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RESUMO

Croton blanchetianus (marmeleiro preto) é uma planta utilizada no tratamento de disturbios
gastrintestinais e cefaleias. O presente estudo realizou uma avaliacdo toxicoldgica e das
atividades antigenotoxica e antinociceptiva de Oleo essencial extraido de folhas de C.
blanchetianus (OECb). Analise por cromatografia gasosa foi realizada para determinar a
composicao do 6leo essencial. O potencial hemolitico foi avaliado in vitro em eritrocitos de
camundongo. Toxicidade aguda (dose Unica de 2000 mg/kg, via oral e intraperitoneal) e
toxicidade subaguda (doses diarias de 500 mg/kg oralmente, por 28 dias) em camundongos
foram avaliadas através de anélise de sobrevivéncia e de pardmetros comportamentais,
bioquimicos, hematologicos e histopatoldgicos. A genotoxicidade e o efeito protetor
(antigenotdxico) do OECb (1000 e 2000 mg/kg, v.0.) sobre os danos causados pela
ciclofosfamida foram investigados utilizando o teste do micronulcleo e células da medula
Ossea. A atividade antinociceptiva do 6leo (25, 50 e 100 mg/kg, v.o.) foi avaliada através dos
modelos de contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, teste da formalina e
movimento de cauda. A caracterizacdo quimica indicou como componentes majoritarios o-
pineno (21,23%), B-felandreno (13,92%), terpinoleno (13,01%) e germacreno D (10,89%).
OECb ndo causou hemdlise e ndo apresentou toxicidade aguda por via oral. Contudo, a
administracdo intraperitoneal de dose Unica foi letal para os animais. No ensaio de toxicidade
subaguda, houve reducdo da massa corpérea em machos e fémeas, porém sem sinais de
toxicidade de acordo com os demais pardmetros. Analise bioquimica indicou reducdo dos
niveis séricos de glicose, triglicerideos e colesterol total. OECb ndo foi genotdxico e protegeu
0 DNA das células na medula 6ssea dos animais contra os danos da ciclofosfamida. Nos
ensaios de atividade antinociceptiva, foi observada reducdo das contorcdes abdominais
(69,43-89,41%) e do numero de lambidas nas primeira (38,77-84,47%) e segunda (59,75—
90,74%) fases no teste de formalina. Nesse ultimo caso, os efeitos foram inibidos por
naloxana e glibenclamida, acdo via sistema opioide e blogueio de canais de K+. O tempo de
laténcia no teste de movimento de cauda também aumentou de maneira significativa. Em
conclusdo, OECb, em doses seguras, demonstrou atividades antigenotdxica e antinociceptiva.
Diante do exposto, se faz necessario estudos mais detalhados sobre acGes hipoglicemiante e
hipolipidémica do o6leo.

Palavras-chave: Atividade antinociceptiva; marmeleiro preto; plantas medicinais; dor;

toxicidade; genotoxicidade.



ABSTRACT

Croton blanchetianus (black quince) is a plant used to treat gastrointestinal disorders and
headaches. The present study carried out a toxicological survey and evaluation of the
antigenotoxic and antinociceptive activities of an essential oil extracted from C.
blanchetianus leaves (CbEO). Gas chromatography analysis was performed to determine
the essential oil composition. The hemolytic potential was evaluated in vitro in mouse
erythrocytes. Acute (single dose of 2000 mg/kg, orally or intraperitoneally) and subacute
(daily doses of 500 mg/kg orally, for 28 days) toxicity in mice were evaluated using
survival, behavioral, biochemical, hematological, and histopathological parameters. The
genotoxicity and protective (antigenotoxic) effect of CbEO (1000 and 2000 mg/kg, v.0.) on
damage caused by cyclophosphamide was investigated using the micronucleus test and bone
marrow cells. The antinociceptive activity of the oil (25, 50 and 100 mg/kg, v.0.) was
evaluated using the models of abdominal writhing induced by acetic acid, formalin test and
tail movement. The chemical characterization indicated as major components a-pinene
(21.23%), B-phellandrene (13.92%), terpinolene (13.01%) and germacrene D (10.89%).
CbEO did not cause hemolysis and did not show acute oral toxicity. However, single-dose
intraperitoneal administration was lethal to the animals. In the subacute toxicity test, there
was a reduction in body mass in males and females, but without signs of toxicity according
to the other parameters. Biochemical analysis indicated a reduction in serum levels of
glucose, triglycerides, and total cholesterol. CbEO was not genotoxic and protected the
DNA of cells in the bone marrow of animals against cyclophosphamide-induced damage. In
the tests of antinociceptive activity, a reduction in abdominal contortions (69.43-89.41%)
and in the number of licks was observed in the first (38.77-84.47%) and second (59.75—
90.74%) phases in the formalin test. In the latter case, the effects were inhibited by naloxane
and glibenclamide, indicating action via the opioid system and blocking of K+ channels.
The latency time in the tail movement test also increased significantly. In conclusion,
CbEO, at safe doses, demonstrated antigenotoxic and antinociceptive activities. In view of
the above, more detailed studies on the hypoglycemic and hypolipidemic actions of the oil

are necessary.

Keywords: Antinociceptive activity; black quince; medicinal plants; pain; toxicity;

genotoxicity.



LISTA DE FIGURAS

DISSERTACAO

Figura 1 — Metodologia de teste a partir de uma dose inicial de 2000 mg/kg de peso

(010 0T ] -1 FE TR PO TP PP PPV 18
Figura 2 — Neurofisiologia da DO...........ccuiiiiicieee e 22
Figura 3 — Ciclo biossintético dos metabdlitos SECUNArIOS..........ccccvvvveeiiereeiie e 24
Figura 4 — Croton blanchetianus Baill..............cccooiiiiiieiiic e 28

ARTIGO 1 - OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton blanchetianus Baill NAO
APRESENTA TOXICIDADE ORAL AGUDA, TEM ACAO ANTIGENOTOXICAE
REDUZ A NOCICEPCAO NEUROGENICA E INFLAMATORIA EM CAMUNDONGOS
Figura 1 — Fotomicrografias representativas dos figados, rins e bacos de camundongos fémeas
do grupo controle ou tratado com 6éleo essencial de folhas de C. blanchetianus na dose de
2.000 mg/kg por administracdo oral. Figados: veia centrolobular (Cv) visualizadas em todas
as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e tubulos torcidos sem altera¢fes sdo visiveis nos
grupos controle e tratado com 6leo essencial. Aspecto venoso e tibulos normais (setas). Baco:
os linfonodos (Nd) sdo bem definidos nos grupos controle e tratado por via oral. A coloracdo
com hematoxilina-eosina foi usada. AmMPliagan: 400X..........ccuereerrerenererene e 41
Figura 2 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus (25, 50,
100 mg/ kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (20 mg/kg ip) e morfina (10
mg/kg ip) no bioensaio de contor¢des induzidas por &cido acético. As barras representam o
namero médio de contorgbes + desvio padrdo. (a, b e ¢) indica diferenca significativa (p
<0,001) em comparagdo COM O CONIOIE.........cccueiviiieeie et 45
Figura 3 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus (25, 50,
100 mg/kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (Indo, 20 mg/kg ip) e morfina
(Mor, 10 mg/kg ip) em ambas as fases do teste de formalina. As barras representam o nimero
de lambida nas patas * desvio padrdo. (a, b e c) indica diferenca significativa (p <0,001) em
COMPAraGaO COM O CONIOIE.... .ottt 46
Figura 4 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus (25, 50,
100 mg/kg, vo) e medicamento de referéncia em no teste de movimento de cauda. (*) indica
diferenca significativa (p <0,001) em comparagdo com 0 CONEIole..........cccevvvriiiieneniinienns 48
Figura 5 — Efeito antinociceptivo do éleo essencial de folhas de Croton blanchetianus (25, 50,

100 mg/kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (Indo, 20 mg/kg ip) e morfina



(Mor, 10 mg/kg ip) em ambas as fases do teste de formalina. O envolvimento dos receptores
opidides no efeito antinociceptivo foi avaliado pela administracdo de naloxona (Nal, 2 mg / kg
i.p.), glibenclamida (bloqueador dos canais K + -ATP, 2 mg/kg, ip), atropina (antagonista
colinérgico muscarinico nao seletivo, 1 mg/kg, i.p.), iombina (blogueador de receptores alfa 2
adrenérgicos pré-sindpticos, 1 mg/kg) e prazosin (bloqueador dos receptores alfa 1-
adrenérgicos, 1 mg/kg), 30 min antes da administracdo das doses do Oleo essencial por via

ARTIGO 2 - AVALIAQAO DA TOXICIDADE ORAL EM DOSES REPETIDAS (28
DIAS) DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton blanchetianus
Figura 1 — Efeito do 6leo essencial de Croton blanchetianus sobre a massa corpérea de
camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento. Os valores representam as
médias £ d.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenca significativa com o grupo controle machos
(p<0,05); (b) indica diferenca significativa com o grupo controle fémeas (p<0,05) ............... 66
Figura 2 — Efeito do 0leo essencial de Croton blanchetianus sobre o consumo de agua e racdo
de camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento. Os valores representam as
médias £ d.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenca significativa com o grupo controle machos
(SR 01 ISR PRPR 67
Figura 3 — Efeito do 6leo essencial de Croton blanchetianus sobre a temperatura retal de
camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento. Os valores representam as
médias = d.p.m. (n = 5/grupo). p<0,05 em comparacdo com o grupo controle........................ 69
Figura 4: Fotomicrografias representativas dos figados, rins e bago de camundongos machos
e fémeas do grupo controle salina ou grupos tratados com dleo essencial de folhas de C.
blanchetianus por 28 dias, na dose de 500 mg/kg por administracdo oral. Figados: a veia
centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e tabulos
contorcidos. Bago: os linfonodos (Nd). AmMPliagao: 400 X........cccceeeeveeriererenieneniese s 71
Figura 5 — Efeito do 0leo essencial de Croton blanchetianus sobre o indice glicémico de
camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento. Os valores representam as
médias + d.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenga significativa com o grupo controle machos

(p<0,05); (b) indica diferenca significativa com o grupo controle fémeas (p<0,05) ............... 72



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1 - OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton blanchetianus Baill NAO
APRESENTA TOXICIDADE ORAL AGUDA, TEM ACAO ANTIGENOTOXICAE
REDUZ A NOCICEPQAO NEUROGENICA E INFLAMATORIA EM CAMUNDONGOS
Tabela 1 — Caracterizacdo quimica do dleo essencial de folhas de Croton blanchetianus por
Cromatografia GASOSA.......ueiveeireeieiieriieie s e ste e e e e st et e e e e e sseesteeseesreesteassesseesreaneeaneearaeneeas 37
Tabela 2 — Avaliacdo do consumo de racdo, dgua e ganho de peso dos animais do controle ou

tratados por 14 dias com o dleo essencial de folhas de Croton blanchetianus por via

Tabela 3 — Parametros bioquimicos do sangue de camundongos controle e tratados por 14 dias
com Gleo essencial folhas de Croton blanchetianus por via oral...........ccccccovvveiicvciiciienn, 40
Tabela 4 — Parametros hematol6gicos de camundongos de controle e tratados por 14 dias com
0 Oleo essencial de folhas de Croton blancetianus por administracdo oral na dose de 2000

Tabela 5 — Avaliacdo da genotoxicidade in vivo do 6leo essencial das folhas de Croton
blanchetianus (administracdo oral) ou doxorrubicina de controle positivo (DXR, i.p.) pela
determinacdo do numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula
0SS€2 € CAMUNAONGOS. ... e.vereetiieeeieete st reeie it ese ettt este e e e e sesbe e e seebe e eseebesbe e eneeresbe e eneete e 43
Tabela 6 — Avaliacdo da antigenotoxicidade in vivo do 6leo essencial das folhas de Croton
blanchetianus (administracdo oral) ou doxorrubicina de controle positivo (DXR, i.p.) pela
determinacdo do numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula
0SS€a € CAMUNAONGOS. ... e.vereetieteteieete et eeie ettt st st et e st e ee e s te st eseetesee e ebesbe e eneereabeseeneaee e 44

ARTIGO 2 - AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL EM DOSES REPETIDAS (28
DIAS) DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton blanchetianus
Tabela 1 — Parametros bioquimicos do grupo controle e dos grupos tratados de machos e
fémeas com administracdo oral de 28 dias com o Oleo essencial de folhas de Croton
blanchetianus na dose de 500 MQ/KG.....ccviiiieiieiiie e 68
Tabela 2 — Pardmetros hematologicos de camundongos de machos e fémeas dos grupos
controle e tratados por 28 dias com o 0leo essencial de folhas de Croton blancetianus por

administracdo oral na dose de 500 MG/KG.......cooeririiriiiieiieeee e 70



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.6.1
3.6.2

4.1

4.2

SUMARIO

INTRODUGAO . .......oooiiiiieeeeee ettt ettt
(@] = = 1Y@ 1 TSRO
OBUIETIVO GERAL. ..ottt ettt en st en st
OBJETIVOS ESPECIFICOS......cooieieeeeteeeeeeeeetee e
FUNDAMENTAGCAO TEORICA........coiieeeeeeeee s
CONTEXTO HISTORICO DAS PLANTAS MEDICINAIS.......ccoovvvrrenn.
AVALIACAO DA TOXICIDADE..........coiiieieeirsieeseesereses s
GENOTOXICIDADE.........cooiiiieisiieetee e es e esis s snesnens
DOR E ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA......c.ooieieeeeeeeeeeeee s
OLEOS ESSENCIAIS.......cooveveieeveteeeteeeeseesesesssssesasses s s sssensessassssense s
FAMILIA EUPNOIDIACEAE. ..........cveveeececeeeee et
1= LT ol O o] (0] o PSSO RRROPRRRPRI
Croton blanchetianus Baill.............c.ccoooiiiiiiiiic e
RESULTADOS. ......oiiiiieieeeieiees ettt es st en s enssas s ss s
ARTIGO 1 — OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton blanchetianus
Baill. MELHORA A NOCICEPCAO VIA RECEPTOR OPIOIDE SEM
TOXICIDADE ORAL EM CAMUNDONGOS..........covveiieesieiieseerssesienesines
ARTIGO 2 - AVALIACAO DA TOXICIDADE ORAL EM DOSES
REPETIDAS (28 DIAS) DE OLEO ESSENCIAL DE FOLHAS DE Croton
DIANCRELIANUS.... ..o e nes
CONCLUSOES. ..o oottt
REFERENCIAS. ...ttt n st en st



13

1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais com o proposito de profilaxia e tratamento de
enfermidades advém desde os primordios da humanidade. A fitoterapia € uma das formas
mais antigas de cuidado a saude, ja que na Pré-Historia os humanos ja distinguiam as plantas
com efeitos benéficos daquelas que ndo possuiam atividade farmacoldgica ou eram toxicas
(HARDY, 2021). Existem evidéncias de povos de origem europeia e mediterranea que faziam
uso de plantas medicinais ha mais de 4000 anos. Romanos, egipcios, africanos e indigenas
usavam ervas em rituais de cura, enquanto a medicina chinesa desenvolveu sistemas médicos
tradicionais nos quais as plantas eram utilizadas de maneira sisteméatica (RASOOL et al,
2020).

