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RESUMO

Croton Cajucara Benth, conhecida popularmente como Sacaca € uma planta comumente
usada na parte norte do Brasil, para tratar doencas gastrointestinais. Nesse trabalho foram
avaliadas as propriedades fisico-quimicas e atividade antinociceptiva do dleo essencial e
nanoemulsdo do o6leo essencial de Croton Cajucara Benth.  Conseguiu-se extrair 6leo
essencial das folhas de Croton Cajucara Benth, por hidrodestilagdo, com um rendimento de
0.8%. As andlises espectroscopicas CG-MS apresentaram 44 componentes, encontra-se
majoritariamente terpenoides como o linalol, o-pineno, cariofileno. A andlise por
espectroscopia infravermelha (FT-IR) mostrou a presenca de grupos funcionais hidroxila, na
faixa da impressdo digital (1800-600 cm™). A partir do 6leo essencial de Croton Cajucara
Benth foi feito uma nanoemulsdo (O/A), pelo método de alta energia usando sonificador
obtendo-se uma nanoemulsdo cineticamente estavel com didmetro na media de 35 nm por
goticulas, estudadas a partir de curvas de potencial zeta. A avaliacdo dos efeitos
antinociceptivos quando administrado nas doses testadas de 30 mg/kg até 2 g/kg via oral
(v.0), ndo provocou manifestacdes gerais de toxicidade nos animais. Para todos os outros
testes foram usadas doses de (30-100-300 mg/kg). No teste Rota Rod, foi administrada v.o
6leo essencial e nanoemulsdo de Croton Cajucara Benth, ndo apresentando alteracdes na
performance motora. No teste das contor¢cBes abdominais do dleo essencial de Croton
Cajucara Benth administrado por v.o inibiu significativamente o nimero de contorc¢des
respeito ao grupo controle indicando uma acdo de analgesia periférica e no caso da
nanoemulsdo, apresentou uma diminui¢do no nimero de contor¢des abdominais para a doses
de 30 mg/kg, ndo apresentando doses dependéncia na sua atividade antinociceptiva. O 06leo
essencial de Croton Cajucara Benth causou um aumento significativo moderado no tempo de
reacao no teste da placa quente respeito ao grupo controle, no entanto para a nanoemulséo ndo
apresentou um aumento no tempo de reacdo significativo. Na atividade antiinflamatoria,
mostraram que o 6leo essencial de Croton Cajucara Benth administradas v.o inibiu de forma
muito moderada o edema da pata induzido por carragenina. Entretanto para a nanoemulsio de
6leo essencial de Croton Cajucara Benth os resultados ndo apresentaram atividade

antiinflamatoria.

PALAVRAS CHAVES: Croton Cajucara Benth. Oleo essencial. Espectroscopia. Nanoemulso.
Atividade antinociceptiva.



ABSTRACT

Croton Cajucara Benth (CCB), popularly known as Sacaca is a plant commonly used in the
northern part of Brazil to treat gastrointestinal diseases. In this work the physicochemical
properties and biological antinociceptive activity of essential oil (EO) of CCB and the OE
nanoemulsion were evaluated. We succeeded by hydrodistillation, the extraction of essential oil
(EO) from the leaves of the CCB, with a yield of 0.8%. Spectroscopic analysis by GC-MS of OE
from CCB resulted in 44 components, being the terpenoids as linalool, a-pinene and
caryophyllene the most predominat. Infrared analysis (FT-IR) showed the presence of hydroxyl
functional groups in the range of the fingerprint (1800-600 cm™). The EO was used to make a
nanoemulsion (O / W) by the method of high energy using a sonicator. This method made
possible the production of a kinetically stable nanoemulsion with a mean diameter of 35 nm
droplets as shown by potencal zeta curves. The evaluation of the antinociceptive effect of EO
from CCB when tested in doses of 30 mg/kg to 2 g/kg orally caused no signs of general toxicity
in animals. For all other tests, doses of (30-100-300 mg/kg) were used. For the rota rot test, the
EO of CCB and nanoemulsion were administered oraly showing no changes in motor
performance. On the other hand, for the writhing test, the EO of CCB administered oraly showed
a significantly inhibition in the number of writhes compared to the control group indicating an
action of peripheral analgesia. In addition the nanoemulsion presented a diminution in the
number of writhing for doses of 30 mg/kg, showing no dose dependency in its antinociceptive
activity. The EO of CCB caused a significant increase in reaction time in the hot plate test of the
control group; however the nanoemulsion didn’t show a significant increase in the reaction time
mean. Furthermore, the anti-inflammatory activity of EO from CCB administered oraly had
inhibited moderately the paw edema which was induced by carrageenan. Overall, the

nanoemulsion of EO from CCB results not showed an anti-inflammatory activity.

KEYWORDS: Croton Cajucara Benth. Essential oil. Spectroscopy. Nanoemulsion.
Antinociceptive activity.
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Capitulo 1

1.2 Introducéo

A bioatividade dos 6leos essenciais, sua fragrancia e sabor tém sido utilizados ha muitos anos
desde a antiguidade. O Oleo essencial € uma mistura de varios componentes que possuem
caracteristicas aromaticas de uma espécie vegetal e tém sido conhecidos por sua bioatividade,
incluindo atividade antibacteriana, anti-inflamatéria, antifingico, antioxidantes, etc.
Consequentemente estudos das atividades bioldgicas dos 6leos essenciais tém sido incrementados
consideravelmente na procura de medicinas naturais alternativas nos recentes anos (SHAABAN,
et al.,, 2012). Sua funcdo enddcrina envolve a estimulagdo de glandulas para a producdo de
horménios e a atuacéo de alguns 6leos como fitoterapéuticos; no sistema nervoso, poucos estudos
criteriosos foram feitos a respeito, mas se conhece sua acdo como estimulantes e sedativos,
desenvolvendo a memodria e o raciocinio (RISSATO et al., 2004). A fitoterapia é o estudo das
plantas medicinais e suas aplicacdes na cura das doencas, 0leos essenciais compreendem de uma
mistura de substancias volateis extraida de plantas para predispor a prevencdo, a cura e ao

equilibrio psicossomatico.

A acdo dos componentes dos 0leos essenciais pode se dar por contato com a pele: penetracdo
e consequente alcance da corrente sanguinea, ou por estimulacdo do sistema nervoso central pelo
processo de transducdo. Pode-se, portanto, dizer que sdo trés os sistemas fundamentais para se
processar a aromaterapia: circulatdrio, limbico e olfativo (ANDREI et al., 2005). O 6leo essencial
apresenta uma composi¢cdo complexa de diferentes compostos quimicos, onde eles apresentam
acdo sinérgica ou complementar entre si, modalizando sua atividade, 6leo essencial possuindo
geralmente de odor agradavel e intenso, na maioria em forma liquida, encontradas em diferentes
Orgdos vegetais e sdo soluveis em solventes polares. Os 0leos essenciais sdo volateis, e sdo
amplamente utilizados na inddstria dos perfumes, cosméticos, aroma de alimentos e bebidas,
além do uso na aromaterapia para tratamento de algumas doencas (RAINA, et al., 2013). Entre
seus principais componentes podemos encontrar os terpenoides e fenilpropanoides, que sdo 0s
responsaveis por dar as propriedades medicinais para o uso na medicina e biologia no tratamento
de doencas (TSAO e ZHOU et al., 2007; AMORIM et al., 2009).

1
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O conhecimento tradicional atualmente é uma fonte para pesquisas na busca por novos
compostos biologicamente ativos e como terapéutica efetiva que contemple os cuidados atuais
para a saude. Politicas de salde utilizando estas fontes tém sido incentivadas por organizacoes
internacionais e nacionais, como a Organiza¢cdo Mundial da Salde e o Ministério da Saude do
Brasil. A Aromaterapia e os OEs sdo uma destas vertentes que estdo em ascensdo comercial. A
dor aguda tem um valor biologico adaptativo ja que se desenvolve em resposta a um estimulo
potencialmente nocivo ao tecido atuando como um sinalizador da integridade tecidual,
promovendo respostas protetoras (AGUGGIA, 2003; VITOR et al., 2008).

A dor aguda € a consequenca da ativagdo do sistema nociceptivo. Tem a fungdo de protecdo
biolégica (nivel de alarme do tecido lesionado). Pode ser devido a estimulacdo quimica, mecénica

ou térmica de nociceptores especificos.

A dor cronica, por sua vez, ndo possui carater protetor. Sua duracdo excede a do
reconhecimento natural de um estimulo e pode estar presente na auséncia de qualquer agente
indutor identificavel (CHONG, 2003). Geralmente ndo é bem localizada e tende a ser macica
continua ou recorrente. (VITOR et al., 2008). A dor aguda consiste na estimulagdo persistente de
nociceptores, seja térmico, quimico ou mecénico, ocorrendo ativagdo continua das vias centrais
da dor (BASBAUM et al., 2009). J& a dor neuropatica, segundo a IASP, é definida como uma dor
causada ou iniciada por uma lesdo primaria no sistema nervoso central (SNC) e/ou Periférico
(SNP). Esta desordem pode ser provocada por compressdo, transeccdo, infiltracdo, isquemia,

injuria metabolica de corpos celulares de neurdnios ou uma combinagao desses fatores.

A inflamacdo é definida como uma resposta do organismo, especificamente dos tecidos
vascularizados, aos estimulos lesivos. Sua manifestacdo envolve diversos eventos de natureza
vascular e celular, que obedece a um padrdo semelhante, independente da natureza do estimulo.
Entretanto, podem ocorrer pequenas variacées dependendo do agente lesivo, das caracteristicas
do tecido ou 6rgdo afetado e da existéncia de estados patoldgicos. Segundo ROBBINS et al,.
(2005) a inflamacdo é uma reacdo complexa a varios agentes nocivos, como microorganismos e
células danificadas, geralmente necroéticas, que consiste de respostas vasculares, migracdo e

ativacao de leucdocitos e reacGes sistémicas.



E fundamentalmente um mecanismo de defesa, cujo objetivo final é a eliminacio da causa
inicial da lesdo celular e das consequéncias de tal lesdo. Pode ser compreendida como uma
resposta a qualquer tipo de injuria tecidual, seja por agente mecanico, quimico ou por
microorganismo. Esta resposta inflamatéria envolve um complexo conjunto de atividades
enzimaticas, liberacdo de mediadores, extravasamento de fluidos corporeos, migracdo e reparo
celular (RUBIO, et al., 2013). Efeitos anti-inflamatorios podem ser atribuidos a uma grande
variedade de agentes quimicos distintos, muitos deles de origem vegetal, e ndo existe uma
correlagio evidente entre a atividade farmacoldgica e suas estruturas quimicas (CORREA, et al.,
2008).



Capitulo 2

2.1 Revisdo da literatura

O conhecimento tradicional atualmente é uma fonte para pesquisas na busca por novos
compostos biologicamente ativos e como terapéutica efetiva que contemple os cuidados atuais
para a saude. Politicas de satde utilizando estas fontes tém sido incentivadas por organizacGes
internacionais e nacionais, como a Organizacdo Mundial da Saide e o Ministério da Salde do
Brasil. A Aromaterapia e 0s 0leos essenciais sdo uma destas vertentes que estdo em ascensao
comercial e como objeto de estudo deste trabalho. Aromaterapia, esse conhecimento se expandiu
ao longo dos séculos em diversas culturas, e constitui a base da Aromaterapia: tratar a satude do
corpo, da mente e do espirito através da utilizacdo de dleos essenciais, a forma mais concentrada
de energia vegetal. A Aromaterapia moderna nasceu com trabalhos desenvolvidos pelo quimico

francés René-Maurice Gattefossé.

A Aromaterapia € um ramo da medicina natural que emprega 6leos essenciais visando
resolver os problemas do homem dentro de uma concepcdo holistica. Os tratamentos com 6leos
essenciais datam de aproximadamente 6.000 a.C. Egipcios e mesopotamicos ja 0s empregavam
em medicamentos, cosméticos e rituais religiosos. Outras referéncias sobre essas substancias
aromaticas também podem ser encontradas em passagens da Biblia. Através dos tempos, seu uso
nunca foi esquecido. Sabe-se que na ldade Média os europeus, convencidos de seu poder
antisséptico, usaram ostensivamente plantas odorificas para combater a peste negra. No inicio
deste século, a pesquisa cientifica sobre o uso dos 6leos essenciais teve inicio por intermédio do
quimico francés René Maurice Gatterfossé, que teve seu trabalho motivado por uma experiéncia
pessoal. Ao utilizar 6leo essencial de lavanda para tratar sérias queimaduras que sofrera numa das
maos, ele constatou seu grande potencial regenerador, langando-se entéo a estudar as aplicacdes

terapéuticas dos 6leos. Mais tarde, ele criaria o termo “Aromaterapia” (BUCKLE, 1993).



