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RESUMO

Atividade Antiinflamatoria, Antinociceptiva e Gastroprotetora do Oleo
Essencial de Croton Sonderianus Muell. Arg. Jeferson Falcdo do Amaral.
Orientadora: Profe. Dra. Flavia Almeida Santos. Departamento de
Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2004. O Croton sonderianus, conhecido
como marmeleiro-preto, € popularmente empregado no tratamento de
hemorragia uterina, dores de estdmago, vomitos e diarréia. No presente estudo,
0 Oleo essencial (OECS), extraido das folhas de Croton sonderianus, foi
avaliado em modelos animais de inflamagdo aguda, nocicepgéo e nos testes de
lesGes gastricas induzidas por etanol e indometacina; todos os experimentos
foram realizados em camundongos machos. Em modelos de inflamacéo aguda,
OECS néo foi eficaz em inibir o edema de pata induzido por carragenina, no
entanto, indometacina inibiu significativamente o edema. O OECS 200 mg/Kg
(v.0.) foi capaz de reduzir o edema de pata, induzido por dextrana, de maneira
similar a ciproeptadina, um antagonista H; e 5-HT. Em adicdo, OECS 100 e
200 mg/Kg (v.0.) foi capaz de reduzir o edema de orelha induzido pela
aplicacdo topica de 6leo de Croton. Estes resultados sugerem que a atividade
antiinflamatdria de OECS pode estar relacionada a inibicdo da liberacdo de
mediadores inflamatdrios, tais como histamina e serotonina, mais do que a
inibicdo da sintese e/ou liberacdo de PGs. O OECS mostrou efeito
antinociceptivo no teste de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético,
nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (v.0.), de maneira similar ao AAS. No teste
da formalina, OECS (100 e 200 mg/Kg, v.0.) exerceu significativa (p<0,01)
atividade antinociceptiva nas duas fases do teste; morfina 7,5 mg/Kg (i.p.)
exibiu um significativo (p<0,01) efeito antinociceptivo em ambas as fases. A
naloxona 1 mg/Kg (s.c.), um antagonista opidide, ndo foi capaz de reverter a
antinocicepcéo induzida por OECS 100 mg/Kg (v.0.); contudo, a glibenclamida
2 mg/Kg (i.p.), um antagonista dos canais Katp, reverteu significativamente
(p<0,05) a antinocicepcéo induzida por OECS 100 mg/Kg (v.0.) nas duas fases
do teste. Em adigdo, OECS 50, 100 e 200 mg/Kg (v.0.) exibiu um significativo
efeito antinociceptivo no teste da nocicep¢do induzida por capsaicina; um
modelo semelhante a 12 fase do teste da formalina. Naloxona ndo reverteu a
antinocicep¢do induzida por OECS 100 mg/Kg (v.0.); no entanto,
glibenclamida reverteu significativamente este efeito no teste da capsaicina.
Estes resultados sugerem a participacdo dos receptores 6rfdos do tipo (ORL1)
no efeito do OECS; estes receptores possuem 60% de homologia com
receptores opidides, sdo associados a canais de Karp € Sd0 sensiveis a
glibenclamida, mas insensiveis a naloxona. OECS parece exercer acao
analgésica periférica e/ou espinhal mais do que supraespinal, ja que OECS néo
aumentou o tempo de laténcia a placa quente (51 £ 0,5 ° C). No teste do tempo
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de sono induzido por pentobarbital, OECS falhou em prolongar o periodo de
sono; OECS, também, ndo alterou a frequéncia de locomocdo dos animais,
sugerindo que OECS ndo exerce atividade antinociceptiva por acao
sedativa/depressora do SNC. Nas lesdes gastricas induzidas por etanol, OECS
50 e 200 mg/Kg (v.0.) inibiu as lesdes de maneira similar a capsaicina 5 mg/Kg
(v.0.), um estimulante da producdo de muco, e a NAC 750 mg/Kg (v.0.), um
antioxidante celular. O OECS 50 mg/Kg (v.0.) reduziu lesdes gastricas,
induzidas por indometacina 20 mg/Kg, v.o., de maneira similar a cimetidina
100 mg/Kg (v.0.), um antagonista H,. O OECS néo alterou o transito intestinal
e, também, ndo alterou padrdes fisiologicos ou comportamentais e ndo induziu
mortalidade, aos animais, no modelo de toxicidade aguda. Em concluséo,
OECS exerceu atividade antiinflamatoria, antinociceptiva e gastroprotetora; 0s
dados obtidos no presente estudo, adicionados aos dados da literatura, sugerem
que guaiazuleno, B-cariofileno e 1,8-cineol possam estar contribuindo para os
efeitos farmacoldgicos observados com o OECS.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1.1. Generalidades

A arte dos benzedores, curandeiros e xamas, herdada dos magos e
feiticeiros de outrora, caracterizada pela utilizacdo de recursos naturais como
forma de tratamento e cura de doencas, € tdo antiga quanto a espécie humana
(Di Stasi, 1996).

Os usos das plantas medicinais e suas virtudes terapéuticas foram
acumuladas durante séculos, e muito desse conhecimento empirico se encontra
disponivel atualmente. O conhecimento sobre plantas medicinais representou
e ainda representa 0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e

grupos étnicos (Di Stasi, 1996).

Durante a ultima parte do século XX a pratica da Fitoterapia tornou-se
difundida por todo mundo. Isto é suficiente, em parte, para o reconhecimento
do valor do sistema de medicina tradicional e a identificacdo de plantas
medicinais; que tém mostrado um significativo poder de cura no seu estado

natural ou como fonte de novos agentes farmacologicos (Elvin-Lewis, 2001).

Assim, as plantas medicinais tornaram-se o grande alvo das industrias
farmacéuticas e institutos de pesquisa na busca de novas drogas e compostos

com atividade terapéutica (Evans, 1996).
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Existem 252 drogas consideradas como basicas e essenciais pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), das quais 11% sédo exclusivamente
originadas de plantas e uma quantidade significativa sdo drogas sintéticas
obtidas a partir de precursores naturais. Exemplos de importantes drogas
obtidas a partir de plantas sdo digoxina (Digitalis sp.), quinina e quinidina
(Chinchona sp.), vincristina e vimblastina (Catharanthus roseus), atropina
(Atropa belladona), morfina e codeina (Papaver somniferum), acido salicilico
(Salix alba), cafeina (Coffea arabica), reserpina (Rauwolfia serpentina) e

taxol (Taxus brevifolia) (Campos, 2002).

A pesquisa sistematica para a obtencdo de novas substancias com
finalidade terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os
mais utilizados sdo a sintese de novas moléculas, a modificacdo molecular de
substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades farmacologicas
definidas; extracdo, isolamento e purificacdo de novos compostos de fontes
naturais, especialmente de origem vegetal, as quais se caracterizam como uma
fonte inesgotavel de substéncias potencialmente ativas como medicamento
(Di Stasi, 1996).

Por outro lado, as plantas medicinais devem ser consideradas nao
apenas como matéria-prima, ponto de partida para a descoberta de novas
moléculas, mas também como um recurso natural potencialmente ativo na

forma de fitoterapico padronizado, seguro e eficaz (Di Stasi, 1996).
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O desenvolvimento desta linha de pesquisa deve-se a varios fatores, dos
quais se destaca a inter-relacdo cada vez maior de profissionais de diversas
areas de conhecimento (agronomia, botanica, quimica, farmacognosia,
farmacologia, toxicologia e outras) que compbe o0 estudo das plantas
medicinais (Di Stasi, 1996).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas
medicinais e preparagfes caseiras assume importancia fundamental no
tratamento das patologias que afetam as populacbes de baixa renda, tendo em
vista a deficiéncia da assisténcia medica, a influéncia da transmissao oral dos

habitos culturais e a disponibilidade da flora (Matos, 1989).

Apesar da rica flora brasileira representar mais de 20% das espécies de
plantas medicinais conhecidas no mundo, pouco tem sido feito para estudar o
seu potencial como fonte de novas moléculas ou de matérias-primas para
preparacdes farmacéuticas. Cerca de 70% dos recursos fitofarmacéuticos nao
foram suficientemente estudados, a fim de se obter a confirmacéo necessaria

sobre eficacia e seguranca (Petrovick, 1999).

Nesse aspecto, deve-se suscitar discussdes mais profundas da
Importéncia que as pesquisas com plantas medicinais possuem na solugéo de
inimeros problemas de saude da populacdo; determinando direcdes e solugdes
de curto e médio prazo, sem o comprometimento da qualidade e do rigor
técnico dos estudos, caminhando até a discussdo detalhada sobre controle de
qualidade de fitoterdpicos, legislacdo especifica e validacdo das espécies

vegetais como medicamento (Di Stasi, 1996).
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1.2. Oleos Essenciais

Na pesquisa de novos medicamentos e substancias bioativas, maior
énfase foi dada nos ultimos anos para o estudo dos 6leos essenciais produzidos

pelas plantas, assim como de seus constituintes (Santos, 1997).

As plantas aromaticas sdo utilizadas em medicina e cosmética ha
milhares de anos, mas o uso de 0leos destilados data de 1000 anos, quando o

processo de destilacdo foi criado (Santos, 1997).

Desde as eras mais remotas da humanidade, as fumigagdes aromaticas
tém sido usadas em rituais religiosos. A fragancia ou esséncia sempre foi vista
como manifestacdo da divindade na terra, uma relagéo entre os seres humanos

e 0s deuses, emanacdo da matéria e manifestacao do espirito (Santos, 1997).

Os 6leos essenciais, Oleos volateis, fragrancias, esséncias, azeites
etéreos ou azeites volateis constituem um grupo de substancias liquidas,
volateis, responsaveis pelo odor aromético de diversas plantas. O termo
esséncia se deve, provavelmente, ao fato dos 0leos essenciais representarem 0s
primeiros constituintes ativos de plantas conhecidos pela propriedade de

exalar odor, geralmente agradavel (Matos & Matos,1989).

A qualidade das esséncias é variavel de um género a outro e de uma
espécie a outra; sdo formadas em células especiais como glandulas, bolsas
secretoras, tubos lactiferos, vasos resiniferos ou ductos localizados em um
6rgdo particular ou distribuidos por toda a planta. Alguns vegetais possuem
esséncias quimicamente diferentes em flores, folhas, raizes, caule, fruto ou
semente (Matos & Matos, 1989).
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Os O6leos essenciais podem ser extraidos a partir de flores (Rosa
centifolia; rosa), folhas (Croton sonderianus; marmeleiro-preto), frutos
(Foericulum wvulgare; funcho), sementes (Pterodum polygalaeflorus;
sucupira branca), parte aérea (Cymbopogon citratus; capim-santo), raizes
(Vetiveria zizanioids; vetiver), casca (Hymenaea courbaril; jatoba), tubérculos
(Cyperus sp; tiririca), capitulos florais (Egletes viscosa; macela) e bulbos
(Allium sativum; alho) (Santos, 1997).

Os Oleos essenciais quando expostos ao ar, mesmo a temperatura
ambiente, se evaporam (Matos & Matos, 1989). S&o usualmente liquidos,
porém alguns podem se apresentar solidos (Iris pallida) ou semi-s6lidos
(Bulnesia sarmienti) a temperatura ambiente. A maioria € transparente e
incolor ou fracamente amarelado, poucos sdo profundamente coloridos, como
0 de camomila germénica (azul) devido ao alto teor de azulenos (Santos,
1997). O sabor € geralmente acre (&cido) e picante. Ndo sdo muito estaveis,
principalmente na presenca de ar (oxidagédo), luz, calor, umidade e metais;
portanto, devem ser acondicionados em lugar fresco e seco e em recipientes de
vidro ambar e hermeticamente fechados (Simdes et al, 1999). Séo imisciveis
com a agua, entretanto sdo sollveis em alcool, cloroférmio, éter e outros

solventes organicos (Matos & Matos, 1989).

Um dos métodos mais utilizados para a obtencdo de 6leos essenciais a
partir de plantas aromaéticas é a destilacdo pelo vapor. De acordo com este
método, o Gleo essencial presente na planta é vaporizado e entdo condensado
por resfriamento (Santos, 1997). Os 6leos essenciais possuem tensao de vapor
mais elevada que a da agua, sendo, por isso, arrastados pelo vapor. Para tal

procedimento utiliza-se um aparelho especial, entretanto, simples e que pode
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ser facilmente montado em laboratdrio de rotina. O 6leo essencial obtido, apds
separacdo da &gua, deve ser seco com sulfato de sodio (Na,SO,4) anidro
(Simdes et al, 1999).

A extracdo por enfloracdo (Enfleurage) ja foi um método muito
utilizado, mas atualmente é empregado apenas por algumas industrias de
perfumes, no caso de algumas plantas com baixo teor de 6leo e alto valor
comercial. E empregado para extrair 6leo volatil de pétalas de flores
(laranjeiras, rosas); as pétalas sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre
uma camada de gordura, durante um certo periodo de tempo. Em seguida,
estas pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até saturacdo total, quando a
gordura é tratada com alcool. Para se obter o Oleo essencial, o alcool é
destilado a baixa temperatura e o produto assim obtido possui um alto valor

comercial (Simdes et al, 1999).

Os Oleos essenciais sdo extraidos, preferencialmente, com solventes
apolares (éter, éter de petroleo ou diclorometano) que, entretanto, extraem
outros compostos lipofilicos, aléem dos 6leos essenciais. Por isso, 0s produtos

assim obtidos raramente possuem valor comercial (Simdes et al, 1999).

O meétodo da prensagem ou espressdo é empregado para a extracdo dos
6leos essenciais de frutos citricos. Os pericarpos desses frutos sdo prensados e
a camada que contém o Oleo é, entdo, separada. Posteriormente, o Oleo €
separado da emulsdo formada com a A&gua através de decantagdo,

centrifugacdo ou destilacdo fracionada (Simoes et al, 1999).
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A extracdo por gas carbdnico (CO,) supercritico permite recuperar 0s
aromas naturais de varios tipos e ndo somente Oleo essencial, de modo
bastante eficiente e, atualmente, ¢ o método de escolha para extracdo
industrial de Oleos essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no
produto obtido, tornando-o mais puro do que aqueles obtidos por outros

métodos (Simdes et al, 1999).

As substéncias odoriferas em plantas foram consideradas por muito
tempo como “desperdicio fisioldgico”, ou mesmo produtos de desintoxicacao,
como eram Vvistos os produtos do metabolismo secundario. Atualmente,
considera-se a existéncia de funcbes ecoldgicas, especialmente como
inibidores da germinacgdo, na protecdo contra predadores, na protecdo contra
perda de agua e aumento da temperatura, entre outras; o aroma desses 6leos
essenciais pode estar envolvido na atracdo de polinizadores tais como:
abelhas e borboletas (polinizacdo diurna) e morcegos e mariposas

(polinizacéo noturna) (Simdes et al, 1999).

Pela utilizacdo crescente nas industrias de alimentos, cosméticos e
farmacéutica, o cultivo de espécies arométicas e a obtencdo de Oleos

essenciais constituem importantes atividades econdmicas (Simdes et al, 1999).

Os Oleos essenciais podem ser empregados para mascarar odores
desagradaveis em ambientes de trabalho e instalagbes sanitarias, aléem de
serem também usados como solventes e como insumos em produtos das
industrias de pléastico, tintas, borracha, inseticidas e outras (Santos, 1997).
Embora a utilizacdo maior ocorra nas areas de alimentos (condimentos e

aromatizantes de alimentos e bebidas) e cosméticos (perfumes e produtos de
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higiene), também em farmacias as drogas vegetais ricas em 6leos essenciais
sdo empregadas in natura para a preparacdo de infusdes e/ou sob a forma de
preparacdes galénicas simples. Ainda, muitos 6leos essenciais sdo utilizados
em funcdo de suas propriedades terapéuticas para a aromatizacdo de formas

farmacéuticas destinadas ao uso oral (Simdes et al, 1999).

1.3.  Composic¢do Quimica dos Oleos Essenciais.

Praticamente todos os 6leos essenciais constituem uma mistura de
principios quimicos muito complexa e variam amplamente na sua composic¢ao
(Matos & Matos, 1989). Sdo misturas de muitas substancias,
predominantemente terpenos (cerca de 90%) e derivados de fenilpropano.
Outros componentes incluem fendis simples, compostos contendo enxofre
(6leos de mostarda), metil antranilato e cumarinas (Wagner et al, 1984). Na
mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes concentragdes;
normalmente, um deles € o composto majoritario, existindo outros em
menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tracos); por exemplo, 0
1,8-cineol (ou eucaliptol) é o principal composto do 06leo de eucalipto e,
geralmente, seu teor é em torno de 80%; entretanto, esta mesma substancia foi
detectada no 6leo de bergamota numa concentracdo 40.000 vezes menor do

que no Oleo de eucalipto, ou seja, em torno de 0,02% (Simdes et al, 1999).

Além dos 6leos essenciais obtidos de plantas (fitogénicos), produtos
sintéticos (imitacdes dos naturais ou composic¢des de fantasia) sdo encontrados
no mercado; mas, somente 0s naturais sdo permitidos pelas farmacopéias para

0 uso farmacéutico (Simdes et al, 1999).
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O quadro 1 apresenta 0s componentes quimicos presentes em 06leos
essenciais divididos em trés principais grupos: hidrocarbonetos, compostos

oxigenados e compostos sulfurados (Santos, 1997).