Atualmente estima-se que mais de 80% da populacdo mundial faz uso de fitoterapicos,
que sdo definidos como produtos obtidos de matéria-prima ativa vegetal. O aumento na
procura por medicamentos de origem vegetal pode ser explicado pela aceitabilidade cultural,
o facil acesso, a disponibilidade, a eficacia e a seguranca, ja que a probabilidade em gerar
efeitos adversos é menor quando comparado aos medicamentos de origem sintética (BRASIL,
2014; MIRALDI; BAINI, 2019; SOHANI, 2021). Os fitoterdpicos podem ser utilizados no
tratamento de disturbios gastrintestinais, processos inflamatérios, infeccGes e na dor cronica,
por exemplo (CUBAS; RIBAS, 2021; FAZLY BAZZAZ et al, 2021; GITLEMAN, 2014,
JAHROMI et al, 2021). Apesar de serem de origem vegetal, é desaconselhavel o uso de
medicamentos fitoterapicos de maneira indiscriminada, devido ao potencial em gerar casos de
intoxicagBes agudas ou cronicas (FARZAEI et al, 2020). Por isso, torna-se necessario a
realizacdo de testes pré-clinicos estabelecidos por 6rgdos regulatérios, com o intuito de se
avaliar a seguranca de novos compostos, minimizando o risco de efeitos toxicos (AVILA et
al, 2020).

Conhecida popularmente como marmeleiro preto, Croton blanchetianus Baill. € uma
especie pertencente a familia Euphorbiaceae, de origem brasileira e amplamente distribuida
na regido Nordeste, onde ocupa principalmente areas desmatadas (TORRES et al, 2020). Por
possuir grande relevancia regional, ¢ utilizada na alimentacdo humana e na medicina popular.
A infusdo ou o macerado de suas folhas e cascas podem auxiliar no alivio de disturbios
gastrintestinais, dores de cabeca e em doengas reumaticas (MELO et al, 2013). Seu potencial
bioativo tem sido atribuido a presenca majoritaria de metabdlitos secundarios como terpenos,
monoterpenos e sesquiterpenos, biciclogermacreno, (E) -cariofileno, B-felandreno e eucaliptol
(PEREIRA et al, 2020; RODRIGUES et al, 2019; TORRES et al, 2020). Na literatura,
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estudos ratificam o potencial de diterpenos isolados de C. blanchetianus na prevengédo da
formacdo de biofilme por Streptococcus mutans e Streptococcus parasanguinis (SA
FIRMINO et al, 2019). O extrato etandlico da casca teve efeitos eficazes e seletivos contra
Leishmania infantum e Leishmania amazonensis (PEREIRA et al, 2020), enquanto extrato
etandlico de folhas mostrou atividade antioxidante e potencial antinociceptivo (AQUINO et
al, 2017; FREITAS et al, 2020; RODRIGUES et al, 2017).

A dor é, atualmente, uma das principais causas que levam a procura pelos servicos de
salde. Considerada um problema de satde publica, a alta prevaléncia de dor aguda e crénica
afeta de maneira profunda a qualidade de vida do individuo, devido ao impacto negativo nas
atividades diarias de quem convive com esse problema (MILLS; NICOLSON; SMITH, 2019;
SILVA et al, 2017). Atualmente, estima-se que 20,5% da populacdo mundial é acometida pela
dor crénica, o equivalente a aproximadamente 1,6 bilhdo de pessoas (ZELAYA et al, 2020).
Por definicdo, a dor se trata de “uma experiéncia sensitiva e emocional desagradavel
associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesdo tecidual real ou potencial”
(DESANTANA et al, 2020; NATIONAL INSTITUTE OF NEUROLOGICAL DISORDERS
AND STROKES, 2021). A dor pode ser classificada de acordo com a duracdo, sendo de
origem aguda quando surge de maneira repentina ou € de duragdo limitada, devido a lesdes
em tecidos, masculos ou 6rgdos, que pode vir acompanhada de quadros de ansiedade ou
sofrimento emocional. J& a dor crénica esta relacionada a uma doenca de longa duracéo,
podendo durar ou perdurar por mais de 3 meses. Embora possa ser resultado de lesdo tecidual,
é mais atribuida a danos nos nervos (NUGRAHA et al, 2019).

A terapia farmacoldgica consiste no uso de analgésicos nao opioides, como anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) ou paracetamol, para o tratamento de dores leves. Em
casos de dores moderadas, podem ser utilizados opioides fracos (tramadol, codeina) podendo
ser associados a analgésicos ndo-opioides. Em casos de dor severa ou persistente, 0s opioides
potentes (morfina, metadona, oxicodona) sdo usados de maneira associada ou nao a
analgésicos nédo-opioides. Contudo, medicamentos utilizados no tratamento da dor cronica
possuem alta capacidade de gerar efeitos adversos e dependéncia (no caso dos opioides)
(YANG et al, 2020; ZENG et al, 2020). Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo
avaliar o 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus quanto a composicdo quimica,

toxicidade e potencial antinociceptivo em camundongos.



15

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus quanto a composi¢do quimica,
toxicidade aguda e subaguda, genotoxicidade e potencial antigenotdxico e antinociceptivo in

vivo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composic¢do quimica do dleo essencial de folhas de C. blanchetianus
através de cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas;

e Auvaliar a toxicidade aguda do 6leo essencial em camundongos, administrado por
via intraperitoneal e oral, bem como anélises hematol6gica, bioquimica e
histopatoldgica;

e Investigar a toxicidade oral subaguda (28 dias) do Oleo essencial em
camundongos;

¢ Avaliar o potencial hemolitico in vitro do 6leo sobre eritrocitos de camundongo.

e Auvaliar, pelo teste de micronucleo, a genotoxicidade e efeito antigenotdxico in
vivo do 6leo em camundongos.

e Auvaliar a atividade antinociceptiva in vivo do 6leo essencial através dos modelos
de contorcdes abdominais induzidas por &cido acético, teste de formalina e teste de
movimento de cauda.

e Investigar possiveis vias envolvidas nos mecanismos de acdo antinociceptiva.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 CONTEXTO HISTORICO DAS PLANTAS MEDICINAIS

A prética para obtencdo de cura por meio dos vegetais foi uma das primeiras
manifestacbes do homem para entender como a natureza poderia ajudar a minimizar o
sofrimento provocado pelas doencas (MONTEIRO; BRANDELLI, 2017). A utilizacdo de
vegetais para fins terapéuticos é descrita desde 2600 a.C., na antiga Mesopotamia, onde 06leos
de Papaver somniferum, Cedrela fissilis e Commiphora myrrha ja eram utilizados para o
tratamento de resfriados, gripes e infec¢Ges bacterianas. No Egito, por volta de 2000 a.C.,
médicos ja tratavam doencas como causas naturais, sendo assim o0 uso de plantas como
remédios era uma alternativa vidvel para restabelecimento da homeostase (MONTEIRO;
BRANDELLLI, 2017).

No Brasil, o tratamento de doencas teve influéncia direta de povos indigenas, que ao
dispor de amplo conhecimento da biodiversidade, transmitiam 0s conhecimentos para seus
descendentes. Além disso, a vinda de escravos para o0 pais contribuiu de maneira significativa
para a disseminacdo do conhecimento acerca de plantas bioativas, jA& que muitas dessas
plantas eram utilizadas em rituais religiosos. Logo, muito do entendimento dos produtos
naturais ocorreu de maneira empirica e através do conhecimento popular (CHABALALA et
al, 2021).

Desta forma, o uso de plantas medicinais compbs a base da medicina tradicional
(SUNTAR, 2020). Atualmente, o conhecimento sobre o uso e a eficacia das plantas desperta o
interesse de pesquisadores de diversas areas de conhecimento em elucidar os possiveis
mecanismos de acdo e encontrar novas opg¢des de tratamento (FITZGERALD; HEINRICH,;
BOOKER, 2019). Mesmo com o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos, varios paises
ainda utilizam as plantas medicinais como uma alternativa vidvel e de baixo custo no
tratamento de doencas, sendo o mercado de fitoterapicos visto com bons olhos pela
comunidade cientifica, pelas industrias farmacéuticas e, principalmente, pela populacdo que
consome esses produtos (CHE et al, 2017) .

Os produtos naturais tém desempenhado importante papel no fornecimento de novos
compostos terapéuticos. Estudos apontam para o enorme impacto das plantas medicinais no
tratamento de doengas como infecgdes, cancer e em quadros de dor cronica (ATANASOV et
al, 2021; FOROUZANFAR; HOSSEINZADEH, 2018). Isso reflete no interesse nessa classe

de medicamentos, que aumentou significativamente em todo o mundo, principalmente por
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paises europeus e nos Estados Unidos (SUNTAR, 2020). Atualmente, estima-se que 80% da
populacdo mundial é dependente de alguma forma da medicina tradicional. Foi estimado que
0 mercado global de fitoterapicos geriu em torno de US$ 83 bilhdes em 2019, podendo chegar
a US$ 550 bilhdes, a uma taxa de crescimento anual composta de 18,9% em 2030
(insightSLICE, 2021; RODRIGUEZ et al, 2018).

3.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE

A partir do momento em que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reconheceu os fitoterapicos como medicamento, tornou-se necessario a criacdo de normas que
fornecam parametros de qualidade, eficacia e seguranca ao consumidor. Para isso, sdo
realizados inicialmente estudos toxicoldgicos pré-clinicos em animais de laborat6rio, com o
intuito de fornecer todas as informacgdes necessarias acerca de possiveis efeitos toxicos que o
medicamento possa vir causar a saude humana (BRASIL, 2014).

Uma forma inicial de avaliar o grau de toxicidade aguda de um produto é através da
avaliacdo citotoxica in vitro. Apesar de ndo serem considerados como parametros de
seguranga completos, os ensaios de citotoxicidade in vitro podem servir de suporte na
determinacdo de uma dose inicial para avaliagdo posterior da toxicidade in vivo. Além disso,
os resultados desses testes podem fornecer informacGes pertinentes sobre 0s mecanismos de
acao de moléculas extraidas de plantas medicinais. Ensaios de morte celular, proliferacédo
celular, liberacdo de enzimas especificas, formacdo de coldnias e atividade hemolitica podem
ser utilizados para avaliar o potencial citotoxico in vitro (AYDIN; AKTAY; YESILADA,
2016).

A utilizacdo do modelo eritrocitario (atividade hemolitica) é o teste mais comum de
triagem toxicoldgica utilizada para avaliacdo de drogas e tem por objetivo indicar uma
possivel toxicidade a nivel de membrana plasmatica (ALENCAR et al, 2015; GRECO et al,
2020). Uma vantagem desse ensaio é a facil obtencdo do sangue, bem como a facilidade de
separagdo dos componentes sanguineos (GRECO et al, 2020). Além do mais, a membrana de
eritrocitos possui semelhangas com outras membranas celulares. Em contato com o eritrécito,
0s compostos podem promover alteracfes na permeabilidade da membrana da hemécia,
ocasionando a lise da bicamada lipidica. O grau de hemolise esta relacionado a concentracéo e
poténcia do composto (YANG; HINNER, 2015).

Apos a realizagdo dos testes in vitro, os estudos in vivo devem se iniciar com a

determinacdo da dose letal 50 (DLsp), que indica a dose necessaria para matar 50% dos
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animais testados em um determinado intervalo de tempo (COLERANGLE, 2017; DE JESUS
et al, 2021). Um dos ensaios realizados € o de teste de toxicidade aguda, que também tem por
objetivo fornecer informacdes de possiveis efeitos adversos que possam ocorrer ao animal
apos a administracdo de uma unica dose do material estudado, em um curto periodo, por uma
via previamente determinada. A substancia é administrada uma Unica vez em dosagem
preestabelecida pelos protocolos recomendados, sendo avaliadas, por 14 dias, as respostas
comportamentais, possiveis efeitos adversos e mortalidade, sempre em comparagdo com um
grupo controle (ndo-tratado). Esse teste serve de base para o ensaio de doses repetidas
(KIFAYATULLAH et al, 2015; SAGANUWAN, 2017).

O teste de toxicidade de doses repetidas avalia como o organismo se comporta quando
submetido a efeitos toxicologicos gerais decorrentes da administracdo de doses diarias em
curto espaco de tempo. Para isso, sdo realizadas administracBes da substancia em dias
consecutivos, durante 28 dias. A duracdo do periodo de observacdo ap6s administragdo do
ultimo tratamento é de 14 dias e serve para avaliar o carater reversivel ou irreversivel de
efeitos toxicos observados. Os resultados deste estudo sdo interpretados em razdo dos efeitos
toxicos observados e daqueles obtidos em necropsia (realizada nos animais que morrem no
decorrer do experimento). O acompanhamento do ndmero de ébitos (nimero a esquerda)
indica o nivel de seguranca que o material em estudo possui. Numa escala de 1 a 5, quanto
maior a categoria, menor a capacidade do produto em gerar danos, ja que € necessario um
aumento de dose relevante para que se observe efeitos adversos (Figura 1) (ECHA, 2016;
OECD, 2018).
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Figura 1 — Metodologia de teste a partir de uma dose inicial de 2000 mg/kg de peso corporal.
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Fonte: OECD, 2018.

Sendo assim, os 6rgdos regulatorios recomendam os testes de toxicidade in vitro e in
vitro para validar a terapéutica, otimizar a seguranca e prevenir reacGes adversas quanto ao
uso de medicina complementar ou alternativa (AYDIN; AKTAY; YESILADA, 2016;
VALLE, 2018).

3.3 GENOTOXICIDADE

Além dos efeitos toxicoldgicos sistémicos, € importante avaliar a capacidade das
plantas medicinais em induzir danos genéticos. A genotoxicidade refere-se a capacidade de
xenobiodticos em danificar a informacdo genética, provocando alteragdes como quebras
cromossémicas, erros durante a replicacdo, reparo e recombinacdo do DNA, podendo
acarretar em mutacOes graves (REN et al, 2017). Os estudos de genotoxicidade s&o
obrigatorios para todo candidato a medicamento. Portanto, avaliar a atividade genotoxica de
plantas medicinais é de extrema importancia como uma das etapas de toxicidade, visando
proporcionar seguranca ao usudrio. Caso o candidato a farmaco obtenha resultados
considerados mutagénicos ou genotdxicos, 0s ensaios subsequentes, como estudos clinicos,
sdo prontamente descartados (SILVA et al, 2020).

A vantagem em se realizar os testes de genotoxicidade in vivo se da pela participacao

do metabolismo do animal, cujas variaveis ndo podem ser reproduzidas in vitro. Além disso,
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sdo testes que fornecem dados precisos, de facil visualizacdo, e que consegue simular
condicBes a que o homem esta sujeito, como via de administracdo, duracdo do tratamento e
condigdes nutricionais (HARTWIG et al, 2020; HAYASHI, 2016).

