al., 2005), gastroprotetora (VIDAL et al., 2017), antioxidante
(SIMIONATTO et al., 2007), antibacteriana (COSTA et al., 2013), larvicida (SANTOS et al.,
2017) e leishmanicida (LIMA et al., 2015).

2.2.1 Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm

A espécie C. rhamnifolioides (Figura 1 A/B) pertence ao género Croton e familia
Euphorbiaceae. Na medicina popular ¢ conhecida como “quebra-faca” ou “caatinga-branca” -
0 primeiro nome refere-se a rigidez de seu tronco, enquanto o0 outro ao seu aroma e coloracao
do caule. Essa espécie é utilizada no tratamento de dor de estdbmago, mal-estar gastrico,
vomitos, diarreia com sangue e para diminuir a febre (RANDAU, 2001). Em relacdo a sua
ocorréncia, a espécie de C. rhamnifolioides foi observada na zona das caatingas em areas
antropizadas e de vegetacao com solo arenoargiloso ou arenoso (SILVA et al., 2010).

Em relacdo aos aspectos botanicos, é considerada um subarbusto ou arbusto, podendo
atingir até trés metros de altura, apresentando latex incolor, tricomas dendriticos, levemente
ferrugineos ou cinzentos a negros, revestindo folhas, flores, frutos e ramos jovens, cilindricos,
acinzentados e frequentemente lenhificados. As folhas sdo alternas e ligeiramente subpostas no
apice, sésseis a pecioladas. Suas flores sdo dispostas em inflorescéncias terminais,
racemiformes, laxas, o fruto é uma cépsula ovada e suas sementes largamente oblongas, com
tegumento castanho a preto (RANDAU et al., 2004).
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Figura 1 - Espécie de Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm coletada no municipio de Aiuaba — CE.
(A) Folhas e frutos (B) Flores e folhas.

S (B)

(A)

Fonte: Elaborada pela autora (2014).

Quimicamente, os terpenos estdo presentes em todas as partes dos vegetais, entretanto,
predominam nas raizes e folhas e raizes de C. rhamnifolioides, sendo este o grupo de composto
responsavel pelo agradavel aroma desses vegetais (RANDAU et al., 2004). As folhas sdo ricas
em flavonoides e nas raizes e cascas existe a predominancia de alcaloides, triterpenos e
esteroides (SANTOS et al., 2014). Os estudos envolvendo as atividades bioldgicas do 6leo
essencial de Croton rhamnifolioides sdo poucos (SANTOS et al., 2014), no entanto, alguns
efeitos ja foram comprovados na literatura, como gastroprotetor (VIDAL et al., 2017), larvicida
(SANTOS et al., 2014) e bactericida (COSTA et al., 2013).

2.3 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais sdo misturas constituidas de compostos volateis, naturais e
complexos, caracterizados com odor intenso e podem ser obtidos de plantas aromaticas
(BAKKALLI et al., 2008). Apresentam caracteristicas fisico-quimicas especificas, tais como:
constituicdo liquida a temperatura ambiente, aspecto oleoso, incolor ou levemente amarelado,
baixa estabilidade quando exposto ao ar, umidade, luz, calor e metal (SIMOES et al., 2016).

Os 6leos podem ser obtidos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta, como: folhas,
caule, flores, frutos, sementes e raizes. Alguns fatores ambientais podem influenciar na
producdo ou concentragdo de metabdlitos secundarios, como as condigdes climaticas, solo,
idade, ritmo circadiano e época de coleta. Os métodos cromatograficos comumente utilizados
na analise da composi¢cdo quimica sdo: cromatografia em camada delgada, cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007; SIMOES et al., 2016). Os 0leos volateis apresentam importancia
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econdmica em virtude da utilizagdo crescente nas &reas de industrias, como, por exemplo,
alimenticia, cosmética e farmacéutica, apresentando algumas propriedades farmacoldgicas,
entre elas: antiespasmadica, estimulante de secrecdes do sistema digestorio, cardiovascular,
antisséptica, acdo sobre sistema nervoso central (SNC), anestésico local e anti-inflamatorio que,
todavia, exibem algumas reacdes toxicas na pele e no SNC (SIMOES et al., 2016).

Estudos recentes comprovam atividades farmacoldgicas de dleos essenciais obtidos a
partir de plantas medicinais, como: gastroprotetora (L1JU; JEENA; KUTTAN, 2015; VIDAL
et al., 2017), anti-inflamatoria (BAYALA et al., 2014; KHODABAKHSH; SHAFAROODI;
ASGARPANAH, 2015; RODRIGUES et al., 2016) antinociceptiva (ANAYA-EUGENIO et
al., 2016; GONCALVES et al., 2017) e antioxidante (YASSA et al., 2015).

Os 0leos essenciais sao constituidos quimicamente principalmente de terpenos (cerca de
90%) (BAKKALI et al., 2008), incluindo mono e sesquiterpenos com origem a partir do acido
mevalbnico e de fenilpropanoides, originados do acido chiquimico (BIZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; SIMOES et al., 2016). A diversidade quimica e estrutural dos 6leos
essenciais apresenta significativas variacbes com influéncias genéticas e sazonais, entretanto,
existem representantes majoritarios que podem atingir até 85% do total da composicao
encontrada (MIGUEL, 2010). Os monoterpenos apresentam propriedades bioldgicas, tais como
analgésica, anti-inflamatéria, cicatrizante, neuroprotetora, antioxidante, antitumoral, entre
outras, e tém sido de interesse para a industria farmacéutica e de cosméticos (ARAUJO-FILHO
etal., 2016; PINA et al., 2017; SERAFINI et al., 2015).

Dentre os monoterpenos, o 1,8-cineol (eucaliptol) é encontrado em 6leos essenciais,
principalmente de espécies do género Croton, tais como: Croton pulegioides (ARAUJO
NEVES; CAMARA, 2012), Croton cordifolius (NOGUEIRA, 2014) e Cannabis sativa
(NISSEN et al., 2010). O 1,8-cineol apresenta atividades biologicas comprovadas: anti-
inflamatéria e antinociceptiva (EHRNHOFER-RESSLER et al., 2013; SANTOS; RAO;
OTHERS, 2000), gastroprotetora (CALDAS et al., 2015), antioxidante (CIFTCI et al., 2011),
anti-hipertensiva (MOON et al., 2014), antifingica (MORCIA; MALNATI; TERZI, 2012) e
antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2015). A complexacéo de 6leos essenciais com ciclodextrinas
pode ser considerada importante na quimica medicinal, diante das altera¢cdes nas propriedades
fisico-quimicas, que possibilitam a administracdo de doses reduzidas e, consequentemente,
diminuicdo dos efeitos colaterais (AGUIAR et al., 2014).



29

2.4 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos, compostos por unidades de
glicose unidas através de ligagdes a-1,4, obtidos a partir da degradacdo enzimética do amido,
através da enzima ciclodextrina glicosiltransferase (JUN et al., 2007). As ciclodextrinas
usualmente reconhecidas sdo as naturais que contém seis, sete ou oito unidades de glicose,
denominadas: a- ciclodextrinas, -ciclodextrinas e y-ciclodextrinas (CANNAVA et al., 2008).
As CDs se diferenciam através do didmetro da cavidade (CIOBANU; LANDY;
FOURMENTIN, 2013) (Figura 2) e outras caracteristicas como: pureza, toxicidade, capacidade
de inclus&o, solubilidade e preco (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009).

Figura 2 - Estruturas moleculares das ciclodextrinas (a, e v).
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Fonte: Adaptado de Ciobanu; Landy; Fourmentin, 2013; Leyva et al., 2004.

De maneira geral sdo amplamente utilizadas, contudo, a a- ciclodextrina € comumente
empregada em complexos com hidrocarbonetos alifaticos e gases, a y-ciclodextrina com
moléculas maiores e organicas, e a B-ciclodextrina com moléculas menores e aromaticas,
incluindo os derivados de terpenos (CHALLA et al., 2005). As ciclodextrinas sdo substancias

importantes na formulacdo farmacéutica, sendo amplamente usadas pelas vantagens em
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aumentar a solubilidade, estabilidade e biodisponibilidade de varias drogas. Estudos mostram
que esses oligossacarideos sdo facilmente excretados do corpo, o que torna mais eficaz a
farmacocinética e sdo encontrados em 35 produtos farmacéuticos e alimenticios (KURKOV;
LOFTSSON, 2013).

As CDs apresentam propriedades fisico-quimicas unicas, dentre elas, a capacidade de
solubilizar-se em meio aquoso e simultaneamente encapsular no interior da sua cavidade
moléculas hidrofobicas (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009). A capacidade das
ciclodextrinas em melhorar a biodisponibilidade de algumas substancias (SANTOS et al., 2017;
SITHOLE et al., 2017) esta associado a solubilidade, dissolucao e permeabilidade promovidos
de forma indireta ao farmaco hospede (BRITO; JUNIOR; SANTOS, 2004), uma vez que a CDs
facilitam a transferéncia de moléculas hidrofébicas hdspedes em solucdo até as membranas
celulares lipofilicas promovendo a absorcdo. As CDs apresentam algumas aplicabilidades em
formulacdes farmacéuticas liquidas, solidas, semissoélidas e parentéricas (LIMA GUEDES et
al., 2008).

A complexacdo ocorre devido as CDs apresentarem uma cavidade com capacidade de
receber uma molécula hospedeira para que haja a compatibilidade de tamanho, forma
(SZENTE; SZEJTLI, 2004) e altera¢des nas suas propriedades fisico-quimicas (estabilidade,
solubilidade e biodisponibilidade) (MATIOLI, 2000; MCCORMACK; GREGORIADIS,
1998). As B-CDs apresentam uma maior representacdo na complexacao, principalmente pelas
suas caracteristicas: tamanho adequado da cavidade, facil obtencéo e preco acessivel (CHALLA
et al., 2005) e pelos estudos envolvendo atividades farmacoldgicas, especialmente de terpenos
(NASCIMENTO et al., 2014; QUINTANS-JUNIOR et al., 2013; QUINTANS et al., 2013).

A complexacdo de monoterpenos insollveis em &gua com ciclodextrinas séo
imprescindiveis nas atividades bioldgicas, como, por exemplo, o (-) -linalool complexado em
B-ciclodextrina que melhorou a propriedade analgésica (QUINTANS-JUNIOR et al., 2013) e
anti-hiperalgésica (NASCIMENTO, S. S.; CAMARGO et al., 2014) quando comparado ao (-)
- linalool ndo complexado. Em outro estudo, o complexo de incluséo em ciclodextrina melhorou
significativamente o efeito analgésico e anti-inflamatorio de p-cymene (QUINTANS et al.,
2013).

Em uma pesquisa atual, relata-se uma nova abordagem terapéutica promissora para a
administracdo de farmacos no célon a partir da complexacdo com CDs, em virtude das
ciclodextrinas sofrerem metabolismo no célon e no ceco e ndo serem absorvidas no trato
gastrointestinal superior, tornando 0s compostos promissores em varias terapias (FIGUEIRAS,

2018). Na terapia da dor do céncer, estudo afirma que o encapsulamento de carvacrol
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(monoterpenos) em B-ciclodextrina representa uma alternativa interessante no desenvolvimento
de novas drogas, uma vez que melhora algumas propriedades, inclusive aumenta a solubilidade
e estabilidade, e modula as respostas dolorosas associadas & patologia (GUIMARAES et al.,
2015).

Mesmo diante da extensa e antiga aplicabilidade das ciclodextrinas em diferentes
campos, seu desenvolvimento farmacéutico é recente. As atuais dificuldades existentes ndo
representam obstaculos para a industria farmacéutica, porém, é provavel que o nimero de
formulacGes contendo o adjuvante se amplie consideravelmente nos préximos anos (CUNHA-
FILHO; SA-BARRETO, 2009). A investigacio farmacéutica tem como objetivo principal
desenvolver novos agentes terapéuticos, com o objetivo de resolver situagdes clinicas e integrar
conhecimentos multidisciplinares (RAMA et al., 2005). Alguns medicamentos anti-
inflamatorios associados as B-CDs estdo disponiveis no mercado mundial como a
dexametasona, nimesulida e piroxicam (CUNHA-FILHO; SA-BARRETO, 2009).

Com relacdo as propriedades farmacoldgicas de complexos de inclusdo, alguns ja
tiveram seus efeitos comprovados, como: antinociceptivo, anti-inflamatorio (QUINTANS et
al., 2013; SIQUEIRA-LIMA et al., 2014), anti-hiperalgésico (NASCIMENTO et al., 2014),
anticonvulsivante (LINS et al., 2014), antimicrobiana (HILL; GOMES; TAYLOR, 2013; TAO
et al., 2014) e antioxidante (GABALDON et al., 2010).

2.5 Inflamacéo

A inflamacdo é considerada uma resposta ou mecanismo de protecdo do tecido a injuria
celular, que pode ser desencadeada a partir de uma variedade de agentes lesivos, de natureza
fisica, quimica ou biol6gica (NWAEHUJOR et al., 2014). Durante este processo, ocorre uma
sequéncia de eventos celulares e bioquimicos, dentre eles: extravasamento de fluidos, ativacédo
enzimatica, migracdo celular, liberacdo de mediadores, sensibilizacdo e ativacao de receptores,
lise tecidual e de reparo (BECKER, 1983). As principais alteracdes vasculares e celulares estéo

representadas na Figura 3.
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Figura 3 - Representacdo esquematica das principais alteracdes vasculares e celulares no processo inflamatério.
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Disponivel em: <http://protofolio-de-biologia.webnode.pt/news/resposta-inflamatoria/>.
Acesso em: 20 de fevereiro de 2017.

No processo inflamatdrio ocorrem sinais classicos, como calor, rubor, tumor (edema),
dor e perda da funcdo do tecido ou 6rgéo, associado a traumas, lesbes térmicas, infeccdes,
isquemia e reacdes imunoldgicas (CHOI; CHA; JEON, 2012; KIM; DEUTSCHMAN, 2000).

Nesse processo ocorrem eventos vasculares, como o aumento do fluxo sanguineo,
retracdo de células endoteliais, aumento da permeabilidade vascular, extravasamento de
macromoléculas que favorecem ao edema e, por conseguinte, a quimiotaxia (LAPA et al.,
2003).

A inflamac&o é dividida em fases: | - aguda, pela qual apresenta duracéo relativamente
répida, tendo como caracteristicas principais, alteracdes estruturais (extravasamento de
macromoléculas plasmaéticas) produzindo o edema (exsudato) e, por fim, acontece a migragédo
de células polimorfonucleares (neutrofilos) no tecido inflamado. As alteragdes vasculares e
celulares estdo associadas aos mediadores inflamatdrios, como TNFa, IL-1, PGE e PAF (LEY,
2002). Contudo, se o agente causador da inflamacao ndo for eliminado, o processo ira persistir
para a fase cronica (NWAEHUJOR et al., 2014); Il — crbnica, que tem uma duragcdo maior
(prolongada), envolvendo aumento de células inflamatérias mononucleares (linfocitos,
mondcitos e plasmdcitos) com presenca de exsudato, destruicdo do tecido e processo de
cicatrizagdo (angiogénese e fibrose) (GUPTA et al., 2003).

Durante o processo inflamatério, séo liberados mediadores inflamatorios em resposta a
um estimulo nocivo (KUMAR; ASTER; ABBAS, 2015), derivados a partir de componentes
plasmaticos e celulares, podendo se diferenciar de acordo com suas caracteristicas bioquimicas,
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em aminas vasoativas, peptideos vasoativos, mediadores lipidicos, derivados do sistema
complemento, citocinas, quimiocinas e enzimas proteoliticas (CRUVINEL et al., 2010). Dentre
os mediadores, podem ser citados: NO, PGE;, IL-6, IL-10 e fator de necrose tumoral a,
considerados alvos nos tratamentos da inflamacgéo (JAIN et al., 2013).

A histamina e serotonina sdo aminas vasoativas que atuam como mediadores pré-
formados armazenados em granulos celulares que estdo entre os primeiros liberados apds a
inducdo do processo inflamatério (KUMAR; ASTER; ABBAS, 2015). A histamina atua sobre
receptores em células endoteliais acoplados a proteina G. Os receptores histaminicos sao
responsaveis pela resposta inflamatdria através da ativagdo das vias de sinalizacdo intracelular,
promovem a vasodilatacdo e aumentando a permeabilidade vascular JUTEL; AKDIS; AKDIS,
2009).

O éxido nitrico (NO) é um dos mediadores liberados no processo inflamatério agudo e
cronico que esta relacionado com a producdo de exsudato e quimiotaxia (KOELZER et al.,
2009) e apresenta acdo moduladora das respostas inflamatdrias e anti-inflamatérias (ADAMS,
1996). O NO promove algumas alteracdes na resposta inflamatéria, como vasodilatacao,
aumento da permeabilidade vascular e 0 edema, envolvendo o aumento do fluxo sanguineo e
producdo de prostaglandinas (SALVEMINI et al., 1996). Apresenta também outras funcdes
importantes, como a capacidade de reduzir a agregacdo plaquetaria, acdo antimicrobiana em
altas concentracdes e o relaxamento do musculo liso (CRUVINEL et al., 2010).

Alguns mediadores inflamatorios tém origem a partir do acido araquidénico (AA)
(KUMAR; ASTER; ABBAS, 2015) formado a partir dos fosfolipidios de membranas celulares
através da acdo da enzima fosfolipase A2. O AA da origem a ciclooxigenase (COX) que
apresenta trés isoformas (COX1, COX2 e COX3), 5-lipoxigenase (5-LO), 12-lipoxigenase (12-
LO) e 15-lipoxigenase (15-LO) que liberam as prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos
(SERHAN; OLIW, 2001).

As prostaglandinas promovem vasodilatagdo, febre, dor (CRUVINEL et al., 2010),
edema, contragdo ou relaxamento da musculatura lisa e atuam na manutengdo de algumas
funcBes bioldgicas nos rins e no epitélio das mucosas (TSELEPIS; CHAPMAN, 2002). O
leucotrieno B4 promove a ativacdo e adesdo de leucocitos ao endotélio e sua migracéo,
induzindo a formacéo de radicais livres nos neutrofilos (CRUVINEL et al., 2010). Os anti-
inflamatdrios ndo esteroides sdo farmacos que tém acdo sobre o metabolismo do &cido
araquidonico, impedindo a produgdo da COX que, por sua vez, reduz a liberagdo de PGs e,
consequentemente, o processo inflamatério (KATZUNG; TREVOR, 2017).
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As citocinas séo polipeptideos produzidos por varios tipos de células e sdo consideradas
importantes mediadores nas respostas inflamatorias e imunolégicas, agindo como moléculas
mensageiras (KUMAR; ASTER; ABBAS, 2015). As citocinas podem ser consideradas de duas
formas: pré-inflamatorias (IL-1, IL-2, IL-6, IL-7 e TNF) e anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, IL-
13) (OLIVEIRA et al.,, 2011). As citocinas apresentam atividades biolégicas como
imunomoduladoras, inflamatorias, atuando ainda nos sistemas de defesa das parasitoses e
reacOes alérgicas (VARELLA; FORTE, 2001).

A interleucina (IL-6) é caracterizada como uma citocina imprescindivel na defesa do
hospedeiro, estando presente na inflamac&o e produzida por uma diversidade de células. N&o
obstante, atua na producdo de proteinas durante a fase aguda, sendo responsével pela resposta
inflamatdria local e sisttmica (HUSSEIN et al., 2012; YU et al., 2002). O fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a) ¢ um mediador que age induzindo as respostas imunes inatas através da
ativacdo das células T e macrdfagos, favorecendo o surgimento de outras citocinas consideradas
inflamatorias (HUANG et al., 2011; YUN et al., 2008).

O sistema complemento é formado por mais de 20 glicoproteinas plasmaticas, sua
sintese ocorre especialmente no figado. Durante a ativacdo do processo, ocorre a producao de
diversos mediadores que desencadeiam alteracdes vasculares que colaboram para a resposta
inflamatoria. Posteriormente, ocorre a formacdo do MAC (Complexo de Ataque a Membrana),
lise celular, resultando na eliminacdo do agente infeccioso (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI,
2014).

