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RESUMO

INTRODUCAO: O dleo essencial das folhas da espécie Croton heliotropiifolius (OCH)
apresenta como constituintes quimicos uma mistura de monoterpenos que tém
diversas propriedades descritas na literatura, como antidepressiva, anti-inflamatoria,
ansiolitica e anticonvulsivante. Assim, os produtos oriundos dessa planta constituem
uma estratégia terapéutica possivel para o tratamento e controle de disturbios
neuroldégicos e psiquiatricos, tornando-se necessaria a pesquisa para o0
desenvolvimento de medicamentos complementares e alternativos. OBJETIVO:
Investigar os efeitos antidepressivo e anticonvulsivante do 6leo essencial das folhas
de Croton heliotropiifolius Kunth em modelos animais. MATERIAIS E METODOS: O
trabalho recebeu as devidas aprovagoes éticas. Para os testes da agao antidepressiva
foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss, adultos,
divididos em 5 grupos, com 6 animais/grupo. No grupo controle negativo (CN), os
animais receberam veiculo de 0,1mL/10g/peso; nos grupos teste (GT), OCH em trés
doses (25; 50; 100 mg/Kg); no grupo controle positivo (CP) foi administrada fluoxetina
(20 mg/Kg). Os testes comportamentais utilizados foram o Teste do Nado Forgado
(TNF), o Teste de Suspensdo Cauda (TSC) e o Teste de Campo Aberto (TCA). Para
o teste de avaliagao anticonvulsivante foi utilizada a mesma variedade de animais com
n=6, pré-tratados com solugdo fisiolégica (0,1mL/10g/animal) - controle negativo
(CN1) -, OCH nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg - grupos teste (GT1) - e com
Diazepam (DZP) (4mg/kg) - controle positivo (CP1). A indugdo de epilepsia, pela
pilocarpina, foi feita com a dose de 400 mg/kg, para todos os animais. Os dados foram
analisados utilizando One-Way ANOVA seguido do pds teste o tukey. Para todos os
testes foi considerado um nivel de significAncia de 5%. RESULTADOS E
DISCUSSAO: No TSC e no TNF observou-se, nos GT, diminuicdo significativa do
tempo de imobilidade, assim como o grupo CP, com relacdo ao grupo CN. A partir
disso, escolheu-se a dose de 25 mg/kg de OCH para o TCA. O grupo que recebeu
esta dose nao apresentou diferenga significativa com relagdo ao grupo CN. Ja em
relagdo a agao anticonvulsivante, os resultados indicaram aumento da laténcia de 12
convulsao tanto no grupo de animais que recebeu OCH na dose de 100 mg/kg quanto
DZP, quando comparados ao CN1. Com relacéo a laténcia de morte, verificou-se
aumento na laténcia de morte dos animais pré-tratados com DZP e com a dose de
200 mg/kg de OCH, com relagdo ao CN1. Assim, os dados obtidos nos testes sugerem
que o OCH possui efeito antidepressivo e anticonvulsivante em algumas das
concentracdes testadas, contudo, ensaios complementares para a validacado desses
resultados promissores devem ser realizados. CONCLUSAOQ: Este estudo sugere as
potencialidades do OCH, derivado de uma espécie amplamente encontrada na biota
brasileira, em patologias do SNC, como a depresséao e a epilepsia, e abre portas para
gque novas pesquisas sejam realizadas, em alinhamento com os esforgos da
comunidade cientifica internacional para a descoberta de novas linhas terapéuticas.
Palavras-chave: Croton. Terpenos. Epilepsia. Depressao.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The essential oil from the leaves of the species Croton
heliotropiifolius (OCH) contains a mixture of monoterpenes with various properties
described in the literature, including antidepressant, anti-inflammatory, anxiolytic, and
anticonvulsant properties. Therefore, products derived from this plant constitute a
potential therapeutic strategy for the treatment and control of neurological and
psychiatric disorders, necessitating research into the development of complementary
and alternative medicines. OBJECTIVE: To investigate the antidepressant and
anticonvulsant effects of the essential oil from the leaves of Croton heliotropiifolius
Kunth in animal models. MATERIALS AND METHODS: The work received the
appropriate ethical approvals. For the tests of antidepressant action, adult albino mice
(Mus musculus), Swiss variety, were used, divided into 5 groups, with 6 animals/group.
In the negative control group (CN), the animals received vehicle at 0.1 mL/10 g/weight;
in the test groups (GT), OCH in three doses (25; 50; 100 mg/kg); in the positive control
group (CP), fluoxetine (30 mg/kg) was administered. The behavioral tests used were
the Forced Swimming Test (TNF), the Tail Suspension Test (TSC) and the Open Field
Test (TCA). For the anticonvulsant evaluation test, the same variety of animals with
n=6 were used, pre-treated with saline solution (0.1 mL/10 g/animal) - negative control
(CN1) -, OCH at doses of 50, 100 and 200 mg/kg - test groups (GT1) - and with
Diazepam (DZP) (4 mg/kg) - positive control (CP1). Epilepsy was induced with
pilocarpine at a dose of 400 mg/kg for all animals. Data were analyzed using One-Way
ANOVA followed by Tukey's post-test. A significance level of 5% was considered for
all tests. RESULTS AND DISCUSSION: In the TSC and TNF, a significant decrease
in immobility time was observed in the TG, as was the case in the CP group, compared
to the CN group. Therefore, the 25 mg/kg dose of OCH was chosen for the ACT. The
group receiving this dose showed no significant difference compared to the CN group.
Regarding anticonvulsant action, the results indicated an increase in the latency to the
first seizure in both the group of animals receiving OCH at a dose of 100 mg/kg and
DZP, when compared to CN1. Regarding latency to death, an increase in the latency
to death was observed in animals pretreated with DZP and with the 200 mg/kg dose
of OCH, compared to CN1. Therefore, the data obtained in the tests suggest that OCH
has antidepressant and anticonvulsant effects at some of the concentrations tested.
However, further trials to validate these promising results are needed. CONCLUSION:
This study suggests the potential of OCH, derived from a species widely found in the
Brazilian biota, in CNS pathologies, such as depression and epilepsy, and opens doors
for further research to be carried out, in alignment with the efforts of the international
scientific community for the discovery of new therapeutic lines.