Dentre os testes de avaliacdo genotdxica recomendados por agéncias internacionais e
instituicdes governamentais estdo: avaliagdo da presenca de danos primarios ao DNA, como
quebras de uma ou das duas fitas, teste de mutagdo reversa em cepas bacterianas, teste de
aberracdo cromossdémica em metafase in vitro, ensaio de mutacdo do gene da timidina quinase
(Tk) em linfoma de camundongos in vitro ou teste de micronicleo (TMN) em células de
sangue periférico. Esse ultimo pode ser realizado com células tratadas in vitro ou coletadas de
animais expostos ao agente sendo avaliado e € amplamente utilizado na avaliacdo e registro
de possiveis medicamentos, uma vez que os resultados obtidos sdo considerados fortemente
relevantes no contexto humano (HAMEL; ROY; PROUDLOCK, 2016; HAYASHI, 2016;
REGISTRE; PROUDLOCK, 2016; YASUI et al, 2021).

3.4 DOR E ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
International Association for the Study of Pain), a dor pode ser definida como ‘“uma
experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada a
uma lesdo tecidual real ou potencial”. A dor pode persistir por longos periodos de tempo
devido a sinalizacdo do organismo frente ao sistema nervoso (DESANTANA et al, 2020;
NATIONAL INSTITUTE OF NEUROLOGICAL DISORDERS AND STROKES, 2021).

A dor atua frente a estimulos nocivos, de origem interna ou externa, como mecanismo
de sinalizacdo ao organismo, com o intuito de restabelecer a homeostase. Além do carater
fisioldgico, a percepcdo dolorosa é extremamente individual e altamente influenciada por
fatores externos, de forma que problemas que afetam a estabilidade psicologica podem
apresentar relatos de dor mais intensa (SOUZA; BARROS, 2020).

Do ponto de vista temporal, a dor pode ser classificada como aguda ou crbnica. A dor
aguda ou adaptativa decorre da ativacdo das vias nociceptivas em resposta a uma situacao
especifica, autolimitada e bem localizada, que geralmente desaparece apds interrup¢do do
estimulo causador (GIACOMELLO et al, 2018). A dor cronica ou ndo-adaptativa é definida
como a dor que persiste ou recorre por mais de 3 meses, ocasionando alteracdes fisioldgicas
cronicas e mudancas no padrdo de transmissdo neuronal e a nivel de receptores. Receptores da

dor ou nociceptores sdo terminagdes nervosas livres presentes no sistema nervoso periferico,
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distribuidos por todos os tecidos e 6rgdos, como camadas superficiais da pele, na parede que
reveste o limen dos 6rgdos, no parénquima de 6rgaos solidos, nas paredes das artérias e veias,
nos 0ssos e articulacdes, cuja funcdo é detectar e transmitir os estimulos dolorosos (HALL,
2017; NUGRAHA et al, 2019; WIDMAIER; RAFF; STRONG, 2017).

De maneira resumida, a dor ocorre quando o estimulo nociceptivo sensibiliza os
nociceptores, ativando-os. A partir dai, € gerado um potencial de acdo que se transmite atraves
do neurbnio aferente (sensitivos) até a medula espinhal, onde o sinal é processado e
transferido para o neur6nio eferente (motor) e em seguida conduzido para regides superiores
do Sistema Nervoso Central (HALL, 2017). O processo inflamatdrio, em resposta a um
trauma ou infecgdes, por exemplo, gera respostas que envolvem a migracdo de células
imunes, participacdo de vasos sanguineos e liberacdo de mediadores moleculares, como
citocinas (TNF-a, lipoxinas, cininas, prostaglandinas, leucotrienos), que sensibilizam
diretamente os nociceptores, ocasionando a resposta dolorosa (Figura 2) (ETIENNE; DIAS
VIEGAS; VIEGAS, 2021).

Além das classificacbes citadas anteriormente, a dor pode ser subdivida em dor de
origem central e dor periférica. Na dor central, ocorre uma sensibilizacdo com consequente
modificagdo no estado funcional dos neurénios e de todas as vias envolvidas na nocicepcao,
ocasionada principalmente por uma hiper excitabilidade da membrana. A dor de carater
central acomete quadros de dor neuropatica, inflamatdéria, bem como pacientes com
fibromialgia. J& a dor periférica ocorre ap6s a lesdo de nervos periféricos, que pode vir
acompanhada de lesdo tecidual ou processo inflamatério. Nela, é observada a reducdo do
limiar com aumento da resposta das fibras nervosas sensoriais periférica, ocasionada por
estimulos externos. A liberacdo de mediadores quimicos inflamatdrios, como prostaglandinas,
bradicinina e histamina pode ativar e sensibilizar os neurénios sensoriais periféricos,
originando a sensibilizacdo periférica, que juntamente com a sensibilizacdo central, produzem
a dor neuropatica e inflamatéria (ASHMAWI; FREIRE, 2016; GRECO et al, 2020; KOCOT-
KEPSKA et al, 2021).

Dentre 0s primeiros testes pré-clinicos in vivo para avaliacdo de atividade
antinociceptiva esta o teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético, que é usado
como ferramenta de triagem para avaliar compostos analgésicos ou anti-inflamatorios. Nesse
teste, 0 &cido acético induz a dor de origem periférica em camundongos. Isso acontece devido
a ativacdo de nociceptores viscerais e somaticos presentes em todos o peritdnio, produzindo
uma inflamag&o peritoneal. Esse quadro inflamatorio se da mediante a liberacdo de citocinas

presentes em macrofagos residentes e mastocitos, como TNF-a, IL-1f e IL-8. Logo, a
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inflamacdo ocorre nos 6rgdos subdiafragméticos e paredes musculares subcutaneas (YIN et
al, 2016). No bioensaio, a atividade antinociceptiva é avaliada através da diminuicdo da

frequéncia que o animal contrai a musculatura abdominal (CARLINI; MENDES, 2011).

Figura 2 — Neurofisiologia da Dor.
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Fonte: Disponivel em: anestesiologiausp.com.br. Acesso em: 18 dez. 2021.

De carater mais especifico, o teste de formalina é utilizado na pesquisa devido a
semelhanca entre seus mecanismos e a dor clinica subjacente em humanos, ja que o animal
responde a um processo bifasico da dor. Imediatamente apds a administracdo do agente
flogistico, o animal responde por meio de dor moderada oriunda do dano tecidual (LOPES et
al, 2019; MASOCHA et al, 2016). Essa dor neurogénica, ou fase 1, é caracterizada pela
ativacdo direta de nociceptores aferentes primarios como, por exemplo, fibras sensoriais do
tipo C. Apos cerca de 15 minutos, se inicia a fase 2, correspondendo a dor inflamatdria,
representada pela liberacdo de mediadores quimicos inflamatérios como bradicinina e
prostaglandinas (REYNQOSO et al, 2013).

Um outro teste avalia a dor neuropética causada por estimulo térmico: o teste de
retirada de cauda. Nele, é aplicado o estimulo de calor (dgua quente) e o tempo em que 0
animal leva para retirar a cauda é registrado. O ato de sacudir a cauda ocorre devido a reflexos
espinhais apresentados por animais espinalizados, porém a laténcia desse movimento se da
por parte do tronco cerebral (CARLINI; MENDES, 2011).



23

Na literatura, € possivel encontrar estudos que corroboram com a ideia de que plantas
medicinais podem ser utilizados como uma alternativa viavel no manejo da dor. Espécies
como Inula britannica, Stevia serrata, Psidium brownianum, Choisya ternata, Cannabis
sativa, Agastache mexicana, Siparuna guianensis e Croton blanchetianus demonstraram
potencial antinociceptivo e podem auxiliar no tratamento da dor (ADRIANA ESTRELLA et
al, 2021; CONEGUNDES et al, 2021; CORDEIRO et al, 2020; DONALD et al, 2021;
FREITAS et al, 2020; MENEZES et al, 2021; ZAREI; MOHAMMADI; KOMAKI, 2018).

3.5 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas medicinais possuem compostos bioativos que tem como objetivo a protecédo
do vegetal ao estresse provocado por agentes bidticos e abidticos. Os metabdlitos secundarios
sdo biomoléculas de baixo peso molecular que, apesar de ndo serem essenciais para a
sobrevivéncia do vegetal, auxiliam no processo de protecdo e adaptagdo ao meio ambiente
(ISAH, 2019; XIANG et al, 2019). Nas plantas, os compostos quimicos resultantes dos
processos da fotossintese como a glicolise, sdo utilizados para a sintese de intermediarios
biossintéticos, sendo a acetil coenzima A (acetilCoA) e os &cidos chiquimico e mevaldnico os
metabdlitos com maior importancia, que ddo origem, por exemplo, a terpenoides e
fenilpropanoides, respectivamente (Figura 3) (BOCHKOV et al, 2012; SHI; TU, 2015). Na
medicina moderna, algumas plantas ou seus subprodutos fornecem compostos, como extratos
e 6leos essenciais, para a producdo de medicamentos que atuam no tratamento de infeccBes e
outras variedades de doencas (BOY et al, 2018; IVANOVA et al, 2016).

A Organizacdo Internacional de Padronizacdo (do inglés, I1SO) define 6leos essenciais
(OE) como misturas complexas de substdncias com alto grau de volatilidade,
lipossolubilidade, de carater odorifero e consisténcia liquida a temperatura ambiente, que
podem ser obtidas por destilacdo com agua, vapor ou processamento mecanico de cascas
citricas. Também chamados de 6leos etéreos ou esséncias, se diferenciam de 6leos fixos por
sua facilidade em passar do estado liquido para o gasoso, conferindo aromas agradaveis e
intensos (MATI; NAT, 2013; SIMOES et al, 2016).

Devido a capacidade de rapida evaporacdo, o0s Oleos essenciais possuem baixa
estabilidade, podendo ter suas caracteristicas fisico-quimicas modificadas, principalmente
quando expostos a variacdes de umidade, luz e calor (SIMOES et al, 2016). No vegetal, sua
producdo e estocagem podem se dar em 6rgdos como raizes, rizomas, casca ou madeira dos

caules, folhas, flores, frutos ou sementes. Nos tricomas, o0 6leo essencial se encontra estocado,
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cuja liberacdo se da apds rompimento natural dessas estruturas epidérmicas. Embora o
armazenamento possa ocorrer em todas as partes de uma mesma planta, sua composicéo varia
de acordo com a localizagdo em que se encontra (WOLFFENBUTTEL, 2019).

A extracdo de 6Oleos essenciais pode se dar por varias técnicas que busquem obter o
maximo de metabolitos secundarios e sua preservacdo, como por exemplo a destilagcdo por
arraste a vapor, hidrodestilacdo, enfloracdo, CO, supercritico e prensagem a frio. O tipo de
extracdo a ser utilizado depende da matéria-prima e do tipo de 6leo essencial que se deseja
obter, além de propriedades fisico-quimicas como solubilidade, volatilidade e temperatura de
ebulicdo (MOLLAEI et al, 2019; OKTAVIANAWATI et al, 2019; QUEZADA-MORENO et
al, 2019; SOJIC et al, 2019; YI et al, 2018). A escolha adequada da técnica pode propiciar

uma maior quantidade de compostos extraidos.

Figura 3 — Ciclo biossintético dos metabdlitos secundarios.
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al (2016).

A grande maioria dos 6leos essenciais é constituida de derivados fenilpropanoides
(formados a partir do &cido chiquimico) e predominantemente terpenoides e compostos

terpénicos, como monoterpenos (unidades de isopreno com 10 carbonos) e sesquiterpenos
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(trés unidades de isopreno com 15 carbonos) (WOLFFENBUTTEL, 2019). As propriedades
farmacoldgicas atribuidas aos Oleos essenciais sdo inumeras, dentre elas: atividades anti-
inflamatdria, antinociceptiva, anticancer, antimicrobiana, antiespasmodica, antiparasitaria,
antifngica e antioxidante (ISLAM et al, 2020; LIMA et al, 2020a; MICUCCI et al, 2020;
OLIVEIRA DE VERAS et al, 2020; REZGUI et al, 2020; SANTOS et al, 2021; SUGIER et
al, 2019).

3.6 FAMILIA Euphorbiaceae

A familia Euphorbiaceae é uma das maiores e com maior diversidade das
angiospermas, compreendendo aproximadamente 300 géneros e 8000 espécies. Sua
distribuicdo geografica se da predominantemente em areas de clima tropical e subtropical,
com suas espécies presentes principalmente nos continentes africano e americano (LI et al,
2019; RAMALHO et al, 2018). Devido as suas capacidades de se adaptar a diferentes
condicdes climaticas, € possivel encontrar espécies da familia Euphorbiaceae em condicdes
deseérticas. O habito dessas plantas pode ser sob a forma de ervas daninhas que crescem rente
ao solo, arbustos perenes, cip0s trepadeiras e até mesmo arvores de grande porte presentes em
florestas tropicais (MWINE; VAN DAMME, 2011).

Os aspectos morfolégicos da familia foram descritos por Judd et al (2009) como:
presenca ou auséncia de latex, folhas geralmente alternas, simples ou lobadas, ocasionalmente
compostas, inflorescéncia cimosa, racemosa, espiciforme ou pseudantial. As flores se
apresentam de caracteristicas unissexuais, dispostas em plantas monoicas ou dioicas, com
auséncia ou presenca de pétalas em tamanhos reduzidos, estames que podem variar de dois a
muitos, as vezes dobrados no botéo floral. O ovario é stpero, de distribuicdo 3-4(-5)—locular,
com 1 ovulo por léculo. Os frutos apresentam forma geralmente capsular, 3-5(-5)
mericarpos, e sementes com ou sem caruncula.

Com grande potencial de aproveitamento, as espécies da familia Euphorbiaceae tém
seu uso popular difundido, com utilizacdo para fins ornamentais, alimenticios e medicinais.
No Brasil, num total de 149 espécies descritas, 05 maiores representantes se encontram no
género Croton, com 58 espécies, Euphorbia, que conta com 13, seguido por Jatropha, com 9
especies. Dentre as espécies com potencial etnofarmacoldgico pode-se citar Euphorbia
prostata (quebras-pedras) usada em quadros de calculos renais; Euphorbia hirta (Sete-
sangrias) como agente anti-inflamatério (AITA; MATSUURA; MACHADO, 2009; AL-
SNAFI, 2017; JOSE; TRINDADE; LAMEIRA, 2012); Croton lechleri (sangue de dragio) e
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Jatropha multifida (flor de coral) utilizadas como cicatrizante de feridas e Ulceras géstricas; e
Jatropha gossypiifolia (pinhdo-roxo) no alivio de cefaleias (ALMEIDA-PEREIRA et al,
2019; SOARES; BARBOSA,; SILVA, 2020).

O potencial farmacologico da familia Euphorbiaceae se da pela grande de variedade de
metabolitos secundarios encontrados, que incluem alcaloides, flavonoides, terpenos
(monoterpenos, sesquiterpenos), cumarinas e peptideos ciclicos (CAVALCANTE et al,
2020; KAUR et al, 2017; OLIVEIRA-TINTINO et al, 2018). Essa diversidade farmacologica
reitera o grande potencial de extratos bioativos, 6leos essenciais e compostos puros obtidos de
plantas da familia Euphorbiaceae, que podem ser utilizados como alternativas terapéuticas a
diversos tipos de doengas (SALEHI et al, 2019).