Quadro 1 — Classes de compostos encontrados em 0leos essenciais

Hidrocarbonetos
Terpenos
Compostos Oxigenados
Alcoois

Aldeidos

Cetonas

Esteres

Fenois

Oxidos

Peroxidos

Lactonas

Acidos

Furanos

Eteres

Outros Compostos

Compostos sulfurados
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Os terpendides constituem uma grande variedade de substancias
vegetais, sendo que esse termo € empregado para designar todas as substancias
cuja origem  biossintética deriva de unidades do  isopreno
[CH3C(CH,)CH,CH;]. Os compostos terpénicos mais freqlentes nos 6leos
essenciais sdo 0s monoterpenos como por exemplo (mirceno, limoneno,
linalol, geraniol, pineno e canfora). Os monoterpenos representam cerca de
90% dos Oleos essenciais e sdo constituidos de duas unidades de isopreno.
Os sesquiterpenos (farnesol, nerodilol, bisaboleno e cariofileno) sdo
compostos de trés unidades de isopreno. Outros terpendides como 0s
diterpenos, que possuem quatro unidades de isopreno, sdo encontrados apenas

em Oleos essenciais extraidos com solventes organicos (Simdes et al, 1999).

A partir dos hidrocarbonetos a planta produz os compostos oxigenados,
0s quais constitui a segunda maior categoria. Os alcoois sdo usualmente
baseados nos monoterpenos como, por exemplo, o linalol e o geraniol.
Raramente os alcoois das plantas sdo baseados em sesquiterpenos (santalol,
fusanolol). Os aldeidos (citral, citronelal) sdo considerados alcoois primarios
parcialmente oxidados; possuem, em geral, um fraco odor de frutas e podem
causar irritacdo na pele e reacdes alérgicas. As cetonas (canfora, tujona,
carvona) sdo produzidas pela oxidacdo de alcoois secundarios, sendo
estruturalmente similares aos aldeidos. S&o estaveis, ndo sofrem oxidacéo
facilmente e sdo amplamente exploradas em remédios para o trato respiratorio
superior (mucolitico) e preparados para a pele (citofilaticos). Os ésteres
(terpinol) sdo produzidos pelo alcool terpénico correspondente e um &cido
organico, altos niveis sdo alcancados na maturidade do fruto/planta ou na
floracdo. S&o caracteristicamente antifungicos, sedativos e podem ser

poderosos agentes espasmoliticos. Costumam ser perfumados e muitas vezes
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seu aroma lembra o de certas frutas. Os fendis (anetol, eugenol, cresol, timol)
sdo compostos bastante ativos quimicamente e podem provocar irritacdo.
Oxidos organicos (cineol) sdo raros, altamente reativos e se decompdem
facilmente em altas temperaturas e a exposi¢cdo prolongada ao ar ou agua.
Poucos perdxidos existem em Oleos essenciais como o tdxico ascaridol
encontrado no Velame de cheiro (Croton mucronatus). Lactonas
(alantolactona, cumarina, xantotoxina) sao ésteres ciclicos, pouco volateis, 0s
quais podem ser moléculas simples ou complexas. Os acidos sdo raros nos
Oleos essenciais, dentre eles os mais comuns sdo: acido benzdico, &cido
fenilacético e acido hidrocianico. Os furanos (mentofurano) sdo estruturas
oxigenadas; também pouco encontradas em 6leos essenciais. Compostos como
0s éteres sdo raros. A esséncia de anis (Pimpinella anisium), possui o anetol

(éter fenolico) como um dos seus principais constituintes (Santos, 1997).

Os compostos sulfurados séo reativos, ndo derivados de terpenos
ou sesquiterpenos e geralmente com forte odor desagradavel. O dialil
disulfeto € um composto sulfarico tipico do 6leo de alho (Allium sativum)
(Santos, 1997).

1.4. Farmacologia de 0leos essenciais
Devido a sua complexa composicdo, os 0leos essenciais demonstram
uma variedade de acdes farmacologicas, tornando-os potenciais fontes para o

desenvolvimento de novas drogas (Santos, 1997).

Oleos essenciais contendo cénfora (Salvia officinalis) provocam

aumento do ritmo cardiaco e da pressao arterial (Simdes et al, 1999).
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Alguns 6leos essenciais, obtidos a partir de plantas como Foeniculum
vulgare, Chamomilla recutita, Mentha arvensis e Cinnamomum cassia,
possuem acdo carminativa; ou seja, produzem uma certa anestesia sobre a
cardia, permitindo seu relaxamento e consequiente expulsdo do ar do trato
gatrointestinal (Matos, 1998; Simdes et al, 1999). O Zingiber officinale e a
Gentiana lutea fornecem o&leos essenciais com acdo estimulante sobre
secrecOes do aparelho digestivo, justificando a propriedade estimulante do
apetite (Matos, 1998; Simdes et al, 1999).

Chamomilla recutita, Egletes viscosa, Allium sativum, Foeniculum
vulgare e Salvia officinalis possuem Gleos essenciais que relaxam a
musculatura lisa intestinal (atividade antiespasmodica), diminuindo ou mesmo

suprimindo espasmos (colicas) (Matos, 1998; Simdes et al, 1999).

A esséncia de terebintina (I-pineno), obtida a partir da Pinus palustris,
provocam um aumento da microcirculagdo local com consequente efeito
rubefaciente, sensacdo de calor e, em certos casos, uma agdo anestésica local;
portanto, possui acdo irritante tdpica ou repulsiva (uso externo) (Simdes et al,
1999). O o6leo essencial do Caryophylus aromaticus, pelo seu alto teor em

eugenol, possui atividade anestésica local (Simdes et al, 1999).

Atividade secretolitica tambeém pode ser atribuida a 6éleos essenciais
como os de Eucalyptus globulus e Pimpinella anisum, que pela presenca do
cineol e anetol, possuem acdo irritante topica sobre o epitélio respiratorio,
estimulando a atividade secretéria e facilitando a fluidificacdo e a expulsdo do
muco em alguns problemas respiratorios (atividade balsdmica) (Matos, 1998;
Simoes et al, 1999).
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Alguns 6leos essenciais tém suas atividades sobre o SNC estabelecidas:
estimulante (6leos essenciais contendo canfora), sedativa (Melissa officinalis)
ou mesmo provocando convulsdes em doses elevadas (Salvia officinalis e

Cinnamomum cassia) (Simdes et al, 1999).

Oleos essenciais contendo azulenos, como por exemplo a camomila,
possuem atividade antiinflamatoria (Simdes et al, 1999). B-pineno, cariofileno,
o-bisabolol e compostos sesquiterpénicos, como no 6leo de Bupleurum
fruticescens, Vanillosmopsis arborea e Copaifera reticulata também possuem
atividade antiinflamatoria (Santos, 1997). Alguns 6leos essenciais possuem
atividade analgésica como os de Egletes viscosa (Souza et al, 1995) e Ocotea
duckay (Moraes et al, 1995).

A atividade antimicrobiana foi documentada para varios O0leos
essenciais, dentre eles, o de Mentha piperita, Achillea frangatissima,
Melaleuca leucadendron, Melaleuca alternifolia, Althea rosea e Cymbopogon
citratus, pela presenca de componentes como timol, carvacrol, eugenol,

1,8-cineol, linalol, pineno, cariofileno e citral (Santos, 1997).

Outras atividades também sdo apresentadas pelos Gleos essenciais
como: antimalarica de Lippia multiflora (Valentin et al, 1995); ascaricida de
Psoroptes cuniculi (Perrucci et al, 1994); moluscicida e cercaricida por
diferentes espécies de Eucalyptus (Mendes et al, 1990); leishmanicida de

Croton cajucara (Socorro et al, 2003).
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1.5. O Género Croton

A familia Euphorbiaceae possui cerca de 300 géneros e 8000 espécies
dispersos em toda a superficie terrestre; mais é amplamente distribuida em
regides tropicais e temperadas caracterizando particularmente, portanto,
grande parte da flora brasileira. Os géneros com maior nimero de espécies sdo
0 Euphorbia e o Croton (Farnsworth, 1969; Webster, 1967; Wilson, 1976).
Os espécimes componentes vao desde ervas a trepadeiras e arvores de grande
porte, sendo geralmente produtores de latex. Podemos citar representantes
conhecidos na flora brasileira, como a seringueira - Hevea brasiliensis Muell.
Arg. nativa da regido amazonica no Norte do Brasil, a manigcoba - Manihot
glaziovii Muell. Arg. da regido Nordestina, a mandioca Manihot esculenta

Crantz. e a mamona - Ricinus comunis L. (Silveira, 1979).

Esta familia foi classificada em 4 subfamilias: Crotonoideae,
Phyllanthoideae, Poranteroideae e Ricinocarpoideae, e a subfamilia
Crotonoideae dividida em duas tribos: Crotoneae e Euphorbiaceae (Pax &
Hoffman, 1932).

O género Croton, cujo nome significa “carrapato”, € o segundo maior
da familia Euphorbiaceae e pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo
Crotoneae (Braga, 1976). Compreende aproximadamente 700 espécies
distribuidas em varias regides de clima tropical; dessas, o Brasil abriga cerca
de 300 espécies. Estas espécies tornam evidente o seu valor em virtude do
amplo uso popular como plantas medicinais; na forma de chas, infusdes,

cataplasmas e laxativos (Dourado, 2003).
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Espécies do género Croton atraem o interesse para o seu estudo devido
a diversidade do uso popular, atividades biologicas e como fonte promissora
de novos e interessantes compostos naturais bioativos (Dourado, 2003). E
encontrado principalmente como arvore de pequeno porte e arbusto,
apresentando cerca de 1000 espécies, das quais algumas sdo conhecidas como
fonte de diterpenos, principalmente diterpenos do tipo clerodano furénico
(Craveiro et al, 1981). Também sdo relatados diterpenos do tipo cleistantano
(Craveiro et al, 1982), caurano (Gonzalez et al, 1981) e labdano

(Roengsumram et al, 1999).

Estudos, envolvendo diversas espécies do género Croton, tém mostrado
diferentes atividades farmacoldgicas tais como: atividade antiinflamatoria e
antioxidante de C. celtidifolius (Nardi et al, 2003); antileishmanicida de C.
cajucara (Socorro et al, 2003); antinociceptiva de C. cajucara (Campos et al,
2002); antiulcerogénica e citotoxica de C. cajucara (Almeida et al, 2003);
hipoglicémica e hipolipidémica de C. cajucara (Silva et al, 2001);
antimicobacteriana e antimaléarica de C. kongensis (Thongtan et al, 2003);
antinociceptiva e antiinflamatoria de C. malambo (Suarez et al, 2003);
antinociceptiva de C. nepetaefolius (Abdon et al, 2002); antiproliferativa de C.
lechleri (Rossi et al, 2003); citotoxica de C. oblongifolius (Sommit et al,
2003); anti-hipertensiva de C. schiedeanus (Guerrero et al, 2001);
vasorelaxante de C. schiedeanus (Guerrero et al, 2002); antidiarréica de C.
urucurana (Gurgel et al, 2001); antinociceptiva de C. zehntneri (Oliveira et al,
2001); antimicrobiana de C. sonderianus (McChesney et al, 1991); anti-
reumatica de C. californicus (Chavez et al, 1982); purgativa de C. campestris
(Babili et al, 1998); antitumoral de C. crassifolius (Altschul, 1973);

hipotensora e narcoética de C. eluteria (Vigor et al, 2001).
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1.6. Croton sonderianus Muell. Arg.

1.6.1. Descricdo botanica, distribuicao geografica e aspectos gerais

Segundo a descricdo taxondmica contida no vol. XI da parte 1l da Flora
Brasiliensis, Croton sonderianus Muell. Arg. é descrito como segue
(Silveira, 1979):

“Planta arbustiva, podendo chegar a pequena arvore, raramente atingindo
mais que 6m de altura. Apresenta nos ramos peciolos, racemos e na pagina
inferior das folhas, delicado indumento de pelos estrelados de cor
acinzentada, as vezes com brilho vitreo, densamente tomentoso e ndo lepdoto.
Os ramos sdo quase cilindricos, apresentando sua seccdo transversal elitica.
As folhas medem cerca de 10 a 14cm de comprimento por 5 a 7cm de largura
na parte mais inferior; sdo triangular — ovais ou quase triangular -
lanceoladas, de apice acentuadamente acuminados e levemente cordatas na
base, gladulosas, peninérvias, com 4 a 6 nervuras secundarias que se
aproximam da base, apresentando estipulas cetaceas, alongadas, levemente
lancinadas. O peciolo € 4 a 5 vezes mais curto que o limbo. Os racemos
possuem flores abundantes com bracteas linear — lanceoladas cada uma com
uma flor. A flor feminina, destituida de pétalas, apresenta célice pentafendido,
com lobos orbicular — ovais, obtusos, ondulado nas margens e acrescente
superando quase a metade da capsula. Os lacinios subsaccato — reflexos,
apresentam sinuosidades. O ovario é viloso — tomentoso. A flor masculina
apresenta pétalas obovato — lanceoladas, densamente albido — tomentosas em
ambas as partes. Suas glandulas séo conatas e glabras. O disco, adnato ao
célice, € hipdgino tomentoso, apresentado cerca de 15 estames hirtolanosos
com anteras quase duas vezes mais longas que largas. As capsulas medem
cerca de 7mm de comprimento, sdo depresso — globosas e as sementes 5mm

de comprimento por 4mm de largura e aproximadamente 2mm de espessura.”
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Os “marmeleiros” sdo plantas muito frequentes no Nordeste, cujos
nomes botanicos tém sido referidos errbneamente em inimeras publicacdes. O
“marmeleiro-preto” corresponde botanicamente a especie Croton sonderianus
Muell. Arg. e ndo a Croton hemiargireus Muell., como tem sido citado
(Matos, 1997).

O Croton sonderianus Muell. Arg. é popularmente conhecido como
“marmeleiro — escuro” ou “marmeleiro — preto” em virtude do tronco e ramos
possuir um aspecto geral escuro. E o mais abundante dos marmeleiros
nordestinos, componente da caatinga, tipico do sertdo. Habita principalmente a
regido entre as bacias do rio Sdo Francisco e Parnaiba. O mapa da figura 1
apresenta as regides Nordestinas onde o marmeleiro-preto pode ser encontrado
(Silveira, 1979).

O Croton sonderianus Muell. Arg. apresenta-se como arbusto nas
capoeiras do sertdo, ou arvore quando cresce nas matas. Fornece boa lenha
para queima, sendo muito usada como material para cercas de varas e
preparacdo de gaiolas para pesca de lagosta (conhecidas no Ceard pela
denominacdo local de manzués). Seus frutos sdo o alimento preferido das
pombas de bando ou avoantes (Zenaida auriculata) (Matos, 1997). O cha de
infusdo da casca é utilizado via oral, na medicina popular, para hemorragia

uterina, hemoptise, dor de estbmago, vomitos e diarréia (Matos, 1999).

Estudos farmacoldgicos dos extratos organicos e substancias isoladas
das raizes de Croton sonderianus, coletadas em Sobral-Ceara, revelaram

significativa atividade biolégica (McChesney et al, 1991).
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O Acido 3,4-seco-traquilobandico, um dos constituintes quimicos
isolados das raizes de C. sonderianus, apresentou atividade antimicrobiana
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Saccharomyces cerevisiae e
atividade fungicida contra Candida albicans, Trichophyton mentagrophyts e

Polyporus sanguineus (McChesney et al, 1991).

As figuras 2 e 3 mostram aspectos da planta e seus ramos.

1.6.2. Analise quimica

A andlise quimica realizada no 6leo essencial extraido das folhas de
Croton sonderianus Muell. Arg. indicou a ocorréncia de: (E)-calameneno
(9,27%), B-elemeno (6,55%), guaiazuleno (6,53%), B-cariofileno (6,35%),
a-muuroleno (6,10%), (Z)-calameneno (4,65%), pB-felandreno (4,16%),
1,8-cineol (2,45%), espatulenol (2,07%) e (E)-cadina-1(2), 4-dieno (1,15%).

A figura 4 apresenta a estrutura quimica dos constituintes volateis do

Oleo Essencial de Croton sonderianus (OECS).



Figura 1 - Areas ocupadas com (Croton sonderianus) no Nordeste.

Obs.: estimativa por observacéo de campo, sujeita a confirmacao.
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Figura 2 - Aspecto geral da planta (C. sonderianus)
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Figura 3 - Aspecto dos ramos de C. sonderianus.
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos constituintes volateis do OECS.
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a — monoterpeno; b - sesquiterpeno
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1.6.3. Constituintes quimicos: quimica e farmacologia.

(E) — calameneno

E um sesquiterpeno presente no 6leo essencial obtido a partir de folhas
de Leptospermum scoparium e Kunzea ericoides. Este dleo apresentou

atividade antimicrobiana (Porter et al., 1998).

B-Elemeno

O pB-Elemeno, um sesquiterpeno isolado do rizoma de Curcuma
aromatica, apresentou atividade antitumoral (Fu, 1984). B-Elemeno exibiu
atividade antitumoral in vitro e in vivo em humanos; os resultados indicam que
a inducdo da apoptose contribui para 0s seus mecanismos de atividade
antitumoral (Yang et al, 1996). Demonstrou efeito antitumoral por mecanismo
imunoprotetor (Wu et al, 1999). Exerceu efeito citotoxico em células
leucémicas (K562) por inducdo de apoptose (Yuan et al, 1999; Zou et al,
2001). B-Elemeno exibiu um marcante efeito antiproliferativo em células de

glioma, e ele pode induzir apoptose in vitro (Zhou et al, 2003).

