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RESUMO

O tratamento de diversas patologias por meio das plantas medicinais é milenar. Nos
ultimos anos essa pratica tem crescido na populacdo mundial, devido ao facil acesso e
efeito colaterais reduzido. Croton blanchetianus é uma das espécies do género Croton
que se destaca por sua relevancia terapéutica e farmacoldgica, é conhecida como
marmeleiro preto a mesma € usada para tratamento de diversas enfermidades. O
objetivo desse estudo foi avaliar o perfil fitoquimico, aspecto citotoxico, genotdxico e o
potencial efeito cicatrizante do 6leo essencial de C. blanchetianus. O 6leo essencial das
folhas e inflorescéncia foi extraido por hidrodestilagdo e o perfil fitoquimico foi
realizado por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectro de massa (GC/MS). O
resultado revelou que o 6leo essencial de C. blanchetianus possui rendimento de 0,45%,
49 componentes quimicos foram identificados, onde o biciclogermacreno (22,80%),
cariofileno (10,90%) e eucaliptol (9,24%) se destacaram como majoritarios. Houve
predominancia dos grupos monoterpenos e sesquiterpenos. Alguns desses metabolitos
secundarios sao relatados na literatura com atividade biol6gica como anti-inflamatérios,
antibacteriano, antifingica, antidepressiva e cicatrizante. Na avaliacdo toxicogenética,
as raizes de A. cepa foram expostas ao Dimetilsulfoxido - 1% DMSO em 4gua destilada
(Controle Negativo), MMS: 10 pg/mL de Metilmetanossulfonato dissolvido em DMSO
1% (Controle Positivo) e aos tratamentos com o 6leo essencial de C. blanchetianus em
05 concentracdes (1,6; 8; 40; 200 e 1000 pg/ml). O teste revelou citotoxicidade nas
concentragdes de 200 e 1000 pg/ml em resposta ao baixo indice mitdtico, porém nao
apresentou genotoxicidade. Apos 7° dia de pos-operatério (DPO) constatou-se que o
controle negativo apresentou e células inflamatorias, quanto aos grupos 01 e 02 houve
angiogénese e formagdo de fibroblastos. Apos 14° DPO houve melhora na cicatrizagdo
do grupo 1 e ap6s 21° DPO o grupo 2 tratado com OECB apresentou acelerado processo
de cicatrizagdo com total restauracdo epitelial. Esse estudo preliminar do perfil
fitoquimico, investigacdo toxicogenética e do potencial efeito cicatrizante do 6leo
essencial de C. blachetianus servirdo para subsidiar futuros estudos sobre a atividade
bioldgica, farmacoldgica e possivel aplicacdo terapéutica dos componentes quimicos.

Palavras-chave: Terpenos, Fitoterapicos, Andlise quimica, Citotoxicidade, Allium
cepa, Ferida.



ABSTRACT

The treatment of various pathologies using medicinal plants is ancient. In recent years,
this practice has grown among the world population, due to easy access and reduced
side effects. Croton blanchetianus is one of the species of the genus Croton that stands
out for its therapeutic and pharmacological relevance. It is known as black quince and is
used to treat various illnesses. The objective of this study was to evaluate the
phytochemical profile, cytotoxic and genotoxic aspects and the potential healing effect
of C. blanchetianus essential oil. The essential oil from the leaves and inflorescence was
extracted by hydrodistillation and the phytochemical profile was carried out using gas
chromatography coupled to mass spectrum (GC/MS). The result revealed that the
essential oil of C. blanchetianus has a yield of 0.45%, 49 chemical components were
identified, including bicyclogermacrene (22.80%), caryophyllene (10.90%) and
eucalyptol (9.24%) stood out as the majority. There was a predominance of
monoterpenes and sesquiterpenes groups. Some of these secondary metabolites are
reported in the literature with biological activity as anti-inflammatory, antibacterial,
antifungal, antidepressant and healing. In the toxicogenic evaluation, A. cepa roots were
exposed to Dimethylsulfoxide - 1% DMSO in distilled water (Negative Control), MMS:
10 pg/mL of Methylmethanesulfonate dissolved in 1% DMSO (Positive Control) and
treatments with essential oil of C. blanchetianus in 05 concentrations (1.6; 8; 40; 200
and 1000 pg/ml). The test revealed cytotoxicity at concentrations of 200 and 1000
pg/ml in response to the low mitotic index, but did not present genotoxicity. After the
7th postoperative day (POD) it was found that the negative control presented
inflammatory cells, while in groups 01 and 02 there was angiogenesis and formation of
fibroblasts. After the 14th DPO there was an improvement in healing in group 1 and
after the 21st DPO group 2 treated with OECB showed an accelerated healing process
with total epithelial restoration. This preliminary study of the phytochemical profile,
toxicogenetic investigation and the potential healing effect of C. blachetianus essential
oil will serve to support future studies on the biological, pharmacological activity and
possible therapeutic application of the chemical components.

Keywords: Terpenes, Phytotherapeutics, Chemical analysis, Cytotoxicity, Allium cepa,
Wound.
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CAPiTULO 1
INTRODUCAO

A pele € o maior 6rgdo que recobre toda superficie do corpo humano. Fornece
protecdo formando uma barreira fisica entre o corpo e o meio ambiente. Toda lesdo que
proporcione a rupturas da continuidade desse tecido cutaneo é chamado de ferida. A pos
a lesdo tecidual ocorre o processo de cicatrizacdo que € constituido por numerosos,
dindmico e complexos eventos celulares envolvendo fenémenos biogquimicos e
fisiolégicos. A cicatrizacdo perpassa desde o processo inflamatorio, proliferativo e de
remodelacéo 2.