2.2 O sentido do olfato

Os 6leos e seus aromas desempenham um papel importante em nossas emogdes, por causa
da originalidade e distingdo do olfato, entre todos os outros sentidos, para provocar impactos
sobre 0 nosso estado emocional, e isso porque existe uma conexdo direta entre ele e o centro
emocional do cérebro, ou seja, o sistema limbico, que além das emocgdes controla também as
principais funcdes do corpo. Os aromas que séo relembrados (sejam eles de maneira consciente
ou inconsciente) produzem efeitos tanto positivo como negativo, por isso, as emogfes que um
aroma desperta podem ser distintas em diferentes pessoas, conforme as experiéncias passadas de
cada uma. Por exemplo, um homem podera fazer associacfes prazerosas com o odor de um
batom, caso o tenha vivenciado previamente numa noite romantica, no entanto, a emogao que
vier a tona podera ser desagradavel, caso a experiéncia com esse batom tenha sido com um copo

SLIj 0 num restaurante.

Os 0Oleos essenciais penetram em nosso corpo principalmente por inalacdo e absorcao
atraveés dos poros da pele (ndo usar puros, exceto lavanda e sim com um carregador, podendo ser
um 6leo vegetal, de preferéncia prensado a frio, devido a suas propriedades). A respiracdo € uma
das técnicas de relaxamento mais eficazes. Inspirar profundamente e soltar o ar ndo apenas
acalma, mas desencadeia efeitos fisioldgicos que estimulam a liberagdo de endorfinas
(substancias que produzem a sensacdo de bem estar) e minimiza a producdo de cortisol, o
hormdnio do estresse. As moléculas dos 6leos essenciais apds penetrarem no nariz podem seguir
dois caminhos simultaneamente: a maioria dirige-se inevitavelmente para o pulméo e as outras
seguem para o cérebro. No pulmédo, as moléculas dos 6leos essenciais provocam imediatamente
um efeito fisico e sdo capazes de atingir a corrente sanguinea que as distribuird por todo o corpo,
onde podem ter efeitos sobre qualquer 6rgdo por onde passam. O sentido do olfato € o Unico
capaz de proporcionar uma conexao direta com o entro emocional do cérebro. Para se tiver ideia,
perto de 75% das emocbes que experimentamos diariamente sdo provocadas por aromas. Existe
aromatizacdo de ambientes que sdo algumas formulacdes funcionais de fragrancias para areas de
trabalho, que auxiliam no estimulo e na renovacgédo da forca produtiva da equipe, apos o retorno
das festas de fim de ano: O Alecrim é indicado para cansa¢co mental, falta de entusiasmo e

concentracdo, além de revigorar e estimular a autoestima. O Basilicdo é indicado como tonico
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nervoso, combatendo fadiga, ansiedade e melancolia. Capim Limé&o é indicado para quem tem
excesso de preocupagdo, tensdo mental e insdnia. Hortela-pimenta é estimulante e refrescante, é
indicado para ambientes com grande concentracdo de pessoas. Flor de Laranjeira combate a

insbnia, palpitacdes e estados depressivos.

Nesse processo de despertar os sentidos, podemos reforcar trés pontos: autoestima,
determinacdo e equilibrio emocional. Eles conduzem equipes profissionais a assertividade e
melhores resultados, trazendo também retornos individuais e aliando a satisfagdo
profissional a pessoal. Um aroma € suficiente para despertar fome, provocar desejo ou evocar
memorias. O sentido do olfato foi essencial para que nossos ancestrais detectassem a
aproximacgao de predadores e identificassem alimentos estragados e venenosos. Esse sentido
decifra mensagens o tempo todo e ndo raro é responsavel pela atracdo ou repulsa que sentimos
por algo. Ele tende a ser menos apurado com a idade principalmente se ha doencas
neurodegenerativas, 0 que agrava a sensa¢cdo de desorientacdo e isolamento. No entanto,
pesquisadores do Centro Médico Langone da Universidade de Nova York desenvolveram uma

sequéncia de exercicios que recupera o olfato em ratos.

Em um experimento relatado na revista Nature Neuroscience, o neurocientista Donald
Wilson conseguiu identificar, monitorando a atividade cerebral de roedores colocados em uma
caixa com trés orificios de onde saiam odores diferentes, atividade reduzida do cortex piriforme
(associado a percepcao de cheiros por estudos anteriores), 0 que indicava possiveis deficiéncias
olfativas, e treinou os roedores a distinguir odores associando-0s a recompensas. Segundo
Wilson, o cortex piriforme dos ratinhos treinados passou a apresentar respostas diferentes para
cada odor. Embora ndo haja constatacédo de que a capacidade de distinguir cheiros em humanos
possa ser aprimorada com exercicios, a descoberta pode ajudar a entender e a tratar os disturbios
olfativos que surgem em estagios avangados de Alzheimer e Parkinson. Em base neste argumento

nossa pesquisa esta direcionada ao estudo dos 6leos essenciais Croton Cajucara Benth.



2.3 Oleos esséncias no desenvolvimento de novos produtos medicinais

O linalol é um terpenoide alcodlico que possui uma demanda muito grande pela indistria
da perfumaria. Nas ultimas décadas, a arvore da espécie pau de rosa (Aniba rosaeodora Ducke
and A. duckey Kosterm) foi explorada como principal fonte desta substancia e devido a continua
exploracdo, essa espécie chegou a estar ameagada e em perigo de extingdo. Procurando reduzir
esta ameaca, ha trinta anos, um grupo de plantas consideradas como possiveis provedores de
linalol foram encontrados na regido amazonica. (PEIXOTO et al., 2013), e a Croton Cajucara
Benth foi considerada uma interessante alternativa do pau de rosa, devido a sua facilidade para
ser cultivada e porque apresenta um alto porcentagem de linalol em seu 6leo essencial extraido
das folhas (SETZER, 2006).

Linalol (C10H180) é um alcool monoterpénico de cadeia aberta mostrado na Figura (1a),
(1b), e é encontrado na natureza sob a forma de mistura de isdbmeros nos OES em varias espécies
de plantas aromaticas. Possui um atomo de carbono assimétrico, o que possibilita a existéncia dos
enantiomeros (+) linalol e (-) linalol e ele é utilizado comercialmente em diversos produtos
industrializados na area de cosmética e aromatica, perfumaria, ou produto farmacologico, etc. A
planta Croton Cajucara Benth conhecido popularmente como “sacaca” da familia Euforbiacea,
possui propriedades que tem sido cientificamente demonstrada, especificamente, na reducdo de
glicose e niveis de lipideos no sangue em ratos e camundongos (SALATINO et al., 2007,
RODRIGUES et al., 2012; MACIEL et al., 2002; SILVA et al., 2001 a e b).

CH,
H,C 2
OH
S
H3
(a) (b)

Figura 1. Estrutura do linalol, (a) estrutura em 2D; (b) estrutura em 3D.



2.4 Quimica dos produtos naturais

Durante muito tempo o estudo de plantas medicinais com fins terapéutico tém sido
caracteristico da espécie humana (OLIVEIRA et al., 2011) desde tempos ancestrais até o século
XX, considerando significativamente o uso-valor como fator que encaminhou o desenvolvimento
da botanica como ciéncia. Durante muito tempo de nossa histéria a medicina e a botanica ndo
eram disciplinas tdo distintas e sim um conjunto de conhecimentos anexados utilizados por 0s

povos na antiguidade, para tratar doengas (GEOFFREY et al., 2001).

2.5 Croton Cajucara Benth

Croton Cajucara Benth (Euforbidcea) encontra se amplamente, na parte norte do Brasil
na regido Amazénica, onde € conhecida popularmente como ‘sacaca’, casca-sacaca, muira-
sacaca, cad-jucara e cajucara (Figura 2). S&o utilizadas pela populacdo a casca e as folhas da
Croton Cajucara Benth, na forma de infusdo, 6leo, cépsulas, pilulas e extratos. A Croton
Cajucara Benth tem registro na literatura especializada de varios principios ativos isolados como
a transdehydrocrotonina, cajucarinolide e iso-cajucarinolide, cajucarin, diterpeno clerodane,
linalol entre outros (PEREIRA et al., 2011).

As plantas de Croton cajucara Benth podem ser morfologicamente classificadas como
brancas ou vermelhas, de acordo com a cor das folhas, especialmente folhas jovens nos galhos
recém-desenvolvidos. O componente principal do 6leo essencial destes dois morfotipos é o
linalol e o hidroxicalameneno, respectivamente, como demonstrado por experimentos de
cromatografia a gas realizado recentemente (CHAVES et al., 2006). A planta Croton Cajucara
Benth é um arbusto de folhas lanceoladas, dotadas de peciolo, de até 14 cm de comprimento por 5
cm de largura, de coloracdo verde ou pardacenta e suas flores em racimos terminais de 6 a 9 cm

de comprimento. Apresenta ainda casca pulverulenta e aromatica (CONCEICAO, et al., 2002).



Entre os principais componentes do 6leo essencial da Croton Cajucara Benth encontram-se na
Tabela 1, segundo (DA SILVA etal., 2013).

Figura 2. Planta de sacaca (Croton Cajucara Benth).
Foto- Jason J. Atoche

Tabela 1. Composicdo quimica (%) do dleo essencial da casca de Cajucara Benth (Indice de Kovat).

Componentes % Kl calculado KI* standart
a - pineno T 940 939
campheno T 956 953
- pineno T 982 980

Para-cimene 0.10 1027 1026
limonelo T 1032 1031
Cis-linalol T 1073 1074
Trans-linalol 2.79 1102 1098
Trans-pinocarveol 0.03 1147 1139
Cis-verbenol T 1151 1140
camphor T 1153 1143
borneol 1.65 1178 1165
4-terpineol 0.27 1185 1177
Para-cimen-8-ol T 1191 1183
a-terpineol 0.15 1200 1189




Componentes % Kl calculado KI* standart

Cis-verbenone T 1214 1204
Trans-carveol T 1224 1229

t: oligoelementos com porcentagens menores a 0.03%,

2.5.1 Uso popular com fim fitoterapéutico da sacaca

A Croton Cajucara Benth é muito conhecida e utilizada tradicionalmente pela populagdo
na regido de Acre no Brasil. As folhas como infusdo, macerados feitos da casca e inclusive
misturados com outras espécies para tratar doencas gastro intestinais, do figado, rins, ulceras, até

como método antimicrobiano e para emagrecer (PORT'S et al., 2013).

Os primeiros dados quimicos da Croton Cajucara Benth e seu uso na medicina tradicional
foram relatados por ( MULLER et al., 1986 & VAN DEN BERG, 1993). Informacio
etnofarmacoldgica indica que as folhas e casca do caule da Croton Cajucara Benth, sdo usadas na
regido amazonica para cuidados de saude primaria, especialmente no tratamento de doengas do
figado e renais, e também para diminuir o colesterol no sangue (FALCAO et al., 2008). A planta
é usada para tratar a diabetes, diarreia, dor de estdbmago, febre, ictericia, hepatite e malaria
(NARDI et al., 2006). Recentemente, o uso das folhas da Croton Cajucara Benth foi
recomendado para uso terapéutico nas pessoas que tem excesso de peso e, mais 0 uso prolongado

tem sido correlacionado com hepatite toxica frequente em Belém (MACIEL et al., 2006).

