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RESUMO

A utilizacdo de plantas tem seus principios oriundos da medicina tradicional. O
género Croton € conhecido pela presenca de espécies ricas em metabdlitos
secundarios biologicamente ativos. Croton cordiifolius Baill. € um arbusto conhecido
como quebra faca encontrado no interior de Pernambuco e utilizado pela populagéo
local para diversos fins. Contudo ndo ha estudos que comprove seus efeitos. O
presente estudo iniciou-se por um inquérito etnobotanico realizado na area Rural do
semiarido Pernambucano, ocasido em que o quebra faca foi citado principalmente
como anti-inflamatorio e cicatrizante. Portanto foi decido avaliar a toxicidade aguda,
atividade anti-inflamatoéria tépica, cicatrizante, antimicrobiana e antinociceptiva do
O0leo essencial extraido das folhas frescas desta espécie. Espécimes de C.
cordiifolius foram coletados, e uma exsicata depositada no herbario do Instituto
Agronémico de Pernambuco. O 6leo essencial foi extraido por hidrodestilacdo e sua
composicdo determinada por cromatografia a gas acoplada a espectrometro de
massa. Para os ensaios in vivo foram utilizados camundongos (2-4 meses) e para
atividade antimicrobiana in vitro cepas de bactérias isoladas de feridas. Analise
guimica do Oleo essencial evidenciou, como constituintes majoritarios, o 1,8-cineol e
o o-felanfreno. O Oleo essencial de Croton cordiifolius (OECc) apresentou baixa
toxicidade (DL50 >1000 mg/kg), atividade anti-inflamatéria tépica no edema de
orelha induzido por 6leo de Croton e acido araquiddnico, bem como em feridas
excisioniais. Nas quais também estimulou a angiogénese e deposicdo de colageno.
Quanto a atividade antinociceptiva, o OECc promoveu reducdo do numero de
contor¢des abdominais por acido acético e no tempo de lambida de pata em ambas
as fases do teste da formalina, evidenciando seu efeito antinociceptivo, que se
mostrou independente da via dos opioides e dos receptores TRPV-1, com
participacdo do sistema glutamatérgico. Estes dados evidenciam o potencial
farmacologico desta espécie no processo cicatricial, assim como na reducao da dor

e atenuacao da inflamacgéo.

Palavras-Chave: Croton cordiifolius. Oleo essencial. Produtos naturais. Nocicepcao.

Inflamacéo. Cicatrizacao.



ABSTRACT

The use of plants has derived its principles from traditional medicine. Croton genus is
known for the presence of species rich in biologically active secondary metabolites.
Croton cordiifolius Baill. is a shrub known as “quebra faca” found in the state of
Pernambuco and used by local people for various purposes . However, there are no
studies to prove its effects. This study started by an ethnobotanical survey in a rural
area of semiarid region of Pernambuco, in which “quebra faca” was cited mainly as
anti-inflammatory and wound healing. So, it was decided to assess the acute toxicity,
topical anti-inflammatory, wound healing, antibacterial and antinociceptive activities
of the essential oil extracted from the fresh leaves of this species. Specimens of C.
cordiifolius were collected, and a voucher specimen deposited in the herbarium of the
Agronomic Institute of Pernambuco. The essential oil was extracted by
hydrodistillation and its composition determined by gas chromatography to a mass
spectrometry gas. For in vivo testing mice (2- 4 months) and for in vitro antimicrobial
activity, clinical isolated from wounds were used. Chemical analysis of the essential
oil showed, as major constituents, 1,8-cineole and a-phellandrene. The essential oil
from Croton cordiifolius (EOCc) showed low toxicity (LD50 > 1000 mg/kg) , topical
anti-inflammatory activity in the ear edema induced by croton oil and arachidonic acid
as well as in excisionial wounds, in which also stimulated angiogenesis and collagen
deposition. Regarding antinociceptive activity, EOCc reduced the number of writhing
induced by acetic acid and the licking time in both phases of the formalin test,
showing its antinociceptive effect, with no involvement of opioid system and vanilloid
receptors (TRPV-1), and participation of the glutamatergic system. These data show
the pharmacologic potential of this specie in wound healing process, as well as in

pain and inflammation reduction.

Keywords: Croton cordiifolius. Essential oil. Natural products. Nociception.

Inflammation. Healing.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo de produtos naturais, sejam eles provenientes de plantas, animais
ou micro-organismos, é uma pratica milenar que surgiu nas primeiras civilizacées a
partir da necessidade de tratar seus males (DOURADO; DOCA; ARAUJO, 2005;
MOREIRA et al., 2002).

O grande conhecimento adquirido pelos primitivos e indigenas sobre os
produtos naturais, especialmente de origem vegetal, foi repassado de geragdo em
geracdo e, embora muito tenha se perdido, continua sendo uma alternativa
terapéutica utilizada até hoje, principalmente pelas comunidades com pouco acesso
aos medicamentos industrializados (DEVIENNE; RADDI; POZETTI, 2004; RATES,
2001; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Esse conhecimento tradicional sobre a utilizacdo de plantas medicinais é
considerado uma importante fonte de informacbes para pesquisas cientificas,
aumentando a eficiéncia do processo de investigacdes e encurtando o tempo de
desenvolvimento de uma nova droga (BENINI et al., 2010; FUNARI; FERRO, 2005;
MACIEL et al., 2002).

Dentre a diversidade de plantas encontradas no Brasil, as espécies do género
Croton recebem destaque quanto ao potencial medicinal. Pois sdo conhecidas por
serem ricas em metabdlitos secundarios biologicamente ativos, havendo predominio
de terpenoides, incluindo 6leos volateis contendo mono e sesquiterpenoides, além
de compostos fendlicos como flavonoides, ligninas e pro-antocianidinas, e ainda
diferentes classes de alcaloides (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

Diversas aplicacdes tém sido descritas para o género Croton, com destaque
para atividades hipolipemiantes, cicatrizante de feridas, protetora gastrica, anti-
inflamatéria, antinociceptiva, antibacteriana, antidiarreica, antioxidante, antimalarica
e anti-hipertensiva (SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007), muitas das quais ja
foram estudas e comprovadas para algumas espécies (BIGHETTI et al.,, 1999;
OLIVEIRA et al., 2001; SANTOS et al., 2005).
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Esse género tem uma expressiva representacdo na flora de Pernambuco,
com um elevado numero de espécimes de complexa morfologia (SILVA; SALES,;

CARNEIRO-TORRES, 2009), algumas com pouco ou nenhum estudo farmacolégico.

A espécie Croton cordiifolius Bail é frequentemente encontrada em regides de
tabuleiro no interior do Estado de Pernambuco e é utilizada com base no
conhecimento empirico da populacdo, pois ndo ha estudos que relatem suas

propriedades terapéuticas ou sua toxicidade.

Diante dos relatos populares sobre os diferentes usos das espécies do género
Croton, assim como a caréncia de estudos que avalie estes efeitos atraves de
ensaios adequados, o presente trabalho busca investigar alguns dos efeitos

biolégicos atribuidos a espécie Croton cordiifolius Bail pela populacéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Plantas Medicinais

2.1.1 Consideracdes Gerais

Paises com rica biodiversidade e conhecimentos tradicionais, como é o caso
do Brasil, possuem grande potencial para a utilizagdo dos produtos naturais como
terapéutica, bem como para a realizacdo de pesquisas que fortalecam sua utilizagcéo
(BRASIL, 2006; FUNARI; FERRO, 2005; SILVA, 2008).

A utilizacao de produtos naturais, especialmente as plantas medicinais, € uma
pratica que surgiu nas primeiras civilizacdes e, durante muito tempo, foi a Unica
alternativa terapéutica utilizada para o tratamento de enfermidades. Porém, era
baseada apenas no conhecimento empirico (MACIEL; MOREIRA et al., 2002;
PINTO; VEIGA JR, 2002).

Estimativas do ministério do meio ambiente sugerem que as populacdes
indigenas brasileiras dominavam a aplicacdo de cerca de 1300 plantas medicinais
(SILVEIRA, 2003).

Com o passar dos anos e o desenvolvimento da quimica de produtos
naturais, as substancias presentes em muitas plantas foram identificadas, e a partir
disso, houve um avanco no conhecimento dos componentes e das atividades

biolégicas que os produtos naturais poderiam apresentar (FUNARI; FERRO, 2005).

Desde o desenvolvimento da quimica de produtos naturais, as plantas
medicinais tém sido o recurso natural mais importante para o desenvolvimento de
drogas, e cerca de 60% dos farmacos hoje disponiveis séo direta ou indiretamente
derivados de produtos naturais. Na Tabela 1 s&o apresentados alguns exemplos
desses farmacos (FUNARI; FERRO, 2005; HONG-FANG; XUE-JUAN; HONG-YU,
2010).

O conhecimento empirico adquirido sobre o uso de plantas medicinais foi
difundido por vérias geracdes e mantido, principalmente, por comunidades rurais
(DOURADO; DOCA; ARAUJO, 2005; MACIEL; PINTO; VEIGA JR., 2002).

Atualmente, a tradicdo da utilizacdo de plantas medicinais decaiu devido ao
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Tabela 01 - Exemplos de farmacos obtidos a partir de plantas.

Farmaco

Classe terapéutica

Espécie vegetal

Acido acetilsalicilico
Artemisina
Atropina

Digoxina, digitoxina
Dicumarol
Ergotamina
Escopolamina
Fisiotigmina
Morfina, codeina
Pilocarpina
Reserpina

Taxol

Tubocurarina

Vincrisina, vimblastina

AINE

Antimalarico
Anticolinérgico
Cardiotonico
Anticoagulante
Bloqueador adrenérgico
Anticolinérgico
Antiglaucomatoso
Analgésico, antitussigeno
Antiglaucomatoso
Anti-hipertensivo
Anticancer

Blogueador neuromuscular

Antitumoral

Salix alba

Artemisia annua

Atropa belladona

Digitallis purpurea, D lanata
Melilotus officinales
Claviceps purpurea

Datura spp.

Physostigma venenosum
Papaver somniferum
Pilocarpus jaborandi
Rauwolfia spp.

Taxus brevifolia
Chondodendron tomentosum

Catharantus roseus

Fonte: Adaptado de Funari; Ferro, 2005.
AINE: Anti-inflamatério ndo esteroidal

acesso aos medicamentos industrializados. Entretanto, este conhecimento
permanece como importante fonte de informacfes para a selecdo de espécies ou
familia de plantas para pesquisas em busca de novas terapéuticas, pois guiam 0s
cientistas quanto a atividade a ser estudada, o que leva a um percentual de éxito
maior do que a escolha aleatéria de espécies para estudo (BENINE et al., 2010;

HEINRICH, 2006; MACIEL et al., 2000; YUE-ZHONG, 1998).

2.1.2 Metabolitos secundarios e 6leo essencial

As plantas sédo importantes fontes de substancias farmacologicamente ativas
pela grande variedade de espécies, mas, principalmente, pela producdo de uma
complexa variedade de metabdlitos secundéarios que sofrem variacbes de acordo
com a parte ou 6rgdo da planta, as estacdes do ano e o habitat (ESTEVAO et a,
2013; PATRA et al., 2013; TULP; BOHLIN, 2004).
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Os metabdlitos secundéarios sdo substancias produzidas pelas plantas que
ndo estdo diretamente envolvidos em seu crescimento. Todavia, conferem cor e
odor favorecendo a polinizagdo, bem como promovem protecdo contra micro-
organismos e pragas. Essas substancias sdo divididas em trés grandes grupos:
alcaloides, compostos fendlicos e terpenoides (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000; NEVES; CUNHA 2006; PATRA et al., 2013).

Os alcaloides sdo moléculas contendo nitrogénio derivadas de aminoacidos
gue protegem a planta contra micro-organismos ou ataques herbivoros. Muitos
alcaloides possuem um alto valor farmacolégico e tém sido utilizados na terapéutica,
como a viblastina, vincristina, escopolomanina, morfina e codeina (PATRA et al.,
2013). No entanto, eles também podem ser tdéxicos como o alcaloide da cicuta
(Conium maculatum) que provocou a morte do fildsofo grego Socrates (BUCHANAN;
GRUISSEM; JONES, 2000; PATRA et al., 2013).

Figura 01 - Estrutura da nicotina.

N/ CH,

Nicotina

Fonte: OLIVEIRA et al., 2011.

Ja os compostos fendlicos (Figura 02) possuem um anel aromatico ligado a
um grupo hidroxila e sao representados por fenilpropanoides, flavonoides, ligninas e
lignanas. Estes compostos conferem pigmentacdo as flores, atraem polinizadores e
protege dos raios UV e do estresse oxidativo (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES,
2000).

Os terpenoides ou terpenos sédo derivados da fusdo de unidades de cinco

carbonos ramificadas denominada de isopreno (figura 03) e apresentam uma grande
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Figura 02 - Estrutura quimica do resveratrol, um composto fendlico encontrado nas uvas roxas.

OH

HQ /

OH

Fonte: SUBBARAMAIAH et al., 1997.

variedade estrutural (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; PATRA et al.,
2013). O menor dos terpenos é formado por apenas uma unidade de isopreno e
recebe o nome de hemiterpeno (BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000;
LANGENHEIM, 1994).