A escolha do tratamento eficaz para cicatrizacdo vai depender da analise prévia
do tipo de ferida®. Assim, apesar da comercializagdo dos mais variados tipos de
tratamentos para cicatrizacdo, a maioria delas possui alto valor aquisitivo o qué dificulta
0 acesso ao tratamento por parte da populacdo *>°. Nesse contexto, investigadores " e
profissionais de satide ° tem se empenhado na busca de novas estratégias terapéuticas
para acelerar a cicatrizacdo de feridas '°. O uso de produtos naturais, tanto por
profissionais de salde quanto por pacientes, tornam-se uma alternativa viavel, pois, sdo
faceis de manusear e apresentam resultados satisfatérios, uma vez que, aceleram o
tempo de cicatrizagéo restituindo a integridade e funcéo do tecido lesionado **2.

No processo de cicatrizacdo de feridas, sua utilizacdo ndo se difere, tendo em
vista que as plantas medicinais sdo mencionadas desde a pré-histéria quando eram
utilizadas na forma de extratos vegetais, cataplasmas, com o intuito de estancar
hemorragias e favorecer o tratamento de lesdes teciduais **.

A espécie Croton blanchetianus conhecida popularmente como marmeleiro
preto, pode ser encontrada na regido Nordeste **. Na medicina popular, as folhas,
cascas, caule e raizes da espécie C. blanchetianus ja séo bastante utilizadas *>°.

Embora seja de origem natural, é de fundamental importancia avaliar a
seguranga no uso dos 6leos essenciais, uma vez que falta de informag&o associado ao
uso indiscriminado das plantas medicinais podem representar 0 risco a exposigdo de
agentes que sejam toxicos e nocivos a satde *"*®,

Os feitos adversos da espécie C. blanchetianus sdo desconhecidos, porém como

qualquer outra espécie de planta medicinal necessita de uma avalig&o criteriosa quanto a
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composicdo de seus metabolitos secundarios e o efeito citotoxico e genotdxico,
mutagénico, em virtude de evitar que eventuais danos possam ser causados ao
organismo, especialmente os relacionados com o crescimento da taxa de mutagio

genética em niveis basais °*.

1.1. Objetivo Geral

Analisar a composicdo quimica, a genotoxicidade bem como o efeito do 6leo
essencial de Croton blanchetianus Baill, no processo de reparo tecidual de lesdes

cuténeas cirurgicamente induzidas em ratos.

1.2. Objetivos Especificos

v Determinar os metabolitos secundarios do 6leo essencial do Croton
blanchetianus Baill;

v Verificar os componentes majoritarios do 6leo essencial do Croton
blanchetianus Baill;

v Verificar citogenotoxicidade do 6leo essencial do Croton blanchetianus Baill;
v Calcular o potencial de regressdo da area das lesdes cutaneas tratadas com éleo
essencial de Croton blanchetianus Baill;

v Avaliar a evolucdo do reparo tecidual de forma quantitativa, das células
inflamatorias, fibroblastos no processo de reparo das lesdes cutaneas tratadas com dleo

essencial de Croton blanchetianus Baill.
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CAPITULO 2
REFERENCIAL TEORICO

2.1 Lesao tecidual e cicatrizacao

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano ocupando cerca de 16 % da massa

corporal %°

. Esse complexo oOrgdo, possui funcdes de extrema importancia para a
fisiologia do organismo vivo, tais como, prevenir a perda hidrica, equilibrar a
temperatura corporal e transportar informagdes sensoriais. Além de possuir um sistema
imunolégico extremamente especializado, que é de fundamental importancia para
manutencao da homeostase, defesa e reparo tecidual 2.

E constituida por duas camadas distintas: a epiderme e a derme. A primeira é a
epiderme, situada na parte mais externa, esta subdividida em estrato corneo, estrato
lucido, estrato granuloso e estrato basal, € composta por células vivas que permanecem
em constante divisdo, sendo coberta por uma camada de células mortas, o estrato
corneo. Os queratindcitos sdo células predominantes nesse tecido *2%2.

A derme esta localizada abaixo da epiderme ficando na parte mais interna,
possui duas subdivisdes a derme reticular e papilar . A derme reticular é mais espessa
que a derme papilar devido a densa concentracao de fibras colagenas, contém apéndices
da pele, como foliculos capilares, glandulas sebéceas e glandulas sudoriparas 2. A derme
papilar é rica em células como fibroblastos, miofibroblastos e células imunoldgicas, tais
como macréfagos, linfocitos e mastécitos. O fibroblasto principal célula da derme €
responsavel por sintetizar a matriz extracelular formada por colageno, proteoglicanos e
fibras elasticas que fornecem a integridade estrutural da derme .

Feridas sdo rupturas da continuidade do tecido cutaneo, ocorre apos lesdes
fisicas, quimicas, térmicas, microbianas ou imunoldgicas aos tecidos do corpo 43,
levando a interrupgdo da conformidade celular, anatdmica ou funcional de tecidos ou
orgdos vivos. As feridas podem ser profundas ao ponto de comprometerem tecidos
subcutaneos, causando danos nos tenddes, misculos e vasos .

A cicatrizagdo ocorre por meio de uma série de complexos eventos celulares que
interagem entre si para reestruturago tecidual 2*** acontece na lamina basal e consiste

de uma cascata de eventos celulares e moleculares que interagem para a reconstituicdo
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do tecido no qual envolve fenbmenos bioquimicos e fisioldgicos que buscam restaurar a

integridade fisica interna e/ou externa das estruturas corporais 2?2

, Com 0 intuito de
promover o restabelecimento da integridade e fungBes dos tecidos lesionados 2. Esta
dividida em trés fases que atuam simultaneamente para reestabelecer a integridade da
pele, sdo elas: Coagulacio ou inflamatéria, proliferativa e remodelagéo 2%,

A fase inflamatoria consiste numa série de eventos vasculares onde s&o liberados
histaminas, serotoninas, bradicininas provocando o aumento do fluxo sanguineo que por

sua vez desencadeia os sinais cardinais da inflamacdo !