Estudos de farmacocinética (absorcdo, distribuicdo e excrecdo)
do B-Elemeno, obtido das raizes e sementes de Curcuma wenynjin, foram
realizados em ratos; os resultados demonstraram que [-Elemeno
foi largamente distribuido no corpo pela alta ligacdo as proteinas
plasmaéticas. E excretado de forma inalterada via urina e fezes; na bile é muito

pouco excretado (Wang et al, 2000).
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Guaiazuleno

O Guaiazuleno (1,4-dimetil-7-isopropil-azuleno), um sesquiterpeno
derivado natural do azuleno, é um agente antiulcera (Yano et al, 1990;
Yanagisawa et al, 1990) que foi utilizado em estudos clinicos como terapia
secundaria da gastrite (Vasario, 1958; Alessio, 1964). Foram realizados
estudos para elucidar os mecanismos defensivos basicos da mucosa gastrica na
acdo antitlcera do guaiazuleno e derivados sintéticos do azuleno; guaiazuleno
ndo demonstrou aumento no fluxo sanguineo da mucosa gastrica (Yano et al,
1990).

Azuleno, e seu derivado alquil guaiazuleno, sdo ingredientes de
produtos populares de beleza (cosméticos para a pele e corpo). Publicacdes de
varias origens, incluindo a FDA demonstraram que o azuleno é um ingrediente
popular de varios produtos de uso humano. Azuleno é obtido da planta
camomila germanica (Matricaria chamomilla), que possui atividade
antiinflamatéria,  antiespasmddica e  antimicrobiana.  Estudos de
fotomutagenicidade demonstraram que o0 guaiazuleno e o azuleno séo
fotomutagénicos em Salmonella typhimurium por irradiacdo de UVA e/ou luz
visivel; portanto, produtos com estes ingredientes devem ser utilizados com
cautela uma vez que a exposicdo a luz solar € sempre inevitavel (Lei et al,
2003).

A toxicidade do oxigénio e as reacOes de radicais livres sédo implicadas
em numerosas condicbes patologicas como aterosclerose, inflamacéo,
ulceragdo gastrica, degeneracdo neuronal e promocdo tumoral. As flores de
Matricaria chamomilla tém sido usadas terapéuticamente para condi¢cdes em

que o estresse oxidativo pode, supostamente, ser implicado. O camazuleno,
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substancia ativa da camomila, inibe a peroxidacdo lipidica de maneira dose-

dependente apresentando atividade antioxidante (Rekka et al., 1996).

O efeito in vivo e in vitro do guaiazuleno foi investigado no citocromo
P450 (CYP) hepatico de rato. Guaiazuleno inibiu consideravelmente CYP1A2
e CYP2B1 e demonstrou um fraco efeito no CYP1Al da fracdo hepatica
microssomal do rato. Guaiazuleno administrado em ratos ndo produziu
nenhum efeito toxico macroscopico e ndo causou alteracdo no peso do figado,
proteina microssomal e contetdo total do citocromo P450. Guaiazuleno inibiu
a atividade do CYP1A2 em ratos com ou sem intoxicacdo por paracetamol
(Kourounakis et al, 1997b). Estudos investigaram a habilidade do guaiazuleno
em ligar-se a radicais livres inibindo peroxidacdo lipidica da membrana
hepatica microssomal de ratos. A hepatotoxicidade do paracetamol é causada
pelo metabdlito reativo N-acetil-p-benzoquinona imina (NAPQI), que causa
estresse oxidativo e deplecdo de glutationa. Os niveis das proteinas citosoélicas
hepaticas, glutationa, glutationa transferase e glutationa redutase foram
determinados como indices de injdria hepatica com ou sem a administracédo do
guaiazuleno. Foi encontrado que todos o0s parametros afetados pelo
paracetamol foram restaurados ao normal pelo tratamento com o guaiazuleno
(Kourounakis et al, 1997a). Considerando que o CYP1A2 participa da
formacdo de NAPQI, assim como da ativacdo metabolica de varios compostos
toxicos e carcinogénicos, estes resultados, em combinagdo com a atividade
antioxidante do guaiazuleno, indicam potenciais aplicacfes benéficas deste

constituinte (Kourounakis et al, 1997b).

Estudos tém demonstrado a bioatividade de derivados do azuleno e

guaiazuleno. Um novo pigmento azuleno, 2,3-dihidrolinderazuleno, tem sido
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isolado juntamente com guaiazuleno e linderazuleno como metabdlitos
bioativos da Acalycigorgia sp (Sakemi et al, 1987). Foram estudados os
efeitos do novo derivado azuleno (KT1-32) no fluxo sanguineo da mucosa
gastrica. A administracdo intravenosa do KT1-32 produziu um aumento dose-
dependente do fluxo sanguineo da mucosa gastrica em ratos, 0 que contribuiu
para sua atividade antiGlcera fortalecendo os mecanismos defensivos da

mucosa (Yano et al, 1990).

O 3-Vinilguaiazuleno, um derivado sintético do guaiazuleno, possui
atividade antioxidante superior ao alfa-tocoferol. Este derivado também inibe
moderadamente a proliferacdo de células leucémicas promielanociticas
(Pratsinis et al, 2002).

B — cariofileno

O B- cariofileno é um sesquiterpeno que geralmente esta presente, como
composto majoritario, em 6leos essenciais extraidos de folhas ou partes aéreas
de diversas plantas tais como: Lantana xenica, Stachys candida,
S. chrysantha, Calea clematidea e Satureja parnassica (Juliani et al., 2002;
Skaltsa et al., 1999; Flach et al., 2002; Tzakou et al., 2003). E o composto
majoritario no extrato volatil do fruto conhecido como tapereba (Spondias
tuberosa) (Ceva-Antunes et al., 2003).

Estudos com Oleos essenciais de Bupleurum fruticescens,
Vanillosmopsis arborea e Copaifera reticulata, demonstraram atividade
antiinflamatdria, isto pode dever-se a compostos sesquiterpénicos presentes

nesses Oleos, incluindo o - cariofileno (Menezes et al, 1990, Martin, 1993;
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Sertié et al, 1995). Estudos demonstraram que p-cariofileno, um conhecido
sesquiterpeno antiinflamatdrio, possui atividade citoprotetora, em ratos, contra

lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto e HCI 0,6N (Tambe et al, 1996).

O oleo essencial, obtido a partir de folhas de Syrian oreganum, exerceu
atividade antioxidante in vitro, por complexa¢do com radicais livres, maior do
que o acido ascorbico; p-cariofileno é um dos constituintes majoritarios do
6leo essencial de Syrian oreganum (Alma et al, 2003). Outros estudos
demonstraram atividade antioxidante, do 6leo essencial de Artemisia annua,
equivalente a um composto de referéncia (a-tocoferol); B-cariofileno € um dos

constituintes majoritarios deste 6leo essencial (Juteau et al, 2002).

Estudos tanto com o O6leo essencial como com [ - cariofileno
demonstraram atividade antibacteriana contra Bacillus cereus e Proteus
mirabilis. Demonstraram menor inibicdo por Enterococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis e S. aureus. A bactéria Micrococcus luteus,
Klebsiella sp., Escherichia coli e o fungo Candida albicans foram insensiveis

tanto ao 6leo como ao p- cariofileno (Juliani et al., 2002).

Estudos com oOleos essenciais que possuem (- cariofileno, como
composto majoritario, exibiram moderada atividade contra bactérias
gram — positivas e uma grande atividade contra Helicobacter pylori
(Tzakou et al., 2003); demonstraram, ainda, moderada atividade antifungica
contra dermatdfitos tais como: Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum,
Trichophyton menthagrophytes, Epidermophyton floccosum, Microsporum

gypseum, Microsporum canis e Microsporum nanum (Flach et al., 2002).
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o - muuroleno

E um sesquiterpeno presente no 6leo essencial obtido a partir de folhas
de Leptospermum scoparium e Kunzea ericoides. Este 6leo apresentou

atividade antimicrobiana (Porter et al., 1998).

O o - muuroleno, obtido a partir de espécies de corais marinhos do
género Heteroxenia, € ativo contra fungos fitopatogénicos como
Cladosporium cucumerinum. Exibiu, também, atividade no teste de letalidade

de camaréo de salmoura (Edrada et al, 2000).

3-felandreno

O R-felandreno é um monoterpeno que geralmente esta presente, como
composto majoritario, em 6leos essenciais extraidos de folhas ou partes aéreas
de diversas plantas tais como: Pimpinella junoniae, Pinus peuce, Crithmum
maritimum e Peumus boldus (Velasco et al., 2003; Koukos et al., 2000;
Tsoukatou et al., 2001; Vila et al., 1999). E um dos compostos majoritarios no
extrato volatil do fruto conhecido como caja (Spondias lutea) (Ceva-Antunes
et al., 2003).

Estudos com Oleos essenciais que possuem R-felandreno, como
constituinte majoritario, exibiram significativa atividade inseticida e repelente
contra Pheidole pallidula (Tsoukatou et al., 2001) e uma significativa
atividade bactericida e fungicida contra Streptococcus pyogenes, Micrococcus
sp. e Candida sp. (Vila et al., 1999).
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1,8 - Cineol

O 1,8-cineol (cineol ou cajeputol), também conhecido como eucaliptol,
¢ um Oxido monoterpénico e € o principal constituinte de varios 0leos
essenciais, dentre eles, os 6leos das especies de Eucalyptus, Psidium, Croton,

Hyptis, Pectis, Melaleuca e muitos outros (Santos, 1997; Santos et al, 2000).

Estudos relacionados aos efeitos neurofarmacologicos dos 6leos
essenciais de Psidium guyanensis e Psidium pohlianum demonstraram
potenciacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital e um aumento do
tempo de imobilidade no teste da natacdo forcada. Os Oleos essenciais de
Psidium reduziram a mortalidade associada com a toxicidade por anfetamina e
convulsbes induzidas por pentilenotetrazol; demonstraram, ainda, uma
significantiva inibicdo do transito intestinal. Estes resultados sugerem uma
acdo depressora do sistema nervoso central e periférico; cineol € o constituinte

majoritario dos 6leos essenciais de Psidium (Santos et al, 1996).

Cineol demonstrou efeito inibitério em alguns tipos de inflamacéo
experimental em ratos (edema de pata induzido por carragenina e granuloma
induzido por pellet de algodao). Cineol inibiu, em camundongos, o aumento
da permeabilidade capilar peritoneal induzida por &cido acético; inibiu,
também, a nocicepc¢édo induzida pela administracdo subplantar de formalina e
intraperitoneal de acido acetico. Estes resultados evidenciam um potencial uso
benéfico do cineol como agente antiinflamatério e analgésico (Santos et al,
2000). E largamente utilizado em preparacdes farmacéuticas de uso externo e

interno, servindo como estimulante da expectoragdo nos casos de bronquite e
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agindo como anestésico local suave e anti-séptico no tratamento de

inflamacdes da garganta e da boca (Craveiro et al, 1981).

A Hipersecrecdo das vias aéreas é mediada pela liberacdo de
mediadores inflamatdrios e pode ser melhorada pela inibi¢do da producdo de
mediadores. O 1,8-cineol suprimiu 0 metabolismo do acido araquidénico e
producdo de citocinas em monaocitos humanos. Estudos clinicos avaliaram a
eficacia antiinflamatdria do 1,8-cineol pela determinacdo da equivaléncia de
poténcia com a prednisolona em pacientes com asma severa. Os resultados
sugerem uma atividade antiinflamatoria do 1,8-cineol na asma e 0 uso deste
como um novo agente mucolitico em doencgas da vias aereas superiores e

inferiores (Juergens et al, 2003).

Dermatites alérgicas de contato tém sido demonstradas com o uso de
Oleos essenciais de plantas na aromaterapia. Prurido € uma sensacdo
desagradavel, em muitas doencas de pele, associada com uma grande “vontade
de cocar”. Produtos da degradacdo dos monoterpenos presentes nos 0leos
essenciais podem agir como agentes sensibilizadores da pele. Quando injetado
no dorso de camundongos, cineol eliciou comportamento de cogar no sitio da
injecdo, de maneira similar como ocorre com o composto 48/80; resultados
que sugerem que 0s mastocitos possuem papel fundamental no
comportamento de cocar induzido por cineol em camundongos (Santos et al,
2002).

O cineol € um dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais obtidos a
partir das folhas de Chrysanthemum boreale e Peumus boldus. Estes oleos

apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias gram — positivas e
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gram — negativas maior que a ampicilina (Kim et al., 2003); exibiram
significativa atividade bactericida e fungicida contra Streptococcus pyogenes,

Micrococcus sp. e Candida sp. (Vila et al., 1999).

Espatulenol

O Espatulenol é um sesquiterpeno que geralmente estd presente, como
composto majoritario, em 6leos essenciais extraidos de folhas ou partes aéreas
de diversas plantas tais como: Lindera communis, Matricaria recutita, Conyza
albida, Baccharis notosergila, Callicarpa japonica, Calea clematidea,
Satureja  parnassica, Pittosporum undulatum, Xylopia phloiodora,
Pachypodanthium confine, Antidesma lanciniatum, Xylopia aethiopica e
Hexalobus crispiflorus. (Yang et al., 1999; Maday et al., 1999; Pacciaroni et
al., 2000; Cobos et al., 2001; Kobaisy et al., 2002; Flach et al., 2002; Tzakou
et al., 2003; Medeiros et al., 2003; Boyom et al., 2003).

Os Oleos essenciais que possuem espatulenol, como um dos principais
constituintes, geralmente exibem atividade antibacteriana e/ou antiflngica.
Em diversos estudos, Oleos essenciais, que possuem espatulenol como
constituinte majoritario, demonstraram atividade contra bactérias gram -
positivas e gram — negativas (Cobos et al., 2001; Tzakou et al., 2003) e uma
moderada atividade contra Helicobacter pylori (Tzakou et al., 2003).
Exibiram, ainda, uma consideravel atividade antimicrobiana contra
S. aureus, S.epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. (Medeiros et al., 2003);
antifungica contra  Trichophyton tonsurans, Trichophyton rubrum,
Trichophyton menthagrophytes, Epidermophyton floccosum, Microsporum

gypseum, Microsporum canis e Microsporum nanum (dermatofitos)
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(Flach et al., 2002) e antimalarial contra Plasmodium falciparum em cultura

in vitro (Boyom et al., 2003).
(E) — cadina-1,4-dieno
E um sesquiterpeno presente no 6leo essencial obtido a partir de folhas

de Leptospermum scoparium e Kunzea ericoides. Este 6leo apresentou

atividade antimicrobiana (Porter et al., 1998).
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2. OBJETIVOS

As plantas do género Croton demonstram uma variedade de efeitos
farmacoldgicos. O Croton sonderianus Muell. Arg. € popularmente
empregado no tratamento de hemorragia uterina, dor de estbmago, vomitos e
diarréia e ndo existem dados farmacologicos sobre o 6leo essencial obtido das

folhas de C. sonderianus. Este trabalho tem por objetivos:

¢ Analisar os constituintes quimicos presentes no 6leo essencial obtido das
folhas de Croton sonderinus Muell. Arg. (OECS);

¢ Auvaliar a toxicidade aguda do OECS;

¢ Auvaliar o efeito antiinflamatorio em modelos animais de inflamagéo aguda;

¢ Estudar o efeito antinociceptivo estabelecendo os possiveis mecanismos de

acao;

¢ Verificar o efeito sobre o sistema nervoso central, nos modelos de tempo

de sono e campo aberto;

¢ Awvaliar os efeitos no trato gastrintestinal, utilizando os modelos de ulcera
gastrica induzida por etanol e indometacina e verificando o efeito na

motilidade intestinal.
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3. MATERIAIS

3.1. Material botanico

O oOleo essencial foi obtido a partir das folhas frescas de Croton
sonderianus Muell. Arg. coletadas na localidade de Caucaia-Ceara (Km 18),
no dia 17 de margo de 2003 (07:00-08:30 h). A excicata foi identificada pelo
Prof. Edson de Paula Nunes e depositada no Herbario Prisco Bezerra
(# 31423; figura 5) do Departamento de Biologia da UFC.

3.2.  Animais experimentais

Camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss Webster,
adultos, do sexo masculino, pesando entre 25-30g, provenientes do Biotério
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara, mantidos em caixas de propileno
26 + 2 °C, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo racdo padrédo
(Purina Chow) e agua ““ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de

solidos de 18h antes da realizacdo de cada experimento.



Figura 5 — Aspectos da excicata n® 31423 de C.sonderianus
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3.3. Reagentes e drogas

Reagente

Acetona P.A.

Acido acético glacial P.A.
Acido acetilsalicilico
Capsaicina

Carragenina

Carvéo Ativado pé
Cimetidina
Ciproeptadina (Periatin®)
Clonidina, hidrocloreto
Cloridrato de clorpromazina
Cloridrato de naloxona
Dextrana

Diazepam

Etanol P.A.

Eter etilico P.A.
Formaldeido P.A.