O wuso prolongado para o emagrecimento tem efeitos ontogénicos atribuidos
principalmente ao seu teor de ésteres de diterpenos do forbol (RODRIGUES et al., 2013). As
folhas desta planta revelou a presenca de trés esteroides (b-sitosterol, estigmasterol e sitosterol-3-
O-b-glucosido), dois flavonoides (campferol 3,4% de éter, 7-trimetil e éter 3,7-dimetil) e um
diterpeno do tipo clerodano (cajucarinolide) e da casca do caule foi encontrado uma rica fonte de
clerodanos (MOTTA etal., 2011).
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2.6 Oleos essenciais

Os 6bleos essenciais sdo geralmente uma mistura complexa de hidrocarbonetos, alcodis e
compostos carbonilicos. Os hidrocarbonetos mais freqlientemente encontrados pertencem a
grupos de substancias conhecidas como terpenos e, em menor frequéncia, sesquiterpenos.
Ocorrem em todo tecido vivo da planta, geralmente concentrados na casca, flores, no rizoma e
nas sementes (TAWAHA e HUDAIB, 2012). Os monoterpenos mais comuns sdo: linalol,
gerandiol, tujona, canfora, limoneno entre outros. Entre 0s sesquiterpenos mais comuns

encontram-se: farnesol, nerolidol, bisaboleno entre outros (TURIEL et al., 2013).

Oleos essenciais sdo constituintes volateis organicos responsaveis pela fragrancia de
muitas plantas. Podem ser obtidos de flores, folhas, frutos, sementes, gramas, raizes, rizomas e
caules das plantas (SIMIONATTO et al., 2011). A atividade antioxidante dos 6leos essenciais
tem sido bastante estudada (XU et al., 2013) e os dleos essenciais de plantas do nordeste

brasileiro constituem fontes potenciais de antioxidantes naturais (DA SILVA et al., 2013).

De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas geralmente
odoriferas e liquidas. Sua principal caracteristica é a volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos
fixos. Esses Oleos possuem grande importancia industrial e sdo empregados nas industrias de
perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica, sendo geralmente 0os componentes de acédo

terapéutica de plantas medicinais.

Apresentando também outras caracteristicas (SIMOES et al. 2003), assim:

e Aparéncia oleosa a temperatura ambiente; aroma agradavel e intenso da maioria dos

oleos.

e Solubilidade em solventes organicos apolares. Em agua apresentam solubilidade limitada,

mas suficiente para aromatizar as solu¢fes aquosas.

e Cor: quando recentemente extraidos sdo geralmente incolores ou ligeiramente amarelados.
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e Estabilidade: em geral ndo sdo muito estaveis, principalmente na presenca de ar, calor,

luz, umidade e metais.

e A maioria possui indice de refracdo e sdo opticamente ativos.

O 6leo essencial é um 6leo natural, com odor distinto, segregado pelas glandulas de plantas
aromaticas, obtido por processo fisico e estrutura quimica formada por carbono, hidrogénio e
oxigénio, dando origem a complexa mistura de substancias, que podem chegar a varias centenas
delas, havendo predominancia de uma a trés substancias que caracterizam a espécie vegetal em
questdo. Essas substancias apresentam estruturas diversas como acidos carboxilicos, alcodis,
aldeidos, cetonas, ésteres, fendis e hidrocarbonetos dentre outras, cada qual com sua
caracteristica aromatica e acdo bioquimica (WOLFFENBUTTEL, 2007).

A grande maioria dos Oleos essenciais de interesse comercial € uma mistura de
hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos. Um segundo componente presente em
concentracdo elevada consiste principalmente de compostos aromaticos. Os terpenos sdo
considerados produtos da fusdo de duas ou mais unidades isopreno (CsHs), tendo a férmula geral
(CsHg)n e possuem grupos funcionais como OH ou C=0 e geralmente sdo hidrocarbonetos
insaturados de estrutura ciclica, assim as unidades de isopropeno originam-se biogeneticamente
do acetato por via do acido mevaldnico e tém cadeias ramificadas, com cinco unidades de

carbono contendo duas ligagdes duplas (JIN et al., 2008).

A constituicdo quimica dos Oleos essenciais € muito diversificada e, eles tém algumas
propriedades fisicas em comum. Possuem odores caracteristicos, alto indice de refragdo e a
maioria sdo opticamente ativos, sendo sua rotacdo especifica muitas vezes uma propriedade Util
do ponto de vista de caracterizacdo (SANTOS et al., 2013). Estes sdo classificados de acordo
com o numero de unidades de isopreno, que variam de 2 a 8: 0s monoterpenos, ou simplesmente
terpenos, possuem duas unidades de isoprenos com dez carbonos (duas unidades de isopreno); 0s
sesquiterpenos, trés unidades; e os diterpenos, quatro unidades de isopreno. O aroma e o odor
destes hidrocarbonetos sdo muito baixo, comparado com o0s seus derivados oxigenados. Portanto,

0 seu teor no 6leo é sempre reduzido. Quando os 6leos essenciais sdo absorvidos eles tendem
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provavelmente, a se ligar a albumina plasmatica. 1sso se deve a presenca de cetonas esteres,
aldeidos e acidos carboxilicos no seu esqueleto carbonico. Ha possibilidades tedricas que os 6leos
essenciais possam interagir com drogas, desde que, a via de administracdo do 6leo seja por via
oral (LANGEVELD et al., 2014).

O metabolismo dos 6leos essenciais ocorre imediatamente apds serem administrados. Seus
componentes sdo metabolizados por enzimas hepaticas através de trés tipos importantes de
reacOes: oxidacdo, conjugacdo em glicuronil e detoxificagdo por glutina. O principal érgao de
excrecdo € o rim, onde 0s Gleos essenciais presenciais na corrente sanguinea devem ser filtrados.
Além disso, por serem extremadamente volateis, pequenas quantidades podem ser excretadas
pela expiracdo (HOOKER, 2008).

2.6.1 Obtencao de 0leos essenciais

Ha milhares de anos, os 0leos essenciais vém sendo extraidos de plantas e usados nas
industrias de perfumes, cosméticos e farmacos de uso medicinal. A importancia econémica que
as plantas aromaticas representam a Regido Amazoénica esta associada a aplicacdo de seus 6leos
essenciais e uso de seus aromas em processos tecnologicos. No processo de extracdo do 0Oleo
essencial, podem ser aplicados diversos métodos, como a hidrodestilacdo, maceracdo, extracao
por solvente, gases supercriticos e micro-ondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicacdo € o de
hidrodestilacdo (GUAN et al., 2007).

Entretanto, sdo necessarios conhecimentos minimos dos fundamentos tedricos das
ciéncias aplicadas, na conducdo do processo de destilacdo e na elaboracdo de projetos de
equipamentos para a extracao de Oleos essenciais, tanto em escala laboratorial quanto industrial.
Uma das principais propriedades fisicas utilizadas nos projetos de extratores € a densidade do
6leo essencial a ser extraido, se mais (p>1) ou menos densos que a agua (p<l), em temperaturas
que variam entre 5 °C e 50 °C. Com base nessa propriedade, existem varios tipos de sistemas
extratores de 0Oleos essenciais, mas o sistema Clevenger € o mais conhecido e bastante utilizado

em escala laboratorial, podendo operar em circuito aberto ou fechado.
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2.7 Hidrodestilacao

A hidrodestilacdo simple ou destilacio com agua consiste em mergulhar diretamente o
material vegetal tratado em agua, para depois submeter a ebulicdo. Neste método a acdo de dgua
sobre o material € maxima, por isso pode se apresentar hidrolises ou oxidacdes. Este método €
Gtil para materiais que possuem folhas pequenas ou medianas. E preferivel colocar a agua ja
quente para diminuir a hidrolises e o tempo de operagdo. Os vapores heterogéneos condensam-se

e 0 aceite essencial vai separar por diferencia de densidade (ALBERDAN et al., 2004).

2.8 Emulsotes

Uma emulsdo se da gquando dois liquidos imisciveis sdo colocados em contato, nessas
condicdes existe a tendéncia para um dos liquidos tornarem-se disperso no outro, na forma de
globulos finitos, desde que haja alguma forca mecénica atuando. Mas quando retirada esta forca,
os dois liquidos puros irdo se separar. Chama-se emulsdo aos sistemas que assim persistem por
um periodo de tempo razoéavel (poucos segundos a varios anos) (BURGUERA, 2012). E mais
interessante para muitas aplicacdes que a emulsdo possua estabilidade por um longo periodo;
outras vezes, ¢ necessario reduzir sua estabilidade para que sejam “quebradas” em alguns
processos dinamicos, onde as mesmas causam problemas (Figura 3). Uma emulsdo possui duas
fases, a fase dispersa é chamada fase interna e a fase continua é chamada fase externa. S&o
usualmente referidas como sistemas 6leo/agua (O/A) quando a fase interna ndo é a agua, sendo
esta a fase continua (Figura 5). O inverso € o sistema agua/6leo (A/O), deixando claro que nesta
linguagem considera-se “6leo” praticamente todos os liquidos hidrofobicos nao polares e “agua”
os liquidos hidrofilicos altamente polares (WATSON, 2011). A principio, as fases 0leo e agua
seriam compostas de apenas de uma substancia mais cada uma das fases costuma conter varios
“componentes”. Existe também outro tipo de emulsdes chamadas emulsdes multiplas, sdo
sistemas designados emulsdes de emulsBes. Nestes sistemas, as goticulas da fase dispersa
também contém goticulas menores dispersas dentro delas. Estas emulsdes podem ser de dois

tipos:
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a) Emulsdes agua em 6leo em agua (A/O/A), nas quais a fase interna, oleosa, possui goticulas de

agua dispersas em seu interior.

b) Emulsdes 6leo em agua em 6leo (O/A/O), nas quais a fase interna, aquosa, possui goticulas de

6leo dispersas em seu interior.

Os recentes avangos no campo crescente de nanoemulsdes estdo abrindo novas aplicagdes em
muitas areas, tais como produtos farmacéuticos, alimentos e cosméticos (FRYD & MASON,
2012).
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Figura 3- Emulsdo de um liquido disperso em outro. O dlspersante € um tensoativo, um polimero ou um pé que
apresenta propriedades de um e outro componente.
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2.8.1 Classificacdo de emulsdes e acdo dos surfactantes

O tamanho da particula interna pode variar se o sistema € termodinamicamente instavel a
medida que a fase interna tenta constantemente se aglomerar e se separar como uma segunda
fase. Para evitar isto agentes emulsificantes sdo usados para retardar essa separacdo inevitavel
(BURGUERA, 2012). A viscosidade da emulsdo e sua aparéncia sdo controladas em parte pelo
tamanho das particulas da fase dispersa e a proporcdo entre as fases internas e externas. Quando o
tamanho das particulas da fase dispersa diminui, a emulsdo muda de um branco leitoso para

transparente (microemulsdo). Se as particulas sdo maiores do que 500 nm a emulsdo é branco
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leitoso e esta impressdo visual é devida ao espalhamento de luz consequéncia dos diferentes
indices de refracdo do meio dispersado e o dispersante (fase continua) (BURGUERA, 2012).
Quando a tensdo interfacial diminui, as particulas dispersas também se tornam muito pequenas e
temos a formacdo das microemulsbes (Figura 4), a partir daqui a formacdo e estabilidade séo
compreendidas considerando a formacdo de interfaces com tensdo muito baixa, a ponto de se
conseguir a estabilidade termodindmica do sistema bifasico. A formagdo de muitas particulas
pequenas (ao invés de menos particulas, grandes) causa um grande aumento na entropia e,
portanto uma reducgdo na energia livre. Este aumento de entropia é mais do que suficiente para
compensar 0 aumento (menor) da energia livre causado pelo aumento de area, desde que a tensdo
interfacial seja muito pequena (WATSON, 2011).
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Figura 4. Representacdo de microemulsdes, goticulas muito pequenas de uma fase sdo dispersas na outra, por uma
mistura de tensoativos.

Uma vez que o tipo de fase externa foi especificado, o préximo passo é dividir as
emulsdes em 3 classes (Tabela 2) baseadas na porcentagem de volume ou propor¢do em volume
fase interna. Esta classificacdo é importante, pois o volume de fase interna tem profunda

influéncia nas propriedades da emulsao.

Tabela 2. As seis maiores classes de emulsdes.

Percentagem de volume de fase interna (IPR)
< 30% 30 a74% >74%

Grupo
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Agua em 6leo Baixo IPR a/o Médio IPR a/o Alto IPR a/o

Oleo em agua Baixo IPR o/a Meédio IPR o/a Alto IPR o/a

2.8.1.2 <30% de volume de fase interna

As esferas individuais ndo interferem uma nas outras e a propriedade do sistema é
determinada primariamente pelas propriedades da fase externa. A medida que a porcentagem de
volume de fase interna aumenta, as gotas comecam a colidir mais freqlientemente e a interferir

umas nas outras. 1sso causa um aumento aparente, que € lento, na viscosidade de todo o sistema.

