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RESUMO

A espécie Croton campestris A. St.-Hil, popularmente conhecida como “velame-do-campo”, é
um arbusto originario do Brasil, usado na medicina popular para diversos fins, dentre eles, no
tratamento de problemas inflamatorios, dores e como depurativo. Estudos comprovam diversas
atividades bioldgicas do C. campestris, além de que a anélise da composic¢do quimica do seu
oleo essencial, realizada anteriormente revelou, dentre outros constituintes, a presenca do f3-
cariofileno. O B-cariofileno é um sesquiperpeno biciclico, um tipo de metabolito secundario
produzido por muitas plantas. O presente estudo analisa a composi¢do quimica do 6leo essencial
das folhas frescas de Croton campestris (OECC), bem como avalia o potencial anti-inflamatério
do OECC e do seu constituinte o B-cariofileno, realizando os ensaio em modelos in vivo com
camundongos Mus musculus (n = 6). Ap0s ser analisada a composi¢do quimica do OECC por
CG-MS, realizou-se os ensaios in vivo, onde verificou-se a toxicidade oral do 6leo essencial,
para a posterior realizagdo dos ensaios de triagem farmacol6gica da acdo anti-inflamatéria
sistémica, que incluem, teste da formalina, contor¢des abdominais, edema de pata induzido por
carragenina e dextranana. Para triagem da acdo tOpica, realizou-se o edema de orelha por
inducdo aguda e cronica com o6leo de créton. Os mecanismos de acdo sistémica foram
elucidados pelos ensaios de edema de pata induzido por histamina e acido araquidénico (AA),
ensaio de peritonite, permeabilidade vascular e de granuloma. Avaliou-se também a influéncia
do OECC em paramentros comportamentais, através dos testes de campo aberto e placa
perfurada, e verificacdo da influéncia do OECC na atividade motora, pelo ensaio de rota-rod.
A avaliacdo da composicdo quimica do 6leo essencial revelou a presenca de B-cariofileno
(15,91%), 1,8-cineol (16,98%) e germacreno-D (14,51%) como constituintes principais. O
OECC ndo apresentou toxicidade na administracdo oral. As doses de OECC testadas para
triagem foram 25, 50, 100 e 200 mg/Kg, juntamente com as doses equivalentes de 3-cariofileno
que foram 4,97, 9,94, 19,88 e 39,76 mg/Kg, de acordo com a concentracdo presente na
composic¢do do 6leo. No ensaio de edema de orelha induzido por 6leo de créton, apenas 0 OECC
na dose de 25 mg/Kg apresentou atividade (p < 0,001). Na acdo crdnica, o 6leo essencial reduziu
a espessura da orelha durante o tratamento, porém ao avaliar o edema ao final do experimento
analisando a massa das orelhas, o 6leo nao apresentou atividade topica crénica. O OECC em
100 mg/Kg mostrou-se como dose mais eficiente, juntamente com sua dose equivalente do -
cariofileno de 19,88 mg/Kg, apresentando resultados anti-inflamatérios positivos nos ensaios
de formalina (p < 0,0001), contor¢Bes abdominais (p < 0,0001), edema de pata induzido por
carragenina e dextranana (p < 0,001). Além de mostrarem atividade anti-inflamatéria nos
mecanismo de edema de pata induzido por histamina e acido araquidonico (p < 0,0001),
permeabilidade vascular (p < 0,0001), peritonite (p < 0,0001) e ensaio de granuloma, onde neste
ultimo, apenas o OECC apresentou resultado (p < 0,0001). Na avaliacdo da acdo central do
OECC pelos testes de campo aberto e placa perfurada, ndo observou-se diferenca significativa
dos dados em relacdo ao controle salina, 0 mesmo resultado se aplica ao ensaio de rota-rod.
Os resutados indicam principalmente uma agdo anti-inflamatoria sistémica pronunciada do
OECC tanto na fase aguda como cronica, onde sua acdo envolve possivelmente a inibicdo de
metabolitos do acido araquidonico e de mediadores como a histamina e serotonina, prevenindo
eventos vasculares como aumento da permeabilidade e vasodilatagdo, onde seu constituinte f3-
cariofileno possui grande influéncia na sua acdo, haja vista os resultados obtidos com o
sesquiterpeno isolado.

Palavras-chave: B-cariofileno, camundongos, Croton campestris, inflamacéo.



ABSTRACT

The species Croton campestris A. St.-Hil, popularly known as “velame-do-campo”, is a shrub
native to Brazil, used in popular medicine for several purposes including the treatment of
inflammatory problems, pain and as a depurative. Studies have demonstrated several biological
activities of C. campestris, and the analysis of the chemical composition of its essential oil,
previously performed revealed, among other constituents, the presence of 3-caryophyllene. The
B-caryophyllene is a bicyclic sesquiperpene, a type of secondary metabolite produced by many
plants. The present study analyzes the chemical composition of the essential oil of Croton
campestris (EOCC), as well as evaluates the anti-inflammatory potential of the EOCC and its
constituent -caryophyllene, carrying out the assays in in vivo models with mice Mus musculus
(n = 6). After analyzing the chemical composition of the EOCC by GC-MS, the in vivo assays
were performed, where the oral toxicity of the essential oil was verified, for the subsequent
performance of the pharmacological screening tests of the systemic anti-inflammatory action,
which included, formalin test, abdominal contortions, paw edema induced by carrageenan and
dextranana. To evaluate the topical action, ear edema was performed by acute and chronic
induction with croton oil. Mechanisms of systemic action were elucidated by histamine and
arachidonic acid (AA) induced paw edema, peritonitis, vascular permeability and granuloma
assays. The influence of EOCC on behavioral parameters was also evaluated through open field
and perforated plate tests and the influence of EOCC in the motor activity on the rota-rod test.
The evaluation of the chemical composition of the essential oil revealed the presence of -
caryophyllene (15.91%), 1,8-cinecole (16.98%) and germacrene-D (14.51%) as main
constituents. The EOCC did not showed toxicity on oral administration. The doses of the
EOCC tested for screening were 25, 50, 100 and 200 mg/Kg, together with the equivalent doses
of B-caryophyllene which were 4.97, 9.94, 19.88 and 39.76 mg/Kg, of according to the
concentration present in the oil composition. In the test of ear edema by croton oil, only EOCC
at the dose of 25 mg/Kg showed activity (p < 0.001). In the chronic action, the essential oil
reduced ear thickness during the treatment, but when evaluating the edema at the end of the
experiment by the mass of the ears, the oil did not showed activity in the edema chronic topical.
The EOCC at 100 mg/Kg was shown to be a more efficient dose, together with its equivalent
dose of B-caryophyllene, of 19.88 mg/Kg, presenting positive anti-inflammatory results in the
formalin assays (p < 0.0001), abdominal contortions (p < 0.0001), paw edema induced by
carrageenan and dextranana (p < 0.001). In addition to showing anti-inflammatory activity in
the paw edema mechanism induced by histamine and arachidonic acid (p < 0.0001), vascular
permeability (p <0.0001), peritonitis (p < 0.0001) and granuloma assay, where in the latter only
the EOCC presented a result (p < 0.0001). In the evaluation of the central action of the EOCC
by the open field and perforated plate tests, no significant difference was observedin in relation
to the saline control, the same result applies to the hod route assay. The results indicate mainly
a pronounced systemic anti-inflammatory action of EOCC in both the phases acute and chronic,
where its action involves possibly the inhibition of AA metabolites and mediators such as
histamine and serotonin, preventing vascular events such as increased permeability and
vasodilation, where its constituent 3-caryophyllene has great influence on its action, given the
results obtained with sesquiterpene alone.

Key words: -caryophyllene, Croton campestris, inflammation, mice.
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APRESENTACAO

Esta Dissertacdo esta organizada sob forma de artigo. O Referencial Teorico apresenta
uma revisdo sobre o processo inflamatorio, os mediadores envolvidos, além se enfocar o género
Croton, fazendo um levantamento das espécies desse grupo que apresentam atividade anti-
inflamatoria jA comprovada; sobre a espécie Croton campestris, descrevendo seus usos na
medicina popular, e todas as atividades biologicas comprovadas na literatura; e sobre o -
cariofileno, descrevendo essa substancia e fazendo um levantamento de suas atividades

bioldgicas comprovadas.

O tdpico Resultados compde o artigo completo, onde estdo agregados a Introducdo do
artigo, Materiais e Métodos, Resultados e Discussdo, Conclusdo e Referéncias. O artigo
intitula-se: Acdo anti-inflamatéria do 6leo essencial de Croton campestris A. St.-Hil

(Euphorbiaceae) e do composto B-cariofileno em modelos in vivo.

A Discussdo e Concluséo sdo apresentados em uma visdo geral do trabalho, logo apds

0 artigo.

As Referéncias ao final da Dissertacdo, correspondem as citacfes do Referencial

Tedrico e da Discussdo geral. As referéncias do artigo estdo logo ao final do mesmo.



1. INTRODUCAO

A inflamacdo € uma resposta do tecido vascularizado em defesa do organismo contra
estimulos nocivos, sendo caracterizada pelos sinais cardinais de edema, dor, vermelhiddo da
pele, aumento da temperatura no local inflamado e perda da funcdo do 6rgdo ou tecido
acometido. E acompanhada por diversos eventos celulares e vasculares tais como migracao
leucocitaria, vasodilatacdo, acumulo de fluido intersticial e da sensibilizacdo dos terminais
nociceptivos. Diversos mediadores sdo sintetizados e liberados neste processo tais como
cininas, aminas vasoativas, 6xido nitrico, citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucinas (ILs), dentre elas, a IL-1p ¢ IL-6 (MEDZHITOV, 2010; KUMAR et al., 2013).

A inflamacdo divide-se em fases aguda e crénica. A fase aguda é caracterizada pelo
recrutamento de neutrofilos, aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade e
dilatacdo dos vasos, levando ao extravasamento de proteinas e de plasma ao local inflamado,
resultando em edema e vermelhiddo no local afetado (KUMAR et al., 2013; BUCKLEY et al.,
2014).

Se 0 agente agressor ndo é neutralizado ou eliminado, ocorre agravamento do estado
patolégico da inflamacgdo, resultando na fase cronica, caracterizada pela persisténcia e
exacerbacdo da inflamacdo, transformando-se em um processo prejudicial ao invés de
reparador. Durante essa fase, hd predominancia de macrofagos, redugdo no namero de
neutréfilos por meio de apoptose ou fagocitose, remodelacdo e degeneracdo tecidual,
ocasionando fibrose acompanhada de angiogénese, levando a perda da func¢do do 6rgdo ou
tecido afetado (LAWRENCE et al., 2002; MEDZHITOV, 2010; KUMAR et al., 2013;
BUCKLEY et al., 2014).

Diversos produtos naturais sdo utilizados na medicina popular como agente anti-
inflamatdrio, sendo essa pratica comum em diversas comunidades devido a crenca de que nédo
possuem efeitos colaterais ou que possuem baixa toxicidade aléem de serem de facil acesso
(VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

Dentre essas plantas medicinais, destaca-se a espécie Croton campestris A. St.-Hil, um
arbusto originado no Brasil, ocorrendo principalmente nas regides Sudeste e Nordeste, sendo

popularmente conhecido como “velame-do-campo”, “velame-verdadeiro” ou “velame-branco”,
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cujos estudos etnofarmacoldgicos apontam, dentre tantos outros usos, a sua aplicacdo como
agente anti-inflamatorio natural (CORREA, 1975; DANTAS, 2007; BRANDAO et al., 2012;
BRITO-JUNIOR et al., 2015).

O uso constante dessas plantas pela populacdo serviu de base para incentivar e
direcionar o desenvolvimento de pesquisas visando comprovar o potencial anti-inflamatdrio de
produtos naturais, porém, apesar dos trabalhos ja desenvolvidos, o potencial de muitas plantas
medicinais e de seus constituintes ainda encontra-se escassamente explorado (CALIXTO, 2000;
RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008).

Dessa forma, tendo em vista a escassez na literatura de estudos farmacoldgicos da acéo
anti-inflamatoria direcionados a espécie Croton campestris A. St.-Hil, pretende-se com o
presente trabalho avaliar o efeito do 6leo essencial das folhas desta espécie e do seu constituinte
B-cariofileno sobre a inflamacdo através de modelos in vivo, buscando elucidar os possiveis

mecanismos de acdo de tais substancias.
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1.1. REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 O Processo Inflamatorio

Em defesa a diferentes estimulos nocivos, sejam fisicos, quimicos, patoldgicos e
bioldgicos, o organismo reage com uma cascata de processos que envolvem componentes
vasculares, celulares e moleculares (PARKIN; COHEN, 2001; COTRAN et al., 2006). Esses
eventos compdem o processo inflamatdrio, cujo objetivo final é eliminar estimulo danoso
iniciador do processo, com reparacao, cicatrizacao e a regeneracdo do tecido afetado (ABBAS
etal., 2012).

Os estimulos nocivos que desencadeiam essas reacfes podem ser: infeccdes por
microrganismos, reag0es autoimunes ou de hipersensibilidade, necrose tecidual, trauma ou
lesGes por agentes fisicos, hipoxia e outros estimulos como corpos estranhos (KUMAR et al.,
2013). A resposta fisiologica leva as manifestacGes clinicas observadas, descritas como sinais
cardinais da inflamagé&o: rubor, calor, edema, dor e perda da fungdo (LAWRENCE et al., 2002;
MEDZHITOV, 2010; LYMAN et al., 2014; BUCKLEY et al., 2015).

A inflamacdo divide-se em fases aguda e crénica. Na fase aguda, logo apdés a lesao,
ocorrem marcantes eventos vasculares, como aumento do fluxo sanguineo, modificacfes no
endotélio acompanhadas de aumento da permeabilidade e vasodilatacdo, levando ao
extravasamento de proteinas e de plasma ao local inflamado, resultando em edema
acompanhado de vermelhid&o no local afetado (KUMAR et al., 2013; BUCKLEY et al., 2015).
Esses fatores possibilitam o recrutamento de leucécitos, mais especificamente os neutrofilos.
Em seguida, a concentracdo de neutrofilos diminui, dando espaco aos mondcitos, que se
diferenciam em macrdfagos a medida que estes migram para os tecidos. Essa diminuicdo de
neutrofilos se da pelo fato de que, ap6s agirem, sofrem apoptose e sdo fagocitados por
macrofagos para resolucdo do processo (LAWRENCE et al., 2002; NORLING; SERHAN,
2010; BUCKLEY et al., 2014).

A fase cronica ocorre quando o estimulo danoso ndo consegue ser eliminado por
fagocitose, ou apoptose de células inflamatorias, resultando na persisténcia da inflamacao como
uma resposta exacerbada e, por conseguinte, a inflamacéo torna-se um processo prejudicial ao

invés de reparador. Logo, essa resposta torna-se mais intensa através do aumento da ativacao e
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concentracdo de macrdfagos, acompanhado de remodelacdo e degeneracdo tecidual,
ocasionando fibrose acompanhada de angiogénese, levando a perda da funcdo do 6rgéo ou
tecido afetado (MEDZHITOV, 2010; KUMAR et al., 2013; ROGERIO et al., 2015).

Na inflamag&o cronica ocorre um predominio da resposta imune adaptativa, com maior
presenca de monacitos, macréfagos e linfocitos (SERHAN et al., 2007; CRUVINEL et al.,
2010; GOMES et al., 2015). Estimulos que causam essa reacdo sdo infeccdo por micro-
organismos, doencas autoimunes, componentes toxicos enddgenos no proprio plasma e
exogenos (PERKINS, 2010; KUMAR et al., 2013). Como doencas cronicas geradas por esse
processo pode-se citar: artrite reumatoide, bronquite crénica, asma, esclerose multipla,
aterosclerose, fibrose pulmonar, glomerulonefrites, infarto do miocardio e cancer (RUSSO et
al., 2011; COMINI-FROTA et al., 2012). A constante renovacdo celular nesta etapa, leva a
necessidade de maior nimero de mitoses, aumentando a chance de ocorréncia de neoplasias
(ADEFUYE; SALES, 2012).

Além disso, muitos sdo os mediadores inflamatorios envolvidos na inflamacdo tais
como: aminas vasoativas, cininas, fator de ativacdo plaquetaria, eicosanoides, citocinas,

radicais livres, 6xido nitrico (NO) e neuropeptidios (RANG et al., 2012).

1.1.2. Migracédo Leucocitaria

A migracdo dos leucdcitos do tipo neutrofilos objetiva neutralizar o patdgeno invasor.
Essa migracdo leucocitéria é seguida de vérias etapas: atracdo, captura, rolamento, adesao e
transmigracao (ou diapedese) do leucocito. Apds o estimulo inflamatorio, ocorre modificagdes
na permeabilidade do endotélio, ocasionando no extravasamento do plasma do interior do vaso
para 0 meio intersticial. 1sso acarreta em um aumento na concentragdo de hemécias no interior
do vaso, tornando o sangue mais viscoso, deixando o fluxo lento, facilitando a marginalizagao
leucocitaria, que consiste na movimentagdo de leucocitos, onde por meio de mediadores
quimiotaticos, os leucdcitos sdo atraidos para as proximidades do endotélio, aderindo-se a este
(FRANCISCHETTI et al., 2010).