Glibenclamida

Indometacina (Indocid®)
Sulfato de morfina (Dimorf®)

N-acetilcisteina (Fluimucil®)
Oleo de Croton
Pentobarbital sédico

Tween 80
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Origem

Synth, Brasil
Quimex, Brasil
Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A.
Reagen, Brasil
Sigma, U.S.A.

Prodome, Brasil

Sigma, U.S.A

Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Grupo Quimica, Brasil
Cinetica, Brasil
Sigma, U.S.A.

Sigma, U.S.A.

Prodome, Brasil
Cristalia, Brasil
Zambon, Brasil

Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A.



3.4. Equipamentos

Equipamento

Balanga para animais (mod. MF-6)
Balanca analitica (mod. AX200)
Campo aberto

Placa quente (mod. DS37)
Pletismografo (mod. 7150)
Seringas plasticas

Vidrarias
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Origem

Filizola, Brasil

Shimadzu Corporation, Japéo
LPN-CE

Ugo Basile, Italia

Ugo Basile, Italia

B-D Plastipak

Pirex, U.S.A.
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4. METODOS

4.1. Obtencéo do 6leo essencial de Croton sonderianus

O oOleo essencial foi obtido, a partir das folhas frescas, por
hidrodestilacéo (290 g de C.sonderianus). A mistura foi mantida em ebulicéo,
por 2 h, em um sistema de doseamento de Oleo essencial tipo Cleavenger
modificado por Gottlieb (Craveiro et al., 1984). A mistura agua/éleo foi
separada; a fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro, filtrada

(algodé&o hidrofilo), fornecendo o 6leo essencial (Figura 6).

O estudo dos componentes volateis foi realizado por RMN em
cloroformio deuterado (CDCIy), utilizando-se um espectrofotdmetro Bruker
(modelo Avance DRX 500/500 MHz); assim como por cromatdgrafo gas-
liquido acoplado a espectrofotdmetro de massa (CGL/EM; Hewlett-Packard
5971) nas seguintes condigdes: coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm); hélio
(ImL/min); temperatura programada: 35-180 °C (4 °C/min); 180-280 °C
(20 °C/min); temperatura do injetor (250 °C) e temperatura do detector
(200 °C). Os espectros de massa foram obtidos por impacto eletronico (70 eV)
numa faixa de m/z = 28-400. Os componentes individuais foram identificados
por pesquisa em espectroteca comercial computadorizada de espectros de
massa, utilizando-se os indices de retencdo com uma rotina de pre-selecéo, e
depois realizando-se a comparacao visual com espectros de massa publicados
em literatura especializada (Formacek et al, 1985; Adams, 2001). Esta
metodologia foi realizada pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira e pelo
Doutorando Claudio Costa dos Santos do Departamento de Quimica Organica

e Inorganica da UFC.



Material Botanico

(Folhas frescas; 290 g de C. sonderianus)

Extracdo em doseador tipo Cleavenger
modificado por Gottlieb
(hidrodestilacéo)

Condensacao
Decoto + folhas Oleo / Agua
(Desprezado)
Separacéo
| |
Oleo Hidrolato
(Desprezado)

Secagem com sulfato de sodio anidro

Filtracéo

Oleo Essencial

Analise por CGL/EM

Identificacdo

(Espectroteca comercial computadorizada)

Figura 6 — Método de obtencéo do 6leo essencial de C. sonderianus.
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4.2. Toxicidade aguda do OECS

Trinta camundongos (quinze machos e quinze fémeas) foram
distribuidos em trés grupos de dez animais cada (cinco machos e cinco
fémeas) aos quais foram administrados, por via oral, doses crescentes do
OECS (1, 2 e 3 g/Kg). Os animais foram observados quanto as alteracGes
comportamentais, alteracdes nos padroes fisiologicos de evacuagdo e miccéo e
quanto ao namero de mortes ocorridas no periodo de setenta e duas horas
(Miller et al., 1944).

4.3. Atividade Antiinflamatoria

4.3.1. Edema de pata induzido por Carragenina

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
indometacina (10 mg/Kg, v.0.) e veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada,
v.0.) 45 min antes da inducdo do edema pela administracdo subplantar de
Carragenina Tipo 1V 1 % (20 uL/pata) na pata posterior esquerda, seguindo o
descrito por Winter et al (1962) e Henriques et al (1987). Um volume igual de
salina (NaCl 0,9 %) foi injetado na pata contralateral. O edema foi registrado

4h e 24h apds a administracdo da carragenina.

O volume do edema, em mililitros (mL), foi registrado através de um
Pletismografo (Ugo Basile, Italia). A pata posterior do animal foi submergida,
até a juncdo tibio-tarsal, na camara de leitura do aparelho. O volume de
liquido deslocado foi registrado digitalmente e correspondeu ao volume da
pata. Os resultados sdo expressos como a diferenca de volume (mL) entre a

pata que recebeu carragenina e a pata contralateral que recebeu salina.
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4.3.2. Edema de pata induzido por Dextrana

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.) e veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada,
v.0.). Apds 45 minutos, os animais receberam uma injecdo subplantar de
Dextrana 0,15 % (50 ulL/pata) na pata esquerda e igual volume de salina na

pata direita.

Apobs 2 horas, os animais foram sacrificados e as patas cortadas na
juncéo tibio-tarsal. O edema foi expresso em miligramas (mg) pela diferenca
de peso entre a pata esquerda (dextrana) e a pata direita (salina) (Winter et al,
1962).

4.3.3. Edema de Orelha induzido por Oleo de Croton

Foi utilizado o teste do edema de orelha induzido por 6leo de Croton
segundo o0 meétodo de Schiantarelli et al (1982). Foram utilizados
camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em grupos de 8
animais, tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) e veiculo (2% de

Tween 80 em &gua destilada, v.0.).

Uma hora ap6s os tratamentos, foram aplicados topicamente 10 uL de
6leo de Croton (5 % v/v em acetona) na orelha direita dos animais e 0 mesmo
volume de acetona na orelha esquerda. Apdés 4 horas, os animais foram
sacrificados, retirados fragmentos de 6 mm de didmetro de cada orelha e
pesados. O edema foi expresso em miligramas (mg) pela diferenca de peso

entre a orelha direita (6leo de Croton) e a orelha esquerda (acetona).
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4.4. Atividade Antinociceptiva

4.4.1. Teste das Contorc¢des Abdominais Induzidas por Acido Acético

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados via oral (v.0.) com OECS (50, 100 e
200 mg/Kg), acido acetilsalicilico (250 mg/Kg) e veiculo (2 % de Tween 80
em agua destilada). Apds 45 minutos, receberam uma injecdo intraperitoneal
(i.p.) de acido acetico 0,6% (10 mL/Kg). Decorridos 10 minutos da
administracdo do acido acético, o numero de contor¢des abdominais foi
registrado, para cada animal, durante um periodo de 20 minutos. Uma
contorcdo sendo identificada como uma extensdo das patas traseiras

acompanhada de constriccdo do abdomen (Koster et al, 1959).
4.4.2. Teste da Formalina

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, v.0.) 45 minutos e morfina
(7,5 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da injecé@o subplantar (s.pl.), na pata direita
traseira, de formalina 1 % (20 uL/pata). O tempo de lambedura da pata foi
registrado, em segundos, de 0-5 min (12 Fase) e 20-25 min (22 Fase) apos a

administracao da formalina (Hunskaar & Hole, 1987).

O papel do sistema opidide na antinocicepcdo do Oleo essencial de
C.sonderianus foi determinado pela administracdo subcutanea (s.c.) de
naloxona (1 mg/Kg), 15 minutos antes do tratamento com OECS (100 mg/Kg,
v.0.) e morfina (7,5 mg/Kg, i.p.).
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O papel dos canais de K™ dependentes de ATP (Katp) Na antinocicepgéo
do Oleo essencial de C.sonderianus foi determinado pela administracdo de
Glibenclamida (2 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes do tratamento com veiculo,
OECS (100 mg/Kg, v.0.) e morfina (7,5 mg/Kg, i.p.).

4.4.3. Teste da Placa Quente

O método de Eddy & Leimbach (1953) foi seguido, com pequenas
modificacdes, para verificar a eficacia do OECS contra a nocicepgdo térmica e
de acéo central. Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos
em grupos de 8 animais, foram pré-selecionados pela passagem individual na
placa quente mantida a 51 + 0,5 °C e aqueles que mostraram tempo de reagao
(saltar ou lamber as patas traseiras) superior a 20 segundos foram descartados.
O tempo de reacdo foi registrado antes e 30, 60 e 90 minutos apos a
administracdo de OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), morfina (7,5 mg/Kg,

I.p.) e veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, v.0.).

4.4.4. Teste da nocicepc¢ao induzida por capsaicina

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, v.0.) 45 minutos e morfina
(7,5 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da injecdo subplantar, na pata direita
traseira, de capsaicina (1,6 pg/pata). O tempo de lambedura da pata foi
registrado, em segundos, durante um periodo de 5 minutos apés a injecdo da

capsaicina (Santos et al, 2003).
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O papel do sistema opidide foi determinado pela administracdo de
naloxona (1 mg/Kg, s.c.), 20 minutos antes do tratamento com OECS

(200 mg/Kg, v.0.) e morfina (7,5 mg/Kg, i.p.).

O papel dos canais de K* dependentes de ATP (Katp) Na antinocicepgéio
do 6leo essencial de C.sonderianus foi determinado pela administracdo de
Glibenclamida (2 mg/Kg, i.p.), 15 minutos antes do tratamento com OECS
(100 mg/Kg, v.0.).

4.4.5. Tempo de Sono induzido por Pentobarbital

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (2 % de Tween 80 em A&gua destilada, v.0.) 45 minutos e
clorpromazina (10 mg/Kg, i.m.) 30 minutos antes da administracdo de
pentobarbital sédico (40 mg/Kg, i.p.) como agente indutor do sono de acordo
com o0 método de Dandiya & Collumbine (1959). Iniciado o periodo de sono,
em seus respectivos grupos, os animais foram posicionados em decubito
dorsal em local de adequada observacao; marcou-se o inicio do sono de cada
animal. Os animais foram observados durante todo o tempo de sono; sendo o
final deste marcado no momento em que o animal retornou a situacdo de
alerta, caracterizada pela alteracdo da posicdo de decubito dorsal. O periodo

total de observacéo foi de no maximo 120 min.
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O tempo de sono foi calculado para cada animal da seguinte maneira:

TS=T1-T0O

Onde:
TS = tempo de sono (em minutos)
TO = tempo registrado no inicio do sono

T1 = tempo registrado no momento que o animal desperta

4.4.6. Atividade motora esponténea

O efeito do OECS sobre a atividade motora espontanea de
camundongos foi avaliado na tentativa de verificar uma atividade

sedativa/depressora no SNC.

A atividade motora dos animais foi verificada por meio de um campo
aberto, quadrangular, com 30 cm de diametro, sendo sua base (local onde
ocorre a movimentacdo dos animais) dividida em 9 quadrados de diametros
iguais. Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, v.0.) 45 minutos e diazepam
(0,5 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes dos animais serem levados individualmente
ao campo aberto e observados durante um periodo de 4 minutos, baseado no

modelo descrito por Capaz et al (1981).
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Foi registrada a freqiéncia de locomocdo; que é o ato do animal
locomover-se com o tronco afastado do chdo por meio de movimentos
coordenados das quatro patas, deslocando-se horizontalmente sobre a base do
campo aberto. A unidade de medida correspondeu ao nimero de divisbes da
base do campo aberto nas quais o animal penetrou com as quatro patas. Antes
do inicio da observacdo, os animais tiveram 1 minuto para adaptacdo ao

campo aberto.

4.5. Atividade sobre o Trato Gastrointestinal
4.5.1. Avaliacdo do efeito na Motilidade Intestinal

Neste experimento foi utilizado o método de Meli et al (1990).
Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em grupos de
8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo
(2 % de Tween 80 em &gua destilada, v.0.) e clonidina (200 ug/Kg, v.0.).
Decorridos 45 minutos, 0s animais receberam carvdo ativado 10% em goma
arabica 5 % (0,2 mL/animal). Apo6s 20 minutos, os animais foram sacrificados,

removidos 0s estdbmagos e 0s intestinos até o reto.

Foi medido o comprimento total do intestino (da regido gastropilérica
até a juncdo ileocecal) e a distancia percorrida pelo carvdo do piloro a Gltima

porc¢éo do intestino que conteve pelo menos 1cm continuo de carvéo.

Transito intestinal (%) = _ Disténcia percorrida pelo carvdao  x 100

Comprimento total do intestino delgado
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4.5.2. Ulcera gastrica induzida por Etanol

Para avaliacdo da atividade antiulcerogénica do OECS, foi utilizado o
modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol segundo o método de Robert
et al (1979). Foram utilizados camundongos Swiss, machos, com peso de
25-30 g, divididos em grupos de 8 animais, tratados com OECS (50, 100 e
200 mg/Kg, v.0.), ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.), capsaicina (5 mg/Kg, v.0.),
veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada, v.0.) 45 minutos e
N-acetilcisteina (750 mg/Kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo de
etanolys (0,2 mL/animal; v.0.). Decorridos 30 minutos, os animais foram
sacrificados; os estbmagos foram retirados, abertos pela grande curvatura,
lavados com salina 0,9 % e comprimidos entre dois vidros de relégio para uma
melhor visualizacdo. As areas totais e as areas lesionadas dos estbmagos (face
glandular) foram determinadas por planimetria. A area lesada foi expressa em

termos de percentagem em relacdo a area total do corpo géstrico.

4.5.3. Ulcera géstrica induzida por indometacina.

Camundongos Swiss, machos, com peso de 25-30 g, divididos em
grupos de 8 animais, foram tratados com OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
cimetidina (100 mg/Kg, v.0.) e veiculo (2 % de Tween 80 em agua destilada,
v.0.). ApoOs 45 minutos, os animais receberam indometacina 20 mg/Kg, v.o.,
preparada com 0,5 % de carboximetilcelulose e 8 horas depois, 0s animais
foram sacrificados. De acordo com Bhargava (1973), os estomagos foram
retirados, instilados com formalina a 5 % por 15 minutos, abertos ao longo da
grande curvatura, lavados em salina e inspecionados para atribuicbes de

escores de acordo com Szabo e cols (1985).



Determinacao do Indice de Lesdo Gastrica Induzida por Indometacina

1. Perda de pregas da mucosa 1 ponto
2. Descoloragdo da mucosa 1 ponto
3. Edema 1 ponto
4. Hemorragias 1 ponto
5. NUmero de petéquias

- até 10 2 pontos

- mais de 10 3 pontos
6. Intensidade da ulceracéo

- Ulceras ou erosao de até 1mm n X 2 pontos

- Ulceras ou erosdo maiores que 1mm n X 3 pontos

- Ulceras perfuradas n X 4 pontos

n = ndmero de Ulceras encontradas

4.5. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. Para comparacao
multipla dos dados paramétricos foi utilizada a analise de variancia
(ANOVA), e a significancia entre os grupos foi estabelecida pelo teste de

multipla comparacéo de Student Newman Keul. Para dados ndo paramétricos,

foi utilizado o teste de Dunn.

Em todas as andlises estatisticas, considerou-se o nivel critico para

rejeicdo da hipdtese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05).




RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencéo e composicao quimica do 6leo essencial de C.sonderianus.

A extracdo do 6leo essencial por hidrodestilacéo, a partir das folhas de
C.sonderianus, produziu 3,0 mL de 6leo essencial com uma coloracédo azul
intenso. Utilizando-se cromatografia de exclusdo em coluna de Sephadex
LH-20, foi possivel o acompanhamento visual da eluicdo, com metanol
(MeOH), de uma faixa azul intenso; que apds a evaporacdo do solvente

mostrou-se constituir-se de guaiazuleno puro.

O resultado do estudo dos componentes volateis do 6leo essencial
revelou a presenca de: (E)-calameneno (9,27%), B-elemeno (6,55%),
guaiazuleno (6,53%), p-cariofileno (6,35%), a-muuroleno (6,10%),
(2)-calameneno (4,65%), p-felandreno (4,16%), 1,8-cineol (2,45%),
espatulenol (2,07%) e (E)-cadina-1(2), 4-dieno (1,15%). Estes constituintes

representam cerca de 49% da composicéo total do OECS.
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5.2. Toxicidade aguda do OECS

O OECS nas doses de 1, 2 e 3 g/Kg, v.0., ndo produziu alteracOes
comportamentais, nao alterou os padroées fisiologicos de evacuacédo e miccéo e

ndo foram observadas mortes durante o periodo de setenta e duas horas.

5.3. Atividade antiinflamatoria

5.3.1. Efeito do OECS no edema de pata induzido por carragenina

em camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, ndo reduziu o
volume do edema de pata nos tempos de 4 h e 24 h, quando comparado ao
controle. A Indometacina (10 mg/Kg, v.0.), um antiinflamatério n&o-
esteroidal, reduziu significativamente o volume do edema de pata em 4 h
(p<0,01) e 24 h (p<0,05) (Tabela 1 e Figura 7).

5.3.2. Efeito do OECS no edema de pata induzido por dextrana

em camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg reduziu, significativamente,
0 edema de pata para 81,67 + 2,25; 73,28 + 3,10 e 68,98 + 5,19 mg,
respectivamente, quando comparado ao controle (93,96 + 5,27 mg). A
Ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.), um antagonista H; e 5HT, reduziu
significativamente (p<0,001) o edema de pata para (49,16 + 3,84 mg) quando
comparado ao controle (93,96 + 5,27 mg) (Tabela 2 e Figura 8).
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5.3.3. Efeito do OECS no edema de orelha induzido por Oleo de Croton

em camundongos.