3.6.1 Género Croton

O género Croton, pertencente a tribo Crotoneae, é o segundo maior género da familia
Euphorbiaceae, possuindo cerca de 1200 espécies, que se encontram predominantemente no
continente americano. Na América do Sul, o Brasil compreende grande parte dessas espécies,
aproximadamente 300, sendo 68 delas exclusivas da Caatinga, enquanto as outras distribuem-
se no Cerrado, Amazébnia e Mata Atlantica (BERRY et al, 2005; SILVA et al, 2010;
CORDEIRO et al, 2020). As espécies do género Croton sdo encontradas geralmente na forma
de subarbustos, porém apesar de menos frequente, podem ser encontradas na forma de
arvores. O latex possui aspecto claro ou colorido (RIINA; BERRY; VAN EE, 2009).

Testes de caracterizacdo em extrato hidroalcodlico de partes aéreas de Croton draco
indicaram a presenca de compostos fenolicos, terpenos (sesquiterpenos), alcaloides e
saponinas, metabolitos também presentes em extrato de caule de Croton macrostachyus
(AYZA et al, 2020; MORALES et al, 2020). Nos 0leos essenciais de folhas de Croton
argyrophyllus e Croton heliotropiifolius, foram identificados terpenos (biciclogermacreno, a-
pineno, B-pineno e cariofileno), compostos também presentes em Croton ceanothifolius
(BRITO et al, 2018; ARAUJO et al, 2020). Os 6leos essenciais de folhas e flores de Croton
campestris e Croton kimosorum apontaram a presenca de p-cariofileno, 1,8-cineol e
germacreno D (OLIVEIRA-TINTINO et al, 2018; RABEHAJA et al, 2014).

Estudos prévios mostraram o potencial farmacoldgico dos representantes do género,
como Croton betaceus e Croton lundianus em que as fragdes dos extratos apresentaram
potencial antimicrobiano e antioxidante (ROCHA et al, 2021). Estudo realizado por Lima et

al (2020) mostrou o potencial do dleo essencial das folhas de Croton zehntineri no tratamento
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de dor aguda, assim como os extratos etanolicos das folhas de Croton tetradenius e Croton
pulegiodorus que exibiram atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus (DONALD
et al, 2021). Ja a Croton cassifolius mostrou acdo anti-inflamatéria em modelo de colite
ulcerativa (JIANG; PANDA; GEKARA, 2019), ao mesmo tempo em que atividade anticancer
foi relatada para Croton caudatus, que gerou danos ao DNA de células tumorais
(SUBHASWARAJ et al, 2017). Ao avaliar o efeito cardioprotetor do extrato hidrometanolico
da casca do caule de Croton macrostachyus, Ayza et al (2020) constataram que esta planta
exerceu efeito cardioprotetor, podendo atuar como potencial terapéutico no tratamento de

cardiotoxicidade induzida por ciclofosfamida.

3.6.2 Croton blanchetianus Baill

Croton blanchetianus, conhecida popularmente como “marmeleiro preto” ou
“marmeleiro escuro”, devido a aparéncia enegrecida de seu tronco, podendo ser encontrada
predominantemente em regides de cerrado e Caatinga. No Brasil, é possivel encontra-la nos
estados que compdem o semiarido do nordeste brasileiro como Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (TORRES et al, 2020).

Trata-se de uma planta com caracteristica de arbusto, cujo tamanho pode alcancar até
6 m de altura. Ramoso, com folhas simples, que medem de 10 a 14 cm de comprimento e 5 a
7 cm de largura, de formato elitico-ovaladas, pilosas, providas de estipulas grandes, em
especial nos ramos jovens. Os peciolos apresentam flores com bracteas linear-lanceoladas,
pequenas, esbranquicadas, em espigas terminais. O fruto apresenta capsula de deiscéncia
explosiva, com sementes oleaginosas e brilhantes. A Figura 4 mostra algumas das partes do
vegetal, como a disposicdo das flores e 0 aspecto morfolégico da planta (SANTANA, 2009;
OLIVEIRA e RODRIGUES, 2018).

Além disso, possui aspecto abundante, carater arbustivo, e a capacidade de formar
populacdes densas, devido a seu crescimento acelerado e rapida multiplicacdo. E classificada
como planta semidecidua, em razdo da perda de pelo menos 50% de suas folhas a cada ano
durante o periodo de estiagem; contudo, no periodo de chuvas, imediatamente rebrota e se
desenvolve, formando densa e extensa cobertura vegetal. Devido a essa caracteristica, torna-
se uma alternativa para restauracdo de areas degradadas (MAIA-SILVA et al, 2012; SILVA et
al, 2010).

Utilizada pela populacéo para o tratamento de hemorragias, distirbios gastrintestinais,

reumatismo, vomito e diarreia, Croton blanchetianus tem sido alvo de estudos acerca de seu
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potencial farmacoldgico, sendo possivel encontrar na literatura relatos de atividades
antinociceptiva em extrato etanodlico (FREITAS et al, 2020), anti-inflamatoria (DE
OLIVEIRA et al, 2017), antiparasitaria (MELO et al, 2013), antimicrobiana (LEITE et al,
2017; SA FIRMINO et al, 2019), antioxidante (AQUINO et al, 2017; RODRIGUES et al,
2017), gastroprotetora e miorrelaxante presentes em 6leos essenciais (PINHO-DA-SILVA et
al, 2010).

Espécie rica em metabdlitos secundarios, C. blanchetianus tem os terpenoides como
metabolitos predominantes em Oleos essenciais, principalmente monoterpenos e
sesquisterpenos. Pode-se encontrar também alcaloides, acidos cindmicos, taninos
condensados, flavonoides, saponinas e agucares redutores em extratos etandlicos. (FREITAS
et al, 2020; PEREIRA et al, 2020).

Figura 4 — Croton blanchetianus Baill

Fonte: O autor.



29

4 RESULTADOS
Os resultados estdo apresentados sob a forma de artigos.

4.1 Artigo 1 — Oleo essencial de folhas de Croton blanchetianus Baill ndo apresenta
toxicidade oral aguda, tem acdo antigenotoxica e reduz a nocicep¢do neurogénica e

inflamatdéria em camundongos
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Resumo

Croton blanchetianus Baill., popularmente conhecida como “marmeleiro preto”, ¢ uma planta
endémica do Brasil, sendo encontrada principalmente no Nordeste. O presente trabalho
descreve a caracterizacdo quimica, bem como avaliacdo toxicologica e atividade
antinociceptiva do dleo essencial de folhas de C. blanchetianus. Os constituintes quimicos do
oleo foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM). Atividade hemolitica in vitro foi testada usando sangue de camundongos. A toxicidade
aguda em camundongos foi avaliada pela administracdo de dose unica de 2000 mg/kg por via
oral. O o6leo essencial tambem foi avaliado quanto a genotoxicidade e antigenotoxicidade in
vivo (1000 e 2000 mg/kg) empregando-se o teste de micronucleo. A atividade antinociceptiva
do oleo (25, 50 e 100 mg/kg) foi avaliada através dos testes de contor¢cdo abdominal, da
formalina e de movimento de cauda. A caracterizacdo quimica indicou como componentes
majoritarios a-pineno (21,23%), B-felandreno (13,92%), terpinoleno (13,01%) e germacreno
D (10,89%). O 6leo essencial ndo causou hemdlise. Também ndo se mostrou toxico nem
genotoxico por via oral, ao passo que protegeu células da medula éssea dos animais dos danos

causados pela ciclofosfamida. Foi observada reducdo das contor¢des abdominais (69,43—
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89,41%) e do nuamero de lambidas na primeira (38,77-84,47%) e segunda (59,75-90,74%)
fase no teste de formalina. Nesse ultimo caso, os efeitos foram reduzidos por naloxana e
glibenclamida, indicando acdo via sistema opioide e blogueio de canais de K+. O tempo de
laténcia no teste de movimento de cauda também aumentou de maneira significativa. Em
conclusdo, a ingestdo do 06leo essencial das folhas de C. blanchetianus se mostrou segura pelo
teste de toxicidade aguda e resultou em agdo antinociceptiva.

Palavras-Chaves: Atividade antinociceptiva. Croton blanchetianus. Plantas medicinais.

Toxicidade aguda.

Introducéo

Segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, do inglés
International Association for the Study of Pain), a dor é “uma experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada, ou semelhante aquela associada, a uma lesao tecidual real
ou potencial”. A persisténcia de estimulos lesivos por longos periodos aumentam os sinais de
dor, produzem hipersensibilidade e ocasionam quadros de dor cronica (SANTANA et al,
2020; NATIONAL INSTITUTE OF NEUROLOGICAL DISORDERS AND STROKES,
2021). Atualmente, estima-se que cerca de 20,5% da populacdo mundial é acometida pela dor
crbnica, o que equivale a aproximadamente 1,6 bilhdo de pessoas (ZELAYA et al, 2020).

A farmacoterapia da dor se baseia no uso de analgésicos ndo opioides (dor leve a
moderada) e analgésicos opioides (dor cronica). Os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINEs) e analgésicos adjuvantes, os quais sdo medicamentos que sdo geralmente utilizados
para tratar outros problemas, como convulsdes ou depressao, também podem aliviar a dor.
Entretanto, medicamentos utilizados no tratamento da dor crénica possuem alta capacidade de
gerar efeitos adversos e dependéncia, como no caso de opioides (WANG et al, 2018;
CARBALLO-VILLALOBOS et al, 2018).

As plantas medicinais vém desempenhando um papel importante em estudos
cientificos como ponto de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos que visem
a reducdo de efeitos colaterais e atuem na regulacao da dor (ZAOUALI et al, 2010). Dentre as
espécies com potencial farmacologico, tem-se a Croton blanchetianus Baill. (Euphorbiaceae).
Conhecida popularmente como “marmeleiro preto”, pode ser encontrada no semiarido do
nordeste brasileiro (Caatinga) em regides de Cerrado (MELO et al, 2013). As folhas e cascas

do caule sdo usadas popularmente para tratar distarbios gastrintestinais (OLIVEIRA et al,
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2022), reumatismo (MELO et al, 2013), e dores de cabeca (DANTAS et al, 2022). Rico em
monoterpenos e sesquiterpenos, o 6leo essencial possui potencial antimicrobiano contra
Streptococcus parasanguinis e Streptococcus mutans e sua capacidade antioxidante, o extrato
etanolico de C. blanchetianus vem se mostrando um possivel agente antinociceptivo, alem de
propriedades anti-inflamatoria e analgésica (AQUINO et al, 2017; RODRIGUES et al, 2019;
SA FIRMINO et al, 2019; FREITAS et al, 2020:).

Oleos essenciais (OEs) podem ser definidos como misturas de metabélitos secundarios
que, em condicBes normais, possuem alto grau de lipofilicidade e volatilidade (RIOS, 2016).
Provenientes de material vegetal, podem ser obtidos por técnicas como hidrodestilacéo,
arrasto a vapor e enfloragdo (RIOS, 2016). A maioria dos dleos sdo caracterizados pela
presenca majoritaria de mono e sesquiterpenos, possuindo aplicagdes medicinais devido a
suas propriedades terapéuticas, tais como atividades antimicrobiana (VASCONCELOS;
PAGANINI, 2022), anti inflamatoria (MARTINS et al, 2017), anticancer (DE LIMA et al,
2018) e antinociceptiva (DE OLIVEIRA et al, 2017).

Apesar de serem de origem vegetal, é de fundamental importancia avaliar a seguranca
no uso de Oleos essenciais. Para isso, recomenda-se testes de toxicidade in vitro e in vivo
emitidos por 6rgdos regulatérios, com o intuito de minimizar os relatos de intoxicacles e
efeitos indesejados no uso de plantas medicinais (AYDIN; AKTAY; YESILADA, 2016). Os
candidatos a fitoterapicos sdo submetidos a testes de citotoxicidade in vitro, toxicidade aguda
e de doses repetidas, genotoxicidade, carcinogenicidade, além de testes adicionais como
avaliacdo de toxicidade gastrintestinal, renal, hepatotoxicidade e interacdo medicamentosa
(AYDIN; AKTAY:; YESILADA, 2016).

Nesse contexto, 0 objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade oral aguda e possiveis
efeitos adversos a nivel hematoldgico, bioquimico e histopatolégico, além de atividade

antinociceptiva do 6leo essencial das folhas de Croton blanchetianus em camundongos.
Materiais e métodos
Material vegetal

Folhas de C. blanchetianus foram coletadas no municipio de Santa Terezinha (07° 02'
20" S, 37° 26' 43" W), localizado no nordeste do Brasil, no estado de Pernambuco. Os

espécimes foram identificados e uma exsicata de nimero 93.062 foi preparada e depositada

no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA/PE). O
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estudo foi registrado (no. AEC4F6E) no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado.

Extracéo e caracterizacdo quimica do 6leo essencial

As folhas foram submetidas a hidrodestilacdo durante trés horas num aparelho do tipo
Clevenger e o 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus (OECb) foi estocado em vidro
ambar em temperatura de 5 °C antes de ser submetido a analise quimica e bioensaios. Analise
por cromatografia gasosa (CG) foi realizada para determinar as proporcdes relativas dos
componentes do dleo essencial, em um cromatografo Thermo Trace GC Ultra equipado com
um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar de silica fundida VB-5
(ValcoBond 30 m x 0,25 mm i.d; espessura: 0,25 mm). O nitrogénio foi empregado como gas
transportador a uma taxa de fluxo de 1 L/min e pressdao de entrada de 30 psi. A quantidade
relativa de cada componente foi estimada a partir da &rea de pico correspondente e expressa
como uma porcentagem da &rea total do cromatograma. As analises foram realizadas em
triplicata.

A identificacdo dos compostos presentes no dleo essencial foi realizada por CG
associada a espectrometria de massa (CG-EM). Essas andlises foram realizadas usando um
instrumento quadripolar Agilent série 5975C GC/MSD, equipado com uma coluna capilar de
silica fundida DB-5 ndo polida Agilent J; W (30 m x 0,25 mm: espessura: 0,25 um). Para
cada amostra, injetou-se 1 uL no modo split (50:1). Heélio foi utilizado como um géas
transportador a um fluxo de 1 mL/min, mantido a uma pressdo constante de 7.0 psi.
Temperaturas foram definidas para 230 °C e 150 °C, respectivamente. Os espectros de massa
foram obtidos a 70 eV (no modo EI) com uma velocidade de 1.0 varredura de m/z 35-350. A
identificacdo dos componentes individuais foi realizada em comparacdo com os valores de
indices de retencdo previamente reportados, obtidos por co-inje¢do de amostras de oleo
essencial e um conjunto de hidrocarbonetos lineares C9-C30, e calculados de acordo com a
equacéo de van den Dool e Kratz (1963). Posteriormente, os dados de EM foram combinados
com os dados disponiveis na biblioteca espectral de massa do sistema: MassFinder 4
(consultoria cientifica Dr. Hochmuth, Hamburgo, Alemanha); Biblioteca Espectral de Massa
NISTO8 (ChemSW Inc. Fairfield, CA, EUA); Wiley Registry™ da Relacdo Espectral de
Massa, 9% edicdo (Wiley, Hoboken, NJ, EUA) e com outros dados espectrais de massa

publicados (Adams, 2009). As analises foram realizadas em triplicata.
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Experimentos in vivo

Foram utilizados camundongos Swiss machos e fémeas com 50 dias de idade e
pesando entre 30-35g, provenientes do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami e
ambientados por 5 dias no Laboratério de Experimentacdo Animal do Departamento de
Bioguimica, ambos da Universidade Federal de Pernambuco, mantidos sob condigdes
controladas de temperatura (22 + 2 °C), ciclo claro-escuro de 12h e acesso a agua e comida ad
libitum. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (n° 0092/2019).