A ativacdo do sistema complemento favorece 0s mecanismos que agem na imunidade
inata e adaptativa (BARRINGTON et al., 2001). Durante a ativagéo, sédo liberados mediadores
plasméticos com propriedades bioldgicas essenciais, entre eles 0 C3a e Cba, que estimulam
liberacdo de histamina. Entretanto, o C5a apresenta também acdo quimiotatica para fagocitos e
0 C3b age como opsonina, intensificando o processo de fagocitose (CRUVINEL et al., 2010).
Dentre sinais classicos do processo inflamatério, a dor inflamatéria é considerada um reflexo
da liberacdo de mediadores inflamatoérios que induzem a sensibilizacdo de nociceptores nas
terminacOes de fibras nervosas aferentes primarias (fibras C e Ad), desencadeando resposta
como alodinia e hiperalgesia (LAPA et al., 2003). Dentre os mediadores envolvidos na dor, a
bradicinina foi o primeiro descrito. Posteriormente, foram identificados outros mediadores,
como as prostaglandinas, leucotrienos, serotonina, adenosina, histamina, interleucinas e fator
de necrose tumoral, substancia P e outros (REICHLING; LEVINE, 1999). A bradicinina é um

peptideo vasoativo que provoca alteracfes vasculares, como a vasodilatagdo e aumento de
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permeabilidade vascular, promovendo o estimulo 4&lgico nas terminagfes nervosas
(CRUVINEL et al., 2010).

2.6 Nocicepcéao e dor

O termo nocicepgdo (em latim, nocere, “doer”) faz referéncia ao processo sensorial
estimulado. Apesar disso, a dor refere-se a percepcao de uma sensacéo ou sentimento descritivel
como dor, podendo variar entre irritativa, dolorosa, persistente, pulsatil ou intoleravel. Portanto,
é importante ressaltar que nocicep¢do e a dor séo distintas em aspectos, de tal forma que uma
pessoa com lesdes teciduais pode ou ndo apresentar o comportamento da dor. No entanto, a
nocicepc¢do pode desencadear a dor, aparente ou ndo, como, por exemplo: uma pessoa pode ter
uma sensacao de dor sem efeito nociceptivo evidente (PATEL, 2010).

A dor pode ser considerada uma sensacdo subjetiva desencadeada através de uma
experiéncia emocionalmente desagradavel, levando em conta que o nivel de intensidade dos
componentes da dor sofrem influéncia das caracteristicas relacionadas ao estimulo (CALVINO;
GRILO, 2006). Com relacdo a classificacdo, a dor pode ser definida a partir do tipo de lesdo e
mediadores envolvidos, como: neurogénica (lesdo do tecido neuronal); nociceptiva
(estimulacdo excessiva dos nociceptores); neuropatica (disfuncdo de um nervo); e psicogénica
(fatores psicoldgicos). Porém, com relacdo ao tipo, a aguda esta associada a ativagdo local de
nociceptores a partir de uma lesdo tecidual, podendo desaparecer de forma rapida. Contudo, a
dor crbnica é consequéncia de uma lesdo ou doenca que persiste e ultrapassa o tempo de
recuperacdo do organismo, ou seja, tem duracdo longa, e pode levar ao desenvolvimento de
incapacidade e sofrimento (MILLAN, 2002). A leséo tecidual ou neuronal promove a
sensibilizacdo dos receptores, provendo um mecanismo nociceptivo periférico ou central
(ROCHA et al., 2007).

Os mecanismaos periféricos da dor envolvem algumas etapas. Inicialmente, ird ocorrer o
estimulo de natureza quimica, térmica ou mecéanica (WILLIS JR, 2007), em que promovem a
liberacdo de substancias algiogénicas, como: bradicinina, prostaglandinas, leucotrienos,
tromboxanos, acetilcolina, aminas vasoativas: histamina e serotonina, fator de ativagéo
plaquetario e os ions potassio, que irdo sensibilizar e ativar os receptores da dor (Figura 4)
(TEIXEIRA, 2009).
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Figura 4 - Representacdo esquematica dos mecanismos basicos da dor, envolvendo a lesdo do tecido, liberacdo
de mediadores quimicos e transdugdo do estimulo.
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Os nociceptores (receptores) sdo definidos como terminacdes nervosas que tém a funcao
de promover a transducéo variavel de estimulos em impulsos nervosos, fazendo com que haja
a interpretacdo da sensagéo de dor (PATEL, 2010). Podem ser classificados em mecénicos, 0s
quais respondem a pressdes; térmicos, que respondem a temperaturas extremas sejam elas
guentes ou frias; polimodais, que podem responder a estimulos de natureza térmica, quimica
ou mecanica; e silenciosos, que sdo ativados por estimulos quimicos e através de mediadores
inflamatorios (FEIN et al., 2011). O mecanismo da dor consiste a partir dos corpos celulares
das terminagdes nervosas que se situam nos ganglios raquidianos ou, no caso do nervo
trigeminal, nos ganglios trigeminais, que enviam uma ramificacdo de fibra nervosa para a
periferia e outra para a médula espinhal ou tronco cerebral (PATEL, 2010).

As fibras nociceptivas sdo compostas de nervos aferentes e eferentes, se diferenciam
entre si pelo diametro, mielinizacéo, velocidade em que o estimulo € transmitido e tipo de
sensacdo da dolorosa (FEIN et al., 2011), podendo ser classificadas em subtipos I e IT (Ad1,
Ad2,C1eC2) (ROCHA etal., 2007). As fibras Ad sdo consideradas nervos de maior didmetro,
mielinizadas, que conduzem impulsos nervosos de forma mais rapida, respondendo aos
estimulos mecénicos e mecanotérmicos e produzem uma sensacdo de dor aguda e répida (20

m/seg. = 72 km/h). Diferentemente, as fibras nervosas C apresentam nervos de pequeno
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didmetro, ndo mielinizados, que conduzem lentamente o impulso nervoso (2 m/seg. = 7,2
km/h), respondendo de forma polimodal aos estimulos térmicos, mecanicos e quimicos,
desencadeando uma sensacdo de dor caracterizada de leve, moderada e lenta (PATEL, 2010).
Todavia, as fibras podem transmitir estimulos ndo nocivos ou inécuos, como calor, frio ou
mecanico (FEIN et al., 2011).

No mecanismo periférico, a ativacéo dos nociceptores localizados nas terminagdes das
fibras Ad e C promovera modificagdes na sua membrana, gerando o potencial de agdo. As fibras
agem traduzindo o estimulo nociceptivo em elétrico, a qual sera transmitido até o SNC e
interpretado no cortex cerebral como dor (ROCHA et al., 2007).

O estimulo doloroso pode desencadear uma leséo tecidual, que promovera a liberago
de algumas substancias, dentre elas a bradicinina (GUYTON et al., 2002), PGE2 (O’BANION,
1999), interleucinas e fator de crescimento neuronal, 0s quais desempenham papeis essenciais
no mecanismo de dor periférica (ROCHA et al., 2007). Os mediadores liberados provocam
alteracbes vasculares, como aumento da permeabilidade vascular e fluxo sanguineo, e
produzem os sinais classicos da inflamacdo. Em consequéncia, ocorre a sensibilizacéo
periférica e estimulo doloroso (AINDA; WOOLF ; CHONG, 1993) através do mecanismo de
despolarizagdo da membrana neural, aumento do fluxo de Ca®* e Na*, e a diminuicdo de K* e
Cl para o meio intracelular (LAl et al., 2002).

Nos mecanismos centrais da dor, a transmissdo e modulacdo do estimulo doloroso
ocorre por meio da medula espinhal (WOOLF, 1989); no entanto, a sensibilizacdo central
promove modificacdes nos impulsos periféricos, podendo resultar na reducédo do limiar ou no
aumento da resposta aos impulsos aferentes, descargas constantes e ampliagdo dos campos
receptivos de neurénios do corno dorsal (ROCHA et al., 2007).

Na sensibilizacdo central os receptores especificos (inotropicos e metabotropicos) irdo
se conectar com aminoacidos excitatérios, como glutamato e aspartato. Os receptores
inotropicos: AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidnico), cainato e NMDA
(N-metil-D-aspartato) sdo classificados como rapidos e acoplados aos canais idnicos, enquanto
gue os metabotropicos (Mrglu) sdo definidos como lentos e estdo interligados a proteina G, a
substancia P e CGRP (peptideo relacionado ao gene de calcitonina) que se ligam as
neurocininas (NK-1 e NK-2) e as neurotrofinas as tirocinases tipo A e B (trkA e tkrB) (ROCHA
et al., 2007). Ap0s a interacdo aminoacido-receptor, serdo ativados os segundos mensageiros
(AMPc, proteinas -PKA e PKC-, fosfolipase Az e C), que irdo promover a abertura dos canais
de Ca?* e producio de mediadores PGs e NO, glutamato e substancia P, que contribuiram para

0 sensacdo dolorosa (JI et al., 2003).
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A dor e a inflamag&o séo importantes na fisiologia do organismo, funcionando como
sinalizador da necessidade de reparo a um dano tecidual, uma vez que alteragOes associadas ao
processo inflamatdério geralmente resultam  na sensibilizacdo periférica (WOOLFE;
MACDONALD, 1944). A manifestacdo da dor é considerada frequente por pacientes que
buscam diferentes tratamentos. Uma variedade de farmacos s&o utilizados na terapia da dor
associados ou ndo a inflamacdo (PEURA; GOLDKIND, 2005). Neste sentido, varios estudos
envolvendo plantas medicinais vém se tornando fundamentais na descoberta de novas
moléculas que podem estar associadas a outras vias de sinalizacdo da dor e poucos efeitos
adversos (MCCURDY; SCULLY, 2005).

A dor representa uma problematica de salde que vem progredindo ao longo do tempo,
em virtude dos obstaculos enfrentados no tratamento, como a falta de profissionais, recursos
adequados, conhecimento e prioridade de governo. Antigamente, a dor era compreendida como
um componente inevitavel da vida, que os homens s6 podiam influenciar parcialmente devido
a sua etiologia eventualmente sobrenatural, sendo posteriormente desenvolvido um conceito
fisiolégico sobre o controle da dor. Tendo em vista que a pesquisa bésica tenha contribuido
para desvendar os possiveis mecanismos da dor e facilitado o desenvolvimento de novas
estratégias para o tratamento, os farmacos opioides sdo bastante (teis no tratamento da dor
aguda, oncoldgica e neuropatica (WHITE; STEIN, 2010).

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos sobre a temética, a fim de buscar variadas
formas de terapia para atenuar a dor e, em destaque, estdo as plantas medicinais associadas ao
uso na medicina popular (ALMEIDA; NAVARRO; BARBOSA-FILHO, 2001).

Neste levantamento bibliografico feito por Sarmento Neto (2015), foram encontradas
pesquisas com ensaios pré-clinicos envolvendo 6leos essenciais de 36 espécies vegetais com
atividade antinociceptiva, sendo os principais modelos de nocicepcdo testados: teste das
contorcBes abdominais, formalina, placa quente e retirada da cauda (tail-flick).

Em experimentacdo animal, os animais ndo apresentam a capacidade de expressar
verbalmente a dor, portanto, em modelos animais ndo sera avaliada a percep¢do da dor, mas
sim a nocicepcao. As definicdes de dor e analgesia sdo atribuidas apenas para humanos. Os
animais, quando submetidos a um estimulo nociceptivo, desenvolveram respostas
comportamentais, motoras e fisioldgicas, sendo necessario utilizar a avaliacdo da resposta
nociceptiva (LAPA et al., 2003). Na maioria das vezes, os estimulos dolorosos em espécies
distintas de animais sdo idénticos, principalmente em relagdo ao limiar de dor envolvendo
estimulos, sejam eles mecénicos, térmicos ou quimicos; contudo, ira ocorrer uma diferenca

entre eles em relacdo a manifestacdo comportamental (LUNA, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo do 6leo essencial das folhas de
Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm e do complexo de inclusdo (OEFC/B-CD) em modelos

animais.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de C. rhamnifolioides
(OEFC) por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-MS);

e Obter o complexo de inclusdo do dleo essencial de C. rhamnifolioides com pB-
ciclodextrina (COEFC) pelos métodos de Mistura fisica (MF), Malaxagem (MA) e Co-
evaporacédo (CE);

e Caracterizar fisico-quimicamente os complexos de inclusdo (MF, MA e CE) por meio
das técnicas de Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) em atmosfera inerte e
oxidativa, Termogravimetria/Termogravimetria derivada (TG/DTG), Microscopia
Eletrénica De Varredura (MEV) e Karl Fischer;

e Determinar a toxicidade aguda néo clinica do OEFC e do COEFC;

e Investigar a atividade antiedematogénica do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC por via
topica (edema de orelha pela aplicacdo tépica Unica de 6leo de créton) e sistémica
induzida por diferentes agentes flogisticos (edema de pata induzido por carragenina,
dextrana, histamina, acido araquiddnico);

e Elucidar o efeito anti-inflamatério do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC na
permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans e na lesdo granulomatosa
induzida por pellets de algodéo;

e ldentificar a atividade do OEFC e do COEFC sobre o SNC por meio dos ensaios de
campo aberto e rota-rod;

e Avaliar o efeito antinociceptivo do OEFC e do COEFC através dos modelos de
contorgdes abdominais induzidas por acido acético, teste de formalina a 2,5% e placa

quente;
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e Investigar as vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC
e do COEFC (opioide, colinérgica, al e 02 adrenérgica, serotoninérgica, 6xido nitrico,

adenosinérgica, dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide).
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4 MATERIAIS E METODOS

Os métodos utilizados nesta pesquisa estdo representados no fluxograma experimental
(Figura 5).

Figura 5 - Fluxograma experimental
| Folhas de Croton rhamnifolioides Pax. & K.Hoffm

/

‘ Constituinte majoritario do OEFC: 1,8-cineol ‘ ‘ Oleo essencial - OEFC ‘ — > ‘ Complexo de inclusdo - COEFC ‘
L 4 8 L 4
e |

Efeito anti-edematogénico e anti-inflamatorio:

- Edema de orelha induzido pela aplicacdo tinica topica de 6leo de créton;

- Edema de pata induzido por carragenina. dextrana, histamina e acido
araquidonico;

- Permeabilidade vascular por extravasamento de Azul de Evans;

- Lesdo granulomatosa induzida pela implantacdo de pellets de algodao:

Oleo essencial - OEFC ‘ ‘ Complexo de inclusdo - COEFC

Atividade sobre o SNC:
- Campo aberto e rota-rod;

Efeito antinociceptivo:

- Contorgdes abdominais induzidas por acido acético, teste de formalina a 2.5%
e placa quente;

- Vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva (opioide.
colinérgica. a1 e 02 adrenérgica, serotoninérgica, 6xido nitrico, adenosinérgica,
dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide).

Fonte: Elaborado pela autora (2017).

4.1 Material botanico

A coleta das folhas de Croton rhamnifolioides Pax. & K. Hoffm foi realizada entre os
meses de maio e junho de 2014, no periodo da manhd, no Sitio Riacho da Caatingueira
(6°40°6°’S e 40°10°51°°0), situado no municipio de Aiuaba — CE, com proximidades da
Estacdo Ecologica de Aiuaba, cujas informagdes foram obtidas do aparelho de GPS. Para a
realizacdo desta coleta foi solicitada e obtida autorizagdo do Instituto Chico Mendes de
Biodiversidade - ICMBIo, 6rgdo responsavel pela FLONA do Tapajés (nimero 47705-1)
(ANEXO A). A espécie (n° exsicata: 12.062) foi identificada pela professora doutora Maria
Arlene Pessoa da Silva, junto ao Herbario Caririense Dardano de Andrade e Lima da
Universidade Regional do Cariri — URCA (ANEXO B).
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4.2 Extracao do 0leo essencial

O dleo essencial foi extraido a partir das folhas frescas (7,512 kg) por meio do sistema
de hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger modificado por Gottlieb e Magalhédes (1960)
(Figura 6). Apos a extracdo, o OEFC foi acondicionado sob refrigeracdo até o momento dos

ensaios in vivo e in vitro.

Figura 6 - Extragdo do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides por meio do sistema de
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger.

Fonte: Elaborada pela autora (2014).

4.3 Analise quimica do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides (OEFC)

A andlise da composicdo quimica do OEFC foi realizada usando um espectrometro
Shimadzu GC MS-QP2010 (sistema GC/MS), coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25
um de espessura de pelicula), gas transportador: hélio a 1,5 mL/min. Temperatura do injetor:
250°C; temperatura do detector: 290° C; temperatura da coluna: 60° C - 180° C a 5° C/min, em
seguida, 180° - 280° C a 10° C/min (10 min.). A velocidade de leitura foi de 0,5 scan/seg de
m/z 40 a 350, relagdo de split (1:200). Foi injetado um volume de 1 pL de [25 pL (6leo
essencial)/5 mL de CHCI3] (1:200), cujo tempo de corte do solvente foi 2,5 min. O equipamento
foi operado sob energia de ionizacdo de 70 eV e a identificacdo dos componentes individuais
foi baseada na fragmentacéo espectral, utilizando padrdes da biblioteca de computador NIST

08, além de dois outros pardmetros: indices de retencdo e comparacdo com dados da literatura.
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4.4 Obtencao dos complexos de incluséo

Os complexos de inclusdo foram preparados no Laboratorio de Ensaios Farmacéuticos
e Toxicidade, na Universidade Federal de Sergipe - UFS, empregando as seguintes técnicas:
Mistura fisica (MF): o OEFC (154,25 mg) e¢ a B-CD (1135 mg) foram misturados
mecanicamente na razdo molar de 1:1 em condi¢des ambientes; Malaxagem (MA): o OEFC
(154,25 mg) e B-CD (1135 mg) foram misturados (1:1, razdo molar), adicionando-se, em
sequida, 1mL de agua destilada e homogeneizando a preparacdo com almofariz e pistilo; Co-
evaporagdo (CE): o OEFC (771,25 mg) e B-CD (5675 mg) foram misturados mecanicamente
na razdo molar de 1:1 em 20 mL de &gua destilada sob constante agitagdo por 36 horas/240 rpm
e, posteriormente, submetido a secagem em dessecador de vidro com silica (MENEZES et al.,
2014; SERAFINI et al., 2001).

4.5 Caracterizacao fisico-quimica dos complexos de inclusédo

As curvas DSC (calorimetria exploratoria diferencial) (OEFC, 3-CD, MF e MA e CE)
foram obtidas, respectivamente, por meio de uma célula DSC-50 (Shimadzu), utilizando razéo
de aquecimento de 10°C/min, entre 25-500°C, sob atmosfera dindmica de N2 (50 mL/min),
empregando-se capsula de aluminio (Al) contendo ~2 mg de amostra. Para 0s ensaios de
TG/DTG (Termogravimetria/Termogravimetria Derivada) utilizou-se uma termobalanca TGA-
51 (Shimadzu), na faixa de temperatura de 25-500°C, sob atmosfera dindmica de N2 (50
mL/min) e cadinho de platina (Pt) contendo ~ 2mg. Para a analise no MEV, as amostras foram
montadas em tubos de aluminio, posteriormente metalizadas com feixes de ouro e visualizadas
em um microscopio eletrénico (JEOL modelo JSM-6390-LV) sob aceleracédo de voltagem de
12 kV, sob analise de varredura (MEV) que se destina basicamente ao exame de superficie das
amostras, utilizando-se uma ampla faixa de aumentos que pode alcangar uma profundidade de
campo aproximadamente 500 vezes maior que a microscopia Otica.