Figura 03 - Unidade de isopreno

w:~;> //

/

Fonte: BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000.

Os terpendides com 10 e 15 carbonos sdo denominados de monoterpenos e
sesquiterpenos, respectivamente. Os monoterpenos chegam a corresponder a cerca
de 5% do peso seco das flores ou plantas e muitos dos sesquiterpenos atuam como
antibioticos na prépria planta (LANGENHEIM, 1994).

Os diterpenos sao formados por quatro unidades de isopreno e incluem varios
metabdlitos de importancia farmacoldgica, como o taxol, encontrado em baixissimas
quantidades no Taxus brevifolia (FUNARI; FERRO, 2005). Os triterpenos e
tetraterpenos apresentam 6 e 8 unidades de isopreno respectivamente. Os
tetraterpenos mais importantes sdo 0s carotenoides que apresentam funcoes

essenciais na fotossintese e sdo precursores da vitamina A (AMBROSIO; CAMPOS;
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FARO, 2006; BUCHANAN; GRUISSEM; JONES, 2000; LANGENHEIM, 1994).
Existem ainda os terpenoides com mais de 8 isoprenos, ou 40 carbonos, os

politerpenos.

A mistura de variados terpenoides, especificamente monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), alguns diterpenos (C20) e uma grande variedade de
hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular constituem os 6leos essenciais.
Estes sdo também chamados de fragrancias, esséncias, 0leos volateis ou etéreos e
assim denominados por serem volateis e conferir odor aromético a diversas plantas
podendo variar em sua composi¢cao de acordo com a parte da planta (BAKKALI et
al., 2008; MATOS, MATOS, 1989; NAMSA et al., 2009).

Os Oleos essenciais podem ser obtidos de diferentes partes das plantas
incluindo folhas, flores, frutos, sementes, brotos, rizomas, raizes e cascas,
principalmente de plantas aromaticas das regifes tropicais e subtropicais
(SHAABAN; EL-GHORAB; SHIBAMOTO, 2012).

Apébs a extracdo, eles se apresentam normalmente como liquidos a temperatura
ambiente, incolor ou levemente amarelado, sabor acre e picante, imisciveis em
agua, mas miscivel em solventes organicos, pouco estaveis na presenca de luz, ar,
calor e umidade sendo necessario armazena-los em local seco e fresco, em frasco
ambar fechado (MATOS, MATOS, 1989).

Aléem de conferir odor as plantas, 0 que €& essencial para a atracdo de
polinizadores, os 6leos essenciais promovem protecdo contra predadores, perda de
agua e inibicdo da germinacdo (SHAABAN; EL-GHORAB; SHIBAMOTO, 2012;
SIMOES et al., 1999).

Essas substancias tém ganhado utilizacdo crescente pela industria cosmética
em perfumes e produtos de higiene, alimenticia como condimentos e aromatizantes
de comidas e bebidas, e farmacéutica em funcdo de suas propriedades terapéuticas

e aromatizacdo de formas farmacéuticas de uso oral (MATOS, 1998).

Vérios estudos com Oleos essenciais demonstraram atividades comuns que
incluem antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana e cicatrizante (BAKKALI et al.,
2008; NAMSA et al., 2009; SHAABAN; EL-GHORAB; SHIBAMOTO, 2012).
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2.1.2 O Género Croton e a espécie Croton cordiifolius

O género Croton L. pertence a familia Euphorbiaceae e possui cerca de 1.200
espécies, 0 que o torna o segundo maior género desta familia. As espécies sao
encontradas na regido tropical e subtropical de ambos os hemisférios e a maioria
delas € encontrada nas Américas (BERRY et al., 2005; SALATINO; SALATINO;
NEGRI, 2007; SILVA et al., 2010).

O Brasil agrupa o maior numero de espécies de Croton na América do Sul,
sendo o cerrado, a caatinga e 0s campos rupestres os principais ambientes em que
estas plantas se desenvolvem (BERRY et al.,, 2005; SILVA et al.,, 2010). Em
Pernambuco foram identificadas 35 espécies do género Croton e observou-se que
dentre estas havia maior frequéncia de plantas subarbustivas e arbustivas monoicas

e em menor frequéncia das arbéreas (SILVA et al., 2010).

As espécies do género Croton vém recebendo destaque por serem ricas em
metabdlitos secundarios farmacologicamente ativos, com predominio de
terpenoides, incluindo os Oleos volateis contendo mono e sesquiterpenoides.
(SALATINO; SALATINO; NEGRI, 2007).

Diversas aplicacOes tém sido descritas para o amplo género Croton, com
destaque para atividades hipolipemiantes, cicatrizante de feridas, protetora gastrica,
anti-inflamatéria, antinociceptiva, antibacteriana, antidiarreica, antioxidante,
antimalarica, anti-hipertensiva, dentre outras (SALATINO; SALATINO; NEGRI,
2007).

Muitas dessas atividades ja foram comprovadas cientificamente para algumas
espécies. Entretanto, diante do grande numero de espécies no género e de
morfologias tdo complexas, existem muitas espécies completamente desconhecidas
e apenas uma minima parte ja foi avaliada quanto ao seu potencial medicinal
(SILVA; SALES; CARNEIRO-TORRES, 2009; SILVA, 2008).

Pesquisas realizadas na zona rural do municipio de Salgueiro-PE, mostraram
gue uma espécie do género Croton (Euphorbiaceae) denominada de “quebra-faca”
foi altamente citada como detentora de propriedades medicinais. Contudo, ndo havia

estudos cientificos sobre a mesma.
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A espécie em questdo foi identificada como Croton cordiifolius Baill, e
botanicamente € caracterizada como um arbusto ereto alto encontrado nas regibes
de tabuleiro do interior de Pernambuco, com galhos e ramos simétricos, finos e
flexiveis, em tons avermelhados — furruginosos; folhas com limbo de 6 — 9 cm de
comprimento e 2,5 — 3,5 cm de largura, oval lanceolada, de base obliqua e bordas
denticuladas, pubescente a hirta; Flores avermelhadas com calice de 2 mm, anteras
curtas, frequentemente ausentes, e frutos desconhecidos (VON MARTIUS;
EICHLER; URBAN, 1864).

2.2 Pele, Inflamacéao e Cicatrizacdo

2.2.1 Estrutura da pele

A pele é o maior 6rgdo em superficie do corpo e corresponde a cerca de 15%
do peso de humanos adultos. Esta exerce diversas fungdes vitais ao organismo que
0 protege de agressdes ambientais e, portanto, sua estrutura € formada por trés
camadas de tecidos com caracteristicas distintas: epiderme, derme e hipoderme
(KANITAKIS, 2002).

A epiderme ¢é formada por tecido epitelial estratificado pavimentoso
gueratinizado, que tem a funcdo de proteger o organismo contra a penetracao de
substancias bem como a perda de 4gua. Ainda na epiderme € possivel encontrar 0s
melandcitos, que produzem a melanina para a protecao contra os efeitos danosos
da radiacdo solar, e as células de Langerhans, que sdo capazes de captar e
apresentar antigenos aos linfécitos T com papel importante nas respostas
imunolégicas cutaneas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008; KUPPER; FUHLBRIGGE,
2004).

Abaixo da epiderme encontra-se a derme, constituida por tecido conjuntivo
frouxo e denso ndo modelado, que tem por funcdo unir a epiderme e a hipoderme,
abrigar foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas (estruturas derivadas da
epiderme), e 0s vasos sanguineos responsaveis pela nutricdo da epiderme, visto
gue esta ndo é vascularizada (FERNANDES, 2010; GANTWERKER; HOM, 2011).

A hipoderme, além do tecido conjuntivo frouxo que a une a derme, é formada

por uma camada com espessura variavel de tecido adiposo que permite o
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deslizamento da pele sobre os 6rgdos aos quais se apoiam, protege contra o frio e
choques mecanicos e modela o corpo (FERNANDES, 2010; GANTWERKER; HOM,
2011).

Figura 04 - Estrutura da pele humana.
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Fonte: FERNANDES, 2010.

Foliculo piloso

Como a pele é a barreira primaria entre o organismo e o meio ambiente, ela
esta sempre sujeita a injurias de origem quimica, ou fisica, ou invasdo por
patégenos. Em busca de manter ou recuperar a integridade do individuo uma
resposta inflamatoria € desencadeada em resposta a estas a injurias (MURPHY;
ROBERT; KUPPER, 2000; OUTUKI et al., 2005).

2.2.2 Inflamacao

A resposta imediata da inflamacdo desencadeia cinco sinais descritiveis,
denominados de sinais cardinais da inflamagao: dor, calor, tumor, rubor, e a perda
da funcao da regido afetada. Esses sinais sdo consequéncias de eventos vasculares
e celulares desencadeados pela liberacdo de mediadores quimicos que mantém e

modulam todo o processo inflamatério (COTRAN et al., 2000).

As alteragbes vasculares ocorrem visando facilitar a saida das células
circulantes e proteinas plasmaticas para o local da lesdo, que podem ocorrer em
grau variavel de acordo com a gravidade da lesdo. A primeira manifestacédo é a
constricdo vascular transitéria seguida de vasodilatacdo. Esta ocorre como

consequéncia da liberacdo, principalmente, da histamina e oxido nitrico (NO), e
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promove o aumento do fluxo sanguineo local responsavel pelo calor e rubor da
inflamacé&o (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002; ROBBINS et al., 2005).

Em seguida a vasodilatacdo, ha o aumento da permeabilidade vascular
levando ao extravasamento de liquidos e proteinas para o tecido intersticial gerando
0 edema. O aumento da permeabilidade pode envolver diversos mediadores e
mecanismos, sendo 0sS mais comuns, ocasionados pela ligacdo de mediadores
guimicos (histamina, bradicinina, leucotrienos, substancia P e citocinas) aos seus
receptores levando a contracdo das células endoteliais e separacdo das jun¢cdes ou
por lesdo direta do agressor sobre os vasos (PEREIRA, 2006; ROBBINS et al.,
2005).

Como consequéncia da saida de liquidos e da vasodilatacdo ocorre o
aumento da viscosidade sanguinea o que leva a estase sanguinea e a marginacao
de leucdcitos que rolam e migram (Figura 05) através da parede vascular para o
intersticio acumulando-se no local da lesdo (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005;
PEREIRA, 2006).

O processo de adesdo e transmigracdo celular € regulado pela ligacdo de
moléculas de adeséo aos leucécitos e por mediadores quimicos, como bradicinina,
TNF-a, eicosanoides e fracdes livres do complemento, principalmente C5, e por
epitopos de micro-organismos, que formam um gradiente quimiotatico, bem como
modulam a expressdo e avidez das moléculas de adesdo (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; PEREIRA, 2006).

Essas moléculas de adesdo sdo agrupadas em quatro grandes Qrupos:
Selectinas, glicoproteinas semelhantes a mucina, integrinas e a familia das

imunoglobulinas.

As selectinas ndo uma familia de glicoproteinas de superficie celular
expressas em leucdcitos (L-selectina), células endoteliais (E-selectina e P-selectina)
e plaquetas (P-selectina) que se ligam a varias glicoproteinas semelhantes a mucina
como a PSGL-1 (Ligante-1 da P-selectina) promovendo o rolamento a adeséo de
neutrofilos, mondcitos e linfocitos (SHERWOOD et al, 2004; ROBBINS, 2005)
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J& as integrinas sdo uma familia de proteinas heterodiméricas compostas de
unidades alfa e beta constitutivamente presentes na superficie de leucdcitos e das
células endoteliais, mas sua expressdo é aumentada durante 0 processo
inflamatorio, promovendo a transicado de rolamento para adeséo que é caracterizada
por uma forte adesédo dos leucdcitos ao endotélio (SHERWOOD et al, 2004).

E as moléculas de adeséo da familia das imunoglobulinas que inclui a ICAM-1
(Molécula de Adesao Intrcelular-1) e VCAM-1 (Molécula de Adeséo Celular Vascular-

1) e sdo ligantes para as integrinas dos leucdcitos.

Figura 05 - Visdo geral da migracdo leucocitaria na inflamacéo.
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Fonte: KINDT et al., 2008.

Os leucacitos rolam na superficie do endotélio, aderem se ao mesmo e migram para o local da
lesdo. A P-selectina auxilia no rolamento e adesdo; os mediadores quimicos e epitopos de
bactéria ativam os leucécitos e formam o gradiente quimiotatico; as integrinas (LFA-1 e VLA-4)
sdo fundamentais na adesédo leucocitaria ao endotélio; o VCAM-1 e ICAM-1 sao ligantes das

integrinas aos leucdcitos e 0 PSGL-1 promove a ligacéo da P-selectina a célula.

O tipo de célula que predomina no sitio inflamatorio nos dois primeiros dias

geralmente é o neutrofilo. Porém dependo do estimulo, pode haver alteracbes
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prevalecendo desde eosindfilos até macréfagos. Os neutréfilos tém como principal
funcdo a eliminacdo de microrganismos através da fagocitose. J4 os macrofagos
prevalecem do segundo ao quinto dia e possuem comportamento e fungdes distintas
de acordo com os estimulos aos quais sdo submetidos (GANTWERKER; HOM,
2011; SINGER; CLARK, 1999).