2.8.1.3 A partir de 30% de volume de fase interna

Esferas uniformes num arranjo cubico. Acima dessa concentracdo, as particulas sdo
obrigadas a um contato mais proximo e a formulacdo apresenta viscosidade relativamente alta e

um comportamento de fluido ndo newtoniano.

2.8.1.4 A partir de 74% de volume de fase interna

Outro empacotamento é alcangado. Geralmente ndo é estavel, a ndo ser com a utilizagdo
de sistemas emulsificantes especiais. A maioria dos sistemas emulsificantes perde eficacia e a

partir desse ponto ocorre inversdo da emulséo.

2.8.2 Microemulsoes

As microemulses (ME) sdo geralmente caracterizadas como agregados esféricos e com
didmetros menores que 1400 A, tipicamente da ordem de 100 A, (SILVA, et al., 2013). Apesar

da denominacdo “micro”, o sistema envolve goticulas com tamanhos suficientemente pequenos

para ser opticamente transparente. Além dos agregados esféricos, outros tipos de estruturas
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internas, como as bicontinuas e bicontinuas tubulares foram demonstrados (ACOSTA, et al.,
2009). As ME sdo, de forma geral, definidas como sistemas termodinamicamente estaveis,
isotrépicos e transparentes, de dois liquidos imisciveis, (usualmente agua e 6leo) estabilizados
por um filme de compostos tensoativos, localizados na interface 6leo/agua (ZHOU, et al., 2011).
Do ponto de vista farmacéutico, as ME podem ser definidas como emulsfes transparentes, nas
quais um 6leo ou um farmaco lipofilico é disperso num meio aquoso (ou vice-versa), contendo
um tensoativo, associado ou ndo a um co-tensoativo apropriado, gerando um sistema

termodinamicamente estavel (Figura 5).

Figura 5. Estrutura das microemulsdes, adaptado de Gomes de Oliveira, 2004.

2.8.3 Nanoemulsdes

Nanoemulsdes, também conhecidas como miniemulsdes ou emulsdes submicrométricas,
consistem em emulsdes muito finas com globulos de didmetros na faixa de 50 a 100 nm (DE
COMPOS et al., 2012) ou 50 a 300 nm (DELMAS et al., 2011). Segundo (MCCLEMENTS,
2011) as nanoemuls@es apresentam aparéncia translicida quando o tamanho de glébulo é inferior
a 200 nm e aparéncia leitosa quando este se encontra entre 200 e 500 nm (Figura 6).

As nanoemulsdes, ao contrario de microemulsdes, exigem quantidades ndo excessivas de
tensoativos, na faixa de 5 a 10%. O tamanho reduzido das particulas permite a deposicdo
uniforme nos substratos. Sdo sistemas metaestaveis, ou seja, estaveis por longo periodo de tempo,
cuja estrutura depende do processo de preparo e da estabilizacdo estérica quando se emprega

tensoativos ndo idnicos e/ou polimeros na preparacdo. 1sso acontece devido ao pequeno tamanho
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de globulo, que proporciona grande reducdo na forca de gravidade superada pelo movimento
browniano (MCCLEMENTS, 2012).

Aparéncia Denominacao Aspecto
2—20 um Macroemulsio Branca leitosa
0,1-0,3 um Nanoemulsido Branca azulada
<0,1 um Microemulsao Translucida
0,01 um Solugdes miscelares Transparentes
4 A .
0,001 pm o\ vp SolucBes moleculares  Transparentes

Figura 6. Escala de granulometria das emulsdes adaptado de (ANSEL, 1999).

2.8.3.1 Métodos de obtencdo das nanoemulsées

Ao trabalhar com nanoemulsdes se deve ter em consideracdo que elas ndo se formam
espontaneamente, se faz necessario o uso de aparelhos que possam entregar energia ao sistema.
De acordo com a literatura, as nanoemulsdes podem ser preparadas por métodos que envolvem

alta energia de emulsificacdo ou por métodos que utilizam baixa energia (PEY et al., 2006).

2.8.3.2 Métodos que utilizam alta energia de emulsificacéo

As nanoemulsBGes obtidas através do uso de homogeneizadores de alta pressdo e
microfluidizadores tém sido muito descrita na literatura (EL-DIN et al., 2013). De maneira geral,
a preparacdo de nanoemulsdes através desses procedimentos pode ser dividida em duas fases
distintas. Em uma primeira etapa as fases, oleosa e aquosa, sdo aquecidas separadamente e

emulsionadas através do uso de homogenizador de alta rotacéo.
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A emulsdo obtida na primeira etapa apresenta um tamanho de goticula submicrométrico
(entre 500 e 1000 nm), influenciado pelo equipamento utilizado e pelas condi¢cdes operacionais.
Apos o resfriamento, na segunda etapa, o diametro de goticula é progressivamente reduzido até
valores compreendidos entre 100 e 300 nm através de homogenizadores de alta pressdo (LEE,
2013). Os homogenizadores de alta pressdo consistem basicamente de uma bomba de
deslocamento positivo a qual injeta o liquido a ser homogeneizado sob pressdo elevada em uma
valvula homogeneizadora (MAO et al., 2010). Fatores como temperatura, viscosidade e
concentracdo da fase interna das emulsBes influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas do
produto final e a otimizacdo das condi¢Ges operacionais deve ser realizada para cada sistema
desenvolvido e tipo de equipamento utilizado (KARADAG et al., 2013). O uso de ultrassom para
a preparacdo de nanoemulsdes também tem sido descrito por véarios autores (JAVADI et al.,
2012).

Geralmente o fluido é primeiramente conduzido através de um orificio de didmetro
reduzido com pressdo moderada e orientado em direcdo a uma lamina vibratéria onde sofre
impacto. Quando o sistema atinge uma fase estacionaria entra em cavitacdo, proximo da
extremidade da lamina, e a vibracdo desta produzem ondas ultrassonicas, que sdo capazes de
exercer um efeito cortante, produzindo goticulas de tamanho reduzido (KHARISSOVA et al.,
2012). Os principais parametros que envolvem este procedimento de homogeneizacdo séo as
propriedades interfaciais da emulsdo, que podem ser controladas pela natureza e concentragdo
dos tensoativos e pelas propriedades do éleo, em especial a tensdo superficial e a viscosidade
(DORDEVIC et al., 2013). O uso de homogeneizadores e ultrassom podem conduzir a obtencdo
de nanoemulsbes de propriedades fisico-quimicas equivalentes através da otimizacdo das

condicOes operacionais e da composi¢do qualitativa e quantitativa das formulacdes.

2.9 Potencial zeta

O potencial zeta (ZP) é uma funcédo da carga de superficie que se desenvolve quando todo
o material é colocado em um liquido. E um indice muito bom da magnitude da interacio

eletrostatica entre particulas repulsivas. O ZP é comumente usado para prever e controlar a

20



estabilidade de dispersdo. As caracteristicas da interface de solido-liquido pode influenciar
também, a adesdo, flutuacdo e, em mais sistemas concentradas, o comportamento reologico.
Determinagdes ZP confiaveis sdo, portanto, de interesse pratico para a maioria das industrias,

incluindo a preparacgdo de ceramica, processamento e aplicacdo (ZHANG, et al., 2007).

As medidas baseiam-se na carga superficial da particula em analise, de qualquer camada
adsorvida na interface com o meio, e da natureza e composicdo do meio que a circunda. Esse
potencial reflete a carga efetiva nas particulas, que se correlaciona com a repulsdo eletrostatica
entre elas, e com a estabilidade da suspensdo. Quanto maior o potencial zeta, mais provavel que a
suspensdo seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem, e essa forca supera a tendéncia

natural & agregacgdo. O valor ideal deve ser maior ou igual a +/- 30 mV.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Realizar a caracterizacdo Fisico-Quimica, cromatografica, espectroscopica do 6leo
essencial da Croton Cajucara Benth, produzir um sistema nanoemulsionado; e realizar

experimentos para verificacdo das atividades biologcas.

3.2 Objetivos especificos

Obter o dleo essencial da folha da espécie Croton Cajucara Benth (OECC).

Estudar as propriedades fisico-quimicas, espectroscopicas (UV-Vis, FTIR),
cromatografica (CG-MS) do OECC.

Obter um sistema nanoemulsionado do OECCn.

Estudar, com o emprego de técnicas farmacoldgicas in vivo os efeitos bioldgicos das
atividades antinociceptivas do OECC e OECCn.

Comparar a diferenca nos efeitos bioldgicos para o Oleo essencial e o sistema

nanoemulsionado da CCB in vivo.
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Capitulo 4

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

4.1 Coleta das folhas

As folhas da espécie Croton Cajucara Benth (CCB) foram coletadas na rodovia BR 364,
km 13, Rua Projetada 1113. Coordenadas: -10.012552 latitude e -67.707780 longitude, nas
proximidades da Embrapa, Rio Branco, Acre. A coleta das folhas foi feito no periodo do més de
julho (Figura 7). Foi realizado um registro da espécie CCB (exiscata) no laboratério de Botanica
da UFAC, com nimero do tombo CCB: 4459. O cultivo da espécie CCB no Brasil é feito em solo
classificado como latossolo amarelo, argiloso, considerado profundo, &cido, com boa porosidade,
drenagem boa, porém quimicamente pobre em nutrientes (VIEIRA, et al., 2010). O clima da
regido de cultivo é quente e umido, caracterizado por pluviosidade em torno de 2.937 mm anuais,

umidade relativa média de 89 % e temperatura média anual de 27.8 °C.

Figura 7. Coleta do material botanico Croton Cajucara Benth (CCB).
Foto- Jason J. Atoche
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4.2. Balanca eletrénica de preciséo

Para pesar as folhas da planta usamos a balanga eletrénica de presicdo marca Quimis

modelo 510-1500, com visor de cristal liquido e indicador de estabilidade da leitura, indicador de

capacidade utilizada, carga méxima de 1500 g, sensibilidade 0.05 g, reprodutibilidade 0.1, campo

de tara 1000 g, tempo de estabilizacdo 4 s.

4.2.1 Processador

Usamos um processador marca Britanica, com trés velocidades, de aco inoxidavel. Para a

trituracdo das folhas secas, depois de permanecer numa estufa de secagem durante 8 horas.

4.2.2 Secador convectivo de bandejas

Usamos um secador convectivo de bandejas com circulacdo de ar, modelo Q0316M4, a

temperatura e tempo controlado, com duas bandejas de tela de ago inoxidavel (Figura 8).

Figura 8. Secagem do material botanico.
Foto- Jason J. Atoche.
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4.2.3 Aparelho clevenger

Foi utilizado um aparelho tipo Clevenger modificado, junto com um baldo de fundo chato
de 5.000 mL e uma manta aquecedora para a obtencdo do dleo essencial da Croton Cajucara
Benth (Figura 9).

Figura 9. Sistema clevenger modificado para extracéo de 6leo essencial.
Foto- Jason J. Atoche

4.2.4 Célculo do rendimento (%) do 6leo essencial da Croton Cajucara Benth

O rendimento médio de 6leo essencial foi calculado em base seca, utilizando-se a seguinte

equacéo para o calculo do rendimento:

volume do 6leo essencial (mL)
massa do material vegetal (g)

Rendimento (%) = «100% (1)

25



METODOS

4.3 Selecdo do material botanico

As folhas foram selecionadas e lavadas, retirando as partes danificadas, e a poeira das
folhas e posteriormente procedeu-se a colocar as folhas selecionadas na estufa a temperatura de

40 °C até a secagem uniforme (Figura 10).

s

Figural0. Folhas selecionadas da espécie Croton Cajucara Benth.
Foto- Jason J. Atoche

4.3.1 Extracao do 6leo essencial da Croton Cajucara Benth

A extracdo foi realizada no Laboratério de Bioprospeccdo e Sinteses de Nanocompostos
da UFAC, através do método da hidrodestilagdo, com o uso de aparelho tipo Clevenger
modificado. Utilizaram-se para cada extracdo amostras de 200 g de folhas secas trituradas
colocadas em baldo de fundo chato de 5.000 mL, sendo adicionados 2,5 litros de dgua destilada
até a imersdo das folhas trituradas, em seguida foi iniciado o processo de extracdo do Oleo

essencial. O processo de extracdo foi realizado com um tempo de duracdo de 4 horas. Ao final da
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extracdo foi feita a medigdo do volume do 6leo essencial no mesmo aparelho clevenger (Figura
11), para em seguida ser armazenado em vidro d&mbar com tampa para evitar a oxidagao

fotoquimica dos combustiveis volateis e colocado em freezer para posterior analise.
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Figura 11. Equipamento Clevenger para extragdo do OECC.
Foto- Jason J. Atoche

4.4 Analises Fisico-Quimicas do 0leo essencial da Croton Cajucara Benth

4.4.1 Indice de refracéo

O indice de refracdo do OECC foi determinado com a utilizacdo de um refratbmetro de
bancada Abbé (Figura 12), ajustado com &gua destilada. Tal procedimento foi realizado a
temperatura de 40 °C. Previamente se introduz uma corrente de agua destilada no equipamento,
de forma que circulasse através do aparelho até a estabilidade da temperatura desejada (40 °C).