O teor de umidade (OEFC, B-CD, MF e MA e CE) foi determinado através do método
de Karl Fischer (Titrino Plus KF 870-Metrohm), sendo o metanol (Fluka) utilizado como
solucéo de titulagdo. As analises foram realizadas em triplicata (MENEZES et al., 2014;
SERAFINI et al., 2001).
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4.6 Ensaios in vivo

4.6.1 Animais e aspectos éticos da pesquisa

Para a realizagdo dos ensaios in vivo, foram utilizados camundongos Swiss (Mus
musculus), com massa corpérea entre 20-30g, monitorados no Biotério Experimental da URCA,
em conformidade com as normas e procedimentos em biosseguranca aplicada para biotérios.
Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente com
temperatura de 23 £ 2°C, utilizando o ciclo claro/escuro de 12 horas e tendo livre acesso a dgua
potavel e racdo especifica para roedores (Labina, Presence®). No entanto, foi realizado um
jejum (8-10 horas) de sélidos antes dos testes. Todos os procedimentos seguiram as normas de
utilizacdo de animais, sendo a pesquisa aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais
da Universidade Regional do Cariri (CEUA/URCA - n°43/2015.1) (ANEXO C).

4.7 Protocolos experimentais

O efeito anti-inflamatério agudo do OEFC, do COEFC e do 1,8-cineol foi determinado
a partir dos modelos de edema de orelha induzido pela aplicacao Unica tépica de dleo de créton,
edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos (carragenina, dextrana, histamina e
acido araquidonico), permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans e
subcrénico através de lesdo granulomatosa induzida pela implantacédo de pellets de algodao. Os
animais foram divididos nos seguintes grupos (n = 6): controle negativo (H-0-0,1 mL/10
g/v.0.), OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.o. ou 2,5; 5, 10 e 20 mg/mL), 1,8-cineol (10,3; 20,6;
41,3 e 82,6 mg/kg/v.o. ou 1,03; 2,06; 4,13 e 8,26 mg/mL, valores estes correspondentes a dose
proporcional do OEFC) adquirido da Sigma-Aldrich® e o complexo de incluso pela técnica de
co-evaporagdo - COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.o. ou 0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL). Os
controles positivos utilizados foram: dexametasona (5 mg/kg/v.o. ou 4 mg/mL), indometacina
(10 mg/kg/s.c.) e prometazina (6 mg/kg/v.o.).

Para a avaliagéo do efeito antinociceptivo foram realizados os seguintes protocolos:
contorg¢des abdominais por acido acético, teste de formalina a 2,5% e placa quente. Os animais
foram divididos em grupos (n = 6): controle negativo (H20-0,1 mL/10 g/v.0.), OEFC (25, 50,
100 e 200 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) e os controles positivos:
indometacina (10 mg/kg/s.c.) ou morfina (5 mg/kg/s.c.). A partir da menor dose efetiva, foram

investigadas as vias de sinalizacdo da dor (opioide, colinérgica, al e a2 adrenérgica,



45

serotoninérgica, Oxido nitrico, adenosinérgica, dopaminérgica, glutamatérgica e vanildide)

envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.).

4.7.1 Toxicidade aguda nao clinica

Os estudos de toxicidade aguda foram realizados com camundongos Swiss, descrita pela
OECD 425 (GUIDELINE, 2001) com ligeiras modificacdes. Os animais foram divididos
aleatoriamente em grupos (n = 3) submetidos a um jejum (8-10 horas) de solidos e acesso livre
a agua. O grupo de controle recebeu H20 (0,1 mL/ 10 g/v.0.) e os grupos tratados com OEFC
ou COEFC uma dose Unica de 2000 mg/kg por via oral. Os animais foram observados em 30,
60, 120, 180 e 240 minutos apds tratamento e, diariamente, durante 14 dias em relacdo aos
sinais clinicos de toxicidade ou mortalidade (MALONE, 1977).

4.7.2 Efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC

4.7.2.1 Edema de orelha induzido pela aplicacéo unica de 6leo de créton

Inicialmente, os animais (n = 6) receberam tratamento por via tdpica nas suas orelhas
direitas, com 20 pL (10 pL na face interna da orelha e 10 pL na face externa da orelha) de H20,
dexametasona (4 mg /mL), OEFC (2,5; 5, 10 e 20 mg/mL), 1,8-cineol (1,03; 2,06; 4,13 e 8,26
mg/mL) e COEFC (0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL) diluidos em agua e Tween 80. Apods 1 hora foi
aplicado topicamente 20 puL de 6leo de créton 5% (v/v) em acetona na orelha direita (OD) e 20
uL do controle — acetona — na orelha esquerda (OE). Ap6s 6 horas, os animais foram
eutanasiados (camara de CO2) e, com auxilio de um punch (perfurador de couro metalico),
foram removidos discos de 6 mm de didametro de cada orelha para avaliacdo do percentual de
inflamacdo. Célculo do percentual de inflamacdo: (MOD — MOE/MOE) x 100, sendo MOD:
massa (g) do disco da orelha direita e MOE: massa (g) do disco da orelha esquerda (TUBARO
et al., 1986).

4.7.2.2 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de carragenina/dextrana 1%
Foram utilizados grupos de camundongos Swiss (n = 6) que tiveram o volume inicial

(Vi) da pata posterior direita/esquerda avaliado por pletismometria. Logo em seguida, os

animais foram pre-tratados de acordo com os grupos: controle H.O (0,1 mL/10 g/v.0.),



46

indometacina (10 mg/kg/s.c.); controle para carragenina -, prometazina (6 mg/kg/ v.o.) -
controle para dextrana -, OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3
82,6 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.o.) diluidos em agua e Tween 80. Apds
1h (v.0) ou 30 min (s.c.), os animais receberam carragenina/dextrana 1% (p/v) (20 ul/pata) na
pata posterior direita e controle basal-salina 0,9% (20 ul/pata) na pata esquerda. O volume das
patas traseiras direita e esquerda de cada animal foi registrado ap6s 1, 2, 3, 4 horas da injecéo
do agente flogistico (carragenina/dextrana) e controle basal para mensuracdo do edema,
conforme descrito no item 4.7.2.5 (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

4.7.2.3 Edema de pata induzido pela injecéo intra-plantar de histamina a 1%

No modelo de edema de pata induzido por histamina, os animais (n = 6/camundongos)
tiveram o volume inicial (Vi) das patas posteriores direita e esquerda avaliado por
pletismometria. Posteriormente, foram pré-tratados de acordo com os grupos: controle H20 (0,1
mL/10 g/v.0.), prometazina (6 mg/kg, v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3
mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) diluidos em &gua e Tween 80. Ap6s 1 hora, 0s animais
receberam histamina 1% (p/v) (20 ul/pata) na pata posterior direita e salina 0,9% (20 pl/pata)
na pata esquerda. O volume das patas traseiras direita e esquerda de cada animal foi registrado
apos 30, 60, 90, 120 e 180 minutos da injecdo da histamina e do controle basal para mensuracao
do edema, conforme descrito no item 4.7.2.5 (MALING et al., 1974; OLIVEIRA et al., 2015).

4.7.2.4 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de acido araquidénico a 1%

Inicialmente, os animais (n = 6) tiveram o volume inicial (Vi) das patas posteriores
direita e esquerda avaliado por pletismometria. Logo em seguida, receberam o tratamento de
acordo com os grupos: controle H20 (0,1 mL/10 g/v.0.), indometacina (10 mg/kg/s.c.), OEFC
(25 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) diluidos em &gua e
Tween 80. Posteriormente, 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (s.c.) dos tratamentos, 0s animais
receberam acido araquidonico 1% (p/v) (20 pl/pata) na pata posterior direita e veiculo-salina-
(20 ul/pata) na pata esquerda. O volume das patas traseiras direita e esquerda de cada animal
foi registrado ap6s 15, 30, 45, 60 e 90 minutos da injecdo do acido araquidonico e do controle
basal para mensurac¢do do edema, conforme descrito no item 4.7.2.5 (DIMARTINO et al., 1987,
KUNNAJA; WONGPALEE; PANTHONG, 2014).
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4.7.2.5 Mensuracao do edema

O método de pletismometria foi utilizado para avaliacdo dos modelos de edema de pata
induzido por agentes flogisticos (carragenina, dextrana, histamina e acido araquiddnico). Os
animais tiveram o volume inicial (Vi) das patas posteriores direita e esquerda avaliado antes da
administracdo do agente flogistico. A expressdo dos resultados foi obtida pela diferenca entre
o volume final e o inicial da pata de cada tempo, calculados na férmula: Volume do edema da
pata direita ou esquerda (em uL), = Vf (volume final) — Vi (volume inicial) (WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962).

4.7.3 Efeito anti-inflamatorio do OEFC, 1,8-cineol e COEFC

4.7.3.1 Permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans

No ensaio de permeabilidade vascular, os animais (n = 6/camundongos) foram tratados
de acordo com os seguintes grupos: controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), controle basal (nédo
recebeu agente indutor), indometacina (10 mg/kg/s.c.), OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.),
1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.)
diluidos em &gua e Tween 80. Logo apds os tratamentos, foi administrado azul de Evans a 1%
(0,2 mL/animal/plexo retro orbital). Apo6s 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (s.c.) dos tratamentos, foi
injetado 1 mL de carragenina (1%/ i.p.). Ap6s 4 horas da inducdo, os animais foram
eutanasiados (camara de CO2) e injetado 3 mL de PBS no peritbnio. Realizou-se uma
massagem no peritdnio, seguida da assepsia com alcool a 70 %, coleta do lavado - material
bioldgico - (1,5 4 2 mL) e sua centrifugacdo (6000 rpm/3300g/2 min/20 °C).

Posteriormente, realizou-se a dosagem de proteinas (LAPA et al., 2003). Para a
determinacdo do nivel de proteinas totais foi utilizado o método enziméatico (LABTESTE®),
em que os fons de cobre (Cu?*) em meio alcalino (reagente de biureto) reagem com as ligacoes
peptidicas das proteinas séricas formando a coloragédo purpura, cuja absorbancia foi medida em

492-600nm (ELISA), sendo diretamente proporcional & concentragdo de proteinas da amostra.

4.7.3.2 Lesédo granulomatosa induzida pela implantacdo de pellets de algodéo

Os animais foram previamente anestesiados com ketamina (80 mg/kg/ i.p.) e xilazina

(20 mg/kg/ i.p.). Posteriormente, foram implantados quatro pellets de algoddo (estéreis),
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pesando cerca de 10 mg (0,01g) cada, no dorso de cada animal (n = 6/grupo) por meio de uma
pequena incisdo dorsal. Em seguida, os animais foram tratados por dez dias consecutivos
(1x/dia) em grupos: controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), dexametasona (5 mg/kg/v.0.), OEFC (25
mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), ambos diluidos em agua
e Tween 80. No décimo primeiro dia, os animais foram submetidos & eutanasia (cAmara de
C02), sendo removidos os pellets de algodao, com o tecido fibrovascular circundante, pesados
e submetidos a secagem em estufa (40°C/24h) e, logo apos, pesados novamente. Os resultados
foram expressos como a diferenca entre a massa inicial (40 mg/ 0,04g) e final (LALITHA;
SETHURAMAN, 2010). Depois, apos a remocdo e pesagem dos pellets, foi realizada a
dosagem de proteinas totais presentes no homogenato. Para a determinacdo do nivel de
proteinas totais foi utilizado o método enzimatico (LABTESTE®), conforme descrito no ensaio

de permeabilidade vascular (item 4.7.2.6).

4.7 .4 Efeito sobre sistema nervoso central do OEFC e COEFC

4.7.4.1 Campo aberto

Os camundongos Swiss (n = 6) foram tratados da seguinte forma: controle H.O (0,1
mL/10 g/v.0.), diazepam (5 mg/kg/ i.p.), OEFC (200 mg/kg/v.0.) e COEFC (83,5 mg/kg/v.0.)
diluidos em agua e Tween 80. Apds 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (i.p.), 0s animais foram
colocados individualmente no campo aberto por um periodo de 5 minutos, sendo registrada a
exploracdo horizontal (numeros de cruzamentos), comportamentos de autolimpeza

(“gromming”) e exploracdo vertical (“rearing””) (ARCHER, 1973).

4.7.4.2 “Rota-rod”

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram selecionados e pré-treinados com até 3
sessOes (1 minuto), 24 horas antes do tratamento. Os animais selecionados foram divididos em
grupos e tratados, respectivamente: controle H.O (0,1 mL/10 g/v.o.), diazepam (5 mg/kg/ i.p.),
OEFC (200 mg/kg/v.0.) e COEFC (83,5 mg/kg/v.0) diluidos em agua e Tween 80 e, apds 1 hora
(v.0.) ou 30 minutos (i.p.), foram colocados no aparelho rota-rod durante 1 minuto (16 rpm),
sendo registrado o numero de quedas (DUNHAM; MIYA, 1957).
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4.7.5 Efeito antinociceptivo do OEFC e do COEFC

4.7.5.1 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram tratados de acordo com 0s grupos:
controle H.O (0,1 mL/10 g/v.0.), indometacina (10 mg/kg/s.c.), OEFC (25, 50, 100 e 200
mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) diluidos em agua e Tween 80. Apds 1
hora (v.0.) ou 30 minutos (s.c.) dos tratamentos, eles receberam acido acético glacial PA (0,6%/
0,1 mL/10 ¢/ i.p.) diluido em &gua de injecdo. Depois da administragdo do acido acético, os
animais foram colocados sob funis de vidro individuais transparentes, durante 30 minutos,
sendo 0 nimero de contor¢des abdominais quantificadas cumulativamente e caracterizadas pela
contracdo e rotacdo do abdémen, seguida pela extensdo de uma ou ambas patas traseiras
(KOSTER, 1959).

4.7.5.2 Teste da formalina a 2,5%

Os camundongos Swiss (n = 6) foram tratados: controle H20 (0,1 mL/10 g/v.0.), morfina
(5 mg/kg/ s.c.), indometacina (10 mg/kg/ s.c.), OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e COEFC
(8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) diluidos em agua e Tween 80. Apds 1 hora (v.0.) ou 30 minutos
(s.c.), os animais foram submetidos a uma injecdo de 20 ul de formalina (2,5%) na pata direita
(espaco sub-plantar) sendo, logo ap6s a aplicacdo da formalina, colocados individualmente sob
funil de vidro invertido, ao lado de um espelho com a finalidade de facilitar a observagdo. O
tempo foi registrado (segundos), em que o animal lambeu, permaneceu lambendo ou mordendo
a pata injetada ( “/icking-time”’) durante a primeira fase, atribuida de carater neurogénica (0 - 5
min.) e segunda fase caracterizada de inflamatéria (15 - 30 min.) (TJOLSEN et al., 1992).

4.7.5.3 Placa quente

Os camundongos Swiss (n = 6) foram colocados individualmente em uma placa quente
de temperatura (52-54°C + 0,5°C). Ap0s a obtencgéo de dois valores basais (com intervalos de
24 horas/30 minutos antes do ensaio), foram tratados de acordo com os grupos: controle H.O
(0,1 mL/10 g/v.0.), morfina (5 mg/kg/ s.c.) OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e COEFC
(8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.o) diluidos em agua e Tween 80. A resposta foi seguidamente

avaliada apos 30, 60 e 120 e 180 minutos da administracdo dos tratamentos, sendo o tempo
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méaximo de contato do animal com a placa quente mantido em 15 segundos (tempo de corte-
basal) e 30 segundos (tempo de corte-teste) para evitar lesdes nas patas. A resposta nociceptiva
foi caracterizada pela agitacdo das patas posteriores, lamber as patas, levantar a pata ou pular
da placa (JACOB; RAMABADRAN, 1978).

4.7.6 Vias de sinalizacéo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC e COEFC
(opioide, colinérgica, ol e a2 adrenérgica, serotoninérgica, oxido nitrico, adenosinérgica,

dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide)

4.7.6.1 Participacédo do sistema opioide

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 8 grupos, de forma que 0s
4 primeiros grupos foram tratados com controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), morfina — agonista
opioide - (5 mg/kg/s.c.), OEFC (25 mg/kg/v.o.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), respectivamente,
e 0s outros com administracdo prévia de 15 minutos antes do tratamento com naloxona —
antagonista opioide - (4 mg/kg i.p.). Apés 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (s.c.) dos tratamentos, 0s
animais foram avaliados em relagcdo a nocicepcdo induzida pelo teste de formalina a 2,5%
(primeira fase: 0-5 min.) (LEWIS; BENTLEY; COWAN, 1971; WALKER et al., 1999).

4.7.6.2 Participacdo do sistema colinérgico

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde os 4
primeiros grupos foram tratados com controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), acetilcolina (agonista
colinérgico; 1 mg/kg/ i.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), e 0s outros 4
grupos associados a administracdo prévia com atropina (antagonista colinérgico nao seletivo; 1
mg/kg i.p.), 15 minutos antes do tratamento com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30 minutos
(i.p.) ap6s o tratamento, os animais foram avaliados em relacdo ao teste de formalina a 2,5%
(primeira fase: 0-5 min.) (HARTVIG et al., 1989; SCHECHTMANN et al., 2008).

4.7.6.3 Participagao do receptor o-1 adrenérgico
Os camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, em que 0s 4 primeiros

grupos foram tratados com controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), fenilefrina (agonista al; 10 mg/kg

I.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0), e 0s outros 4 grupos associados a
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administragdo prévia com prazosina (antagonista al; 0,15 mg/kg i.p.), 15 minutos antes do
tratamento do com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) apos o tratamento, 0s
animais foram avaliados em relacdo ao teste de formalina a 2,5% (primeira fase: 0-5 min.)
(CHOI; ROWBOTHAM, 1997; SANTOS et al., 2005; SATO; PERL, 1991).

4.7.6.4 Participagdo do receptor a-2 adrenérgico

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 8 grupos, de maneira que
0s 4 primeiros foram tratados com controle H2O (0,1 mL/10 g/v.0.), clonidina (agonista a2; 0,1
mg/kg i.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), e 0s outros 4 grupos associados
a administra¢do prévia com ioimbina (antagonista a2; 0,15 mg/kg i.p.), 15 minutos antes do
tratamento do com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) apos o tratamento, 0s
animais foram avaliados em relagéo ao teste de formalina a 2,5% (primeira fase: 0-5 min.)
(CHOI; ROWBOTHAM, 1997; SANTOS et al., 2005; SATO; PERL, 1991).

4.7.6.5 Participacdo da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc

Os camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, uma vez que 0s 4 primeiros
grupos foram tratados com controle H>O (0,1 mL/10 g/v.0.), L-NOARG (inibidor da 6xido
nitrico sintase- NOS; 75 mg/kg, i.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0), e 0s
outros 4 grupos associados a administracdo prévia com L-Arginina (substrato da NOS; 600
mg/kg i.p.), 15 minutos antes do tratamento do com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30
minutos (i.p.) apds o tratamento, os animais foram avaliados em relacéo ao teste de formalina
a 2,5% (primeira fase: 0-5 min.) (MELLER; GEBHART, 1993; SCHMIDTKO; TEGEDER,;
GEISSLINGER, 2009).

4.7.6.6 Participacdo do sistema vanildide

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 4 grupos que foram
tratados com controle H.O (0,1 mL/10 g/v.0.), vermelho de ruténio (antagonista TRP néo
seletivo; 3 mg/kg, i.p.) (CATERINA et al., 1997; TOMINAGA et al.,, 1998), OEFC (25
mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0). 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) apos o tratamento, 0s
animais foram avaliados em relacdo a nocicepg¢ao induzida pela injecao intraplantar de 20 pl a

5,2 nmol/pata de capsaicina (agonista de receptor TRPV1) e foram analisados por 5 minutos
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(BEIRITH et al., 1998; MANTOVANI et al., 2006). O tempo (s) em que o animal lambeu a

pata foi considerado como sugestivo de dor.

4.7.6.7 Participacdo das vias serotoninergicas

Os animais foram divididos em 6 grupos (camundongos Swiss / n = 6), onde 0s 3
primeiros foram tratados com p-clorofenilalanina - antagonista do receptor de serotonina -
(PCPA-100 mg/kg i.p., 1 vez ao dia/4 dias consecutivos) e os outros 3 foram tratados com
controle H20 (0,1 mL/10 g/v.o./ 1 vez ao dia/4 dias consecutivos). Apds 30 minutos do Gltimo
tratamento com PCPA e controle, os animais receberam controle H>0O (0,1 mL/10 g/v.0.), OEFC
(25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.). 1 hora apds os tratamentos dos grupos, 0s animais
foram avaliados em relacdo ao teste de formalina a 2,5% (primeira fase: 0-5 min.) (MALEKI;
NAYEBI; GARJANI, 2005; MESSING; LYTLE, 1977; SUZUKI; RYGH; DICKENSON,
2004).