Em seguida, ocorre o rolamento destas células pelo endotélio, através das moléculas de
adesdo, as selectinas, especificamente a L-selectina, presente nos leucdcitos, a P-selectina, pré-

formada e armazenada nas plaquetas e células endoteliais, e a E-selectina, presente apenas em
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células endoteliais. Durante o rolamento, as quimiocinas ligadas aos seus receptores no
endotélio, encontram e se ligam a membrana do leucécito, aumentando a afinidade de ligacao
da molécula de adesdo integrina, expressa no leucocito, levando a ativacdo e adesdo entre o
leucdcito e o endotélio. Na etapa de adesdo, o leucocito rearranja seu citoesqueleto aumentando
a area de superficie de ligacdo com o endotélio, aumentando o nimero de ligacdo com
integrinas. Em seguida, ocorre a transmigracdo ou diapedese através do endotélio, mediada
através da imunoglobulina CD31 (PECAM-1), onde ocorre a travessia através do endotélio.
Apdbs a transmigracdo total, o patdgeno é fagocitado apo6s sua localizacdo (MESQUITA-
JUNOIR et al., 2008; KUMAR et al., 2013; CHANG et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015) (Figura
1).

Figura 1. Migracédo leucocitaria.
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Fonte: Abbas et al., 2012.

1.1.3. Eicosanoides

Quando a membrana celular é agredida, a enzima fosfolipase A2 (PLA2) age sobre 0s

fosfolipidios dessa membrana, liberando o &cido araquiddnico (AA), este consistindo em um
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acido graxo de 20 carbonos, contendo quatro duplas ligagdes (HILARIO et al., 2006; MEVES,
2008; MONTENEGRO; FRANCO, 2008; GAO et al., 2010).

A metabolizacdo do AA pode ocorre por duas vias: através das cicloxigenases 1 e 2
(COX-1 e COX-2) e através da lipoxigenase (LOX). No primeiro caso ocorre a formagao de
prostaglandinas (PGs), prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs). J& a via da lipoxigenase
(LOX) que leva a producao de leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs). Esses produtos finais do
metabolismo do acido araquiddnico por estas duas vias enzimaticas sdo denominados de forma
geral como eicosanoides (GILMAN et al., 2006; YEDGAR et al., 2007; KATZUNG, 2008;
MONTENEGRO; FRANCO, 2008; KUMAR et al., 2013).

A COX-1 e a COX-2 sdo duas isoformas que apresentam funcGes especificas apesar de
ambas participarem na formagao dos eicosanoides (HILARIO et al., 2006; MARNETT, 2009).
A COX-1 é constitutiva na maioria dos tecidos corporeos, ou seja, ela é produzida
constantemente para estabelecer a homeostase, atuando em atividades fisiolégicas ou de
manutencdo, como na homeostasia vascular, citoprotecdo, agregacdo plaquetaria, producédo do
muco gastrintestinal. J& a COX-2, geralmente é produzida ap6s inducdo por um estimulo
patoldgicos como inflamacdo e cancer. As interleucinas 1 (IL-1), 2 (IL- 2) e fator de necrose
tumoral-a. (TNF-a) estimulam a producdo dessa isoforma, enquanto que os glicocorticoides,
AINEs, e as citocinas IL-4, IL-10 e IL-14 inibem sua expressdo (HILARIO et al., 2006;
MARNETT, 2009).

Sabe-se que a cicloxigenase (COX) é uma enzima que sintetisa prostanoides, porém a
formacéo final dos eicosanoides envolve a metabolizacdo de varios precursores (BOTTING,
2006; KVATERNICK et al., 2007). Apos a liberacdo do AA, sua metabolizacdo pela via da
COX leva a oxidacao deste em prostaglandina G2, que em seguida ¢ reduzida a prostaglandina
H2 instavel. Por fim, ocorre a conversdo por isomerases, que transformam esses precursores
em prostandides, que sdo as prostaglandinas PGD2, PGE2, PGF2a, prostaciclina PGI2 e
tromboxanos TXA2 e TXB2 (KAWAHARA et al., 2015).

A funcéo das prostaglandinas inclui citoprotecdo na mucosa géastrica, alteracdo no ténus
e permeabilidade vascular, agregacdo plaquetaria, angiogénese, ovulacdo, parturicéo,
metabolismo &sseo, crescimento e desenvolvimento neuronal, cicatrizacdo de feridas,
manutencdo da funcdo renal e nas respostas imunes (KVATERNICK et al., 2007; RICCIOTTI,
FITZGERALD, 2011). Seus efeitos pro-inflamatérios sdo aumento da permeabilidade das

arteriolas, atuando em conjunto com a histamina e bradicinina nesse processo, facilitando por
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conseguinte a migracdo de células e proteinas para o local lesionado e a sensibilizagdo dos
nociceptores (LEES, 2003).

O tromboxano A, apresenta meia-vida curta e é convertido no composto mais estavel
tromboxano B. E responsavel por agregacio e adesdo plaquetaria. A prostaciclina | (PGI)
também ¢ instavel, sendo convertida em PGF2a (BOTTING, 2006). A agédo da prostaciclina
envolve efeitos sobre o sistema vascular, onde atua como vasodilatador e inibe a agregagéo
plaquetaria (KUMMER; COELHO, 2002; CLARK, 2006).

Como a COX-1 esté envolvida nas funcfes de citoprotecdo gastrica por producdo de
muco devido as prostaglandinas e agregacao plaquetaria por formacéo do tromboxano A2 nas
plaquetas, farmacos que inibem essa isoforma consequentemente causam distdrbios no trato
digestivo e aumentam os riscos de sangramento cutaneo e gastrintestinal, apresentados como
efeitos adversos, ao passo que farmacos mais seletivos da isoforma COX-2 terdo esses efeitos
mais atenuados (HAZEWINKEL et al., 2008; STEAGALL et al., 2009). Porém deve-se
enfatizar que ndo existe uma divisdo precisa nas atividades das duas isoformas, pois, embora a
COX-2 possua propriedades pré-inflamatdrias, as duas isoformas estdo presentes na resposta
inflamatoria total (CARVALHO et al., 2004; HILARIO et al., 2006).

A segunda via de metabolizacdo do &cido araquidbnico é realizada pela enzima
Lipoxigenase (LOX), onde existem trés subtipos dessa enzima: 5-Lipoxigenase (5-LOX), 12-
Lipoxigenase (12- LOX) e 15-Lipoxigenase (15-LOX). Estas isoformas estdo presentes em
plaquetas, leucocitos e mastécitos. A principal LOX envolvida na fungdo inflamatoria é a 5-
lipoxigenase (5-LOX), encontrada principalmente nos leucécitos. E ativada pela proteina 5-
lipoxigenase (FLAP) formando um complexo enzimatico ativo (GILMAN et al., 2006;
KATZUNG, 2008).

O primeiro produto oriundo da metabolizagdo do AA pela 5-LOX é o acido 5-
hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE), possuindo acdo quimiotatica para leucocitos. Esse
composto é transformado no leucotrieno A4 (LTAA4) instavel, que em seguida é convertido no
leucotrieno B4 (LTB4) ou nos cisteinil-leucotrienos C4, D4 e E4 (SHUREIQI; LIPPMAN,
2001; GILMAN et al., 2006; KATZUNG, 2008; RANG et al., 2012).

O LTB4 exerce acdo quimiotatica sobre neutrofilos, estimula a agregacao e aderéncia
desses ao endotélio vascular, causa aumento da permeabilidade vascular, estimula a

proliferacdo de macrdfagos e linfocitos e a producédo de citocinas por essas células, além de
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induzir a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a liberacdo de enzimas lisossomicas
(GOODMAN et al., 2009).

Os cisteinil-leucotrienos C4, D4 e E4 causam vasoconstricdo, broncoconstricao,
aumento da permeabilidade vascular e extravasamento vascular restrito as Vvénulas
(SHUREIQI; LIPPMAN, 2001). J& as lipoxinas LXA4 e LXB4 s&o oriundas da 15-LOX e
possuem efeitos anti-inflamatérios, inibindo o recrutamento e aderéncia de neutréfilos
(GODSON et al., 2000; MITCHELL et al., 2002; RYAN; GODSON, 2010).

1.1.4. Citocinas

Citocinas sdo polipeptideos de baixo peso molecular, que agem como mediadores na
resposta imune, além de estarem envolvidas em diferentes processos biolégicos tais como
processo inflamatorio, proliferacdo celular, fibrose, migracdo leucocitaria, reparacdo e
angiogénese (VILCEK; FELDMANN, 2004; COTRAN et al., 2006; GONCHAROVA;
TARAKANOV, 2007). Séo produzidas como resposta aos estimulos gerados por bactérias,
virus, parasitas ou sdo produzidas em resposta as outras citocinas, onde sua secre¢do é breve e
a sua producdo é induzida em diferentes tipos de células, como neutrofilos, linfocitos e
macrofagos, além de células do endotélio e epitélio (COTRAN et al., 2006; GONCHAROVA,;
TARAKANOV, 2007; RANG et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2011). Muitos estudos pré-
clinicos avaliam a capacidade de estimulacdo e inibicdo desses polipeptidios sobre a
inflamacéo, imunidade e hematopoiese (ABBAS et al., 2012).

Diferentes citocinas podem partilhar uma mesma fungdo, bem como a sintese de uma
citocina pode ser influenciada por outra, levando a formacgédo de cascatas de sintese. Duas
citocinas podem ainda interagir entre si, gerando efeitos antagdnicos ou sinérgicos (ABBAS et
al., 2012).

As citocinas podem ser divididas em interleucinas (IL), quimiocinas, interferons (INF),
fatores do crescimento e fatores de necrose tumoral (TNF) (COTRAN et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2011; RANG et al., 2012). Ao classifica-las de acordo com seu espectro de acao, elas
podem ser diferencias como pro-inflamatorias, dentre elas a IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8, I1L-12,
TNF-a e IFN-y, que sao ativadoras de macréfagos, células Natural Killer (NK), células T e

células B e estimuladoras da proliferacdo de imunoglobulinas nas células B, contracenando com
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outros mediadores na sinaliza¢do durante a inflamacéo; bem como anti-inflamatdrias, IL-1Ra,
IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B, que reduzem a resposta inflamatdria por meio da diminuigdo de
liberacdo e sintese de citocinas pro-inflamatdrias e por supressdo de mondcitos (REMICK,
2003).

O TNF-a pertence a classe de mediadores da resposta imune inata, sendo o primeiro
mediador inflamatorio produzido frente a infeccdes (ULLOA; TRACEY, 2005). Quantidades
excessivas e producdo prolongada desse mediador induz a ativacdo de outras citocinas e a
formacao de radicais livres por oxidacéo celular, intensificando o processo inflamat6rio por um
feed back positivo (TRACEY, 2002; NETEA et al., 2003; ULLOA; TRACEY, 2005). E
produzido pincipalmente por macréfagos, onde sua interacdo com a célula alvo € mediada pelos
receptores TNF tipo 1 (TNFR1) e TNF tipo 2 (TNFR2). A ativacdo celular pelo TNFR1
estimula a migracdo de neutrofilos, enquanto que a ativacdo do receptor TNFR2 medeia a
apoptose por ativacio de caspases e necrose (VERRI-JUNIOR et al., 2006). Além disso essa
citocina ativa os mastocitos, amplifica e prolonga a inflamacéo, além de estimular a fagocitose

e destruir células tumorais ou infectadas por virus (TIZARD, 2009).

Logo em seguida vem a sintese de IL-1 e IL-6 ainda no inicio do processo inflamatério.
As citocinas IL-1B e IL-6 estimulam a hematopoiese, atuando sinergicamente com outros
fatores estimuladores de col6nias da medula 6ssea. Também ativam a producdo de anticorpos
pelas células B e sdo reguladoras da funcdo dessas células (ANDERSON; BLUMER, 1997).

A IL-1P ¢ uma citocina produzida por mondcitos e macrofagos, que ativa células do
sistema imune, além de controlar a expressdao da maioria dos genes imunomodulatérios
(BOWEI; O'NEILL, 2000). A IL-1p age de forma similar a0 TNF-a ao induzir a resposta
inflamatdria por feed back positivo, atuando sinergicamente com o fator de necrose tumoral,
onde pode estimular o recrutamento de neutrofilos, sendo estimulada pela presenga de
endotoxinas bacterianas, virus, fungos e antigenos parasitarios (LOISA et al., 2003;
CUNNEEN; CARTWRIGHT, 2004; DEL VECCHIO et al., 2004; DISTEFANO et al., 2004;
COTRAN et al., 2006; RANG et al., 2012). A IL-6 ¢é a principal indutora da sintese da proteina
C-reativa (PCR) pelos hepatdcitos, além de atrair neutrofilos aos sitios de infeccdo e ativar
células T (CUNNEEN; CARTWRIGHT, 2004; PAVCNIK-ARNOL et al., 2004; VERRI-
JUNIOR et al., 2006). Também promove ativacdo do complemento, induz a producio de
citocinas pro-inflamatorias, contribui para a regeneracdo de lesd@o neuronal alem de possuir
efeitos anti-inflamatorios e estimular a sintese do IL-1Ra, antagonista do receptor de IL-1 (LIN
etal., 2000; VIANNA et al., 2011).
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O INF-y ¢ uma citocina produzida primariamente por células T do tipo Thl, e pelas
celulas Natural Killer (NK), estando presente tanto na resposta imune inata quanto na
adaptativa. Induz a ativacdo de células endoteliais, atividade das células NK, sintese das
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade das classes I e Il (MHC 1 e II),
diferenciacdo de linfécitos B e ativacdo de linfocitos T e macrofagos (ABBAS et al., 2012).
Existem trés classes de interferons: INF-a, INF-f e INF-y. Eles auxiliam na sinalizagéo e séo
liberados por células cancerigenas ou infectadas por virus (RANG et al.,, 2012). Logo o
interferon-y (INF-y) é uma citocina pro-inflamatdria que esta relacionada com a ativagéo e
proliferacdo celular (TONET; NOBREGA, 2008; KARTAL et al., 2012; SILVA et al., 2012).

A interleucina 10 (IL-10), por sua vez, € anti-inflamatoria ao inibir as outras citocinas
pré-inflamatdrias (TIZARD, 2009; OBERHOLZER et al., 2002). E produzida por células Th2
CD4+, células B, mondcitos e macrofagos ativados (COUPER et al., 2008; CLARK et al.,
2013). A IL-10 inibe a sintese de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12 pelos mondcitos, enquanto
estimulam a producéo de antagonista do receptor de IL-1, o IL-1Ra (THOMPSON-SNIPES et
al., 1991; HOWARD; O'GARRA, 1992; MOCELLIN et al., 2001). Bem como o contrario
também se aplica, onde a supressdo de IL-10 ocasiona aumento 0s niveis principalmente de
TNF-a e IL-6 (CUNNEEN; CARTWRIGHT, 2004).

Deve-se também enfatizar a finalidade homeostatica da IL-10, j& que a presenca de
TNF-a e outras citocinas estimulam a sua sintese durante a inflamacéo, onde em seguida esta
bloqueia a sintese de TNF-o, normalizando e equilibrando a concentracdo sérica de citocinas
pelo mecanismo de feed back negativo (OBERHOLZER et al., 2002; BORISH; STEINKE,
2003). Outras citocinas anti-inflamatérias podem ser citadas como IL-4, IL-13, fator
transformador de crescimento TGF- e o antagonista de receptor IL-1 (IL-1Ra), que interferem
na acio ou liberacéo das citocinas pro-inflamatérias (VERRI-JUNIOR et al., 2007; OLIVEIRA
etal., 2011).

As quimiocinas sdo consideradas um grupo especifico de citocinas com funcdes
quimiotaticas, capazes de estimular o movimento leucocitario e a atragdo de outros mediadores
para o local inflamado. S&o classificadas em quatro classes principais de acordo com a
localizacdo dos residuos de cisteina nas proximidades dos seus terminais amino: (1)
quimiocinas CXC ou a; (2) quimiocinas CC ou B; (3) quimiocinas C ou y; e (4) quimiocinas
CX3C (COUSSENS; WERB, 2002; COTRAN et al., 2006; ROLLINS, 2006; GUERREIRO et
al., 2011; RANG et al., 2012). Como exemplo tem-se a IL-8/CXCLS8, pertencente a subfamilia
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de quimiocinas CXC e exerce predominantemente efeito quimioatrativo sobre neutréfilos (LIN
etal., 2000; VIANNA et al., 2011).

1.1.5. Fator de Transcricéo Nuclear Kappa B

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) é uma proteina cuja funcédo € induzir a
transcricdo de genes, incluindo genes para expressdao de citocinas, COX-2, fatores de
crescimento, enzimas como a iNOS, moléculas de adesao celular, onde um aumento na ativacao
desse fator de transcrigdo, intensifica a resposta inflamatoria. A ativacdo do NF-kB decorre por
meio da degradacdo de moléculas inibidoras do NF-kB e a subsequente liberacdo das
subunidades p50-p65 do fator de transcricdo que, em forma de dimero, migra do citoplasma
para 0 nuacleo, onde ird4 exercer sua funcdo de estimulacdo da expressdo génica (TAK;
FIRESTEIN, 2001; FRANCO, 2010).