ApOs a estabilizacdo, foram colocadas trés gotas da amostra entre os prismas, realizando-se a

leitura na escala, obtendo-se o indice de refracdo absoluto.
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Figura 12. Refratdmetro de bancada Abbé.
Foto- Jason J. Atoche

4.4.2 Medida da densidade do 6leo essencial

A densidade (D) de uma substancia ¢ a razdo entre a massa e o volume da substancia e foi
realizada usando a relacdo conhecida que envolve os fatores de massa (m) por volume ocupado
(V) da equacéo (2), para tal fim utilizou-se uma balanga de precisdo de marca Shimadzu (Figura
14).

_ _Massa (g) (2)

Volume (mL)

4.4.3 Medida do indice de saponificacdo

O indice de saponificagdo foi calculado, primeiro pesando numa balanca analitica 1,5902
g do OECC, depois com ajuda de uma pipeta volumétrica foi preparada uma solucdo de
hidroxido de potassio de 25 mL de 0.5 Molar a mesma que foi adicionada a amostra de 6loe
essencial, paralelamente foi feita uma determinacdo em branco (duplicata) a mesma foi colocada
sob-refluxo apenas a solugdo de KOH para finalmente deixar a amostra em refluxo por 4 horas a

saponificacdo completa. Depois deste tempo se retirou a amostra do aquecimento e foi
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adicionado duas gotas de solucédo de fenolftaleina 1%, seguidamente utilizou-se a solucéo de HCI
0.5 Molar como titulante na bureta e comecgou-se a gotejar a solu¢do na amostra ainda quente até
a coloracdo rosa desaparecer totalmente (Figura 13). Todo este processo foi realizado por
triplicata seguindo a metodologia de (COIMBRA & NEUZA, 2012). Para quantificar o indice de
saponificacdo foi usada a equacao (3) (FARMACOPEDIA, 1988).

_ VxFx28
P

.S ©)

Onde;

V € o volume de base gasto na titulagéo.
F é o fator de correcdo do hidréxido de s6dio 0.01 Molar.
P é a massa em gramas da amostra utilizada.

Figura 13. Fenoltaleina usada na titulacdo do OECC.
Foto- Jason J. Atoche

4.4.4 Medida do pH

O valor do pH do OECC foi medido utilizando papel tornassol, depois de ter coletado a
amostra, utilizou-se uma pequena quantidade que foi gotejada sobre o papel tornassol e
aguardou-se alguns segundos para realizar a comparacdo com os valores indicados na tabela que
vem indicada no mesmo contetdo (Figura 14). A experiéncia foi realizada por triplicata para

confirmar nossos resultados seguindo a metodologia de (CHAIY ANA et al., 2010).
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Figura 14. Papel tornasol utilizado para medir o valor do pH..
Foto- Jason J. Atoche

4.5 Analises espectroscépicas do 6leo essencial da espécie Croton Cajucara Benth

4.5.1 UV-VIS

Tomando como referencia o estudo realizado por (RISTIC et al., 2007), onde analisou por
espectroscopia UV-VIS oleos esséncias, fizemos diluicbes do OECC com hexano (solvente
pouco polar), para diferentes concentragdes 2,4,6,8,10,12% de OE. Utilizando um equipamento
da QUIMIS modelo Q798U2M, (Figura 15) do Laboratério de Bioprospeccdo e Sintese de
Nanocompostos da Universidade Federal do Acre (UFAC), antes de realizar as medigdes se
procedeu a calibrar o equipamento, com a curva padrdo, neste caso utilizou-se cubetas de quartzo
pelo espectro considerado para as amostras que foram de 200 até 800 nm. Seguidamente

comecgou-se a realizar as medicGes do espectro e ploteo do gréafico para cada valor obtido.
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Figura 15. Espectrofotdometro UV-VIS usado para medi¢Ges da amostra de OE.
Foto- Jason J. Atoche.

4.5.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

Seguindo o trabalho realizado por (BARDAKCI et al., 2009), os espectros de FT-IR
foram obtidos no modo de transmissdo em um espectrometro Thermo modelo Nicolet 380 Smart
Multi Bounce Hatr. A amostra do OECC foi colocada a modo de preencher completamente o
espaco onde tem um prisma de cristal como acessério e foi realizada a medicdo trabalhando na
faixa do espectro de luz Infravermelho médio entre 4000 cm™ e 400 cm™. Além disso, realizou-se
uma medida de referéncia, onde o prisma de cristal (ZnSe) estava vazio, para servir de referéncia,
comumente conhecido como “background”, esta medida serd considerada na hora do apresentar o

espectro ( Figura 16).

> &

Figura 16. FT-IR usado para verificar os grupos funcionais do OE.
Foto- Jason J. Atoche.
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A espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) foi usada para
caracterizar o OECC, assim como para verificar os grupos funcionais presentes no OECC. As
medidas de espectroscopia Infravermelhas foram realizadas no laboratério da Policia Federal do
Estado do Acre e na UNESP utilizando o acessorio de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FT-IR).

4.6 Analises cromatogréafico do OECC

4.6.1 Cromatografia gasosa acoplada a massa (CG-MS)

As andlises espectroscopicas gasosa acoplada a massa dos OECC foram realizadas no
Laboratorio da Policia Federal do Acre e na UNESP, seguindo o trabalho realizado por (MOTTA
et al., 2011), com as seguintes condicbes de analise empregando um sistema para Cromatografia
Gasosa acoplado a massa Agilent Techonologies 7890 A (Figura 17), utilizando coluna de silica
capilar apolar DB-1 (30 m x 0.25 mm i.d. x 0.10 um espessura do filme) com dimetilpolisiloxano
como fase estacionaria e hélio como gés de arraste com um fluxo constante de (1 mL x min™). O
volume de injecdo foi de (1 pL) foi colocada em modo split (1:20) com tempo de corte de 4
minutos. Os injetores de interface e as temperaturas do detector foram mantidos a 280 °C e 300
°C, respectivamente. A temperatura do forno foi inicialmente programada em 50 °C for 3
minutos com um aumento de 2 °C min*. Finalmente, a temperatura foi mantida constante por 10

minutos, completando 133 minutos do total da analise.
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Figura 17. CG-MS usado para identificar os possiveis componentes do OE.
Foto- Jason J. Atoche

4.7 Preparo das Nanoemulsdes

As nanoemulsdes foram preparadas no Laboratério de Bioprospec¢do e Sinteses de
Nanocompositos - UFAC, para tal se considerou o método de sonicacdo por alta energia usada
por (ABBAS, et al., 2013). Usou-se agua destilada, OECC, e como tensoativo foi usado
Polissorbato 80 (Tween® 80), INCI name: Polysorbate 80 (Figura 20) fabricante Brenntag. O
valor de equilibrio hidrofilico lipofilico (EHL: 4.3), apresenta caracteristicas ndo ionicas. O
método de obtencdo da nanoemulsdo através do diagrama ternario foi descrito inicialmente por
(COMELLES et al.,1989; TREGUIER et al.,1975). O diagrama terndrio (Figura 18) é
representado no plano como triangulo equilatero, onde a composi¢do dos trés constituintes é
simétrica. Os trés vértices do triangulo correspondem a 100% dos trés constituintes: éleo, agua e
tensoativo. O vértice superior representa 100% do oleo, o inferior direito representa 100 % do
tensoativo e o inferior esquerdo representa 100% da fase aquosa. Foram realizadas duas

tentativas para obter um estado de nanoemulséo, conforme Tabelas 3 e 4.
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Figura 18. Representacdo do diagrama ternério (ZANATTA, 2008).

Tabela 3 — Concentragbes % ( p/p) dos componentes da emulsdo conforme diagrama ternério.

Tween p < Tween < < Peso
80% Oleo%  Agua% 80 (q) Oleo (g) Agua(g) totg)l 5
amostra 1 25 5 92.5 0.125 0.25 4.625 5
amostra 2 25 10 87.5 0.125 0.5 4,375 5
amostra 3 25 20 77.5 0.125 1 3.875 5
amostra 4 5 5 90 0.25 0.25 45 5
amostra 5 5 10 85 0.25 0.5 4.25 5
amostra 6 5 20 75 0.25 1 3.75 5
amostra 7 7.5 5 87.5 0.375 0.25 4.375 5
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Tabela 4 — Concentragdes % ( p/p) dos componentes da emulsdo conforme diagrama ternério

Tween p < Tween p < Peso
Oleo%  Agua% Oleo (g) Agua(g) total
80% 80(g)

(59)
amostra 1 10 5 85 0.5 0.25 4.25 5
amostra 2 10 10 80 0.5 0.5 4 5
amostra 3 10 20 70 0.5 1 35 5
amostra 4 125 5 82.5 0.625 0.25 4,125 5
amostra 5 12.5 10 775 0.625 0.5 3.875 5
amostra 6 12.5 20 67.5 0.625 1 3.375 5
amostra 7 15 5 80 0.75 0.25 4 5

4.7.1 Obtencdo das nanoemulsoes

O OECCn foi preparado pelo método de alta energia, para um sistema Oleo/agua (O/A),
onde a fase aquosa, constituida da agua destilada, 6leo essencial da Croton Cajucara Benth, e 0
sistema tensoativo Polissorbato 80 (tween 80), realizamos primeiro uma pre-emulsdo e

dissolvendo-se o surfactante misturado na fase aquosa e depois se misturando na fase oleosa.

A solucéo foi colocada dentro do equipamento sonificador de marca Sonoplus Bandelin
UW 2070 e mantendo em contato direto a ponta do aparelho com a solucdo, usando uma potencia
de 60 watts (Figura 19), para 5 ciclos de processamento de 5 minutos cada um deles, refrigerando
o0 sistema com um banho de gelo para reduzir o aquecimento e desta forma evitar alteracfes em
nossos resultados (SOLANS, 2005).
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Figural9. Formagéo da nanoemulsdo de OECC usando
método de alta energia no aparelho sonificador.
Foto- Jason J. Atoche

4.7.2 AvaliagOes da estabilidade da nanoemulséo

Para a avaliacdo da estabilidade da nanoemulsao foi considerado o trabalho realizado por
(SILVA, et al.,, 2011). A estabilidade desta nanoemulsdo o/a foi avaliada por meio do
monitoramento do tamanho e da distribuicdo de tamanho das particulas em funcdo do tempo. Os
tempos usados neste estudo foram: ao término do preparo da emulsdo (tempo 0), e apés 1, 2, 24,
48, 72 h e, assim sucessivamente, até a observacédo visual da completa estabilizacdo do sistema.
Adicionalmente ao término da obtengdo da nanoemulsdo foram observadas em algumas delas, o
6leo residual no fundo do recipiente da amostra, mostrando uma baixa estabilidade das emulsdes
formadas, estas apresentavam uma concentracdo do Oleo ligeiramente inferior a concentragdo
inicial de entrada no equipamento. Este comportamento foi principalmente observado para as
dispersdes preparadas com o 0leo essencial na concentracdo de fase oleosa diferente de 5%, e por
este motivo, ndo foram consideradas as analises de distribuicdo de tamanho de particulas destas
dispersdes (KOURNIATIS et al., 2010). A nanoemulsdo produzida foi caracterizada utilizando o
analisador de tamanho de particulas Zetasiser da Universidade Federal de Rio Grande do Norte

UFRN, Laboratério de Farmacologia, a fim de se obter a distribuicdo do tamanho das gotas
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dispersas na nanoemulsdo, bem como a sua distribuicio de tamanho e dispersdo. Este
equipamento apresentou o detector em uma posi¢cdo a 173° do feixe de luz incidente, sendo
conhecida como deteccdo por retroespalhamento, tecnologia patenteada conhecida como NIBS

(retroespalhamento ndo invasivo).