, seguindo a ativacdo dos
processos bioquimicos da cascata de coagulacao e liberacdo de mediadores quimicos da
inflamag&o . Nesta fase ocorre 4 infiltragdo na lesdo de células do sistema imunoldgico
como neutrofilos, linfdcitos, macrdfagos e citocinas pro-inflamatérias TGF-, IL-1, IL-
8, TNF-a e IFN-y que atuam propiciando a quimiotaxia celular e diferencia¢do de
mondcitos em macréfagos °. Estes ao serem liberados fagocitam bactérias, desbridam
corpos estranhos e direcionam o desenvolvimento de tecido de granulacdo 2. Este
processo dura cerca de 24 a 48 horas, podendo persistir até 02 semanas *.

A fase proliferativa € caracterizada pela reepitelizacdo que ocorre precocemente,
onde as células epiteliais da borda da ferida comecam a proliferar na tentativa de
restabelecer a barreira protetora responsavel pelo fechamento da lesdo propriamente
dita. A proliferacdo de fibroblastos estimula a formacdo de coldgeno sendo este
principal responsavel pela forca de contragdo e angiogénese . Esta fase inicia em até
03 dias e perdura por 03 semanas ap6s o surgimento da ferida, 3.

Na remodelagdo acontece a deposicdo de novas células da matriz extracelular (
MEC), assim, o tecido de granulacdo rico em colageno tipo Il e vasos sanguineos vao
progressivamente sendo substituidos pelo colagenos tipo | que predominam o tecido
ileso, essas fibras sdo mais resistentes, diminuem a espessura da cicatriz e reduzem a
deformidade da mesma %%

Dependendo da extensdo, presenca ou ndo de infeccdo as feridas podem
cicatrizar de trés formas distintas que sdo: primeira intencdo, segunda intencéo e terceira
intencao.

Na cicatrizacdo por primeira intencdo ocorre perda minima de tecido, auséncia
de infeccdo, a aproximacao das bordas € feita por meio de sutura cirurgica. Por segunda
intencdo a perda de tecido & consideravel pode haver presenca de infeccdo e a
aproximagdo das bordas ocorre de forma fisiologica por meio de contragdo e

reepitelizacdo tecidual. Na de terceira intencdo ocorre geralmente apds uma deiscéncia
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primaria, apresenta grande perda tecidual, presenca de infeccdo, sendo necessario 0
tratamento primério da infeccéo para posteriormente realizar a aproximacéo das bordas

por sutura cirtrgica .

2.2. Fitoterapicos

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os medicamentos
fitoterapicos incluem ervas, materiais, preparacdes e produtos fitoterapicos acabados,
que contém como ingredientes ativos partes da planta, outros materiais vegetais, ou
combinagdes. Desempenham um papel fundamental na saude mundial hd milhares de
anos e na Ultima década, seu uso se expandiu em todo 0 mundo e ganhou popularidade
consideravel *. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
sdo caracterizados pelo conhecimento da eficacia e pela constancia de sua qualidade.
Todos os fitoterdpicos sdo regulamentados no Brasil como medicamento convencional,
apresentando critérios de seguranca e eficacia exigidos pela ANVISA **.

Assim, foi instituida no Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos com o Decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, e por meio da Portaria
Interministerial n° 2.960, de 9 de dezembro de 2008, regulamentado o Programa
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos e criado o Comité Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, que confere acesso seguro, uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos com eficacia e qualidade pela populacdo, promovendo dentre
outros resultados, melhorias na qualidade de vida *.

Nos Ultimos anos, houve um crescimento no uso de fitoterapicos com notavel
acao terapéutica para diversas patologias relacionada a lesdo tecidual, como cortes,
queimaduras e feridas *. No Brasil o uso de plantas com a finalidade terapéutica ¢
considerada uma pratica milenar de cunho cultural que tem ganhado cada vez mais
adeptos, favorecida pela biodiversidade, uma vez que 0s vegetais das mais diferentes
espécies sao fonte rica de novas substancias e de novos compostos bioativos. Fatores
como o facil acesso a essas plantas sdo de extrema relevancia para 0 progresso no uso
dos medicamentos fitoterapicos, conferindo um excelente custo beneficio para tal

pratica 388,
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2.3. Familia Euphorbiaceae

Dentre as plantas medicinais usadas para tratamento terapéutico temos as
pertencentes a familia Euphorbiaceae. Esta compreende uma das maiores familias de
angiospermas, abrangendo cerca de 300 géneros e 7500 espécies, no Brasil possui
aproximadamente 72 géneros e uma média de 1300 espécies *°. Entre as familias de
Euphorbiaceae com potencial uso farmacoldgico, destaca-se o género Croton “.

O género Croton engloba: arvores, ervas e arbustos com mdltiplas caracteristicas
sendo esse Ultimo, 0 mais comum 4. As cascas e folhas desse género sdo amplamente
utilizadas na medicina tradicional nas formas de infusdes, chd, para tratar diversas
enfermidades como, constipacdo, problemas gastrointestinais, diabetes inflamacao,
febre, hipertensdo, endoparasitas, feridas, cancer e malaria entre outros “>**%, O género
Croton possui diversas atividades bioldgicas registradas na literatura como antimalérica,
a inibicdo da replicacdo do virus Chikungunya, antifungicas, antimicrobiana,
gastroprotecdo, antinociceptiva e pré-cicatrizante *°.

Dentre as espécies do género Croton que possui potencial terapéutico e
farmacoldgico, destaca-se a espécie Croton blanchetianus, (figura 2.1) que € conhecida
popularmente como marmeleiro preto, pode ser encontrada principalmente no semiarido
nordestino distribuida nos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Pernambuco, Piauli,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Sergipe e Maranhdo *. E considerada colonizadora
ambiental por apresentar alta capacidade de restauracdo de areas degradadas além ser
um vegetal pioneiro em ocupar nichos mais in6spitos para as demais espécies,
oferecendo melhorias do solo, permitido a continuidade de sucesséo florestal **.