1.1.6. Aminas

As aminas vasoativas, histamina e serotonina, sao um dos primeiros mediadores a serem
liberados durante a resposta inflamatéria. Promovem dilatacdo e aumento da permeabilidade
dos vasos (RANG et al., 2012). Dessa forma estdo relacionadas com a formacdo do edema e
rubor (KUMAR et al., 2005; KAWAHARA et al., 2015).

A histamina é amplamente distribuida nos tecidos e € o principal mediador da resposta
inflamatdria aguda e das reagdes alérgicas, sendo produzida e armazenada principalmente nos
mastocitos e basofilos. A histamina presente nos mastocitos € liberada por degranulacdo dessas
células, em resposta aos estimulos como: lesdo tecidual, reacfes imunes, neuropeptidios,
citocinas e subunidades do sistema complemento como as anafilatoxinas (COTRAN et al.,
2006; RANG et al., 2012).

A histamina pode ligar-se aos seguintes receptores: H1, por onde exerce suas agdes pro-
inflamatdrias de vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular; receptor H2, que medeia
as atividades imunossupressoras; receptor H3 regula a liberacéo de citocinas em macréfagos e

mastocitos e o receptor H4 que esta relacionado com a liberagéo de neutréfilos da medula 6ssea
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e com o processo de transmigracgdo (IDZKO et al., 2002; TAKESHITA et al., 2004; JUTEL et
al., 2009).

A serotonina (5-HT) esta presente nas plaquetas, mastdcitos, mondcitos e células
enterocromafins. Promove permeabilidade vascular e vasoconstric¢do inicial, com posterior
vasodilatacdo dependente de dxido nitrico (KUMAR et al., 2005; JUTEL et al., 2009). Sua
liberacdo é estimulada quando as plaquetas se agregam e durante reacdes mediadas por IgE,
resultando em aumento da permeabilidade durante reacdes imunoldgicas (COTRAN et al.,
2006; KATZUNG, 2008; JUTEL et al., 2009; RANG et al., 2012).

1.1.7. Cininas

Outro grupo de mediadores que participam do processo inflamat6rio sdo as cininas,
destacando-se a bradicinina. Esta promove vasodilatacdo, aumento da permeabilidade, assim
como as aminas vasoativas, além de atuar na contra¢do da musculatura lisa e ativacdo das vias
nociceptivas, promovendo a dor no processo inflamatdrio. Possui curta duragdo de acao devido
sua rapida degradacdo pela cininases (MONTENEGRO; FRANCO, 2008).

1.1.8. Oxido Nitrico

O éxido nitrico é uma importante molécula sinalizadora e um potente vasodilatador na
inflamacdo, mas que também regula diversos mecanismos fisiopatoldgicos. Sua acao tanto pode
ser constitutiva e necessaria para homeostase do organismo, como pode ser convertido a radical
de oxigénio causando danos as células (ALDERTON et al., 2001; AKTAN, 2004). Isso ocorre
quando encontra-se em altas concentra¢fes podendo ser oxidado e convertido em espécies
reativas de oxigénio (ROS) como o peroxinitrito (RANG et al., 2012; MORAES et al., 2014).
Seus efeitos vasodilatadores no endotélio decorrem da ativagédo guanilil-ciclase, gerando GMPc
(MATTILA; THOMAS, 2014; MORAES et al., 2014).

E sintetizado pela enzima 6xido nitrico-sintase (NOS), que catalisa a converso da L-
arginina em L-citrulina e oxido nitrico (NO). As isoformas dessa enzima sdo iINOS nNOS e
eNOS (KUMAR et al., 2005; MEDZHITOV, 2008; RANG et al., 2012).
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A INOS é a forma induzivel por expressdo celular, em resposta aos estimulos
patoldgicos ou citocinas, ou seja é a isoforma envolvida na inflamagéo. As outras isoformas
atuam na homeostase. A NOS neuronal (nNOS) é expressa em neuronios e aeNOS, ou isoforma
endotelial, gera o 6xido nitrico no endotélio (MATTILA; THOMAS, 2014; MORAES et al.,
2014).

1.1.9. Plantas Medicinais na Inflamacéao

O uso de plantas medicinais ocorre desde épocas remotas e 0 conhecimento sobre o
potencial terapéutico destas plantas vem sendo acumulado e passado através das geracfes de
varios grupos étnicos (MACIEL et al., 2002). A préatica do uso de plantas medicinais surgiu
com o intuito de curar e tratar diversas patologias, sendo utilizadas até o presente momento, em
diversas culturas, de forma exclusiva ou alternativa para complementar o efeito de farmacos
sintéticos, onde estes farmacos inclusive sdo muitas vezes derivados de produtos naturais
(CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008).

O Brasil é um pais rico em sua biodiversidade, possuindo numerosas espécies vegetais
produtoras de substancias bioativas, distribuidas entre os cinco principais biomas, como
Floresta Amazé6nica, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado aumentando assim o
expectro e variedade de espécies bem como suas aplica¢fes na medicina tradicional (VEIGA-
JUNIOR; MELLO, 2008).

O uso de plantas medicinais € comum em diversas comunidades devido a crenga de que
estas ndo possuem efeitos colaterais, ou que possuem baixa toxicidade e sdo de facil acesso
(VEIGA-JUNIOR et al., 2005). Logo, a busca constante da populagao por essas plantas serviu

de base para incentivar o desenvolvimento de pesquisas visando elucidar tais questdes.

A escolha de uma espécie vegetal para estudo farmacologico pode ser feita com base
em analises de estudos etnobotanicos anteriormente realizados, que relatam o uso tradicional
na medicina popular da referida espécie, para a posterior realizagdo de estudos que permitem o
desenvolvimento de fitoterapicos a partir de plantas com propriedades terapéuticas (RATES,
2001; ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Diversas produtos naturais sdo utilizados na medicina popular como agentes anti-

inflamatorios, bem como pesquisas vem sendo desenvolvidas com o intuito de elucidar essa
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atividade bioldgica de tais espécies vegetais e de seus constituintes (VEIGA-JUNIOR et al.,
2005). Porem, apesar dos trabalhos ja desenvolvidos, o potencial de plantas medicinais ainda
encontra-se escassamente explorado, tendo em vista a grande quantidade de espécies vegetais
e constituintes que ainda ndo foram investigados quanto ao seu potencial anti-inflamatorio e
como fonte de novos farmacos (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR; MELLO,
2008).

1.1.10. Género Croton e espécie Croton campestris A. St.-Hil

O género Croton foi proposto por Linnaeus em 1753, é o segundo maior género da
familia Euphorbiaceae apresentando cerca de 1300 espécies, distribuidas predominantemente
sobre a regido tropical (SALATINO et al., 2007; SILVA et al., 2009). Pertence a subfamilia
Crotonoideae e tribo Crotoneae. O Brasil é o pais com maior diversidade no género (BERRY
et al., 2005).

As espécies do género Croton geralmente sdo ervas ou arbustos, com inflorescéncias de
pequenas pétalas brancas (GUIMARAES, 2006; SILVA et al., 2010). Geralmente s&o
produtoras de latex em seu caule, além de exibir revestimento piloso em seus caules e suas
folhas, onde estas se tornam alaranjadas a medida que envelhecem (RIINA et al., 2009; SILVA
etal., 2009).

As espécies desse género sdao conhecidas popularmente como “velames” e
“marmeleiros”, além de apresentarem Oleos essenciais nas suas folhas (SALATINO et al.,
2007). O interesse no estudo dessa espécie € despertado pelo seu alto valor na medicina popular
e sua diversidade de uso, como fonte de compostos bioativos e de atividades biologicas ja
comprovadas (DOURADO; SILVEIRA, 2005).

Dentre as espécies pertencentes a este género, que possuem atividade anti-inflamatéria
ja comprovada destacam-se: Croton urucurana (CORDEIRO et al., 2016), C. cajucara
(BIGHETTI et al., 1999; PERAZZO et al., 2007), C. pullei (ROCHA et al., 2008), C.
sonderianus (SANTOS et al., 2005), C. celtidifolius (NARDI et al., 2003), C. malambo
(SUAREZ et al., 2003), C. cuneatus (SUAREZ et al., 2006), C. zehntneri (VALER et al., 2016),
C. argyrophyllus (RAMOS et al., 2013) e C. crassifolius (ZHAO et al., 2012).
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A espécie Croton campestris A. St.-Hil, popularmente conhecida como “velame-do-
campo”, “velame-branco”, “velame-verdadeiro”, “campi-xingui”, “capimcigui”, “curraleira” e
“canela-de-urubu” (DANTAS, 2007), € um arbusto originario do Brasil, ocorrendo

principalmente nas regides Sudeste e Nordeste do Brasil (CORREA, 1975) (Figura 2).

Figura 2. Croton campestris A. St.-Hil

A - arbusto; B — folhas; C — flores; D — frutos. Fonte: Oliveira-Tintino, CDM (autora)

E utilizada na medicina popular para dores em geral, gripe, priso de ventre, bronquite,
pneumonia, asma, derrame, problemas oculares, ferida na boca (COSTA-NETO; OLIVEIRA,
2000; FRANCO; BARROS, 2006; BORGES; BAUTISTA, 2010; OLIVEIRA-JUNIOR;
CONCEICAO, 2010; SILVA et al., 2012; CHAVES; BARROS, 2012). Congestdo nasal,
bronquite, aflicbes na garganta, problemas intestinais, reumatismo, hemorroidas, depurativo,
artrite, doencas venéreas (ALBUQUERQUE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007). Distarbios
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hematoldgicos, inflamagdo, dermatoses, ferimentos, alergias, febre, infecgdo, sinusite,
disturbios renais, cefaleia, gastrite, limpeza ocular, purgativo, tratamento da sifilis e picadas de
cobra (BRANDAO et al., 2012; BRITO-JUNIOR et al., 2015).

Estudos prévios revelam a composicdo quimica e comprovam diversas atividades
bioldgicas do Oleo essencial e de extratos obtidos do Croton campestris. Como exemplo, foi
avaliada a composicdo quimica do 6leo essencial de Croton campestris, apresentando como
contituintes o 6xido de cariofileno (29,9%), B-cariofileno (17,0%) e biciclogermacreno (16,2%)
no 6leo essecial das folhas; e B-cariofileno (11,3%) e espatulenol (14,7%) no 6leo essencial dos
ramos (EL BABILI et al., 2009; ALMEIDA et al., 2013).

Foi comprovado que o Oleo essencial dos ramos de C. campestris potencializou a
atividade de antibioticos produzindo um efeito sinérgico sobre a acdo de aminoglicosideos
contra Staphylococcus aureus (ALMEIDA et al., 2013). Diversos extratos obtidos das folhas
do C. campestris também foram analisados quanto ao efeito potencializador de
antimicrobianos, destacando-se o0 extrato hexanico e metanolico contra cepas de Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (COUTINHO et al., 2011; MATIAS et al., 2011); o extrato
hidroalcodlico contra bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus (BRITO-JUNIOR et
al., 2011); as fracGes metanolica e de acetato de etila, obtidos a partir do extrato etanélico de
Croton campestris, frente as cepas Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (LAVOR et al., 2014).

Em estudos anteriores o 6leo essencial das folhas de C. campestris apresentou atividade
antimicrobiana direta contra cepas de Staphylococcus aureus, Enterococcus hirae e Candida
albicans (EL BABILI et al., 2009; EL BABILI et al., 2012). Extratos obtidos das folhas desta
espécie também revelaram efeito antibacteriano, como o extrato metandlico, apresentando agédo
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (MATIAS et al.,, 2010a); e 0s extratos
metanolicos e hexanicos apresentando efeito antibacteriano frente a Escherichia coli e
Staphylococcus aureus (MATIAS et al., 2010b).

Foi comprovado que o extrato hidroalcoolico obtido da casca de raizes e obtido das
folhas de C. campestris, demonstrou acado gastroprotetora, cujo mecanismo de ac¢ao envolve a
estimulacdo da sintese e liberacio de prostaglandina e éxido nitrico (BRITO-JUNIOR et al.,
2013; BRITO-JUNIOR et al., 2014).
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1.1.11. p-cariofileno (CisH24)

Diversas substancias organicas fazem parte da composicdo quimica de vegetais,
podendo ser identificadas em seus Oleos essenciais ou extratos vegetais. Essas substancias
possuem a finalidade de assegurar a sobrevivéncia e adaptacdo da espécie ao ambiente. Os
metabdlitos secundarios fazem parte do grupo desses compostos, apresentando diversas
funcbes, dentre elas, efeito anti-herbivoria, acdo antimicrobiana para protecdo contra
patdgenos, efeitos antigerminativos para inibir o crescimento de plantas competidoras e efeito
atrativo de polinizadores (CROTEAU et al., 2000; FUMAGALI et al., 2008).

Existem trés grupos de metabolitos secundarios sendo eles os compostos terpénicos,
fenolicos e alcaloides. Os terpenos sdo caracterizados por possuirem moléculas de isopreno em
sua constituicdo e sdo classificados de acordo com o nimero dessas unidades isoprénicas. Os
sesquiterpenos apresentam trés moléculas isoprénicas e abrange um grande numero de
compostos ativos com fungdes bioldgicas diversas (HARBORNE et al., 1991; HARREWIJN
etal., 2001; FUMAGALI et al., 2008).

Como exemplo, destaca-se o B-cariofileno, um sesquiperpeno biciclico e metabdlito
secundario produzido por muitas plantas (ROBLES et al., 1995; DI SOTTO et al., 2010) (Figura
3). Pode ser encontrado sob a forma dos isémeros (Z)-cariofileno, (Z)-p-cariofileno ou
isocariofileno, ou sob a forma oxidada de 6xido de cariofileno (GERTSCH et al., 2008). E um
componente volatil encontrado em diversas dleos essenciais de muitos temperos e alimentos,
como o orégano (Origanum vulgare L.), a canela (Cinnamomum Spp.) e a pimenta preta (Piper
nigrum L.) (JAYAPRAKASHA et al., 2003; ORAYV et al., 2004).

Diversas atividades biologicas foram atribuidas a este sesquiterpeno, destacando-se a
acao antibacteriana e antifungica contra cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e contra Candida albicans (GOREN et al.,
2011), acdo antiviral (DUNKIC et al., 2011), antitérmica (CHENG et al., 2004), atividade anti-
cancerigena, representada por acéo citotdxica contra células tumorais e por inibir a atividade
das células Natural Killer de tumores (SILVA et al., 2007), como potencializador da atividade
anti-cancerigena de o-humuleno, isocariofileno e paclitaxel contra linhagens tumorais
(LEGAULT et al., 2013), atividade antiproliferativa no adenocarcinoma renal e no melanoma
amelanotico (LOIZZO et al., 2008), anti-mutagénica (DI SOTTO et al., 2010) e acdo anestésica
local (GHELARDINI et al., 2001).
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Dentre as pesquisas que envolvem a atividade anti-inflamatoria, destacam-se os estudos
in vitro que comprovaram que o B-cariofileno liga-se ao receptor canabindide tipo 2 (CB>),
inibindo vias pro-inflamatorias, levando a atenuacéo da expressao de IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-
o (GERTSCH et al., 2008). Também foi capaz de reduzir os niveis de TNF-a, PGE, INOs e
COX-2, além de reduzir o edema de pata induzido por carragenina, fator ativador plaquetario e
bradicinina (FERNANDES et al., 2007; PASSOS et al., 2007; DAHHAM et al., 2015), reducéo
da inflamacdo no modelo de colite induzida por dextrana (CHO et al., 2007), como antiartritico
(VIJAYALAXMI et al., 2015) e como supressor da sintese de oxido nitrico por macréfagos
estimulados por LPS (TUNG et al., 2008).

Figura 3. Representagdo da estrutura quimica do B-cariofileno.

Fonte: Leandro et al., 2012.



Perante as informacgdes anteriormente citadas e relacionando-as a alta prevaléncia de
doencas inflamatdrias e ao crescente interesse da industria farmacéutica na descoberta de novas
drogas, fica demonstrada a relevancia quanto a busca por se conhecer o potencial anti-
inflamatorio da espécie Croton campestris, ¢ seu constituinte B-cariofileno, podendo assim
descobrir nesta espécie tdo importante na cultura popular de moradores da regido, um poderoso
aliado ao desenvolvimento de novas terapias e a0 mesmo tempo, salientar a importancia de sua
conservacao. No mais, o estudo nao apenas do 6leo essencial, mas também de seu constituinte,
representa uma peca chave para um esclarecimento de maior propriedade na elucidacao de seus

mecanismos de a¢do, permitindo esclarecer através de quais componentes se da seu efeito.

Além disso, torna-se necessaria a busca por substancias naturais que, além auxiliar na
produgdo de novos farmacos, também apresentem efeitos adversos reduzidos, além de que
estudos conduzidos sobre o potencial de tais plantas medicinais, possibilitam no esclarecimento
e comprovacdo de sua eficacia na medicina popular.