4.8 Testes bioldgicos in vivo

4.8.1 Investigacdo da atividade antinociceptiva

Neste estudo foram utilizados camundongos Swiss albinos de ambos o0s sexos, pesando
entre 30 e 40 g, os animais foram provenientes da superintendéncia do Ministério da Agricultura
e Reforma Agraria no Acre, e depois mantidos na sala de quarentena do Laboratorio de pesquisas
em fisiofarmacologia da Universidade Federal do Acre — UFAC, com ciclo “claro-escuro” 12/12h
em gabinete biotério com &gua e racdo ad libitum, em sala especial climatizada a temperatura de
22 a 25 °C. Os experimentos desenvolvidos foram conduzidos de acordo com orientagdes e
consideragbes éticas para investigacbes de dor experimental em animais conscientes
(CARBONE, et al., 2012) e a luz das normas de acordo com o comité de ética do Instituto
Superior de Ciéncias Biomédicas da Universidade Estadual de Ceara (UECE). Para todos os

grupos experimentais foi adotado um n = 8 animais (4 fémeas e 4 machos).

As drogas (ferramentas farmacoldgicas e OECC e OECCn, foram sempre diluidas em
agua destilada obedecendo as doses preconizadas para o estudo e de acordo com o peso corporal
dos animais. O OECC (30, 100 e 300 mg/kg) administrado por via oral (v.0.); o &cido acético,
aplicado via intraperitoneal (ip.); a carragenina, aplicada na regido sub-plantar dos animais por

via intraplantar; a indometacina, aplicada por via oral; e a morfina aplicada via subcuténea (s.c.)

4.8.2 Determinacdo da toxicidade aguda

Nos experimentos de toxicidade foi usado o mesmo padrdo de animais e critérios

preconizados para 0s demais experimentos, sendo aqui adotadas as doses de 30, 100, 300, 500,
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1000, 2000 e 3000 mg/kg de OECC em agua destila, v.0. Todos os grupos foram observados
intensivamente durante os primeiros 120 minutos apos a administracdo dos compostos substancia
em estudo em intervalos regulares de 12 horas, durante 72 horas. Os pardmetros comportamentais
observados foram: atencéo, alerta, analgesia, atividade motora espontanea, locomocao, sedacéo,

miccéo, diarreia, convulsdo, coma e morte.

4.8.3 Teste das contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético (writhing test)

Esse teste visa a determinacdo da atividade analgésica periférica. A metodologia utilizada
foi conforme a descripcdo de MISHRA et al. (2010) para camundongos. No teste das contragdes
abdominais induzidas pelo acido acético os animais eram tratados previamente com OECC em
grupos distintos 1 hora antes da injuria tecidual dada pela injecdo de acido acético 0.8% (v/v), ip.
na doses de 0,1 mL/10g peso corporal . Dez minutos ap6s o estimulo, era feita a contagem do

namero de contor¢@es, durante 20 minutos.

4.8.4 Teste da placa quente (Hot Plate)

Tal teste objetiva a determinacdo da atividade analgésica central (YU, et al.,, 2012).
Durante o teste os camundongos eram colocados sobre a superficie aquecida (53 C° +1 °C) e em
seguida registrados os tempos em que oS animais manifestaram respostas. Um dia antes do
experimento era realizado um pré-teste, sendo considerados aptos 0s animais que permaneciam
sobre a placa aquecida de 8 até 16 segundos sem eshbogar reacOes devido ao estimulo
termonociceptivo. Um tempo de corte de 20 segundos foi adotado para prevenir possiveis danos
teciduais. As observagdes das reacdes caracteristicas eram feitas sistematicamente nos tempos
preconizados: 0, 60, 120, 180 e 240 minutos. O grupo de animais controle positivo recebia doses
de morfina (dose de 0,01 ml a cada 20 g do peso no animal, s.c.) e o de animais controle negativo
recebia apenas agua destilada, v.0. No dia do experimento 0s animais recebiam o tratamento 1
hora antes de serem colocados sobre a placa aquecida, onde eram observados os tempos em que

esbocavam as reacgdes caracteristicas do teste (ato de saltar ou ato de lamber as patas).
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4.8.5 Medida do desempenho motor (teste do Rota Rod)

A fim de avaliar os possiveis efeitos musculares ou sedativos do OECC foi avaliado o
desempenho motor dos animais no teste de Rota Rod, realizado conforme o protocolo seguido
por CAVALCANTE etal., (2012). Um dia antes do experimento, os animais eram selecionados
através de um pré-teste, sendo considerados aptos 0s que permaneciam sem cair do cilindro
rotatério do aparelho por 2 periodos consecutivos de 60 segundos. O Rota Rod consiste em um
cilindro subdividido com 4 compartimentos. O cilindro girava a uma velocidade constante de 18
rotacdes por minuto. No dia do experimento os animais eram tratados com OECC, uma hora
antes de serem submetidos ao teste. O resultado foi expresso com o parametro tempo de
permanéncia, em segundos, que 0S animais permaneceram sem cair do cilindro. O tempo
maximo de permanéncia preconizado € de 60 segundos, com uma reconducdo pelo mesmo
tempo, ap06s o qual o animal era retirado. Era entdo observada a permanéncia de todos 0s animais

e comparadas a permanéncia média dos grupos.

4.8.6 Edema de pata induzido pela carragenina

A inducdo do edema pela carragenina foi realizada conforme descrito por GARCIA, et al.,
(2010). Nesse teste os animais eram pré-tratados com OECC 1 hora antes de receberem a injecao
intraplantar de carragenina (300 pg/pata) nas patas traseiras direitas. O volume (em mL) da pata
foi determinando em um Pletism6metro (aparelho especifico para o teste) nos tempos 0, 60, 120,
180 e 240 minutos. Como controle positivo foi utilizada a indometacina (10 mg/kg) enquanto o
grupo de animais controle negativo recebia apenas igual volume de agua destilada/kg de peso. O
edema era mensurado em suas variagdes de volume da pata entre os varios tempos apos o

estimulo e o tempo zero, imediatamente ap0os a administracdo do agente flogistico.
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Capitulo 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do 6leo essencial da espécie Croton Cajucara Benth

Depois de extraido o 6leo essencial de cada amostra, foi calculado o rendimento médio,
em base da folha seca, do Croton Cajucara Benth conforme se mostra na Tabela 5.
O rendimento médio do OECC foi de 0.8%, verificando neste caso o resultado encontrado por a
bibliografia MENDOCA et al.( 2008) , que relatam valores similares (0.84%), em quanto ao

porcentagem do rendimento.

Tabela 5. Teor de OE de CCB, determinado em base seca.

Massa da folha seca (Q) Teor do OE (mL) Valor do rendimento %
200 1.7 0.85
200 15 0.75
200 1.7 0.85
200 1.4 0.7
200 1.7 0.85
200 1.6 0.8
200 1.6 0.8
Valor da media do Rendimento do OE 0.8

O trabalho feito por BELTRAME et al.(2010), menciona que a localizacdo onde é
coletada a espécie pode influenciar as caracteristicas do 6leo essencial, este argumento, foi
considerado em nossa pesquisa mantendo as caracteristicas de estudo na amostra. O rendimento
normalmente é afetado por diversos fatores, incluindo a espécie vegetal considerada, as partes
utilizadas e metodologia empregada no processo de extracdo, variacdes fisiologicas inerentes a
planta (fase de desenvolvimento, ciclo de polinizacdo, variaces sazonais, condi¢des de estresse

da planta), condi¢es ambientais (clima, poluicdo atmosférica, caracteristicas do solo).
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5.2 Caracterizacao Fisico-Quimica
5.2.1 Indice de refragdo

O resultado da avaliacédo do indice de refracdo do OECC apresenta como resultado o valor
de 1.63, este resultado significa quanto a luz que incide na amostra vai ser desviada quando
atinge nela. Este resultado obtido é caracteristico em substancias oleosas. Comunmente
encontramos nos constituintes dos 6leos essenciais dois classes quimicas diferentes, o0s
terpenoides e fenilpropanoides. Embora que os terpenos representem a maioria dos componentes
e ocorram com muito mais frequéncia e abundancia, sempre que os fenilpropandides estdo
presentes fornecem sabor e odor indispensaveis e significativos ao 6leo, mas biogeneticamente
tanto os terpenoides e fenilpropanoides originam-se de metabolitos diferentes e sdo gerados por
rotas biossintéticas completamente diferentes (SANGWAN et al., 2001).

5.2.2 Medida da densidade

Medida da densidade usando a equacdo (2) o valor de densidade do OECC foi de 0.75

g/mL. Este resultado é caracteristico dos 6leos que apresentam menor densidade que a gua.

15(@) =0.75 g/mL
2 (mL)

O resultado encontrado sugere que a serie terpénica apresenta densidade inferior a da agua,
conforma propriedade quimicas das substancias aromaticas (0leo essenciais), que possuem odor
caracteristico alem de ser soluveis em alcool e em solventes organicos e muito pouco solveis em

agua.

41


Jerry
Resaltado


5.2.3 Indice de saponificacdo

Os resultados para o indice de saponificacdo do OECC realizados usando a equacdo (3)

foi feita em triplicata, mostrado na Tabela 6:

Tabela 6. indice de saponificagdo para 0 OE da CCB.

V (gasto na f- fator de M- Massa da

Analise titulacdo) (mL) Constante correcgéo amostra (g) .S
1 18 28.05 1.014 1.5902 321.37
2 20 28.05 1.014 1.5902 357.08
3 19 28.05 1.014 1.5902 339.23
Média I.S 339.22

O valor encontrado para o indice de saponificacdo estd acima do valor maximo
preconizado pelas normas legais (FAO/OMS, 1986; ANVISA, 2005), que é de 250 mgKOH/g.
Tendo em consideracdo que o indice de saponificagdo é uma medida que avalia o tamanho da
cadeia dos acidos graxos que compdem o material lipidico, indicando que quanto menor o peso
molecular do acido graxo, tanto maior serd o indice de saponificacdo apresentado na amostra

analisada.

©)

5.2.4 Medida do pH

A medida do pH para o OECC, apresentou um valor neutro (pH=7), o valor encontrado é

uma caracteristicas que garante as aplicac6es em testes in vivo, por ser biocompativel.
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5.3 Medidas espectroscopicas

5.3.1 Espectroscopia UV-VIS

A analise do espectro de absorbancia UV-VIS foi realizada a partir dos resultados obtidos
na Figura 20, que apresentou baixa absorbancia do OECC para o espectro compreendido no
comprimento de onda de 200 a 800 nm, para concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10,12%. Nossa amostra
composta de OECC tem majoritariamente entre seus componentes terpenoides (a-pinene, a-
terpeniol, linalol, entre outros), alguns deles apresentam baixa absorbancia no espectro UV-VIS
para as concentracbes de 2 e 4% para um comprimento de onda de 240 até 250 nm
respectivamente, para as outras concentracdes a absorbancia da amostra apresentou valor nulo. O
resultado do trabalho feito por (MARTINEZ, 2003), onde a analise espectroscopica UV-VIS
realizado em 6leos essenciais cujos componentes foram terpenoides, mostraram também baixa ou

nula absorbéncia para o comprimento de onda 254 nm

3.0 6% EO 2% dilution
] EO 4% dilution
EO 6% dilution
2.5 4
4%
— 2.0 4
=
.©
S 1.5 -
«S
_e -
§ 1.0 2%
< -
0.5 -
0.0
1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
200 300 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 20. Espectro de absorbancia UV-VIS para OECC.
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5.3.2 Espectroscopia Infravermelho com Transformada de Fourier (TF-IR)

A técnica de espectroscopia na regido do infravermelho foi usada para caracterizar a
amostra do OECC, a analise dos grupos funcionais evidenciou a existéncia do componente

linalol, no espectro infravermelho para esta estrutura, (Figura 21).
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Figura 21. Espectro de TF-IR para a amostra de OECC.

O espectro de infravermelho da amostra (Figura 22) do OECC apresentou bandas de
absorcdo para diferentes comprimentos de onda, vibracfes caracteristicas de modo, (estiramento
simétrico O-H, deformacdo angular C-O), os mesmos apresentam concordancia com os dados
obtidos por (SA SOBRINHO et al., 1998).