Ensaio de atividade hemolitica

A avaliagdo da atividade hemolitica do OECb foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Costa et al (2020). O sangue foi obtido de camundongos através da
técnica de puncdo cardiaca, sendo o material armazenado em tubos de ensaio contendo acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) e submetido a centrifugacdo (3000 rpm por 10 min). Em
seguida, homogeneizou-se o pellet celular com solucdo salina (NaCl 0,9%) para se obter uma
suspensdo a 2% (v/v). SolucBes do 6leo foram adicionadas em placas de 96 pogos e incubadas
com a suspensao de eritrocitos por 60 min a 28°C. As concentracdes finais do éleo nos pocos
variaram de 0,250 a 10,0 mg/mL e os ensaios foram realizados em triplicata. Passado o tempo
de incubacdo, o processo de centrifugacdo foi repetido, sendo utilizado o sobrenadante para
analise da absorbancia a 680 nm, com o objetivo de quantificar a quantidade de hemoblobina
liberada. O controle positivo utilizado no bioensaio foi o Triton X-100 (100% de hemolise).

Toxicidade aguda

A toxicidade aguda do OECb foi avaliada de acordo com as diretrizes da Organizacao
para Cooperagdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD, 2001). Os camundongos foram
divididos em grupos de 3 animais. Os grupos tratados receberam o dleo essencial (2000
mg/kg p.c.) por via intraperitoneal (i.p.) ou por via oral (v.0.), enquanto os grupos controles
receberam solucdo salina (NaCl 0,9%) i.p. ou v.0. Respostas comportamentais dos
camundongos correlacionadas a possiveis atividades depressivas ou estimulantes foram
observados durante 60 min apds a administracdo da dose e diariamente por 14 dias. Durante

todo o periodo, foram analisados massa corporea, ingestdo de racdo e dgua. Ao final dos 14
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dias, os animais foram sacrificados, sendo feita a coleta de sangue por punc¢do cardiaca, e
armazenado em tubos sem anticoagulante e contendo EDTA  (acido
etilenodiaminotetraacético). O material biologico (figado, rins e baco) foi retirado para analise
histopatoldgica.

Com auxilio de microscospia de luz e analisador automatico (Animal Blood Counter:
ABC Vet, Montpellier, France), foram avaliados pardmetros da série vermelha como:
quantitativo de eritrécitos e hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular médio (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular médio
(CHCM). Além disso, foi analisado série branca. A andlise bioquimica avaliou niveis de
albumina, transaminases (alanina aminotransferase — ALT ; aspartato aminotransferase —
AST), proteinas totais, fosfatase alcalina, gama glutil transferase (GGT), creatinina, colesterol
total e triglicerideos. Os kits utilizados foi o Labtest Diagnostic (Lagoa Santa, Brasil) e um

analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basileia, Suiga).

Avaliacao de genotoxicidade

Para analise de possiveis danos genéticos induzidos pelo OECb, foi realizado o teste
de microndcleo (MN) em amostra de medula 6ssea de camundongos Swiss. Para isso, 0S
animais foram distribuidos uniformemente e de maneira aleatéria em trés grupos
experimentais (n = 10 por grupo). O grupo tratado recebeu o OECb (1000 e 2000 mg/kg,
v.0.), enquanto o grupo controle positivo recebeu ciclofosfamida (40 mg/kg i.p.) e o controle
negativo recebeu por solucéo salina v.o.

Cinco animais de cada grupo foram sacrificados 24 h ap6s o tratamento e os outros 5
sacrificados nas 24 h subsequentes. A coleta da medula dssea do fémur foi realizada com
solucdo salina (2 mL) e o material foi submetido a centrifugacdo (7 min). Apds o tempo
estimado, 10 pL de medula 6ssea foram adicionados em laminas e acrescidos de corante
laranja de acridina para analise de micronucleos com auxilio de microscopio de fluorescéncia.
O quantitativo de 2000 eritrocitos policromaticos por lamina foi investigado para avaliar o
namero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE), assim como a razdo entre

eritrocitos policrométicos (PCE) e normocromaticos (NCE).

Ensaio de antigenotoxicidade

Para analise da antigenotoxicidade, os animais foram separados em grupos (n =10 por
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grupo) que foram tratados com OECb (1000 e 2000 mg/kg, v.0.) ou solucgdo salina v.o.
(controle positivo) e, apds 1 h, receberam ciclofosfamida (80 mg/kg i.p.). Controles negativos
corresponderam a grupos de animais que receberam OECb nas duas doses e ndo receberam a
injecdo de ciclofosfamida. O teste de micronucleo foi realizado como descrito anteriormente.
O efeito antigenotdxico (% de reducdo) foi avaliado segundo Waters et al (1990) através da

equacéo:

. CP—-T
% redugdo = mxlOO

Onde CP, T e CN correspondem ao nimero médio de células micronucleadas no
controle positivo, tratamento (OECDb) e controle negativo, respectivamente.

Avaliacdo de atividade antinociceptiva
Teste de contor¢cdo abdominal

Os animais foram divididos em 5 animais por grupo, que receberam OECb por via oral
(25, 50 e 100 mg/kg), solucdo salina v.o. (controle negativo), morfina (5 mg/kg i.p.) ou
indometacina (20 mg/kg i.p.) 1 h antes da administracdo, por via intraperitoneal, de &cido
acetico a 0,8% (v/v) em solucdo salina. Para analise da nocicepcdo, foram contados 0 nimero

de contorcBes abdominais durante 20 min.
Teste da formalina

Os grupos tratados receberam por via oral 0 OECb (25, 50 e 100 mg/kg), enquanto o
grupo controle negativo recebeu solucédo salina (v.0.), morfina (5 mg/kg i.p.) ou indometacina
(20 mg/kg i.p.) como controles positivo. Apos 30 min, administrou-se a formalina (2,5%, v/v)
na regido subplantar da pata traseira direita de camundongos. A resposta nociceptiva foi
avaliada determinando-se o tempo (em segundos) de cada lambida da pata durante 0s 5 min
iniciais (fase neurogénica) e durante intervalo de tempo entre 15 e 30 min apds a injecdo da

formalina (fase inflamatdria).
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Teste de movimento de cauda

Para o teste térmico de movimento (retirada) de cauda, foi inicialmente realizada uma
pré-selecdo dos animais. Para isso, as caudas foram imersas em agua morna (55 + 1 °C) e 0s
camundongos que removeram suas caudas em menos de 5 s foram selecionados para 0 ensaio.
Apos a triagem, os animais foram distribuidos em 5 animais por grupo, que receberam OECb
(25, 50 e 100 mg/kg v.0.), solucdo salina v.o. (controle negativo) ou morfina 10 mg/kg i.p.
(controle positivo). O periodo de laténcia (tempo requerido para cada camundongo remover a
cauda) foi determinado 0, 30, 60 e 120 min ap6s a administracdo dos tratamentos. Um periodo
de laténcia de 20 s foi considerado analgesia completa e a cauda foi retirada para evitar lesdes.

Investigacdo de mecanismos de atividade antinociceptiva

Os camundongos foram pré-tratados com solucdo salina (controle), naloxona
(antagonista opioide, 1,5 mg/kg, i.p.), glibenclamida (bloqueador dos canais K*-ATP, 2
mg/kg, i.p.), atropina (antagonista colinérgico muscarinico ndo seletivo, 1 mg/kg, i.p.),
iombina (bloqueador de receptores alfa-2-adrenérgicos pré-sinapticos) e prasozina
(bloqueador de receptores alfa-1-adrenérgico pds-sinaptico) 30 min antes da administracdo da
dose do 6leo essencial (100 mg/kg) por via oral. Ap6s 60 minutos, os animais foram

submetidos ao teste de formalina.

Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versdo 8.0 e expressos em
valores médios com desvio padrdo (+ DP). As diferencas estatisticamente significantes foram
calculadas usando a andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni ou Dunnett’s (quando necessario). Os valores foram considerados
significativamente diferentes quando p <0,05 para avaliacdo da toxicidade e p <0,001 para os

testes de atividade antinociceptiva.

Resultados e discussao

Um total de 24 compostos foram identificados no 6leo essencial das folhas de C.

blanchetianus, sendo a classe dos terpenos predominante, com presenca majoritaria de mono
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e sesquiterpenos. A Tabela 1 mostra os compostos do 6leo essencial, seu indice de retencdo e
os valores médios do teor (%) de cada um. Os principais compostos encontrados foram o a-
pineno (21,23%), B-felandreno (13,92%), terpinoleno (13,01%) e germacreno D (10,89%).

Tabela 1 — Composicdo quimica do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus.

Oleo essencial de folhas de Croton blanchetianus

Indice de retencéo

Composto? Calculado® Literatura® % D.P.
a-tujeno 924 924 1,19 0,01
a-pineno 932 931 21,23 0,08
Canfeno 946 945 0,33 0,01
Sabineno 969 971 3,24 0,03
B-pineno 974 973 1,61 0,02
Mirceno 988 990 1,67 0,01
a-felandreno 1002 1002 3,12 0,02
a-terpineno 1014 1015 1,27 0,02
p-pineno 1020 1023 0,63 0,01
p-felandreno 1025 1027 13,92 0,03
1,8-cineol 1026 1029 6,4 0,05
y-terpineno 1054 1057 1,83 0,02
Terpinoleno 1086 1087 13,01 0,07
a-copaeno 1374 1376 0,41 0,01
B-elemeno 1389 1392 1,21 0,02
(E)-cariofileno 1417 1420 6,06 0,03
Aromadendreno 1439 1441 2,56 0,02
a-humuleno 1452 1454 0,94 0,01
Allo-aromadendreno 1458 1462 0,82 0,01
y-muuruleno 1478 1477 0,48 0,01
Germacreno D 1480 1482 2,64 0,03
Biciclogermacreno 1500 1498 10,89 0,04
d-cadineno 1522 1524 0,93 0,01
Espatulenol 1577 1580 1,45 0,02
97,84

Fonte: O autor.
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Os compostos encontrados neste trabalho corroboram com estudos presentes na
literatura para espécies de Croton que mostram os terpenoides como 0s principais compostos
presentes em Oleos de plantas desse género (OLIVEIRA et al, 2018). Rodrigues et al (2019)
também identificaram a presenca predominante de monoterpenos e sesquiterpenos em 6leo
essencial das folhas de C. blanchetianus. Contudo, 0s compostos majoritarios presentes no
6leo essencial foram o cedrol, eucaliptol e o a-pineno, que divergem dos encontrados no
presente estudo. Os 0Oleos essenciais de folhas de Croton limae e Croton tetradenius também
apresentaram a-pineno e PB-cariofileno em sua constituicdo (ALMEIDA-PEREIRA et al,
2019; BRITO et al, 2020; LEITE et al, 2017), enquanto os 6leos de folhas de Croton
rudolphianus (RIBEIRO et al, 2020) e Croton argyrophyllus, também continham
biciclogermacreno (ARAUJO et al, 2020).

Diante disso, as variagdes observadas na composicdo quimica de 6leos essenciais
oriundos de plantas de mesma espécie podem ser explicadas pela diferenca de fatores
ambientais como clima, umidade relativa, variacdes geograficas, ou a estacdo do ano em que
foi realizada a colheita. Além do mais, fatores genéticos, morfol6gicos e nutricionais podem
contribuir para essas dessemelhancas (OZCAN e CHAICHAT, 2005).

No ensaio de atividade hemolitica, a incubacdo do OECb com os eritrocitos de
camundongo ndo resultou em hemolise maior que 2,0%, quando comparado ao controle
positivo, Triton X-100. Esse resultado indica a auséncia de efeito hemolitico. O modelo
eritrocitario tem sido amplamente utilizado como forma de avaliar a interacdo de drogas com
membranas celulares, podendo indicar a toxicidade de compostos a nivel celular (GRECO et
al, 2020). Outros 6leos essenciais de Croton foram estudados quanto a atividade hemolitica,
tais como o 6leo essencial de folhas de Croton linearis, que também nédo apresentou efeito
hemolitico (AMADO et al, 2020). Além disto, o Oleo de frutas frescas de Croton
macrostachyus apresentou resultados satisfatorios em testes citotoxicos, proporcionando
seguranca em seu uso (SALLAU et al, 2018).

No teste de toxicidade aguda, ndo foram observadas alteracbes comportamentais nem
mortalidade no grupo tratado com OECb por via oral em compara¢do com o grupo controle.
Além disso, ndo houve altera¢Ges significativas relacionadas a consumo de &gua e de racdo e
ganho de massa corporea durante o tratamento (Tabela 2). Por outro lado, os animais que
receberam o Oleo essencial por via intraperitoneal morreram em aproximadamente 15 min
apos o inicio da observagdo. A administracdo de drogas por via intraperitoneal pode induzir

quadros de peritonite quimica induzida por drogas, levando o animal a ébito (AL SHOYAIB;
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ARCHIE; KARAMYAN, 2020). Sendo assim, as andlises subsequentes foram realizadas

somente com 0s animais que receberam o 6leo por via oral.

Tabela 2 — Avaliacdo do consumo de racao, agua e ganho de peso dos animais do controle ou

tratados por 14 dias com o 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus por via oral.

Parametros Controle Oleo essencial
2000 mg/kg v.o
Consumo de agua (mL)  35,69+0,21 36,16+0,37
Consumo de racao (g) 13,8+0,35 14,3+0,45
Ganho de peso (9) 5,7+0,22 6+0,2
Fonte: O autor. Nenhuma diferenca significativa foi encontrada pela analise de variancia (ANOVA) seguida pelo

teste de Bonferroni. O grupo controle recebeu veiculo (soro fisiologico a 0,9%).

O figado possui papel fundamental no metabolismo de varios tipos de drogas, sendo
responsavel também pela desintoxicacdo e producdo de compostos excretaveis sollveis
(ALAMRI, 2018). Contudo, a exposicdo a doses tdxicas de compostos pode induzir a leséo
hepatica (RAUL et al, 2019). A analise bioguimica do sangue ndo mostrou alteracfes
significativas nos niveis de aspartato transaminase, alanina transaminase, fosfatase alcalina,
creatinina, glicose, colesterol total e bilirrubina nos animais que receberam por OECb por via
oral quando comparados com o grupo controle (Tabela 3). Esses resultados indicam auséncia
de efeitos danosos ao figado dos animais.