E predominantemente arbustiva podendo atingir 6 m de altura, forma populagdes

45,46

densa , possui folha caducifélia, com fisiologia adaptada pra suportar a baixa

disponibilidade hidrica e elevadas temperaturas, exibe forte habilidade de aclimatacédo

as variacdes ambientais *

, além de barreiras que possibilitam a retencdo de &agua
promovendo dessa forma a protecdo dos tecidos foliares contra danos provenientes do
excesso de radiacdo solar 4198 As flores sdo pequenas, esbranquicadas em espigas
terminais, aromaticas que lembram 6leo de pinho séo oriundas de estipulas grandes,

sobretudo em ramos jovens *>*.



Figura 2.1: Fotografias da planta Croton blanchetianus Baill. (esquerda) e da
inflorescéncia e folhas (direita). Fonte: Arquivo pessoal do professor Dr. Francisco Artur e
Silva Filho, Campus Parnaiba/UESPI.

Na medicina popular, as folhas, cascas, caule e raizes da espécie C.
blanchetianus ja sdo bastante utilizadas na forma de infusdes, chas, cataplasma para o
tratamento de disturbios gastrointestinais, reumatismo, depurativo, indigestdo, cefaleia,
hemoptise e hemorragia uterina, tratamento de feridas entre outros *>°,

Estudos envolvendo tanto o 6leo essencial quanto extratos de C. blanchetianus
tém revelado a viabilidade terapéutica e farmacoldgica dessa espécie no que se refere a
acdo antibacteriano, antifingica, anti-inflamatéria, antiviral, “***°, Broncodilatador **,

°218 gastroprotetora *° contra agdo de ectoparasita em animais >*, no

antinoceptiva
controle de larvas de insetos em gréos °°.

O oleo essencial de C. blanchetianus (OECB) € obtido principalmente de flores
e inflorescéncia, podendo ser encontrado também nas cascas, raizes e sementes ° sendo
formado por uma mistura de aproximadamente 17 a 60 componentes quimicos que se
encontram em diversas concentracdes *°. Dentre os principais metabélitos, temos os
constituintes volateis como, hidrocarbonetos, monoterpenos, sesquiterpenos, cetonas,
alcoois, aldeidos, fendis, ésteres, além de diterpenos e triterpenos >

Terpenos sdao compostos volateis derivados de 6leos essenciais especializados
em metabolitos secundarios, que estdo subdivido em dois grupos principais, os terpenos
hidrocarbonetos e oxigenados . Sdo formados por moléculas de cadeias carbonicas que

vao desde estruturas pequenas e simples como os hemiterpenos (C5), monoterpernos
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(C10), sesquiterpenos (C15) até as mais complexas e ndo volateis como os diterpenos
(C20), triterpenos (30). Os terpenos contidos em 06leos essenciais tém se mostrado
bastante efetivos no combate a bactérias, fungos, parasitas, virus >°. Os monoterpenos,
sesquiterpenos e diterpenos se destacam no grupo por apresentarem efeito ovicida,
larvicida e repelente induzindo o controle de insetos

Dentre os terpenos com importancia bioldgica registrados na literatura e que sao
comuns aos encontrados no presente estudo podemos citar o monoterpeno eucaliptol
que possui atividade anti-inflamatéria e anti-edematogénica 2.2a ®, o sesquiterpendide
a-cadinol que age como gastroprotetor 2.2b >3. O o-pineno figura 2.2c e o linalol figura
2.2d que apresentaram em teste in vivo um eficiente efeito antiflamatdrio e analgésico
com inibicdo da COX-2 e reducéo da dor ®2. O cariofileno demonstrou eficiente acéo
inseticida apresentando toxicidade por contato contra T. castaneum figura 2.2e ® O a-

humuleno é usado para atenuar tendinites cronicas e dores miofaciais figura 2.2f °*.

P, GO
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Figura 2.2. Estruturas quimicas de importancia biolégicas.

No grupo dos terpenos podemos ainda encontrar compostos como hormonios
(giberelinas e acido abscisico), pigmentos carotenoides (carotenos e xantofilas), esterdis
(ergosterol, sitosterol, colesterol), derivados de esterol e latex. Alguns terpenos

despertam interesse comercial tanto na industria alimenticia devido ao uso como
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aromatizante, fragrancia em alimentos e cosméticos, bem como na industria agricola
como inseticidas ®*.
No extrato etandlico das folhas, caule e raizes de C. blanchetianus, encontra-se

% quinonas,

flavonoides, isoflavanoides, alcaloides, taninos, ligninas e xantonas
saponinas, cumarinas, sendo que nos ultimos anos, alguns desses componentes quimicos
sd0 vislumbrado pela industria farmacéutica como potenciais antioxidantes naturais 2.
Os alcaloides, por exemplo, possuem acdo farmacoldgica, que afetam o sistema nervoso
central. Em dose baixa, produzem alteracdes fisioldgica e psicologica medicante a
interacdes com neurotransmissores capazes de provocar efeitos como relaxamento
muscular, tranquilizante e analgésico %,

J4& no extrato metandlico foi possivel identificar as saponinas, que sdo
metabolitos encontrados em tecidos mais suscetiveis a agressdo cometida por fungos,
bactérias e insetos . Elas atuam principalmente formando barreira quimica ou escudo

no sistema de defesa das plantas °°.

2.4. Allium cepa

Considerando a toxicidade o teste com A. cepa tem sido bastante utilizada na
comunidade cientifica por ser bom biomarcador para identificacdo de caracteristicas
citotoxicas e genotoxicas em plantas medicinais. Através desse teste € possivel
identificar nas raizes da cebola, alteracdes cromossémicas como quebras cromatidicas,
pontes anafasicas, formacdo de micronicleo, ou mesmo a destruicdo total do
cromossomo, além de modificacdo no processo de diviséo celular ®'.