4.7.6.8 Participacdo do sistema dopaminérgico

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 6 grupos: os 4 primeiros
grupos foram tratados com controle H,O (0,1 mL/10 g/v.0.), haloperidol (antagonista néo-
seletivo dos receptores de dopamina; 0,2 mg/kg i.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35
mg/kg/v.0.), e 0s outros 2 grupos associados a administracdo prévia com haloperidol, 15
minutos antes do tratamento com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30 minutos (i.p.) ap6s o
tratamento, os animais foram avaliados em relacdo ao teste de formalina a 2,5% (primeira fase:
0-5 min) (FINAN; SMITH, 2013; WOOD, 2006).

4.7.6.9 Participacdo do sistema adenosinérgico

Os camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos, sendo 0s 4 primeiros
grupos tratados com controle H,O (0,1 mL/10 g/v.0.), cafeina (10 mg/kg/i.p.), OEFC (25
mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), e 0s outros 2 grupos associados a administracdo prévia
com cafeina, 15 minutos antes do tratamento do com OEFC ou COEFC. 1 hora (v.0.) ou 30
minutos (i.p.) apos o tratamento, os animais foram avaliados em relagdo ao teste de formalina
a 2,5% (primeira fase: 0-5 min.) (FERRE et al., 2007).
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4.7.6.10 Participacgdo do sistema glutamatérgico

Os animais (camundongos Swiss / n = 6) foram divididos em 4 grupos que foram
tratados com controle H20 (0,1 mL/10 g/v.0.), &cido ascorbico (antagonista dos receptores de
NMDA, 100 mg/kg i.p.), OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.). 1 hora (v.0.) ou
30 minutos (i.p.) apos o tratamento, foram avaliados em relagdo em relacdo a nocicepgéo
induzida pela injecao intraplantar de 20 pl a 20 umol/pata de glutamato tamponado e foram
analisados por 15 minutos, sendo registrado o tempo (S) em que o animal lambeu a pata e
considerado como parédmetro sugestivo de dor (LAM et al., 2005; LI; ZHUO, 1998;
MAJEWSKA,; BELL; LONDON, 1990; ZERAATI; ARAGHCHIAN; FARJOO, 2014).

4.8 Expressao dos dados e andlise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E. P. Média),
avaliados pela analise de variancia (ANOVA) de uma via e ou de duas vias, utilizando os testes
de multipla comparacéo de Dunnets e Tukey s (Qquando necessario), sendo os calculos realizados
a partir do software estatistico GraphPad Prism (versdo 6.0), de acordo com os valores obtidos

nos testes. Para todas as andlises foi considerado significativo p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise quimica do OEFC

A anélise quimica do OEFC foi determinada pela Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-MS) que identificou e quantificou 11 constituintes,
representando 87,32% do OEFC. Dentre estes componentes, 0 majoritario foi o 1,8-cineol
(41,33%), seguido do espatulenol (7,89%), 6xido de cariofileno (7,69%), -cariofileno (5,86%),
y-cadineno (4,96%), a-felandreno (4,45%), y-elemeno (4,01%), sabineno (3,57%), -ocimeno
(2,86%) e terpinen-4-ol/a-terpineol (2,35%), conforme demonstrado nas Figura 7 e Tabela 1.

A técnica de CG-MS é aplicavel a compostos volateis e termicamente estaveis nas
temperaturas relativamente elevadas empregadas durante o processo de separacdo
cromatogréafica (ARDREY, 2003).

Figura 7 - Espectro dos constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides
(Sistema CG-MS).

081417
20000000-{-0:3%2

1500000
OO0

5000000-2%

TICE1

30 100 ' 200 290
Fonte: Elaborada pela autora (2014).

O género Croton apresenta uma constituicdo quimica de 6leos volateis considerada
variada, sendo os terpenos os componentes predominantes, principalmente diterpenos, 0s
bastante relatados nas espécies (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007). Em relagdo ao
género Croton, a composi¢do quimica de 6leos essenciais das espécies de Croton zenhtneri,

Croton nepetaefolius e Croton argyrophylloides apresentam: monoterpenos e sesquiterpenos,
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como também arilpropandides, com excecdo do Croton argyrophylloides. Os constituintes E-
anetol, formiato de anisila, anisaldeido, metileugenol, 1,8-cineol, a-pineno e espatulenol foram
os principais identificados (MORALIS et al., 2006).

Tabela 1 - Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm.

Componentes Tr (min) (%)
B-ocimeno 3,14 2,86
Sabineno 3,48 3,57
a-felandreno 3,78 4,45
1,8-Cineol 4,15 41,33
terpinen-4-ol 5,97 2,35
a-terpineol 6,15 2,35
y-elemeno 10,29 4,01
Espatulenol 11,40 7,89
B-cariofileno 9,29 5,86
oxido de cariofileno 11,51 7,69
y-cadineno 12,12 4,96
N&o caracterizado 12,68%
Total: 87,32%
Total monoterpenos 60,92%
Total sesquiterpenos 26,40%

Fonte: Elaborada pela autora (2014).

O oOleo essencial de Croton rhamnifolioides apresentou uma constituicdo quimica
diversificada entre monoterpenos e sesquiterpenos. O monoterpeno 1,8-cineol foi considerado
0 constituinte majoritario, sendo bastante representativo na composi¢do quimica de alguns
6leos essenciais de espécies pertencentes ao género Croton.

O 1,8-cineol apresenta algumas atividades comprovadas na literatura, dentre elas: anti-
inflamatéria e antinociceptiva (EHRNHOFER-RESSLER et al., 2013; SANTOS; RAO;
OTHERS, 2000), gastroprotetora (CALDAS et al., 2015), antioxidante (CIFTCI et al., 2011),
reducdo da producgéo de muco no estomago (SUDHOFF et al., 2015), inibicdo da inflamacéo
pulmonar aguda (ZHAO et al., 2014), atividade relaxante sobre o musculo liso intestinal
(NASCIMENTO et al., 2009), anti-hipertensiva (MOON et al., 2014), antifangica (MORCIA,;
MALNATI; TERZI, 2012) e antibacteriana (OLIVEIRA et al., 2015).

Os terpenos estdo presentes em todas as partes dos vegetais da espécie de C.
rhamnifolius/C. rhamnifolioides prevalecendo nas raizes e folhas (RANDAU et al., 2004). A
analise quimica do 6leo essencial das folhas de Croton rhamnifolioides Pax & Hoffm realizada
por Costa et al. (2013), correspondendo a 100% da composicéo total, quantificou que 65,20%

eram monoterpenos e 34,80% sesquiterpenos. Entre os compostos identificados, o 1,8-cineol
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(46,32%) e os outros componentes apresentaram concentracOes significativas: 1-felandreno
(16,70%), p-cimeno (10,21%), sabineno (8,14%) e trans-cariofileno (4,81%).

Em estudo realizado por Vidal et al. (2017) com a espécie Croton rhamnifolioides, o
composto majoritario encontrado foi o espatulenol (22,46%), seguido de 1,8-cineol (18,32%).
A variacdo de composic¢do quimica pode ser justificada possivelmente por fatores ambientais
que alteram o metabolismo secundario das plantas, como, por exemplo: tempo de coleta e local,
porém, a constituicdo é semelhante em diversos estudos relacionados ao género (BITU et al.,
2015).

Em relacdo ao género Croton, o dleo essencial das folhas de Croton cordifolius Baill
apresentou na sua constituicdo quimica o 1,8-cineol (25,09%) como componente majoritario,
seguido do a-felandreno (15,43%) (NOGUEIRA, 2014), ratificando a presenca pertinente do
1,8-cineol encontrado em algumas espécies do género Croton. Costa et al. (2008) descreveram
a composicao quimica do dleo essencial das folhas de Croton zehntneri, que permitiu identificar
um total de 97,4% dos componentes, com presenca majoritaria de estragol (76,8%), seguido do
1,8-cineol (7%).

5.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos complexos de inclusdo do OEFC com B-

ciclodextrina

Na Figura 8A, a curva de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) do OEFC
apresentou evento endotérmico na faixa de temperatura de 30° - 141°C (Entalpia = - 139,13
mJ), caracterizado pela volatilizagdo rapida do 6leo essencial. A curva de DSC da B—CD
apresentou trés eventos, seguido de etapa de decomposicdo. O primeiro evento endotérmico
ocorreu na faixa de temperatura de 30° - 156°C (Entalpia = 1,40 mJ), referente a desidratacéo
da molécula. O segundo aconteceu na faixa de temperatura de 213° - 240°C (Entalpia =- 11,03
mJ), caracteristico da transicdo de fase cristalina. O terceiro evento ocorreu na faixa de
temperatura de 298° - 360°C (Entalpia = - 1,17 mJ), caracterizado pela fusao da p—CD, seguida
da degradacéo da mesma.

A curva de DSC da mistura fisica (MF) (Figura 8A) apresentou trés eventos
endotérmicos seguidos da decomposicao. O primeiro evento representou o somatorio do OEFC
e B—CD, caracterizado pela desidratacdo na faixa de temperatura de 29° - 136°C (Entalpia = -
546,68 mJ). O segundo evento, caracterizado por transicdo de fase, ocorreu na faixa de
temperatura de 217° - 230°C (Entalpia = - 7,19 mJ), demonstrando que ndo houve complexacéo,

tendo em vista que 0 mesmo evento ocorreu com a p —CD. O terceiro evento aconteceu na faixa
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de temperatura de temperatura de 297° - 349°C (Entalpia = - 573,8 mJ), caracteristico da fusdo
3 —CD, seguida de sua decomposicao.

A curva da DSC da malaxagem (MA) (Figura 8A) apresentou dois eventos
endotérmicos seguidos da decomposicdo. O primeiro evento ocorreu na faixa de temperatura
de 30° - 128°C (Entalpia = - 110,06 mJ), indicando desidratagdo, porém menor que a 3-CD e
MF, sem formagé&o efetiva de complexo. O segundo evento aconteceu na faixa de temperatura
de 306° - 339°C (Entalpia = - 84,81 mJ), caracterizado pela fusdo da p—CD, seguida da
decomposicdo. A curva da DSC da co-evaporacdo CE (Figura 8A) ndo apresentou eventos
endotérmicos, 0 que justifica a complexacdo pela insercdo do OEFC na cavidade da B-CD
seguido apenas de decomposicao na faixa de temperatura de 252° - 324°C (Entalpia = - 684,96
mlJ), caracterizado pela fusdo da p —CD.

A Figura 8B e a Tabela 2 apresentam as curvas de Termogravimetria/Termogravimetria
derivada (TG/DTG). Através das analises observou-se que 0 OEFC perdeu massa até 220°C,
sendo no primeiro intervalo (30 - 220°C) de 97,20% e, no segundo, (220 - 270°C) de 2,3%. A
B—CD perdeu massa em quatro etapas: no primeiro intervalo de temperatura (30 - 220°C) foi
observada uma perda de 12,8%, atribuida a liberag&o de agua da estrutura da 3-CD. No intervalo
de 220 - 270°C nédo houve perda de massa consideravel (0,1%), caracterizando a transicdo de
fase descrita na curva DSC. A faixa de temperatura 270 - 380°C indicou o inicio o processo de
decomposigdo da f-CD com perda de 76,6% de massa. No intervalo de 380 - 500°C ocorreu
perda de 3,7% de massa.

A Tabela 2 mostra que as amostras de MF, MA e CE tiveram perda de massas no
primeiro intervalo (30 - 220°C) de 19,4%, 10,1% e 8,5% respectivamente. No segundo intervalo
de temperatura (220 - 270°C), as amostras obtiveram as porcentagens respectivamente: 0,5%,
2,4% e 2,6%. Na terceira faixa de temperatura (270 - 380°C), as amostras apresentaram as
perdas, respectivamente, de 70,9%, 92,2% e 83,4%. No quarto intervalo de temperatura
ocorreram as perdas de massas: 2,7%, 3,2% e 3,2% respectivamente.

Os dados obtidos através das técnicas de calorimetria exploratoria diferencial e
Termogravimetria/Termogravimetria derivada corroboram entre si, demonstrando que a
complexacao do OEFC na cavidade da p—CD foi mais efetiva pelos métodos de malaxagem e
co-evaporagdo. No DSC a auséncia de pico endotérmico do complexo de inclusdo pelo método
de co-evaporacdo sugere que esta cavidade esta preenchida pelo OEFC, resultado diferente da
amostra de mistura fisica, que apresentou eventos semelhantes a p—CD, sugerindo que nédo

houve complexagéo. No TG as amostras de MA e CE precisaram de temperatura mais elevada
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para perder massa quando comparado ao OEFC isolado, portanto, a complexacao esta associada

a menor a perda de massa no primeiro evento.

Figura 8 - Calorimetria Exploratéria Diferencial - DSC (A) e Termogravimetria - TG (B) da Mistura fisica
(MF), Malaxagem (MA) e Co-evaporagdo (CE) na atmosfera inerte de nitrogénio. Curvas dos complexos do 6leo
essencial de Croton rhamnifolioides (OEFC).
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Tabela 2 - Porcentagens de perda de massa obtidas por Termogravimetria/Termogravimetria derivada das
amostras de OEFC, B-CD, MF, MA e CE.

Amostra 12 etapa/% 2% etapa /% 3% etapa /% 42 etapa /%
30-220°C 220-270°C 270-380°C 380-500°C
OEFC 97,2 +1,48 1,62+0,35 0,88 + 0,10 0,52+0,01
B-CD 128+1,34 0,1+0,07 76,6 +£1,48 3,7+£0,14
MF 19,4 + 0,07 0,5+0,01 70,9+1,13 2,7+0,98
MA 10,1+0,2 2,4+0,01 92,2+292 32+0,84
CE 8,5+1,69 2,6 +0,28 83,4+1,48 3,2+0,56

Fonte: Elaborada pela autora (2014).

As ciclodextrinas (CDs) representam um dos agentes complexantes mais utilizados na
indUstria farmacéutica devido a capacidade de melhorar as propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas das moléculas bioativas, especialmente as extraidas das plantas (PINHO et al.,
2014). Em estudo realizado por Jiang et al. (2017), que avaliou a inclusdo de &cidos
triterpénicos em B-CD e obteve resultados favoraveis quanto ao encaixe e ligacdo a cavidade
da B-CD, suas analises demonstram a interacdo molecular e formagdo de complexos entre essses
compostos. O pico endotérmico apresentado pela -CD sugere a desidratacdo da sua cavidade,
local este de interacdo molecular de compostos hidrofébicos, visto que a B-CD é uma molecula
anfipatica, cuja seu compartimento interno é lipofilico (KHUNTAWEE et al., 2015).

Sherje et al. (2017), em seu estudos para caracterizacdo e formulagéo de complexos de
inclusdo do farmaco anti-inflamatdrio ndo esteroidal terapeuticamente importante (etodolac),
descreve que complexos preparados pelo método de co-evaporacdo revelaram a maior
solubilidade do farmaco em comparacdo com o0s complexos do método de secagem por
pulverizacdo e o método de mistura fisica (SHERJE et al., 2017).

A técnica Karl Fisher é considerada uma étima ferramenta para determinar o teor de
agua e a ligacdo da agua com a superficie das CDs (HADARUGA; HADARUGA; ISENGARD,
2012). Na Tabela 3, o OEFC foi observado com um teor de agua de 0,91 + 0,06%,
demonstrando uma eficiente extragdo do 6leo essencial. O teor de agua da B-CD foi 13,75 *
0,39% e das técnicas: mistura fisica, malaxagem e co-evaporacdo foram de 13,45 + 0,78%,
11,27 + 0,32% e 12,80 * 0,27% respectivamente.

Os resultados obtidos na analise de Karl Fisher demonstram que a mistura fisica ndo foi
capaz de formar complexos de inclusdo com o OEFC devido ao percentual de agua. Contudo,
a reducéo do teor de agua nos métodos da malaxagem e co-evaporagédo sugere a complexacéo

em virtude da substitui¢do das moléculas de agua da cavidade da B-CD, por moléculas do
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OEFC. Esses dados corroboram com os resultados apresentados anteriormente pelas técnicas
de DSCe TG.

Tabela 3 - Percentual de &gua obtido por titulacdo de Karl Fisher.

Amostras % H20

OEFC 0,91 +0,06
B-CD 13,75 0,39
PM 13,45 +0,78
PC 11,27 +0,32
SC 12,80 +0,27

Fonte: Elaborada pela autora (2014).

Segundo Hadaruga, Hadaruga e Isengard (2012), a complexacdo pode estar associado a
substitui¢do das moléculas de agua da cavidade da B-CD por moléculas do farmaco. De acordo
com Marreto et al. (2008), a determinacdo do teor de &gua é importante para a qualidade do
encapsulamento molecular de substancias hidrofébicas por meio da substituicdo de moléculas
de agua.

A Figura 9 demonstra as fotografias obtidas por microscopia eletronica de varredura
(MEV) nos métodos de inclusdo molecular, onde é possivel observar que a mistura fisica
apresenta semelhancas morfologicas em relagdo a B-CD e as amostras de malaxagem e co-
evaporacdo apresentaram morfologia disforme e reducdo no tamanho das particulas, bem como
formagéo de agregados com morfologia indefinida.

Esses dados indicam que a mistura fisica este ndo é um método tdo eficiente para formar
complexos de inclusdo entre OEFC e B-CD, conforme ja demonstrado pelas técnicas analiticas
supracitadas. No entanto, a morfologia descrita nos métodos da malaxagem e co-evaporagado
corroboram com os dados de DSC, TG e Karl Fischer, sugerindo a complexac¢édo do OEFC na
cavidade da B-CD por estes métodos.
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Em estudo realizado por Sithole et al. (2017), avaliou-se a integridade de drogas em
complexos de inclusdo e concluiu-se o aprisionamento de 85% da droga no nucleo interno
hidrofobico do complexo, demostrando que ndo promove perda da substancia em questdo e
mantém sua integridade, assegurando o efeito clinico do medicamento e modificando apenas
os padrdes de solubidade a fim de melhorar a biodisponibilidade.

Em relacdo ao género Croton, a formacdo do complexo de inclusdo entre o oOleo
essencial de C. zenhtneri (OEC) com -CD, pelo método de co-precipitacdo em que, a partir
das andlises de espectroscopia de IV e DSC, foi possivel verificar melhor a estabilidade do OEC
complexado em comparagdo ao OEC livre, justificado pela introducdo do 6leo na cavidade
fracamente polar da p-CD (AGUIAR et al., 2014).

Em revisdo descrita por Lima, Alves e Santana (2012), varios estudos apontam que a
obtengdo de complexos de inclusdo com o6leos essenciais, principalmente utilizando a 3-CD,
continua sendo a melhor op¢éo, em virtude do menor custo e maior facilidade de obtencéo,
ressaltando também que as técnicas utilizadas na caracterizagdo fisico-quimica dos complexos

sdo agregadas a fim de proporcionar confiabilidade dos resultados.

5.3 Toxicidade aguda n&o clinica

O tratamento agudo por via oral com 6leo essencial de folhas de Croton rhamnifolioides
(OEFC) e do complexo de inclusdo do OEFC com [-ciclodextrina (COEFC) com uma unica
dose oral de 2000 mg/kg nao produziu nenhum sinal clinico de toxicidade ou morte nos animais
no periodo de 14 dias, demonstrando baixa toxicidade oral. Portanto, optou-se em utilizar <10%
da dose unica (2000 mg/kg/v.o0.) do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e <5% do COEFC
(8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.).