Por fim, tendo em vista os estudos etnobotanicos que relatam o emprego do C.
campestris em diversas processos patoldgicos da inflamacéo e em detrimento dos escassos
estudos sobre os efeitos desta espécie vegetal e do B-cariofileno na inflamacdo, o presente
estudo torna-se uma pesquisa de cunho singular ao avaliar a atividade dessas substancias.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Verificar a acdo anti-inflamatoria do dleo essencial das folhas de Croton campestris A.
St.-Hil (OECC) e do constituinte B-cariofileno.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar a composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Croton campestris;
e Verificar a toxicidade aguda no tratamento oral com OECC,;

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria topica do OECC e do constituinte B-cariofileno;

e Verificar a atividade anti-inflamatoria sistémica do OECC e do B-cariofileno, através de

ensaios de triagem farmacoldgica;

e Comparar os efeitos do OECC e do B-cariofileno, em ensaios de inflamag&o aguda e

cronica;

e Investigar possiveis mecanismos de agdo anti-inflamatdria envolvidos na ac&o do 6leo
essencial e do B-cariofileno;

e Investigar o envolvimento do B-cariofileno no efeito observado pelo OECC;

e Avaliar a existéncia de uma possivel influéncia do OECC na atividade comportamental
ou motora do OECC, que possam interferir nos resultados dos ensaios anti-inflamatérios

avaliados por parametros comportamentais.



3. RESULTADOS

ARTIGO:

ACAO ANTI-INFLAMATORIA DO OLEO ESSENCIAL DE Croton campestris A. ST.-
HIL (EUPHORBIACEAE) E DO COMPOSTO B-CARIOFILENO EM MODELOS IN
VIVO
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Acdo anti-inflamatoria do 6leo essencial de Croton campestris A. St.-Hil (Euphorbiaceae)

e do composto p-cariofileno, em modelos in vivo

Resumo

Caracteriza-se como uma resposta inflamatoria, um conjunto de reacbes do tecido
vascularizado em defesa do organismo contra estimulos nocivos. A espécie Croton campestris
A. St.-Hil pertence a familia Euphobiaceae e tem como um de seus constituintes, o
sesquiterpeno B-cariofileno. O presente estudo analisa a composi¢do quimica do 6leo essencial
das folhas frescas de Croton campestris (OECC), bem como avalia o potencial anti-inflamatério
do OECC e do seu constituinte o B-cariofileno, em diferentes modelos experimentais in vivo de
inflamacdo aguda e cronica, identificando seus possiveis mecanismos de acéo. A avaliagdo da
composic¢do quimica do 6leo essencial revelou a presenca de B-cariofileno (15,91%), 1,8-cineol
(16,98%) e germacreno-D (14,51%) como constituintes principais. O OECC ndo apresentou
toxicidade na administracdo oral. As substancias testadas apresentaram resultados positivos
mostrando acdo anti-inflamatdria nos modelos de contor¢fes abdominais, teste da formalina,
edema de pata por carragenina, dextrana, histamina, &cido araquidénico, peritonite e
permeabilidade. Apenas no ensaio de granuloma o B-cariofileno ndo mostrou-se eficaz. O

OECC e o B-cariofileno, mostaram-se como potentes agentes anti-inflamatorios.

Palavras-Chave: B-cariofileno, Croton campestris, Inflamagdo, camundongos.
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1. INTRODUCAO

A inflamacé&o caracteriza um conjunto de reagdes do tecido vascularizado em defesa do
organismo contra estimulos nocivos endogenos ou exogenos, sendo reconhecida pelos sinais
cardinais de edema, dor, vermelhiddo da pele, aumento da temperatura no local inflamado, e,
em alguns casos, perda da funco do 6rgdo ou tecido acometido. E acompanhada de diversos
eventos vasculares e celulares como, vasodilatacdo, acumulo de leucdcitos e fluido intersticial,
sensibilizagdo dos terminais nociceptivos, sintese e liberacdo de mediadores como aminas
vasoativas, cininas, 6xido nitrico e citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢
interleucinas (ILs) como a IL-1B e¢ IL-6 (MEDZHITOV, 2010; KUMAR et al., 2013;
SILVEIRAE SAetal., 2014).

Buscando solucionar doencas inflamatorias através de um tratamento de facil acesso,
baixo custo e que apresente poucos efeitos adversos, o uso de plantas medicinais torna-se uma
pratica comum em diversas comunidades, de forma que a busca constante da populacéo por
essas plantas serviu de base para incentivar o desenvolvimento de pesquisas que visam
comprovar o real efeito de tais espécies (VEIGA-JUNIOR et al., 2005).

O Brasil é um pais rico em sua biodiversidade, possuindo numerosas espécies vegetais
produtoras de substancias bioativas, distribuidas entre os cinco principais biomas, como
Floresta Amazbnica, Mata Atlantica, Caatinga, Pantanal e Cerrado, aumentando assim o
espectro e variedade de espéecies bem como suas aplicagfes na medicina tradicional (VEIGA-
JUNIOR; MELLO, 2008).

Essas espécies vegetais com propriedades bioativas estdo distribuidas entre as mais
diversas familias, destacando-se a familia Euphorbiaceae, que apresenta um espectro de
distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais, considerada uma das maiores e mais complexas
familias das Angiospermas, compreendendo cerca 6.300 espécies agrupadas em 245 géneros
(WEBSTER et al., 1994; GOVAERTS et al., 2000). Dentre estes encontra-se o género Croton,
cujas espécies, em sua maioria, sdo caracterizadas por apresentarem latex em seu caule, sendo
conhecidas popularmente como “velames” ¢ “marmeleiros” e a utilizacdo destas € bastante
empregada na medicina popular (SALATINO et al., 2007; RIINA et al., 2009).

A espécie Croton campestris A. St.-Hil, popularmente conhecida como “velame-do-

campo”, capimcigui, curraleira, velame-verdadeiro, canela-de-urubu e velame-branco, é um
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arbusto originario do Brasil, ocorrendo principalmente nas regides Sudeste e Nordeste
(CORREA, 1975; DANTAS, 2007).

Estudos etnofarmacologicos apontam seu uso na medicina popular para dores em geral,
gripe, prisdo de ventre, bronquite, pneumonia, asma, derrame, problemas oculares e ferida na
boca (COSTA-NETO; OLIVEIRA, 2000; FRANCO; BARROS, 2006; BORGES;
BAUTISTA, 2010; OLIVEIRA-JUNIOR; CONCEICAO, 2010; CHAVES; BARROS, 2012;
SILVA et al., 2012a). Congestdo nasal, bronquite, aflicbes da garganta, problemas intestinais,
reumatismo, hemorroidas, artrite, doencas venéreas e como depurativo (ALBUQUERQUE et
al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007). Distarbios hematoldgicos, inflamacdo, dermatoses,
ferimentos, alergias, febre, infeccdo, sinusite, distlrbios renais, cefaleia, gastrite, limpeza
ocular, purgativo, tratamento da sifilis e picadas de cobra (BRANDAO et al., 2012; BRITO-
JUNIOR et al., 2015).

Dentre as atividades bioldgicas comprovadas da espécie Croton campestris, destacam-
se as acOes antimicrobiana (MATIAS et al., 2010a; MATIAS et al., 2010b; EL BABILI, 2009;
2012), acdo moduladora de antibidticos (BRITO-JUNIOR et al., 2011; COUTINHO et al.,
2011; MATIAS et al., 2011; ALMEIDA et al., 2013; LAVOR et al., 2014), antiulcerogénica
(BRITO-JUNIOR et al., 2013 e 2014) e atividade moluscicida (EL BABILI et al., 2006).

Estudos comprovam que a composicao quimica do 6leo essencial do Croton campestris
apresenta majoritariamente o composto p-cariofileno (17%) (ALMEIDA et al., 2013). Vérias
atividades bioldgicas foram atribuidas a este sesquiterpeno, dentre elas destaca-se a atividade
anti-inflamatéria (CHO et al., 2007; Fernandes et al., 2007), antiviral (DUNKIC et al., 2011),
antibacteriana (GOREN et al., 2011), anticancerigena (LOIZZO et al., 2008; LEGAULT et al.,
2013), anti-mutagénica (DI SOTTO et al., 2010), anestésica local (GHELARDINI et al., 2001),
antiartritica (VIJAYALAXMI et al., 2015). Além disso, mostrou-se como potente inibidor da
sintese de oOxido nitrico (TUNG et al., 2008), da expressdo de IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a
(GERTSCH et al., 2008) e dos niveis de TNF-a, PGE2, INOs e COX-2 (FERNANDES et al.,
2007; DAHHAM et al., 2015).

O emprego de farmacos anti-inflamatorios consiste em um meio cada vez mais eficaz na
prevencdo e tratamento do processo inflamatorio, onde Gleos essenciais e seus constituintes
isolados provenientes de plantas medicinais sdo amplamente empregadas para solucionar
condigdes inflamatorias (SILVEIRA E SA et al., 2014). Dessa forma, pretende-se com o

presente trabalho, avaliar a agdo anti-inflamatéria e seus possiveis mecanismos de acéo do 6leo
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essencial extraido das folhas de Croton campestris A. St. Hil. (OECC) e seu constituinte [3-

cariofileno, através de modelos in vivo.

2. METODOLOGIA

2.1 Exigéncias Legais para realizacdo da pesquisa

Para a realizagéo desta pesquisa, foi realizado o cadastro na plataforma do Sistema de
Autorizacédo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) para obtencdo da licenca para coleta
do material botanico, com obtencdo do registro de numero 47584-1. Para a realizacdo dos
ensaios in vivo, os protocolos experimentais dos foram submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Regional do Cariri, sendo aprovado sob o nimero
de protocolo 232/2016.1.

2.2 Material Boténico e Extracéo do 6leo essencial de Croton campestris e obtengédo do f-

cariofileno

As folhas de Croton campestris foram coletadas no periodo matutino na Chapada do
Araripe, Cariri cearense, sob as coordenadas 7°21°45,9°°S e 039°28°36,8°’O. Uma amostra da
exsicata foi depositada no Herbario Caririense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL), sob
namero 12.065. As folhas frescas foram imersas em agua destilada, em baldo de fundo redondo
e 0 0leo extraido através da técnica de arraste a vapor, pelo sistema Clevenger (SANTOS et al.,
2004), obtendo-se um rendimento de 0,021%. O B-cariofileno foi adquirido pela Sigma-Aldrich

Corporation.

2.3 Analise da composic¢éo quimica por CG-MS

A identificagdo da composicdo quimica do Oleo essencial foi feita através de
cromatografia gasosa. A analise foi realizada no equipamento Shimadzu GC-17A/MS
QP5050A (sistema GC/MS): coluna capilar DB-5HT (30 m x 0,251 mm, espessura de pelicula
de 0,1 um); Gas transportador: helio 1,0 mL/min; Pressdo de entrada da coluna 56,7 kPa; Fluxo
de coluna = 1,0 mL/min; Velocidade linear = 36,5 cm/seg; Fluxo total 32 mL/min; Temperatura
do injector 260 °C; Temperatura do detector 270 °C; Temperatura da coluna 60 (2 min) - 180
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°C (4 min) a4 °C/min, em seguida 180 - 260 °C a 10 °C/min (10 min). Condigdes de operagédo
do espectrometro de massa 70 eV energia de ionizagdo. A identificagdo de componentes
individuais baseou-se na sua fragmentacdo espectral de massa usando duas pesquisas de MS da
biblioteca de computadores (wiley 229), indices de retencdo e comparacdo com dados da
literatura (ALENCAR et al., 1990; ADAMS, 2007).

2.4 Drogas

Para os controles positivos foram usadas as drogas indometacina, dexametasona,
prometazina, morfina e diazepam. Como agentes flogisticos foram usados o 6leo de créton,
acido acético, formalina, carragenina, dextrana, histamina e &cido araquiddnico. Para o controle
negativo foi utilizada salina 0,9% e como veiculos, foram usados agua destilada e acetona.
Todas as drogas e reagentes foram adquiridas pelas Sigma Aldrich Coporation. As
administracdes de pré-tratamento foram realizadas de acordo com a massa corpérea do animal
(0,1 mL/10g).

2.5 Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus, albinos, da linhagem Swiss, pesando
entre 20-30g. Todos acondicionados em caixas de polipropileno, especificas para biotério, a
uma temperatura de 24 £ 1 °C, com racdo (Labina, Purina®) e agua ad libitum, mantidos em
ciclo claro/escuro de 12h. Todos os testes foram realizados com um ndmero de 6 camundongos

por grupo, aclimatizados no local do experimento por 24 h antes da realizagdo do mesmo.

2.6 Teste de toxicidade oral aguda em camundongos

Os camundongos foram tratados por via oral com 6leo essencial de Croton campestris
na dose de 5000 mg/Kg. Em seguida foram observados os primeiros 30, 60, 120, 240 e 360 min
e a cada 24 h durante 14 dias ap0s o tratamento, observando-se 0 nimero de mortes e ocorréncia
de parametros presentes na tabela de Malone (MALONE; ROBICHAUD, 1962).

2.7 Triagem Farmacoldgica da acao anti-inflamatéria
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2.7.1 Edema de orelha induzido pela aplicacao Unica e maltipla de éleo de créton

Os camundongos foram pré-tratados topicamente com 20 uL na orelha direita de acordo
com os grupos salina 0,9%, dexametasona 40 mg/Kg e OECC 25, 50, 100 e 200 mg/Kg, sendo
0 veiculo, administrado na orelha esquerda. No edema agudo, 1 h apds o tratamento foi
realizada a indugdo do edema com 20 pL de 6leo de croton a 5% na orelha direita, e o veiculo
acetona, administrado na orelha esquerda. Decorridas 4 h, os animais foram eutanasiados,
retirados com punch metalico discos de 6 mm das orelhas e verificada sua massa em balanca
analitica (DE YOUNG et al., 1989; LAPA, 2007). O edema crénico teve duracdo de nove dias.
As orelhas tiveram mensurages diarias com uso de paquimetro digital. A inducdo ocorreu
diariamente a partir do primeiro dia de experimento, e o tratamento ocorreu em dias alternados
a partir do quinto dia de experimento se estendendo até o nono dia, quando os animais foram

eutanasiados e retirados os discos auriculares (STANLEY et al., 1991).

2.7.2 Contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Os animais foram pré-tratados (v.0.) com salina 0,9%, indometacina 10 mg/Kg, OECC
25, 50, 100 e 200 mg/Kg e 4,97, 9,94, 19,88, 39,76 mg/Kg do composto B-cariofileno, sendo
que 1 h apds o tratamento foi administrado &cido acético 0,6% (i.p.). Logo apds a inducéo, foi
contabilizado por 30 min, o nimero de contor¢des abdominais, caracterizadas por rotacdo do
abdome e estiramento total das patas traseiras (LAPA, 2007).

2.7.3 Teste de formalina

Os animais foram pré-tratados com salina 0,9%, indometacina 10 mg/Kg, morfina 5
mg/Kg (i.p.), OECC 25, 50, 100 e 200 mg/Kg e 4,97, 9,94, 19,88, 39,76 mg/Kg de p-cariofileno.
Apbs 30 min (para a Morfina) ou 1 h (para os demais grupos) a formalina 2,5% foi injetada na
pata posterior direita. Em seguida foi cronometrado o tempo de lambedura da pata durante o
periodo 0-5 min apds a administracdo de formalina, que corresponde a Fase 1 ou fase
neurogénica, e cronometrado o tempo de 25-45 min, que corresponde a Fase 2, ou inflamatoria
(WOOLFE; MACDONALD, 1944; FASMER et al., 1985; HUNSKAAR; HOLE, 1987;
SPINDOLA et al., 2012).
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2.7.4 Edema de pata induzido pela injecéo intra-plantar de carragenina ou dextrana

Os animais tiveram uma mensuracgédo basal do volume das patas traseiras, medidas por
pletismometria. Logo em seguida, os animais foram pré-tratados, por via oral, com salina 0,9%,
indometacina 10 mg/Kg (controle positivo no edema induzido por carragenina), prometazina 6
mg/Kg (controle positivo do edema induzido por dextrana) e 25, 50, 100 e 200 mg/Kg do
OECC, e as doses de 4,97, 9,94, 19,88, 39,76 mg/Kg de B-cariofileno. Ap6s 1h, os animais
receberam carragenina 1% ou dextrana 1% (20 pL/pata) na pata posterior direita e veiculo na
pata esquerda. O volume das patas traseiras de cada animal foi registrado ap6s 1, 2, 3e 4 h da
injecdo do agente flogistico (LAPA, 2007).

2.8 Mecanismos da atividade anti-inflamatoria

2.8.1 Edema de pata induzido pela injecdo intra-plantar de &acido araquidénico ou

histamina

Foi feita a mensuracdo do volume basal das patas traseiras de cada camundongo, por
pletismometria. Logo em seguida, os animais foram pré-tratados (v.0.) com salina 0,9%,
indometacina 10 mg/Kg (controle positivo para o &cido araquidénico), ou prometazina 6 mg/Kg
(controle positivo para histamina) e 25, 50, 100 e 200 mg/Kg do OECC, e as doses de 4,97,
9,94, 19,88, 39,76 mg/Kg de p-cariofileno. Apo6s 1h, os animais receberam &cido araquiddnico
1% ou histamina 1% na pata posterior direita (20 pL/pata) e veiculo na pata esquerda. O volume
das patas traseiras foi mensurado em 15, 30, 45 e 60 min ap0s a injecdo do &cido araquiddnico
1% (DIMARTINGO, et al., 1987). No ensaio com histamina, o volume das patas traseiras de
cada animal foi registrado ap6s 30, 60, 90 e 120 min da injecéo do agente flogistico (MALING
etal., 1974).