Keywords: Croton. Terpenes. Epilepsy. Depressive Disorder.
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1 INTRODUGAO
1.1 Fitoterapicos

Desde a antiguidade, a humanidade utiliza plantas com propriedades medicinais
para tratar ou mitigar diferentes sintomas, ou até mesmo para prevenir doengas. Por meio
de uma série de preparacdes, sao produzidos extratos, chas ou pog¢des para uso em
enfermidades. Na Babilénia e na Suméria, por exemplo, a papoula era utilizada para o
tratamento e alivio da dor. Hoje, sabemos que a morfina (um analgésico opidide de grande
poténcia) € um alcaldide extraido das flores da papoula, justamente pelo conhecimento
prévio de que essa planta era usada para tratamento de dores (Duarte, 2005).

Pode-se citar também a tradicdo dos povos sumérios com o uso de cha do salgueiro
para alivio de dores e de febre. A planta foi amplamente utilizada e estudada com o
decorrer do tempo e, no século XIX, o acido acetilsalicilico foi isolado pela primeira vez,
sendo desde entdo uma das medicagbes mais vendidas da modernidade, servindo para o
tratamento de dor e febre, além de servir como profilaxia para eventos tromboembdlicos,
como infarto agudo do miocardio e acidente vascular encefalico (Lima; Alvim, 2018).

Na atualidade, a utilizagcdo de plantas medicinais e fitoterapicos € uma pratica
mundialmente disseminada, sendo encorajada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), especialmente em paises em desenvolvimento. No Brasil, o uso de fitoterapicos é
incentivado pelo Ministério da Saude (MS), por meio da Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC), em que é oferecido aos usuarios do Sistema
Unico de Saude (SUS) por meio de praticas integrativas de saude, principalmente nas
Unidades Basicas de Saude (BRASIL, 2006).

A PNPIC define a fitoterapia como um tratamento caracterizado pelo uso de plantas
medicinais em suas diferentes apresentacbes farmacéuticas, sem a utilizagcdo de
substancias ativas isoladas, e reconhece o grande potencial do Brasil para o
desenvolvimento dessa terapéutica, por sua extensa diversidade vegetal, sua reconhecida
sociodiversidade, pelo uso histérico de plantas medicinais vinculado ao conhecimento
tradicional e pela posse de tecnologia para validar cientificamente este conhecimento
(BRASIL, 2006).