O OECS nas doses de 100 e 200 mg/Kg, via oral, reduziu de maneira
significativa (p<0,05) o edema de orelha para 2,58 + 0,42 e 2,64 + 0,56 mg,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle (4,40 + 0,47 mg)
(Tabela 3 e Figura 9).
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TABELA 1 — Efeito do OECS no edema de pata induzido por

carragenina em camundongos.

Grupo Dose Edema de pata (mL)
(mg/Kg, via) 4h 24 h
Controle (veiculo) - 0,073 + 0,009 0,053 + 0,014
OECS 50, v.o. 0,050 + 0,014 0,060 + 0,001
100, v.o. 0,043 + 0,016 0,038 + 0,012
200, v.o. 0,045 + 0,014 0,060 + 0,019
Indometacina 10, v.o. 0,023 £ 0,003** 0,010 £+ 0,004*

Os dados representam a média + E.P.M. do volume do edema (mL) apds 4 h e
24 h da administracdo da carragenina. Os resultados sdo expressos como a
diferenca de volume (mL) entre a pata que recebeu carragenina e a pata
contralateral que recebeu salina. O OECS e indometacina foram administrados
45 min. antes da injecdo subplantar de carragenina 1 % (20uL/pata). Foram
utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05 e ** p<0,01 vs controle (ANOVA e

teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 7 - Efeito do OECS no edema de pata induzido por
carragenina em camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (Controle) e Indometacina (INDO 10 mg/Kg, v.0.) foram
administrados 45 min. antes da injecdo subplantar de carragenina 1 %
(20uL/pata). Os valores representam a média + E.P.M. do volume do
edema (mL) apds 4 h e 24 h da administragdo da carragenina. Os
resultados foram avaliados pela diferenca de volume entre a pata que
recebeu carragenina e a pata contralateral que recebeu salina. Foram
utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05 e ** p<0,01 vs controle
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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TABELA 2 — Efeito do OECS no edema de pata induzido por Dextrana

em camundongos.

Grupo Dose

(mg/Kg, via)

Edema de pata (mg)

Controle (veiculo) -

OECS 50, v.o.
100, v.o.
200, v.o.
Ciproeptadina 10, v.o.

93,96 + 5,27

81,67 £ 2,25*
73,28 + 3,10**
68,98 + 5,19***
49,16 £ 3,84***

Os valores séo expressos como média + E.P.M. do edema de pata (mg). O OECS
(50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) e ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.) foram
administrados 45 min. antes da injecdo subplantar de dextrana 0,15 %

uL / pata). Foram utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05; ** p<0,01 e
(50 uL / ). F ilizados 8 animai * p<0,05; ** p<0,01

*** p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).



Edema de pata (mg)

81

120 -
100 -
80 - ol KKk

60 -

**k*k

20 -

50 100 200 10 mg/Kg
Controle OECS Cipro

FIGURA 8 — Efeito do OECS no edema de pata induzido por
dextrana em camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg,
v.0.), ciproeptadina (Cipro 10 mg/Kg, v.0.) e veiculo (Controle)
foram administrados 45 min. antes da injecdo subplantar de
dextrana 0,15 % (50 pl/pata). Os resultados representam a
média + E.P.M. do edema de pata (mg). Foram utilizados 8
animais por grupo. * p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 vs controle
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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TABELA 3 - Efeito do OECS no edema de orelha induzido por Oleo de

Croton em camundongos.

Grupo Dose Edema de orelha (mg)
(mg/Kg, via)
Controle (veiculo) - 4,40 + 0,47
OECS 50, v.o. 3,13+ 0,61
100, v.o. 2,58 + 0,42*
200, v.o. 2,64 +£0,56*

Os dados representam a média + E.P.M. do edema de orelha (mg). O OECS (50,
100 e 200 mg/Kg, v.0.), foi administrado 45 min. antes da administracdo tépica
de 6leo de Croton 5 % v/v em acetona (10 uL/orelha). Foram utilizados 8

animais por grupo. *p<0,05 vs controle (ANOVA e teste Student Newman Keul).
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FIGURA 9 — Efeito do OECS no edema de orelha induzido por
Oleo de Croton em camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg,
v.0.) e veiculo (Controle) foram administrados 45 min. antes da
administracdo topica de 6leo de Croton 5 % v/v em acetona
(10 uL/orelha). Os resultados representam a média + E.P.M. do
edema de orelha (mg). Foram utilizados 8 animais por grupo.
* p<0,05 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.4. Atividade antinociceptiva

5.4.1. Efeito do OECS na nocicepcdo induzida por &cido acético em

camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, reduziu de forma
significativa (p<0,001) o numero médio de contor¢cbes abdominais para
20,22 +2,98; 20,25 + 3,00 e 14,12 + 1,10 contorc¢des/20 min, respectivamente,
em relacdo ao grupo controle (48,38 + 5,92 contor¢cdes/20 min);
correspondendo a uma inibicdo de 58, 58 e 70 % respectivamente (Tabela 4 e
Figura 10).

O acido acetilsalicilico (250 mg/Kg, v.0.), um antiinflamatério
ndo-esteroidal, promoveu uma reducdo de 61 % no numero de contorcdes

abdominais (Tabela 4 e Figura 10).

5.4.2. Efeito do OECS na nocicep¢do induzida por formalina

em camundongos.

O OECS (50 mg/Kg, v.0.) promoveu uma reducdo, significativa
(p<0,05), do tempo em que o animal permaneceu lambendo a pata, somente na
12 fase do teste; nas doses de 100 e 200 mg/Kg, v.0., OECS promoveu uma
reducéo significativa (p<0,01) nas duas fases do teste; correspondendo a uma
inibicdo de 41 e 41 % (1@ fase), 92 e 89 % (22 fase) para as respectivas doses,

em relacdo ao grupo controle (Tabela 5 e Figura 11A).
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A morfina (7,5 mg/Kg, i.p.), um analgésico opioide, demonstrou uma
inibicdo de 64 % na 12 fase e de 94 % na 22 fase do teste em relacdo ao grupo
controle (Tabela 5 e Figura 11A).

A naloxona (1 mg/Kg, s.c.), um antagonista opioide, significativamente
(p<0,05) inibiu o efeito antinociceptivo da morfina nas duas fases do teste.
Quando administrada sozinha, ndo alterou a resposta nociceptiva induzida por
formalina. Contudo, a naloxona ndo foi capaz de reverter, de maneira
significativa, a antinocicep¢do induzida por OECS (100 mg/Kg, v.0.)
observada nas duas fases do teste quando comparada as duas fases do OECS
sozinho (Tabela 5 e Figura 11A).

Glibenclamida (2 mg/Kg, i.p.), um antagonista dos canais de Katp,
reverteu significativamente (p<0,05) a antinocicepc¢do induzida por OECS
(100 mg/Kg, v.0.) observada na primeira fase (64,97 + 7,10 seg.) e segunda
fase (34,51 + 3,44 seg.) do teste em relacdo a OECS sozinho (40,47 + 4,42
seg./12 fase e 2,15 + 1,27 seq./22 fase) (Tabela 5 e Figura 11B). Glibenclamida
sozinha néo alterou, significativamente, o efeito nociceptivo da formalina e
ndo alterou a antinocicepcdo induzida por morfina nas duas fases do teste
(Tabela 5 e Figura 11B).

5.4.3. Efeito do OECS no teste da Placa Quente em camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, quando
comparado ao controle, ndo prolongou significativamente o tempo de reacdo a
placa quente (51 + 0,5 °C) nos intervalos de registro estudados. Morfina

(7,5 mg/Kg, i.p.), um analgésico opidide, prolongou de maneira significativa
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(p<0,001) o tempo de reacdo dos animais nos tempos de 30 min. (40,11 + 2,57
seg.) e 60 min. (34,52 + 3,23 seg.) quando comparado ao grupo controle
(17,33 £ 1,71 seg.; t = 30 min. e 14,58 + 1,71 seg.; t = 60 min.) (Tabela 6 e
Figura 12).

5.4.4. Efeito do OECS na nocicepcdo induzida por Capsaicina em

camundongos.

OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, reduziu de forma
significativa (p<0,001) o tempo gasto pelos animais lambendo a pata, apos a
administracao de capsaicina (1,6 ug/pata) para 18,00 + 4,88 seg., 15,87 + 6,81
seg. e 9,00 + 3,61 seg., respectivamente, em relacdo ao grupo controle
(56,37 + 6,83 seg.); correspondendo a uma inibicdo de 68, 71 e 84 %

respectivamente (Tabela 7 e Figura 13).

A morfina (7,5 mg/Kg, i.p.) demonstrou uma inibicdo de 95 % no
tempo gasto pelos animais lambendo a pata (2,43 + 1,63 seg.) quando

comparado ao controle (56,37 + 6,83 seg.) (Tabela 7 e Figura 13).

A Naloxona (1 mg/Kg, s.c.), significativamente (p<0,05), inibiu o
efeito antinociceptivo da morfina; contudo, ndo foi capaz de reverter, de
maneira significativa, a antinocicepg¢éo induzida por OECS (100 mg/Kg, v.0.)
(Tabela 7 e Figura 13).

Glibenclamida (2 mg/Kg, i.p.) reverteu, significativamente (p<0,05), a
antinocicepcéo induzida por OECS (100 mg/Kg, v.0.) para 34,51 + 3,44 seg.
em relacdo a OECS (2,15 + 1,27 seg.) (Tabela 7 e Figura 13).
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TABELA 4 — Efeito do OECS no teste de contorc¢des abdominais induzidas

por acido acetico em camundongos.

Grupo Dose N° de contor¢bes/20min % de
(mg/Kg, via) Inibicéo
Controle (veiculo) - 48,38 +£5,92 -
OECS
50, v.o. 20,22 + 2,98*** 58
100, v.o. 20,25 + 3,00*** 58
200, v.o. 14,12 + 1,10*** 70
Acido Acetilsalicilico 250, v.0. 18,49 + 3,30*** 61

Os valores representam a média + E.P.M. do nimero de contor¢es abdominais
exibidas pelos animais durante 20 min., comecados a contar 10 min. apds a inje¢édo
do &cido acético 0,6 % (10 mL/10 g; i.p.). Veiculo (controle), OECS e &cido
acetilsalicilico foram administrados 45 min. antes da injecdo de acido acético
0,6 %. Foram utilizados 8 animais por grupo. *** p<0,001 vs controle (ANOVA e

teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 10 - Efeito do OECS sobre as contorc¢des abdominais
induzidas por acido acético em camundongos. O OECS 50, 100 e
200 mg/Kg, v.o., acido acetilsalicilico (AAS 250 mg/Kg, v.0.) e
veiculo (Controle) foram administrados 45 min. antes da injecéo de
acido acético 0,6 % (10 mL/Kg; i.p.). Os valores representam a
média + E.P.M. do nimero de contor¢cBes abdominais durante
20 min., comecados a contar 10 min. apds a injecdo do &cido
acetico 0,6 %. Foram utilizados 8 animais por grupo. *** p<0,001
vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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TABELA 5 - Efeito do OECS no teste da formalina em camundongos.

Grupo Dose Tempo (S) % de Inibicéo
(mg/Kg, via) 12 Fase 2% Fase 12 Fase 22 Fase
Controle (veiculo) - 69,50+ 528 29,50+ 5,49 - -
OECS 50, v.o. 49,87 £6,06* 37,00 +9,90 28 -
100,v.0.  4047+442"° 215+127° 41 92
200,v.0.  4055+6,17° 322+1,73° 41 89

Morfina 7,5 i.p. 2475+6,65° 171+1,71° 64 94
Naloxona 1,0 s.c. 87,00 + 8,92 50,12 + 6,33 - -
Naloxona 1,0 s.c.

+ + 60,62 + 11,35° 33,50 + 12,04° - -
Morfina 7,5 1.p.
Naloxona 1,0 s.c.

+ + 50,75+ 6,29 562+226%* 27 81
OECS 100, v.o.
Glibenclamida 2,0 i.p. 83,27 +11,43 37,99 +7,03 - -
Glibenclamida 2,0 1.p.

+ + 37,08 +13,04 3,79+1,69 - -
Morfina 7,5 1.p.
Glibenclamida 2,0 1.p.

+ + 64,97 £7,10° 3451+344 - -
OECS 100 v.o.

Os valores representam a media = E.P.M., do tempo gasto pelos animais lambendo a
pata, registrado de 0-5 min. (12 fase) e 20-25 min.(2? fase) apos a injecdo subplantar de
formalina 1 % (20 ulL/pata). Veiculo, OECS foram administrados 45 min. e morfina
30 min. antes da injecdo de formalina. Naloxona e Glibenclamida foram administradas
15 min. antes do tratamento com veiculo, morfina ou OECS. Foram utilizados 8 animais
por grupo. ®p<0,05 vs controle, °p<0,01 vs controle, °p<0,05 vs morfina, “p<0,05 vs
OECS (100 mg/Kg, v.0.) e 'ns vs OECS (100 mg/Kg, v.0.) (ANOVA e teste de Student
Newman Keul).
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FIGURA 11A - Efeito do OECS no teste da formalina em
camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (Controle)
foram administrados 45 min. e morfina (Morf. 7,5 mg/Kg, i.p.) 30 min.
antes da injecdo subplantar de formalina 1 % (20 ulL/pata). Naloxona
(Nalox. 1 mg/Kg, s.c.) foi administrada 15 min. antes do tratamento com
veiculo, morfina ou OECS (100 mg/Kg, v.0.). Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo gasto pelos animais lambendo a pata na 12 fase
(0-5 min.) e 22 fase (20-25 min.) do teste. Foram utilizados 8 animais por
grupo. ?p<0,05 vs controle, °p<0,01 vs controle e °p<0,05 vs morfina
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 11B - Efeito do OECS no teste da formalina em camundongos.
O OECS (100 mg/Kg, v.0.), veiculo (Controle) foram administrados 45 min. e
morfina (7,5 mg/Kg, v.0.) 30min antes da injecdo subplantar de formalina 1%
(20 pL/pata). Glibenclamida (2 mg/Kg, v.0.) foi administrada 15 min. antes
do tratamento com veiculo, morfina ou OECS. Os valores representam a
média + E.P.M. do tempo gasto pelos animais lambendo a pata na 12 fase
(0-5 min.) e 22 fase (20-25 min.) do teste. Foram utilizados 8 animais por
grupo. ? p<0,01 vs controle, ¢ p<0,05 vs OECS (100 mg/Kg, v.0.) (ANOVA e
teste de Student Newman Keul).
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Grupo Dose Tempo de Reacéao (seg.)
(mg/Kg, via) t=0 t=30 t=60 t=90
Controle (veiculo) - 1751+054 17,33+1,71 1458+1,71 15,70+1,61
OECS
50,v.o. 17,00+1,13 23,82+2,76 20,02+253 15,71 +2,28
100,v.0.  1595+0,87 20,27+1,24 17,81+1,22 17,07 +2,05
200,v.0. 17,86+0,78 20,92 + 2,65 15,22 £ 2,47 26,07 + 4,23
Morfina 7,5 1.p. 15,63+ 0,90 40,11 +2,57*** 34,52 + 3,23*** 24,12 + 5,17

Os valores representam a media + E.P.M. do tempo de reacdo (em segundos) a placa quente

(51 + 0,5 °C), que consiste em os animais saltarem ou lamberem as patas traseiras, registrado

antes (t=0) e 30, 60, 90 min. (t=30; t=60; t=90) ap0s os tratamentos. Foram utilizados 8 animais

por grupo. *** p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 12 - Efeito do OECS no teste da Placa Quente em
camundongos. Os valores representam a média = E.P.M. do tempo de
reacdo (em segundos), que consiste em 0s animais saltarem ou lamberem
as patas traseiras apos serem colocados na Placa Quente (51 + 0,5 °C),
registrado antes (t=0) e 30, 60, 90 min. (t=30; t=60; t=90) apds o
tratamento com as drogas. Foram utilizados 8 animais por grupo.
*** n<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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TABELA 7 — Efeito do OECS no Teste da nocicep¢édo induzida por

Capsaicina em camundongos.

Grupo Dose Tempo gasto lambendo % Inibicéao
(mg/Kg, via) a pata (seqg)
Controle (veiculo) - 56,37 £ 6,83 -
OECS 50, v.o. 18,00 + 4,88% 68
100, v.o. 15,87 +6,81° 71
200, v.o. 9,00 +3,61° 84
Morfina 7,5 i.p. 2,43+1,63° 95
Naloxona 1,0 s.c.
+ + 44,06 + 7,27° -
Morfina 7,5 1.p.
Naloxona 1,0 s.c.
+ + 10,41 + 3,74*! 81
OECS 100, v.o.
Glibenclamida 2,0 i.p.
+ + 48,00 + 6,76° -
OECS 100, v.o.