Dentre as vantagens de utilizar o A. cepa no monitoramento de produtos naturais
esta, 0 baixo custo, o facil acesso, alta confiabilidade, alta sensibilidade e correlacédo

com outros testes citogenético ©

, dispensando equipamento sofisticado para a
execucdo®, além disso, destaca-se entre outros vegetais por apresentar Cromossomos
maiores com sensibilidade em captar agentes quimicos com efeito toxico, citotéxico,
genotéxico e mutagénico ®. Através do efeito téxico pode ser avaliado o crescimento
radicular. A citotoxicidade é determinada de acordo com o indice mitético (IM). A
genotoxicidade ¢é avaliada segundo analise de células meristeméaticas com alteracdes
cromossémicas (AC). Tais alteragdes podem ser provocadas em respostas a efeitos
aneugénicos (C-metafase, metafase com aderéncia cromossémica, perdas

cromossOmicas, anafases multipolares, células binucleadas, metafases poliploides,
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dentre outras) ou a efeito clastogénicos (fragmentos cromossémicos e pontes
cromossémicas). A mutagenicidade é analisada segundo a avaliacdo de micronucleos

(MN) que podem ser gerados por meio de efeito aneugénicos ou clastogénicos. ®.
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CAPITULO 3
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Coleta do material

As folhas e inflorescéncia de C. blanchetianus foram coletadas as 7h da manha,
na localidade Cachoeira da Serragem, cidade de Buriti do Lopes-Piaui em Fevereiro de
2022, na estacdo chuvosa, entre as coordenadas geograficas latitude 3°10°36.0”S e
longitude 41°48°25.5’W. Um total de 05 amostra de exsicata da planta foram
depositadas no Herbario do Delta do Parnaiba da Universidade Federal do Piaui, em
Parnaiba-Pl, (tombo 6727) registrado na plataforma SisGen (Sistema Nacional de
Genética e Knowledge Heritage Management Traditional Associate) com o ndmero:
A49D763.

3.2. Extracao do 6leo essencial

A extracdo do 6leo ocorreu por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger ",

acoplado a um baldo de fundo redondo de 5 L que foi aquecido por manta térmica.
Foram pesados 800 g de folhas e inflorescéncia, adicionados 2 L de dgua destilada, que
foi aquecida até 100 °C, sendo mantido em ebuli¢do constante por 2 h, figura 3.1. O
6leo foi separado da agua e seco com sulfato de sodio anidro (Na,SQO,4). O 6leo obtido

foi armazenado em frasco ambar em baixa temperatura .

k' ~
|

~ .

Figura 3.1. Fotografias (esquerda) folhas inflorescéncia de C. blanchetianus sendo preparadas e
(direita) hidrodestilacdo. Fonte: Arquivo pessoal.
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3.3. Calculo do rendimento de O6leo essencial das folhas e

inflorescéncias de C. blanchetianus

O rendimento do processo extrativo foi determinado em triplicata pela relagéo
massa/massa de acordo com a férmula abaixo. A massa do Oleo essencial foi
determinada em escala analitica e seu valor foi comparado com a respectiva massa das
folhas utilizadas.

(%) de dbleo essencial = massa de 0leo essencial (g) X 100/ massa de folhas (g)
(Equacéo 1).

3.4. Cromatografia Gasosa Acoplada em Massa

A andlise por cromatografia gasosa (CG) acoplada a espectrometria de massas
(EM) foi realizada utilizando um cromatografo a gas Shimadzu acoplado a um
espectrometro de massas, modelo CG/EM-CGEM-QP2010CN Ultra, equipado com um
injetor split/splitless (250°C), capilar coluna cromatografica tipo DB-1 (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA), com fase estacionaria composta por 100%
dimetilpolissiloxano, 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,1 um de
espessura de filme. A reacdo foi iniciada com propagacdo de temperatura a 50°C por 5
min, entdo aumentada para 250°C com uma taxa de crescimento de 5°C/min (por 35
min). A temperatura da camara de ionizagdo e da interface CG/EM foi de 200°C e
250°C, respectivamente. O gas de arraste utilizado foi o hélio com vazdo de 1,69
mL/min (100 kPa) e utilizou o modo splitless. Para injecdo, preparou-se uma solucao de
1 mg/mL de OECB solubilizada em etanol em seguida, injetou-se 1 pL dessa solugdo no
cromatdgrafo. O espectrOmetro de massa operou a 70 eV no modo SCAN (Full Scan),
utilizando o método de ionizacdo de elétrons (ionizacdo por impacto de elétrons). Os

compostos foram quantificados por normalizagdo de &rea ™.

3.5. Ensaio A. cepa

As sementes de A. cepa da variedade comercial (cv. Vale Ouro IPA 11) foram
colocadas pra germinar em placas de petri contendo &gua destilada, posteriormente foi
armazenada em incubadora (BOD SL - 224®) com condi¢bes de iluminacdo e
temperatura adequadas para a germinagdo. As sementes foram mantidas na incubadora
por 04 dias, até que o sistema reticular atingisse aproximadamente 01 cm de

comprimento ™.
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Cerca de 30 sementes com suas raizes foram submetidas por 48h na BOD, ao
controle negativo (CN) 1% dimetilsulféxido 10 ug/mL (DMSO), controle positivo (CP)
Metilmetanosulfonato (MMS) 10 pg/mL dissolvido em DMSO 1%, e ao tratamento (T)
com OECB dissolvido em DMSO 1%, nas concentracdes 1,6 ug/mL (T1), 8 ug/mL
(T2), 40 ug/mL (T3), 200 pg/mL (T4), 1000 pg/mL (T5) respectivamente **.