Com relagdo aos parametros hematoldgicos relacionados a série vermelha (CHCM,
VCM, hematdcrito, hemoglobina) e a contagem de leucécitos (neutréfilos, linfécitos e
monocitos) também ndo houve diferencas significativas quando comparadas ao grupo
controle (Tabela 4). Compostos toxicos exercem forte influéncia sobre a hematopoiese, se
tornando um pardmetro fundamental na avaliacdo do estado fisiologico e patolégico em
homens e animais (RAMAIAH; BOUNOUS; ELMORE, 2013). Ainda, danos diretos ou
indiretos as células sanguineas podem gerar prejuizos potencialmente fatais, como, por

exemplo, a hipdxia como agente precursor de necrose tecidual.
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Tabela 3 — Pardmetros bioquimicos do sangue de camundongos controle e tratados por 14 dias
com dleo essencial de folhas de Croton blanchetianus por via oral.

Pardmetros Tratamentos
Controle Oleo essencial
2000 mg/kg v.o

Albumina (g/dL) 3,24+1,03 3,68+1,10
ALT (U/L) 88,76+4,20 90,66+4,23
AST (U/L) 91,58+5,37 89,95+5,28
Fosfatase alcalina (UI/L) 11,07+0,88 10,85+0,91
GGT (U/L) 10,76+0,39 10,90+0,45
Proteinas totais (g/dL) 11,34+1,32 11,55+1,10
BIN (mg/dL) 0,82+0,19 0,97+0,25
Creatinina (mg/dL) 4,65+0,53 4,86x0,70
Bilirrubina 0,76+0,40 0,82+0,31
Colesterol total (mg/dL) 90,66+4,55 91,67+1,26
Triglicerideos (mg/dL) 76,24+6,38 73,99+0,78

Fonte: O autor. ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase; GGT: gama glutamil
transferase; BUN: nitrogénio da uréia no sangue. Os valores representam a média + desvio padrdo. Ndo houve

diferenca significativa (p >0,05) em comparagéo com o controle.

Tabela 4 — Pardmetros hematoldgicos de camundongos de controle e tratados por 14 dias com

0 Oleo essencial de folhas de Croton blanchetianus por administracdo oral na dose de 2000

mg/kg.
Pardmetros Tratamentos
Controle Oleo essencial
2000 mg/kg v.o
Eritrocitos (10s/mm?®) 9,54+0,19 9,65+0,26
Hematdcritos (%) 38,15+2,13 37,9+0,31
Hemoglobina (%) 14,76+0,91 15,46+0,21
VCM (%) 46,36+3,10 43,45+0,98
HCM (%) 23,17+1,50 24,25+1,59
CHCM (%) 34,06+3,01 35,86+1,59
Segmentados (%) 50,34+0,18 51,1+0,22
Linfocitos (%) 26,11+0,28 27,35+1,51
Monacitos (%) 2,18+0,19 2,6+0,19
Basofilos (%) 0,04+0,01 0,05+0,02
Eosindfilos (%) 1,50£0,20 1,45+0,19

Fonte: O autor. MCV: volume corpuscular médio. MCH: hemoglobina corpuscular média. MCHC: concentracdo
média de hemoglobina corpuscular. Os valores representam a média + SEM. Ndo houve diferenca significativa

(p >0,05) em comparagéo com o controle.
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Anadlises histopatoldgicas de figado, baco e rim de animais dos grupos controle e
tratados foram realizadas e imagens representativas estdo apresentadas na Figura 1. Os
figados de animais do grupo controle apresentaram estrutura preservada com corddes
hepaticos lineares, espaco portal com contornos normais e veia centrilobulares de calibre
regular. Nos bagos, foi possivel visualizar as polpas branca e vermelha com contornos bem
definidos. Os rins apresentaram as regides cortical e medular bem delimitadas, com auséncia
de vacuolizacdo, néfrons com capsula de Bowman preservada e espaco intercapsular sem
alteracdes. Os 6rgdos dos animais dos grupos tratados com OECb apresentaram caracteristicas

similares ao grupo controle, ndo sendo detectada nenhuma alteracao.

Figura 1 — Fotomicrografias representativas dos figados, rins e bacos de camundongos
fémeas do grupo controle ou tratado com 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus na dose

de 2.000 mg/kg por administracao oral.

Baco

Controle »°

2000 mg/kg

Fonte: O autor. Figado: veia centrilobular (Cv) visualizadas em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr)
e tlbulos torcidos sem alteragdes séo visiveis nos grupos controle e tratado com 6leo essencial. Aspecto venoso e
tibulos normais (setas). Bago: os linfonodos (Nd) sdo bem definidos nos grupos controle e tratado por via oral.
A coloragdo com hematoxilina-eosina foi usada. Ampliagdo: 400x.

O teste de micronucleo tem como objetivo identificar possiveis alteragdes a nivel
cromossdmico em células que foram previamente expostas a agentes xenobioticos. Essas

alteracbes se dao pelo aumento do nimero de eritrocitos policroméaticos com microntcleos,
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que consistem em fragmentos de DNA que ndo foram inseridos no nicleo durante a mitose
(JIANG, PANDA e GEKARA, 2019; UCHOA e MAGALHAES, 2020). Os resultados
obtidos no teste de micronucleo mostraram que, nas primeiras 24 horas, a administracdo do
OECb nas doses de 1000 e 2000 mg/kg nao induziu o aumento do nimero de MNPCE na
medula dssea de maneira significativa (p > 0,05) quando comparadas ao grupo controle, o que
também foi observado nas 24 horas subsequentes (Tabela 5). Os resultados apresentados
mostram que o OECb ndo possui efeito genotoxico nas doses testadas. Em contrapartida, a
ciclofosfamida ocasionou a formagdo de microndcleos cerca de 20 vezes mais quando

comparado ao controle negativo, reiterando seu potencial mutagénico.

Tabela 5 — Avaliacdo da genotoxicidade in vivo do 6leo essencial das folhas de Croton
blanchetianus (administracdo oral) ou ciclofosfamida de controle positivo (CPA, i.p.) pela
determinacdo do numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula

6ssea de camundongos.

Tratamentos Tempo NUmero de MNPCE por animal  Média
de coleta MNPCE

M1 M2 M3 M4 M5

Controle negativo  24h 0 1 1 1 0 0,60+0,02

48h 1 1 1 0 1 0,80+0,02

Oleo essencial

1000 mg/kg 24h 0 0 1 1 1 060002
48h 0o 1 1 1 1  080£0,02

2000 mg/kg 24h 1 0 0 0 2  0,60£0,03
48h 1 0 1 0 2  0800,02

CPA 40 mg/kg i.p.  24h 22 21 24 20 20  21,40%2,30*
48h 20 20 19 24 19 20,402,12*

CPA: ciclofosfamida

Fonte: O autor. No controle negativo, 0s camundongos receberam solugdo salina por via oral. (*) Diferencas

significativas do controle (p <0,05).

Silva et al (2020) relataram que o extrato metanolico de folhas de Croton
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antisyphilitcus ndo apresentou atividade genotdxica em eritrocitos de camundongos quando
submetidos ao teste de micronucleo. Na mesma linha, ao analisar o extrato etandlico das
folhas de C. blanchetianus, Freitas et al (2020) mostraram que a administracéo oral do extrato
ndo induziu dano genético em células de sangue periférico. Contudo, os estudos encontrados
na literatura acerca da seguranga no que diz respeito a toxicidade de espécies de Croton séo
escassos, logo, esse trabalho tem o intuito de suprir essa deficiéncia, e contribuir para uma
maior abordagem do potencial farmacoldgico da espécie.

Uma vez que o OECDb ndo se mostrou genotdxico, foi avaliada a sua capacidade em
proteger os animais dos danos causados pela ciclofosfamida. A avaliacdo da
antigenotoxicidade pelo teste de microndcleo apontou que, nas doses de 1000 e 2000 mg/kg, 0
oleo foi capaz de reduzir significativamente o0 nimero de MNPCE na medula éssea quando

comparado aos animais tratados com salina. As reducdes foram de 55,71 e 68,36%,
respectivamente.

Tabela 6 — Avaliacdo da antigenotoxicidade in vivo do 6leo essencial das folhas de Croton
blanchetianus (administracdo oral) ou ciclofosfamida de controle positivo (CPA, i.p.) pela

determinacdo do numero de eritrocitos policromaticos micronucleados (MNPCE) da medula
6ssea de camundongos.

Tratamentos Doses  Tempo Numero de MNPCE por Média PCE/NCE  Reducéo

Oleo  decoleta animal MNPCE (%)
M1 M2 M3 M4 M5
CPA - 24h 21 17 16 18 21 18,6+2,3 1,19+0,11 ---
- 48h 19 16 18 21 16 18,0+2,1 1,20+0,13 ---
OECb + CPA 1000 24h 9 9 7 8 7 8,0+0,6 1,10+0,014 56,98
mg/kg
48h 9 8 9 7 8 8,2+0,6 1,1340,16 54,44
2000 24h 8 5 7 6 7 6,6+0,5 1,12+0,10 64,51
mg/kg

48h 4 6 4 6 5 5,0+0,6 1,14+0,15 72,22
Fonte: O autor. No controle negativo, os camundongos receberam solucéo salina por via oral. Ndo houve

diferenca significativa (p >0,05) em comparagéo com o controle.

Os resultados obtidos demonstram que o OECb, em doses elevadas, apresenta baixa
toxicidade na dose de 2000 mg/kg. Sendo assim, para assegurar a seguranga em Seu USoO,
foram escolhidas doses para os testes de atividades farmacoldgicas, doses que correspondem
a, N0 maximo, 5% desse valor.

O numero de contor¢bes abdominais foi reduzido em 69,43%, 78,25% e 89,41% com

o0 tratamento prévio com o OECb nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. O grupo
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tratado com morfina teve reducdo de 98,83%, j& o grupo tratado com indometacina
demonstrou reducdo de 85,88%, quando comparados ao grupo controle. O bioensaio de
contorcBes abdominais avalia o potencial antinociceptivo a nivel central e periférico. O acido
acetico estimula células residentes peritoneais, como macréfagos e mastocitos, a liberarem
mediadores pro-inflamatdrios como prostaglandina E2 e fator de necrose tumoral (TNF-a).
Diante disso, nossos resultados corroboram com Santos et al (2005), que ao avaliar o
potencial do 6leo essencial das folhas de C. blanchetianus em reduzir as contor¢oes
abdominais, observaram uma inibicdo dose-dependente quando comparado com o controle

negativo.

Figura 2 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus
(25, 50, 100 mg/ kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (20 mg/kg ip) e morfina

(10 mg/kg ip) no bioensaio de contor¢des induzidas por &cido acético

354
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£ 95 i = Control
E 20 EA Indomethacin (20 ma/kg)
-.z 15 B Morphine (10 mag/kg)
5 ab.c E OECb (100 ma/kq)
E 107 . L m OECb (50 mg/ka)
z 97 2 OECb (25 mg/kg)
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Fonte: O autor. As barras representam o numero médio de contorc¢@es * desvio padrdo. (a, b e c) indica diferenca

significativa (p <0,001) em comparagdo com o controle.

A capacidade do OECb em reduzir o estimulo doloroso induzido pelo &cido acético
pode se dar pela presenca de monoterpenos e sesquiterpenos em sua composicdo, uma vez que
esses compostos apresentam ampla gama de propriedades farmacoldgicas, dentre elas, acdo
antinociceptiva. Sugere-se que a ac¢do dos terpenos na reducdo da dor ocorra por meio de
mecanismo dependente de receptores CB1 do sistema canabinoide (SOUZA et al, 2020;
LAVIGNE et al, 2021). Ainda, a acdo anti-inflamatoria de compostos presentes no OECb
pode estar envolvida nessa ac¢do antinociceptiva. Kim et al (2015) observaram que 0 a-pineno
atua de maneira potente contra as vias inflamatdrias e catabdlicas estimuladas por IL-1p.
Outro estudo mostrou que, no teste de formalina, esse mesmo composto reduziu a produgéo

de IL-6, TNF-a e Oxido nitrico em macrofagos de ratos, bem como reduziu a expressao de
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NF-kB, gerando uma supressao na resposta nociceptiva (LI et al, 2016).

Ao avaliar o potencial anti-inflamatdrio do terpinoleno in vitro, Scherer et al (2019)
observaram que o composto estimulou efetivamente a proliferacdo e migracao de fibroblastos,
protegeram macrofagos contra danos oxidativos celulares e suprimiram a producdo de
citocinas pré-inflamatorias (IL-6 e TNF-a) ¢ atividade de NF-kB. Assim como Santos et al
(2005), que ao analisar o potencial antinociceptivo do 0leo essencial de folhas de C.
blanchetianus, identificou monoterpenos, biciclogermacreno e sesquiterpenos como
componentes majoritarios, e a consequente reducdo do limiar doloroso em camundongos.

Na primeira fase do teste da formalina, o tratamento por via oral com OECb nas doses
de 25, 50 e 100 mg/kg reduziu significativamente o tempo de lambida da pata em 38,77%,
64,89% e 84,47%, respectivamente. A morfina (10 mg/kg) reduziu o tempo de lambida em
86,51%, j& a indometacina ndo apresentou diferenca estatistica do grupo controle. Na segunda
fase do teste, O OECb também apresentou agdo antinociceptiva, reduzindo o tempo de
lambida da pata em 59,75%, 64,6% e 90,74% nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente. Os controles positivos indometacina (20 mg/kg) e morfina (10 mg/kg) foram

capazes de diminuir a nocicep¢do em 91,99% e 86,30%, respectivamente.

Figura 3 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus
(25, 50, 100 mg/kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (Indo, 20 mg/kg ip) e

morfina (Mor, 10 mg/kg ip) em ambas as fases do teste de formalina
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Fonte: O autor. As barras representam o nimero de lambida nas patas + desvio padréo. (a, b e ¢) indica diferenca

significativa (p <0,001) em comparagdo com o controle.
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As respostas provocadas pela formalina possuem caréater bifasico. A primeira fase (5
minutos iniciais) é denominada neurogénica e esta relacionada com a ativacao direta de fibras
sensoriais do tipo C, que liberam a substancia P e o glutamato, por exemplo. Ja a segunda fase
(entre 15 e 30 minutos apds a administracdo do agente flogistico) é caracterizada pela
liberacdo de mediadores inflamatérios como prostaglandinas (PGEZ2), &xido nitrico,
leucotrienos, entre outros (BOMBA et al, 2005; CARLINI e MENDES, 2011). O OECb
mostrou efeito dose-dependente significativo na primeira e segunda fases, sugerindo que a
antinocicepcdo ocorreu a nivel central e periférico, no qual receptores nociceptivos e
inflamatorios foram modulados.