1.1.2 Género Croton sp.

O género Croton possui mais de 1200 espécies, distribuidas principalmente desde

a regiao tropical do Panama até o Brasil, sendo que apenas no Brasil existem mais de 300
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espécies. Essas plantas sdo largamente utilizadas na medicina popular, € o género vem
demonstrado grande importancia econémica, fundamentada principalmente nos seus
Oleos essenciais e nas numerosas substancias bioativas que existem nessas plantas, que
ajudam a explicar seu largo uso popular. Algumas propriedades medicinais ja foram
comprovadas cientificamente, apontando o género como um forte candidato para a

producao de novos farmacos, por meio da fitoterapia (Cavalcanti et al., 2020).
1.1.3 Espécie Croton heliotropiifolius Kunth.

Croton heliotropiifolius Kunth., popularmente conhecida como velame ou
marmeleiro-branco, € uma espécie do género Croton endémica do Nordeste do Brasil, e
é frequentemente encontrada na vegetagdo do bioma Caatinga (Fernandes et al., 2021;
Magalhaes et al., 2021). O cha de suas raizes é popularmente utilizado no tratamento de
resfriados, dores em geral, inflamacéao, dermatite, artrite reumatoéide e infecgdes fungicas
(Almeida et al., 2022; de Oliveira Junior et al., 2017; Leite et al., 2017; Magalhaes et al.,
2021; Malafaia et al., 2018; Saraiva et al., 2015; Silva-Alves et al., 2021; Xu; Liu; Liang,
2018). O cha das folhas e das cascas da arvore também é utilizado para controle de
sintomas gastrointestinais (Cordeiro et al., 2012; Queiroz et al., 2014).

Os extratos vegetais e Oleos essenciais possuem, em sua cCoOomposi¢do, uma
variedade de substancias ativas chamadas de metabdlitos secundarios, dentre eles,
destacam-se os monoterpenos (Basappa et al., 2015). Estudos realizados com o dleo
essencial das folhas da espécie Croton heliotropiifolius apresentaram como constituintes
quimicos uma mistura de monoterpenos e sesquiterpenos (Torres et al., 2021).

Sabe-se que os monoterpenos tém diversas propriedades descritas na literatura,
como miorrelaxante, principalmente em musculo liso, antimicrobiano, antiespasmaodico,
antidepressivo, anti-inflamatério, cardio-estimulante, depressor do transito intestinal,
ansiolitico e anticonvulsivante (Almeida et al., 2003; Alkharfy et al., 2018; Manayi et al.,
2016; Ngo Bum et al., 2001; Oz et al., 2015).

1.2 Depressao e drogas antidepressivas

A depressao é um transtorno mental que afeta mais de 264 milhdes de pessoas,
de todas as idades, no mundo. Os transtornos depressivos sao caracterizados por humor
rebaixado ou perda de capacidade de experimentar prazer, acompanhada de outros
sintomas cognitivos, comportamentais e neurovegetativos que afetam significativamente
a capacidade funcional do individuo (WHO, 2018).
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A Organizagao Mundial de Saude aponta a depressdao como uma das maiores
causas de incapacidade e a doenga com maior impacto na carga global de doengas. Em
todo o mundo, a depressao é mais frequente em mulheres e, nas formas severas, pode
levar ao suicidio (WHO, 2013).

No Brasil, estima-se que 16,3 milhdes de pessoas receberam diagnéstico de
depressao por profissional de saude mental, de acordo com a Pesquisa Nacional de
Saude (PNS) 2019. Esse numero representa 10,2% das pessoas de 18 anos ou mais de
idade, um aumento significativo em relagdo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) 2013,
quando 7,6% das pessoas de 18 anos ou mais de idade referiram a mesma condi¢cao
(BRASIL, 2014; BRASIL, 2020).

Embora sejam realizadas intensas pesquisas sobre esta doencga, a etiologia e
patogénese da depressdo ainda ndo estdo bem esclarecidas. Existem estudos pré-
clinicos e clinicos sugerindo que os neurotransmissores monoaminas como a serotonina
(5-HT), noradrenalina (NA) e dopamina (DA) no sistema nervoso central exergam uma
importante participacao na fisiopatologia da depressao (Mozdzen et al., 2017).