Ap0s os tratamentos realizados, as raizes foram fixadas em Carnoy (3 etanol :1
acido acético) por 6 - 8 h e estocadas a -20 °C. Para a confec¢do das laminas, as raizes
foram lavadas trés vezes em agua destilada por 5 min cada e hidrolisadas em HCI 1N a
60 °C por 10 min. Apds a hidrolise, as raizes foram lavadas novamente em &agua
destilada e transferidas para frascos de vidro ambar, contendo o reativo de Schiff, onde
permaneceram em local escuro, por 2 h. Em seguida, as raizes foram lavadas, até a total
remocao do reativo, transferidas para laminas, onde foram esmagadas em uma gota de
carmim acético 2% e montadas com Entellan® ",

Apo6s a confecgdo, as 1aminas foram analisadas em microscopio de luz (Zeiss
Primo Star com Axiocam 105 color camera) com ampliagéo de 400x. Um total de 5.000
células meristematicas (500 células/ laminas, sendo 10 laminas por tratamento). Nas
laminas foram analisadas as alteracGes cromossémicas (AC), micronucleos (MN), Broto
nuclear (BN), além do indice mitético (IM) em todos os estagios da mitose (Préfase,
Metéfase, Anafase e Tel6fase) .

3.6. Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio do teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido do teste de Student Newman-Keuls a posteriori (p<0,05), no software BioEstat
5.3 ', para comparagdo entre as médias dos controles positivo e negativo e grupos

tratados.

3.6. Inducéo da ferida e grupos experimentais de animais

O estudo foi realizado com 18 ratos machos Ratus norvegicus, variedade Wistar,
estes foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n = 06 animais por
grupo) como segue:

. Controle Negativo (CN) ferida ndo tratada;
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. Grupo 1 (G1): Controle Positivo (ferida tratada com pomada de Acidos Graxos
Essenciais- AGE);
. Grupo 2 (G2): Pomada de C. blanchetianus 10% (ferida tratada OECB a 10%).

Na inducéo anestéesica, 0s animais receberam atropina por via cutanea, na dose
de 0,04 mL/100g, ap6s 20 minutos foi iniciado o procedimento anestésico onde o0s
animais foram submetidos a anestesia dissociativa com cetamina/xilazina na proporgao
de 1:1 na dose de 0,1mL/100g.

Em seguida foi realizada a tricotomia na regido dorsal com area de 24 cm?, cada
(6 cm de comprimento x 4 cm de largura).

Os ratos dos respectivos grupos (CN, (Gl1) AGE e (G2) OECB) foram
submetidos a 03 feridas cirargicas cada um, seguindo o periodo de avaliagdo 7°, 14° e
21° dias de pds-operatorio (DPO) figura 3.2.

Na regido dorsal, no centro da area tricotomizada, foram feitas 03 demarcac6es
na pele de cada rato por rotacdo da borda cortante do demarcador (punch) metélico com
02 cm de didametro. Seccionou-se 0 segmento de pele circular, seguindo a demarcagéo

do punch, até exposicéao da fascia muscular dorsal.

Figura 3. 2. Lesdo cirdrgica dos periodos de avaliagdo 7°, 14° e 21° dias de pés-operatorio.
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3.6. Tratamento fitoterapico

O controle negativo de 7°, 14° e 21° DPO, ndo recebeu tratamento algum,
portanto a cicatrizacdo ocorreu de forma fisiologica. O grupo 1, de 7°, 14° e 21° DPO,
foi aplicado topicamente pomada de Acidos Graxos Essenciais (AGE), diariamente. Ja
no grupo 2, de 7°, 14° e 21° DPO, foi aplicada diariamente formulacao topica de pomada
base de OECB na concentracao de 10%.

Ap0s o tratamento prescrito para cada grupo, os animais foram fotografados e
transferidos para as respectivas gaiolas. Em cada gaiola foram alojados 06 ratos e
identificados quanto ao grupo pertencente demarcados nas caudas com caneta azul, em
ordem de um a seis. Os tratamentos do G1 e G2 foram realizados diariamente, no

mesmo turno e horario.

3.7. Eutanasia e descarte dos animais

Apbs o periodo de 21 dias de evolugdo os animais foram eutanasiados de acordo
com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA) para a dissecacdo das amostras que foram submetidas a analise.

3.8. Analise macroscépica

Para anélise da regressdo da ferida, a lesdo foi fotografada por camera digital
mantida em altura constante de 34 cm, imediatamente ap0s a inducdo da ferida cirdrgica
de 7°, 14° e 21° evolucdo respectivamente.

As imagens foram analisadas por meio do programa (Imaje J) que determinou a
area da ferida. A &rea da ferida foi definida por meio do célculo: area final (dia 7, dia 14
ou dia 21) - area inicial (dia 1)/area inicial * 100% que definiu o percentual de regressdo
(Equacao 2).

A estatistica da regressao da ferida foi realizada através da média + desvio
padrdo e submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey, considerando-se
significativo os valores com intervalo de confianca igual a 95% e p<0,05. As analises

foram efetuadas utilizando o programa GraphPad Prisma 9.0. .
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3.9. Analise microscopica

As feridas foram sendo removidas com o passar do 7° 14° e 21° DPO
respectivamente com margem de pele integra onde foram fixadas em solucdo
tamponada de formalina a 10% por 24 h. As amostras transversais centradas na ferida
foram submetidas ao processamento histologico e incluidos em parafina, obtendo-se
cortes histolégicos com 5 um de espessura, que foram corados pela hematoxilina-
eosina. (H.E.) e Picrossirius Red (PSR). As amostras histoldgicas foram analisadas em
microscopio o6ptico trinolucular, equipado com camera digital acoplada a um
microcomputador com documentacgéo fotogréfica, para efeitos comparativos.