De Oliveira et al (2017) avaliaram o 0leo essencial da casca de caule de Croton
conduplicatus no teste de formalina e constataram que 6leo, composto majoritariamente de
monoterpenos e sesquiterpenos, reduziu de maneira significativa o tempo de lambida dos
animais em ambas as fases. Nogueira et al (2015), ao avaliarem o potencial antinociceptivo de
6leo essencial de folhas de Croton cordiifolius, descreveram a capacidade do 6leo em reduzir
o tempo de lambida da pata na fase neurogénica de maneira dose-dependente. J& na fase
inflamatdria todas as doses (50 e 100 mg/kg) foram eficazes, resultados similares ao
encontrado em nosso estudo, enfatizando o potencial antinociceptivo do género Croton.

No teste da formalina, a hipernocicepcdo inflamatoria se da pela liberagdo de citocinas
pré-inflamatérias, como IL-6, IL-8 e TNF-a (YIN et al, 2020). Durante 0 processo
inflamatorio, o TNF-a atua no receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNF-R1), estimulando
a liberacdo de IL-1p e IL-6 (CUNHA et al, 2005). Logo, os macrdfagos ativados expressam a
IL-1B, induzindo a sensibilizacdo das fibras nervosas dos neurbnios sensoriais primarios,
gerando a hipersensibilidade a dor (XIANG et al, 2019). Em paralelo, 0 TNF-a induz a
producdo de prostanoides pela IL-6 (CUNHA et al, 2005). Monoterpenos como a-pineno
inibem a producdo de IL-1pB, IL-6 e TNF-a em macrdfagos estimulados por LPS, suprimindo
a resposta inflamatoria e a nocicepcdo. Diante desse exposto, os resultados do bioensaio
ratificam o potencial anti-inflamatorio do 6leo essencial, o que pode estar relacionado com a
presenca de a-pineno (BASHOLLI-SALIHU et al, 2017), p-felandreno (FODDAI et al, 2019)
e terpinoleno (MACEDO et al, 2016) conforme discutido anteriormente.

Os canais do receptor vaniloide transitorio 1 (TRPV1) sdo um dos receptores
envolvidos na transducdo da dor nociceptiva e efetivamente envolvidos na dor induzida por
formalina e 4cido acético (DAL MOLLIN et al, 2012; JURIK et al, 2014; MATAK et al,
2014). Os monoterpenos atuam como agonistas parciais de TRPV1, TRPV3, TRPMS8 e
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TRPAL1 e a inibicdo prolongada destes receptores pode ser responsavel pelo controle da dor
(GUIMARAES et al, 2013).

De modo geral, compostos bioativos com carater antinociceptivo apresentam fortes
efeitos farmacoldgicos em ambas as fases do teste, tal como a morfina. Ao se comportar de
maneira parecida com a morfina, supde-se que o OECb aja em mecanismos centrais da dor.
Essa hipdtese foi testada submetendo os camundongos a estimulacdo térmica no teste de
movimentacdo da cauda (Figura 4). O tempo de laténcia dos animais tratados com o0 OECb e
morfina aumentaram significativamente (p < 0,001) em comparacdo ao grupo controle apos
30 min de tratamento. N&o houve diferenca significativa entre as diferentes doses do 6leo

essencial.

Figura 4 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus

(25, 50, 100 mg/kg, vo) e medicamento de referéncia em no teste de movimento de cauda
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Fonte: O autor. (*) indica diferenca significativa (p <0,001) em comparag¢do com o controle.

O teste de retirada de cauda € um dos ensaios mais comuns no que diz respeito a
estimulo fasico de curta duracéo e alta intensidade, tendo por objetivo avaliar as respostas
comportamentais que estdo envolvidas no processo de hiperalgesia cutanea devido a
estimulacdo térmica a nivel de reflexo espinhal (DZOYEM et al, 2017). Os resultados obtidos
apontam que o OECb pode atuar na via nociceptiva central, podendo também atuar contra a
dor ndo inflamatoria.

Por fim, nos animais foram previamente tratados com naloxona (antagonista opioide),
ocorreu inibicdo do efeito antinociceptivo do OECb, reduzindo a atividade na primeira fase

para 40,65% e na segunda fase a atividade para 32,57%. Esses resultados sugerem que a acdo
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antinociceptiva envolve o sistema opioide. Inibicdo do efeito também foi observada quando o
pré-tratamento foi realizado com glibenclamida (bloqueador de canais de K*), havendo
reducdo da atividade na primeira em 49,22% e na segunda fase em 38,68% em relacédo a dose,

sugerindo que o 6leo também pode agir como provavel bloqueador de canais de K.

Figura 5 — Efeito antinociceptivo do 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus
(25, 50, 100 mg/kg, vo) e medicamentos de referéncia indometacina (Indo, 20 mg/kg ip) e

morfina (Mor, 10 mg/kg ip) em ambas as fases do teste de formalina
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Fonte: O autor. O envolvimento dos receptores opidides no efeito antinociceptivo foi avaliado pela
administracdo de naloxona (2 mg / kg i.p.), glibenclamida (2 mg/kg, ip), atropina (1 mg/kg, i.p.), iombina (1

mg/kg, i.p.) e prazosin (1 mg/kg i.p), 30 min antes da administracéo das doses do 6leo essencial por via oral.

Concluséao

O 6leo essencial das folhas de Croton blanchetianus ndo apresentou acdo hemolitica e
se mostrou seguro para camundongos quando administrado por via oral em dose de 2000
mg/kg. Entretanto, a administracdo dessa mesma dose por via intraperitoneal foi letal para os
animais. O oleo foi capaz de conferir protecdo a danos no DNA causados por agente
alquilante e mostrou acdo antinociceptiva na dor neurogénica e inflamatdria, atuando via
sistema opioide e blogueio de canais de K*. Os resultados fornecem bases para mais estudos
visando detalhar os mecanismos do potencial antinociceptivo do 6leo sua aplicacdo efetiva no
controle da dor.
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4.2 Artigo 2 — Avaliagdo da toxicidade oral em doses repetidas (28 dias) de 6leo essencial
de folhas de Croton blanchetianus
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Resumo

A realizacdo de ensaios pré-clinicos que assegurem a eficacia e seguranca do uso de plantas
medicinais € fundamental. Croton blanchetianus é popularmente utilizada para o tratamento
de cefaleias e processos inflamatorios. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade
em doses repetidas (28 dias) do Oleo essencial de folhas de C. blanchetianus em
camundongos. Para isso, os camundongos foram tratados diariamente por 28 dias com o 6leo
por via oral na dose de 500 mg/kg. Pardametros comportamentais foram avaliados diariamente
e possiveis alteragdes bioquimicas, hematoldgicas e histopatoldgicas foram investigadas ao
final do tratamento. Administracdo do 6leo essencial resultou em diminuicdo da ingestdo de
alimentos no grupo dos machos tratados. Além disso, apresentaram menor ganho de peso (p <
0,05) quando comparados aos respectivos controles na terceira e quarta semana de tratamento.
Além disso, ndo houve diferenca significativa nos parametros bioquimicos em comparagéo
com o controle, exceto pela reducdo dos niveis séricos de glicose, triglicerideos e colesterol
total. Também ndo foram observadas alteracdes significativas nos parametros hematoldgicos e
analise histopatoldgica de figado, rins e baco também ndo revelou alteracdes. Sendo assim,
pode-se concluir que o 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus ndo apresentou toxicidade
em nivel subagudo na dose selecionada. Os resultados sugerem a avaliacdo de possiveis

atividades hipoglicémica e hipolipidémica.

Palavras-chave: Croton blanchetianus. Plantas medicinais. Toxicidade subaguda.
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Introducéo

Diversas plantas vém sendo utilizadas pela humanidade desde as antigas civilizagdes
para o tratamento e profilaxia de doengas (GOYAL et al, 2016). A Organizacdo Mundial da

Saude (OMS) define a medicina tradicional como a

soma total dos conhecimentos, habilidades e praticas baseadas nas teorias, crencas e
experiéncias indigenas de diferentes culturas, explicaveis ou ndo, também utilizadas
na manutencdo da salde como na prevengao, diagndstico, melhora ou tratamento de
doengas fisicas e mentais (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2005).

Os medicamentos fitoterapicos sdo preparacfes manufaturadas industrialmente que
possuem um ou mais principios ativos de origem vegetal e que ndo sofreram modificacfes
guimicas. Atualmente, estima-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial ja fizeram
uso de algum tipo de fitoterapico (ALOSTAD et al, 2018; ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2019). Como exemplos de plantas medicinais, tem-se Mikania glomerata, usada
devido a sua potente acdo broncodilatadora e expectorante (COUTINHO; GONCALVES;
MARCUCCI, 2020); e Valeriana officinalis e Passiflora incarnata, utilizadas em disturbios
do sono e ansiedade (DA SILVA et al, 2017; LIMA et al, 2020b; LOCATELLI et al, 2017).

Pertencente a familia Euphorbiaceae e conhecida popularmente como marmeleiro
preto, Croton blanchetianus é uma planta nativa do Brasil, com ampla distribui¢do na regido
do Nordeste. Rica em terpenos, é utilizada popularmente no alivio de cefaleias, nauseas e
enjoos (MELO et al, 2013; TORRES et al, 2020). Além disso, estudos demonstraram
atividades antinociceptiva, presente no extrato etanélico, enquanto no éleo essencial de folhas
de C. blanchetianus observou-se atividade antimicrobiana (FREITAS et al, 2020; LEITE et
al, 2017).

Utilizados na medicina tradicional e complementar durante séculos, os 06leos
essenciais (OEs) sdo produtos que atuam na defesa quimica do vegetal, e que podem ser
utilizadas como possiveis alternativas as preparagdes sintéticas para prevenir e tratar doencas
(AUMEERUDDY-ELALFI; GURIB-FAKIM; MAHOMOODALLY, 2016; FEYAERTS;
LUYTEN; VAN DICK, 2020). Esse potencial farmacologico se da devido as propriedades
fisico-quimicas incomuns, ja que possuem caracteristicas tipicamente volateis e hidrofdbicos.
Sendo assim, podem ser utilizados, dentre outras coisas, como agentes anti-inflamatério
(PARK et al, 2022), antinociceptivo (KHOEI et al, 2022), antimicrobiano (GHAVAM et al,
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2020) e anticancerigeno (ELANSARY et al, 2018). Contudo, apesar de serem de origem
natural, € de fundamental importancia garantir a seguranca para seus usos.

O objetivo dos ensaios prée-clinicos é analisar parametros farmacocinéticos e
farmacodindmicos em organismo vivo, além de garantir a tolerabilidade, seguranca e auséncia
de efeitos indesejados de candidatos a medicamentos (TUNTLAND et al, 2014). Para isso, 0s
compostos sdo testados primeiramente em animais de laboratério antes de submeté-los a
ensaios clinicos em humanos (ANDRADE et al, 2016). Assim sendo, ao apresentar auséncia
de efeitos adversos em testes de toxicidade aguda, o Gleo essencial de folhas de Croton
blanchetianus, rico em monoterpenos e sesquiterpenos, foi submetido a etapas seguintes:
testes toxicoldgicos de doses repetidas (esta dissertagdo).

Os testes para avaliar o potencial toxicoldgico a médio-longo prazo tem como objetivo
principal fornecer informacgfes sobre os efeitos tdxicos da substancia, quando utilizada de
maneira continua. Além disso, podem fornecer informacdes acerca de como o composto atua
no 6rgdo-alvo, fornecendo uma estimativa do nivel de efeito adverso que ndo é observado em
estudos de curto prazo, inclusive se ha a possibilidade de acimulo no organismo, parametros
gue estabelecem a seguranca para a utilizacdo em humanos (OECD, 2018).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a toxicidade de doses repetidas do
6leo essencial das folhas de C. blanchetianus (OECbh) em camundongos, a fim de ampliar o

painel de informacdes sobre a seguranga de seu uso.

Materiais e métodos

Material vegetal e extracéo do dleo essencial

A coleta das folhas de Croton blanchetianus foi realizada no municipio de Santa
Terezinha (07° 02' 20" S, 37° 26' 43" W). A identificacdo dos espécimes foi realizada, e uma
exsicata de numero 93.062 foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto
Agrondmico de Pernambuco (IPA/PE). As folhas foram submetidas ao processo de
hidrodestilacdo durante trés horas em aparelho do tipo Clevenger, e o 6leo obtido (OECD) foi

armazenado em vidro &mbar a temperatura de 5 °C até 0 momento das analises e bioensaios.
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Animais

Os camundongos utilizados foram machos e fémeas da linhagem Swiss, com idade de
aproximadamente 50 dias, com peso entre 40-45 ¢, provenientes do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami e ambientados por 5 dias no Laboratorio de Experimentacao
Animal do Departamento de Bioquimica, ambos da Universidade Federal de Pernambuco. Os
animais foram mantidos sob condices controladas de temperatura (22+2 °C), ciclo claro-
escuro de 12 h e acesso a agua e comida ad libitum. Todos os protocolos experimentais foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (n° 0092/2019).

Toxicidade de doses repetidas

O ensaio foi realizado de acordo com o protocolo numero 407 descrito pela
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE, 2008). Camundongos
machos e fémeas (n=20) foram divididos em dois grupos controle (5 machos e 5 fémeas por
gaiola) e dois grupos de tratamento com 5 animais de cada sexo. Os grupos tratados
receberam o OECD por via oral uma vez ao dia por 28 dias na dose de 500 mg/kg de peso
corporal, enguanto o grupo controle recebeu solucdo salina (NaCl 0,9%, p/v). Analise
comportamental de reflexos, mobilidade, deambulacdo, piloerecdo, aspecto ciandtico e
salivacdo foi realizada diariamente durante todo o periodo do experimento, bem como
mensuracao da massa corpérea e ingestdo de agua. Ao final do tratamento, os animais foram
anestesiados e coletado sangue por puncdo cardiaca para avaliacdo de parametros bioquimicos
e hematologicos. Em seguida, foram sacrificados por deslocamento cervical e os 6rgaos

coletados para analise histopatoldgica.

Avaliacéo de parametros bioquimicos e hematoldgicos

Parte do sangue coletado foi colocada em tubo de ensaio e centrifugado por 10 min a
3500 rpm e 25 °C. Em seguida, o soro foi coletado para andlises dos seguintes parametros:
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP),
ureia, creatinina, proteina total, albumina, glicose e colesterol total. Os kits utilizados foi 0
Labtest Diagnostic (Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche
Diagnostics Systems, Basileia, Suica).



64

Para analise hematoldgica, foi utilizado microscospia de luz e analisador automaético
(Animal Blood Counter: ABC Vet, Montpellier, France). Uma amostra do sangue coletado foi
armazenada em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA). Foram avaliados 0s
seguintes parametros da série vermelha: volume corpuscular medio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e
namero de eritrécitos. Na série branca, foram quantificados leucécitos (monacitos, basofilos e
eosinofilos).