As primeiras drogas antidepressivas eficazes: uma monoamina inibidora de oxidase
(MAOQO), a iproniazida, e um inibidor triciclico da recaptacao de noradrenalina e serotonina
(TCA), a imipramina, foram descobertas por acaso, mas uma vez que sua eficacia clinica
foi estabelecida, novos compostos com um mecanismo de agao similar foram sintetizados
e introduzidos na clinica (Vetulani; Nalepa, 2000).

Apesar dos avangos no tratamento medicamentoso da depressdo, com os
inibidores seletivos da recaptagao da serotonina (ISRSs) e os inibidores da recaptacao da
serotonina-noradrenalina (SNRIs), ainda ha diversas necessidades clinicas nao
alcancadas no que diz respeito tanto a eficacia quanto a presencga de efeitos colaterais
(Mozdzen et al., 2017).

1.3 Epilepsia e drogas anticonvulsivantes

As desordens do sistema nervoso central (SNC) requerem atengéo, pois podem
gerar impactos em diversos aspectos do comportamento humano, como pensamento,
memoria, linguagem, emogdes, sensacdbes e movimentos. Essa compreensdo €
especialmente relevante no caso da epilepsia, um disturbio crénico que afeta o SNC,
sendo a crise epiléptica sua manifestagdo mais notavel, envolvendo diversos elementos
desse comportamento (Melo et al., 2005).

Do ponto de vista epidemiologico, a epilepsia € bastante comum: aproximadamente
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1% da populagado apresenta epilepsia ativa, 3% tém recorréncia de crises e pelo menos
9% experimentaram ao menos uma crise convulsiva em algum momento da vida (Melo et
al., 2005).

Varios fatores podem provocar crises epilépticas, mas um conceito amplamente
aceito é que elas ocorrem quando ha uma quebra no equilibrio entre a excitacdo e a
inibicdo no cérebro. Normalmente, existem mecanismos que promovem a atividade
neuronal adequada e outros que regulam essa atividade, evitando descargas excessivas
de potenciais de agdo. Quando ha um desequilibrio entre esses mecanismos, pode
resultar na ocorréncia de crises (Silva; Cabra, 2008).

Apesar do crescimento exponencial no numero de medicamentos antiepilépticos
disponiveis no mercado, a prevaléncia de pacientes com convulsdes intrataveis continua
elevada, e os desafios relacionados aos tratamentos convencionais, em particular a
resisténcia aos farmacos, permanecem significativos, afetando mais de 30% dos
individuos (Chen et al., 2018). Em resposta a essa questao, uma série de investigagdes
tem sido realizada com o intuito de desenvolver novas alternativas terapéuticas que
apresentem um perfil de seguranga aprimorado e propriedades neuroprotetoras (De
Sousa et al., 2006; Ezz et al., 2011; Perucca, 2017; Pina et al., 2021).

Desse modo, pode-se justificar o presente estudo na avaliacdo do efeito do éleo
essencial de C. heliotropiifolius sobre a depressao e epilepsia, a partir de testes pré-
clinicos em animais, na tentativa de uma nova estratégia terapéutica possivel para o

tratamento e controle destes disturbios psiquiatricos e neurolégicos.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

- Investigar os efeitos antidepressivo e anticonvulsivante do 6leo essencial das

folhas de Croton heliotropiifolius Kunth em modelos animais.
2.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito antidepressivo de doses crescentes de o6leo de Croton
heliotropiifolius Kunth (OCH), administrado pela via oral (v.0), no teste do nado forgado

(TNF) e no teste de suspensao pela cauda (TSC);
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- Avaliar a coordenacao motora e o possivel relaxamento muscular sob efeito do
OCH em doses crescentes, administrado por via oral, através do teste de campo aberto
(TCA) em camundongos;

- Investigar o efeito anticonvulsivante do OCH, através de convulsdes induzidas por

pilocarpina.
3 METODOLOGIA
3.1 Tipo de estudo

Trata-se de um projeto experimental, em que foram usados camundongos da

espécie Mus musculus para realizagao dos protocolos experimentais.
3.2 Aspectos éticos e legais/riscos e beneficios (conforme a Res. 466/12)

Os projetos foram submetidos & Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual do Piaui - CEUA/UESPI, para apreciagéo, sendo aprovados com
os protocolos 003360/2021-73 e 006201/2022-10. Todos os protocolos experimentais com
animais estdo de acordo com a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008, que estabelece
as normas para o uso de experimentagao animal.