Em relacdo ao 1,8-cineol, estudo anterior realizado pelo nosso grupo, demonstrou-se
que a dose letal média do 1,8-cineol variava entre 1500 mg/kg a 1750 mg/kg por via oral
(CALDAS et al., 2016), entdo, foram selecionadas as doses equivalentes a concentragdo do 1,8-
cineol no OEFC (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) nos ensaios in vivo, uma vez que o 1,8-

cineol é constituinte majoritario do OEFC.
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5.4 Efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC

5.4.1 Edema de orelha induzido pela aplicacéo Unica de 6leo de créton

O edema de orelha induzido pelo dleo de créton consiste em um modelo de triagem de
substancias que atuem na fase aguda da inflamagdo, assim como em processos
hiperproliferativos (GABOR, 2003). De acordo com Tubaro et al. (1986), é considerado método
classico que determina resposta inflamatoria através da mensuracdo das massas das orelhas,
ap6s um periodo da aplicacdo do 6leo de croton, sendo relevante em termos de periodo,
infiltrado de granuldcitos e resposta em relacdo aos anti-inflamatorios esteroides e néo
esteroides.

A administracdo unica do 6leo de créton no grupo controle demonstrou uma acgéo efetiva
na inducgdo do processo inflamatério. A aplicacdo topica do OEFC (20 mg/mL) e do 1,8-cineol
(8,26 mg/mL) produziram reducéo significativa de 42,10 e 34,97% respectivamente, do edema
induzido pelo 6leo de créton quando comparado ao grupo controle. O anti-inflamatorio
esteroide, dexametasona (4 mg/mL), usado como controle positivo, promoveu uma inibicédo

significativa de 69,44% (Figura 10).

Figura 10 - Efeito do OEFC (2,5; 5, 10 e 20 mg/mL) e do 1,8-cineol (1,03; 2,06; 4,13 e 8,26 mg/mL) aplicados
topicamente sobre o0 edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica de 6leo de croton em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (2,5; 5, 10 e 20 mg/mL) e 1,8-cineol (1,03; 2,06; 4,13 e 8,26 mg/mL) aplicado topicamente sobre
0 edema de orelha induzido pela aplicagdo Unica de 6leo de créton em camundongos. Grupos: controle - C,
dexametasona-D (4 mg/mL), OEFC (2,5; 5, 10 e 20 mg/mL) e 1,8-cineol (1,03; 2,06; 4,13 e 8,26 mg/mL). Valores
representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo, *p<0,05; **p<0,01
quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com multiplas
comparagoes.



64

Na Figura 11, os resultados mostram que o tratamento tépico com o COEFC nas
concentragcdes de 0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL nédo apresentaram efeito antiedematogénico no
edema induzido pelo 6leo de créton quando comparado ao grupo controle. Esta acdo sugere que
a redugdo da absor¢ao do complexo de inclusdo com B-CD possivelmente ocorreu em virtude
da estrutura das CDs. A dexametasona (4 mg/mL), anti-inflamatorio utilizado como controle
positivo, apresentou uma reducdo significativa de 57,86% do edema em relagéo ao controle.

A dexametasona, um anti-inflamatorio esteroide, é considerado um glicocorticoide
efetivo no processo de inflamacdo aguda e crbénica com éxito na inibicdo da inducdo de
lipocortina-1, COX-2, iINOS e citocinas (IL-1B, IL-2 e TNF-a) (MARCHIONNI;
PAGNONCELLI; ALMEIDA REIS, 2006; VANE; BOTTING, 1995).

As CDs possuem na sua estrutura tridimensional uma porcao externa hidrofilica que
facilita sua solubilidade em meio aquoso e reduz sua penetracdo nas membranas epiteliais
epidérmicas (RASHEED; VVNS, 2008). A estrutura quimica, o peso molecular e o coeficiente
de particdo baixo em etanol/agua das CDs contribuem para que estas ndo sejam permeéaveis nas
membranas bioldgicas, sendo apenas a forma livre do farmaco, dependente da sua
lipossolubilidade, capaz de penetrar as membranas lipofilicas (ANJANA; NAIR; JOSEPH,
2013).

Figura 11 - Efeito do COEFC (0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL) aplicado topicamente sobre 0 edema de orelha
induzido pela aplicacdo Unica de 6leo de créton em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do COEFC (0,83; 4,17 e 8,35 mg/mL) aplicado topicamente sobre o edema de orelha induzido pela aplicagcdo
Unica de éleo de croton em camundongos. Grupos: controle - C, dexametasona-D (4 mg/mL) e COEFC (0,83; 4,17
e 8,35 mg/mL). Valores representam a média + E.P.M. (Erro Padrdo Da Média) para grupos de 6 animais. Sendo
**p<0,01 quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com
maltiplas comparacGes.
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O oleo de créton € um agente flogistico cujos ésteres de forbol como o TPA (4cido 13-
acetato de 12-o-tetracanoilforbol) é o principal responsavel pela propriedade irritante que
estimula a liberacdo de varios mediadores, como aminas vasoativas (histamina e serotonina) e
pelos produtos da ciclo-oxigenase (LAPA et al., 2003). O TPA atua por ativacdo da cascata do
acido araquidénico, por meio da ciclo-oxigenase e lipoxigenase. Em decorréncia, ativa a via da
MAPK pela proteina quinase C, ocasionando a ativacdo de alguns fatores de transcri¢do
nuclear, dentre eles, NF-xB e a AP-1 que desempenham papel central na regulacédo de diversas
proteinas pro-inflamatorias, tais como algumas citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-a),
enzimas pro-inflamatdrias, como COX-2 e iNOS e moléculas de adesdo (BADILLA et al.,
2007; MURAKAWA et al., 2006).

O uso topico de TPA promove o aumento do nivel de TNF-a e prostaglandina do tipo
E> (PGE>), sendo a elevagdo de TNF-a transitoria, com pico em torno de 5 horas, seguido do
aumento gradual do nivel de PGE> na pele (MURAKAWA et al., 2006). Segundo Andujar et
al. (2010), apds 2 horas de inducéo do edema, ocorre vasodilatacéo, infiltrado celular, com pico
maximo de resposta apo6s 6 horas de inducdo do processo, retornando aos valores basais ap6s
24 horas de inducdo (ANDUJAR et al., 2010), o que corrobora com estudo anterior de Tubaro
et al., (1986) em que eles descrevem que o 6leo de croton apresenta pico maximo de 6 horas,
declina na 92 hora e mantém até a 122, no entanto, atinge os valores normais a partir de 48 horas.
O processo inflamatério sofre diferenciacdo diante do tipo de tecido envolvido, agente
flogistico e mediadores inflamatorios (ZANUSSO-JUNIOR et al., 2011).

No modelo de edema de orelha induzido pela aplicacdo Unica de éleo de créton ocorre
a liberacdo de mediadores inflamatdérios como aminas vasoativas (histamina e serotonina) e
produtos da ciclo-oxigenase na fase aguda do processo inflamatério. O OEFC apresentou
percentual de inibicdo maior que a concentracdo proporcional do 1,8-cineol. Este resultado
sugere um possivel sinergismo de constituintes presentes no OEFC e a influéncia do

constituinte majoritario (1,8-cineol) na fase aguda da inflamacéo.

5.4.2 Edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de carragenina 1%

A carragenina é um glicosaminoglicano, considerada, possivelmente, o agente flogistico
mais utilizado para testar farmacos anti-inflamatodrios, estando tipicamente associada com a
ativacdo da ciclo-oxigenase. Além disso, é considerada um modelo experimental com
reprodutibilidade aceitavel. A injecdo intraplantar induz o aumento agudo e progressivo do

volume da pata, sendo o edema proporcional a resposta inflamatoria, caracterizada pelo
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aumento no volume da pata, infiltrado de células, principalmente neutréfilos, niveis de varios
mediadores no exsudato e hiperalgesia a estimulo térmicos e mecéanicos (KALE et al., 2007;
LAPA et al., 2003; LEME et al., 1973; OMOTE et al., 2001).

A carragenina aumentou o edema de forma significativa em todos os tempos analisados
cujo pico edematogénico maximo foi obtido na 42 hora. O tratamento por via oral com OEFC
(25, 50, 100 e 200 mg/kg) reduziu significativamente o edema em 71,92; 78,07; 71,92 e 60,52%
respectivamente, em relacdo ao grupo de controle no intervalo analisado da 12 a 42 hora. Nao
houve diferenca significativa entre as doses testadas. O OEFC, em todas as doses, reduziu o
edema respectivamente em todos os tempos: 25 mg/kg (T1:70,59%; T2: 55,55%; T3: 74,19%;
T4:82,06%), 50 mg/kg (T1:82,35%; T2:74,08%; T3:74,19%; T4:82,06%), 100 mg/kg
(T1:52,94%; T2: 66,66%; T3: 70,96%; T4:84,61%), e 200 mg/kg (T1:41,19%; T2: 59,26%;
T3:51,60%; T4:76,92%) (Figura 12).

Figura 12 - Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecdo

intraplantar de carragenina a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
carragenina a 1% em camundongos até a 42 hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina- | (10
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mg/kg/ s.c.) e OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.). Valores representam a média £ E.P.M. (n=6/grupo). Sendo:
*#**n<0,0001 quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s
com multiplas comparagdes.

A administracdo oral do 1,8-cineol nas doses (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg)
proporcionais as testadas do OEFC reduziu estatisticamente o edema em 80,50; 79,86; 79,24 e
79,86% respectivamente, nos mesmos intervalos de tempo descrito para 0 OEFC. Com relacdo
ao tempo, o 1,8-cineol demonstrou eficacia ao reduzir o edema em todos os intervalos, de
acordo com as doses: 10,3 mg/kg (T1:62,49%; T2: 75%; T3: 82,62%; T4:100%), 20,6 mg/kg
(T1:81,24%; T2: 75%; T3: 73,91%; T4:91,89%), 41,3 mg/kg (T1:78,13%; T2: 77,28%; T3:
65,22%; T4:100%), e 82,6 mg/kg (T1:81,24%; T2: 75%; T3: 69,56%; T4:97,30%) (Figura 13).
A indometacina, um anti-inflamatdrio ndo esteroide, referéncia por sua acdo aguda, reduziu
significativamente 78,07% (Figura 12) e 89,94% (Figura 13), demonstrando eficacia durante as

quatro horas de avaliacdo do edema, com maior inibi¢cdo na 42 hora.

Figura 13 - Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela
injecdo intraplantar de carragenina a 1% em camundongos.
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Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o0 edema de pata induzido pela injecdo intraplantar
de carragenina a 1% em camundongos até a 42 hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina- | (10
mg/kg/ s.c.) e 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.). Valores representam a média = E.P.M. (n=6/grupo).
Sendo: ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de
Dunnett’s com multiplas comparagdes.

O COEFC, nas doses de 8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg por via oral, reduziu
significativamente o edema em 83,13; 81,47 e 79,43% respectivamente, entre a 12 e a 4? hora.
Em relacéo ao intervalo de tempo, 0 COEFC diminuiu 0 edema em todos os tempos na dose de
8,35 mg/kg (T1:73,12%; T2:75%; T3:88,57%; T4:89,47%), 41,75 mg/kg (T1:65,85%;
T2:60,71%; T3:90%; T4:97,38%) e 83,5 mg/kg (T1:63,41%; T2:62,50%; T3:82,86%;
T4:97,38%) (Figura 14) em relacéo ao grupo controle.

A indometacina (10 mg/kg) reduziu significativamente o edema em 83,13% quando
comparado ao grupo controle, demonstrando acao anti-inflamatdria em todos os intervalos de
tempo (T1:73,12%; T2:69,63%; 92,86%; T4:100%) (Figura 14). A indometacina inibe a sintese
de prostaglandinas, resultando na reducdo do edema e em consequéncia do processo
inflamatério (HOQUE et al., 2016).

Figura 14 - Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre 0 edema de pata induzido pela injecdo
intraplantar de carragenina a 1% em camundongos.
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Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de
carragenina a 1% em camundongos até a 4% hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina- | (10
mg/kg/ s.c.) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo).
Sendo: ****p<0,0001 quando comparado agrupo controle. Andlise estatistica: ANOVA seguida do Teste de
Dunnett’s com multiplas comparacdes.

O edema inflamatdrio provocado pela carragenina, considerado bifésico, é resultado da
interacdo de varios mediadores inflamatdrios. Inicialmente (60 - 90 minutos), ocorre a liberagdo
dos primeiros mediadores, dentre eles: histamina, bradicinina, serotonina, substancia P e
prostaglandinas (PGs). Apoés esse periodo, a sintese de prostaglandinas atinge um pico de até 4
- 6 horas e mantém o edema. Posteriormente (24 - 72 horas), ocorre a liberacdo de citocinas
como IL-1 e TNF-a (HENRIQUES et al., 1986; KALE et al., 2007; LAPA et al., 2003;
TORRES, S. R. et al., 2000; WILLIAMS, 1979).

Resultados semelhantes aos nossos foram obtidos com outras espécies do mesmo
género, dentre elas, o 6leo essencial de Croton zehntneri (OECZ, 10, 30 e 100 mg/kg/v.0)
(PONTE, DA, 2009) e 6leo essencial das folhas de Croton argyrophyllus (30 e 100 mg/kg)
(RAMOS, J. M. O. et al., 2013) apresentaram efeito anti-inflamatério ao reduzir o edema de
pata induzido por carragenina. Santos e Rao (2000) mostraram que a atividade anti-inflamatéria
do 1,8-cineol, no tratamento por via oral nas doses 100, 200 e 400 mg/kg, agem por meio da
inibicdo de prostaglandinas e citocinas.

Os resultados apresentados ndo mostram efeito dose-dependente, bem como diferenca
significativa entre as doses testadas, demonstrando eficacia em todos os tempos de avaliagéo,
porém, o maior percentual de inibicdo do edema do OEFC, COEFC e 1,8-cineol em todas as
doses testadas foi na 42 hora.

A acdo antiedematogénica do OEFC, do COEFC e do 1,8-cineol sobre o0 edema de pata
induzido pela carragenina corrobora com a agdo antiedematogénica apresentada no modelo de

edema por 6leo de créton, uma vez que a carragenina € um agente flogistico que promove a
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liberacdo de varios mediadores inflamatorios, incluindo aminas vasoativas e prostaglandinas,
agindo também na fase aguda da inflamag&o. E relevante ressaltar que o COEFC (8,35 mg/kg)
apresentou percentual de inibicdo de edema maior que o OEFC (25 mg/kg) na menor dose
testada, sugerindo que o complexo de incluséo pode ser considerado uma excelente alternativa

na utilizagdo de substancias com doses menores e efeitos significativos.

5.4.3 Edema de pata induzido pela injecéo intraplantar de dextrana 1%

A dextrana é um polissacarideo de elevado peso molecular, considerado um agente
flogistico, que induz uma reacdo anafilatica, promove a degranulacdo dos mastocitos e,
consequentemente, leva a liberacdo da histamina e 5-hidroxitriptamina (serotonina), os quais
sdo mediadores que estdo pré-formados nos granulos dos mastécitos. A histamina é responsavel
pela inducdo da dor local, vasodilatacdo, ativacdo do sistema complemento e células
endoteliais, recrutamento de leucécitos e, por conseguinte, formacdo de edema. Porém, a
serotonina modula a resposta inflamatdria por meio de sua acdo sobre células do sistema imune
e de outros importantes mediadores da inflamacdo (COURA et al., 2015; MALEKI; NAYEBI;
GARJANI, 2005; STULZER et al., 2006). A formacao do edema de pata por dextrana € rapida
e de efeito intenso com pico edematogénico maximo ap6s 30 minutos, diminuindo
gradativamente ao decorrer do tempo (COURA et al., 2015).

A dextrana promove a liberacdo de mediadores, dentre eles, as aminas vasoativas com
auséncia de infiltrado, ao contrario da carragenina que induz a liberacdo de varios mediadores
quimicos (histamina, serotonina, bradicinina) na fase inicial, e demais, como 6xido nitrico,
prostaglandinas, interleucina 1 e fator de necrose tumoral, posteriormente, rico em infiltrado
celular (KATZ et al., 1984; SALVEMINI et al., 1999).

A dextrana aumentou o edema de forma significativa com pico edematogénico maximo
na 22 hora, contudo, demonstrou declinio no edema a partir da 3% hora. A administracdo oral do
OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg) reduziu estatisticamente em 78,22; 80,87; 79,99 e 76,76%
respectivamente, ap0os a inducdo do edema por dextrana a 1% quando comparado ao grupo
controle. Com relagéo ao intervalo de tempo entre 12 e 42 hora, 0 OEFC em todas as doses
reduziu o edema em todos os tempos: 25 mg/kg (T1:71,08 %; T2: 77,08%; T3: 79,57%;
T4:85,29%), 50 mg/kg (T1:80,72%; T2:76,04%; T3:81,72%; T4:86,76%), 100 mg/kg
(T1:75,90 %; T2: 75%; T3: 79,57%; T4:92,64%), e 200 mg/kg (T1:67,46%; T2: 75%;
T3:79,57%; T4: 85,29%) (Figura 15).
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Figura 15 - Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecéo
intraplantar de dextrana a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
dextrana a 1% em camundongos até a 4° hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), prometazina- P (6 mg/kg/
v.0) e OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo:
****n<0,0001 quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s
com multiplas comparacdes.

O 1,8-cineol nas doses 10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.o., proporcionais as doses
testadas do OEFC, reduziu o edema em todos os tempos, com percentuais de 87,64; 80,29;
84,11 e 87,64% respectivamente, até a 4° hora. O 1,8-cineol demonstrou eficacia ao reduzir o
edema em todos os intervalos de tempo, de acordo com as doses: 10,3 mg/kg (T1:81,92%; T2:
81,25%; T3: 90,32%; T4:100%), 20,6 mg/kg (T1:78,31%; T2: 77,08%; T3: 77,42%;
T4:91,17%), 41,3 mg/kg (T1: 75,90%; T2: 79,16%; T3: 84,94%; T4: 100%), e 82,6 mg/kg
(T1:84,34%; T2: 82,29%; T3: 87,09%; T4:100%) (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela
injecdo intraplantar de dextrana a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela inje¢éo intraplantar
de dextrana a 1% em camundongos até a 4° hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), prometazina- P (6
mg/kg/v.0.) e 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.). Valores representam a média = E.P.M. (n=6/grupo).
Sendo: ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de
Dunnett’s com multiplas comparacdes.

O tratamento oral com COEFC nas doses 8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg promoveu uma
reducao significativa do edema em: 80,29; 80,58 e 85,87% respectivamente, quando comparado
ao grupo controle, que apresentou pico edematogénico maximo na 22 hora. Ao correlacionar a
acdo e o intervalo de tempo, o COEFC, em todas as doses, reduziu em todos os tempos (12 - 42
hora): 8,35 mg/kg (T1: 74,69%:; T2: 80,21%; T3: 77,41 %; T4: 91,17%), 41,75 mg/kg (T1:
75,90%; T2: 76,04%; T3: 81,72 %; T4: 91,17%) e 83,5 mg/kg (T1: 72,29%; T2: 82,29%; T3:
92,47%; T4: 98,53%), apresentando maior percentual de inibicdo do edema na 4?2 hora. N&o
houve efeito-dose dependente, uma vez que ndo houve diferenca significativa entre as doses
testadas (Figura 17).

A prometazina, utilizada como controle positivo, apresentou efeito antiedematogénico

significativo de 73,81% em relagdo ao grupo controle. Nos intervalos de tempo entre a 12 - 42
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hora, a prometazina apresentou acdo em todos os tempos (T1: 69,88%; T2: 72,91%; T3:
69,89%; T4: 85,29%) (Figuras 15, 16 e 17).

Figura 17 - Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o edema de pata induzido pela injecdo
intraplantar de dextrana a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o0 edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de
dextrana a 1% em camundongos até a 4° hora. Grupos: controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), prometazina-P (6 mg/kg/
v.0,) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo:
****n<0,0001 quando comparado ao grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s
com multiplas comparac@es.