44



{UFAC3
90+ Terminal Vinyl Oldfigs

80+

{ Tertiary Aliphatic Alc
0-

ohols

60-; L L L« (\

50

40+ V
30+
2!

% Transmittance

e e e e el T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 22. Espectro de TF-IR para a amostra OECC, mostrando os grupos funcionais.

A verificacdo dos picos apresentados no espectro de transmitancia € representada na Tabela 8.

Tabela 8. Bandas de absorgéo para 0s picos encontrados.

Nimero de onda (cm™) Atribuicoes
918 Deformacéo angular C-C
1111 Deformacéo angular terciaria C-O
1375 Deformacao angular Doblete
1449 Estiramento simétrico CH3
1636 Algueno C=C
2856 Alcano C-H
2926 Alcano C-H

O espectro do infravermelho (Figura 21) da amostra de OECC evidenciou uma banda
larga em 3389 cm™ que é caracteristicas do grupo funcional hidroxila O-H. A banda observada
em 830 cm™ é associada ao estiramento simétrico do grupo funcional Alcano C-C. A presenca
dos grupos alcodis alifaticos é confirmada pelas bandas entre 918 — 994 cm™ mostrada no
espectro. A banda observada em 3385 cm™ sugere um estiramento no grupo funcional O-H. A
banda em 1636 cm™ é atribuida a deformacdo da ligagdo H-O-H conforme encontrado no
trabalho feito por (SANDASI et al., 2011).
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Figura 23. Espectroscopia TF-IR regido finger print do OECC.

Uma inspecdo mais proxima da impressdo digital regi&o (1800-600 cm™) mostrou bandas
principais caracteristicas para os padrbes (Figura 23). Os espectros dos padrdes demonstram
poucas diferencas que podem ser atribuidos aos grupos funcionais unicos. O espectro dos grupos
carboxilas foi predominante forte na banda de 1636 cm™. A banda longa pode ser devido ao
estiramento vibracional do grupo carboxila (C=0), que acontece na maioria dos espectros de
absorco intensos. A banda para 1636 cm™ pode ser atribuida para o grupo funcional dos alcodis
(C=C). A intensidade variavel das bandas poderia ser devido ao numero de ligagdes alcanos, a
posicdo nas moléculas e a influéncia dos grupos vezinhos na estrutura. A regido abaixo de 1500
cm™ forma um nGmero de sinais caracteristicas entre os terpenos. As bandas sdo devido aos
estiramentos e uma ampla variedade de ligac¢Oes vibracionais, as ligagdes C-H que variam em
intensidade e estdo relacionadas as vibragdes dos grupos dos alcanos geralmente estdo
apresentadas entre 1375 — 1458 cm™. Embaixo dos 1400 cm™ encontram-se as ligacBes que
podem ser devido as ligacdes vibracionais metil CH3. Para a banda 920 cm™ devido as vibracdes
do grupo hidroxila, para o valor entre 3700-3200 cm™ foi observada a zona fora da regio finger

print a vibracgdo do grupo funcional alcodis (BOMBARDA et al., 2008 ).
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5.3.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa CG-MS

Na Tabela 7, estdo apresentadas as substdncias maioritaria encontradas no OECC na sua
maioria, compostos por sesquiterpenos e monoterpenos formando um total de 47 componentes. O
espectro cromatografico do OECC apresenta grupos funcionais de substdncias em regides
diferentes, cada uma delas esta presente para um tempo de retencdo indicado na figura 28. Na
fracdo absorvida se observa a presenca de sesquiterpenos bicilicos (f-carofileno), monoterpenos
monociclicos (a-pineno), monoterpenos aciclicos em quantidade majoritaria, (Linalol, Figura 24),

sesquiterpenos (Trans nerolidol), entre outros compostos em menor proporgao.

Tabela 7. Porcentagem em massa dos componentes majoritarios do OECC.

Tem. Ret.  Area (mm?) Altura(mm) Massa Nome Formula
(min) %
32,976 845°387,827 83°202,418  22.15 Linalol C1oH150
39,630 7°716,616 1°228,969 0.20 a- pineno CioH1s6
57,605 482256013 56353854 12.64 B- cariofileno CisHa4
58,113 96°710,730  13°559,764 2.53 Nafthaleno CioHs
65,104 8°167,009 1°074,297 0.21 Ciclohexanometanol CeH1:CH,OH
65,971 475655356 58643189 12.46 Transnerolidol Ci1sH260

Estes resultados estdio em concordancia com o trabalho desenvolvido por (SIMOES,
2003), cujos componentes foram encontrados em OECC. Segundo ARAUJO et al.(1971), o 6leo
essencial das partes aéreas da OECC mostrou-se rico em linalol confirmando nossa pesquisa.
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Figura 24. O linalol como componente majoritario identificada pelo software do equipamento de cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Observa-se através da Figura 25 os compostos constituintes do OECC, identificados com
seguranca com o uso de CG-MS juntamente, com o indice de retencao linear.
As concentragOes das substancias foram calculadas a partir das areas dos picos da cromatografia
gasosa e organizadas por ordem de eluigcdo da cromatografia gasosa, além das analises dos picos

obtidos conferindo dados da bibliografia.
Nos trabalhos feitos por BRUNETON (2001) e SALATINO et al. (2007), revelaram os

componentes do OECC tais como monoterpeno (linalol), sesquiterpenos (cariofileno) e

fenilpropanoides como eugenol.
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Figura 25. Cromatografia gasosa acoplada a massa CG-MS do OECC.

5.4 Nanoemulsoes

Depois de realizado o procedimento descrito, obtivesse o sistema nanoemulsionado

(Figura 26). Este pequeno tamanho das gotas confere sua estabilidade, evitando a sedimentacéo

(cremeacdo). ApGs o repouso, as dispersdes foram avaliadas vis

para as menores concentragcbes do OECC foi onde se conseguiu o sistema nanoemulsionado

estavel.

ualmente, sendo observado que

Figura 26. Sistema nanoemulsionado com OE de CCB.
Foto- Jason J. Atoche.
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5.4.1 Potencial Zeta

A repulsdo eletrostatica das particulas coloidais € chave para a compreensdo da
estabilidade de qualquer dispersdo. A medida da mobilidade electroforética, mesmo em solventes
ndo polares, fornece informagdes valiosas. As caracteristicas da superficie do 6leo essencial
foram estudas através de curvas de potencial zeta usando PALS (Phase Analisis Light Scattering)
da nanoemulsdo (Figura 27). O estudo da curva do potencial zeta da nanoemulsdo de OECC
permitiu a medir a estabilidade da suspenséo além de fornecer informacGes sobre o didmetro das
particulas a estabilidade da suspensdo em agua. Os altos valores de potencial zeta indicaram uma
maior estabilidade da suspensdo. Trabalhos similares usando nanoemulsfes de OEs encontraram

resultados similares de estabilidade (BALAKUMAR, et al., 2013).
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Figura 27. Fase da medic&o do potencial zeta realizada na nanoemulséo do OECC.

A nanoemulsdo apresenta cargas em sua superficie, que ajuda a manter a repulsdo em
solucdo aquosa entre elas, por repulsdo eletrostatica. O método desenvolvido para conseguir a
nanoelmusédo faz uso do surfactante ndo idnico Tween 80, para obter um sistema cineticamente
estavel e com um tamanho de gota pequeno é essencial para aplicagdes nos testes bioldgicos,
além de considerar o valor do HLB (15) do surfactante ndao i6nico Tween 80, o que define o
carater hidrofilico/lipofilico do surfactante, a fim de proporcionar melhor correspondéncia com
um determinado 6leo e produzir uma maior estabilidade da nanoemulsdo. O didametro médio foi

calculado a partir da intensidade, a massa e 0 nimero de distribui¢do bimodal.
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Geralmente, o efeito do tamanho é devido a interacdo significativa entre as particulas
coloidais, quando as particulas sdo menores que 50 nm (AJAY & ACHINTA, 2012). O resultado
foi um tamanho médio do didmetro das goticulas da nanoemulsdo de 35 nm (Figura 28).
Seguindo o trabalho feito por SALVIA-TRUJILLO et al. (2013), usando nanoemulsdo de 6leos

essenciais de lemon grass, encontrou didmetro media das goticulas abaixo de 35 nm.
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Figura 28. Fase da medicdo do potencial zeta realizada em nanoemulsdo do OECC

5.5 Testes biolégicos com dleo essencial da espécie Croton Cajucara Benth

Estudos sobre comportamento da dor em laboratérios geralmente utilizam ratos e
camundongos. Os métodos usados em nossa pesquisa sdo direcionados especialmente para a
deteccdo de diferentes modalidades de dor através da variagdo dos tipos de estimulos, sua
localizacdo ou intensidade (DA ROCHA et al., 2013). No presente estudo se buscou a verificacdo
do efeito antinociceptivo do OECC, utilizando modelos de nocicepcdo térmica (teste da placa
quente) e quimica (testes das contor¢des abdominais e edema induzido na pata). Adicionalmente
foi avaliada a influencia sobre a atividade motora (teste do Rota Rod).
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O trabalho desenvolvido por CANUTO (2005) demonstrou a atividade antinociceptiva e

antiedematogénica do 0leo essencial da espécie Croton Argyrophylloides.

5.5.1 Toxicidade aguda do 6leo essencial da espécie Croton Cajucara Benth

O OECC até a dose de 3 g/kg de peso animal ndo produziu alteracdes no comportamento
dos animais, ndo alterou os padrdes fisioldgicos de evacuacdo e miccdo e ndo foram observadas
mortes durante o periodo de setenta e duas horas. Nenhuma dessas alteraces também foi
observada quando foi utilizado a nanoemulsdo do Oleo. Assim, € possivel afirmar a baixa
toxicidade do OECC, uma vez que ndo causou morte ou altera¢do no comportamento dos animais
testados. Essa observacgdo se torna relevante quando comparada com outros estudos disponiveis
na literatura cientifica acerca da toxicidade dos 6leos essenciais, inclusive de outras espécies do
préprio género Croton. A especie Croton argyrophylloides também apresenta baixa toxicidade
(MOTA etal., 2012).

Para os estudos biolégicos com OECC foi seguido o trabalho feito por PRIETO e
LOURDES (2013), onde foi feito um sistema nanoemulsionado O/A utilizando para isso o

surfactante bicompativel Tween 80

5.5.2 Efeito do 6leo essencial da espécie Croton Cajucara Benth sobre as contorgdes

abdominais em camundongos induzidas por acido acético.

O teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acetico ndo € um modelo
especifico, pois este teste € sensivel a avaliacdo de drogas analgésicas, no entanto, pode ser visto
como um modelo geral, ndo seletivo, para estudos de drogas antinociceptivas, mas as contorcoes
involuntarias do abdémen podem ser de interesse devido a sua similaridade com algumas das
dores viscerais conhecidas e, atraves desses testes, pode-se identificar drogas com efeito
antinociceptivo, especialmente aquelas de acdo periférica (LE BARS et al., 2001; ADEBIY1 et
al., 2006).
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Varios estudos demonstraram que 0 acido acético promove a liberagdo de substancias
enddgenas (cininas, prostandides, oxido nitrico, substancia P, TNF-a, IL-1B e IL-8) pelos
mastocitos e macréfagos residentes na cavidade peritoneal, os quais estimulam os neur6nios
sensoriais primarios e induzem a resposta comportamental tipica caracterizada pela contorcao
abdominal dos animais. A injecdo intraperitoneal do &cido acético induz o aumento da
concentracao de glutamato e aspartato no liquido cerebroespinhal (IKEDA et al., 2001; FENG et
al., 2003).

A Figura 29 apresenta os resultados do efeito do OECC no teste de contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético em camundongos. O OECC apresentou atividade antinociceptiva
promovendo inibi¢do significativa do nimero de contor¢cbes abdominais, alcancando uma
reducdo de até 50.6 % em relagdo ao grupo controle. O trabalho realizado por KHAN, et al.,
(2009), também usando OECC, apresentou resultados similares ao deste estudo. Para o caso de
OECCn apenas na dose de 300 mg/kg de peso, 0 OECCn foi capaz de inibir, muito fracamente,
as contor¢bes abdominais induzidas por acido acético, demonstrando portanto uma fraca

atividade antinociceptiva (Figura 30).
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Figura 29. Efeito inibitério da administracdo prévia do OECC sobre as contorcGes abdominais de camundongos
induzidas pela injecéo intraperitoneal do &cido acético 0.8 %. As barras representam as médiastepm e **p<0.01.
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No estudo realizado por TAKAKI et al. (2008), usando a espécie Ginger, Zingiber
officinale Roscoe (Zingiberaceae), que possui o linalol entre seus componentes majoritarios , foi

verificado efeito antinociceptivo do 6leo essencial da espécie do género Rosmarinus.
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Figura 30. Efeito inibitério da administracdo prévia do OECCn sobre as contor¢cGes abdominais de camundongos
induzidas pela injegdo intraperitoneal de &cido acético 0.8 %. As barras representam as médiastepm de n=8 e (*)
p<0.05.