Os valores representam a média + E.P.M., do tempo gasto (seg) pelos animais

lambendo a pata por um periodo de 5 min. ap6s a injecdo subplantar de

capsaicina (1,6 ug/pata). Veiculo, OECS foram administrados 45 min. e

morfina 30 min. antes da administracdo de capsaicina. A Naloxona foi

administrada 15 min. antes do tratamento com morfina ou OECS. A

Glibenclamida foi administrada 15 min. antes do tratamento com OECS. Foram

utilizados 8 animais por grupo. *p<0,001 vs controle, "p<0,05 vs morfina,
°p<0,05 vs OECS (100 mg/Kg, v.0.) e 'ns vs OECS (100 mg/Kg, v.0.)
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 13 — Efeito do OECS no teste da Capsaicina em camundongos.
O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (Controle) foram administrados
45 min. e morfina (Morf. 7,5 mg/Kg, i.p.) 30 min. antes da injecao subplantar
de Capsaicina (1,6 ug/pata). Naloxona (Nalox. 1mg/Kg, s.c.) e Glibenclamida
(Gliben. 2 mg/Kg, i.p.) foram administradas 15 min. antes do tratamento com
morfina ou OECS (100 mg/Kg, v.0.), respectivamente. Os valores
representam a média = E.P.M. do tempo gasto pelos animais lambendo a pata
(seg) por um periodo de 5 min. Foram utilizados 8 animais por grupo.
?p<0,001 vs controle, "p<0,05 vs morfina, °p<0,05 vs OECS (100mg/Kg, v.0.)
(ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.4.5. Efeito do OECS no tempo de sono induzido por Pentobarbital em

camundongos.

O OECS nas doses de 100 e 200 mg/Kg, via oral, ndo prolongou,
significativamente, o tempo de sono induzido por Pentobarbital (40 mg/Kg,
I.p.) quando comparado ao controle. Clorpromazina (10 mg/Kg, i.m.)
prolongou, de maneira significativa (p<0,001), o tempo de sono
(172,21 + 16,34 min.) quando comparado ao controle (31,00 + 1,92 min.)
(Tabela 8 e Figura 14).

5.4.6. Efeito do OECS na frequéncia de locomo¢édo em camundongos.

O OECS nas doses de 100 e 200 mg/Kg, via oral, comparado ao
controle, ndo reduziu significativamente a frequéncia de locomocédo dos
animais na arena do campo aberto no periodo de 4 minutos. Diazepam
(0,5 mg/Kg, i.p.) reduziu, de maneira significativa (p<0,001), a frequéncia de
locomocgdo dos animais para 24,71 + 3,42 quando comparado ao controle

57,50+ 7,25 (Tabela 9 e Figura 15).
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TABELA 8 — Efeito do OECS sobre o tempo de sono induzido por

pentobarbital em camundongos.

Grupo Dose Tempo de sono (min.)
(mg/Kg, via)
Controle (veiculo) - 31,00 £1,92
OECS 100, v.o. 33,73+ 7,75
200, v.o. 42,25+ 7,41
Clorpromazina 10, i.m. 172,21 +£16,34***

Os valores representam a média + E.P.M. do tempo de sono dos animais (min.),
que foi registrado desde o momento do inicio do sono até o retorno a posicéo de
alerta. Os animais foram observados durante um periodo total de 20 minutos.
Foram utilizados 8 animais por grupo. *** p<0,001 vs controle (ANOVA teste

Student Newman Keul).
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FIGURA 14 — Efeito do OECS sobre o tempo de sono induzido
por Pentobarbital em camundongos. O OECS (100 e 200 mg/Kg,
v.0.), veiculo (Controle) foram administrados 45 min. e
clorpromazina (CPM 10 mg/Kg, i.m.) 30 min. antes da injecédo de
Pentobarbital (40 mg/Kg, i.p.). Foram utilizados 8 animais por
grupo. *** p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student

Newman Keul).
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do OECS na frequéncia de locomogdo em

camundongos.
Grupo Dose Frequéncia de locomocéao / 4 min.
(mg/Kg, via)
Controle (veiculo) - 57,50 + 7,25
OECS 100, v.o. 35,62 +5,84
200, v.o. 43,75+ 2,32
Diazepam 0,5 i.p. 24,71 + 3,42***

Os dados representam a média + E.P.M. da frequéncia de locomocédo, que
consiste no ato do animal penetrar com as quatro patas em uma das divisées do
campo aberto durante um periodo de 4 min., registrada 45 min. ap0s o tratamento
com OECS e 30 min ap0s o tratamento com diazepam. Foram utilizados 8

animais por grupo. *** p <0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student

Newman Keul).
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FIGURA 15 - Efeito do OECS na frequéncia de locomocédo em
camundongos. O OECS (100 e 200 mg/Kg, v.0.), veiculo (Controle)
foram administrados 45 min. e diazepam (0,5 mg/Kg, i.p.) 30 min.
antes dos animais serem colocados na arena do campo aberto e
observada a frequéncia de locomocao dos animais, por um periodo
de 4 min. Foram utilizados 8 animais por grupo. *** p<0,001 vs
controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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5.5. Atividade sobre o Trato Gastrintestinal
5.5.1. Efeito do OECS sobre a Motilidade Intestinal em camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, ndo alterou, de
maneira significativa, a percentagem do percurso intestinal do carvédo ativo
(53,78 + 4,77; 65,78 + 591 e 68,21 + 8,80 %, respectivamente) quando
comparado ao controle (62,73 + 13,34 %) (Tabela 10 e Figura 16).

A Clonidina (200 pug/Kg, v.0.), um agonista dos receptores o, reduziu
significativamente (p<0,001) o transito intestinal (21,74 + 2,12 %) quando
comparado ao grupo controle (62,73 + 13,34 %) (Tabela 10 e Figura 16).

5.5.2. Efeito do OECS nas lesfes gastricas induzidas por Etanol em

camundongos.

O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, reduziu
significativamente o percentual de area ulcerada para 5,00 + 0,89; 3,58 + 1,50
e 6,51 + 1,82 %, respectivamente, comparado ao controle (12,61 + 1,27 %)
(Tabela 11 e Figura 17). A Ciproeptadina (10 mg/Kg, v.0.), um antagonista H;
e 5HT, reduziu de maneira significativa (p<0,001), o percentual de area
ulcerada (1,80 + 0,43 %) quando comparado ao controle (12,61 + 1,27 %).
Capsaicina (5 mg/Kg, v.0.), um agonista dos receptores VR;, foi capaz de
reduzir significativamente (p<0,01), o percentual de area gastrica lesionada
(5,86 + 1,50 %) comparado ao controle. A N-acetilcisteina (750 mg/Kg, i.p.),
um agente antioxidante celular, reduziu significativamente (p<0,01) o

percentual de area ulcerada (Tabela 11 e Figura 17).



102

TABELA 10 - Efeito do OECS no Transito Intestinal em camundongos.

Grupo Dose % Transito
(via)
Controle (veiculo) - 62,73 + 13,34
OECS 50 mg/Kg, v.o. 53,78 + 4,77
100 mg/Kg, v.o. 65,78 £5,91
200 mg/Kg, v.o. 68,21 + 8,80
Clonidina 200 ng/Kg, v.o. 21,74 £ 2,12%**

Os dados representam a média = E.P.M. da percentagem do transito intestinal.
O OECS e clonidina foram administrados 45 min. antes da administracdo do
carvao ativo (10 % em 5 % de goma arabica). Foram utilizados 8 animais por
grupo. *** p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keuls).
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FIGURA 16 — Efeito do OECS sobre o transito intestinal
em camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
clonidina (200 pg/Kg, v.0.) e veiculo (Controle) foram
administrados 45 min. antes da administracdo do carvao
ativo. Foram utilizados 8 animais por grupo. *** p<0,001 vs
controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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TABELA 11 - Efeito do OECS nas les6es gastricas induzidas por Etanol
em camundongos.

Grupo Dose % Area ulcerada
(mg/Kg, via)

Controle (veiculo) - 12,61 + 1,27

OECS 50, v.o. 5,00 + 0,89**
100, v.o. 3,58 + 1,50***
200, v.o. 6,51 + 1,82**

Ciproeptadina 10, v.o. 1,80 + 0,43***

Capsaicina 5,0 v.o. 5,86 + 1,50**

N-acetilcisteina 750, i.p. 6,25 + 1,39**

Os valores estdo expressos como media + E.P.M. da variacdo de percentagem de
area ulcerada. O OECS, ciproeptadina e capsaicina foram administrados 45 min.
e N-acetilcisteina 30 min. antes da administracdo oral de etanol absoluto
(0,2 mL/animal). Foram utilizados 8 animais por grupo. **p<0,01 e
*** n<0,001 vs controle (ANOVA e teste de Student Newman Keul).
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FIGURA 17 — Efeito do OECS nas lesGes gastricas induzidas por
Etanol em camundongos. O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.),
veiculo (Controle), Ciproeptadina (Cipro 10 mg/Kg, V.0.)
e Capsaicina (Caps 5mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min. e
N-acetilcisteina (NAC 750 mg/Kg, i.p.) 30min. antes da administracéo
oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Foram utilizados 8 animais
por grupo. ** p<0,01 e *** p<0,001 vs controle (ANOVA e teste de

Student Newman Keul).
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5.3.2. Efeito do OECS nas lesbes gastricas induzidas por Indometacina

em camundongos.

A Indometacina (20 mg/Kg, v.0.) produziu lesdes géastricas com uma
média de escores de 17,57 + 1,71. Este efeito foi reduzido, significativamente
(p<0,01; p<0,05) pelo OECS nas doses de 50 e 100 mg/Kg, v.o., (6,25 +1,11;

6,83 + 0,75 escores, respectivamente) (Tabela 12 e Figura 18).

Cimetidina (100 mg/Kg, v.0.), um antagonista dos receptores H,,
reduziu de maneira significativa (p<0,01), a média de escores de lesbes
gastricas para 5,50 + 1,60 quando comparada ao controle (Tabela 12 e
Figura 18).
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TABELA 12 - Efeito OECS nas lesGes gastricas induzidas por

Indometacina em camundongos.

Grupo Dose Lesdo gastrica (escores)
(mg/Kg, via)
Controle (veiculo) - 1757 +1,71
OECS 50, v.o. 6,25+ 1,11**
100, v.o. 6,83 £ 0,75*
200, v.o. 8,71+ 1,49
Cimetidina 100, v.o. 5,50 + 1,60**

Os valores estdo expressos como média = E.P.M. da variacdo de escores dos
animais. O OECS e cimetidina foram administrados 45 min. antes da
administracdo oral de indometacina (20 mg/Kg). Foram utilizados 8 animais

por grupo. * p<0,05 e ** p<0,01 vs controle (teste de Dunn).
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FIGURA 18 - Efeito do OECS nas lesbGes gastricas
induzidas por indometacina em camundongos. O OECS
(50, 100 e 200 mg/Kg, Vv.0.), veiculo (Controle) e Cimetidina
(100 mg/Kg, v.0.) foram administrados 45 min. antes da
administracdo de indometacina (20 mg/Kg, v.0.). Foram
utilizados 8 animais por grupo. * p<0,05 e **p<0,01

vs controle (teste de Dunn).
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6. DISCUSSAO

Os oleos essenciais extraidos de plantas possuem um papel significativo
na economia do homem, principalmente, por suas aplicac@es nas inddstrias de
sabdo, cosméticos e perfumaria. Muitos dos O6leos essenciais e seus
constituintes exibem varias atividades farmacologicas e a pesquisa destes
pode, talvez, produzir novos compostos fitoquimicos, a baixos custos,
estimulando a inddstria farmacéutica (Santos et al, 1996). Devido a falta de
estudos relacionados ao OECS, investigamos suas atividades farmacologicas

em modelos animais, avaliando os possiveis mecanismos de acéo.

Vaérios tipos de modelos experimentais de inflamacdo podem ser
utilizados para avaliar a atividade antiinflamatdria de drogas. No presente
estudo, analisamos o efeito antiinflamatorio do OECS em trés modelos
experimentais de inflamacao aguda em camundongos: edema de pata induzido
por carragenina (Winter et al, 1962; Henriques et al, 1987), edema de pata
induzido por dextrana (Winter et al, 1962) e edema de orelha induzido por
6leo de Croton (Schiantarelli et al, 1982).

O edema de pata induzido por carragenina, em ratos, € um modelo de
inflamacdo aguda adequado para avaliar drogas antiinflamatérias e tem sido
utilizado frequentemente para avaliar o efeito antiinflamatério de produtos
naturais (Santos, 1999; Hajare et al, 2001; Oliveira et al, 2004). A carragenina
constitui um agente flogistico de escolha para avaliar drogas antiinflamatérias
por depender inteiramente de estimulo local e sua acdo inflamatdria pode ser
inibida por drogas antiinflamatdrias esteroidais e ndo-esteroidais como, por
exemplo, dexametasona e indometacina (Henriques et al, 1987; Carvalho et al,
1996; Santos, 1999; Srinivasan et al, 2001).
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O edema de pata induzido pela injecdo de carragenina, em ratos, €
associado com a producédo de diferentes mediadores inflamatérios, incluindo
histamina, serotonina, bradicinina, Oxido nitrico e prostaglandinas, cuja
liberacdo é intimamente associada com a migracdo de leucdcitos para o sitio
inflamatorio (Carvalho et al, 1996; Franca et al, 2001; Hajare et al, 2001,

Srinivasan et al, 2001).

O edema de pata induzido por carragenina, em camundongos, também
constitui um interessante modelo para estudo de mediadores da inflamacao e
para triagem de novas drogas antiinflamatorias. Embora menos sensiveis,
camundongos também respondem ao agente flogistico. Estudos demonstraram
que o extravasamento de proteinas plasmaticas na pata de rato € maior 1 h
apos a injecdo de carragenina e decresce a partir de 4 h; enquanto que o
extravasamento de albumina nos camundongos continua por mais de 24 h
apos o estimulo. O edema de pata induzido por carragenina em camundongos
é desenvolvido em duas fases caracteristicas: a 12 fase (0 — 24 h), e a 22 fase
(apds 24 h) da injecdo de carragenina. Durante a 12 fase, neutrofilos séo as
celulas predominantes; estas células sé@o potencialmente capazes de liberar
agentes inflamat6rios tais como: histamina, serotonina, bradicinina e

prostaglandinas (Henriques et al, 1987).

No modelo do edema de pata induzido por carragenina, em
camundongos, OECS ndo reduziu, de maneira significativa, o volume do
edema medido na 4% hora e na 242 hora apos a injecdo de carragenina. A
indometacina (10 mg/Kg, v.0.), um conhecido agente antiinflamatorio néo-
esteroidal, reduziu significativamente, o edema na 42 hora e na 242 hora apos a

injecdo de carragenina.
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O edema de pata induzido por dextrana é um modelo Gtil para detectar o
efeito antiedematogénico de substancias Uteis no tratamento da urticéria,
edema pulmonar e outros tipos de reacGes anafilaticas. O edema de pata
induzido por este composto envolve a degranulacdo de mastdcitos, e
consequentemente a liberacdo de histamina e serotonina, as quais contribuem
para aumentar a permeabilidade vascular e o extravasamento de fluido (Parrat
etal., 1957; Jori et al., 1961; Bastos et al., 2001).

No modelo do edema de pata induzido por dextrana, OECS nas doses de
50, 100 e 200 mg/Kg reduziu, significativamente, o peso das patas dos
animais. A ciproeptadina, um antagonista dos receptores H; e 5HT, reduziu,

de maneira significativa, o peso das patas dos animais.

A carragenina e a dextrana induzem aumento da permeabilidade
vascular por diferentes caminhos. Enquanto dextrana induz o acumulo de
fluidos devido a degranulacdo de mastocitos e consequentemente a liberacéo
de mediadores inflamatorios, como histamina e serotonina, com poucas
proteinas e neutrofilos; a carragenina, por sua vez, o faz com um exsudato
contendo grande numero de neutréfilos e rico em proteinas (Lo et al., 1982;
Bastos et al., 2001).

Portanto, OECS parece inibir processos inflamatorios suprimindo a acéo
e/ou a liberacdo de aminas vasoativas (estabilizacdo de mastdcitos), mais do
que inibe a liberacdo de outros mediadores inflamatérios como as

prostaglandinas.
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Em adicéo a esses resultados, OECS nas doses de 100 e 200 mg/Kg, foi
capaz de reduzir, de maneira significativa, a formacdo do edema de orelha

induzido pela aplicacéo topica de oleo de Croton.

O modelo do edema de orelha em camundongos por agentes irritantes,
como o Oleo de Croton (Croton tiglium L.), é utilizado na pesquisa da
atividade de DAINES de uso tépico, mas responde tambem a administracdo
sistémica de antiinflamatorios esteroidais (Schiantarelli et al., 1982). Neste
modelo, o edema causado pela aplicacdo topica de 6leo de Croton ¢ devido a
vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. A fisiopatogenia do
edema induzido pelo TPA (acetato de tetradecanoil-forbol), um dos
componentes responsaveis pela acdo irritante do 6leo de Croton, parece ser
exercida pela liberacdo de varios mediadores inflamatorios, tais como
histamina, serotonina e prostaglandinas (Schiantarelli et al., 1982; Trongsakul
et al, 2003). Isto sugere que OECS, assim como no modelo do edema de pata
por dextrana, pode possuir atividade antiinflamatdria atraves da inibicdo da

liberagdo de mediadores inflamatorios, tais como histamina e serotonina.

No presente estudo, foi avaliada a poténcia analgésica do OECS em
quatro modelos agudos de testes nociceptivos: o teste de contorcOes
abdominais induzidas por acido acético (Koster et al, 1959), formalina
(Hunskaar & Hole, 1987), placa quente (Eddy & Leimbach, 1953) e

nocicepcéo induzida por capsaicina (Santos et al, 2003).