Em estudo relacionado ao género Croton, o 6leo essencial de Croton argyrophylloides
(100 mg/kg) por via oral apresentou significativa atividade antiedematogénica nos modelos de
edema de pata induzido por carragenina, dextrana, serotonina e histamina. Ao avaliar o
constituinte majoritario, o B-cariofileno (100 e 300 mg/kg) inibiu de forma significativa o
edema induzido por glutamato, dextrana e carragenina, sendo estes resultados associados a uma

atividade modulatdria sobre a sintese, liberacdo e/ou acdo das aminas vasoativas: serotonina e
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histamina, incluindo a possivel a¢do sobre a liberacdo de bradicinina e interagcdo com a sintese
das prostaglandinas (CELEDONIO, 2008).

O OEFC, o 1,8-cineol e o COEFC, em todas as doses, demonstraram efeito
antiedematogénico em todos intervalos de tempo quando comparado ao controle, porém, com
maior percentual de inibi¢do na 42 hora, indicando uma possivel relevancia da presenca do 1,8-
cineol (constituinte majoritario), que também apresentou reducao significativa do edema.

O efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC sobre 0 edema de pata
induzido por dextrana corrobora com 0s ensaios anteriores de edema de orelha induzido por
6leo de croton e edema de pata induzido por carragenina, sugerindo possivelmente que o OEFC,
0 1,8-cineol e 0 COEFC agem na participacdo da liberagdo das aminas vasoativas (histamina e
serotonina), que sao responsaveis por alguns eventos vasculares e celulares na fase aguda da
resposta inflamatdria. No entanto, destaca-se a importancia de elucidar a participacao do OEFC,

do 1,8-cineol e do COEFC na via histaminica.

5.4.4 Edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de histamina a 1% e acido

araquidénico a 1%

O edema é um dos principais sinais caracteristicos da inflamag&o. As prostaglandinas,
derivadas do &cido araquidonico, atuam de forma sinérgica com outros mediadores, como as
aminas vasoativas (histamina e serotonina) e bradicinina (YANG; TANG; WEI, 2013). A
histamina ¢ originada a partir da descarboxilacdo do aminoéacido histidina pela enzima histidina
descarboxilase. Essa amina vasoativa é produzida por muitas células, especificamente pelos
mastdcitos adjacentes aos vasos, pelos basofilos e plaquetas circulantes, e promove alteragdes
vasculares, como a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular, ativacdo endotelial,
desempenhando um papel fundamental no processo inflamatorio (KUMAR; ASTER; ABBAS,
2015).

A liberacdo de histamina estd associada a ativacdo dos mastdcitos pelas proteinas do
sistema complemento C3a e Cba e por linfocitos que medeiam as alteracdes vasculares e
celulares (BRAND et al., 2002). As ac¢0es da histamina sdo mediadas pelos receptores Hi, Ho,
Hz e Hs (MARONE; GALLI; KITAMURA, 2002). A fase inicial do edema inflamatorio
envolve a liberagdo de mediadores, como as aminas vasoativas: histamina, bradicinina e
serotonina, posteriormente seguidas da produgdo e aumento de prostaglandinas, que facilitam

a migracdo de leucdcitos, a produgdo de outros mediadores e espécies reativas de oxigénio,
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aumento da atividade da enzima mieloperoxidase e 6xido nitrico (FANTONE; WARD, 1982;
LO; ALMEIDA; BEAVEN, 1982; NANTEL et al., 1999; POSADAS et al., 2004).

O edema induzido pela histamina aumentou significativamente no grupo controle até
120 minutos, com pico edematogénico maximo em 60 minutos, porém, demonstrou término da
sua acdo em 180 minutos. A prometazina (6 mg/kg/v.0.), anti-histaminico utilizado como
controle positivo, reduziu o edema em 85,02% quando comparado ao controle, demonstrando
eficacia nos intervalos de tempo de 30 a 120 minutos (T30: 80,01%; T60: 84,78%; T90:
86,49%; T120: 86,95%), tendo efeito maximo nos tempos de 90 e 120 minutos (Figura 18 A/B).

O tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.0.) reduziu significativamente o edema em
74,11% quando comparado ao controle, sendo significativo apos 30, 60, 90, 120 minutos da
inducdo (T30: 77,14%; T60: 58,70%; T90: 81,08%; T120: 86,95%) (Figura 18 A). O
constituinte majoritario 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) apresentou efeito antiedematogénico ao
reduzir o edema em 65,95%, apresentando acdo em todos os tempos (T30: 42,85%; T60:
69,56%; T90: 70,27%; T120: 78,26%) (Figura 18 A).

O COEFC, na dose de 8,35 mg/kg, apresentou efeito antiedematogénico de 84,37% e a
prometazina de 85,03%, quando comparado ao grupo controle (Figura 18B). Em relacdo ao
intervalo de tempo, 0 COEFC apresentou em efeito em todos os tempos (T30: 88,58%; T60:
84,78%; T90: 83,78%; T120: 86,95%; T180: 50%), demonstrando melhor percentual de
inibicdo em 30 minutos (T30) de agdo da histamina. O anti-histaminico, prometazina,
apresentou acdo em todos os intervalos de tempo (T30: 80,01%; T60: 84,78%; T90: 86,49%;
T120: 86,95%; T180: 100%), todavia, teve melhor efetividade em 180 minutos (T180) apds a
inducdo do edema (Figura 18 A/B).

Figura 18 - Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.)
(B) sobre o0 edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de histamina a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B) sobre o
edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de histamina a 1% em camundongos até 180 min. Grupos:
controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), prometazina-P (6 mg/kg/ v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.)
(A) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo: ****p<0,0001
guando comparado ao grupo controle; Andlise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com multiplas
comparacoes.

O edema de pata induzido por &cido araquiddnico ocorre devido & oxidagdo desse
fosfolipidio de membrana por enzimas como a ciclooxigenase e lipooxigenase e por radicais
livres, como o peroxido de hidrogénio. O produto dessa oxidacdo sdo mediadores quimicos,
como, por exemplo, prostaglandinas e leucotrienos, que sao responsaveis pelo aumento da
permeabilidade, migracdo e ativacéo de leucdcitos (ASTUDILLO et al., 2012; CHEN, 2011).
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O é&cido araquiddnico provoca edema significativo apds 30 minutos e com pico até 75 minutos
apos a injecao intraplantar em ratos (CARAMORI; ADCOCK, 2005; TSURUMI et al., 1986),
podendo seu efeito ser bloqueado por meio de inibidores direto do metabolismo do &cido
araquidénico e corticosteroides (DIMARTINO et al., 1987).

No edema de pata induzido por AA, o OEFC (25 mg/kg/v.0.) reduziu o edema de forma
significativa em 64,44% quando comparado ao grupo controle, com eficacia em todos 0s
tempos (T15: 53,51%; T30: 63,53%; T45: 70,78%; T60: 67,31%; T90: 80%). O 1,8-cineol (10,3
mg/kg/v.0.) reduziu o edema em 50,76% quando comparado ao controle, demonstrando ser
significativo em todos os intervalos de tempo (T15: 32,39%; T30: 45,88%; T45: 61,80%;
T60:55,76%; T90:66,68%) (Figura 19A).

O grupo controle negativo atingiu o pico edematogénico maximo em 45 minutos (T45)
e permaneceu até 90 minutos; apesar disso, sua acdo teve declinio a partir dos 60 minutos. A
indometacina demonstrou eficacia ao inibir o edema em 78,60% em relacdo ao grupo controle,
nos intervalos de tempo entre 15 e 90 minutos apds a administracdo do agente flogistico, tendo
efeito maximo em 90 minutos (T15: 63,38%; T30: 70,59%; T45: 83,14%; T60: 92,31%; T90:
100%) (Figura 19 A/B).

O COEFC (8,35 mg/kg) reduziu significativamente o edema de pata induzido por AA
em 60,56% e a indometacina (10 mg/kg) em 78,59% quando comparado ao grupo controle, que
teve pico méaximo de agdo em 45 minutos. Em relacéo ao intervalo de tempo, o COEFC (T15:
50,69%; T30: 50,60%; T45: 67,41%; T60: 69,22%; T90: 96,68%) e a indometacina (T15:
63,37%; T30: 70,59%; T45: 83,14%; T60: 92,31%; T90: 100%) foram eficazes em todos os

tempos.

Figura 19 - Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.)
(B) sobre o0 edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de acido araquiddnico a 1% em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.), do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B) sobre o
edema de pata induzido pela injecdo intraplantar de &cido araquiddnico a 1% em camundongos até 90 min. Grupos:
controle - C (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina-l (10 mg/kg/ s.c.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), 1,8-cineol (10,3
mg/kg/v.0.) (A) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) (B). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo:
****n<0,0001 quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s

com multiplas comparacGes.

Em relacdo ao constituinte majoritario, o 1,8-cineol promoveu ac¢do antiedematogénica

induzida por composto 48/80, cujo mecanismo de acdo esta associado a degranulagdo de
mastocitos e liberacdo de histamina (SANTSO, RAO, 1997), dado este que ratificam 0S n0ssos
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resultados, uma vez que o OEFC, o 18-cineol e o COEFC apresentaram acéo
antiedematogeénica pela via histaminica.

O efeito antiedematogénico do OEFC, do 1,8-cineol e do COEFC sobre o metabolismo
do &cido araquidonico e a via histaminica corrobora com a a¢do antiedematogénica apresentada
nos edemas de pata induzido por carragenina e dextrana, o que, de fato, confirma a participacéo
da acdo sobre as aminas vasoativas e prostaglandinas, revelando o potencial sobre os sinais da

fase aguda da inflamacéo.

5.4.5 Efeito anti-inflamatério do OEFC, 1,8-cineol e COEFC

5.4.5.1 Permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans

A carragenina é considerada um estimulo quimico que induz a liberagdo de mediadores
quimicos (histamina, citocinas e produtos do &cido araquidénico), promovendo o aumento da
permeabilidade vascular, ou seja, a retracdo de células endoteliais que provoca o
extravasamento de proteinas do plasma até o espaco intersticial. O aumento da permeabilidade
é considerado umas das principais caracteristicas do processo inflamatério agudo caracterizado
pela alteracdo vascular, exsudato e migracdo de leucdcitos (LAPA et al., 2003). Foi mensurado
por colorimetria utilizando o corante azul de Evans, aplicado para determinagdo do
extravasamento proteico, podendo este corante ligar-se 0,99% a albumina no plasma (BATES,
2010; CORR et al., 2012; IYER et al., 2006; LAPA et al., 2003; SARIA; LUNDBERG, 1983).

No ensaio de permeabilidade vascular, o OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) reduziu
a permeabilidade vascular em 31,03; 34,80; 40,01 e 39,21% respectivamente (Figura 20A), o
constituinte majoritario 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) em 31,52; 30,71; 33,91
e 29,56% respectivamente (Figura 20B) e o complexo de inclusdo do 6leo essencial (COEFC)
nas doses de 8,35; 41,75 e 83,5 (mg/kg) reduziu a permeabilidade, respectivamente, em 29,46;
22,10; 23,16%, quando comparado ao grupo controle (Figura 20A). A indometacina (10
mg/kg/s.c.), anti-inflamatério ndo esteroide, reduziu significativamente a permeabilidade
vascular apresentando inibicg&o significativa de 54,46% (Figura 20A e 21A) e 68,09% (Figura

20B) respectivamente, em relagdo a permeabilidade vascular.
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Figura 20 - Acdo do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.)
com relacdo a permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans (A/B) e quantificacdo de proteinas
totais (g/dL) (C/D).
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Acéo do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) com relagdo a
permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans (A/B) e quantificacdo de proteinas totais (g/dL)
(C/ID). Grupos: controle-C (0,1 mL/10g/v.0.), controle basal-CB (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina-1 (10 mg/kg/
s.c.), OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.). Valores representam
a média = E.P.M. (n=6/grupo). Sendo: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 quando comparado ao
grupo controle; analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com multiplas comparagdes.

A respeito da dosagem do extravasamento proteico, ou seja, a quantidade de proteinas
extravasadas, 0 OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) reduziu estatisticamente o nivel de
proteinas no lavado peritoneal em 10,85; 11,43; 18,85 e 32,57% respectivamente (Figura 18C),
0 1,8-cineol (10,3; 20,6; 41,3 e 82,6 mg/kg/v.0.) em 16,75; 14,42; 15,34 € 12,01% (Figura 18D)
e o COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) em 7,97; 8,51; 19,56% (Figura 19B) quando
comparado ao controle. A indometacina (10 mg/kg/s.c.) reduziu 18,25% (Figura 20C), 41,86%
(Figura 20D) e 24,46% (Figura 21B), respectivamente, o nivel de proteinas totais.



Figura 21 - Ac¢éo do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) com relacdo a permeabilidade vascular por
extravasamento de azul de Evans (A) e quantificagdo de proteinas totais (g/dL) (B).

A) B)
1.5 .
1o T
0.5
0.0 :
c I

1500
COEFC (mgrkg)
(mg/kg)

10004

500

Totalde proteinas (g/dL)

Absorbancia (nm)

CcB [ | 8,35 41,75 83,5
—_—

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Acéo do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) com relacdo a permeabilidade vascular por extravasamento de
azul de Evans (A) e quantificacdo de proteinas totais (g/dL) (B). Grupos: controle-C (0,1 mL/10g/v.0.), controle
basal-CB (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina-1 (10 mg/kg/ s.c.) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.). Valores
representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 quando
comparado ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com multiplas
comparagoes.

No tocante a complexacdo de Oleos essenciais, estudo realizado por Rodrigues et al.
(2017) avaliou a atividade anti-inflamatéria do Oleo essencial de Ocimum basilicum
complexado em B-CD (OEOB/B-CD) e verificou a reducdo do edema por carragenina, dextrana,
histamina e AA, da permeabilidade vascular e do extravasamento de leucécitos para o local da
lesdo, com efeito mais significativo em doses menores do que o 6leo isolado (RODRIGUES et
al., 2017). Frisamos ainda que a B-CD tem demonstrado aumentar a biodisponibilidade de
drogas analgésicas e anti-inflamatorias e igualmente melhorar sua eficacia, o que colabora com
nossos dados (L SANTOS et al., 2017).

A acdo anti-inflamatéria do OEFC, 1,8-cineol e COEFC, ao reduzir 0 aumento da
permeabilidade vascular e o extravasamento proteico, sugere uma reducdo eficiente na
formacdo ou producdo do exsudato inflamatério e corrobora com a a¢do de ambos inibirem a
acdo dos mediadores inflamatorios no edema de pata induzido por carragenina, dextrana,
histamina e AA, diferindo-se apenas na localiza¢do do estimulo inflamatério.

Salientando que n&o houve diferenca significativa entre o controle basal (n&o recebeu
agente indutor) e OEFC (200 mg/kg/v.0.) / COEFC (83,5 mg/kg/v.0.), sugerindo que ambos
apresentam excelente efeito anti-inflamatorio, uma vez que apresentam valores semelhantes a

um grupo que nao recebeu agente indutor do processo inflamatério.
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No que concerne a complexacdo, a menor dose efetiva do COEFC (8,35 mg/kg) obteve
efeito significativo tdo quanto a menor dose do OEFC (25 mg/kg) isolado. Portanto, esses dados

justificam uma possivel melhor biodisponibilidade de 6leos essenciais complexados com B-CD.

5.4.5.2 Lesdo granulomatosa induzida pela implantacéo de pellets de algodéo

A inflamacgdo cronica apresenta uma caracteristica definida de granulomatosa com
presenca de células multinucleadas, borda de fibroblastos e tecido conjuntivo. A presenca de
um corpo estranho estimula a formagdo do granuloma, ocorrendo a migracdo de células do
sistema mononuclear macrofégico que induzem a formacéo da matriz celular ao redor do corpo
estranho com intuito de limpeza e eliminacdo. As citocinas inflamatdrias e imunomoduladoras
sdo liberadas em funcdo da atividade macrocitaria. O estimulo provoca a migracdo de células
imunes, endoteliais e fibroblastos, determinando os efeitos proliferativos do tecido
granulomatoso constituido de macréfagos, fibroblastos e matriz extracelular (KUMAR, V.;
ASTER; ABBAS, 2015).

A manutencdo do processo inflamatério induzido por patdgenos persistentes, corpos
estranhos e desregulacdo imune, desencadeia uma resposta cronica tardia e mais especifica, que
promove a expressdo génica de celulas mononucleares para producéo de citocinas. Estas células
ampliam a produgdo em massa desses mediadores anti-inflamatdrias, como, por exemplo,
interleucinas, TNF-a e TGF-p, induzindo, a0 mesmo tempo, a resposta inflamatdria agressiva
e a resposta proliferativa de reparo a partir do recrutamento de fibroblastos. Isto possibilita a
formacgéo de granulomas cronicos (AFONINA et al., 2017).

No que se refere & massa seca dos pelltes de algoddo, a dexametasona (5 mg/kg/v.o.),
OEFC (25 mg/kg/v.0.) e 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) causaram reducdo significativa de 66,66;
46,66 e 20%, respectivamente, do tecido granulomatoso (Figura 22A). Em observacao
macroscopica, notou-se que o grupo controle apresentou intensa quantidade de tecido no
granuloma formado (tecido granulomatoso), angiogénese e exsudato, os quais ndo foram
observados com relevancia significante nos grupos tratados. Os grupos OEFC, 1,8-cineol e
dexametasona reduziram significativamente em 98,88; 38,89 e 85,06%, respectivamente, a

quantidade de proteinas presentes no granuloma em relag&o ao grupo controle (Figura 22B).
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Figura 22 - Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) sobre a lesdo granulomatosa
induzida pela implantacgdo de pellets de algoddo. (A) Massa (g) dos pellets; e (B) Proteinas totais (g/dL).
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.) s sobre a lesdo granulomatosa induzida pela
implantacdo de pellets de algoddo. (A) Massa (g) dos pellets; e (B) Proteinas totais (g/dL). Grupos: controle- C
(0,2 mL/10g/v.0.), dexametasona- D (5 mg/kg/v.0.), OEFC (25 mg/ kg/v.0.) e 1,8-cineol (10,3 mg/kg/v.0.). Valores
representam a média = E.P.M. (n=6/grupo). Sendo: *p<0,05; ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle;
Anélise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’’s com multiplas comparacGes.

O COEFC (8,35 mg/kg) e a dexametasona (5 mg/kg) reduziram de forma significativa
em 33,16 e 62,50%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Figura 23A) em
relacdo a massa dos pellets. Esses dados contribuem com a dosagem de proteinas totais
presentes na lesdo, uma vez que o tratamento com o COEFC na dose de 8,35 mg/kg reduziu em
30,38% e a dexametasona em 76,92% (Figura 23B).

Figura 23 — Efeito do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) sobre a lesdo granulomatosa induzida pela implantacéo de
pellets de algoddo. (A) Massa (g) dos pellets; e (B) Proteinas totais (g/dL).

A) B)
0.57 0.4
-
0.4 3 03
~ - ' I
2 0.3 = 1 *
© S 0.2
S 0.2 % ' %ﬂm
= £
0.1
0.1 g —_— /
o
0.0 0.0- i %

COEFC (mg/kg) COEFC (mg/kg)

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) sobre a lesdo granulomatosa induzida pela implantacéo de pellets de algodéo.
(A) Massa (g) dos pellets; e (B) Proteinas totais (g/dL). Grupos: controle- C (0,1 mL/10g/v.0.), dexametasona- D
(5 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/ kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (n=6/grupo). Sendo: *p<0,05;
**p<0,01; ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de
Dunnett’s com multiplas comparaces.
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A dexametasona é um anti-inflamatério considerado potente por apresentar efeitos
terapéuticos em pequenas doses (TORRES; INSUELA; FARIAS CARVALHO, 2012). Os
glicocorticoides sdo farmacos bastante utilizados no mundo, apresentando eficacia no
tratamento de varias doencas autoimunes e inflamatdrias cronicas, como asma, dermatites,
artrite reumatoide e cancer (BOSSCHER; HAEGEMAN; ELEWAUT, 2010).

Alguns estudos relacionados ao género, como a pesquisa realizada por Nogueira (2014),
afirmam que o 6leo essencial das folhas de Croton cordiifolius Baill apresentou efeito anti-
inflamatdrio através do modelo de granuloma induzido por pellets de algoddo. Bighetti e
colaboradores (1999) trazem que o 6leo essencial das cascas de Croton cajucara Benth nas
doses de 50, 100 e 200 (mg/kg/via oral) demonstraram atividade anti-inflamatéria aguda
(edema de pata por carragenina/infiltrado celular) e crénica (granuloma induzido por pellets de
algodéo).