2.8.2 Peritonite

Os camundongos foram tratados (v.0.) com solucdo salina 0,9%, dexametasona 5
mg/Kg, com 25, 50, 100 e 200 mg/Kg do OECC, e doses correspondentes de 4,97, 9,94, 19,88,
39,76 mg/Kg de B-cariofileno e o grupo naive, que ndo recebeu nenhum tratamento nem
inducdo. Apds 1 h do tratamento, os animais receberam uma injecdo intraperitoneal de

carragenina 1%. Apds 4 h, os animais foram eutanasiados, sendo injetada na cavidade peritoneal
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3 mL de PBS heparinizado. A amostra do lavado peritoneal foi lida no ABX Micros 60 onde 0

namero de leucacitos foi contabilizado e expresso em porcentagem (LAPA, 2007).

2.8.3 Permeabilidade vascular induzida por extravasamento de Azul de Evans

Os camundongos receberam o mesmo tratamento citado no item 2.8.2. Apds 1 h do
tratamento, 0s animais receberam uma injecdo intraperitoneal de carragenina 1%.
Concomitantemente a carragenina, foi administrado 200 uL de Azul de Evans no plexo retro-
orbital. Apds 4 h, os animais foram eutanasiados sendo injetada na cavidade peritoneal 3 mL
de PBS. Centrifugou-se as amostras por 2 min a 6000 rpm, e fez-se leitura do sobrenadante por
espectroscopia com filtro de 520 nm (LAPA, 2007).

2.8.4 Ensaio de granuloma

Quatro orbes de algoddo (pellets) pesando 10 mg (0,01g) cada, foram colocadas no
dorso dos camundongos anestesiados com 80 mg/Kg de ketamina e 20 mg/Kg de xilazina. Os
animais foram tratados (v.0.) com salina 0,9%, dexametasona 5 mg/Kg, com 25, 50, 100 e 200
mg/Kg do OECC, e doses correspondentes de 4,97, 9,94, 19,88, 39,76 mg/Kg do composto [3-
cariofileno. Este ensaio teve duracdo de dez dias onde o tratamento foi feito diariamente. No
décimo dia, os animais foram eutanasiados, e os blocos de algoddo foram retirados da regido
dorsal, e colocados em estufa para secagem durante 24 h a uma temperatura de 37 °C sendo em
seguida determinado o peso dos pellets. Em seguida, foi feito o homogenato destes para a
dosagem de proteinas totais, aplicando ao homogenato um reagente contendo biureto que reage
com as proteinas presentes na amostra e desenvolve uma coloragdo roxa proporcional a
concentragdo proteica. Apos 10 min foi feita a leitura da amostra por espectroscopia com filtro
de 550 nm (SWINGLE; SHIDEMAN, 1972).

2.9 Ensaios comportamentais
2.9.1 Campo aberto

Os animais foram tratados (v.0.) com salina 0,9%, OECC 25, 50, 100 e 200 mg/Kg e
com diazepam 5 mg/Kg (i.p.). Apo6s 30 min, para o diazepam, e 1h, para 0s outros grupos, cada

animal foi colocado individualmente no campo aberto e durante 5 min, foram observados o
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namero de cruzamentos, grooming, ou auto-limpeza, e rearing, ou exploracéo vertical (LAPA,
2007).

2.9.2 Placa perfurada

Os animais foram tratados (v.0.) com salina 0,9%, OECC 25, 50, 100 e 200 mg/Kg e
com diazepam 5 mg/Kg (i.p.). Apds 30 min, para o diazepam, e 1h, para 0s outros grupos, cada
animal foi colocado individualmente no centro da placa, e durante 5 min, foram contabilizados
0 numero de imersdes da cabeca nos orificios da placa perfurada (BOISSIER; SIMON, 1962;
1964; LAPA, 2007).

2.10 Teste do rota-rod

Para a realizacdo desse teste, 24 h antes os camundongos foram selecionados de acordo
com um treinamento que consistia coloca-los na barra giratoria, onde os animais selecionados
teriam de permanecer na barra giratéria a 16 rpm por até de 1 min. No dia do experimento, 0s
animais foram tratados (v.0.) com salina 0,9%, OECC 25, 50, 100 e 200 mg/Kg e com diazepam
5 mg/Kg (i.p.). Apds 30 min, para o diazepam, e 1h, para os outros grupos, cada animal foi
colocado no rota-rod, onde foi registrado o tempo em que cada um permaneceu na barra
giratéria com um tempo de corte de 3 min, sendo permitidas até trés reconducdes ao aparelho
em eventuais quedas durante a observacdo (DUNHAM; MIYA, 1957).

Andlise estatistica

Todos os dados foram submetidos a analise pelo programa GraphPad Prism 5.0. O
procedimento de comparacao utilizado foi ANOVA de uma via (One-way) ou ANOVA de duas

vias (Two-way), aplicando-se como post hoc o teste de Tukey para ambos 0s casos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao quimica do 6leo essencial das folhas de Croton campestris A. St.-Hil.

A andlise da composicdo quimica do 6leo revela uma maior concentragdo do
monoterpeno oxigenado 1,8-cineol (16,98%), e o0s sesquiterpenos B-cariofileno (15,91%),
germacreno-D (14,51%) e biciclogermacreno (10,41%) (Tabela 1).

Tabela 1. Composicdo quimica do dleo essencial das folhas de Croton campestris A.
St.-Hil.

RT (min) Compostos % IK Lit.
521 a-pineno 3.48 939
6,20 Sabinense 2.38 976
6,79 Mirceno 5.53 991
7,65 p-cimeno 5.40 1026
7,84 1,8-cineol 16.98 1033
8,71 Y-terpineno 5.45 1062
10,10 Linalool 1.08 1098
15,98 Acetato de bornila 3.50 1285
18,05 a-terpinil acetato 1.68 1346
18,74 a-copaeno 1.74 1376
20,07 [-cariofileno 15.91 1418
21,02 a-humuleno 2.10 1452
21,93 Germacreno-D 14.51 1480
22,38 Biciclogermacreno 10.41 1494
23,19 d-cadineno 1.10 1524
24,65 Espatulenol 3.68 1576
24,74 Oxido de cariofileno 1.73 1581
25,31 Viridiflorol 1.22 1590
26,47 a-cadinol 2.10 1653

RT - Tempo de retencdo (Retention Time); IK Lit. - Indice de Kovats encontrado na literatura.
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Estudos realizados por Almeida et al. (2013), comprovam que o 0Oleo essencial de
Croton campestris apresenta o B-cariofileno como constituinte majoritario, dados estes que
condizem com analise feita no presente estudo, onde este composto esta presente como um dos

constituintes majoritarios.

Oleos essenciais extraidos de diversas espécies do género Croton apresentam em sua
constituicdo o composto P-cariofileno: Croton cajucara (SILVA et al., 2012b), Croton
isabelli (VUNDA et al., 2012), Croton bonplandianus (JOSHI, 2014) e Croton zehntneri
(DONATI et al., 2015). Em alguns estudos, a analise da composicdo de outras espécies Croton
revelaram a presenga tanto do B-cariofileno, como do 1,8-cineol como € o caso do Croton
nepetaefolius (LIMA-ACCIOLY et al., 2006), Croton zehntneri (COELHO-DE-SOUZA et al.,
2013), Croton adamantinus (XIMENES et al., 2013) e Croton kimosorum (RABEHAJA et al.,
2014).

Ao ser analisada a composicdo do 6leo essencial das espécies Croton adenocalyx,
Croton pullei e Croton urucurana, constatou-se a presenca de germacreno-D (CRAVEIRO et
al., 1990; ROCHA et al., 2008; SIMIONATTO et al., 2009). A espécie C. flavens apresenta f3-
cariofileno e germacreno-D em sua composicdo (SYLVESTRE et al., 2006). J4 o Croton
sonderianus apresentam (-cariofileno e germacreno-D e 1,8-cineol (DOURADO; SILVEIRA,
2005).

3.2 Toxicidade oral aguda

A administracdo do 0Oleo essencial do Croton campestris A. St.-Hil ndo apresentou
efeitos tdxicos analisados pelos parametros comportamentais da tabela de Malone e Robichaud
(1962), nem houve mortalidade na dose de 5000 mg/Kg. Para realizacdo dos testes de triagem
farmacologica, as doses foram determinadas respeitando o limite de 10% da DL50. Portanto,
as doses determinadas foram de 25, 50, 100 e 200 mg/Kg do OECC. As doses do composto f3-
cariofileno, utilizadas na triagem farmacoldgica, foram 4,97, 9,94, 19,88 e 39,76 mg/Kg, doses
estas que correspondem as mesmas concentracdes deste sesquiterpeno presente no OECC, que

representa 15,91%.

Esses dados mostram-se relevantes considerando a importancia que a auséncia de
toxicidade representa no planejamento e desenvolvimento de novos farmacos, onde h4 uma

recorrente procura por farmacos que possam aliar a sua alta eficacia de acdo com poucos efeitos
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adversos, sendo considerado um requisito importante na qualidade de farmacos
(KOROLKOVAS, 1988; WERMUTH, 2003; FERREIRA, 2003).

3.3 Ensaios de triagem farmacologica da acdo anti-inflamatoria

3.3.1 Edema agudo e crénico de orelha induzido por 6leo de croton

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria topica do 6leo essencial sobre o edema
agudo, observou-se uma reducdo do edema nos grupos dexametasona 40 mg/Kg e OECC 25
mg/Kgem 81,73% e 30% respectivamente, em relagéo ao edema apresentado pelo grupo salina.
Enquanto isso, nos grupos salina, OECC 50, 100 e 200 mg/Kg e B-cariofileno 4,97 mg/Kg, nao

apresentaram reducdo de edema, obtendo valores similares estatisticamente (Figura 4).

Figura 4. Efeito tépico do 6leo essencial de Croton campestris sobre o edema agudo de orelha

induzido por dleo de créton.
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Os valores representam a média aritmética = E.P.M. (Erro Padrdo da Média). One-way ANOVA seguida do teste

de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ®*p < 0,001 vs salina; ns - ndo significante.
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Na avaliacdo da atividade antiedematogénica tdpica cronica do oOleo essencial,
observou-se uma reducéo significativa do edema nos dias 6, 7, 8 e 9 do ensaio, correspondentes
aos dias de tratamento, verificados nos grupos dexametasona, OECC nas concentracdes de 200,
100, 50 e 25 mg/Kg, sendo uma reducdo percentual de 43%, 22%, 26,7%, 32% e 37%
respectivamente no 6° dia, em relacdo ao edema apresentado pelo grupo salina, edema este
representado pela onde os valores representam a espessura das orelhas. No 7° dia, observou-se
uma reducdo do edema em 51,9%, 55,5%, 29,6%, 36,7% e 41,9%, nos grupos dexametasona,
OECC 200, 100, 50 e 25 mg/Kg respectivamente. No 8° dia observou-se uma reducéo de 80,7%,
45%, 55,5%, 57% e 65,5% nos mesmos grupos e no 9° dia observou-se uma reducao de 77,6%,
43,1%, 47,4%, 51% e 65,5% respectivamente (Figura 5A). Porém ao avaliar o edema ao final
do experimento pela massa das orelhas no nono dia de experimento, ndo observou-se diferenca

estatistica entre os grupos do OECC e do grupo salina (Figura 5B).

O oleo de créton € um composto irritante que, ao ser aplicado na epiderme, desencadeia
uma resposta inflamatéria (PAWLACZYK et al., 2013). Isto se deve aos principais agentes
irritantes presentes na composicao do 6leo de créton sendo ele o 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA), um derivado de éster de forbol, cuja aplicacdo topica desencadeia a formacéo
do edema, com infiltracdo de neutrdéfilos, leucécitos polimorfonucleares, producéo de citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos e aumentos na permeabilidade vascular (PATEL et al., 2012;
PASSOS et al., 2013; TRIVELLATOGRASSI et al., 2013). Inibidores de cicloxigenase e
inibidores de 5-lipoxigenase sdo potentes inibidores do processo inflamatdrio iniciado pelo
TPA (SARAIVA et al., 2011).

Os mecanismos moleculares da a¢do do TPA, envolvem a inducdo da acdo enzimatica
da fosfolipase A2 por meio da ativacdo da proteina quinase C (PKC), provocando a formacéo
do AA, onde este ira produzir seus metabolitos tais como leucotrienos e prostaglandinas
(GARG et al., 2008). O edema também se deve a presenca de histamina e a serotonina. Logo,
0s agentes antiedematogénicos suprimem o edema de orelha ao inibir a fosfolipase A2, e por
conseguinte as enzimas cicloxigenase e lipoxigenase, como é o caso da dexametasona (ZHANG
et al., 2007).
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Figura 5. Efeito topico do 6leo essencial de Croton campestris sobre o edema cronico de orelha

induzido por dleo de croton.
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Os valores representam a média aritmética = E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) Espessura das orelhas avaliados
por nove dias. Two-way ANOVA, seguida do teste de Tukey. (B) Massa das orelhas no nono dia. One-way

ANOVA, seguida do teste de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns - ndo significante.
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O OECC demonstrou acdo anti-inflamatéria topica apenas na concentracdo de 25
mg/Kg. No edema cronico, percebeu-se reducdo na espessura do edema a partir do dia de
tratamento, porém ao avaliar as massas das orelhas ndo se observa acédo redutora do edema pelo
o6leo. Ja o B-cariofileno ndo apresentou nenhuma atividade sobre edema agudo de orelha. Essa
acdo ndo muito significativa do OECC na acdo tdpica pode estar relacionada ao seu pouco
envolvimento na acédo direta sobre a fosfolipase A2, como age a dexametasona.

3.3.2 Contorcdes abdominais induzidas por acido acético

Na avaliacdo do nimero de contor¢des abdominais induzidas por &cido acético, o grupo
tratado com indometacina, apresentou uma reducdo de 75,4% no namero de contor¢des, bem
como 0s grupos tratados por 6leo apresentaram uma reducdo de 90,3% na concentracdo de 200
mg/Kg; 74,6% na concentracdo de 100 mg/Kg; 60,4% no grupo tratado na concentracgao de 50
mg/Kg e 59,7% na concentracdo de 25 mg/Kg. Os grupos indometacina, OECC 200 e 100
mg/Kg ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura 6A). No tratamento com [3-
cariofileno nas doses de 39,76, 19,88, 9,94 e 4,97 mg/Kg, houve uma reducdo de edema de
88,5%, 90,4%, 75,4% e 87,3% respectivamente, sendo que todos esses grupos em relacdo ao
grupo indometacina foram similares (Figura 6B).

O teste de contor¢Bes abdominais induzidas por &cido acético, € adequado tanto para
avaliar a acdo de drogas que agem a nivel central na reducéo da dor, como os opidides, quanto
drogas anti-inflamatorias, estas agindo perifericamente, como os AINES, ja que o acido acético
atua indiretamente induzindo a liberagdo de mediadores pré-inflamatdrios, que sensibilizam os
nociceptores (BARROT, 2012), sendo geralmente utilizado para avaliagdo da agdo periférica
de drogas (PAVAO-DE-SOUZA et al., 2012).

A aplicagéo de acido acético na cavidade intraperitoneal estimula 0 aumento de produtos
de cicloxigenase, lipoxigenase e liberacdo de mediadores inflamatdrios, como substéncia P,
bradicinina, histamina, serotonina, citocinas pro-inflamatérias como o TNF-a, IL -1, e IL-8, €
degranulacdo de mastocitos na regido peritoneal. Além disso hd um aumento nos niveis de
prostaglandinas, especialmente PGE2, PGF2 PGI2, por conseguinte ha aumento da
permeabilidade vascular (BAHAMONDE et al., 2013; RADU; CHERNOFF, 2013).
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Figura 6. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris (A) e do B-cariofileno (B) sobre

contorgdes abdominais induzidas por acido acético.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). One-way ANOVA seguida do teste

de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns — néo significante.

Em seguida essas substancias enddgenas liberadas irdo estimular as terminagdes
nervosas nociceptivas induzindo uma dor de génese inflamatéria (IKEDA et al., 2001;
TAESOTIKUL et al., 2003; AFSAR et al., 2015). Tem sido demonstrado que a inibicdo das
prostaglandinas por aspirina e outros AINEs, tem relacdo com a inibi¢do da dor gerada por
estimulos inflamatdrios (INGER et al., 2010).

O dleo essencial de Croton cajucara na dose de 1000 mg/Kg, reduziu as contor¢oes
abdominais induzidas por acido acético (BIGHETTI et al., 1999). O éleo essencial de Croton
sonderianus nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg reduziu o nimero de contor¢des induzidas por
acido acético em relacéo ao controle, além de apresentar como componentes o B-cariofileno e
1,8-cineol (SANTOS et al., 2005). Croton adamantinus além de apresentar em sua constitui¢ao
o B-cariofileno e 1,8-cineol, também mostrou-se efetivo neste ensaio nas doses de 50 e 100
mg/Kg (XIMENES et al., 2013).