A etapa final do processo inflamatério visa a eliminacdo do agente e a
reparacdo da estrutura tecidual lesada, com a regeneracdo de células
parenquimatosas nativas, e/ou a formacdo de fibroblastos, que vao repor as

substancias intercelulares na regido (CORMACK, 1991).

Essa resposta inflamatéria descrita € comum para qualquer tipo de agressao
ao organismo. Nao obstante, quando a agressao promove a perda da continuidade
da pele, a inflamacdo é precedida por eventos que buscam cessar a perda
sanguinea (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002).

2.2.3 Processo de cicatrizacao

A cicatrizacdo € um processo natural do organismo que pode restaurar as
estruturas originais de um tecido ou 6érgdo, mas que envolve a deposicdo de
coldgeno e formacédo da cicatriz. Esse processo ocorre como uma resposta tecidual
a um ferimento, na pele normalmente, ou aos processos inflamatorios em 6rgéo
internos (ROBBINS et al., 2005).

Quando o ferimento atinge apenas a epiderme, a recuperacao do tecido se da
por regeneracdo, ou seja, ha a substituicdo do tecido perdido por tecido com as
mesmas caracteristicas prévias ao dano devido a alta capacidade proliferativa do
tecido epitelial. Entretanto, quando o ferimento atinge a derme, em ferimento
excisional ou incisional, o restabelecimento da continuidade do tecido ocorre por
cicatrizacdo e as estruturas anexas ndo sédo recuperadas (GANTWERKER; HOM,
2011; ROBBINS, 2005).

A cicatrizacdo envolve uma série de eventos que de forma dinamica
promovem a interac@o de células e moléculas para assim ocorrer a reconstituicdo do
tecido (DAVIDSON, 2007; EMING; KRIEG; MEANA-INFIESTA; LLAMES, 2003).
Esse processo pode ser divido, para fins didaticos, nas seguintes fases: inflamagéo,
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proliferacdo e remodelagem. Mas todos podem estar acontecendo, a0 mesmo
tempo, em diferentes areas de uma lesédo (ISAAC et al., 2010; MANDELBAUM; DI
SANTIS; MANDELBAUM, 2003; YAMAG; UCHI; YOSHIKAWA, 2001).

Inflamacé&o

A injuria tecidual leva a rupturas nos vasos sanguineos culminando com o
extravasamento de seus constituintes. Em busca de manter a homeostase, quase
gue concomitante ao estimulo lesivo, ocorrem descargas adrenérgicas e liberacao
de mediadores oriundos da desgranulacao dos mastécitos promovendo a constricao
dos vasos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; GANTWERKER; HOM, 2011).

A exposicao do colageno pela ruptura dos vasos desencadeia a deposi¢céo de
plaguetas que sdo, posteriormente, ativadas por uma gama de substancias
presentes na matriz subendotelial (colageno subendotelial exposto) e na corrente
sanguinea (trombina, tromboxano A2, PAF, fator de Von Willebrand e fibrinogénio)
promovendo o recrutamento de mais plaquetas. Forma-se entdo um coagulo branco
rico em plaquetas que é rapidamente infiltrado por fibrina, transformando-se em
coagulo fibrinoso. As redes de fibrina capturam os eritrécitos e forma-se o coagulo
vermelho, principal responséavel pela oclusdo do espaco lesado, cessando a perda
de seus constituintes e fornecendo uma matriz para o processo de reparo e a
resposta inflamatéria segue, como descrita anteriormente (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; SHAW; MARTIN; 2009).

A resposta inflamatéria € essencial para o processo de cicatrizacdo, pois
promove a eliminacdo de células mortas, bactérias e qualquer substancia estranha
encontrada na ferida, e assim, permite a continuidade do processo de reparo
(HENRY; GARNER, 2003; WITTE; BARBUL, 1997). Entretanto, se processo for
prolongado por mais de 3 semanas a inflamacéo impede a cicatrizacdo formando
uma ferida cronica, que pode ser causada por alta contaminagdo microbiana,
traumas repetidos ou a presenca de corpos estranhos (GANTWERKER; HOM, 2011;
HENRY, GARNER, 2003).
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Proliferagéo

A proliferacdo ocorre entre o primeiro e o décimo dia apés a leséo tecidual e
envolve a re-epitelizacéo, fibroplasia e angiogénese. A fibroplasia é o processo de
substituicdo da matriz extracelular por um tecido conjuntivo com maior elasticidade e
forca, formado pela deposicdo de coldgeno por fibroblastos. Como estas células
estdo em intensa atividade metabdlica, a angiogénese € essencial para fornecer a
troca de gases e 0s nutrientes essenciais ao processo (HOSGOOD, 2006;
MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003).

Para que ocorra a angiogénese, as células endoteliais dos capilares intactos
secretam colagenases e o ativador do plasminogénio, que promovem aberturas na
membrana basal ocorrendo a migracédo das células endoteliais que se direcionam a
regido da lesdo. Uma vez na regido externa do vaso, elas passam pelo processo de
diferenciacdo para aquisicdo da capacidade de formacdo de capilares. As células
endoteliais migratérias diferenciam-se e formam, no exterior do vaso, um broto
capilar macico que se une ao capilar de origem, passa por um processo de
remodelagédo formando a luz vascular e reestabelece o fluxo sanguineo. A
angiogénese também pode ocorrer pelo recrutamento de células precursoras
endoteliais da medula 6ssea para o local da lesdo (HOSGOOD, 2006; ROBBINS et
al., 2005).

A fibroplasia e a angiogénese formam o tecido de granulacdo composto por
macrofagos, fibroblastos, vasos neoformados e a matriz extracelular imatura. Este
tecido é edematoso e caracterizado pela presenca de muitos espagos vazios, devido
a imaturidade dos vasos, 0s quais sdo extremamente exsudativos e sangram com
facilidade (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003; SINGER; CLARK,
1999).

Nas feridas em que a perda tecidual atinge a derme completa ou chega até a
camada subcutdnea é necessario a formagdo de grande quantidade de tecido de
granulacado, que ocorre apenas a partir das margens da ferida tornando o processo
lento. Entretanto, o tamanho da ferida é reduzido pela contracdo das margens da
ferida pelo miofibroblastos podendo reduzir até 60 % da area da ferida. Essa

retracdo das fibras colagenas se inicia por volta do 3° dia apds a lesdo tecidual e
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pode ter uma duracado de até 30 dias dependendo do tamanho da ferida (BALBINO;
PEREIRA; CURI, 2005; MARTIN, 1997).

A re-epitelizacdo € um processo que inicia quase concomitantemente a leséo
tecidual através da migracdo de queratinécitos ndo danificados das bordas da ferida.
Porém, esse processo € ineficiente até que o tecido de granulacdo chegue a altura
da epiderme e forneca os substratos necessarios para a migracao dos queratinécitos
(BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005).

Remodelamento

Uma vez que a ferida esta preenchida por tecido de granulacédo, inicia-se o
processo de remodelacdo em que fibras colagenas sao adicionadas ao tecido de
granulacdo e a maioria das células sofre apoptose. Assim, o tecido comeca a se
apresentar como uma cicatriz (MANDELBAUM; DI SANTIS; MANDELBAUM, 2003;
SINGER; CLARK, 1999).

Esse processo de remodelacdo envolve a producdo, digestdo e orientacéo
das fibras de colageno tipo I. A remodelacao continua acontecendo até que o tecido
se torne 0 mais semelhante possivel ao tecido de origem. Entretanto os anexos da
pele (como foliculos pilosos e glandulas) e os melandcitos ndo se regeneram
completamente, a cicatriz torna-se hipovascularizada e possui resisténcia diminuida,
atingindo no maximo 80% da resisténcia do tecido original (BALBINO; PEREIRA;
CURI, 2005; MEANA-INFIESTA, 2003; SHAW; MARTIN, 2009).

Todas essas fases possuem caracteristicas particulares que podem ser
influenciadas por agentes intrinsecos e extrinsecos, ocasionando alteracdes
benéficas ou ndo ao processo geral (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH, 2007;
MENDONCA; COUTINHO-NETTO, 2009).

As terapéuticas para feridas cutédneas visam o fechamento precoce das
mesmas através da identificacdo e controle de co-morbidades (fatores intrinsecos)
do paciente e de cuidados como, manutencédo do leito da ferida Umido, eliminagéo
de micro-organismos invasores e controle da inflamagdo (BRANCO-NETO et al.,
2006; NAUDE, 2011).
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2.3 Dor e Nocicepcéo

2.3.1 Consideracdes gerais

A dor é um mecanismo homeostéatico que possui o papel fisioldgico de alertar
os individuos acerca de possiveis ameacas ao bem-estar e a integridade do
organismo, mas que pode tornar-se persistente constituindo uma importante causa
de incapacitacdo (KLAUMANN et al., 2008; LIMA, 2008; TEIXEIRA, 2001).

O fenbmeno doloroso envolve, além da experiéncia sensorial (nocicep¢ao)
associada a uma injuria real ou potencial, experiéncias emocionais, dando uma
conotacdo individual a dor. Assim sendo, estimulos semelhantes podem levar a
sensacOes dolorosas distintas (ALMEIDA; ROIZENBLATT; LOESER MELZACK,
1999; TUFIK, 2004; TRACY, 2005).

O primeiro passo na sequéncia dos eventos que originam o fendmeno
doloroso € a ativacéo de neurbnios sensoriais primarios (nociceptores) por estimulos
guimicos, térmicos ou mecanicos capazes de provocar lesdo tecidual. Esses
estimulos sdo transformados em potenciais de acdo e transmitidos pelas fibras
periféricas ao sistema nervoso central (SNC) (CARR; GOUDAS, 1999; KLAUMANN
et al., 2008; LIMA, 2008; TEIXEIRA, 2001).

Os nociceptores sao neurbnios com terminacdes livres, extensamente
presentes na pele, mucosas, fascias profundas, tecido conectivo de O6rgaos
viscerais, ligamentos, cpsulas articulares, periésteo, musculos, tenddes e vasos
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

As fibras periféricas sdo classificas em quatro tipos de acordo com suas
caracteristicas. Fibras do tipo C sdo amielinicas com diametro de 0,4 — 1,2 um e
velocidade de conducéo de 0,4 - 2,0 m/s; fibras Ad sdo pouco mielinizadas com
diametro de 2,0 - 6,0 um e velocidade de conducéo de 12 — 30 m/s, AB e Aa que séo
intensamente mielinizadas de grande diametro e elevada velocidade de conducéo
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004; SERPELL, 2006).

A maioria das fibras C e A3 s&o nociceptivas, enquanto apenas cerca de 20%
das AB e Aa. 0 sdo. As fibras C medeiam a dor secundaria referida como dor em

gueimacao, que ocorre apos a injdria tecidual, e € responsavel pelo comportamento
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de protecdo da regido danificada favorecendo a recuperagao tecidual. As
Ad medeiam a dor primaria que é bem delimitada, rapidamente induzida, descrita
como em picada e tem o objetivo retirar o estimulo doloroso a fim de evitar ou
reduzir o dano ao tecido (SERPELL, 2006).

Ja as AB e Aa estdo mais relacionadas a percepcdo de estimulos nédo
nocivos de tato e propriocepcao, respectivamente. Mas, por desencadearem
respostas rapidas, sao importantes para a integridade dos individuos (SIQUEIRA et
al., 2009).

2.3.2 Tipos de Dor

Além da dor provocada por estimulos que oferecem risco para a integridade
do corpo (dor transitoria) alertando os individuos acerca dessas ameacas e
produzindo reacdes de defesa, fuga ou remocédo do agente causal, existe a dor
aguda e crbnica (KLAUMANN et al., 2008; LIMA, 2008; LOESER; MELZACK 1999;
TEIXEIRA, 2001).

A dor aguda é provocada por lesdo substancial de tecido e consequente
ativacao dos nociceptores. Porém tem um percurso curto e é cessada antes mesmo
do reparo completo do tecido lesado, que normalmente ocorre sem a necessidade
de intervencdo medicamentosa. No entanto, intervencdes medicamentosas podem
ser Uteis para reduzir a dor aguda, ap0s trauma ou intervencdes cirurgicas e
favorecer o bem estar do paciente (BASBAUM et al., 2009; CARR; GOUDAS, 1999;
LOESER; MELZACK 1999;SIQUEIRA et al., 2009 ).

Ao passo que na dor crbnica ocorre estimulagcéo persistente dos aferentes
nociceptivos induzindo alteracdes no sistema somatossensorial, seja a nivel do SNC
ou periférico, que prolonga o estado doloroso. A dor crbnica € indicativa de uma
disfuncdo organica que pode ser neurogénica ou inflamatéria, e uma importante
causa de incapacitacdo (SIQUEIRA et al., 2009; KLAUMANN et al., 2008; LIMA,
2008; TEIXEIRA, 2001).

A dor ainda pode ser classificada quanto a sua origem em neuropatica ou
nociceptiva. A dor neuropatica € provocada por uma lesdo primaria ou disfuncao do

sistema nervoso que gera dor espontanea na auséncia de estimulo periférico, que
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pode ser continua ou paroxistica e, frequentemente, descrita como em queimagéo,
facada ou formigamento (SERPELL, 2006; STEEDS, 2009).