O 1,8-cineol exibe um efeito inibitério em alguns ensaios experimentais em ratos
envolvendo a atividade anti-inflamatoria, como edema de pata induzido por carragenina e
granuloma induzido por pellets de algoddo (SANTOS; RAO; OTHERS, 2000). O efeito anti-
inflamatdrio exibido pelo 1,8-cineol colabora com o presente estudo, uma vez que em nossos
achados o 1,8-cineol, em doses proporcionais ao OEFC, também reduziu significativamente a
massa granulomatosa e a quantidade de proteinas. Pesquisas recentes comprovam atividades
farmacoldgicas de 6leos essenciais complexados com ciclodextrina: Ocimum basilicum
(NASCIMENTO; ARAUJO et al, 2014; RODRIGUES et al., 2017), Lippia grata
(SIQUEIRA-LIMA et al., 2017) e Hyptis martiusii (ANDRADE et al., 2017); e monoterpenos
isolados:  (—)-linalool (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS-JUNIOR, 2013;
QUINTANS-JUNIOR et al., 2013) e carvacrol (BARRETO et al., 2014).

No modelo de leséo granulomatosa, 0 OEFC, 1,8-cineol e COEFC demonstraram efeito
anti-inflamatoério ao reduzir a massa dos pellets de algoddo, bem como a diminuicdo da
guantidade de proteinas totais, sugerindo uma possivel inibicdo da atividade ou da proliferacédo
de macrofagos e fibroblastos na producéo de tecido fibroso e corroborando com os resultados
apresentados nos modelos de edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos e
permeabilidade vascular, dado que nos modelos estudados os agentes flogisticos favorecem
alteracdes vasculares e celulares (vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, fluxo
sanguineo e infiltrado celular), podendo inibir o exsudato caracteristico da inflamagéo aguda e

a atividade proliferativa da inflamag&o subcronica.
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5.5 Efeito do OEFC e do COEFC sobre o Sistema Nervoso Central (SNC)
5.5.1 Campo aberto

O método de campo aberto permite avaliar a atividade exploratéria através da
observagdo do niimero de cruzamentos “gromming” e “rearing”, realizados pelos animais no
campo aberto durante o periodo de 5 minutos em uma caixa de vidro, madeira ou acrilico (30 x
30 x 15cm) com nove sec¢des (tamanho igual) marcadas na sua base de cor preta. Este modelo
permite avaliar o efeito estimulante ou depressor de uma determinada substancia. A tendéncia
natural do animal é explorar o ambiente novo, porém, existe o confronto da hip6tese do medo
provocado ao enfrentar o ambiente diferente (ARCHER, 1973; LAPA et al., 2003).

O tratamento por via oral com OEFC (200 mg/kg) e COEFC (83,5 mg/kg) ndo causou
alteracdo no numero de cruzamentos (exploracdo horizontal) com percentual de 87,33 e
97,39%, respectivamente (Figura 24A). Com relagdo ao “gromming” (comportamento de
autolimpeza), o percentual foi de 95,14 e 57,14% (Figura 24B) e “rearing” (comportamento de
exploracdo vertical) em 45,19 e 71,52% (Figura 24C), respectivamente, qguando comparados ao
grupo controle. O diazepam (5 mg/kg/i.p.) apresentou reducdo significativa do nimero de
cruzamentos em 56,95%, “gromming” de 95,42% e “rearing” em 98,19%, quando comparado
ao grupo controle. O diazepam é um ansiolitico que promove a incoordenacdo motora e sedacao
(TALAREK et al., 2010).

Figura 24 - Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o0 nimero de cruzamentos (A)
“gromming” (B) e “rearing” (C) no teste de campo aberto.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o nimero de cruzamentos (A) “gromming”
(B) e “rearing” (C) no teste de campo aberto. Grupos: controle- C (0,1 mL/10g/v.0.), diazepam- D (5 mg/kg/ i.p.),
OEFC (200 mg/kg/v.0.) e COEFC (83,5 mg/kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média)
para grupos de 6 animais. Sendo: **p<0,01; ***p<0,001 quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica:
ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com maltiplas comparacdes.

Estudos realizados com espécies pertencentes ao género Croton: Croton cordiifolius
Bail.I (NOGUEIRA, 2014), Croton sonderianus Muell. Arg. (AMARAL, 2004) e Croton
urucurana (200 e 400 mg/kg) (GURGEL, 2005) complementam os resultados do nosso trabalho
por ndo alterarem a locomog&o motora e comportamentos no campo aberto.

No modelo de campo aberto, o tratamento com o OEFC e com o COEFC néo causou
alteracdes no numero de cruzamentos, e nos comportamentos de autolimpeza e exploragédo
vertical, demonstrando que o OEFC e COEFC ndo promovem a atividade depressora sobre o

SNC, uma vez que esta a¢do poderia influenciar de forma direta no efeito antinociceptivo.

5.5.2 “Rota-rod”

O teste “rota-rod” € um método que permite avaliar a especificidade da acdo
nociceptiva, verificando se os tratamentos com farmacos causam incoordena¢do motora nos
animais, seja por sedacdo ou relaxamento muscular, através do registro do numero de quedas
no periodo estabelecido (LAPA et al., 2003; ROSLAND; HUNSKAAR; HOLE, 1990). E
considerado um método classico para esta finalidade (BOGO; HILL; YOUNG, 1981), sendo
amplamente utilizado nas pesquisas (RUSTAY; WAHLSTEN; CRABBE, 2003). A
coordenagdo motora consiste em uma qualidade fisica que depende da integragdo do sistema
musculoesquelético com o SNC, logo, o efeito antinociceptivo pode sofrer influéncia direta da
coordenacao motora (GURGEL, 2005).
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O tratamento via oral do OEFC (200 mg/kg) e COEFC (83,5 mg/kg) ndo apresentou
diferenca significativa em relagéo ao controle (Figura 25). No entanto, provavelmente o discreto
efeito miorelaxante do OEFC e COEFC (8%) néo interferiu na capacidade motora dos animais.

Figura 25 - Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o nimero de quedas no
“Rota-rod.”.

*kk K

2.57

2.0

1.5

1.0

N° de quedas

0.5

C D 200 83,5
—_— —
OEFC (mg/kg) COEFC (mg/kg)

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (83,5 mg/kg/v.0.) sobre o nimero de quedas no “Rota-rod.”
Grupos: controle- C (0,1 mL/10g/v.0.), diazepam- D (5mg/kg/ i.p.), OEFC (200 mg/kg/v.0.) e COEFC (83,5
mg/kg/v.0.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo,
****n<0,0001 quando comparado ao grupo controle. Anélise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s
com multiplas comparaces.

O diazepam (5 mg/kg/i.p.) aumentou significativamente o nimero de quedas quando
comparado ao grupo controle, demonstrando efetividade na sua acéo, alterando a coordenacéo
motora dos animais, apresentando efetividade na sua agdo. De acordo com Talarek et al. (2010),
0 diazepam altera a coordenagdo motora dos animais.

Com relacgdo a outra espécie do género, as espécies de Croton sonderianus (SANTOS,
F. A.etal., 2005) e Croton urucurana (GURGEL, 2005), quando avaliadas em relacédo ao efeito
no SNC, nédo alteraram a coordenagdo motora no rota-rod.

O OEFC e COEFC néo alteraram a coordenag@o motora dos animais no modelo de rota-
rod, resultados estes que contribuem com a acdo do OEFC e do COEFC no campo aberto, em
que ambos ndo alteraram o niimero de cruzamentos “gromming” e “rearing”. Assim, os dados
sugerem que o OEFC e COEFC nédo causam efeito sedativo, 0 que poderia vir a mascarar a

resposta nociceptiva.
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5.6 Efeito antinociceptivo do OEFC e do COEFC

5.6.1 Contorg¢des abdominais induzidas por acido acetico

O ensaio de contor¢des abdominais é caracterizado a partir da aplicacdo de um estimulo
quimico nociceptivo, ou seja, que favorega a dor por via intraperitoneal, tendo como resposta
motora a contracdo e rotacdo do abddmen, seguido da extensdo de uma ou ambas as patas
traseiras. As contorcdes sdo contabilizadas durante um intervalo de tempo, cuja intensidade da
sua resposta depende da interacdo de Vvarios eventos neurotransmissores e neuromoduladores
(KOSTER, 1959; LAPA et al., 2003). O modelo de contor¢des abdominais € utilizado como
parametro de avaliacdo do efeito central e periférico, posto que o &cido acético induz
sensibilidade a dor através da liberacdo de substancias derivadas de mastdcitos e macrofagos,
ocorrendo também a sensibilizag8o das terminacdes sensoriais aferentes periféricas (RIBEIRO
et al., 2000).

O OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg) reduziu significativamente o niUmero de contor¢des
abdominais em 72,33; 68,13; 74,43 e 60,3%, respectivamente (Figura 26A), e 0o COEFC (8,35;
41,75 e 83,5 mg/kg) em 90,1; 81,2 e 77,03% (Figura 26B) quando comparado ao grupo
controle. A indometacina (10 mg/kg) (anti-inflamatério) apresentou reducéo significativa de
85,40% (Figura 26A/B).

Figura 26 - Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) (B)
sobre 0 nimero de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) (B) sobre o
nimero de contor¢Bes abdominais induzidas por acido acético. Grupos: controle- C (0,1 mL/10g/v.0.),
indometacina-1 (10mg/ kg / s.c.), OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/ kg/v.0.) (A) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/
kg/v.0.) (B). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo:
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***p<0,001; ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica; ANOVA seguida do Teste
de Dunnet’s com multiplas comparacGes.

O 4cido acético provoca o aumento de prostaglandinas (PGE2 e PGF»,) na cavidade
peritoneal (DERAEDT et al., 1980) e dor inflamatoria (AMICO-ROXAS et al., 1984), além de
uma irritacdo local através da injecédo intraperitoneal, favorecendo a liberacdo de mediadores,
dentre eles: substancia P, bradicinina, prostaglandinas, e citocinas pro-inflamatorias (IL-1, IL-
6, IL-8 e TNF-a) (COUTO et al., 2011).

Os farmacos anti-inflamatdrios como, por exemplo, a indometacina, inibem a ciclo-
oxigenase em tecidos perifericos e modificam o mecanismo de transducdo de nociceptores do
aferente priméario (DANIEL et al., 2009).

O constituinte majoritario da espécie em estudo, o 1,8-cineol, apresentou efeito
antinociceptivo ao reduzir o nimero de contor¢des abdominais (SANTOS; RAO, 2000).
Estudos recentes com espécies pertencentes ao género Croton demostram acao antinociceptiva:
Croton argyrophylloides (CELEDONIO, 2008), Croton sonderianus (AMARAL, 2004),
Croton urucurana (CORDEIRO, K. W. et al., 2016), Croton guatemalensis Lotsy (CARMEN;
DEL et al., 2016) e Croton crassifolius (ZHAO et al., 2012).

O tratamento com o OEFC e COEFC causaram efeito antinociceptivo ao reduzir o
numero de contor¢des abdominais. No entanto, 0 COEFC apresentou acdo mais significativa
do que o OEFC isolado, quando avaliado em relacdo ao nimero de contorcGes. Este dado sugere
que doses menores de complexos de inclusdo apresentam resultados mais significativos,
demostrando ser uma nova alternativa terapéutica e reforcam os estudos mais atuais
(QUINTANS-JUNIOR et al., 2013; QUINTANS et al., 2013) que afirmam resultados mais
expressivos do efeito antinociceptivo de complexos de inclusdo em relacdo a éleos essenciais e

monoterpenos isolados.

5.6.2 Teste da formalina a 2,5%

O teste de nocicepcdo induzido pela formalina é considerado um método de eficécia,
confiabilidade e sensibilidade a diversas substancias analgésicas, apresentando duas fases de
mecanismos de nocicepgdo distintos. A primeira fase (0 - 5 minutos), caracterizada de dor
neurogénica e associada a estimulagdo quimica direta dos nociceptores das fibras aferentes do
tipo C e Ad (em parte), tem relagdo com a liberagdo de aminoacidos excitatorios, substancia P,

oxido nitrico e outros. A segunda fase (15 - 30 minutos) é definida como dor inflamatoria,
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periodo este que ocorre a liberagdo de varios mediadores pro-inflamatorios, dentre eles as
prostaglandinas (PGs), bradicinina, histamina e serotonina (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

Na primeira fase (neurogénica/0 - 5 minutos), o tratamento por via oral com OEFC (25,
50, 100 e 200 mg/kg) reduziu significativamente o tempo de lambedura da pata injetada com
formalina, quando comparado ao controle, em 59,1; 66,55; 69,55 e 66,86%, respectivamente
(Figura 27A), e o COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) em 67,45; 63,28 e 54,02%,
respectivamente (Figura 27C). A indometacina (10 mg/kg) e a morfina (5 mg/kg), ambas por
via subcuténea, reduziram significativamente em 43,57 e 91,34%, respectivamente (Figura 27
A/C).

Com relagdo a segunda fase (inflamatoria/15 - 30 minutos), o OEFC (25, 50, 100 e 200
mg/kg/v.0.) produziu uma consideravel reducdo de 66,86; 73,68; 84,79 e 85,96%,
respectivamente (Figura 27B), e o COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) em 78,16; 79,91 e
68,03%, respectivamente (Figura 27D). Os controles positivos, ambos administrados por via
subcutanea, a morfina (5 mg/kg) e a indometacina (10 mg/kg), foram capazes de diminuir de
maneira expressiva em 100 e 93,96%, respectivamente (Figura 27 B/D), o tempo de lambedura

da pata quando comparado ao controle.

Figura 27- Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o
tempo de lambedura da pata no teste da formalina em camundongos. Primeira fase (A/C); segunda fase (B/D).
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).
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Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) sobre o tempo de
lambedura da pata no teste da formalina em camundongos. Primeira fase (A/C); segunda fase (B/D). Grupos:
controle- C (0,1 mL/10g/v.0.), indometacina- | (10 mg/kg/ s.c.), morfina- M (5 mg/kg/ s.c.), OEFC (25, 50, 100 e
200 mg/ kg/v.0.) (A/B) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) (C/D). Valores representam a média + E.P.M.
(erro padrao da média) para grupos de 6 animais.). Sendo: ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle;
Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com mdltiplas comparacGes.

A morfina é um agonista dos receptores opioides, considerado um analgésico classico e
muito potente que age inibindo a resposta a estimulos dolorosos (HILAL-DANDAN;
BRUNTON, 2015). Conforme citado anteriormente, a indometacina é um anti-inflamatorio que
inibe a sintese prostaglandinas, responsaveis pelo desencadeamento da dor inflamatoria
caracterizada por hiperalgesia (LAPA et al., 2003).

O constituinte majoritario da espécie em estudo, o 1,8-cineol, apresentou atividade
antinociceptiva ao inibir de forma relevante o tempo de resposta (lamber a pata) em ambas as
fases (SANTOS; RAO; OTHERS, 2000). Com relacdo ao género, alguns estudos corroboram
o efeito antinociceptivo demonstrado no nosso estudo, como as espécies de Croton
adamantinus Mull. Arg. (XIMENES et al., 2013), Croton cordiifolius Baill. (NOGUEIRA et
al., 2015), Croton zehntneri (OLIVEIRA et al., 2001) e o dleo essencial das folhas de Croton
sonderianus (SANTOS et al., 2005).

Na primeira e na segunda fase do teste de formalina, o tratamento com OEFC e COEFC,
em todas as doses, apresentou efeito antinociceptivo; ndo obstante, ndo houve diferenca
significativa entre as doses testadas. O efeito pode estar possivelmente associado a presenga do
1,8-cineol, que apresenta atividade antinociceptiva comprovada na literatura. E importante
ressaltar que o efeito antinociceptivo do OEFC e COEFC do teste de formalina contribui com
a acdo no ensaio de contor¢des abdominais, inclusive em relacdo ao efeito mais expressivo do
COEFC na sua menor dose em relacdo ao OEFC isolado. O efeito antinociceptivo do OEFC e
do COEFC entre os ensaios de contor¢des abdominais e teste de formalina se diferem apenas

do local e do estimulo quimico.

5.6.3 Placa quente

O teste de placa quente consiste na colocagdo do animal sobre uma superficie aquecida
de temperatura (52 - 54°C + 0,5°C), sendo a intensidade da resposta nociceptiva ao estimulo
térmico associada ao tempo de laténcia (em segundos) (LAPA et al., 2003) e de levantar ou
lamber as patas (TITA et al., 2001). O teste de placa quente tem por objetivo avaliar o efeito

analgésico de algumas substancias por mecanismos centrais, utilizando-se na avaliacdo de
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farmacos opioides, entre outras, com efeito central como os sedativos e hipnoéticos (AL-
GHAMDI, 2001; HIRUMA-LIMA et al., 2000).

No teste de placa quente, o tratamento com o OEFC por via oral nas doses de 25, 50,
100 e 200 mg/kg aumentou o tempo de permanéncia na placa em 88,51; 47,65; 58,51 e 88,25%,
respectivamente (Figura 28A) e com 0 COEFC nas doses de 8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg em 92,16;
68,27 e 79,5%, respectivamente (Figura 28B) quando comparado ao grupo controle no intervalo
de tempo de 30 até 180 minutos. A morfina (5 mg/kg/s.c.), utilizada como controle positivo,

aumentou o tempo de laténcia na placa em 92,16% (Figura 28 A/B).

Figura 28 - Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) (B)
sobre o tempo de laténcia na placa quente.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Efeito do OEFC (25, 50, 100 e 200 mg/kg/v.0.) (A) e do COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/kg/v.0.) (B) sobre o tempo
de laténcia na placa quente. Grupos: controle- C (10 mg/kg/v.o0.), morfina- M (6 mg/kg/ s.c.), OEFC (25, 50, 100
e 200 mg/kg/v.0.) (A) e COEFC (8,35; 41,75 e 83,5 mg/ kg/v.0.) (B). Valores representam a média £ E.P.M.
(n=6/grupo). Sendo: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle;
Anélise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Dunnett’s com multiplas comparag6es.

Estudo realizado por Liapi e colaboradores (2007) descrevem a acao antinociceptiva do
1,8-cineol nos modelos de placa quente (hot plate) e retirada de cauda (tail flick). Com relagao
as pesquisas envolvendo a atividade antinociceptiva e o género, algumas espécies tém efeitos
comprovados na literatura: Croton zehntneri (OLIVEIRA et al., 2001), Croton nepetaefolius
(ABDON et al., 2002) e Croton cajucara (BIGHETTI et al., 1999).

O efeito antinociceptivo de acao central do OEFC e do COEFC no teste de placa quente
em todas as doses testadas corrobora com o efeito do OEFC e do COEFC no ensaio de
contorcBes abdominais e no teste de formalina, principalmente na primeira fase da formalina,
sugerindo que o OEFC e o COEFC apresentam atividade antinociceptiva de acdo central.
Contudo, mesmo com acao antinociceptiva comprovada, é importante investigar as vias de
sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC e do COEFC a partir dos
seguintes sistemas: opioide, colinérgico, glutamatérgico, adenosinérgico, vanildide,
dopaminérgico, dos receptores al ¢ a2 adrenérgico, das vias serotoninérgica ¢ da via do Oxido

nitrico).
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5.6.4 Vias de sinalizacdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva do OEFC e do COEFC
(opioide, colinérgica, al e a2 adrenérgica, serotoninérgica, oxido nitrico, adenosinérgica,

dopaminérgica, glutamatérgica e vaniloide)

O sistema opioide apresenta acdo analgésica através dos receptores mu, delta e kappa
(GAVERIAUX-RUFF, 2013) acoplados a proteina G, que agem inibindo os canais de Ca®*,
bloqueando a fosforilacdo das proteinas, reduzindo a liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, ativando os canais de K™ e, consequentemente, diminuindo o estimulo nociceptivo
(SCHUMACHER; BASBAUM; WAY, 2012). A morfina € um agonista dos receptores
opioides p, inibindo os estimulos dolorosos (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Apesar
disso, a naloxona (antagonista) promove o blogueio dos receptores opioides (VALE, DO, 2000)
favorecendo a resposta dolorosa.