Estudos com o composto 1,8-cineol mostrou acdo efetiva na reducdo de contorgdes
abdominais nas doses de 100, 200 e 400 mg/Kg (SANTOS; RAO, 2000).

Estes estudos reforcam que os constituintes do 0leo essencial podem ter influéncia por

acao conjunta na atividade observada. Logo as substancias testadas no presente trabalho
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possivelmente podem ter apresentado sua efetividade ao inibir a acdo da cicloxigenase ou
através de sua agdo direta em seus metabolitos como a prostaglandina, como e o caso da acao
dos AINEs.

3.3.3 Teste de formalina

Na fase 1 do teste de formalina, ou seja a fase neurogénica, observou-se uma reducao
de 100% no tempo de lambedura da pata, nos animais tratados com morfina em relacdo ao
controle salina, assim como 0s animais tratados com indometacina, que apresentaram uma
reducdo 57,9% no tempo de lambedura. Os animais tratados com o 6leo essencial nas
concentragdes de 200, 100, 50 e 25 mg/Kg, apresentaram uma reducdo de lambedura de 50,8%,
52,4%, 53,6% e 34,1% respectivamente. Em contrapartida observa-se que os resultados
apresentados pela indometacina sdo similares aos apresentados pelo 6leo essencial nas
concentracdes de 200, 100 e 50 mg/Kg, sendo comprovado estatisticamente que esses grupos

ndo apresentam diferenca significante entre si (Figura 7A).

Na fase 2, ou fase inflamatéria, a Morfina permanece com seu efeito ao reduzir em 100%
0 tempo de lambedura das patas em relacdo ao grupo salina. A indometacina apresentou uma
reducdo de 76,50% no tempo de lambedura, e 0 OECC apresentou diminuicéo de 73,3%, 71,6%,
55,3% e 46,6% respectivos, nas concentractes de 200, 100 e 50 mg/Kg. Observa-se nesta fase
do ensaio, a semelhanca nos valores apresentados pelo OECC em 200 e 100 mg/Kg, com o
grupo indometacina, onde foi comprovado estatisticamente pela auséncia de diferenga

significante nos valores desses grupos entre si (Figura 7B).

No tratamento com indometacina 10 mg/Kg e B-cariofileno nas doses de 39,76, 19,88,
9,94 e 4,97 mg/Kg, houve reducdo do numero de lambeduras na fase 1 representando uma
reducdo de 57,9%, 42,8%, 59,9%, 48,4% e 49,2% respectivamente (Figura 8A). Na fase 2 esses
cinco grupos apresentaram respectivos 76,5%, 70,7%, 79,8%, 81,2% e 77,4% como percentuais
de reducdo, sendo que em ambas as fases, esses cinco grupos apresentaram valores similares

entre si (Figura 8B).
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Figura 7. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris no ensaio da formalina.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) Fase neurogénica; (B) Fase
inflamatdria. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. p < 0,0001 vs salina; ®p < 0,01 vs salina ns — ndo

significante.

Figura 8. Efeito do p-cariofileno no ensaio da formalina.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) Fase neurogénica; (B) Fase

inflamatdria. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns — ndo significante.

O ensaio de formalina é um modelo que visa explorar a atividade analgésica e anti-

inflamatdria de compostos, através de mecanismo de dor de origem central e periférica
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(FILLINGIM et al., 2009; MELNIKOVA, 2010). Com efeito, este modelo apresenta duas fases
distintas (SOLDI et al., 2008). No primeiro momento, concomitante a sua aplicacéo, a formalina
induz uma dor aguda neurogénica, ou seja, de origem central, provocada por uma estimulacéo
direta da formalina sobre as fibras-C sensoriais, aléem de ser mediada pela substancia P,
glutamato e bradicinina. A segunda fase, ou fase inflamatoria, é caracterizada por uma dor
decorrente da sensibilizacdo de nociceptores por liberacdo de mediadores inflamatdrios tais
como histamina, prostaglandina, serotonina e bradicinina (HUNSKAAR; HOLE, 1987;
BARROT, 2012).

Drogas de agdo central, como a morfina, inibem as duas fases, enquanto medicamentos,
que atuam a nivel periférico tais como o &cido acetilsalicilico, diclofenaco e indometacina,
tendem a inibir principalmente a fase tardia (ALMEIDA et al., 2001; UDOBANG et al., 2010).

Em estudos prévios, o 6leo essencial de Croton zehntneri nas doses de 100 e 300 mg/Kg,
demonstrou acdo anti-inflamatoria através do teste de formalina, onde tais doses reduziram o
tempo de lambedura na pata na segunda fase do teste (OLIVEIRA et al., 2001). Os bleos
essenciais de Croton sonderianus na dose de 100 mg/Kg e de Croton adamantinus nas doses
de 50 e 100 mg/Kg também apresentaram uma significante atividade neste ensaio ao reduzir o
tempo de lambedura na pata, além de que ambos apresentaram em sua composi¢gdo o f-
cariofileno e o 1,8-cineol (SANTOS et al., 2005; XIMENES et al., 2013).

Essas evidéncias sugerem mais uma ligacao entre a agdo o OECC e a presenca de seus
constituintes majoritarios B-cariofileno e 1,8-cineol, onde supde-se que o 6leo e 0 sesquiterpeno
testado, atuam reduzindo a liberacdo de aminas vasoativas, cininas e metabolitos da COX-2 e

por conseguinte inibicdo da sensibilizacdo dos nociceptores.

3.3.4 Edema de pata induzido por carragenina

Observa-se no gréfico abaixo (Figura 9), que a partir do tempo 2 de avaliagdo, houve
uma reducdo no percentual no edema de pata nos grupos indometacina, OECC 100, 50 e 25
mg/Kg em relacdo ao grupo Salina, de 80,4%, 40,9%, 41,7%, 38,6% respectivamente. No
tempo 3, os grupos indometacina, OECC 200, 100, 50 e 25 mg/Kg apresentaram um percentual
de reducdo de 96,7%, 34,3%, 69,3%, 77,4% e 51,8% respectivamente em relagéo ao controle
salina. Por fim, no tempo 4 houve uma diminuicdo de 98%, 64,7%, 79,5%, 86,2% e 76,5% no
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valor do edema, nessa mesma sequéncia de grupos testados, onde também nao apresentaram

diferenga estatistica entre si, sendo significativamente similares.

Figura 9. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris sobre o edema de pata induzido por

carragenina.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 1 h ap6s inducdo; T2: 2 h apds inducdo; T3: 3 h apds inducéo; T4: 4 h apds indugéo. p < 0,0001

vs salina.

Nos grupos tratados com B-cariofileno houve resultados significantes a partir do tempo
2 de avaliagdo onde os grupos com doses de 39,76, 19,88, 9,94 e 4,97 mg/Kg, apresentaram
respectivamente uma reducéo de 37,6%, 61,1%, 48,6%, 32,2% em reacdo ao salina. Ja no tempo
3 essa reducdo foi de 41,7%, 73,2%, 55,4%, 47,6% respectivamente. No tempo 4 de avaliagdo
todos os grupos tratados pelo sesquiterpeno foram estatisticamente similares ao grupo

indometacina (Figura 10).

A carragenina é um polissacarideo sulfatado, bastante empregado como um agente
flogistico promovendo uma inflamacdo aguda, induzindo uma resposta pré-inflamatdria
(HAIDER et al., 2011, SADEGHI et al., 2011; SHANG et al., 2011; NECAS;
BARTOSIKOVA, 2013; SOLANKI et al., 2015). A resposta a sua inducéo é caracterizada pelo

edema, com invaséo local de células inflamatdrias (MOLLER et al., 2008).



55

Figura 10. Efeito do B-cariofileno sobre o edema de pata induzido por carragenina.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 1 h apds inducéo; T2: 2 h apés indugdo; T3: 3 h ap6s inducdo; T4: 4 h apds indugéo. p < 0,0001

vs salina.

A inducdo de carragenina promove um processo inflamatorio bifasico: na primeira fase
com duracdo de até 2 h, ocorre rapida producao de mediadores como histamina, serotonina e
bradicinina (BOUGHTON-SMITH et al., 1993; BHUKYA et al., 2009). Na segunda fase ou
fase tardia que dura entre 3 e 6 h, ocorre liberacdo de prostaglandinas principalmente a
prostaglandina E2, contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular, produzindo edema
e mobilizacdo dos leucocitos (BOUGHTON-SMITH et al., 1993; CAMPO et al., 2009;
BUSNARDO et al., 2010). Citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a e IL-1p também s&o
liberadas, bem como 6xido nitrico (NO) (HALICI et al., 2007; FELDMANN; MAINI, 2008;
CODARRI et al., 2010). Este ultimo é um potente vasodilatador e também est4 envolvido na
formacéo do edema (CHENG et al., 2010).

O OECC e o p-cariofileno em todas as doses testadas reduziram significativamente o
edema durante a fase de pico de acdo desse agente flogistico, que ocorre na terceira hora de
avalicdo. Porém as doses que se mostraram mais efetivas foram as doses de 50 e 100 mg/Kg
para 0 OECC, e as doses de 9,94 e 19,88 mg/Kg para o -cariofileno.

Oleo essenciais de outras espécies do género Croton mostraram atividade anti-

inflamatdria frente ao modelo de edema de pata induzido por carragenina, tais como Croton
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argyrophyllus nas doses de 10, 30 e 100 mg/Kg (RAMOS et al., 2013) e Croton cajucara nas
doses de 50, 100 e 200 mg/Kg (BIGHETTI et al., 1999), sendo que na avaliagdo de suas
composi¢des quimicas estas espécies apresentaram o f-cariofileno (SILVA et al., 2012b;

RAMOS et al., 2013) como parte de sua constituicéo.

Dahham et al. (2015), evidenciou que o B-cariofileno nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg,
reduziu o edema causado pela carragenina neste modelo, além de demonstrar por analise de
varredura da tomografia molecular, que o B-cariofileno apresentou efeito dose-dependente,
demonstrando uma intensidade de fluorescéncia menor, quanto maior for a dose do
sesquiperpeno administrada. Em outro estudo o esse composto na dose de 50 mg/Kg reduziu o
edema, e os niveis de TNF-a, PGE2, INOs e COX-2 todos induzidos por carragenina na regiao
intra-plantar (FERNANDES et al., 2007). Em outros estudos, o 1,8-cineol mostrou-se potente
na acdo anti-inflamatéria ao reduzir o edema de pata por carragenina nas doses de 100, 200 e
400 mg/Kg (SANTOS; RAO, 2000).

Os estudos acima citados, vao ao encontro dos dados revelados no presente estudo, onde
todas as doses testadas do OECC e do constituinte 3-cariofileno apresentaram uma acéo efetiva,
ao reduzir significativamente o edema de pata induzido pela carragenina, sendo que seus dois
constituinte majoritarios podem ter uma influéncia direta no efeito demonstrado pelo 6leo
essencial, onde possivelmente ambos podem agir na inibi¢do da producdo de citocinas, ou
inibindo a cascata da cicloxigenase, impedindo assim a producdo de prostaglandinas, e por

conseguinte inibindo visivelmente o edema.

3.3.5 Edema de pata induzido por dextrana

No tempo 1, ou primeira hora de avaliagéo, os grupos prometazina 6 mg/Kg e OECC
200 e 100 mg/Kg apresentaram uma reducéo no percentual de edema de 76,7%, 30,5% e 40,5%
respectivamente. No tempo 2 de avaliacdo, esses mesmo grupos apresentaram significancia na
reducdo de edema em relacdo ao grupo salina, com reducdo de 71,2%, 44,1% e 99,5%
respectivamente. No tempo 3, ou terceira hora de avaliacdo, todos 0s grupos mostraram-se
diferentes estatisticamente em relagéo ao controle salina, onde os grupos prometazina 6 mg/Kg,
OECC 200, 100, 50 e 25 mg/Kg apresentaram respectivamente 68,7%, 58,8%, 62,1%, 40,6% e
25% de reducdo de edema. Neste mesmo tempo de avaliacdo, 0s grupos tratados com Gleo

essencial na concentracdo de 200 e 100 mg/Kg, ndo apresentaram diferencga estatistica em
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relagcdo ao grupo tratado com a droga comercializada, a prometazina. No tempo 4, observa-se
reducdo generalizada no volume das patas em todos os grupos, mantendo-se uma diferenca

significativa entre o grupo salina e os demais grupos (Figura 11).

Figura 11. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris sobre o edema de pata induzido por

dextrana.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 1 h apds inducéo; T2: 2 h apés indugdo; T3: 3 h ap6s inducdo; T4: 4 h apds indugéo. p < 0,0001

vs salina.

Na avalia¢ao da ac¢do do B-cariofileno observa-se que no tempo 2, onde houve o pico de
acao da dextrana, 0s grupos tratados com prometazina 6 mg/Kg e com o sesquiterpeno nas doses
de 39,76 e 19,88 mg/Kg apresentaram respectivamente uma reducao de 99,7%, 43,1% e 58,3%
no edema de pata, em relacdo ao salina. Na terceira e quarta hora de avalia¢do, todos o0s grupos
reduziram o edema em relacdo ao controle, mostrando resultados similares estatisticamente
(Figura 12).
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Figura 12. Efeito do B-cariofileno sobre o edema de pata induzido por dextrana.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 1 h apds inducéo; T2: 2 h apés indugdo; T3: 3 h ap6s inducdo; T4: 4 h apds inducéo. *p < 0,0001

vs salina.

A dextrana é conhecida por ser um polissacarideo que provoca degranulacao
mastocitéria, com liberacéo das aminas vasoativas, histamina e serotonina, as quais, contribuem
para aumentar a permeabilidade vascular e o extravasamento de fluido, formando o edema,
apresentando pico maximo de acdo na segunda hora (SARTORI et al., 2003; SILVA et al.,
2014). O edema induzido por dextrana € diferente do induzido pela carragenina. No primeiro,
0 exsudato formado possui poucas proteinas e neutrofilos, enquanto a carragenina induz um
edema com grande concentracdo de ambos (EL-SHENAWY et al., 2002).

Cho e colaboradores (2007) mostraram em seus estudos que o B-cariofileno nas doses
30 e 300 mg/Kg, possui efeito anti-inflamatorio frente ao modelo de colite induzida por
dextrana, além de reduzir o RNAm de expressdo do IL-6, sendo que a dose de 300 mg/Kg
também reduziu diretamente a concentracdo de I1L-6. No presente estudo tanto o OECC como
seu constituinte majoritario, apresentaram reducéo significativa do edema no momento de pico
da dextrana, indicando uma possivel influéncia na reducdo da expressdo de tais citocinas

inflamatorias e inibicéo da liberacdo de aminas vasoativas.
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3.4 Mecanismos da atividade anti-inflamatéria

Para ensaios seguintes de mecanismos, padronizou-se a dose efetiva do OECC,
representando a menor dose que evocasse 0 melhor efeito nos testes de triagem, sendo portanto
definida a dose de 100 mg/Kg acompanhada da dose de 19,88 mg/Kg equivalente de -

cariofileno.

3.4.1 Edema de pata induzido por acido araquiddnico

Neste ensaio experimental, os grupos indometacina, OECC 100 mg/Kg e B-cariofileno
19,88 mg/Kg, apresentaram resultados semelhantes, comprovados por ndo apresentarem
diferenca estatistica entre si nos tempos de avaliacdo de 15 min ao tempo de 60 min. Além de
que os grupos indometacina, OECC 100 mg/Kg e B-cariofileno 19,88 mg/Kg, mostraram uma
reducdo significativa no percentual de edema em relacdo ao controle, nos tempos de 15 a 45
min de avaliacdo, apresentando respectivamente 92%, 86% e 53,8% no tempo 15 min, 89,6%,

90,6% e 55,7% no tempo 30 min e 97%, 98% e 53,4% no tempo de 45 min (Figura 13).

Figura 13. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris e do B-cariofileno sobre o edema de

pata induzido por araquidénico.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 15 min apds indugdo; T2: 30 min apos inducdo; T3: 45 min apés inducdo; T4: 60 min apds indugdo
#p < 0,0001 vs salina.
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O é&cido araquidénico é um 4&cido graxo presente nos fosfolipideos de membranas
celulares. A fosfolipase A2 pode libera-lo, e sua metabolizacdo pode ser feita pelas enzimas
cicloxigenases (COX-1 e COX-2) que leva a sintese de prostaglandinas, prostaciclina e
tromboxanos; ou pelas enzimas lipoxigenases (LOX) que sintetizam leucotrienos e lipoxinas
(KATZUNG, 2008; KIM et al., 2013). Sendo assim, o acido araquidénico (AA) é um precursor
de PGE2 e leucotrienos, importantes mediadores inflamatorios. Por meio destes, 0 AA induz
uma resposta inflamatoria causando vasodilatacao e, por conseguinte o edema, além de atuar
como segundo mensageiro regulando a producdo de 6xido nitrico, que também é potente
vasodilatador (KIM et al., 2007; SUNITA et al., 2011). Estudos mostram que AINEs como
aspirina e o diclofenaco, sdo capazes de inibir a inflamac&o e dor através da inibicéo da sintese
de prostaglandinas inibindo as enzimas COX (CHEN et al., 1995; ELENKOV; CHROUSOS,
2002; WISE et al., 2008; SILVA, 2010).