5.5.3 Efeitos da espécie Croton Cajucara Benth sobre a nocicep¢ao térmica em placa quente

em as patas de camundongos

Na tentativa de elucidar a presenca ou ndo da acdo analgésica central em nivel cerebral,
foi realizado o teste classico da placa quente, ensaio largamente empregado para testar drogas
analgésicas que interferem na nocicepc¢do através do sistema nervoso central, como 0s opidides
(VENANCIO et al., 2011), através de mecanismos de integracao espinhal e supra-espinhal, uma
vez que o ato de saltar e o de lamber a pata sdo considerados os critérios de resposta

(TAHERIAN et al., 2012) considerados nessa via quando aplicado esses tipos de teste. O
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modelo da placa quente caracteriza-se por produzir resposta rapida ao estimulo nocivo, mediada
pela ativagdo de nociceptores (fibras C e A Delta). As fibras nociceptoras sdo ativadas apos a
ativacdo dos receptores vaniloides, que sdo responsaveis pela resposta ao aumento da temperatura
(PURVES et al, 2010).

Conforme aos dados apresentados (Figura 31), observa-se que ndo houve diferenca entre o
tempo de reacdo ao estimulo térmico por elevacdo da temperatura sob as patas dos camundongos,
dos grupos de animais tratados com OECC e o grupo de animais controle que receberam apenas

agua destilada.

Nessa prova considerada um teste sensivel a farmacos que atuam em nivel supraespinal de
modulagdo da resposta dolorosa, 0 OECCn (Figura 32), também ndo promoveu alteragfes no
comportamento dos animais sobre a placa aquecida quando comparados com aqueles néo
tratados. Diferentemente, o trabalho de BAROCELLI et al.(2004), mostrou aumento no tempo de
reacdo dos animais tratados com Oleo essencial de Lavandula hybrida Reverchon, no qual o
linalol encontrava-se entre 0s componentes majoritarios. Ja os estudos realizados por EIDI et al.
(2011), também apresentaram aumento apenas moderado no tempo de laténcia dos animais

tratados com 6leo essencial do extrato etandlico de Salvia syriaca.
Considerando os resultados deste teste, junto aos obtidos na prova das contorgdes

abdominais induzidas pelo acido acético, tem-se indicio de que o OECC tenha apresentado

alguma atividade antinociceptiva apenas em nivel local.
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Figura 31. Efeito antinociceptivo da administracdo prévia do OECC sobre a nocicepgao térmica induzida, em patas
de camundongos submetidos ao teste da placa quente. Os pontos representam as médiastepm de n=8 e (***)
p<0.001.

O efeito dos componentes do OECC parece ndo envolver diretamente a ativacdo dos receptores

opidides, diferentemente dos resultados que apresenta a morfina usada neste teste.
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Figura 32. Efeito antinociceptivo da administracdo prévia do OECCn sobre a nocicepgao térmica induzida, em patas
de camundongos submetidos ao teste da placa quente. Os pontos representam as médiastepm de n=8 e (***)
p<0.001.

5.5.4 Efeitos da administracdo oral da espécie Croton Cajucara Benth sobre a performance
motora de camundongos submetidos ao Rota Rod

Um indicador para descarte de substancias analgesicas € a alteracdo no desempenho motor
produzidas por algumas substancias, que pode ser erroneamente avaliada como acdo analgésica,
uma vez que a maioria dos modelos experimentais utilizados avalia uma alteracdo no
comportamento motor (elevacdo da pata, lambidas nas patas, retirada da pata, contorcdes)
produzindo resultados falso-positivos. Sendo assim, a maior fonte de erros em estudos sobre
substancias que interferem na transmissao nociceptiva tanto perifericamente como centralmente é
a modificacdo no desempenho motor do animal (VANEGAS & SCHAIBLE, 2004). No teste do
Rota Rod se avalia a atividade motora dos camundongos e, consequentemente, se as possiveis
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atividades antinociceptivas observadas poderiam estar relacionadas a efeitos inespecificos da
substancia no sistema nervoso central ou periférico. Nas doses adotadas nos tratamentos com
OECC, ndo se observou alteracdes significativas sobre o desempenho motor dos animais
submetidos ao aparelho de acordo com as os parametros tomados no teste. Ndo foram detectadas
diferencas significativas quanto ao tempo de permanéncia, comparando-se 0s animais tratados
com os do grupo controle sobre a barra giratéria do aparelho (Figura 33). Estes resultados
ratificam os estudos obtidos com dleo essencial das folhas da espécie Croton Cajucara Benth,
realizados por SANTOS et al. (2005). Para o estudo com OECCn (Figura 34), os resultados nao

foram diferente daqueles encontrados com o OECC.
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Figura 33. Efeito da administracdo prévia do OECC sobre o desempenho motor de camundongos submetidos ao
teste do Rota Rod. As barras representam as mediastepm de n=8.
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Figura 34. Efeito da administragdo prévia do OECCn sobre o desempenho motor de camundongos submetidos ao
teste do Rota Rod. As barras representam as médiastepm de n=8.

5.5.5 Efeito da espécie Croton Cajucara Benth sobre o edema induzido por carrageninaem

patas de camundongos

A injecdo intraplantar de carragenina resulta em uma resposta inflamatéria caracterizada
pelo aparecimento do edema de pata tempo-dependente, infiltracdo de neutrofilos, aumento nos
niveis de diversos mediadores no exudato da pata e pelo desenvolvimento de hiperalgesia a
estimulos térmicos e mecanicos (MORRIS, 2003). O edema induzido por carragenina possui duas
fases: a fase inicial (0-1h), mediada pela liberacdo de histamina e serotonina e caracterizada por
um infiltrado celular difuso, com predominancia de neutrofilos polimorfos nucleares; a segunda
fase (apds 1h), mediada pela liberacdo de prostaglandinas e bradicinina e caracterizada por um
infiltrado composto por macréfagos, eosinéfilos e, predominantemente, linfécitos; a continuidade

entre as duas fases é mediada por cininas (GOYAL et al., 2011). Outro estudo mostrou que a
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carragenina induz uma liberacdo periférica de oxido nitrico (NO), producdo esta mediada por
NOSn na fase inicial e pela NOSn e NOSi na fase tardia (BROCK & TONUSSI, 2008).

A carragenina é um polissacarideo sulfatado derivado de Condrus criptus, uma espécie de
alga marinha, que produz efeitos pré-inflamatorios altamente reproduziveis na inducdo do edema
de pata em animais experimentais, além de ndo promover efeitos colaterais de natureza sistémica
e utilizadas neste modelo (DE OLIVEIRA et al., 2012). A injec&o intraplantar de carragenina em
camundongos provoca uma reac¢do inflamatoria, sendo um método apropriado para a busca de

novos agentes antiinflamatorios.

O edema de pata induzido por carragenina ¢ muito usado como modelo experimental in
vivo para a avaliagdo do potencial antiinflamatério de extratos de plantas medicinais, sendo um
modelo padrdo para a avaliagcdo de inflamacdo aguda (PERIANAYAGAM et al., 2006). Esse

modelo é muito sensivel a acdo de drogas antinflamatorias ndo-esteroidais (MORRIS, 2003).

No modelo usado, a indometacina, antiinflamatoério de natureza ndo esteroidal, que age na
via da degradacgdo do &cido araquidénico, injetada (10 mg/kg, ip.), foi utilizada como controle
positivo e foi capaz de bloquear o aparecimento do edema (p< 0.001). J& a administracdo v.o.,
prévia de OECC, que é constituido majoritariamente por linalol, alfa-pineno e beta-cariofileno
(Tabela 7), inibiu apenas discretamente o edema induzido de pata pela carragenina, sugerindo a
existéncia de discreta atividade antiinflamatoria (Figura 35). Resultados semelhantes a esta
pesquisa, foram apresentados por ABDON, et al., (2002), quando usou OE do género Croton
nepetaefolius. Segundo o trabalho feito por FERNANDES et al., (2007), encontrou atividade
antinociceptiva antiinflamatoria usando a espécie Cordia Verbenacea, que possui entre seus

componentes o trans-cariofileno.
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Figura 35- Efeito inibitdrio do tratamento prévio com OECC (v.0.) e indometacina (ip.) sobre a expressdo do edema
induzido pela inje¢do intraplantar de carragenina em patas de camundongos. Os pontos representam as médiastepm
de n=8, (*) p<0.05 e (***) p<0.001.

Para 0 caso do OECCn o efeito encontrado para o teste do edema, foi que nao
apresentou atividade antinociceptiva, e s6 apresentou diferencia significativa o grupo controle
positivo (Indometacina), ver Figura 36.

De outra forma a inibigéo significativa (p<0.05) das contor¢des abdominais pelo OECC
em até 56 %, combinada ao fato do mesmo ndo promover aumento do tempo de permanéncia dos
animais sobre a superficie aquecida no teste da placa quente, pode ser um indicativo de atividade
antinociceptiva apenas de natureza periférica, sem expressdo de atividade analgésica via SNC. Na
mesma direcdo, os efeitos da administracdo prévia do OECC sobre a injuria e inflamacéo
peritoneal aguda induzida pelo &cido acético, sugerem que a atividade inibitéria do OECC sobre a
dor parece estar associada a inibicdo do processo inflamatorio.
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Figura 36. Efeito inibitério do tratamento prévio com OECCn (v.0.) e indometacina (ip.) sobre a expressdo do
edema induzido pela inje¢do intraplantar de carragenina em patas de camundongos. Os pontos representam as
médiastepm de n=8 e (***) p<0.001.

O linalol, que também no OECC, é componente majoritario, apresenta comprovada
atividade antinociceptiva, conforme estudos de KHAN et al., (2009). Entretanto, neste estudo, s6
é possivel afirmar que, os efeitos apresentados pelo OECC representam o efeito somatério médio

produzido pelo conjunto dos seus componentes.

Estudos farmacoldgicos adicionais com o OECC utilizando outros modelos para atingir,
de modo mais consistente, 0s objetivos preconizados neste trabalho, parecem bastante indicados.
Do mesmo modo, recomenda-se a continuidade de ensaios farmacoldgicos com 0s componentes
isolados. Adicionalmente, sugere-se estudos para a elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo

envolvidos nos efeitos.

Os resultados obtidos no teste das contor¢des abdominais induzidas por acido acético,
resultantes da injuria e inflamacéo peritoneal aguda, mostram atividade inibitéria do OECC sobre

a dor associada ao processo inflamatorio.
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CONCLUSOES

Evidenciou-se que a espécie Croton Cajucara Benth é uma fonte alternativa do linalol, a partir da

extracdo do Oleo essencial das folhas por hidrodestilagéo.

Os resultados encontrados a partir das caracterizagdes fisico-quimica, dos componentes do 6leo
essencial da espécie Croton Cajucara Benth, apresentaram concordancia nas propriedades

analgésicas e anti-inflamatorianos nos testes bioldgicos.

As nanoemulsdes feitas a partir do Oleo essencial da espécie Croton Cajucara Benth
apresentaram estabilidade e tamanho media que permite funcionalizar com outras drogas visando

novas alternativas no tratamento das atividades nociceptivas.

A administracdo oral do OECC, em camundongos, apresentou toxicidade interessantemente baixa
e ndo induziu efeitos deletérios ao desempenho motor dos animais; expressou atividade
antinociceptiva notadamente periférica; e teve discreto efeito antiinflamatorio. O efeito

analgésico parece ser por reflexo da influencia do OECC no processo inflamatorio.

Os efeitos apresentados pelo OECC representam o efeito somatério médio produzido pelo

conjunto dos seus componentes.
Estudos farmacologicos adicionais com o OECC utilizando outros modelos sdo importantes para

dar maior sustentabilidade aos resultados bem como para elucidacdo dos possiveis mecanismos

de acdo envolvidos nos efeitos.
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