Em relacéo a participacdo no sistema opioide, o tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.0.),
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e morfina (agonista opioide) reduziu expressivamente o tempo de
lambedura da pata injetada com formalina quando comparado ao controle em 60,3; 67,69 e
91,08%, respectivamente, demonstrando uma a¢do antinociceptiva; porém, quando 0s animais
foram tratados com naloxona (antagonista opioide) previamente (15 minutos), ocorreu uma
reversdo do efeito antinociceptivo de OEFC, COEFC e morfina, comprovando que a acéo
envolve o sistema opioide (Figura 29).

Os dados apresentados contribuem com resultados anteriores do teste de formalina e
placa quente, em que se verificou a acdo antinociceptiva central do OEFC e do COEFC. Assim,
podemos sugerir que tanto o OEFC como o COEFC podem ativar os receptores opioides,

agindo como agonista do sistema opioide.

Figura 29 - Envolvimento do sistema opioide na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcédo de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).
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Envolvimento do sistema opioide na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) na nocicepgdo de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1 mL/10g/v.o.,
morfina (5 mg/kg/ s.c.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e administragdo prévia com naloxona
(4 mg/kg i.p.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo:
****n<0,0001 quando comparado ao grupo controle; #p<0,05, ####p<0,0001, ###p<0,001 quando comparado
antagonista + agonista vs agonista. Andlise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s com mdltiplas
comparagoes.

No sistema colinérgico, a acetilcolina (agonista) atua através dos receptores
muscarinicos M1, M3z e Ms acoplados a proteinas Gq e, nos Mz e My, a proteina Gi, diminuindo
o influxo de Ca®* e a liberacdo de mediadores excitatorios, favorecendo a ativacdo dos canais
de K+, induzindo a hiperpolarizagéao e, consequentemente, favorecendo o efeito antinociceptivo
(HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015).

Na investigacao do sistema colinérgico, o pré-tratamento com atropina (antagonista nao
seletivo), 15 minutos antes da administracdo de OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) e acetilcolina (agonista colinergico), reverteu a agdo antinociceptiva de ambos 0s
grupos tratados. O OEFC (25 mg/kg/v.0.), o COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e a acetilcolina
demonstraram reducdo significativa do tempo de lambedura da pata injetada com formalina em
49,75; 64,6 e 48,6%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (Figura 30).

Os dados apresentados na Figura 30 sugerem que o0 OEFC e o COEFC podem agir
também como um provavel agonista de receptores muscarinicos acoplados a proteina Gg/Gi,

visto que sua acdo antinociceptiva sofre reversdo na presenca do antagonista.

Figura 30 — Envolvimento do sistema colinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento do sistema colinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1 mL/10g/v.0.),
OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e acetilcolina (1 mg/kg/ i.p.) e administracdo prévia com
atropina (1 mg/kg/ i.p.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais.
Sendo: ****p<0,0001 quando comparado com o controle negativo; #p<0,05, ###p<0,001 quando comparado
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antagonist~a + agonista vs agonista Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey's com mdltiplas
comparacoes.

A ativagdo dos receptores a-1 adrenérgicos apresentam efeitos antinociceptivos
(KAUCHI, 2012), agindo consideravelmente na analgesia adrenérgica no teste de formalina
(TASKER; CONNELL; YOLE, 1992), enquanto o antagonista — prazosina - reduz esses efeitos
(OTSUKA et al., 2001), promovendo estimulo doloroso.

Na Figura 31, em relacédo a participagdo envolvendo os receptores a-1 adrenérgicos, o
tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e fenilefrina (agonista al)
promoveu efeito antinociceptivo ao reduzir significativamente o tempo de lambedura da pata
injetada com formalina a 2,5% na primeira fase, quando comparado ao grupo controle em
51,94; 66,48 e 98,65%, respectivamente.

O tratamento prévio com o0 antagonista do receptor al-adrenérgico (prazosina) nédo
reverteu o efeito antinociceptivo do OEFC e COEFC, entretanto, demonstrou efetividade ao

reverter a acdo da fenilefrina.

Figura 31 - Envolvimento do receptor a-1 adrenérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e
do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepgao de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

razosinat OEFC
20 P

COEFC

SEEERNEL

prazosina+ COEFC

Envolvimento do receptor a-1 adrenérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC
(8,35 mg/kg/v.0.) na nocicep¢do de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1
mL/10g/v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), fenilefrina (agonista al; 10 mg/kg i.p.) e
administracdo prévia com prazosina (0,15mg/kg i.p.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da
média) para grupos de 6 animais. Sendo: ****p<0,0001 quando comparado com o controle; ##p<0,01 quando
comparado ao antagonista + agonista vs agonista. Andlise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey's com
multiplas comparacGes.

A via a2-adrenérgica age por meio dos receptores a2 que estdo ligados a uma proteina
G (Gi) que, ao serem ativados, inibe a adenilciclase, reduz o nivel de AMPc intracelular (VALE,
DO, 2000) e bloqueia o influxo de Ca?*, promovendo a ativagdo dos canais de K* e,
consequentemente, inibindo a transmissao da dor (CARVALHO; LEMONICA, 1998).
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Com relacdo ao receptor a-2 adrenérgico, o pré-tratamento com ioimbina (antagonista
a-2), 15 minutos antes da administracdo de OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.)
e clonidina (agonista a2), reverteu a acdo antinociceptiva de ambos. O OEFC, o COEFC e a
clonidina apresentaram reducdo expressiva do tempo de lambedura da pata injetada com
formalina em 55,22; 65,07 e 90,14%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle
(Figura 32).

Diante dos resultados apresentados, a reversao da acdo antinociceptiva do OEFC e do
COEFC, promovida pela ioimbina, demonstra uma acdo semelhante quando associada ao
agonista do receptor a-2 adrenérgico (clonidina), o que colabora para uma possivel acdo
agonista de OEFC e COEFC sobre os receptores o2-adrenérgicos. Desse modo, podemos
sugerir que 0 OEFC e o COEFC atuam na ativagdo dos receptores a2-adrenérgicos, porém, nao

atuam em receptores al-adrenérgicos.

Figura 32 — Envolvimento do receptor -2 adrenérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e
do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepgao de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

FEZORNEL

Envolvimento do receptor -2 adrenérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC
(8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepgdo de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1
mL/10g/v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.), clonidina (0,1 mg/kg i.p.) e administracdo prévia
com ioimbina-I (0,15 mg/kg i.p.). Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6
animais. Sendo: ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle; ##p<0,01; ###p<0,001; ###Hp<0,0001
guando comparado ao antagonista + agonista vs agonista. Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s
com multiplas comparaces.

O oxido nitrico é um mediador indireto da resposta inflamatoria que auxilia nos eventos
vasculares e celulares. Portanto, uma vez que ocorre a inibicio da iNOS (Oxido Nitrico Sintase
Indutiva), que reduz a produgdo desse mediador e, possivelmente, minimiza os efeitos

inflamatdrios, consequentemente também diminui a resposta indireta a dor (SHIH et al., 2017).
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Na Figura 33, observamos a participacdo da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc, em
que o pré-tratamento com L-arginina (substrato da NOS), 15 minutos antes do OEFC (25
mg/kg/v.0.), do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e do L-NOARG (inibidor do Oxido Nitrico Sintase
- NOS), reverteu o efeito antinociceptivo. O OEFC, o COEFC e o L-NOARG reduziram o
tempo de lambedura da pata injetada com formalina em 47,72; 60,22 e 64,77%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle.

O efeito antinociceptivo do OEFC e COEFC envolve participagdo na via da L-
arginina/Oxido Nitrico/GMPc, uma vez que o OEFC e COEFC tiveram sua atividade
antinociceptiva revertida pela acdo da L-arginina, substrato que promove a liberagédo e produgéo

de dxido nitrico e consequentemente, o estimulo doloroso.

Figura 33 — Envolvimento da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc na atividade antinociceptiva do OEFC (25
mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepg¢do de pata induzida por formalina em camundongos.
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Envolvimento da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1
mL/10g/v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e L-NOARG (75 mg/kg, i.p.) e a administracdo
prévia com L-Arginina (600 mg/kg i.p.). Valores representam a média = E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos
de 6 animais. Sendo: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001 quando comparado ao grupo controle. #p<0,05;
##p<0,01; ####p<0,0001 quando comparado ao antagonista + agonista vs agonista. Analise estatistica: ANOVA
seguida do Teste de Tukey’s com maltiplas comparagdes.

Na Figura 34, o tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.o.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e 0
vermelho de ruténio (antagonista TRP ndo seletivo) reduziu significativamente o tempo de
lambedura da pata injetada com capsaicina em 42,61; 49,83 e 98,70%, quando comparado ao
grupo controle, certificando a participacdo no sistema vaniloide.

No que diz respeito a via dos receptores vanildides, sugere-se que o OEFC e o0 COEFC
podem ser possiveis antagonistas desses receptores, reduzindo a liberagio de Ca®* e o estimulo

excitatorio. Assim, a acdo antinociceptiva do OEFC e do COEFC envolve participacdo no
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sistema vanildide e corrobora com os dados apresentados no ensaio de placa quente, em razao

de ambos ativarem os receptores vanildides.

Figura 34 - Envolvimento do sistema vanil6ide na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por capsaicina em camundongos.

60
N

[ 1 controle

o 407 *k ok Il Vermelho de ruténio

o * kK k

; ESY OEFC

I N

. NN coEeFrc

* Kk k

Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento do sistema vanildide na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) na nocicep¢do de pata induzida por capsaicina em camundongos. Grupos: controle (0,1 mL/10g/v.0.),
OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e vermelho de ruténio (3 mg/kg, i.p.). Valores representam a
média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo: ****p<0,0001; ***p<0,001 quando
comparado ao grupo controle; Andlise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey's com mdltiplas
comparagoes.

As vias serotoninérgicas no sistema nervoso central sdo reguladas através da liberacéo
de 5-HT (serotonina) (LAU; SCHLOSS, 2012), que exerce efeito inibitdrio na transmissdo
nociceptiva nos neurdnios por meio dos receptores 5-HT1, 5- HT2 e 5-HT3 (MILLAN et al.,
1995) que, ao serem ativados, aumentam o0s niveis de serotonina e exibem resposta
antinociceptiva (BOBINSKI et al., 2015).

Na investigacao da participacdo das vias serotoninérgicas, o tratamento com OEFC (25
mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) demonstrou efeito antinociceptivo em 46,35 e 58,06%.
No entanto, a agdo antinociceptiva de ambos nédo sofreu reversao quando associada ao inibidor
da sintese de serotonina, o PCPA (p-clorofenilalanina), ou seja, o efeito antinociceptivo do

OEFC e do COEFC ndo demonstraram participacdo na via serotoninérgica (Figura 35).
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Figura 35 - Envolvimento das vias serotoninérgicas na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcéao de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento das vias serotoninérgicas na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.o.) e do COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1 mL/10g/v.0.),
OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e PCPA (100 mg/kg i.p.). Valores representam a média + E.P.M.
(erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo: *p<0,05; **p<0,01 quando comparado ao grupo controle;
Anélise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s com multiplas comparagdes.

A dopamina promove supressdo da dor através dos receptores dopaminérgicos
(HAGELBERG et al., 2004; WOOD, 2008), principalmente D2, podendo ser pelos D3 e D4
acoplados a proteina Gi, inibindo os canais de Ca?* e aumentando os niveis de K+ intracelular
(KELLENDONK et al., 2006; MISSALE et al., 1998). No entanto, este feito antinociceptivo
pode ser inibido apds a administracdo do antagonista haloperidol (LIN et al., 1981).

Na Figura 36, o tratamento com o OEFC (25 mg/kg/v.0.) e com o COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) reduziu de forma expressiva o tempo de lambedura da pata injetada com formalina
qguando comparado ao controle, em 58,38 e 66,13%, respectivamente. Todavia, o haloperidol
(antagonista ndo-seletivo dos receptores de dopamina) ndo modificou o efeito antinociceptivo
do OEFC e do COEFC, o que justifica possivelmente que a a¢do antinociceptiva de ambos nédo

tém o efeito ndo envolve a participacdo no sistema dopaminérgico (Figura 36).
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Figura 36 - Envolvimento do sistema dopaminérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento do sistema dopaminérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35
mg/kg/v.0.) na nocicepc¢do de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1 mL/10g/v.0.),
OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e administracdo prévia com haloperidol (0,2 mg/kg i.p.).
Valores representam a média + E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo: ****p<0,0001
quando comparado ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s com mltiplas
comparagoes.

Os receptores adenosinérgicos sao acoplados a proteina Gi e atuam através da reducgéo
do AMPc intracelular, promovendo a abertura dos canais de potassio, 0 que propicia a
hiperpolarizacdo, inibindo a abertura dos canais de calcio, diminuindo, assim, a liberacdo de
neurotransmissores e, consequentemente, o estimulo doloroso. A cafeina tem agdo sobre o
sistema nervoso central, antagonizando de forma ndo seletiva os receptores de adenosina Al,
A2ae A3 (CARRILLO; BENITEZ, 2000), promovendo o aumento do 3,5-AMP-ciclico através
dainibicdo da fosfodiesterase (SHI; PADGETT; DALY, 2003) e liberacdo de célcio intracelular
(SHI; PADGETT; DALY, 2003).

O tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) reduziu de forma
significativa o tempo de lambedura da pata injetada com formalina, ambos em 67,69%, quando
comparado ao grupo controle. Contudo, o pré-tratamento com cafeina (antagonista ndo seletivo
dos receptores de adenosina Al e A2a) néo reverteu a atividade antinociceptiva exercida pelos
OEFC e COEFC (Figura 37).
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Figura 37 - Envolvimento do sistema adenosinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e
do COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepgao de pata induzida por formalina em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento do sistema adenosinérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC
(8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por formalina em camundongos. Grupos: controle (0,1
mL/10g/v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e cafeina (10 mg/kg/i.p.) Valores representam
a média = E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo, ****p<0,0001 quando comparado
ao grupo controle; Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s com multiplas comparacdes.

O glutamato é um neurotransmissor excitatorio que tem acao nociceptiva pela ativacdo
dos receptores AMPA (Acido a-amino-3-hidorxi-5-meitl-4-isoxazol propidnico) e NMDA
(Acido N-Metil-D-Aspartico), permitindo a passagem de Na* e Ca**, promovendo o potencial
de acdo e, posteriormente, a resposta nociceptiva (SCHUMACHER; BASBAUM; WAY,
2012).

O tratamento com OEFC (25 mg/kg/v.0.) e COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) ndo reduziu de
forma significativa o tempo de lambedura da pata injetada com glutamato quando comparado
ao grupo controle. No entanto, o &cido ascorbico (antagonista dos receptores de NMDA)
reduziu significativamente em 58,78%, demonstrando efetividade na sua ag&o. Os resultados
comprovam que o efeito antinociceptivo do OEFC e do COEFC nao envolve a participacdo do

sistema glutamatérgico (Figura 38).



103

Figura 38 - Envolvimento do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do
COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcao de pata induzida por glutamato em camundongos.
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Fonte: Elaborada pela autora (2017).

Envolvimento do sistema glutamatérgico na atividade antinociceptiva do OEFC (25 mg/kg/v.0.) e do COEFC
(8,35 mg/kg/v.0.) na nocicepcdo de pata induzida por glutamato em camundongos. Grupos: controle (0,1
mL/10g/v.0.), OEFC (25 mg/kg/v.0.), COEFC (8,35 mg/kg/v.0.) e acido ascérbico (100 mg/kg i.p.). Valores
representam a média = E.P.M. (erro padrdo da média) para grupos de 6 animais. Sendo: *p<0,05 quando
comparado ao grupo controle. Analise estatistica: ANOVA seguida do Teste de Tukey’s com miultiplas
comparagoes.

O 1, 8-cineol é considerado um antagonista raro natural dos receptores TRPA1, posto
que apresentou 0 mecanismo de ativar o TRPMB8 e inibir o TRPA1 (TAKAISHI et al., 2012).
O TRPMB8 € considerado um mediador que promove a analgesia na dor aguda e inflamatoria
(LIU et al., 2013). Este estudo corrobora com o nosso trabalho e sugere que a acdo do OEFC e
do COEFC, envolvendo a participacdo do sistema vanildide, tem influéncia da acdo do
constituinte majoritario 1,8-cineol.

Em estudo realizado por Vidal et al., (2017), a espécie de Croton rhamnifolioides
apresentou efeito gastroprotetor envolvendo o sistema opioide e a via do Oxido nitrico,
resultados estes que contribuem com 0 nosso estudo.

Alguns estudos com espécies do género Croton e o0 envolvimento dos possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na resposta antinociceptiva também coadjuvam com a nossa
pesquisa, como, por exemplo: o 6leo essencial de Croton conduplicatus (OLIVEIRA JUNIOR
et al., 2017) e Croton argyrophyllus Kunth (RAMOQOS, J. M. de O. et al., 2017).

Nos ensaios anteriores, 0 OEFC e o COEFC apresentaram efeito antiedematogénico,
inibindo as vias da histamina e o AA, bem como da carragenina e dextrana, e efeito anti-
inflamatdrio, através dos modelos de permeabilidade vascular e lesdo granulomatosa. Estes
efeitos envolvendo o processo inflamatorio estdo associados a acdo antinociceptiva do OEFC e
do COEFC, uma vez que a dor estd relacionada com acdo de mediadores. O efeito



104

antinociceptivo do OEFC e do COEFC envolve a participacdo dos sistemas opioide,

colinérgico, vanildide, da via L-Arginina/NO e do receptor a-2 adrenérgico.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou na caracterizacdo quimica do dleo essencial das folhas de
Croton rhamnifolioides o monoterpeno 1,8-cineol como constituinte majoritario. A técnica de
complexacgéo por co-evaporagiao do OEFC com B-ciclodextrina (COEFC) resultou em melhores
rendimentos, confirmada pelas analises de DSC, TG, Karl Fisher e MEV.

Na pesquisa de toxicidade aguda ndo clinica utilizando dose Unica oral de 2000 mg/kg,
foi observado que o OEFC e 0 COEFC ndo produziram nenhum sinal clinico de toxicidade ou
morte nos animais, demostrando baixa toxicidade. No modelo de edema de orelha induzido pela
aplicacdo unica tdpica de 6leo de créton, somente OEFC e 1,8 cineol demostraram atividade
antiedematogeénica topica, entretanto, OEFC, 1,8 cineol e COEFC apresentaram efeito anti-
inflamatorio na fase aguda nos diferentes modelos de edema de pata, inflamag&o subcrdnica no
ensaio de lesdo granulomatosa e permeabilidade vascular por extravasamento de azul de Evans.
Estes resultados mostraram que 0 mecanismo de a¢do envolvendo a via da histamina e do &cido
araquidénico forneceram evidéncias da participacdo do 1,8-cineol como um dos constituintes
responsavel pelo efeito.

Com relagdo a atividade a respeito do sistema nervoso central, 0 OEFC e 0 COEFC néo
alteraram a atividade exploratéria e nem a coordenacdo motora, sugerindo que nao existe
nenhuma acao depressora ou excitatoria no SNC. O OEFC e o COEFC demonstraram atividade
antinociceptiva (central e periférica) nos diferentes modelos estudados, cuja a¢do envolve a
participacdo dos sistemas opioide, colinérgico, vanildide, da via L-Arginina/NO e do receptor
a-2 adrenérgico.

Os dados relatados sugerem o potencial terapéutico do 6leo essencial ou complexo com
B-ciclodextrina (COEFC) como fonte para o desenvolvimento de novos agentes anti-
inflamatorios e antinociceptivos de interesse de clinicos e aplicag@es no tratamento de doencas,
uma vez que o complexo do 6leo essencial com doses menores apresentou resultados

significativos, demostrando ser uma nova opcao terapéutica.
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