Enquanto na dor nociceptiva a causa de lesao é identificavel e acompanhada
de estimulacdo dos nociceptores em estruturas somaticas ou viscerais, Como no
momento de uma gueimadura ou em pdés-operatdrios. A dor neuropatica pode ser

fisiolégica (mecanismo de protecdo), ou inflamatoria (SIQUEIRA et al., 2009).

A dor inflamatoria, resultante de estimulos térmicos, quimicos, ou mecanicos,
gue danificam o tecido provocando recrutamento de células e resposta inflamatoria
local com liberacdo de mediadores. Esses mediadores (prostanoides, citocinas,
peptideos, aminas e fatores de crescimento) interagem com 0S nociceptores
promovendo a ativacdo ou sensibilizacdo dos mesmos (KLAUMANN et al., 2008;
LIMA, 2008; ROCHA et al., 2007; SERPELL, 2009).

Diferente do que se acreditava, os mediadores inflamatérios ndo sao
liberados de forma desorganizada. Alguns causam a ativagao direta dos
nociceptores, como o ATP, enquanto outros fazem parte de uma cascata de
mediadores intermediarios e finais. Os mediadores intermediarios séo liberados no
inicio e durante a resposta inflamatoria, e estimulam a liberacdo dos mediadores
finais responsaveis pela sensibilizacdo e ativagdo dos nociceptores (SIQUEIRA et
al., 2009).

O fator de necrose tumoral- alfa (TNF-a), as interleucina-1 (IL-1) e 8 (IL-8)
sdo os principais mediadores inflamatérios intermedidrios conhecidos e
responséveis pela a inducdo de enzimas e receptores, bem como a liberagdo de
varios mediadores finais como prostaglandinas e leucotrienos. (CARVALHO;
LEMONICA, 1998; OKUSE, 2007; SIQUEIRA et al., 2009).

Esses mediadores finais possuem receptores acoplados a proteina G, que
estimulam vias de sinalizag&o intracelular como da adenilato ciclase e fosfolipase C,
gue subsequentemente leva a ativacdo de proteinas quinase (A e C) levando ao
desenvolvimento da sensibilidade neuronal devido & fosforilagdo de canais de Ca**,
K" e Na'. Tais modificacbes induzem alteracées nos potenciais de repouso e uma

diminuicdo do limiar de ativacdo da membrana, facilitando a acdo de estimulos
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anteriormente inécuos ou muito pouco efetivos (OKUSE, 2007; SIQUEIRA et al.,
20009).

A sensibilizacdo dos nociceptores pode ser classificada em dois tipos:
Alodinia que € uma resposta dolorosa a um estimulo indolor decorrente de
alteragbes nos neurbnios com reducdo no limiar de ativagdo dos nociceptores.
Enquanto a hiperalgesia/hipernocicepcdo € a resposta dolorosa aumentada a um
estimulo previamente doloroso (CARR, GOUDAS, 1999; SERPELL, 2009;
TEIXEIRA, 2001).

A dor crbnica, seja ela de origem inflamatéria ou neuropética, por vezes, se
mostra resistente a terapia farmacoldgica existente, ou estes apresentam efeitos
indesejaveis ao paciente que impedem ou dificultam a continuidade do tratamento.
Portanto, a busca por novas terapéuticas deve ser continua (NGUELAFACK et al.,
2010; SOSTRES et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

A partir das informagdes obtidas no inquérito etnobotanico, avaliar a atividade

anti-inflamatéria, cicatrizante, antinociceptiva e antimicrobiana do 6leo essencial de

Croton cordiifolius Baiill.

3.2 Objetivos Especificos

v
v

Realizar inquérito etnobotanico sobre plantas medicinais;

Extrair o Oleo essencial de Croton cordiifolius e analisar sua composi¢cao
quimica;

Avaliar a toxicidade aguda do Oleo essencial de C. cordiifolius;

Avaliar a atividade anti-inflamatodria topica do 6leo essencial de C. cordiifolius
em modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton e &cido
araquidoénico;

Avaliar a atividade cicatrizante do 6leo essencial de C. cordiifolius sobre area
da ferida cirargica excisional e suas caracteristicas histologicas e no modelo
de espac¢o morto;

Estudar a atividade antinociceptiva do 6leo essencial de C. cordiifolius em
modelo de contor¢cbes abdominais induzidas por acido acético, teste de
formalina, e nocicepcéo por capsaicina e glutamato;

Testa o efeito do O6leo essencial sob o0 sistema nervoso central de
camundongos atraves do teste do campo aberto.

Testar a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de C. cordiifolius frente a
isolados clinicos de sitio de infec¢cdo de ferida por Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter aerogenes, Staphylococcus aureus MRSA e Staphylococcus
aureus Teste D positivo.
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4 MATERIAS E METODOS
Toda a experimentacdo deste trabalho foi seguida de acordo com o

delineamento experimental abaixo (Figura 06).

Figura 06- Delineamento experimental do estudo

INQUERITO ETNOBOTANICO

!

COLETA, IDENTIFICACAOE
EXTRACAO

|
! l

ANALISE QUiMICA ENSAIOS BIOLOGICOS

Toxicidade aguda

Anti-inflamatorio

Cicatrizante

Antimicrobiano

1 Antinociceptivo

Fonte: Autor.

4.1 Inquérito Etnobotéanico

A Coleta de dados foi realizada de Janeiro a Marco de 2011 na zona rural das
cidades Pernambucanas, Salgueiro, Terra-Nova, Parnamirim e Serrita, todas
localizadas na regido central do Nordeste Brasileiro. Neste periodo foram
entrevistadas 100 pessoas de ambos os sexos. Os voluntarios participantes do
estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com as
normas éticas legais estabelecidas na resolucdo 196/96 do Comité de Etica em

Pesquisa Humana.

Dados etnobotanicos foram coletados através de entrevistas com formulario
semiestruturado em duas fases (ALMEIDA et al.,, 2010). Na primeira fase foi

realizada entrevista para caracterizagcdo da amostra estudada e conhecimento sobre
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plantas medicinais cicatrizantes e anti-inflamatérias. Na etapa seguinte, apés andlise
dos dados coletados na primeira fase, um espécime de Croton L. foi mostrado aos
entrevistados para o reconhecimento e estes foram inquiridos sobre as aplicacfes

empiricas dessa planta.

O valor de uso (VU) das espécies foi calculado através da versdo modificada
da férmula proposta pro Rossato el al. (1999), em que:

U
VU:Z_
n

[}

Onde U é o numero de usos dados por cada informante e “n” numero total de

informantes.

4.2 Material Botanico e Extracdo do Oleo essencial

Apoés a identificacdo através das entrevistas, o material vegetal foi coletado
pela manh&, e uma exsicata da planta foi identificada por Maria Olivia de Oliveira
Cano no Herbario do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) como Croton

cordiifolius, e depositada com numero de registro 85.609.

As folhas frescas foram imediatamente submetidas a hidrodestilacdo
(Craveiro et al. 1981).

Neste método o material vegetal é triturado e colocado dentro de um balédo
de fundo redondo contendo agua destilada, e mantido sob aguecimento. Quando a
mistura de dgua e material vegetal entra em ebulicdo, os vapores de agua arrastam
0s compostos volateis conduzindo-os em direcdo ao condensador, onde é realizada
a troca de calor, condensando os vapores com a agua de refrigeracdo, conforme

ilustrado na Figura 7.

Nessa etapa, podem ser visualizadas, no tubo separador do extrator, as
formas liquidas do 6leo essencial e da 4gua. Como o 6leo essencial € menos denso
gue a agua, ha a formacao de fases, e desta forma € possivel realizar a separacao

do Oleo e da agua.
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Apdés a separacdo, o Oleo essencial foi tratado com sulfato de soédio para
remocao de residuos de agua, mantido protegido da luz e congelados em - 20 ° C

até o uso.

Para a determinacdo da dose utilizada nos ensaios farmacolégicos, o 6leo
essencial foi pesado, sua densidade calculada e diluido em Cremophor 0,5%.

Figura 07 - Esquema do aparato para hidrodestilacéo.
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Fonte: Nacleo de Estudo e Pesquisa de Plantas Medicinais (UNIVASF), 2014.

4.3 Analise Quimica

A analise dos constituintes do Oleo essencial de Croton cordiifolius foi
realizada por cromatografia em fase gasosa e espectrometria de massas, utilizado
um cromatégrafo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (Shimadzu® GCMS
QP2010s) no Parque de Desenvolvimento Tecnoldgico da Universidade Federal do
Ceara.

Uma coluna capilar ndo polar (W Scientific DB-5 ms, 50 m x 0.25 mm x 0.25
um) foi utilizada. A temperatura de aquecimento foi programada para 70 °C com um
aumento de 4 °C/min até 280°, e mantida por 15min. O gés carreador utilizado foi o
hélio, com um fluxo constante de 1, 4 mL/min. A temperatura da fonte de ionizagéo
foi mantida em 280°C, energia de ionizacdo de 70 eV e corrente de 0,7 kV. Os

espectros de massa foram registrados de 30 a 450 m/z.
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Os componentes foram identificados individualmente por comparacdo dos
espectros de massas 70 eV com a base de dados do espectrometro, utilizando a
biblioteca L-Built da Wiley e comparando os indices de retencdo com os da NIST
(STEIN, 1997) e com os padrbes de fragmentacao relatados na literatura (ADAMS,
2001).

Os indices de retencdo também foram comparados com aqueles obtidos por
Craveiro et al. (1981) para outras espécies de Euphorbiaceae e simulados utilizando

0 método descrito por Alencar et al. (1990).

4.4 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss ou Balb/c (apenas do edema de orelha
por acido aracdbénico) machos e fémeas (25 - 35 g), adultos, procedentes do Biotério
do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco, e mantidos
no biotério do Centro Académico de Vitoria, com ciclo claro/escuro de 12 h, a

temperatura de 22° C, recebendo agua e comida ad libitum.

Todos os experimentos com uso de animais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Pernambuco, sob o protocolo
de n° 23076.020508/2010-26.

4.5 Determinacao da DL50

Para a determinacdo da toxicidade aguda do 6leo essencial de C. cordiifolous
foi realizado o teste de dose limite de 1000 mg/kg de acordo com a diretriz 425 da
OECD (OECD, 2001).

A dose testada foi fracionada em 4 aplicacdes e administradas no periodo de
12 hs.

O dleo essencial (1000 mg/kg, i.p.) foi administrado a um animal, seguido por
24hs de observacdo. Como o animal ndo morreu, mais trés animais foram testados
com a mesma dose e sob as mesmas condi¢cdes. Apos um periodo de observacao

de 14 dias, os animais foram sacrificados e a necropsia realizada.
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4.6 Ensaios Inflamatérios

4.6.1 Edema de orelha por 6leo de Croton

O edema de orelha foi induzido através da aplicacdo de 20 uL de 6leo de
Créton 2 % diluido em acetona na orelha direita dos camundongos (n = 8). Nos
grupos testes foi adicionado a esta solucdo a dexametasona (0,5 %), ou o Oleo
essencial de C. cordiifolius 0,3 ou 1 %. Na orelha esquerda dos animais de todos os
grupos foi aplicado o mesmo volume de acetona (controle negativo) (DE YOUNG et
al., 1989)

Seis horas apés o tratamento, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e um fragmento de 6 mm de diametros foi retirado de cada
uma das orelhas com o auxilio de um punch de biopsia e imediatamente pesados. A
formacdo do edema foi avaliada através da diferenca de peso entre os dois

fragmentos.

4.6.1 Edema de orelha por acido araquidénico

O edema de orelha foi induzido através da aplicacdo de 20 uL de &cido
araquiddnico (2 mg/orelha) diluido em acetona na orelha direita dos camundongos (n
= 8). Nos grupos testes foi adicionado a esta solugdo a indometacina (0,5
mg/orelha), ou o 6leo essencial de C. cordiifolius 1 %. Na orelha esquerda dos
animais de todos os grupos foi aplicado o mesmo volume de acetona (controle
negativo) (OPAS et al., 1985).

Uma hora apdés o tratamento, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e um fragmento de 6 mm de diametros foi retirado de cada
uma das orelhas com o auxilio de um punch de biopsia e imediatamente pesados. A
formacdo do edema foi avaliada através da diferenca de peso entre os dois

fragmentos.

4.7 Ensaio Cicatrizante

4.7.1 Ferida Cirurgica Excisional

Os animais (n = 18) foram anestesiados (Xilazina 10mg/Kg e Cetamina

100mg/Kg, i.p) e tiveram o dorso tricotomizado. A assepsia da area foi realizada
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utilizando-se iodo ativo a 1%. As feridas foram induzida com o uso de um punch de
biopsia de 6 mm de diametro e deixadas abertas, sem qualquer cobertura
(DAVIDSON, 1998).

Apés a recuperacdo da anestesia, os animais foram acondicionados em
caixas individuais e o suprimento de racdo e agua foi restabelecido. Aos animais do
grupo controle negativo foi aplicado 40 pL Cremophor EL 0,5 %; ao controle positivo
pomada contendo Sulfato de Neomicina 5 mg/g + Bacitracina 250 Ul/g; e aos
animais do grupo tratado 40 pL do 6leo essencial de Croton cordiifolius previamente
diluido em Cremophor EL 0,5% na concentracdo de 0,3 e 1 %. Todos 0s grupos

foram tratados a cada 12 horas (as 7:00 e as 19:00 horas) durante 3 dias.