O comportamento de contorcdo, em camundongo, pela injecao
intraperitoneal de &cido acético na nocicepcdo quimica, é utilizado para
avaliar, essencialmente, atividade analgésica central e periférica. Acido

acético causa algesia pela liberacdo de substancias enddgenas e muitas outras
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que excitam terminacOes nervosas de dor (Khanna et al, 2003; Trongsakul
et al, 2003). A resposta nociceptiva induzida pelo &cido acético pode envolver
a estimulacdo direta das fibras aferentes nociceptivas devido a reducdo do pH

e a sintese de mediadores inflamatorios (Franca et al, 2001).

De acordo com a percentagem de inibicdo do nimero de contorgdes
obtidas com OECS, nas diferentes doses estudadas, encontrou-se que a
intensidade do efeito analgésico foi, estatisticamente, similar a aspirina. A
aspirina e outros DAINES podem inibir cicloxigenase em tecidos periféricos
reduzindo a sintese e/ou a liberacdo de mediadores inflamatorios; interferindo,
assim, com os mecanismos de transducao dos nociceptores aferentes primarios
(Trongsakul et al, 2003). O mecanismo de acdo analgésico do OECS pode,
provavelmente, envolver inibicdo da sintese e/ou liberacdo de mediadores
inflamatdrios que promovem dor nas termina¢Ges nervosas, similarmente a
aspirina e aos outros DAINES; sugerindo, a principio, uma acdo analgeésica
periféerica. Contudo, o teste de contor¢es abdominais é inespecifico, ja que
analgesicos opidides, antidepressivos triciclicos e drogas antiinflamatérias
ndo-esteroidais podem inibir a resposta nociceptiva no modelo do é&cido
acetico (Franca et al, 2001; Gonzalez et al, 2001; Dai et al, 2002).

O teste da formalina é um modelo de dor aguda e tOnica, sendo
considerado um modelo mais véalido para dor clinica do que os testes com
estimulo mecanico ou térmico (Tjolsen et al., 1992; Santos et al, 2000;
Campos et al, 2002; Trongsakul et al, 2003). A resposta nociceptiva induzida
pela formalina possui duas fases que podem envolver diferentes mecanismos.
A 12 fase (dor neurogénica) resulta da estimulacdo quimica direta das fibras

aferentes nociceptivas mielinizadas e ndo mielinizadas (fibras-C); enquanto
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que a 22 fase (dor inflamatdria) resulta da acdo de mediadores inflamatorios
liberados no tecido periférico e de mudancgas funcionais nos neurénios do
corno dorsal espinhal que permitem, a longo prazo, a facilitacdo da
transmissdo sinaptica a nivel espinhal (Tjolsen et al, 1992; Franca et al, 2001;
Campos et al, 2002; Dai et al, 2002).

Resultados experimentais tém indicado que substancia P e bradicinina
participam da 12 fase, que pode ser suprimida, principalmente, por analgesia
de acdo central (analgésicos opidides como a morfina); enquanto que na 22
fase, varios mediadores (histamina, serotonina, bradicinina, aminoacidos
excitatérios e prostaglandinas) podem estar envolvidos na dor inflamatéria,
que € muito sensivel a acdo da maioria das drogas antiinflamatorias néo
esteroidais, incluindo é&cido acetilsalicilico, indometacina, diclofenaco,

naproxeno e paracetamol (Tjolsen et al, 1992; Dai et al, 2002).

Neste modelo, OECS (50 mg/Kg, v.0.) inibiu, significativamente
(p<0,05), a resposta de lambedura somente na 12 fase do teste; enquanto que o
OECS (100 e 200 mg/Kg, v.0.) inibiu, significativamente (p<0,01), a resposta

de lambedura nas duas fases do teste.

Morfina, um agonista opioide, inibiu significativamente (p<0,01) a
nocicepcgdo induzida por formalina nas duas fases do teste. No entanto, 0
pré-tratamento dos camundongos com naloxona, um antagonista opidide,
reverteu o efeito antinociceptivo da morfina, mas demonstrou nao influenciar
a acdo antinociceptiva do OECS (100 mg/Kg, v.0.). Isto pode sugerir 0 nao

envolvimento do sistema opioide na modulagéo da dor por OECS.
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O receptor opiodide tipo 1 (ORL;: opioid receptor like 1), receptor
“0rfao”, mostra 60% de homologia com os receptores opioides (u- , o-, k-) e
alta expressdo em varias areas do SNC associadas com nocicep¢ao, tais como
cortex cerebral, talamo, substancia cinzenta periaquedutal e corno dorsal da
medula espinhal. Embora membro da familia do receptor opidide, o ORL, ndo
se liga a opiaceos com alta afinidade; este é acoplado a proteina-G e sob
ativacdo, inibe a adenilato ciclase e canais de Ca™ e abre canais de K.
Orfanina (nociceptina) é um peptideo que € um ligante enddgeno para ORL,;.
(Julius, 1995; Tian et al, 1997; Calo’G et al, 2000; Luca et al, 2002; Judd et al,
2003; Meunier et al, 2003; Ling et al, 2004).

Estudos tém sugerido o envolvimento de canais de K" ATP dependentes
(Katp) na analgesia supraespinhal induzida por morfina e glibenclamida, um
antagonista dos canais de Katp, que pode bloquear a resposta antinociceptiva
da morfina (Ocana et al., 1990). Contudo, estudos eletrofisiologicos utilizando
glibenclamida, demonstraram um menor papel funcional dos canais de Katp
na interacdo com morfina nos neurdnios da substancia cinzenta periaquedutal
(Chiou et al., 2001). Estes canais sdo distribuidos em tecidos periféricos,
incluindo medula espinhal, ndo se associam a receptores opidides classicos,

mas sao ativados por receptores ORL; (Julius, 1995; Calo’G et al, 2000).

No presente estudo, investigou-se a participacdo dos canais de Karp Na
atividade antinociceptiva do OECS e morfina no teste da formalina. Os
resultados mostraram que glibenclamida foi capaz de reverter a
antinocicepc¢édo produzida por OECS nas duas fases do teste, mas falhou em
modificar o efeito analgésico da morfina; levando a possibilidade de que

ligantes de canais de Karp afetam a analgesia da morfina in vivo por um
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mecanismo distinto da ativacdo direta de canais de Karp (Lohmann et al.,
1999); é possivel que OECS, neste modelo experimental, esteja agindo via
receptor ORL; assim como ocorre com 0s opiodides endogenos (orfanina) que

ativam este receptor.

Uma interessante caracteristica do efeito do OECS é marcada pela
antinocicepgéo contra a resposta de dor neurogénica causada pela capsaicina
em camundongos. A administracdo aguda de capsaicina (8-metil-N-vanilil-6-
noneamida), principal ingrediente pungente das espécies de pimenta, elicia
uma vigorosa resposta de lambedura em relagdo a pata estimulada, causando
dor neurogénica pela ativacdo de receptores vaniloides (VR;). Estes receptores
sdo canais de cation ndo seletivos sensiveis a ligante nos neurénios sensoriais
primarios. Em estudos in vitro, a ativacdo de neurbnios nociceptivos,
evocados pela capsaicina, indicaram que esta age nos receptores VR; nos
neurdnios sensoriais induzindo o influxo de cations, particularmente fons Ca™
e Na’, através de canal intimamente acoplado ao VR;. O influxo de Ca™ ¢
essencial para a transmissdo da informacdo nociceptiva evocada pela
capsaicina. Esta, especificamente, age nas fibras-C ndo-mielinizadas e
neurdnios sensoriais primarios Ad mielinizados delgados. Funcionalmente,
tais neurbnios sdo considerados por serem sitios de liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios na periferia e por transmitirem informacao nociceptiva até o

nivel da medula espinhal.

O OECS (50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) e morfina exerceram, de maneira
significativa, efeito inibitorio na resposta nociceptiva induzida pela capsaicina.
No entanto, o mecanismo fundamental da acdo antinociceptiva do OECS
parece ndo ser relacionado ao sistema opioide, ja que sua acao antinociceptiva

ndo foi revertida pela naloxona, um antagonista opidide.
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Vérias publicacdes demonstraram que a resposta nociceptiva no teste da
capsaicina e da formalina (12 fase), € mediada pela liberacdo do aminoacido
excitatorio glutamato e pelo neuropeptideo substancia P liberados pelos
neurdnios sensoriais da medula espinhal. Estes modelos de nocicepgdo sdo
resistentes a grande maioria das drogas antiinflamatorias ndo-esteroidais,
enquanto sdo sensiveis a dipirona, drogas opioides, como morfina, e drogas
que antagonizam a substancia P ou os receptores de glutamato (Otuki et al,
2001). Em adicdo, tem sido demonstrado que a injecdo intradérmica de
capsazepina, um antagonista seletivo dos receptores VR, inibe a 12 fase da
resposta de lambedura de pata induzida por formalina assim como a resposta
nociceptiva induzida pela capsaicina, enquanto que capsazepina ndo afetou a
2% fase do teste da formalina (Sakurada et al, 2003). Estes dados indicam que
estes testes nociceptivos, formalina (12 fase) e capsaicina, sdo semelhantes no

que diz respeito a0 mecanismo de transmissdo da informacgéo nociceptiva.

Por isso, procurou-se avaliar o possivel envolvimento dos canais Katp
na atividade antinociceptiva de OECS no teste da capsaicina. Os resultados
demonstraram que glibenclamida reverteu significativamente a antinocicepgao
produzida por OECS; em contraste, naloxona, um antagonista dos receptores
opidides, falhou em modificar o efeito antinociceptivo de OECS no teste da

capsaicina.

Baseado nesses achados, é razoavel sugerir que a antinocicep¢do do
OECS, nos testes de formalina e capsaicina, é possivelmente mediado por
receptores ORL; sensiveis a glibenclamida mas insensiveis a naloxona; dados
que merecem estudos futuros, utilizando-se agonistas e antagonistas do
receptor ORL1, a fim de se obter maiores esclarecimentos a cerca dos

mecanismos da acdo antinociceptiva do OECS.
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O teste da placa quente é conhecido por ser sensivel somente para
drogas que agem a nivel supraespinhal (Franca et al, 2001; Campos et al,
2002). Ankier (1974), avaliando analgesicos anadlogos a morfina em
camundongos, demonstrou que a placa quente a 55 °C produzia resultados
falso negativos e sugeriu 0 uso de temperaturas mais baixas. Por isso,

utilizamos a placa quente com baixa temperatura (51 + 0,5 °C).

OECS, nas doses estudadas, falhou em demonstrar alguma influéncia
significativa na laténcia de reacdo a placa quente, indicando deficiéncia da
eficacia na supressdo da nocicepcao supra-espinhal. Entretanto, morfina, um
analgesico opidide, prolongou o tempo de reacdo dos animais a placa quente

nos tempos de 30 e 60 min.

Alguns dos componentes presentes no OECS, particularmente,
guaiazuleno, B-cariofileno e 1,8-cineol, possuem propriedades analgésicas e
antiinflamatorias (Menezes et al, 1990, Martin, 1993; Sertié et al, 1995;
Tambe et al, 1996; Santos et al, 2000; Lei et al, 2003). Isto possivelmente
poderia explicar, em parte, a atividade antiinflamatéria e a antinocicepcao

exercida por OECS nos modelos animais estudados.

Estudos sugerem que a sedacdo do sistema nervoso central e o efeito
musculo-relaxante ndo-especifico podem reduzir a resposta de coordenacéo
motora como, por exemplo, a lambedura de pata no teste da formalina
(Rosland, 1990; Santos et al, 2000; Franca et al, 2001).

O OECS néo foi capaz de prolongar, nas doses estudadas, o tempo de
sono dos camundongos; a clorpromazina, um conhecido agente sedativo leve,

prolongou significativamente o tempo de sono. Alem disso, OECS néo
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alterou, significativamente, a locomo¢do dos animais no teste do campo
aberto; diazepam, um conhecido agente relaxante muscular, reduziu
significativamente a locomocdo dos animais. Estes resultados sugerem que o
efeito antinociceptivo, induzido por OECS, néo resulta de um efeito sedativo

do sistema nervoso central e/ou relaxante muscular.

O cha de infusdo da casca de C.sonderianus é utilizado na medicina
popular, via oral, para dor de estbmago, vomitos e diarréia (Matos, 1999).
Alguns dos componentes quimicos do 0Oleo essencial, extraido da casca e do
lenho de C.sonderianus, estdo presentes no 6leo essencial extraido das folhas;
tais como guaiazuleno, B-elemeno e B-cariofileno (Silveira, 1979). Por isso,
avaliamos a atividade do OECS no modelo da ulcera géastrica induzida por
etanol (Robert et al, 1979), Glcera gastrica induzida por indometacina
(Bhargava, 1973; Szabo e cols, 1985) e transito intestinal (Meli et al, 1990).

O OECS néo alterou, de maneira significativa, o transito intestinal do
carvao ativo nas doses estudadas. No entanto, a clonidina, um agonista dos
receptores o,-adrenergicos, reduziu significativamente o percurso do carvéo
ativo (Al-Qarawi et al, 2003).

Drogas antiinflamatérias ndo-esteroidais, como indometacina, Sao
conhecidas por induzir dano gastrico por maultiplos mecanismos, incluindo
acdo irritante local, aumento da secrecdo acida gastrica, reducdo do fluxo
sanguineo e reducdo da biossintese de prostaglandinas por inibicdo da via das
cicloxigenases (constitutivas) do metabolismo do acido araquiddnico. Estas
prostaglandinas fortalecem fatores defensivos da mucosa gastrica, tais como a

estimulacdo da sintese de muco promovendo a manutencdo da mucosa
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gastrica; por isso, 0 modelo de Ulcera induzida por indometacina é um teste
bastante utilizado para estudo de drogas antiulcerogénicas (Lanza et al., 1995;
Taha et al., 1995; Wagner et al., 1995; Gonzalez et al, 2001).

O OECS (50 e 100 mg/Kg, v.0.) promoveu uma significativa inibicdo
do processo de ulceragcdo. OECS (50 mg/Kg, v.0.) reduziu significativamente
as ulceracOes, induzidas por indometacina, de maneira similar a cimetidina;
um antagonista H, que inibe secrecdo &cida gastrica (Matsuda et al, 1999;
Tan et al., 2002).

A Ulcera induzida por etanol ¢ um dos testes mais comuns aplicados
para avaliacdo de atividade anti-Ulcera/citoprotetora. O dano géastrico induzido
por etanol pode ser devido a estase do fluxo sanguineo gastrico, que contribui
para o desenvolvimento de aspectos de hemorragia, erosdo e necrose da injuria
tecidual. Esta acdo é direta no epitélio gastrico, podendo causar perturbacéo de
mastdcitos e liberacdo de mediadores vasoativos tais como a histamina; este
mediador age na microvasculatura, desencadeando uma série de eventos que
conduzem a posssibilidade de danos ao tecido submucoso. A injdria oxidativa
pode causar inflamagdo na mucosa gastrica devido a infiltracdo de leucécitos
polimorfonucleares dentro da lesdo (Al-Harbi et al, 1997; Matsuda et al, 1999;
Park et al, 2000; Gonzalez et al, 2001; Tan et al, 2002; Oliveira et al, 2004).

OECS 100 mg/Kg, similarmente a ciproeptadina, reduziu
significativamente as ulceracdes induzidas por etanol. A ciproeptadina é um
antagonista H; e 5HT; OECS pode estar antagonizando os efeitos de
mediadores vasoativos reduzindo, assim, 0s danos @ mucosa gastrica neste

modelo experimental.
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Estudos tém demonstrado, que as lesdes induzidas pelo etanol séo
oriundas de dano direto a celulas da mucosa gastrica, resultando no
desenvolvimento de radicais livres e, consequentemente, lipoperoxidacao;
compostos antioxidantes podem ser ativos, neste modelo experimental,
complexando-se com os radicais livres e, assim, produzindo efeitos anti-
ulcerogénicos. Etanol, ainda, depleta os niveis de grupos sulfidrilicos néo-
protéicos (NP-SH), contidos nos tecidos estomacais, e a restauracdo destes
parece ser importante na gastroprotecdo. Os radicais livres citotoxicos
parecem ser detoxificados por ligagdo com glutationa; o maior componente
endogeno do “pool” dos NP-SH (Al-Harbi et al, 1997; Matsuda et al, 1999;
Park et al., 2000; Gonzalez et al, 2001; Oliveira et al, 2004).

OECS, nas doses de 50 e 200mg/Kg, reduziu significativamente as
ulceragdes de maneira similar a N-acetilcisteina, um conhecido agente
antioxidante. A observacdo do efeito antioxidante e citoprotetor pode ser
atribuido a presenca de guaiazuleno, um conhecido agente antitlcera (Yano et
al, 1990; Yanagisawa et al, 1990), largamente estudado que possui atividade
antioxidante; incluindo estudos clinicos onde foi utilizado como terapia
secundaria da gastrite (Vasario, 1958; Alessio, 1964). Guaiazuleno foi capaz
de ligar-se a radicais livres e restaurar os niveis de glutationa no estresse
oxidativo hepatico em ratos (Kourounakis & Kourounakis et al, 1997); e
possivel que OECS esteja agindo como agente antioxidante no modelo de
ulcera induzida por etanol. Em adicéo, estudos in vitro com 6leos essenciais
contendo B-cariofileno, como um dos constituintes majoritarios,
demonstraram atividade antioxidante maior do que o acido ascorbico e o
a-tocoferol, dois compostos antioxidantes de referéncia; B-cariofileno € um

dos constituintes majoritarios do OECS (Tambe et al, 1996; Juteau et al, 2002;
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Alma et al, 2003). Estudos demonstraram que o 1,8-cineol preveniu as lesdes
gastricas induzidas pelo &lcool absoluto e indometacina (Santos, 1999); e
provavel que o 1,8-cineol possa estar contribuindo, também, para a atividade

gastroprotetora do OECS.