As andlises histologicas dos rins, figado e baco de camundongos do grupo controle e
dos grupos tratados com OECb foram realizadas com auxilio de microscopia Optica. As
secOes dos orgdos foram fixadas em formalina tamponada (10%, v/v), desidratadas por uma
série de etanol graduado (70-100%), diafanizadas em xilol e embebidas em parafina. As fatias
histologicas (5 um) foram coradas com hematoxilina-eosina e montadas usando laminulas
com resina. As amostras foram observadas usando um microscépio acoplado a uma camera

digital.

Anadlises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados no GraphPad Prism® versdo 8.0 e expressos em
valores médios com desvio padrdo (+ e.p.m). As diferencas estatisticamente significantes
foram calculadas usando a analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni. Os valores foram considerados significativamente diferentes em p <0,05 para

avaliagédo da toxicidade.

Resultados e discussao

Os testes para avaliar o potencial toxicologico a médio-longo prazo tem como objetivo
principal fornecer informagdes sobre os efeitos toxicos da substancia, quando utilizada de
maneira continua. Além disso, podem fornecer informacdes acerca de como 0 composto atua
no 6rgdo-alvo, fornecendo uma estimativa do nivel de efeito adverso que ndo é observado em
estudos de curto prazo, inclusive se ha a possibilidade de acimulo no organismo, parametros
que estabelecem a seguranca para a utilizacdo em humanos (OECD, 2018).

Em estudo anterior utilizando a mesma amostra, 0 OECb ndo apresentou toxicidade
aguda na dose oral unica de 2000 mg/kg aos animais tratados (esta dissertacdo). Baseado nos

achados preliminares do teste de toxicidade aguda, avaliou-se a toxicidade em doses repetidas
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de OECDb na dose de 500 mg/kg, durante 28 dias consecutivos. A escolha da dose foi baseada
em utilizar cinco vezes a dose que foi utilizada nos testes farmacol6gicos previamente
realizados.

No que diz respeito a avaliacdo comportamental, os animais tratados por 28 dias com
0 OECb ndo apresentaram quaisquer alteragdes nos aspectos da pele, pélo e mucosas. Além
disso, nenhuma mudanca relevante no padrdo cardiorrespiratorio, tampouco na atividade
motora. Durante todo o processo de observagdo, ndo houve sinais de toxicidade evidenciados.
N&o houve registro de mortes ao longo do ensaio, indicando que os camundongos toleraram
bem a administracdo oral diaria do 6leo essencial.

A Figura 1 apresenta o ganho de peso dos camundongos ao logo dos 28 dias, e 0s
resultados demonstram que os animais tratados com OECb apresentaram menor ganho de
peso (p < 0,05) quando comparados aos respectivos controles na terceira e quarta semana de
tratamento. Alteracdes na massa corpérea de camundongos podem indicar toxicidade do
composto analisado.

Figura 1 — Efeito do 06leo essencial de Croton blanchetianus (OECb, 500 mg/kg) no
ganho de massa corpdrea de camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento
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Fonte: O autor. Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenca significativa entre
0s grupos controle e tratados de animais machos. (b) indica diferenca significativa entre os grupos controle e
tratados de animais fémeas. O tratamento dos machos e fémeas com o OECb ndo alterou o consumo de agua,
entretanto o consumo de ragdo pelos machos foi significativamente menor (p < 0,05) em todas as semanas de

tratamento, quando comparado ao respectivo grupo controle.
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Figura 2 — Efeito do 6leo essencial de Croton blanchetianus (OECb, 500 mg/kg) sobre o
consumo de &gua e racdo de camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento
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Fonte: O autor. Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenca significativa entre

0s grupos controle e tratados de animais machos.

O perfil biogquimico do soro dos camundongos é exibido nas Tabela 1. Os resultados
ndo evidenciaram nenhuma mudanca significativa no grupo tratado com OECb quanto aos
niveis de creatinina e ureia quando comparado ao grupo controle. Alteracdo nos valores de
creatinina, ureia e outros produtos residuais metabdlicos podem estar associados a danos
renais (MAKRIS; SPANOU, 2016).

Também ndo houve mudangas significativas nos marcadores bioquimicos de fungédo
hepética, como ALT, aspartato AST, proteina total e fosfatase alcalina, bem como alteracfes
significativas na bilirrubina total e albumina entre os grupos tratados e seus respectivos
controles. As enzimas hepaticas sdo comumente usadas na avaliacdo de pacientes com uma
variedade de doencas, e suas avaliacdes fornecem informacdes sobre distirbios de origem
hepéatica (HALL; CASH, 2012).

Foi observada uma reducéo significativa nos valores de triglicerideos e colesterol total
em ambos 0s sexos nos grupos tratados com OECh em comparagdo com os controles. Drogas
que reduzem substancialmente os niveis de colesterol total e TG podem ter beneficios
cardiovasculares (MAKI et al, 2015; MARSTON et al, 2019). A capacidade hipolipidémica
do OECb pode estar relacionada a presenca de monoterpenos presentes no 0leo, isso porque
0S monoterpenos tém a capacidade de inibir a atividade da HMG-CoA redutase hepatica
(VALLIANOU et al, 2011).
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Estudos sobre o uso de 6leo essencial com atividade hipolipidémica j& sdo descritos na
literatura. O 6leo essencial de folhas de Ferulago nodosa, rico em monoterpenos como a-
pineno, inibiu de maneira significativa a enzima lipase, promovendo uma alternativa no
tratamento da obesidade (BADALAMENTI et al, 2020), bem como o 6leo essencial de Salvia
officinalis, que também reduziu a enzima lipase e se mostrou uma opg¢do anti-obesidade
(BELHADJ et al, 2018). Ao avaliar o potencial hipocolesterolémico do p-cariofileno
(metabdlito presente em alta concentracdo no OECb) em modelos animais, Harb et al (2018)
demonstraram que o B-cariofileno tem efeito hipolipidémico e pode prevenir doencas
relacionadas a altas taxas de colesterol. Apesar dos resultados encontrados, se faz necessario
uma avaliacdo mais detalhada de um possivel efeito hipolipidémico do OECD.

Tabela 1 — Parametros bioquimicos do grupo controle e dos grupos tratados de machos e
fémeas com administracdo oral de 28 dias com o Oleo essencial de folhas de Croton
blanchetianus na dose de 500 mg/kg.

Parametros Tratamentos
Machos Fémeas
Controle Oleo essencial ~ Controle Oleo essencial
500 mg/kg v.o 500 mg/kg v.o

Albumina (g/dL) 2,41+0,2 2,46+0,15 2,89+0,22  2,69+0,42
ALT (U/L) 69,40+2,42 70,74+2,55 67,60+1,3  65,99+1,57
AST (U/L) 92,4+2,33  93,26+2,06 89,20+2,23 91,15+1,53
Fosfatase alcalina (IU/L) 9,90+0,34  10,38+0,98 9,30+0,22  9,47+0,49
GGT (U/L) 9,83+0,4 9,44+0,57 9,97+0,93 10,23+0,66
Proteinas totas (g/dL) 10,98+0,19 11,35+0,24 10,79+0,62 11,10+0,72
Bilirrubina indireta (mg/dL)  0,37+0,07 0,41+0,10 0,34+0,1 0,44+0,18
Creatinina (mg/dL) 4,27+0,4 4,53+0,52 4,31+0,25  3,95%0,19
Bilirrubina 0,39+0,03  0,45+0,08 0,40+0,04  0,53+0,10
Colesterol total (mg/dL) 140,3+4,11 96,01+1,66* 147,4+4,9  97,09+1,09*
Triglicerideos (mg/dL) 119,3+5,12  76,85+3,54* 115,745,21  75,73+2,04*

Fonte: O autor. ALB: albumina (g/dL). ALT: alanine aminotransferase (U/L). AST: aspartate aminotransferase
(U/L). 1U: fosfatase alcalina (U/L); BIL: bilirrubina (mg/dL); GGT: gama glutamil transferase. TP: proteina total
(g9/dL). BUN: ureia (mg/dL). CRE: creatinina (mg/dL), TC: colesterol total (mg/dL). TG: triglicerideos (mg/dL).

Os valores est&o expressos como média = DP. ) p < 0,05 em relacéo ao controle.

O indice glicémico foi avaliado semanalmente (Figura 3) e os camundongos machos e
fémeas apresentaram diferenca significativa apenas na ultima semana de tratamento, quando
comparados com 0s respectivos grupos controles (p < 0,05). Terpenos, monoterpenos e
sesquiterpenos ja foram descrito como agentes com acgdo hipoglicémica (ARAUJO
DELMONDES et al, 2019). O mecanismo de acdo de terpenos na reducdo da glicose

sanguinea pode se dar pela capacidade de inibir a a-glicosidase, enzima com importante papel



68

na digestdo de carboidratos (BOUKHATEM; NADJIB, 2020; MARQUES et al, 2019;
SALLAU et al, 2018).
Na literatura, é possivel encontrar estudos que demonstram o potencial hipoglicémico

de espécies do género Croton.

Figura 3 — Efeito do 6leo essencial de Croton blanchetianus sobre o indice glicémico de

camundongos machos e fémeas durante 28 dias de tratamento
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Fonte: O autor. Os valores representam as médias + e.p.m. (n = 5/grupo). (a) indica diferenca significativa entre
0s grupos controle e tratados de animais machos. (b) indica diferenca significativa entre os grupos controle e

tratados de animais fémeas.

Os resultados da andlise hematoldgica sdo apresentados na Tabela 2. Tanto o0s
camundongos machos quanto fémeas que receberam OECDh ndo apresentaram alteracoes
significativas (p > 0,05) nas séries vermelha e branca em comparagao aos controles. O sistema
hematopoiético é responsavel pela producdo continua de células sanguineas circulantes
maduras altamente especializadas. Devido a sua alta taxa metabdlica e proliferativa, e devido
as funcdes desempenhadas pelas células sanguineas serem vitais para um organismo, leses
diretas e indiretas induzidas por xenobioticos podem ser altamente prejudiciais (RAMAIAH
et al, 2013).
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Tabela 2 — Parametros hematoldgicos de camundongos de machos e fémeas dos grupos
controle e tratados por 28 dias com o 6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus por

administracao oral na dose de 500 mg/Kkg.

Parametros Tratamentos
Machos Fémeas
Controle Oleo essencial Controle Oleo essencial
500 mg/kg v.o 500 mg/kg v.o

RBC (10¢/mm?) 7,53+0,67 7,65+0,7 7,54+0,19 7,41+0,39
Hematocrito (%)  41,26+0,41 42,15+0,22 41,22+0,65 41,53+0,51
Hemoglobina (%) 15,55+0,34 14,90+0,51 16,41+0,55 16,21+0,8
VCM (%) 44,12+0,27 43,78+0,42 45,23+0,16 44,83+0,4
HCM (%) 17,53+0,34 17,01+0,4 17,88+0,27 17,49+0,49
CHCM (%) 38,03+0,51 37,15+0,63 37,31+0,18 37,62+0,48
Segmentados (%) 10,07+0,74 11,26+0,56 11,29+1,02 11,69+0,85
Linfocitos (%) 72,31+0,41 73,18+0,35 70,43+0,18 70,26+0,71
Mondcitos (%) 2,56+0,55 2,61+0,6 2,28+0,65 2,23+0,31
Basofilos (%) 0,02+0,01 0,04+0,02 0,02+0,01 0,02+0,01
Eosinofilos (%)  25,13+0,71 26,01+0,48 24,38+0,57 25,01+0,69

Fonte: O autor. MCV: volume corpuscular médio. MCH: hemoglobina corpuscular média. MCHC: concentracéo
média de hemoglobina corpuscular. Os valores representam a média + SEM. Ndo houve diferenca significativa

(p >0,05) em comparagdo com o controle.

A andlise histoldgica ndo revelou quaisquer anormalidades no figado, rim e baco nos
animais que receberam o OECDb por via oral quando comparados ao grupo controle (Figura 4).
Nos figados dos animais que ndo receberam o 6leo, foi possivel observar a preservacdo das
estruturas hepaticas, sem a presenca de pontos inflamatorios. O espaco portal possui 0s
contornos normais, bem como as veias centrilobulares. Os cordbes hepaticos apresentam
aspectos lineares e 0s hepatdcitos ndo aparentavam vacuoliza¢cdes. No baco, a visualizagdo
das polpas branca e vermelha é nitida, com contornos bem delimitados. No rim, a regido
cortical e medular mantiveram-se preservadas, bem delimitadas e sem a presenca de
vacuolizacdo. Os néfrons aparentavam bom estado de preservacdo (Figura 4). Sendo assim, a
analise ndo mostrou quaisquer alteracGes histologicas no figado, baco e rim, indicando

nenhum efeito no sistema reticuloendotelial.
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Figura 4 — Fotomicrografias representativas dos figados, rins e bago de camundongos
machos do grupo controle ou grupos tratados com éleo essencial de folhas de C.

blanchetianus por 28 dias, na dose de 500 mg/kg por administracéo oral

Rins

Fonte: O autor. Figados: a veia centrilobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais

(Gr) e tdbulos contorcidos. Baco: os linfonodos (Nd). Ampliagdo: 400 x.
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Figura 5 — Fotomicrografias representativas dos figados, rins e bago de camundongos
fémeas do grupo controle ou grupos tratados com 6leo essencial de folhas de C. blanchetianus
por 28 dias, na dose de 500 mg/kg por administracéo oral

Baco
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Fonte: O autor. Figados: a veia centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais

(Gr) e tdbulos contorcidos. Baco: os linfonodos (Nd). Ampliagdo: 400 x.

Conclusodes

O oleo essencial de folhas de Croton blanchetianus ndo apresentou toxicidade quando
administrado na dose de 500 mg/kg por via oral em camundongos por 28 dias consecutivos.
Sendo assim, esses resultados constituem mais uma evidéncia da seguranca do uso desse 6leo
essencial de C. blanchetianus na dose avaliada. Ainda, os resultados sugerem a avalia¢do de

possiveis atividades hipoglicémica e hipolipidémica.
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5 CONCLUSOES

O o6leo essencial de folhas de Croton blanchetianus foi submetido a avaliacdo de
toxicidade por diferentes ensaios. O Gleo exibiu baixo potencial hemolitico sobre
eritrocitos de camundongo, porém se mostrou letal quando administrado por via
intraperitoneal na dose de 2000 mg/kg. Por outro lado, ndo apresentou toxicidade
aguda quando administrado por via oral, ndo sendo observadas alteracdes
significativas em parametros comportamentais, bioquimicos, hematoldgicos e
histopatolégicos.

No ensaio de toxicidade subaguda, doses diarias de 500 mg/kg por 28 dias
promoveram reducdo da massa corporea em machos e fémeas, porém sem sinais de
toxicidade. bem como da ingestdo de racdo e agua. A andlise bioquimica indicou
reducdo dos niveis séricos de glicose, triglicerideos e colesterol total, o que estimula
estudos mais detalhados sobre a¢Ges hipoglicemiante e hipolipidémica do 6leo.

O o6leo essencial na dose oral de 2000 mg/kg mostrou ser um agente antigenotoxico.
Em doses seguras, o 6leo essencial demonstrou potencial atividade antinociceptiva,
atuando nas vias central e periférica da dor.
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