O efeito anti-inflamatorio demostrado pelo OECC e B-cariofileno neste ensaio, deve-se
possivelmente a suas propriedades inibidoras das enzimas cicloxigenases, inibindo, dentre

outras, a producdo de prostaglandinas e por conseguinte inibindo o edema.

3.4.1 Edema de pata induzido por histamina

Nas trés primeiras horas de avalicdo ap6s inducdo com agente flogistico, os grupos
prometazina 6 mg/Kg, OECC 100 mg/Kg e B-cariofileno 19,88 mg/Kg, apresentaram uma
reducdo do edema, significativa em relagéo ao controle, apresentando esses grupos um valor
respectivo de 62,2%, 48,7% e 61,5% no tempo T1, 81%, 73,1% e 84,8% no tempo T2 e 78,45%,
65,7%, 88,1% no tempo T3 (Figura 14).

A histamina ¢ um mediador inflamatorio importante, bastante utilizado como modelo
experimental para avaliacdo da acdo anti-inflamatdria aguda de drogas (GHOSH et al., 2015).
A histamina juntamente com a serotonina, sao as primeiras aminas vasoativas liberadas durante
uma resposta inflamatéria aguda, causando um aumento da permeabilidade vascular, atraindo
neutrofilos para o local inflamado com formacgéo de exsudato, atuando em conjunto com a
prostaglandina ao promover o edema (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; KUMAR et
al., 2005; VASUDEVAN et al., 2007). Este mediador exerce sua funcdo no inicio da
inflamacdo, isto explica sua acdo rapida e duracdo passageira, onde o processo inflamatério
dura pouco tempo ap6s sua indugdo (GUTIERREZ, 2015).
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Figura 14. Efeito do dleo essencial de Croton campestris ¢ do B-cariofileno sobre o edema de

pata induzido por histamina.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). Two-way ANOVA seguida do teste
de Tukey. T1: 30 min apds inducéo; T2: 60 min apds inducdo; T3: 90 min ap6s inducdo; T4: 120 min ap6s inducéo.
p < 0,0001 vs salina.

Fernandes et al. (2007), demostrou que o B-cariofileno em 50 mg/Kg néo foi capaz de
reduzir o edema induzido por histamina. No entanto os dados aqui obtidos, discordam do
trabalho citado a cima tendo em vista que o B-cariofileno apresentou atividade frente a este
modelo, em uma dose ainda mais baixa de 19,88 mg/Kg, atuando como mais uma evidéncia de
sua influéncia na acdo anti-inflamatéria do OECC, onde através da inibicdo direta da liberacdo
de histamina, ocorre a reducdo do edema por inibicdo da acdo direta desse agente sobre os

vasos.

Essa diferenca observada entre ambos os resultados pode ser atribuida as condicGes
diferentes as quais os animais foram submetidos em cada um dos estudos. Como por exemplo,
no trabalho desenvolvido por Fernandes et al. (2007), animais ndo estavam em jejum antes de
receberem o tratamento e passaram por um tempo de aclimatacédo correspondente a 1 h antes
dos ensaios, enquanto que no presente estudo, 0s animais passaram por aclimatizacdo no
ambiente de 24 h antes do ensaio, além se serem submetidos a um jejum de 8 h antes do

tratamento.

Damy et al. (2010), aponta os fatores como condi¢Oes de aclimatagdo e a dieta sob o

qgual os animais sdo submetidos, como sendo alguns dos requisitos fundamentais para a
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obtengdo de resultados mais precisos e com alto grau reprodutibilidade, especificando a
necessidade de um jejum com duracédo de pelo menos 4 h. Em relacéo ao tempo de aclimatacao,
foi determinado que sdo necessarias pelo menos 72 h para a habitua¢do dos camundongos ao

ambiente, garantindo o bem-estar do animal e sua adaptacdo ao ambiente de experimentacédo

(CAPDEVILA et al., 2007).

3.4.4 Peritonite

Nos animais tratados com dexametasona, OECC 100 mg/Kg e B-cariofileno 19,88
mg/Kg, houve uma reducao na porcentagem de linfécito em relacdo ao controle em 56,4%, 42%
e 28,3% respectivamente (Figura 15A). Esses mesmos grupos causaram diminuicdo

significante de mondcitos em relacdo ao controle, sendo esta reducao de 64,9%, 39,9% e 65,6%

respectivamente (Figura 15B).

Figura 15. Efeito do 6leo essencial de Croton campestris e do B-cariofileno sobre o percentual

de leucacitos (linfécitos e mondcitos).

% de Linfécitos
% de Monédcitos

Os valores representam a média aritmética £ E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) Percentual de linfécitos; (B)

Percentual de mondcitos. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns = ndo

significante.
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A peritonite induzida por carragenina é caracterizada por uma inflamacdo aguda
ocasionada por migracdo de neutrdfilos no exsudado inflamatério (SOUZA et al., 1988). A
liberacdo de prostanoides e de TNF-a, IL-1pB, IL-8 estimula a vasodilatacdo e o aumento da
permeabilidade vascular facilitando o movimento de tais neutréfilos, que migram pela vénula
mesentérica para cavidade peritoneal (GONCALVES et al., 2011; BITENCOURT et al., 2014;
LIMA et al., 2014; RZODKIEWICZ et al., 2014; SYAM et al., 2014).

As citocinas pro-inflamatoérias IL-1p ¢ TNF-o também estdo envolvidas na indugdo da
expressao de moléculas de adesdo endoteliais, facilitando a diapedese de leucdcitos
(MEDZHITOV, 2010; SCHMIDT et al., 2013).

A inibicdo da migracao de leucdcitos para dentro da cavidade peritoneal, podem ser por
dois mecanismos: pela inibicdo da producéo de citocinas ou inibicdo da expressao de moléculas
de adesdo (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

O oleo essencial de Croton argyrophyllus nas concentracbes de 10, 30 e 100 mg/Kg,
reduziu significativamente o nimero de leucdcitos em relacdo ao controle, na peritonite
induzida por carragenina (RAMOS et al., 2013). Em outro estudo desenvolvido por Valer e
colaboradores (2016), evidenciou-se que o 6leo essencial de Croton zehntneri nas doses 125,
250 e 500 mg/Kg reduziu a migracao intrapleural de leucdécitos induzida por carragenina, além
de que foi evidenciado nesse mesmo estudo a presenca dos constituintes B-cariofileno e 1,8-
cineol no oleo essencial. Em contrapartida, o 6leo essencial de Croton cajucara também foi
analisado em seu efeito de inibicdo na migracdo leucocitaria, mas ndo apresentou efeito
significativo (BIGHETTI et al., 1999).

O OECC e o B-cariofileno mostraram resultados positivos, demonstrados pela baixa
porcentagem de leucdcitos na lavado intraperitoneal, onde esses resultados podem estar
relacionados com a inibicdo da liberacdo de citocinas ou inibicdo de moléculas de adesdo de
leucdcitos. Além de que esses estudos acima citados sdo indicativos de que os efeitos

observados pelo OECC podem estar intrinsicamente relacionados a a¢éo direta do B-cariofileno.

3.4.3 Permeabilidade vascular

Quando se compara o grupo controle salina ao grupo naive, este ndo recebendo nenhum
tipo de administracdo de tratamento ou inducdo, observa-se que este ultimo apresentou um

percentual de absorbancia 70,2% menor do que o salina. JA& 0s grupos tratados com
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indometacina, 6leo essencial e sesquiterpeno apresentaram um valor respectivo de absorbancia
70,3%, 59,4% e 64,3% menor em relacdo ao grupo salina. Sendo que estes trés ultimos
apresentaram respostas semelhantes estatisticamente, representadas através da andlise, com

uma diferenca néo significativa (Figura 16).

Figura 16. Efeito do Oleo essencial de Croton campestris e do B-cariofileno sobre a
permeabilidade vascular.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). One-way ANOVA seguida do teste

de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns = ndo significante.

E amplamente afirmado que Azul de Evans liga-se fortemente a proteina plasmatica
albumina e que a sua quantificacdo pode ser utilizada para definir os aumentos da
permeabilidade da barreira a albumina (NAGARAJA et al., 2008). A injec&o intraperitoneal de
carragenina neste modelo, provoca a liberagdo de mediadores que irdo por conseguinte
aumentar a permeabilidade vascular. Como consequéncia, 0 exsudato que se concentra na
regido inflamada é rico em mediadores, células e proteinas plasmaticas como a albumina
(SILVA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013). Nesse processo ocorre a liberacdo de histamina
e serotonina (BOUGHTON-SMITH et al., 1993), liberacdo prostaglandina e mobilizacdo dos
leucécitos (BUSNARDO et al., 2010), liberacdo de TNF-a, IL-1p e Oxido nitrico (NO)
(HALICI et al., 2007; FELDMANN; MAINI, 2008; CODARRI et al., 2010).
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Foi comprovado que o 1,8-cineol nas doses de 200 e 400 mg/Kg reduz a permeabilidade
neste modelo (SANTOS; RAO, 2000). Logo o efeito observado pelo 6leo essencial de C.
campestris e o B-cariofileno, sugerem uma diminuicdo na liberacdo dos mediadores induzidos
por carragenina tendo como resultado a diminuicdo da permeabilidade e de extravasamento de

proteinas para o local afetado.

3.4.5 Granuloma

Quando os pellets foram pesados em balanca analitica observou-se que 0s grupos
tratados com dexametasona e o OECC 100 mg/Kg apresentaram uma massa (Q)
significativamente inferior ao grupo tratado com salina, onde essa diferenca se expressou em
pellets de massa 2,1 vezes menor que o grupo salina para a dexametasona e 1,3 vezes menor
para 0 OECC 100 mg/Kg (Figura 17A).

Na analise da absorbancia do homogenato dos pellets observou-se que 0s grupos
tratados com dexametasona e OECC 100 mg/Kg apresentaram reducao desta absorbancia em
31,6% e 33,3% respectivamente quando em reag@o ao grupo salina, demonstrando um menor
valor no nimero de proteinas totais desses grupos em relacdo ao controle. O grupo padréo,
salina e B-cariofileno apresentaram valores de absorbancia estatisticamente semelhantes,
demonstrando que este Gltimo grupo apresentou concentracdo de proteinas totais similares ao

grupo salina e Padrdo, mostrando-se ineficiente em reduzir tais proteinas (Figura 17B).

O ensaio in vivo de granuloma induzido por pellets de algodao é amplamente utilizado
para avaliar o desencadeamento do processo gradativo da inflamag&o cronica (SENGAR et al.,
2015). A formagdo do granuloma é caracterizada por trés fases, sendo elas as fases
transudativa, exsudativa e proliferativa (BOONYARIKPUNCHAI et al., 2014). Na fase
transudativa inicial que ocorre durante as trés primeiras horas apos a implantagédo dos pellets,
ocorre aumento da permeabilidade vascular, onde os fluidos capilares tendem a envolver e
preencher os pellets. A fase exsudativa ocorre a partir de 3 h as 72 h apds implantacéo, onde
ocorre a migracdo de proteinas em torno do granuloma. Por fim a fase proliferativa dura de 3 a
6 dias, durante o qual o tecido de granuloma se desenvolve como consequéncia da liberacdo de
mediadores pré-inflamatoérios (PINGSUSAEN et al., 2015).
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A formacdo deste tecido € caracterizada por um aumento da sintese de colageno e
mucopolissacarideos, penetragdo e proliferacdo de fibroblastos e por fim uma vascularizacdo
do tecido (HOSSEINZADEH et al., 2003). Logo, as alteracdes no peso seco do granuloma estéo

Figura 17. Efeito do dleo essencial de Croton campestris e do B-cariofileno sobre o granuloma.
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Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) Massa dos pellets. (B)
Absorbéncia do homogenato dos pellets. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns

- ndo significante.

relacionadas com intensificacdo ou atenuacdo na fase proliferativa do processo Os AINEs e
outros compostos com efeito antiproliferativo, diminuem o tecido granulomatoso, prevenindo
a deposicao das fibras de colageno, supressao do mucopolissacarideo e inibigdo da ativacéo de
macrofagos (DAMRE et al., 2003; VERMA et al., 2010).

O 1,8-cineol reduziu o granuloma na dose de 400 mg/Kg (SANTOS; RAO, 2000). O
oleo essencial de Croton cajucara na dose de 100 mg/Kg reduziu o granuloma representado
pela diminuicdo da massa dos pellets (BIGHETTI et al., 1999). Tais informacbes s&o
semelhantes aos dados elucidados na presente pesquisa, onde o OECC apresentou efeito na
dose de 100 mg/Kg, apresentando redugdo na massa dos pellets secos e na reducgéo das proteinas
totais encontradas no homogenato, efeito este atribuido possivelmente a sua intervencéo da
migracdo proteica e de fibroblastos na fase proliferativa do processo, através do tratamento
diério, mostrando dessa forma, seu envolvimento em um mecanismo crénico sistémico de agéo.
Em contrapartida, o B-cariofileno ndo apresentou resultados positivos neste ensaio mostrando

sua possivel falha como potencial anti-inflamatério de acéo cronica sistémica. Relacionando
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aos estudos anteriores, isso indica que provavelmente o efeito observado no OECC deve em
grande parte ao constituinte 1,8-cineol.

3.5 Ensaios comportamentais

3.5.1 Campo aberto e Placa perfurada

Observou-se uma reducdo de 100% no numero de comportamentos relacionados ao
nimero de travessias no campo aberto, grooming (auto-limpeza), rearing (levantar, ou
exploracdo vertical), head dips (imersdo da cabeca nos orificios da placa perfurada) nos grupos
tratados com diazepam, enquanto entre todos os grupos tratados com 6leo e o grupo salina, ndo
houve diferenca estatistica (Figura 18 A, B, C).

O ensaio de campo aberto avalia parametros comportamentais relacionados a ansiedade,
onde ao se deparar com um ambiente novo, o animal poderd apresentar diferentes
comportamentos refletidos em estimulos de locomocdo e exploracdo, contabilizadas pelo
namero de cruzamentos, rearing e grooming (LISTER, 1990; RAMOS et al., 1997; CAROLA
etal., 2002; PRUT et al., 2003). Sendo que, alta locomocao reflete um efeito ansiolitico e uma
diminuicdo exacerbada desses parametros refletem acdo sedativa (RAMOS et al., 1997). No
presente estudo, ao avaliar o nimero de cruzamentos, grooming e rearing, 0 OECC apresentou
efeito semelhante estatisticamente ao grupo salina, enquanto o diazepam apresentou
significativo e marcante efeito sedativo. Logo neste ensaio o OECC demonstrou a auséncia ou
pouca influéncia sobre reacdes comportamentais, que representam alteracdes nos parametros
de ansiedade ou sedacdo, e principalmente auséncia ou influéncia insignificante sobre a

atividade locomotora.

No ensaio da placa perfurada, observou-se que apenas o diazepam, causou uma reducéo
no numero de imersdes de cabeca, enquanto 0s grupos tratados com o Oleo essencial, ndo
mostraram diferenca estatistica do grupo salina (Figura 18D). A ocorréncia de um aumento no
namero de exploragcBes nos orificios, deve ser interpretada como uma acdo ansiolitica
ocasionada pelo farmaco. A reducdo do indice de atividade exploratoria, € ocasionada por
farmacos em doses sedativas ou que induzem a ansiedade (FILE; PELLOW, 1985; TAKEDA
etal., 1998). Isso sugere que o OECC apresentou uma influéncia insignificante sobre a atividade
locomotora, ou ansiolitica, ansiogéncia ou depressora do Sistema Nervoso Central (SNC).
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Figura 18. Influéncia do Oleo essencial de Croton campestris sobre parametros

comportamentais em camundongos.
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Os valores representam a média aritmética £ E.P.M. (Erro Padrdo da Média). (A) NUmero de cruzamentos no
campo aberto. (B) Numero de exploracfes verticais. (C) NUmero de auto-limpeza. (D) Nimero de imersdes da
cabeca nos orificios da placa perfurada. One-way ANOVA seguida do teste de Tukey. *p < 0,0001 vs salina; ns —

ndo significante.

3.6 Teste do rota-rod

No ensaio de rota-rod o grupo diazepam reduziu em 56% o tempo de permanéncia do
animal no aparelho, enquanto o os grupos tratados com todas as concentragcdes em estudo do

o0leo, demonstrou semelhanca ao grupo salina (Figura 19).
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Figura 19. Influéncia do dleo essencial de Croton campestris sobre a coordenagdo motora, no
ensaio de rota-rod.

Tempo de permanéncia no aparelho

Os valores representam a média aritmética + E.P.M. (Erro Padrdo da Média). One-way ANOVA seguida do teste

de Tukey. #p < 0,0001 vs salina; ns — ndo significante.