A atividade de acesso ao Conhecimento Tradicional Associado, nos termos
exigidos pelo Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado - SisGen, em atendimento ao previsto na Lei no 13.123/2015 e seus

regulamentos, foi cadastrada sob o numero: A8B513F.

3.3 Aquisicao do 6leo essencial

O dleo essencial das folhas de Croton sp. foi adquirido através de parceria com o
professor Francisco Artur Silva Filho, do Campus Parnaiba, da Universidade Estadual do

Piaui.
3.4 Local do estudo

O projeto foi realizado no Nucleo de Biotecnologia e Biodiversidade (NPBIO),

vinculado a Universidade Estadual do Piaui (UESPI).
3.5 Animais

Foram utilizados camundongos albinos (Mus musculus), variedade Swiss, adultos,

machos, pesando entre 25 e 30 g, acondicionados em gaiolas de acrilico e mantidos a 22
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+ 2°C com agua e comida ad libitum, em um ciclo claro/escuro 12:12 horas. Os animais
foram provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade
da UESPI. Apds os procedimentos experimentais, os animais foram eutanasiados com
sobredose de Pentobarbital sdédico, 150 mg/kg, via intraperitoneal (i.p.), associado a 10

mg/Kg de lidocaina.

3.6 Protocolos Experimentais
3.6.1 Administragcao das drogas

Para cada teste comportamental, ou seja, TNF, TSC e TCA, os animais foram
divididos em 5 grupos, com 6 animais por grupo:
e Grupo Controle Negativo (GN), cujos animais receberam veiculo de
0,1ml/10g de peso;
e Grupos Teste (GT), cujos animais receberam 6leo de Croton heliotropiifolius
Kunth (OCH) em trés doses diferentes (25; 50; 100 mg/Kg);
e Grupo Controle Positivo (CP), ao qual foi administrado uma droga
antidepressiva de referéncia, fluoxetina (20 mg/Kg).
Todos os compostos utilizados foram administrados por via oral (gavagem), em

dose unica, 60 min antes de cada teste comportamental.
3.6.2 Teste do Nado Forgado (TNF)

O TNF foi realizado conforme o método descrito por Porsolt et al. (1977). Os
camundongos de cada grupo foram colocados em um cilindro plastico de 10 cm de
didmetro e 24 cm de altura, contendo 19 cm de altura de agua, a temperatura de 25°C +
1°C. O tempo de imobilidade do animal foi definido como a auséncia de movimentos
ativos, ou seja, movimentos necessarios apenas para manter sua cabega acima da agua

e, quando o animal estava flutuando, o tempo foi cronometrado durante 6 minutos.
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Figura 1: Representagao do Teste do Nado Forgado
(Arquivo pessoal)

3.6.3 Teste de Suspensao pela Cauda (TSC)

O TSC foi realizado conforme o método descrito por Steru et al. (1985). Os
camundongos foram suspensos 50 cm acima do chdo por uma fita adesiva e o tempo de
imobilidade registrado durante 6 minutos. Os animais foram isolados acusticamente e
visualmente. Os camundongos foram considerados iméveis apenas quando pendurados

passivamente e completamente imédveis.

Figura 2: Representagao do Teste de Suspensao pela
cauda (Arquivo pessoal)
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3.6.4 Teste do Campo Aberto (TCA)

Este modelo foi realizado de acordo com o que foi proposto por Hall (1934) para a
avaliagao da atividade locomotora dos animais. Cada camundongo foi colocado no centro
da gaiola onde foi registrado o numero de quadrantes cruzados em um periodo de 6
minutos. O aparato consiste em uma caixa de vidro medindo 40x60x50 cm, com o ch&o

dividido em 9 quadrantes iguais.

Figura 3: Representacédo do Teste do Campo Aberto
(Arquivo pessoal)

3.6.5 Teste de Efeito Anticonvulsivante

A administragdo de pilocarpina em altas doses gera o chamado status epilepticus
ou estado de mal epiléptico (EMP), uma crise duradoura que causa lesao cerebral similar
a um quadro epileptogénico em humanos (Turski et al., 1983; Mathern et al., 1996).