Tém sido relatado que ulceras, induzidas por etanol, ndo sdo inibidas
por agentes antisecretérios (cimetidina), mas sdo inibidas por agentes
que aumentam fatores defensivos da mucosa tais como as prostaglandinas
(Toma et al, 2002). Estudos sugerem que capsaicina pode ter efeito na
gastroprotecdo por estimular fibras aferentes sensoriais mediando a liberacéo
local de neuropeptideos sensoriais, NO e prostaglandinas. O efeito da
capsaicina, na reducéo da Ulcera induzida por etanol, pode ser associado com
0 aumento no fluxo sangliineo da mucosa gastrica e secrecdo de muco gastrico
(Park et al, 2000; Szolcsanyi et al, 2001). O muco € importante na prevencao
de danos ao epitélio gastrico bem como na facilitacdo do seu reparo (Al-Harbi
etal, 1997).

O OECS, nas doses de 50 e 200mg/Kg, reduziu significativamente as
lesBes gastricas de maneira similar a capsaicina. Estes resultados sugerem que
OECS pode estar agindo estimulando secrecdo de muco gastrico; ja que
estudos demonstraram que o guaiazuleno, um dos compostos majoritarios de

OECS, néo age por aumento do fluxo sanguineo gastrico (Yano et al, 1990).

Os resultados demonstraram que OECS produziu efeito
antiulcerogénico nos modelos de lesbes gastricas induzidas por etanol e
indometacina. Estes resultados sugerem diferentes mecanismos de acdo para

a atividade antiulcerogénica observada com OECS.
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7. CONCLUSOES

Os dados obtidos, no presente estudo, com o Oleo Essencial de Croton

sonderinaus (OECS) nos permitem concluir:

¢ A analise fitoquimica parcial do 6éleo essencial, obtido das folhas de Croton
sonderianus, revelou a presenca de monoterpenos e alta concentracdo de

sesquiterpenos;

¢ OOECS (1, 2e 3 g/Kg, v.0.) ndo alterou padrdes fisioldgicos (evacuacéo e
micc¢do), ndo induziu sedacdo ou incoordenacdo motora e ndo induziu a

morte dos animais; demonstrando baixo potencial tdxico;

¢ Em modelos de inflamacdo aguda, OECS 200 mg/Kg exerceu atividade
antiinflamatdria no teste do edema de pata por dextrana, de maneira similar
a ciproeptadina, um antagonista H; e 5HT. OECS 100 e 200 mg/Kg
reduziu o edema de orelha induzido pela aplicacdo tépica de 6leo de
Croton. No teste do edema por carragenina, OECS ndo exerceu atividade
nos intervalos de tempo estudados. Estes resultados sugerem que OECS
exerce atividade antiinflamatoria por inibicdo da liberacdo e/ou acdo de
aminas vasoativas mais do que por inibicdo da sintese e/ou liberacdo de

prostaglandinas;

¢ OECS demonstrou efeito antinociceptivo nos testes de contorgdes
abdominais, formalina (nas duas fases do teste) e capsaicina, evidenciando
a sua participacdo em mecanismos de analgesia periférica e/ou espinhal.
O OECS ndo alterou o tempo de laténcia no teste da placa quente,

sugerindo 0 ndo envolvimento de analgesia supra-espinal;
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¢ O efeito antinociceptivo do OECS parece ndo estar relacionado com
sistema opioide, ja que a naloxona, um antagonista opioide, ndo foi capaz
de reverter a analgesia, induzida por este, nos testes da formalina e

capsaicina;

¢ A glibenclamida, um antagonista dos canais de Katp, reverteu, de maneira
significativa, a antinocicepcao induzida por OECS nos testes da formalina
(nas duas fases) e capsaicina, evidenciando a possivel participacdo de
receptores orfaos, como o receptor (ORL1); estes receptores possuem 60%
de homologia com receptores opidides, sdo associados com canais de K*

dependentes de ATP e sdo insensiveis a naloxona;

¢ O OECS, nas doses estudadas, ndo alterou o tempo de sono induzido por
pentobarbital e ndo alterou a freqliéncia de locomocao dos animais no teste
do campo aberto; sugerindo que a sua atividade antinociceptiva nao resulta

de um efeito sedativo do SNC e/ou relaxante muscular;

¢ O OECS ndo alterou a motilidade intestinal, demonstrou uma atividade
gastroprotetora por diminuir lesdes gastricas induzidas por etanol e

indometacina;

¢ Os dados obtidos no presente estudo, adicionados aos dados da literatura,
sugerem que guaiazuleno, B-cariofileno e 1,8-cineol possam estar

contribuindo para os efeitos farmacoldgicos observados com o OECS.
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SUMMARY

Anti-inflammatory, antinociceptive and gastroprotective activities of
essential oil from Croton sonderinus Muell. Arg. Jeferson Falcdo do
Amaral. Principal Guide: Prof.2 Dra. Flavia Almeida Santos. Department
of Physiology and Pharmacology, UFC, 2004. Croton sonderianus,locally
know as “marmeleiro-preto” is a reputed popular remedy for the treatment of
stomach ache, uterine bleeding, and in the control of vomitions and diarrhoea.
The present study evaluated the essential oil obtained from leaves of Croton
sonderianus (EOCS) in murine models of acute inflammation, nociception and
against gastric lesions induced by ethanol and indomethacin, all of the
experiments were accomplished in male mice. In models of acute
inflammation, EOCS failed to inhibit carrageenan-induced paw edema in a
manner similar to indomethacin; however, EOCS (200 mg/Kg, p.0.) was
effective against dextran-induced paw edema, similar to cyproheptadine, an H;
and 5-HT receptor antagonist. Also, EOCS (100 and 200 mg/Kg, p.o.) could
effectively suppress the ear edema induced by topical application of Croton
oil. These results suggest that the anti-inflammatory activity of EOCS may be
related mostly to the inhibition of histamine and serotonin than to inhibition of
synthesis/liberation of prostaglandins. Similar to acetylsalicylic acid, EOCS
demonstrated antinociceptive activity against acetic acid-induced writhing at
the oral doses of 50, 100 and 200 mg/Kg. In formalin test, EOCS (100 and
200 mg/Kg, p.o.) similar to morphine (7,5 mg/Kg, i.p.) showed significant
(p<0,01) antinociceptive activity at both neurogenic and inflammatory phases.
The antinociception induced by EOCS (100 mg/Kg, p.o.) was found to be
effectively antagonized by glibenclamide (2 mg/Kg, i.p.), a blocker of Karp-
channels but not by Naloxone (1mg/Kg, s.c.), a p-opioid receptor antagonist.
In addition, EOCS (50, 100 and 200 mg/kg, p.o.) significantly suppressed the
capsaicin- induced nociception, which was also significantly blocked by
glibenclamide and not by naloxone. These results suggest the participation of
the orphan receptors like 1 (ORL1) in the effect of EOCS. These receptors
posses 60% of homology with opioid receptors, they are associated to
channels of Karp and are sensitive to the glibenclamide but insensitive to the
naloxone. Besides, EOCS seems to exercise only a peripheral and or spinal
level of action since it failed to produced antinociceptive activity in hot-plate
test that detects the supraspinal nociception. In the tests of locomotion (open-
field) and sedation (pentobarbital-sleep time) EOCS did not show any
significant influence indicating that the observed antinociception is unrelated
to sedative or CNS depressant effects of EOCS. Against gastric lesions
induced by ethanol, EOCS offered gastroprotection at oral doses of 50 and
200 mg/Kg in a manner similar to capsaicin (5 mg/Kg, p.o.), a compound that
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stimulates gastric mucus, and N-acetylcysteine, a cellular antioxidant. At 50
mg/Kg, EOCS suppressed the gastric lesions induced by indomethacin (20
mg/Kg, p.o.) in a way similar to cimetidine (100 mg/Kg, p.0.), an antagonist
H,. EOCS failed to influence the gastrointestinal transit in a significant
manner and is free from overt toxicity. Oral administration up to 3 g/Kg did
not cause any behavioral alteration or mortality in mice in the model of acute
toxicity. In conclusion, EOCS possesses anti-inflammatory, antinocieptive and
gastroprotective properties; the data obtained on the present study, associated
to the literature ones, have suggested that guaiazulene, -caryophyllene and
1,8-cineole can contribute to the Pharmacological effects observed for EOCS.
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	RESUMO 
	Atividade Antiinflamatória, Antinociceptiva e Gastroprotetora do Óleo Essencial de Croton Sonderianus Muell. Arg. Jeferson Falcão do Amaral. Orientadora: Profª. Dra. Flávia Almeida Santos. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2004. O Croton sonderianus, conhecido como marmeleiro-preto, é popularmente empregado no tratamento de hemorragia uterina, dores de estômago, vômitos e diarréia. No presente estudo, o óleo essencial (OECS), extraído das folhas de Croton sonderianus, foi avaliado em modelos animais de inflamação aguda, nocicepção e nos testes de lesões gástricas induzidas por etanol e indometacina; todos os experimentos foram realizados em camundongos machos. Em modelos de inflamação aguda, OECS não foi eficaz em inibir o edema de pata induzido por carragenina, no entanto, indometacina inibiu significativamente o edema. O OECS 200 mg/Kg (v.o.) foi capaz de reduzir o edema de pata, induzido por dextrana, de maneira similar a ciproeptadina, um antagonista H1 e 5-HT. Em adição, OECS 100 e 200 mg/Kg (v.o.) foi capaz de reduzir o edema de orelha induzido pela aplicação tópica de óleo de Croton. Estes resultados sugerem que a atividade antiinflamatória de OECS pode estar relacionada a inibição da liberação de mediadores inflamatórios, tais como histamina e serotonina, mais do que a inibição da síntese e/ou liberação de PGs. O OECS mostrou efeito antinociceptivo no teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético, nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (v.o.), de maneira similar ao AAS. No teste da formalina, OECS (100 e 200 mg/Kg, v.o.) exerceu significativa (p<0,01) atividade antinociceptiva nas duas fases do teste; morfina 7,5 mg/Kg (i.p.) exibiu um significativo (p<0,01) efeito antinociceptivo em ambas as fases. A naloxona 1 mg/Kg (s.c.), um antagonista opióide, não foi capaz de reverter a antinocicepção induzida por OECS 100 mg/Kg (v.o.); contudo, a glibenclamida 2 mg/Kg (i.p.), um antagonista dos canais KATP, reverteu significativamente (p<0,05) a antinocicepção induzida por OECS 100 mg/Kg (v.o.) nas duas fases do teste. Em adição, OECS 50, 100 e 200 mg/Kg (v.o.) exibiu um significativo efeito antinociceptivo no teste da nocicepção induzida por capsaicina; um modelo semelhante a 1ª fase do teste da formalina. Naloxona não reverteu a antinocicepção induzida por OECS 100 mg/Kg (v.o.); no entanto, glibenclamida reverteu significativamente este efeito no teste da capsaicina. Estes resultados sugerem a participação dos receptores órfãos do tipo (ORL1) no efeito do OECS; estes receptores possuem 60% de homologia com receptores opióides, são associados à canais de KATP e são sensíveis a glibenclamida, mas insensíveis a naloxona. OECS parece exercer ação analgésica periférica e/ou espinhal mais do que supraespinal, já que OECS não aumentou o tempo de latência à placa quente (51 ( 0,5 º C). No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, OECS falhou em prolongar o período de sono; OECS, também, não alterou a frequência de locomoção dos animais, sugerindo que OECS não exerce atividade antinociceptiva por ação sedativa/depressora do SNC. Nas lesões gástricas induzidas por etanol, OECS 50 e 200 mg/Kg (v.o.) inibiu as lesões de maneira similar a capsaicina 5 mg/Kg (v.o.), um estimulante da produção de muco, e a NAC 750 mg/Kg (v.o.), um antioxidante celular. O OECS 50 mg/Kg (v.o.) reduziu lesões gástricas, induzidas por indometacina 20 mg/Kg, v.o., de maneira similar a cimetidina 100 mg/Kg (v.o.), um antagonista H2. O OECS não alterou o trânsito intestinal e, também, não alterou padrões fisiológicos ou comportamentais e não induziu mortalidade, aos animais, no modelo de toxicidade aguda. Em conclusão, OECS exerceu atividade antiinflamatória, antinociceptiva e gastroprotetora; os dados obtidos no presente estudo, adicionados aos dados da literatura, sugerem que guaiazuleno, (-cariofileno e 1,8-cineol possam estar contribuindo para os efeitos farmacológicos observados com o OECS.    
	1.5. O Gênero Croton  
	  1.6.1.  Descrição botânica, distribuição geográfica e aspectos gerais 

	Os “marmeleiros” são plantas muito frequentes no Nordeste, cujos nomes botânicos têm sido referidos errôneamente em inúmeras publicações. O “marmeleiro-preto” corresponde botanicamente a espécie Croton sonderianus  Muell. Arg. e não a Croton hemiargireus Muell., como tem sido citado (Matos, 1997). 
	O Croton sonderianus Muell. Arg. apresenta-se como arbusto nas capoeiras do sertão, ou árvore quando cresce nas matas. Fornece boa lenha para queima, sendo muito usada como material para cercas de varas e preparação de gaiolas para pesca de lagosta (conhecidas no Ceará pela denominação local de manzuás). Seus frutos são o alimento preferido das pombas de bando ou avoantes (Zenaida auriculata)  (Matos, 1997). O chá de infusão da casca é utilizado via oral, na medicina popular, para hemorragia uterina, hemoptise, dor de estômago, vômitos e diarréia (Matos, 1999).     
	 A análise química realizada no óleo essencial extraído das folhas de Croton sonderianus Muell. Arg. indicou a ocorrência de: (E)-calameneno (9,27%), (-elemeno (6,55%), guaiazuleno (6,53%), (-cariofileno (6,35%),    (-muuroleno (6,10%), (Z)-calameneno (4,65%), (-felandreno (4,16%),      1,8-cineol (2,45%), espatulenol (2,07%) e (E)-cadina-1(2), 4-dieno (1,15%).  
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	Camundongos albinos (Mus musculus) variedade Swiss Webster, adultos, do sexo masculino, pesando entre 25-30g, provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia e do Biotério Central             da Universidade Federal do Ceará, mantidos em caixas de propileno                  26 ( 2 ºC, com ciclos claro/escuro de 12 em 12 horas, recebendo ração padrão (Purina Chow) e água “ad libitum”. Os animais foram colocados em jejum de sólidos de 18h antes da realização de cada experimento.  
	Carvão Ativado pó
	MÉTODOS 


	Material Botânico 
	                                                                                                       Hidrolato 
	                                       Óleo Essencial 
	                         
	                             Análise por CGL/EM 
	         Identificação 



	 
	Determinação do Índice de Lesão Gástrica Induzida por Indometacina  
	 
	RESULTADOS 
	O resultado do estudo dos componentes voláteis do óleo essencial  revelou a presença de: (E)-calameneno (9,27%), (-elemeno (6,55%), guaiazuleno (6,53%), (-cariofileno (6,35%), (-muuroleno (6,10%),            (Z)-calameneno (4,65%), (-felandreno (4,16%), 1,8-cineol (2,45%), espatulenol (2,07%) e (E)-cadina-1(2), 4-dieno (1,15%). Estes constituintes representam cerca de 49% da composição total do OECS. 
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	O OECS nas doses de 100 e 200 mg/Kg, via oral, não prolongou, significativamente, o tempo de sono induzido por Pentobarbital (40 mg/Kg, i.p.) quando comparado ao controle. Clorpromazina (10 mg/Kg, i.m.) prolongou, de maneira significativa (p<0,001), o tempo de sono             (172,21 ( 16,34 min.) quando comparado ao controle (31,00 ( 1,92 min.) (Tabela 8 e Figura 14). 
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	O OECS nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg, via oral, não alterou, de maneira significativa, a percentagem do percurso intestinal do carvão ativo  (53,78 ( 4,77; 65,78 ( 5,91 e 68,21 ( 8,80 %, respectivamente) quando comparado ao controle (62,73 ( 13,34 %) (Tabela 10 e Figura 16).  
	 
	A Clonidina (200 (g/Kg, v.o.), um agonista dos receptores (2, reduziu significativamente (p<0,001) o trânsito intestinal (21,74 ( 2,12 %) quando comparado ao grupo controle (62,73 ( 13,34 %) (Tabela 10 e Figura 16). 
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	DISCUSSÃO 

	O OECS não alterou, de maneira significativa, o trânsito intestinal do carvão ativo nas doses estudadas. No entanto, a clonidina, um agonista dos receptores (2-adrenérgicos, reduziu significativamente o percurso do carvão ativo (Al-Qarawi et al, 2003).  
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