As feridas foram fotografadas, usando uma régua como escala (Figura 08), no
momento da confeccdo e apls 3, 7 e 14 dias para a avaliacdo da contracdo das
feridas (TONG et al., 2008). Apos as fotografias os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e as feridas excisadas e armazenadas em formol tamponado

10% para posterior analise histologica.

Figura 08 - Foto da ferida no dia da confeccao ilustrando o posicionamento da régua ao lado da ferida

para utilizacdo como escala.

=N

Fonte: Autor

Contragéo de Feridas

As feridas fotografadas tiveram sua area medida com auxilio do programa
ImageJ® (NIH, EUA) e o percentual de contracdo das feridas calculado de acordo

com a seguinte formula (TONG et al., 2008).
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(area final x 100)
area inicial

% de contracdo = 100 -

Andlise Histologica

Os fragmentos de tecidos coletados foram desidratados em alcool etilico em
concentragbes crescentes, diafanizadas pelo xilol, impregnados, incluidos em
parafina, cortados em micr6tomo e corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para a
contagem de infiltrado inflamatério e vasos sanguineos, e com Picrosirius-

Hematoxilina para a quantificacéo de colageno.

Com um microscopio Optico acoplado a um camera fotografica foram
fotografados 15 campos aleatérios de cada lamina e a contagem do infiltrado

inflamatdério e vasos, bem como a quantificacdo de colageno.

Infiltrado inflamatério, vasos sanguineos e o colageno foram quantificados
por um observador previamente treinado para reconhecimento das estruturas e o

uso do software ImageJ®.

As células do infiltrado e os vasos foram identificados nas fotografias por
suas caracteristicas morfolégicas. Enquanto para a quantificacdo do colageno foi
aplica um filtro de cores no image J que selecionava a area da foto corada em
vermelho e apresentava o valor correspondete a selecdo em percentagem da area

da foto. 4.7.2 Granuloma induzido por pellet

Com os animais devidamente anestesiados com pentobarbital sodico (60
mg/kg), um pellet de esponja de celulose (20 mg) foi implantado sob a pele da regiao
dorsal de cada camundongo (DAVIDSON, 1998; NAYAK; PEREIRA, 2006). Esses
animais foram entéo tratados com o veiculo (Cremophor 0,5%, 10 mg/mL, i.p); ou

Oleo essencial de C. cordiifolius (50 mg/kg, i.p.) diariamente.

No décimo dia apos a indugdo do granuloma, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e o tecido de granulagéo formado no pellet implantado foi
removido cuidadosamente. Os pesos dos tecidos foram registrados imediatamente e
secados a 60°C por 12 horas. ApoOs esse periodo uma segunda pesagem foi

utilizado para determinacéo da relagdo peso umido/peso seco.
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4.8 Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método do teste de difusdo de
Bauer et al. (1966).

Para realizacdo dos testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana do 6leo

essencial foi utilizado o meio de cultura Mueller Hinton (MH).

4.8.1Micro-organismos teste

Foram utilizados os isolados clinicos de (sitio de infeccdo ferida)
Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus aureus Teste D positivo,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter aerogenes obtidas da Colecdo de Micro-
organismos do Departamento de Antibiéticos da UFPE. Os registros dos micro-

organismos da colecao se encontram na Tabela 02.

Tabela 02 - Registro dos micro-organismos do departamento de antibidticos da UFPE utilizados na

pesquisa.

Microrganismos Registros
Staphylococcus aureus MRSA (UFPEDA700)
Staphylococcus_ aureus Teste D (UFPEDAG79)
positivo
Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA736)
Enterobacter aerogenese (UFPEDA739)

MRSA: Staphylococcus aureus Meticilina Resistente;

4.8.2 Padronizacao do inéculo

As suspensdes microbianas foram padronizadas de acordo com a turvacao
equivalente ao tubo 0,5 da escala de Macfarland, que corresponde a

aproximadamente 10® UFC/mL para bactérias.
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4.8.3 Teste de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana do oleo essencial foi avaliada pelo método de
difusdo em disco de papel (BAUER et al., 1966). Discos de 6 mm de diametro foram
impregnados com 10 pL da solucdo do Oleo essencial a 1% ou do 6leo essencial
puro e colocados sobre a superficie do meio semeado em placas de Petri com as
suspensfes microbianas padronizadas. As placas foram incubadas a 35° C, por um
periodo de 24 horas. Apés o periodo de incubacdo foi realizada a leitura dos
resultados, pela medicdo do diametro do halo de inibigdo formado em volta do disco.
Os discos padrbes utilizados foram de gentamicina (10 pg), cefepime (30 pg) e
amoxilina + clavulonato (30 pg). Os testes foram realizados em ftriplicata e os

resultados expressos pela média aritmética dos diametros dos halos em milimetros.
4.9. Atividade Antinociceptiva

4.9.1 Contor¢cdes Abdominais

Camundongos Swiss machos (n = 8) foram utilizados para investigar a acao
do dleo essencial de C. cordiifolius no modelo de contorcdo abdominal induzida por
acido aceético. Para isso, 0 6leo essencial foi administrado nas doses de 50 e 100
mg/kg por via intraperitoneal 30 minutos antes da administracdo do acido acético a
0,6 % (10 mL/kg, i.p.). Ap6s 10 minutos da administracéo do acido acético, o nUmero
de contorcdes foi registrado durante 20 minutos. O grupo controle recebeu o veiculo
e 0 grupo controle positivo foi tratado com indometacina (10 mg/kg, i.p.) (KROSTER,
et al., 1959).

4.9.2 Teste de Formalina

Os animais (n = 8) receberam o 6leo essencial de C. cordiifolius nas doses de
50 e 100 mg/kg por via intraperitoneal 30 minutos antes da injecéo intraplantar de 20
uL da solucdo de formalina 1 % na pata traseira direta. O tempo (em segundos)
gasto pelo animal lambendo a pata, foi registrado durante os primeiros 5 minutos
(fase inicial ou 12 fase) e de 20 a 25 minutos (fase tardia ou 22 fase) apds a
administracdo da formalina. O grupo controle recebeu apenas o veiculo, enquanto
gue os animais do grupo controle positivo receberam morfina na dose de 7,5 mg/kg
por via intraperitoneal (HUNSKAAR; HOLE et al., 1987).
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4.9.3 Nocicepgao induzida por Capsaicina

Os animais (n = 8) receberam o 6leo essencial de C. cordiifolius nas doses de
50 e 100 mg/kg por via intraperitoneal 30 minutos antes da injecéo intraplantar de
20uL da solucdo de capsaicina (2 nmol) na pata traseira direta. O tempo (em
segundos) gasto pelo animal lambendo a pata foi registrado durante os primeiros 5
minutos ap0s a administracdo intraplantar. O grupo controle recebeu apenas o
veiculo (SANTOS et al., 2003).

4.9.4 Nocicepgao induzida por Glutamato

Os animais (n = 8 por grupo) receberam uma injecdo intraplantar de 20 uL de
glutamato (20 pmol/pata preparado em tampédo fosfato salina) na pata traseira
direita. O tempo gasto pelo animal lambendo a pata injetada nos 15 min seguintes a
injecdo foi registrado com um crondmetro e considerado como indicativo de
nocicepcado. (GUGINSKI et al., 2009).

Os animais foram tratados com veiculo (10 mL/kg, i.p.) ou OECc (50 e 100

mg/kg, i.p.) 30 min antes da administragédo do glutamato.

4.9.5 Avaliagao do envolvimento dos receptores opioides

Para avaliar o envolvimento dos receptores opioides no efeito antinociceptivo
do oleo essencial de C. cordiifolius, os camundongos foram tratados com naloxona
(1 mg/kg, i.p.) 15 min antes da administracdo do OECc (100 mg/kg/ i.p.), morfina (7,5
mg/kg, i.p.), ou veiculo (10 ml/Kg, i.p.) Trinta minutos depois, 0s animais receberam
solucdo de acido acético 0,6 % (10 mL/kg, i.p.). Apos 10 minutos, o numero de
contorgdes foi registrado por 20 min (KROSTER, et al., 1959).

4.9.6 Teste de Campo Aberto

O teste do campo aberto foi usado para avaliar o efeito do OECc na atividade
locomotora de camundongos. Foi utilizada uma caixa acrilica (com paredes
transparentes e piso preto) medindo 30 x 30 x 15 cm e dividida em 9 quadrantes de
areas iguais. Os camundongos foram colocados na caixa durantes 5 min e o
namero de quadrantes cruzados com as 4 patas, levantamentos e comportamento

de auto-limpeza foi registrado e utilizado como indicativo da atividade locomotora
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(LOPES et al., 2013). Os animais (n = 8) foram tratados com veiculo (10 mL/kg, i.p.),
OECc (100 mg/kg, i.p.) ou diazepam (2 mg/kg, i.p.) 30 min antes do teste.

4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos com média + E.P.M. e analisados por ANOVA
com pos-teste de Bonferroni através do software (GraphPadPrism® 5.0) e intervalo

de significancia fixado em p < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Inquérito Etnobotéanico

Na avaliagdo etonobotanica realizada na zona rural do interior de
Pernambuco, houve uma distribuicdo semelhante de homens (intervalo de
confianca: 34,2 - 54,3) e mulheres (intervalo de confianca:45,7 - 65,8), bem como de

adultos e idosos.

Quanto ao grau de escolaridade a populacdo possuia predominantemente
até ensino fundamental (89%). Todavia 6% possuiam ensino médio, 2% ensino
superior e 3% eram analfabetos. A profissdo mais encontrada foi agricultor (96%),

com 3% professores (3%) e 1% enfermeira.

No que se refere ao conhecimento sobre plantas medicinais anti-
inflamatérias e cicatrizantes foram citadas 73 espécies, das quais as mais citadas
foram aroeira (99 citacfes), ameixa (99 citacdes), quixabeira (97 citacdes) e quebra
faca (61 citacdes). Entretanto apds amostragem da planta, 99% dos inquiridos
reconheceram a espécie medicinal quebra-faca, relatando inUmeros usos (Tabela
04), dos quais, anti-inflamatorio e cicatrizante foram os mais citados correspondendo
a 35,13% e 20,72% das citacOes, respectivamente. Deve-se considerar ainda que
uma seria das outras indica¢cdes cursam com quadro inflamatorio, reparo tecidual e

dor.

Tabela 03 - Distribuicdo da populacdo entrevistada no estudo etnobotanico quanto a faixa etaria e

Sexo.

. . Sexo
Faixa etéria
Mulheres Homens Total
Adultos (20 — 59anos) 29 27 56
Idosos (>60 anos) 27 17 44
Total 56 44 100

Fonte: Autor
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Tabela 04 - Indicacdes populares da espécie Croton cordiifolius.

Indicacbes Ndmero

Inflamacéo 39

Ferimentos 23

[y
(o]

Problemas intestinais
Problemas no figado
Prurido

Gripe

Problemas nos rins
Febre

Afrodisiaco

Problemas no estdmago
Sinusite

Hemorragia

P P P N W WD DN

Diabetes

Total de Citacdes 111
Valor de uso 1,11

Fonte: Autor

5.2 Analise Quimica

A andlise da composicdo quimica do OECc permitiu identificar 100% do
contetdo de d6leos volateis, sendo o 1,8-cineol e ao—felandreno os componentes

encontrados em maior concentracao, conforme demonstrado na Tabela 05.

5.3 Determinacéo da DL50

O teste de toxicidade com dose Unica foi realizado e durante os 14 dias de
observagédo apenas um animal, dos cinco testados, veio a Obito. Esta Gnica morte

indicou que a dose letal média (DL50) é maior que 1000 mg/kg.
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Tabela 05 - Constituintes presentes no 6leo essencial de Croton cordiifolius analisados através de

cromatografia a gas acoplada a espectrometro de massas.

Pico Tempo de retencdo (min) Composto Percentual
1 13,883 a-pineno 4,96
2 16,150 B-felandreno 4,68
3 18,017 a -felandreno 15,43
4 19,217 Cimeno 8,02
5 19,508 D-limoneno 5,22
6 19,725 1,8-cineol 25,09
7 23,667 B-linalol 2,34
8 29,525 a-terpineol 3,41
9 43,408 B-cariofileno 6,58
10 47,492 y-elemeno 7,36
11 49,550 Espatulenol 6,68
12 49,692 Oxido de B-cariofileno 4,72
13 50,583 Cadinol 5,51

Total 100,00

Fonte: Autor

5.4 Atividade Anti-inflamatoria Topica

5.4.2 Edema de orelha por 6leo de Créton

O 6leo essencial de C. cordiifolius reduziu a formacao do edema de orelha por
6leo de Croton (Figura 9 e 10), tanto na concentracdo de 0,3% (3,42 + 0,55 mgQ)
quanto 1% (0,49 £ 0,18 mg) quando comparado ao grupo controle (6,28 + 0,63 mg)
gue recebeu apenas o O6leo de Créton diluido em acetona. Entretanto a
concentracdo de 1% promoveu reducdo maior do que 0,3% e bem semelhante a

dexametasona (0,77 = 0,18 mg).
5.4.3 Edema de orelha por acido araquidénico

O OECc 1% (2,95 * 0,44 mg) inibiu a formac&do do edema de orelha por acido
araquidénico quando comparado ao grupo controle negativo (5,94 + 0,59 mg) de
forma semelhante a indometacina 0,5 mg/orelha (2,66 + 0,25 mg), conforme

ilustrado na Figura 11.
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Figura 09 - Atividade anti-inflamatéria do 6leo essencial de Croton cordiifolius e da dexametasona em

modelo de edema de orelha por 6leo de créton em camundongos.
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- OECc 0,3% 0.3% OECc 1%

Oleo de Croton (2%)
Fonte: Autor
** Diferenca significativa em relagcdo ao grupo 6leo de créton (OECc) (P<0,0001); bDiferen(;a
significativa em relagdo ao grupo 6leo essencial de Croton cordiifolius 0,3% (P<0,05). Dados
expressos como média £ EPM, e analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni. Dexametasona
(Dexa)

Figura 10 - Fotomicrografias do edema de orelha por 6leo de créton e o efeito do tratamento com 6leo

essencial de Croton cordiifolius 0,3% e 1% e dexametasona 0,5%.