Assim, os animais foram divididos em 5 grupos, com 6 animais por grupo:

e Grupo Controle Negativo (GN), cujos animais receberam solugéo veiculo a
5%;

e Grupos Teste (GT), cujos animais receberam 6leo de Croton heliotropiifolius
Kunth (OCH) nas doses de 50, 100 e 200mg/kg;

e Grupo Controle Positivo (CP), ao qual foi administrado Diazepam (DZP) na

dose de 4mg/kg, considerado como droga padrao de agao anticonvulsivante.

Ja a indugéao de epilepsia pela pilocarpina foi feita com a dose de 400 mg/kg (i.p.)
de pilocarpina, para todos os animais. Também foi realizado um tratamento prévio (30

min) a pilocarpina com metil-escopolamina 1 mg/kg (Sigma Chemical CO), via
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subcutanea. A administracdo da metil-escopolamina teve por finalidade atenuar os efeitos
periféricos provocados pela inje¢do de pilocarpina.

Para comparar a severidade das convulsdes entre os grupos, apds a administracao
deste agente quimico, foi feita observacéo dos seguintes parametros: surgimento de sinais
colinérgicos periféricos (miose, diarreia, miccdo excessiva), movimentos estereotipados
(lamber e cheirar a pata), tremores, convulsdes, laténcia para o aparecimento das
convulsoes, laténcia de morte e taxa de mortalidade. Cada animal foi observado durante
o periodo de 1 hora (Zhu et al., 2008; Cavalheiro, 1996).

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando One-Way ANOVA seguido do pés teste de
Tukey. Para todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os resultados
foram expressos como médias e desvio padrao. O resultado foi considerado positivo

quando houve um aumento estatisticamente significativo (p <0,05).
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste do Nado Forgado (TNF)

Observou-se, nos grupos que receberam as doses de 25, 50 e 100 mg/kg de OCH,
diminuicao significativa do tempo de imobilidade, sendo as médiastdesvio padrao de
3,040+4,72, e 2,30 £ 2,23 e 2,53 £ 2,40, respectivamente, com relagao ao grupo controle
negativo (27,04 + 9,14). O grupo que recebeu fluoxetina (20 mg/kg) também reduziu o

tempo de imobilizagdo com 2,77 + 1,91 (Figura 4).
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Figura 4: Efeito do tratamento com 6leo de Créton (25, 50 e 100 mg/kg, via oral) e fluoxetina
(20mg/kg, via oral) no parametro tempo de imobilidade em camundongos machos
submetidos ao teste do nado forgado. Obs.: Os resultados estéo representados como média
+ desvio padrao. Os dados foram analisados por analise de variancia ANOVA, seguido do
teste de Tukey, ***p<0,001.

4.2 Teste de Suspensao da Cauda (TSC)

Observou-se, nos grupos que receberam as doses de 25, 50 e 100 mg/kg de OCH,
diminuicao significativa do tempo de imobilidade enquanto o animal ficou suspenso pela
cauda, sendo as médiastdesvio padrdo da média de 44,24 + 15,24, 35,24 + 16,96 e 21,02
+ 20,64, respectivamente, com relagdo ao grupo controle negativo (119,10 + 36,64). O
grupo que recebeu fluoxetina (20 mg/kg) também reduziu o tempo de imobilizacdo com
15,45 + 19,29 (Figura 5).

150 @ Controle Negativo
w 3 Fluoxetina 20 mg/kg
E 3 Croton 25 mg/kg
g @ Croton 50 mg/kg
N 1004
= @8 Croton 100 mg/kg
S
E
S 504 Rk
=
E- Sk
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0- ' :

Figura 5: Efeito do tratamento com 6leo de Créton (25, 50 e 100 mg/kg, via oral) e fluoxetina
(20mg/kg, via oral) no parametro tempo de imobilidade em camundongos machos submetidos ao
teste da suspenséo pela cauda. Obs.: Os resultados estédo representados como média * desvio
padrdo. Os dados foram analisados por analise de variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey,
***p<0,001.