Nas observacdes de microscopia Optica, foram avaliadas as diferencas

histoldgicas quanto a proliferacdo fibroblastica e reepitalizacéo.
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento de 60leo essencial das folhas e inflorescéncias de C.

blanchetianus

Para cada 800 g de massa de folhas e inflorescéncia da espécie C. blanchetianus,
obteve-se um rendimento de 3,6 g ou 3,8 mL correspondendo 0,45% em relagdo a
massa do vegetal resultando numa densidade de 0,947 g/mL de 6leo essencial.

O rendimento do OECB no presente estudo foi semelhante aos 0,50% + 0,03%"®,
0,49 %° e superior aos 0,22 % 2° ja descritos na literatura, revelando que a porcentagem
de 6leo essencial encontrado no presente estudo foi satisfatoria.

Avaliando o rendimento conforme a sazonalidade e o ciclo circadiano de 03
espécies do género Croton dentre elas C. blanchetianus, nas estacdes seca e chuvosa,
sendo as coletas realizadas nos horarios de 8, 12, e 20 h nessa ordem, pode-se constatar
a diferenca dos rendimentos considerando o horario da coleta®. A espécie C.
blanchetianus obteve maior rendimento na coleta realizada na estagdo seca e no horério
de 12 h onde sdo elevados os niveis de radiacdo solar’*, ndo apresentando diferenca
significativa quando coletada 08 e 20 h respectivamente, o estudo apresentou ainda
alteracdo quanto a composi¢do quimica e percentagem de componentes majoritarios,
corroborando a literatura %.

O rendimento do 6leo é um fator importante uma vez que fornece subsidios
necessarios para nortear uma possivel producdo em larga escala. A comparagao entre 0s
dados demonstraram que as plantas medicinais apresentam alteracbes na producao,
qualidade e quantidade de seus metabolitos secundéarios diante de fatores ambientais,
como fatores genéticos, estacdo do ano, incidéncia solar, época da colheita, horério de

coletas, tipo de solo, clima, indice pluviométrico, tipo de extracdo %%

que atuam
modificando as vias biossintéticas de substancias biologicamente ativas o que interfere
diretamente tanto no rendimento como na composi¢do do 6leo e na porcentagem dos

componentes quimicos .
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4.1.2. Analise dos constituintes volateis de C. blanchetianus

A andlise do OECB feito por meio da técnica CG-EM, constatou a presenca de
(62) compostos quimicos, dos quais (49) foram identificados, representando (79,03 %)
de constituintes volateis. Dentre 0s compostos detectados no presente estudo,
predominaram compostos organicos das classes dos hidrocarbonetos com 32
substancias e alcoois com 13, em menor incidéncia, os éteres com 02, ésteres com 01 e
cetonas com 01 constituinte.

Os componentes majoritarios de acordo com a % de area foram:
biciclogermacreno (43) com (22,80 %), cariofileno (33) com (10,90 %), eucaliptol (16)
com (09,24 %), pseudolimoneno (15) com (08,96 %), a-pineno (5) com (07,82 %),
germacreno-D (41) com (06,68 %), espatulenol (50) com (3,30 %), a-humuleno (38)
com (2,05 %). Os componentes de menor % de area foram: acido cético-5-metil-2-
hexil-éster (17), 1-Diepi-10-cubenol (55) ambos com (0,12 %) e 5-metil-2-hexanol (3),
cis-4-tujanol (20), criptono (25), y-selineno (47) todos respectivamente com (0,13 %)

como expostos na tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Composicdo fitoquimica do dleo essencial das folhas e inflorescéncia de C. blanchetianus por
analise GC-MS com seus respectivos (tempo de retencdo, férmula, area absoluta, porcentagem relativa de
area %).

. Formula Area Per. rel

N° TR(min)  Composto de area
molecular absoluta %)
1 6.682 (2)-3-hexen-1-ol CeH1,0 1068966 0.23
2 7.979 Nao identificado C/Hy 685762 0.14
3 8.299 5-metil-2-hexanol C;H;s0 598415 0.13
4 9.290 a-turjeno CioHis 3630484 0.77
5 9.537 a-pineno CioHis 3702789 7.82
6 10.095 Nao identificado C;H,,0 1008773 0.21
7 10.997 sabineno CioH1s 7803447 1.65
8 11.096 (-)-B-pineno CioH1s 3515208 0.74
9 11.643 B -mirceno CioH1s 6197575 1.31
10 12.086 a-Turjene CioH1s 4401273 0.93
11 12.220 Nao identificado C/Hyp 833506 0.18
12 12.302 3-careno CioH1s 2561940 0.54
13 12.528 (+)-4-careno CioH1s 834394 0.18
14 12.803 0-cimeno CioHus 2344438 0.50
15 12.972 pseudolimoneno CioHi6 4243435 8.96
16 13.052 eucaliptol CqoH150 4373854 9,24
17 13.442 acido acético-5-metil-hex-2-il-éster CyH450, 574511 0.12
18 13.643 B -cis-ocimeno CioHi6 1230479 0.26
19 14.001 y -terpineno CioH1s 1538021 0.32
20 14.280 cis-4-tujanol CyoH1g0 626260 0.13
21 15.001 2-careno CioH1s 2367919 0.50
22 15.365 linalol CyoH150 1876421 0.40
23 17.531 Nao identificado CyoH150 654161 0.14
24 17.868 (-)-4-terpineol CyoH150 2925161 0.62
25 18.141 criptono CyH1,0 629418 0.13
26 18.276 a-terpineol CioH150 6707626 1.42
27 18.467 mirtenol CyoH160 967162 0.20
28 23.373 (+)-ciclosatieno CisHay 1604998 0.34
29 23.626 a-Copaeno CisHoa 2120559 0.45
30 23.884 (-)-B -bourboneno CisHoa 1280095 0.27
31 24.032 (-)-cis- B-elemeno CisHos 5419263 1.14
32 24.113 Nao identificado C 15H24 784737 0.17
33 24.833 cariofileno CisHoa 5161125 10.90
34 25.043 cis- B-copaeno CisHoa 3027678 0.64
35 25.313 aromandendreno CisHoa 5427211 1.15
36 25.380 guaia-6,9-dieno CisHas 1356312 0.29
37 25.600 Nao identificado CisHay 750373 0.16
38 25.687 humuleno CisHoa 9720256 2.05
39 25.876 aloaromadendreno CisHay 5349505 1.13
40 26.232 y-muroleno CisHoa 3503408 0.74
41 26.385 germacreno-D CisHoa 3162664 6.68
42 26.519 B -Selineno CisHoa 3471617 0.73
43 26.808 biciclogermacreno CisHoa 1079168 22.80
44 26.991 (-)-cis- B-elemeno CisHoa 5026819 1.06
45 27.198 cubebol CisH,60 4548683 0.96
46 27.369 (+)-8-cadineno CisHoa 5112879 1.08
47 27.735 y-selineno CisHaos 636049 0.13
48 28.252 germacreno B CisHos 1474013 0.31
49 28.500 (-)-globulol CisH260 793922 0.17
50 28.733 espatulenol Cy5H2,0 1563200 3.30
51 28.884 oxido-cariofileno Cy5H2,0 7040574 1.49
52 29.118 Nao identificado Cy5H,,0 2512468 0.53