B

Fonte: Autor.

A- edema induzido pelo 6leo de créton 2 %; B- edema induzido por 6leo de créton 2 % e tratado com
dexametasona 0,5%; C- edema induzido por éleo de créton e tratado com OECc 0,3%; D- edema
induzido por éleo de créton e tratado com OECc 1%. ]- edema.
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Figura 11 - Atividade anti-inflamatéria tépica do Oleo essencial de Croton cordiifolius e

indometacina em edema de orelha por acido araquidénico.
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Fonte: Autor

OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius; INDO: Indometacina *Diferenca significativa em relacio
ao grupo Veiculo (-) (P<0,05). Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com
pos-teste de Bonferroni.

5.5 Atividade Cicatrizante
5.5.1 Ferida Cirargica Excisional

O dleo essencial de Croton cordiifolius nas concentragfes de 0,3 % e 1% né&o
promoveu alteragdes quanto a porcentagem de contracdo das feridas ao 3°, 7° e 14°
dias quando comparado ao grupo controle, conforme demonstrado na Tabela 06 e

llustrado na Figura 12.

A analise histolégica demonstrou alteracdes promovidas pelo 6leo essencial
em todos os parametros avaliados. O OECc 0,3 % promoveu redu¢cdo no numero de
células inflamatdrias no 7° dia e aumento aos 14 dias, enquanto o OECc 1 % reduziu
no 3° e 7° dia quando comparado ao Cremophor (controle negativo), conforme
demonstrado na Tabela 07. Portanto o OECc apresenta efeito anti-inflamatorio

guando aplicado por via topica em feridas excisionais.
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Figura 12 - Contracdo de feridas tratadas com 6leo essencial de Croton cordiifolius 0,3% e 1% ou

com Sulfato de Neomicina 5 mg/g + Bacitracina 250 Ul/g.
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Fonte: Autor

OECc: Oleo essencial de Croton cordifolius; Neo+Bac: Neomicina 5 mg/g + Bacitracina 250 Ul/g.

* Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo; ® Diferenca significativa em relagéo ao grupo
OECc 0,3%; ° Diferenca significativa em relacdo ao grupo OECc 1%. Dados expressos como média +
EPM, e analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

Tabela 06 - Contracdo de feridas cirargicas excisionais de camundongos submetidos a diferentes

tratamentos.
% de contracédo
Grupos 3° dia 7° dia 14° dia
Cremophor 40,98 + 6,91 77,21 +4,90 92,83+ 2,20
Neo + Bac -5,49 + 7,685* 78,11 £ 3,12 90,12 +2,20
OECc 0,3% 39,63 + 5,55 75,88 + 3,89 97,58 + 0,87
OECc 1,0% 40,97 + 4,79 84,18, + 2,85 91,19 +2,02

Fonte: Autor

OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius; Neo + Bac: Sulfato de Neomicina 5mg/g + Bacitracina
250 Ul/g. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo; ® Diferenca significativa em relacio ao
grupo OECc 0,3%; b Diferenca significativa em relacdo ao grupo OECc 1%. Dados expressos como
média + EPM, e analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
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Tabela 07 - Infiltrado inflamatério em feridas excisionais em camundongos tratados com cremophor,

ou 6leo essencial de Croton cordifolius (OECc) 0,3 % ou 1%.

Células inflamatérias (n°)

Grupos
3 dias 7 dias 14 dias
Cremophor 124,1 £ 5,07 164,9 £ 8,74 64,85 + 2,26
OECc 0,3% 112,9+5,14 95,18 + 2,61* 94,08 + 6,11*
OECc 1% 103,3 £ 3,73* 110,4 + 3,65* 57,29 + 3,20

Fonte: Autor
OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius.* Diferenga significativa em rela¢cdo ao grupo veiculo.
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

Quanto a formacdo de vasos sanguineos, OECc promoveu, em ambas as
concentracfes, aumento no numero de vasos sanguineos no 3° dia. Contudo, o
aumento do numero de vasos sanguineos ao 7° dia sO ocorreu na presenca da

concentracdo de 1 %, sem efeitos ao 14° dia (Tabela 08).

Tabela 08 - Vasos em feridas excisionais em camundongos tratados com cremophor, ou 0leo

essencial de Croton cordifolius 0,3 % ou 1%.

Vasos Sanguineos (n°)

Grupos
3 dias 7 dias 14 dias
Cremophor 1,29 + 0,16 2,73+0,26 2,97 +0,31
OECc 0,3% 3,17 + 0,25* 2,52 +0,20 3,37+0,34
OECc 1% 2,50 +0,19* 4,16 + 0,36* 3,11+0,32

Fonte: Autor
OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius.* Diferencga significativa em relacdo ao grupo veiculo.
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

Outro parametro avaliado foi o percentual de fibras colagenas em cada campo
fotografado. Foi observado que o OECc estimulou a formacéo precoce das fibras
colagenas, ou seja, na concentracdo 0,3 % aumentou o percentual de colageno ao

3° dia e em ambas as concentracbes ao 7° dia (Tabela 09).
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Tabela 09 — Densidade de Colageno em feridas excisionais em camundongos tratados com
cremophor, ou 6leo essencial de Croton cordifolius 0,3 % ou 1%.

Densidade de Colageno (%)

Grupos
3 dias 7 dias 14 dias
Cremophor 30,34 £ 0,91 45,07 + 1,185 53,99 + 0,75
OECc 0,3% 34,17 +0,59* 55,56 + 1,378* 53,29 + 0,74
OECc 1% 27,46 + 0,85 60,10 + 1,021* 39,96 + 1,33

Fonte: Autor
OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius.* Diferenga significativa em relagdo ao grupo veiculo.
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni.

5.5.2 Granuloma Induzido por Pellet

O Oleo essencial na dose de 50 mg/kg aumentou o peso Umido e seco do
tecido de granulagdo formado, com reducdo do conteudo de &agua conforme

demonstrado na Tabela 10.

Tabela 10 - Efeito do 6leo essencial de Croton cordiifolius (OECc) em granuloma induzido por pellet.

Tecido de Granulacdo

Grupos Peso imido (mg) Peso seco (mg) Conteudo de agua (%)
Cremophor 156,8 + 12,98 58,23 + 11,61 62,70 + 4,85
OECc (50mg/Kg) 208,1 + 26,41* 102,9 £ 19,81* 47,20 + 5,56*

Fonte: Autor
* Diferenca significativa em relacdo ao grupo veiculo; Dados expressos como média + EPM, e
analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni.

5.6 Atividade Antimicrobiana

De acordo com 0s ensaios antimicrobianos realizados o 6leo essencial de
Croton cordiifolius 1% n&o promoveu inibicAo de nenhuma das cepas estudadas.
Contudo o 6leo essencial puro promoveu inibicdo das duas cepas resistentes de
bactérias Gram positivas, Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (MRSA) e

Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina e Oxacilina (S. aureus teste D +).

A inibicdo do crescimento da cepa de MRSA promovida pelo 6leo essencial
puro formou halos menores do que os tratamentos com gentamicina, a combinacao

de amoxicilina + clavulanato e o cefepime, entretanto foi a Unica das substancias
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testadas que promoveu a formacéo de halo de inibicdo na cepa de S. aureus teste D

+.

Tabela 11 - Diametro dos halos de inibicdo (mm) de antibiogramas realizados com 6leo essencial de
Croton cordiifolius.

P. aeruginosa E. aerogenes (S aureus MRSA\ ( S. aureus D+ )
OECc Puro 0,0+0,0 0000 11,010 12405
OECc 1% 0,0£0,0 0000 0000 000,
Gentamicina 10,0 £0,0 18,000 24,0+0,0 0,0£0,0
ACT::;TSL”::; 0,000 0,0 £0,0 23,0 20,0 0,0 £0,0
Cefepime 0,0£0,0 34,0£0,0 & 26,0+£0,0 J & 0,0£0,0 )

Fonte: Autor

MRSA: Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina; S. aureus Teste D +: Staphylococcus aureus
Resistente & Meticilina e Oxacilina

5.7 Atividade Antinociceptiva

5.7.1 Contor¢céo abdominal

O tratamento com o OECc nas doses de 50 e 100 mg/Kg reduziu
significativamente o nimero de contor¢des abdominais quando comparado ao grupo
controle conforme demostrado na Figura 13.

Os animais do grupo controle apresentaram 34,38 + 1,01 contor¢des durante
os 20 minutos de observacdo, enquanto os tratados com indometacina
apresentaram 1,37 + 0,37 contor¢des. O 6leo essencial 50 e 100 mg/Kg apresentou
10,86 + 1.51 e 4,42 + 0,84 contor¢cBes respectivamente. A dose de 50 mg/Kg
apresentou uma resposta menor do que a dose de 100 mg/Kg o que sugere uma

possivel relacdo dose-resposta.
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Figura 13 - Atividade antinociceptiva do éleo essencial de Croton cordiifolius , i.p. e indometacina

10mg/Kg, i. p. no modelo de contor¢do abdominal induzida por acido acético 0,6% em camundongos.
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Fonte: Autor. OECc (mg/Kg)

OECc: Oleo essencial de Croton cordiifolius; INDO: indometacina 10 mg/Kg *Diferenca significativa
em relagdo ao grupo veiculo; b Diferenca significativa em relacdo ao grupo OECc 50mg/kg. Dados
expressos como média = EPM, e analisados por ANOVA com pos-teste de Bonferroni.

5.7.2 Teste da Formalina

Os animais que receberam o OECc 50 mg/Kg e 100 mg/Kg apresentaram
reducao significativa do tempo de lambida da pata quando comparado ao grupo
controle na primeira fase do teste, entretanto na segunda fase apenas o grupo que

recebeu 100mg/kg apresentou reducéo (Figura 14).

O tempo de lambida na primeira fase foi de 70,88 £ 3,29 se na segunda 38,00
* 4,11 s para o0 grupo controle, enquanto o tempo de lambida nos animais que
receberam o 6leo essencial na dose de 50 mg/Kg foi de 12,0 £ 1,43 e 30,88 £ 2,11 s
na primeira e segunda fase, respectivamente. Naqueles que receberam 100 mg/Kg

os valores foram de 1,87 + 1,09 s na primeira fase e 0,50 + 0,26 s na segunda.

Os animais que receberam a morfina 30 minutos antes da formalina
apresentaram reducdo significativa no tempo de lambida em ambas as fases, a

duracéo foi de 16,00 + 2,95 s para a primeira e 0,57 £ 0,57 s na segunda fase.
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Figura 14 - Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de Croton cordiifoliuse da Morfina na

nocicepcao induzida pela injecao intraplantar de formalina 1% quando comparado ao veiculo.
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12 Fase o 22 Fase '

Fonte: Autor
OECc: ¢6leo essencial de Croton cordiifolius; M: Morfina 7,5 mg/Kg; V: veiculo.*Diferenca significativa
em relacdo ao grupo V; ? Diferenca significativa em relacéo ao grupo M; b Diferenca significativa em

relacdo ao grupo OECc 50mg/Kg. Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA
com pos-teste de Bonferroni

5.7.3 Nocicepcéo induzida por Capsaicina

A administracdo do OECc ndo promoveu alteracdo no tempo de lambida de
pata quando comparado ao grupo controle (Figura 15). Os animais do grupo controle
passaram 72,57 + 9,15 s lambendo a pata, enquanto os grupos tratados com 6leo
nas doses de 50 mg/Kg e 100 mg/Kg levaram 89,50 + 11,83, e 60,71 + 7,51

segundos lambendo a pata, respectivamente.
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Figura 15 - Avaliacdo da atividade antinociceptiva do dleo essencial de Croton cordiifolius em modelo

de nocicepcao induzida por capsaicina.
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OECc: 6leo essencial de croton cordiifolius
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni

5.7.4 Nocicepg¢ao Induzida por Glutamato

O OECc inibiu a nocicepcao por glutamato apenas na maior dose testada
(veiculo: 100,00 £ 3,26; OECc 50 mg/Kg: 85,81 + 7,88; CcEO 100 mg/kg: 66,33 £

3,70) sugerindo o envolvimento do glutamato no efeito antiniciceptivo do OECc.