Os ansioliticos, como efeito adverso, alteram a coordenacdo motora, podendo deprimir
a transmissdo na juncdo neuromuscular esquelética, comprometendo a execucéo de atividades
(KATZUNG, 2008). O ensaio rota-rod € utilizado para avaliar o efeito de drogas sobre
alteracdes na coordenacdo motora (DUNHAM; MIYA, 1957; DALLMEIER; CARLINI, 1981).
Os resultados obtidos neste ensaio representam uma auséncia de influéncia na atividade motora,
ou alteracdes na coordenagdo motora, quando 0s animais sdo tratados com 06leo essencial.

Substancias de acdo ansiolitica, depressoras do sistema nervoso central ou que
comprometam a transmissdo da juncdo neuromuscular, podem influenciar no padrdes
comportamentais dos animais em outros ensaios como formalina e contorgdes abdominais,
resultando em dados de acgdo anti-inflamatoria falso-positivos, o que ndo aconteceu, tendo em
vista que 0 OECC ndo demonstrou ter influéncia sobre o SNC nos ensaios de modelo
comportamental, demonstrando que 0 OECC apresentou um efeito anti-inflamatorio genuino

nos ensaios que avaliaram a acdo anti-inflamatoria atraves de parametros comportamentais.
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4. CONCLUSAO

O oleo essencial de Croton campestris A. St.-Hil e seu constituinte B-cariofileno,
mostraram acdo mais relevante na agédo sistétmica, quando comparado aos ensaios de acéo
topica. Nos modelos de avaliagdo efeito cronico o B-cariofileno ndo mostrou-se tdo eficaz
quanto o 6leo essencial. De forma geral, o dleo essencial de Croton campestris A. St.-Hil e seu

constituinte B-cariofileno mostraram-se eficientes agentes anti-inflamatorios.
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O presente estudo identificou o B-cariofileno como um dos constituintes majoritarios do
oleo essencial de Croton campestris, indo ao encontro com estudos realizados por Almeida e
colaboradores (2013).

Diversas espécies do género Croton apresentam na constitui¢do de seus 6leos essenciais
0 composto B-cariofileno: Croton cajucara (SILVA et al., 2012), Croton isabelli (VUNDA et
al., 2012), Croton bonplandianus (JOSHI, 2014) e Croton zehntneri (DONATI et al., 2015).
Em alguns estudos, a analise da composi¢do de outras espécies Croton revelou a presenca tanto
do p-cariofileno, como do 1,8-cineol, como é o caso do Croton nepetaefolius (LIMA-
ACCIOLY et al., 2006), Croton zehntneri (COELHO-DE-SOUZA et al., 2013), Croton
adamantinus (XIMENES et al., 2013) e Croton kimosorum (RABEHAJA et al., 2014).

O OECC nao apresentou toxicidade avaliada no tratamento oral, mostrando-se como um
candidato relevante no desenvolvimento de farmacos, ja que nesse processo, um dos requisitos
importantes na qualidade de farmacos inclui aliar alta eficdcia com baixa toxicidade e efeitos
adversos (KOROLKOVAS, 1988; FERREIRA, 2003; WERMUTH, 2003).

No ensaio de edema de orelha induzido por 6leo de créton, O OECC ndo apresentou
efeito anti-inflamat6rio muito significante, tanto no edema agudo como crénico. O mesmo se
aplica ao sesquiterpeno em estudo. Essa falta de envolvimento na acdo topica pode estar
relacionada a auséncia ou pouco envolvimento na agédo direta sobre a fosfolipase A2, ja que
ocorre inducdo desta enzima pela inducdo do TPA, presente no 6leo de croton (GARG et al.,
2008).

O teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético ndo avalia apenas a dor,
mas também o processo inflamatorio, ja que esse agente flogistico atua indiretamente induzindo
a liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios que sensibilizam os nociceptores (BARROT,
2012).

Logo as substancias testadas no presente trabalho, possivelmente podem ter apresentado
sua efetividade ao inibir a acdo da cicloxigenase e por conseguinte, inibicdo da sintese de
prostaglandinas, ou ainda inibindo a liberagdo de mediadores inflamat6rios, como substancia
P, bradicinina, histamina, serotonina, citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, IL -1, e IL-
8, estas liberadas apds o estimulo nocivo do &cido acético (RADU; CHERNOFF, 2013;
BAHAMONDE et al., 2013).
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Dentre as espécies que também apresentaram resultados significantes neste ensaio pode-
se citar o 6leo essencial de Croton cajucara (BIGHETTI et al., 1999), Croton sonderianus que
também apresenta como constituintes o B-cariofileno e 1,8-cineol (SANTOS et al., 2005),
Croton adamantinus que apresenta em sua constitui¢do o B-cariofileno e 1,8-cineol (XIMENES
et al., 2013). Estudos com o composto 1,8-cineol revelou uma agéo efetiva na reducdo das
contorgdes abdominais (SANTOS; RAO, 2000), indicando novamente a participacdo desse

constituinte nos resultados observados.

No ensaio da formalina, tanto o OECC como o [-cariofileno apresentaram acéo
significativa principalmente na fase inflamatoria do ensaio. Resposta essa comparavel as drogas
como acido acetilsalicilico, diclofenaco e indometacina, que agem nivel periférico inibindo
principalmente a fase tardia (ALMEIDA et al., 2001; UDOBANG et al., 2010). A acdo das
substancias em estudo, pode decorrer da inibicdo da liberacdo de aminas vasoativas, cininas e
metabolitos da COX-2 e por conseguinte inibi¢do da sensibilizacdo dos nociceptores, atuando
a nivel periférico (ALMEIDA et al., 2001; UDOBANG et al., 2010; BARROT, 2012).

Diversas espécies do género Croton apresentaram resultados positivos neste ensaio,
como Croton zehntneri (OLIVEIRA et al., 2001), Croton sonderianus que apresenta o f-
cariofileno e 1,8-cineol em sua constituicdo (SANTOS et al., 2005) e Croton adamantinus
também apresenta como um de seus constituintes o B-cariofileno e 1,8-cineol (XIMENES et
al., 2013), sugerindo uma relacdo direta entre a presenca desses compostos e a atividade anti-

inflamatoria apresentada.

No edema de pata induzido por carragenina, um classico modelo de inflamacdo aguda,
o efeito observado pelo OECC e B-cariofileno pode decorrer da inibicdo de liberacdo de
mediadores como histamina, serotonina e bradicinina, induzidos pela aplicagdo de carragenina
(BHUKYA et al., 2009). Ou ainda através da inibicdo da liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias tais como TNF-a e IL-18, bem como Oxido nitrico (HALICI et al.,
2007; FELDMANN; MAINI, 2008; CODARRI et al., 2010). A inibicdo da producdo de
prostaglandina E2, inibe a permeabilidade vascular e consequentemente reduz o edema
(BOUGHTON-SMITH et al., 1993; BUSNARDO et al., 2010). O OECC e o B-cariofileno em
todas as doses testadas, reduziram significativamente o edema durante a fase de pico de acgéo
desse agente flogistico, que ocorreu na terceira hora de avalicéao.

Oleos essenciais de diversas espécies, apresentaram atividade anti-inflamatoria

comprovada frente ao edema de pata induzido por carragenina, tais como Croton argyrophyllus
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(RAMOS et al., 2013) e Croton cajucara (BIGHETTI et al., 1999), este possuindo o f-
cariofileno como parte de sua constituigdo (SILVA et al., 2012; RAMOS et al., 2013).

Dahham et al. (2015), evidenciou que o B-cariofileno foi eficiente na reducao do edema
neste modelo e na andlise de varredura de tomografia molecular revelou um nivel de

fluorescéncia menor, no grupo tratado com o sesquiterpeno.

Em concordancia com os dados acima, outro estudo comprovou que o B-cariofileno
reduziu o edema induzido por carragenina, além de inibir os niveis de TNF-a, PGE2, iNOs e
COX-2 na regido intra-plantar edemaciada (FERNANDES et al., 2007). Em outros estudos, o
1,8-cineol também mostrou-se efetivo neste modelo (SANTOS; RAO, 2000).

Dessa forma, todos esses estudos citados, vdo ao encontro dos dados revelados no
presente trabalho, sendo que os constituintes majoritarios do OECC podem ter uma influéncia

direta no efeito demonstrado pelo 6leo essencial.

Cho e colaboradores (2007), mostraram em seus estudos que o B-cariofileno reduziu a
colite induzida por dextrana, além de reduzir o RNAm de expressao do IL-6, e por conseguinte,
a concentracdo direta de IL-6. O efeito significante de reducdo do edema apresentado tanto pelo
OECC como pelo constituinte majoritario, no momento de pico da dextrana, indica uma
possivel inibicdo liberacdo de aminas vasoativas como histamina, liberada pela degranulagédo
mastocitaria com a inducdo da dextrana (SARTORI et al., 2003; SILVA et al., 2014). Ou pode
ainda seus resultados estarem associados a inibicdo da expressdo de citocina IL-6 como no
estudo acima citado.

A inibicdo do edema induzido por acido araquidonico pelo OECC e B-cariofileno neste
ensaio, deve-se possivelmente a inibicdo de enzimas como a cicloxigenase, e como
consequéncia, inibicdo de sintese de prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos (SILVA,
2010; KIM et al., 2013). Mecanismo este apresentado pelos AINEs como aspirina e 0
diclofenaco (CHEN et al., 1995; ELENKOV; CHROUSOS, 2002; WISE et al., 2008).

Fernandes et al. (2007), demostrou que o -cariofileno ndo foi capaz de reduzir o edema
induzido por histamina. No entanto os dados aqui obtidos, tendem a discordar, tendo em vista
os resultados obtidos tanto pelo OECC como pelo B-cariofileno, onde possivelmente houve
inibicdo da acdo da histamina, reduzindo diretamente o edema, ja que a histamina juntamente
com a serotonina, causam um aumento da permeabilidade vascular, facilitando a passagem de
neutrdfilos e de plasma para o local inflamado (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
VASUDEVAN et al., 2007; KUMAR et al., 2013).
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No ensaio de peritonite induzida por carragenina, 6leos essenciais de espécies como
Croton argyrophyllus (RAMOS et al., 2013) e Croton zehntneri (VALER et al., 2016), este
ultimo apresentando B-cariofileno e 1,8-cineol, reduziram significativamente a migracéao
leucocitaria em relacdo ao controle. J& o 6leo essencial de Croton cajucara ndo apresentou
efeito significativo (BIGHETTI et al., 1999).

O OECC e o B-cariofileno mostraram resultados positivos, demonstrados pela baixa
porcentagem de leucécitos no lavado intraperitoneal, onde esses resultados podem estar
relacionados com a inibi¢do da liberacéo de prostandides, e, por conseguinte, a vasodilatacdo e
0 aumento da permeabilidade vascular, dificultando o movimento dos neutréfilos para a
cavidade peritoneal; ou inibindo as citocinas TNF-a, IL-1p, IL-8, e por conseguinte, impedindo
a expressdo de moléculas de adesdo endotelial, dificultando a diapedese de leucdcitos
(GONCALVES et al., 2011; BITENCOURT et al., 2014; LIMA et al., 2014; RZODKIEWICZ
etal., 2014; SYAM et al., 2014).

Foi comprovado que o 1,8-cineol reduz a permeabilidade vascular induzida por
carragenina (SANTOS; RAO, 2000). Logo, o efeito observado pelo éleo essencial de C.
campestris ¢ o p-cariofileno, sugere uma diminuic¢do na liberacdo de histamina, serotonina e
prostaglandina, prevenindo a permeabilidade vascular (BOUGHTON-SMITH et al., 1993;
BUSNARDO et al., 2010). Com efeito, isso reduzira o exsudato rico em mediadores, células e
proteinas plasmaticas como a albumina, proteinas estas que estariam ligadam ao Azul de Evans
(NAGARAJA et al., 2008; SILVA et al., 2011; PINHEIRO et al., 2013).

No ensaio de granuloma, estudos revelaram que o 1,8-cineol (SANTOS; RAO, 2000) e
0 Oleo essencial de Croton cajucara (BIGHETTI et al., 1999) reduziram o granuloma
representado pela diminuicdo da massa dos pellets. Tais informagdes sao semelhantes aos dados
da presente pesquisa, onde 0 OECC apresentou reducao significativa da massa dos pellets secos,
além de reduzir as proteinas totais avaliadas no homogenato dos pellets. Esse efeito pode ser
atribuido a inibicdo da migragdo proteica e dos processos decorrentes da fase proliferativa,
como da sintese de coldgeno e mucopolissacarideos, penetracao e proliferacdo de fibroblastos
e vascularizacgdo tecidual (DAMRE et al., 2003; HOSSEINZADEH et al., 2003; VERMA et al.,
2010; PINGSUSAEN et al., 2015). Isso demonstra um envolvimento do OECC na acéo crénica
sistémica, envolvimento este ndo observado pelo B-cariofileno que ndo apresentou resultados

positivos neste ensaio.

Ao avaliar os ensaios comportamentais de campo aberto e placa perfurada, observa-se

que o tratamento com o OECC demonstrou a auséncia ou pouca influéncia sobre reagoes
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comportamentais, que representam alteracbes nos parametros de ansiedade ou sedacéo, e
principalmente auséncia de influéncia sobre a atividade locomotora, uma vez que o aumento da
locomocdo no campo aberto reflete um efeito ansiolitico e uma diminuicdo exacerbada da
locomocdo reflete uma agdo sedativa (RAMOS et al., 1997). Na placa perfurada, o maior
namero de exploragdes nos orificios é decorrente da a¢éo ansiolitica ocasionada pelo farmaco,
enquanto que a reducdo do indice de atividade exploratéria, é ocasionada por farmacos em
doses sedativas ou que induzem a ansiedade (FILE; PELLOW, 1985; TAKEDA et al., 1998).
Porém, o que se observa no grupo OECC, sdo apenas padrdes comportamentais semelhantes

estatisticamente ao grupo salina.

Os resultados obtidos no ensaio rota-rod, representam a auséncia de influéncia na
atividade motora, ou alteracdes na coordenacdo motora, quando os animais sdo tratados com
6leo essencial, ja que este grupo apresentou parametros similares estatisticamente ao grupo
salina. Os ansioliticos, como efeito adverso, alteram a coordenagdo motora, comprometendo a
execucdo precisa de movimentos (KATZUNG, 2008), o que foi observado com o grupo
diazepam (DUNHAM; MIYA, 1957; DALLMEIER; CARLINI, 1981).

Tendo em vista que a agdo do OECC ndo teve influéncia sobre o SNC nos ensaios de
modelo comportamentais, fica demonstrado que o OECC apresentou um efeito anti-
inflamatdrio genuino nos ensaios que avaliaram a acdo anti-inflamatéria através de parametros
comportamentais, tais como formalina e contor¢des abdominais, visto que substancias de acédo
ansiolitica, depressoras do sistema nervoso central ou que comprometam a transmissdo da
juncéo neuromuscular, podem influenciar nos padrdes comportamentais dos animais em outros

ensaios, resultando em dados de ac¢do anti-inflamatoria falso-positivos, o que ndo aconteceu.



O oleo essencial das folhas frescas de Croton campestris (OECC) apresenta como

constituintes majoritarios o f-cariofileno, 1,8-cineol e germacreno-D.

O OECC nao apresentou toxicidade na dose de 5000 mg/Kg no tratamento oral.

Apenas o0 6leo essencial apresentou atividade topica contra a inflamacédo aguda.

O dleo essencial de Croton campestris e o PB-cariofileno apresentaram acdo anti-

inflamatdria sistémica nos ensaios de triagem farmacologica da inflamacao.

Os efeitos positivos apresentados pelas substancias testadas nos ensaios de mecanismo
de edema de pata induzido por acido araquiddnico e histamina, sugerem que a via de
acao do material em estudo esta relacionada provavelmente com interacdo e blogueio
dos receptores de aminas vasoativas como a histamina e através da inibicao da liberacao
de prostaglandina, provavelmente ao intervir a via de metabolizacdo do &cido

araquidénico pelas cicloxigenases.

Os resultados positivos obtidos nos ensaios de peritonite e permeabilidade vascular
compde mais um indicativo de que OECC e o B-cariofileno interferiram na liberacdo e
producdo de prostaglandinas e citocinas ou expressdo de moléculas de adeséo
leucocitéria, dificultando a migracdo de leucdcitos, refletida pela reducédo de linfocitos

e mondcitos analisados.

Apenas 0 OECC apresentou eficacia sistémica na inibicdo da inflamagao cronica,

provavelmente por sua intervencdo da migracdo proteica na fase proliferativa. A
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auséncia de agdo do B-cariofileno na inflamacdao cronica sugere que para, esta atividade,

seja necesséria a interacdo de outros constituintes presentes no 6leo essencial.

Em todos os ensaios de inflamagdo aguda, o B-cariofileno apresentou efeito anti-
inflamatorio, evidenciando o envolvimento do B-cariofileno na acdo anti-inflamatéria

do 6leo essencial.

Foi comprovada a auséncia de qualquer acdo que causasse depressdo do sistema nervoso
central ou alteracdo na atividade motora, pelo OECC, validando os resultados positivos
na acdo anti-inflamatoria em ensaios que usaram parametros comportamentais como

base de analise da inflamacao.
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