4.3 Teste do Campo Aberto (TCA)

A partir dos testes anteriores, escolheu-se a menor dose efetiva - 25 mg/kg de OCH

- para o TCA. O grupo que recebeu esta dose (44,00+£9,41) n&o apresentou diferenca
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significativa com relagdo ao grupo controle negativo (41,60+9,96), assim como o grupo
que recebeu fluoxetina (34,40+23,73) (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do tratamento com 6leo de Croton na dose de 25 mg/kg, via oral, e fluoxetina
(20mg/kg, via oral) no teste de campo aberto. Obs.: Os resultados estéo representados como
média + desvio padréo. Os dados foram analisados por analise de varidancia ANOVA, seguido
do teste de Tukey, ***p<0,001.

Os dados obtidos nos testes TSC e TNF sugerem que o 6leo de croton possui efeito
antidepressivo nas concentracdes testadas, resultado congruente com as propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes deste 6leo essencial, uma vez que dentre os diversos
fatores atualmente estudados no desenvolvimento da depresséo, a ativagao inflamatdria
do sistema imune tem sido explorada. Além disso, sabe-se que antidepressivos validados
para uso clinico diminuem a inflamacgao, e que niveis basais mais elevados de inflamacéao
predizem menor eficacia da maior parte dos tratamentos conhecidos (Silva, 2017; Lee;
Giuliani, 2019).

Ja nos dados obtidos do TCA, observou-se que o dleo essencial ndo tem acéao
estimulante sobre atividade motora dos animais e também n&o causa relaxamento
muscular nos animais testados com a dose de 25 mg/kg, diferenciacao importante para
eliminar possiveis confundidores nos demais testes.

Assim, protocolos adicionais para confirmacido e descricdo acurada deste efeito
devem ser realizados, como avaliagdo de mecanismos de acao nas diferentes vias de
neurotransmissao do corpo humano e estudos in silico para confirmar e ou buscar novos

mecanismos de acio dos constituintes do dleo.
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4.4 Teste de Efeito Anticonvulsivante

Apos os tratamentos com veiculo (0,1mL/10g de animal, v.o.), Diazepam (4 mg/kg,
i.p.) e OCH (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), observou-se aumento da laténcia de 12 convulsao
no grupo de animais que recebeu a dose de 200 mg/kg (p<0,01) e Diazepam (p<0,01),

quando comparados ao controle negativo (Figura 7).

Figura 7: Efeito do dleo
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g0 T T estatisticamente significativa se p<
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de Tukey), sendo *p<0,05 e ***p<0,001 comparados ao grupo controle negativo.

Com os resultados apresentados na figura 7, possivelmente, o OCH interferiu nos
eixos de transmissao serotoninérgica e dopaminérgica, aumentando o tempo de laténcia
para o acontecimento da primeira convulsdo. Com relagao a laténcia de morte, verificou-
se aumento na laténcia de morte dos animais pré-tratados com OCH 200 mg/kg (**p<0,01)

e Diazepam (***p<0,001), com relagédo ao grupo controle negativo (Figura 8).
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Figura 8: Efeito do 6leo essencial das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth. (OCH), nas doses de 50, 100
e 200 mg/kg (v.0) sobre a laténcia para a morte dos animais, apos a indugao de convulsées por Pilocarpina
(400 mg/kg, i.p.). Obs.: Os dados estdo expressos como média + desvio padrao (N=6). Diferenca
estatisticamente significativa se p<0,05 (ANOVA seguido pelo pés-teste de Tukey), sendo **p<0,01 e
***p<0,001, em relagdo ao grupo controle negativo.

Sabe-se que a pilocarpina (em doses a partir de 300 mg/kg) provoca crises que se
iniciam com parada comportamental, automatismos orofaciais, clonais de membros
anteriores que evoluem para crises focais e generalizadas (t6nico-clénicas) nos primeiros
90 minutos apds a administragao, culminando com o status epilepticus (Curia et al., 2008).
Assim, estudos recentes indicam que o comprometimento da neurotransmissao
serotoninérgica e dopaminérgica, assim como fungdes do eixo hipotalamo-hipdfise-
adrenal (HPA) se correlacionam com as expressdes comportamentais no modelo da
Pilocarpina (Szyndler et al., 2002).

Nesse sentido, os monoterpenos sao compostos bioativos presentes em diversos
Oleos essenciais, os quais demonstram efeitos sobre receptores GABA (Manayi et al.,
2016), canais ibnicos (Oz et al., 2015) e processos inflamatorios (Alkharfy et al., 2018).
Alguns monoterpenos, como a verbenona e o 4-terpineol, ja foram descritos por terem
capacidade anticonvulsivante e com reducao dos efeitos periféricos durante as crises
convulsivas induzidas por diversas substancias excitatorias (Ngo Bum et al., 2001).