Figura 16 - Avaliagdo do envolvimento do glutamato na atividade antinociceptiva do 6leo essencial de

Croton cordiifolius.
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OECc: 6leo essencial de Croton cordiifolius
* Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo; Dados expressos como média + EPM, e
analisados por ANOVA com pés-teste de Bonferroni.
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5.7.5 Envolvimento dos receptores opioides

Quanto ao envolvimento do receptores opioides na antinocicepcédo promovida
pelo 6leo essencial de Croton cordiifolius foi possivel observar que a naloxona
(33,00 + 4,04 contor¢des), um antagonista opioide, ndo promoveu alteracdo no
namero de contor¢cdes abdominais induzida pelo acido acético quando comparado
ao numero de contor¢cdes do grupo que recebeu apenas o veiculo (34,38 = 1,02
contor¢des). A morfina promoveu reducdo significativa do namero de contorcbes
(4,75 = 1,56 contorcdes), efeito antinociceptivo este que foi inibido pela
administracdo prévia da naloxona (30,13 + 4,71 contor¢des). J& o 6leo essencial na
dose de 100 mg/Kg promoveu a reducdo no namero de contor¢des tanto quando
administrado sozinho (4,43 = 0,841 contor¢cdes) como quando administrado apés a

naloxona (6,00 + 0,42 contor¢des).

Figura 17 - Avaliacdo do envolvimento dos receptores opioides na atividade antinociceptiva do 6leo

essencial de Croton cordiifolius em modelo de contorcdo abdominal por acido acético em

camundongos.
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Fonte: Autor

OECc: 6leo essencial de Croton cordiifolius

* Diferenca significativa em relagéo ao grupo veiculo; ? Diferenca significativa em relac&o ao grupo M.
Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pds-teste de Bonferroni.
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5.7.6 Teste do campo aberto

O OECc na dose 100 mg/Kg, i.p., ndo alterou o nimero de cruzamentos,
levantamos e auto-limpeza dos camundongos quando comparados ao veiculo. Por
outro, os que foram tratados com diazepam 2mg/kg, v. 0., apresentaram redugc&o no

parametro avaliado, conforme ilustrado nas Figuras 18, 19 e 20.

Figura 18 - Efeito do tratamento com 6leo essencial de Croton cordifolius e diazepam no nimero de

cruzamentos executados por camundongos submetidos ao teste do campo aberto.
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Fonte: Autor

OECc: 6leo essencial de Croton cordifolius* Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo; ?

Diferenca significativa em relacéo ao OECc; Dados expressos como média + EPM, e analisados por

ANOVA com p0s-teste de Bonferroni.

Figura 19 - Efeito do tratamento com dleo essencial de Croton cordiifolius e diazepam no namero de

comportamento de auto-limpeza no teste do campo aberto.
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Fonte: Autor
OECc: 6leo essencial de Croton cordiifolius
* Diferenca significativa em relagéo ao grupo veiculo; ® Diferenga significativa em relacdo ao grupo
OECc. Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com p0s-teste de Bonferroni.
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Figura 20 - Efeito do tratamento com 6leo essencial de Croton cordiifolius e do diazepam no

numero de levantamentos executados por camundongos submetidos ao teste do campo aberto.
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(OECc): 6leo essencial de Croton cordiifolius

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo veiculo; ® Diferenca significativa em relagdo ao grupo
OECc. Dados expressos como média + EPM, e analisados por ANOVA com pos-teste de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

As pesquisas com plantas medicinais através da etnobotanica, ciéncia que
estuda as inter-relacdes entre seres humanos e plantas, vém sendo reconhecida
como um dos caminhos que mais evoluiu nos ultimos anos para a descoberta de
produtos naturais e bioativos (MACIEL et al., 2002).

Quando a pesquisa é guiada pelas indicacbes da medicina tradicional o
sucesso ha busca por substancias ativas aumenta (HEINRICH, 2006). Este trabalho
foi conduzido baseado nos resultados obtidos no inquérito etnobotanico que indicou
a espécie Croton cordiifolius, conhecida como quebra faca, como sendo utilizada

pela populag&o do interior de Pernambuco.

O valor de uso para o Croton cordiifolius no interior de Pernambuco (1,11) foi
superior ao encontrado por Lozano et al. (2010) na area rural adjacente a Floresta
Nacional do Araripe (CE) para espécies bem conhecidas cientificamente como
Anacardium occidentale (0,418), Myracrodruon urundeuva Alleméao (0,451) e Lippia
alba Mill (0,576).

As principais indicacbes para a espécie em estudo foram como anti-
inflamatério e cicatrizante. Varios estudos atribuindo estas atividades ao género
Croton ja foram documentados (BIGHETTI et al., 1999; CAVALCANTI et al., 2012;
MIRABEAU et al., 2013; NARDI et al., 2003; PIETERS et al., 1995).

Muitas espécies de Croton sdo conhecidas pela presenca de 6leos volateis,
0S quais sao compostos por terpenoide e fenilpropanoides (CAVALCANTI;
ALBUQUERQUE, 2013; SALATINO et al., 2007).

A analise quimica do 6leo essencial extraido das folhas de Croton cordiifolius
mostrou como compostos majoritarios os monoterpenos 1,8-cineol e a-felandreno. O
1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol, € o principal constituinte de varios
Oleos essenciais, dentre eles, os 6leo de espécies de Croton, Eucalyptus, Psidium,
Hyptis, Pectis, Melaleuca e muitos outros (SANTOS; RAO, 2000) e descrito como
estimulante da expectoracdo nos casos de bronquites crénicas e como moderado e

suave anestésico local e antisséptico (FABROWSKI, 2002).
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O 1,8-cineol foi o componente encontrado em maior quantidade por
Magalhédes et al. (1998) no 6leo essencial da espécie Croton nepetaefolius, o que
pode sugerir atividades semelhantes entre os 0Oleos essenciais de ambas as

espécies.

Pouca informacdo foi encontrada a respeito do a-felandreno. Entretanto,
alguns autores sugerem que plantas medicinais que possuem o0 composto a-
felandreno apresentam atividade antimicrobiana (SILVA et al., 2010; TINOCO;
MARTINS; CRUZ-MORAIS, 1994) e antinociceptiva (LIMA et al., 2012).

A toxidade aguda do OECc foi determinada através do teste limite proposto
pela OECD (2001) que indicou a DL50 como superior a 1000 mg/Kg. Diante do
exposto as doses de 50 e 100mg/Kg foram escolhidas para os teste

antinociceptivos.

A inflamacao é uma reacdo complexa a presenca de um agente estranho ao
organismo, como micro-organismos ou restos teciduais resultantes de danos, que
consiste em respostas vasculares e celulares acompanhada da liberacdo de
diversos mediadores (0xido nitrico, peptideos, prostanoides, citocinas, monoaminas
e fatores do complemento) com o objetivo de eliminar o corpo estranho e, se
necessario, desencadear uma série de eventos para reconstruir o tecido danificado
(HENRY; GARNER, 2003; WITTE; BARBUL, 1997).

O oleo de Créton contém o 12-o-tetracanoilforbol-13-acetato (TPA) e outros
ésteres de forbol irritantes. O TPA ativa a proteina Kinase C (PKC) desencadeando
outras cascatas enzimaticas como proteina kinase mitogéno ativada (MAPK), e
fosfolipase A2, levando a liberacdo de fator de ativacéo plaquetéaria (PAF) e do acido
araquidbnico. Esta cascata de eventos promove aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacdo, migracdo de células inflamatorias, liberacdo de histamina e
serotonina e sintese moderada de eicosanoides a partir das cicloxigenases e
lipoxigenases (MITUL; PATEL; SHIVALINGE; GOWDA, 2001; SARAIVA et al.,
2011). No presente estudo o Oleo essencial de Croton cordiifolius reduziu a
formacdo do edema provocado pelo 6leo de Croton e esta reducdo foi maior na
concentragédo de 1% do que 0,3%, sendo o efeito na dose maior semelhante a

dexametasona.
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O oleo essencial 1% também apresentou atividade anti-inflamatoria em
edema de orelha por acido araquiddnico. A aplicacéo topica do acido araquiddnico
induz a producéo de prostaglandinas E2, leucotrienos C4 e D4, com predominio da
participagdo destes ultimos, que é inibida pelo uso de agentes anti-inflamatérios
(OPAS et al., 1985). Diante desse fato poderiamos sugerir que o OECc também

possua efeito sobre a producdo ou atuacdo destes mediadores.

A acédo anti-inflamatoria aguda sistémica do 0leo essencial de outras espécies
do género Croton ja foi estudada. Amaral (2004) observou que o pré-tratamento com
0 Oleo de Croton sonderianus na dose de 100 e 200 mg/kg inibiu a formacdo do
edema de orelha. Enquanto Bighitti et al. (1999) observaram acgdo anti-inflamatoria
aguda do o6leo essencial de Croton cajucara em edema de pata induzido por
carragenina na dose 100 mg/Kg. Atividade anti-inflamatéria também ja foi
encontrada para o 1,8 cineol em edema de pata (Santos; Rao, 2000).

O efeito anti-inflamatério do OECc também foi observado na analise
histologica das amostras de feridas cujo tratamento com OECc reduziu o infiltrado
inflamatério. Especificamente na cicatrizacédo de feridas, a inflamacgéao tem papel de
evitar o estabelecimento de uma infecgéo, visto que a barreira da pele foi rompida o

que permite a entrada dos micro-organismos.

Contudo, a resposta das células inflamatérias ndo € especifica para os
patdgenos e, por vezes, pode causar danos teciduais com repercussdo, ndo sé no
tempo de fechamento da ferida, mas também na qualidade da ferida cicatrizada.
Diante disso, o efeito anti-inflamatério do OECc pode repercutir em uma cicatriz de
melhor qualidade (WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013).

Em contrapartida a reducdo das células inflamatorias, o OECc promoveu
aumento no nimero de vasos sanguineos ao 3° e 7° dia, outro efeito positivo do 6leo
sobre as feridas, uma vez que a angiogénese é fundamental para suportar a alta
demanda metabdlica para o debridamento e fibroplasia na ferida (ARNOLD; WEST,
1991). Além disso, as células endoteliais produzem fatores de crescimento e
citocinas que regulam a deposicdo e remocao de colageno na maturacdo da matriz
(HOOSGOD, 2006).
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O aumento no numero de vasos pode ter colaborado para a maior quantidade
de colagenos nas feridas devido a liberacdo de fatores como inibidores das
metaloproteinases teciduais, assim como a reducdo na resposta inflamatoéria, por
reduzir a produgédo de proteinases (ARNOLD; WEST, 1991, HOOSGOD, 2006;
WILGUS; ROY; MCDANIEL, 2013).

O colageno é uma proteina que confere resisténcia a ferida e o OECc
promoveu uma aumentou na sua densidade ja ao 3° dia, bem como aumentou o
peso seco do tecido de granulacdo, que € indicativo de aumento no conteudo
proteico (NAYAK; UDUPA; UDUPA,1999). Embora o OECc né&o tenha apresentado
efeitos sobre a area da ferida, os efeitos apresentados sao indicativos de atividade

cicatrizante.

Ximenes et al. (2013) estudando o 6leo essencial de Croton adamantinus
observou reducado da &rea de ferida excisional ao 3° e 7° dias com éarea final, ao 14°
dia, semelhante ao grupo controle e maior peso seco do tecido de granulacdo

removido, semelhante ao encontrado para o 6leo essencial de Croton cordiifolius.

A infeccdo de feridas é uma das mais importantes causas de
comprometimento do processo de cicatrizagdo. No presente trabalho o 6leo
essencial ndo foi efetivo contra as bactérias gram-negativas (Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter aerogenes). Entretanto, quando testado puro promoveu
inibicdo das gram-positivas (Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina e S.

aureus teste D +).

A auséncia de atividade para as bactérias gram-negativas pode ser devido a
presenca da membrana externa formada por lipopolissacarideos em torno da parede
celular, que atua como uma barreira hidrofilica restringindo a difusdo de compostos
hidrofobicos, como o Oleo essencial, através da camada de lipopolissacarideos
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2004).

Entretanto, o resultado apresentado para as bactérias Gram positivas
resistentes € de grande importancia, visto que o Staphylococcus aureus é o agente
causal de diversas doencas e de infeccdes de feridas cutaneas, e que a aquisicédo

de resisténcia a muitas classes de antibiéticos por esta espécie vem se mostrando
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como um grave problema, principalmente por provocar infecgdes nosocomiais
(RUSHDY et al., 2007; SILVA et al., 2007).

Diversos estudos tém demonstrado a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais de diferentes plantas (ARAUJO et al.,, 2007; OLIVEIRA et al, 2006;
SCHUCK et al., 2001) inclusive do género Croton. Almeida et al. (2013) estudou a
atividade antimicrobiana do Croton campestres e observou atividade contra as
bactérias Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli. Enquanto Costa et al., (2008)
encontrou atividade do 6leo de Croton zehntneri, variedade estragol, sobre Shigella
flexneri, Escherichia coli, Sthaphylococcus aureus, e Streptococus [3-haemolyticus.

O mecanismo pelo qual os Oleos essenciais apresentam atividade
antimicrobiana pode ser devido a sua hidrofobicidade e capacidade de ficar
particionado entre as camadas lipidicas interferindo na cadeia respiratéria e
producdo de energia, ou (no caso de sinergismo) tornando-a mais permeavel a
entrada de substancias (RODRIGUES; COSTA; COUTINHO, 2009).