Estudo realizado com extrato etandlico da raiz de Croton zambesicus, induzido por
pentilenotetrazol (PTZ), atrasou significativamente (p<0,01-0,001) o inicio da doenca
clénica e convulsao ténica causada por PTZ quando comparado ao controle (Okokon;
Anwafor, 2009). Resultado semelhante ao encontrado neste estudo, de acordo com a
figura 7.

Estudos com doses de 200 e 400 mg/kg (i.p.) do dleo essencial de Cymbopogon
winterianus, constituido de varios monoterpenos, também indicaram aumento significativo
do periodo de laténcia e reduziu a frequéncia das convulsées. A frequéncia de
sobrevivéncia foi significativamente aumentada com uso de OE 200 e 400 mg/kg (i.p.).
Diazepam (3 mg/kg, ip) protegeu completamente os animais contra a convulsédo ténica
provocada pelo Pentilenotetrazol (60 mg/kg, i.p.) (Quintans-Junior, 2008). No entanto, no
presente estudo a neuroprotegdo do OCH nao foi avaliada longitudinalmente, sendo

necessarias analises complementares.
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5 CONCLUSAO

Em relacdo ao efeito antidepressivo e ao efeito anticonvulsivante, este estudo
sugere as potencialidades de agao do 6leo de créton, derivado de uma espécie
amplamente encontrada na biota brasileira, em patologias do sistema nervoso central,
como a depressdo e a epilepsia, e abre portas para que novas pesquisas sejam
realizadas, em alinhamento com os esforgos da comunidade cientifica internacional para
a descoberta de novas linhas terapéuticas para a depressao e a convulsao, transtornos
tdo prevalentes.

O estudo apresenta limitacbes inerentes a pesquisas pré-clinicas, ademais o
trabalho n&o apresenta analises bioquimicas ou histolégicas, motivo que limita a
compreensao dos mecanismos neurologicos envolvidos, e nao foi possivel avaliar a
toxicidade, a biodisponibilidade, a neuroprotecdo a médio e longo prazo, nem a possivel
interacdo dos constituintes do 6leo essencial com vias neurotransmissoras conhecidas.
Sugere-se, assim, a realizacdo de ensaios complementares, com estudos in silico e in
vitro, para que os resultados promissores sejam validados em futuras investigacdes

translacionais.
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ABSTRACT: Epilepsy is a chronic disease that affects the quality of life of thousands of people, highlighting the need to
identify safe and effective anticonvulsant agents, In this context, medicinal plants have emerged as a promising source of
bioactive compounds for the treatment of epilepsy. In this study, we carried out an in vivo and in silico investigation of the
anticonvulsant activity of the essential oil from the leaves of the Croton heliotropiifolius Kunth (OCH) plant The results
obtained through in vivo experiments revealed that the essential oil had an anticonvulsant effect by promoting a significant
increase in the latency of the first seizure and in the survival rate of the animals treated with OCH ata dose of 200 mg/kg.
To understand the possible receptors and sites of action of the compounds in the oil. we carried out a molecular docking
study focusing on the GABA: and NMDA receptors. In addition, the electronic properties of the phytoconstituents were
calculated at the B3LYP/6-311++G(dp)/SMD level The results of the molecular docking studies revealed that the
sesquiterpenes a-bulnesene, &-cadinene and B-bourbonene present in the OCH have a high affinity for the GABA, receptor
with binding energies in the range of -10.0 to -9.2 kcal /fmol. It primarily interacts with the receptors through hydrophobic
force, highlighting the importance of the interaction with the Phe77 amino acid residue. With respect to NMDA, the best
ligands were §-cadinene, guaiadiene and a-bulnesene, with binding energies of -8.4 to -8.4 kcal/mol, higher than those
obtained for ketamine (-7.4 kcal /mol). DFT analysis revealed that the most promising ligands have higher stability and
moderate to strong electrophilicity, This research provides valuable insights for the identification of new maolecules in the
development of herbal medicines for the treatment of epilepsy. suggesting that the anticonvulsant effect of OCH may be
related to the modulation of the GABAI receptor ou NMDA blockade,
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