Frequentemente o processo de reparo tecidual e inflamatério provoca dor ao
individuo, bem como algumas das outras indicacdes dadas pela populagdo, como
sinusite, gripe e problemas intestinais. Diante disto nds avaliamos a atividade

antinociceptiva do OECc.

O modelo de contor¢do por &cido acético € amplamente utilizado para a
triagem de novas substancias com atividade anti-inflamatoria, pois 0 comportamento
de contorcao provocado pelo acido acético € inibido por substéncias analgésicas
gue atuam tanto por mecanismos centrais como anti-inflamatério (KAHANNA et al.,
2003; MORUCCI et al., 2012; TRONGSAKUL et al., 2003).

O 6leo essencial de Croton cordiifolius ao provocar uma reducdo no nimero
de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético poderia estar causando a
inibicdo da liberagé@o de diferentes mediadores ou até produzindo efeito no sistema
nervoso central, uma vez que a aplicacao intraperitoneal de 4cido acético promove o
aumento da liberacdo de mediadores inflamatérios como TNF-a e prostaglandinas
E2 no fluido intraperitoneal acarretando a dor (RIBEIRO et al., 2000). Os anti-
inflamatorios tradicionais, como a indometacina, promovem a inibicdo das

cicloxigenases e consequentemente a diminuigdo da producéo das prostaglandinas
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(DANIEL et al., 2009; DUTRA et al., 2006; VILLALBA et al., 2007) causando uma

menor sensibilizacdo dos nociceptores peritoneais.

O odleo essencial também apresentou atividade antinociceptiva no teste da
formalina que provoca uma reacao bifasica. A 12 fase compreende os primeiros 5
minutos e ocorre pela ativacao direta dos nociceptores e propagacao imediata de
impulsos neurais periféricos para o sistema nervoso central. A 22 fase inicia-se ap0s
15 min, e é caracterizada pelo surgimento de um processo inflamatério local com a
liberagdo de mediadores inflamatorios (ABDON et al., 2002; DUTRA et al., 2006;
LIMA, 2008; VILLALBA et al., 2007).

A atividade antinociceptiva ocorreu nas duas fases sugerindo que o 6leo
essencial tem efeito na dor inflamatdria e neurogénica. Entretanto, foi necessaria

uma dose maior do 6leo para obter uma resposta significativa na fase inflamatéria.

Esses efeitos apresentados pelo Oleo essencial de Croton cordiifolius
provavelmente tém participacdo do monoterpeno majoritario 1,8-cineol bem como do
o-felandreno. Santos e Rao (2000) verificaram que a administracdo oral de 100 -
400mg de 1,8 cineol mostrou-se ativa na reducdo do tempo de lambida de pata
induzida por formalina e no nimero de contor¢cdes abdominais induzida por &cido
acético. Enquanto que o o-felandreno reduziu as contor¢ées abdominais, mas néo

promoveu efeito em ambas as fases do teste da formalina (LIMA et al., 2012).

Outras espécies de Croton também apresentaram atividade antinociceptiva
nesses modelos. Santos et al. (2005) observaram atividade antinociceptiva do 6leo
essencial de Croton sonderianus nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, por via oral,
utilizando o modelo de contorcbes abdominais induzidas por acido acético e o
modelo da formalina. Enquanto Bighetti et al. (1999) verificaram que elevadas doses
do 6leo essencial de Croton cajucara (1000 mg/Kg) reduziu contor¢cdes abdominais
induzidas por agente quimico (acido acético) e dor associada ao calor, através do
modelo da placa quente. Abdon et al. (2002), em estudo anterior aos citados, ja
havia revelado atividade antinociceptiva do O6leo essencial extraido de C.

nepetaefolius nos modelos de nocicepcédo por acido acético e formalina.

A fim de investigar a participacao dos receptores vaniloides do tipo- 1 (TRPV-

1) no efeito antinociceptivo do 6leo essencial foi utilizado o modelo de nocicepcéo
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por capsaicina. Este é o principal componente pungente da pimenta e sensibiliza
tanto as fibras C quanto as fibra Ad ao ligar-se aos TRPV-1 permitindo a entrada de
Ca** e Na* nos nociceptores e promovendo a liberacdo do aminoAcido excitatério
glutamato e do neuropeptidio substancia P (AMARAL, 2004; SAKURADA et al.,
2003).

O dleo essencial de Créton cordiifolius ndo apresentou efeito antinociceptivo
no modelo de nocicepcédo por capsaicina. Portanto seu efeito antinociceptivo parece
ser independente dos receptores TRPV1. Resultado diferente foi encontrado por
Santos et al. (2005) em que o Oleo essencial de Croton sonderianus apresentou

atividade antinociceptiva nesse modelo nas doses de 50, 100, 200mg/Kg.

Outro teste foi realizado para avaliar o papel do sistema glutamatérgico nas
propriedades antinociceptivas do OECc. A resposta nociceptive causada pelo
glutamato envolve sitios de acéo periférica, espinal e supra-espinal mediada pelos
receptores NMDA e ndo NMDA (GUGINSKI et al., 2009).

Neste modelo o OECc apresentou atividade apenas na dose de 100 mg/Kg,
demostrando um possivel envolvimento do glutamato no efeito antinociceptivo

apresentado.

Quando o envolvimento da via dos opiodes foi avaliado quanto ao efeito
antinociceptivo do 6leo essencial no modelo de contor¢cbes, o bloqueio com a
naloxona ndo promoveu alteracao significativa da resposta antinociceptiva sugerindo
gue o0 mecanismo antinociceptivo ndo envolve a ativacao de receptores opioides ou

a liberacéo de opioides endogenos.

A avaliacdo da atividade antinociceptiva de extratos ou compostos isolados &
realizada através de testes de comportamento. Varias drogas, como relaxantes
musculares e sedativos, podem alterar o comportamento levando a resultados falsos
positivos (MELO et al., 2012). Para eliminar essa possibilidade, o teste do campo
aberto foi realizado e 0 OECc 100mg/Kg ndo promoveu alteracdées no numero de
cruzamentos, levantamentos e comportamento de auto-limpeza quando comparado
com o veiculo sugerindo que o OECc nao possui efeito sedativo ou estimulante do
sistema nervoso central (GOMES et al., 2005; MELO et al., 2012).
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O OECc apresentou diversas atividades nesse estudo, que em sua maioria
estavam correlacionadas com efeitos conferidos ao seus principais constituintes,
entretanto deve-se considerar que o0 Oleo essencial é composto por varios
terpernoides, e portanto os efeitos podem ser decorrentes do sinergismos entre
esses compostos (HONG-FANG; XUE-JUAN; HONG-YU, 2009).

De acordo com as metodologias utilizadas, o OECc apresenta 0s principais
usos atribuidos pela populacdo (anti-inflamatério, cicatrizante e analgésico),
entretanto mais estudos sdo necessarios para melhor esclarecimento dos

mecanismos envolvidos e validag&do da seguranca de seu uso pela populagéo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho sugerem que o 6leo essencial extraido

das folhas de Croton cordiifolius apresenta:

Atividade anti-inflamatéria tépica com envolvimento da via do &cido
araquiddnico.

Atividade anti-inflamatéria e angiogénica em feridas cirargicas excisionais
sem alteragdo na contragcdo das mesmas, mas com favorecimento a
deposicdo de colageno em feridas cirdrgicas excisional e em granuloma
induzido por pellet.

Atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina (MRSA) e Staphylococcus aureus Teste D * quando testado puro.
Atividade antinociceptiva para estimulos nociceptivos diretos e inflamatorios,
sem envolvimento da via dos opioides e dos receptores TRPV, mas com
envolvimento do sistema glutamatérgico.

N&o apresenta efeito estimulante ou sedativo do sistema nervoso central.

Diante destes resultados, torna-se evidente que estudo etnobotdnico realizado foi

importante para o delineamento experimental, visto que a espécie croton cordiifolius

apresentou os efeitos predominantemente atribuidos pela populagéo.
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APENDICE

Apéndice A- Questionario Semiestruturado
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CINENCIAS DA SAUDE A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

|

L A ]

&

“Conhecimento popular de plantas medicinais anti-inflamatorias e
cicatrizantes”

NOME: DATA DE NASCIMENTO:

SEXO: UM [0OF MORADIA: [ ZONA URBANA [0 ZONA RURAL
ESTADO CIVIL: [ SOLTEIRO [ CASADO [l DIVORCIADO [J OUTRO
ESCOLARIDADE: [0 NAO ALFABETIZADO [ FUNDAMENTAL [ MEDIO O

SUPERIOR 0 POS-GRADUACAO

PROFISSAO: [ DOLAR [ AGRICULTOR 0 AUTONOMO [0 FUNC. EMPRESA
PRIVADA 0 FUNC. PUBLICO [ DESEMPREGADO [ OUTRO

RENDA (SALARIOS MINIMOS): OATE 1 ODE1A2 [ODE3A4 [IMAISDES5

VOCE TEM ACESSO A ATENDIMENTO MEDICO NA REDE PUBLICA? [ SIM 0 NAO
VOCE NORMALMENTE RECEBE MEDICAMENTOS PELO SUS? L] SIM 0 NAO

VOCE CONHECE AS PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO? [ SIM 0 NAO
VOCE NORMALMENTE FAZ USO DE PLANTAS MEDICINAIS? [ SIM OO0 NAO

QUAIS PLANTAS MEDICINAIS CICATRIZANTES (PARA USAR EM FERIDAS, GARGAREJOS E
BANHOS) QUE VOCE USA (OU CONHECE)?

QUAIS AS PLANTAS MEDICINAIS ANTI-INFLAMATORIAS (PARA PANCADA, DOR,
INFLAMACAO) QUE VOCE USA (OU CONHECE)?

Nome Outros Parte Formade | Quantidade | Posologia Onde




Popular Usos Utilizada Uso Usada adquiri?
O planta | O cha O
toda O tintura compra
O folha O cultiva
O
O casca do macerada O coleta
caule O p6
[0 casca da
O outros
raiz
O planta | J cha O
toda O tintura compra
O folha O cultiva
O
O casca do macerada O coleta
caule 0 p6
O casca da
O outros
raiz
O planta | O cha O
toda O tintura compra
O folha O cultiva
O
[0 casca do macerada [ coleta
caule 0 p6
O casca da
O outros
raiz
PARA A PLANTA MAIS USADA:
VOCE CONHECE ESSA PLANTA MEDICINAL? 0 sIm O NAO

POR QUAL NOME?
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PARA QUE VOCE USA ESSA PLANTA?

Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO DE PESQUISA

“Conhecimento popular de plantas medicinais anti-inflamatorias e
cicatrizantes”

Venho através deste, convidar o Senhor(a) a participar do Projeto de Pesquisa intitulado:
“Conhecimento popular de plantas medicinais anti-inflamatdrias e cicatrizantes”, em que o objetivo
sera caracterizar o conhecimento popular sobre espécies anti-inflamatérias e cicatrizantes para
comprovacao cientifica da eficacia e seguran¢a do uso da espécies mais citadas.

Os resultados obtidos na pesquisa serdo publicados no meio cientifico e divulgados para a
populagéo participante do estudo, para tanto garantimos ao participante:

- Anonimato das informagfes obtidas, sendo os mesmos tratados por identificacdo numérica e
iniciais;

- Acesso dos voluntarios aos seus dados;

- Garantia de transparéncia em todas as etapas do processo, com esclarecimento de quaisquer
duvidas por parte dos envolvidos;

- Liberdade de recusar a minha participacdo ou retirar o meu consentimento em qualquer fase da
pesquisa

- Caso haja necessidade poderei entrar em contato com o pesquisador pelo telefone: (81)8761.5904
(Oi) ou (81)9713.1861 (Tim).

Atenciosamente,

Prof. Dr. Rafael Matos Ximenes
Coordenador do Projeto

Av. Prof. Artur de S4, s/n

Cidade Universitaria, Recife-PE
Fone: (81) 2126.8866

Email: ximenesrm@gmail.com

ApOs leitura do termo, eu , declaro para os devidos fins acima
esclarecidos, aceitacdo de participacdo na pesquisa “Conhecimento popular de plantas medicinais
cicatrizantes”, com autorizacdo da utilizacdo e divulgacdo dos dados obtidos, de maneira an6nima,
em relatérios, eventos e publicacdes cientificas.

Local
Data

Assinatura do Voluntério (a)
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Testemunha 1

Testemunha 2

Pesquisador Responsavel

Este projeto serd submetido ao:

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal de
Pernambuco (CEP/CCS/UFPE)

Av. Prof. Moraes Régo, s/n - 1° andar, Cidade Universitaria

CEP: 50670-901 Recife - PE, Brasil.

Telefone/Fax do CEP: (81) 2126-8588

E-mail do CEP: cepccs@ufpe.br


mailto:cepccs@ufpe.br
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Apéndice C - Figuras suplementares

Figura Al - Analise de Cromatografia Gasosa acoplada a espectrémetro de massas do 6leo essencial

de Croton cordifolius.
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Figura A2 — Espectro de RMN *H do dleo essencial de Croton cordifolius (CDCls, 300 MHz).
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Figura A3 — Espectro de RMN
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3C NMR do essencial de Croton cordiifolius (CDCI3, 75MHz).
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