53 29.350 ledol C15H20 2785268 0.59
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54 29.485  Nao identificado C1sH20 846625 0.18
55 29.876  di-epi-1,10-cubenol CisH260 555696 0.12
56 30.104  Nfo identificado CisH2.0 5524606 1.17
57 30.269 o -Cadinol CisH260 1520259 0.32
58 30472 tau-Murolol CisH260 2077512 0.44
59 32.296  Ndo identificado CisH260 1189123 0.25
60 32.493  Nio identificado CisH2.0 625909 0.13
61 32.787  Nio identificado CasHs0, 765945 0.16
62 33.342  Ndo identificado Cs7H4,BO 990116 0.21
Total 474310813  100.00

Na tabela 4.2 € possivel observar que as classes dos constituintes quimicos do
OECB estdo distribuidas em hemiterpendides (8,16 %), monoterpenos e
monoterpendides (38,77 %), sesquiterpenos e sesquiterpendides (53,06 %). Os
monoterpenos e sesquiterpenos mostraram-se predominantes somando (91,83 %) do

total de compostos.

Tabela 4.2. Composicéo percentual do 6leo essencial das folhas e inflorescéncia de C. blanchetianus.
(NC) ntimero do composto, (TR) tempo de redencéo, porcentagem relativa de area %.

Nome do composto TR AREA (%)
HEMITERPENOIDES 8.16%

(2)-3-hexen-1-ol 6.682 0.23
5-metil-2-hexanol 8.299 0.13
acido acético-5-metilhex-2-il-éster 13.442 0.12
criptono 18.141 0.13
MONOTERPENOS 26.53%

a-pineno 9.537 7.82
a-turjeno 12.086 0.93
sabineno 10.997 1.65
(-)-B-pineno 11.096 0.74
B-mirceno 11.643 1.31
a-turjeno 9.290 0.77
3-careno 12.302 0.54
(+)-4-careno 12.528 0.18
ocimeno 12.803 0.50
pseudolimoneno 12.972 8.96
B -cis-ocimeno 13.643 0.26
v- terpineno 14.001 0.32
2-carene 15.001 0.50
MONOTERPENOIDES 12.24%

eucaliptol 13.052 9,24
cis-4-tujanol 14.280 0.13
linalol 15.365 0.40
(-)-4-terpineol 17.868 0.62
a-terpineol 18.276 1.42
mirtenol 18.467 0.20
SESQUITERPENOS 36.73%

(+)-ciclosativeno 23.373 0.34
0-Copaeno 23.626 0.45
(-)-B- bourboneno 23.884 0.27
(-)-cis- B-elemeno 24.032 1.14
cariofileno 24.833 10.90
cis-p-copaeno 25.043 0.64

aromandendreno 25.313 1.15
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guaia-6,9-dieno 25.380 0.29
humuleno 25.687 2.05
B - aloaromadendreno 25.876 1.13
y-muroleno 26.232 0.74
germacreno D 26.385 6.68
B - selineno 26.519 0.73
biciclogermacreno 26.808 22.80
(-)-cis-B-elemeno 26.991 1.06
(+)-6-cadineno 27.369 1.08
y-selineno 27.735 0.13
germacreno B 28.252 0.31
SESQUITERPENOIDES 16.33%

cubebol 27.198 0.96
(-)-globulol 28.500 0.17
espatulenol 28.733 3.30
oxido cariofileno 28.884 1.49
ledol 29.350 0.59
di-epi-1,10-cubenol 29.876 0.12
a-cadinol 30.269 0.32
tau-murolol 30.472 0.44

Considerando a composic¢do quimica presente no OECB, estudos mostram uma
variacdo na quantidade de componentes identificados para mesma espécie, uma vez que
registros apontam a determinacdo de 12 a 34 constituintes quimicos °7%808
confirmando a analise do presente estudo para mesma espécie.

Com relacdo a distribuicdo por classe, 0s monos e sesquiterpenos se mostram
predominantes, onde somados podem atingir um percentual de 94,05 % % dos
constituintes presentes na composicdo quimicas do OECB. Para outras espécies do
mesmo género como, por exemplo, a C. argyrophylloide a prevaléncia se mantem com
monoterpenos (38,3 a 42 %) e sesquiterpenos (52,5 a 57,2 %) dos componentes
volateis®* sendo os valores semelhantes aos encontrados para 0 OECB.

Os terpenos presentes no OECB apresentaram acgdo contra o efeito das bactérias
Streptococcus mutans e Streptococcus parasanguinis, ambas pertencentes a carie
dentaria oriundas da microbiota humana, tais constituintes revelaram uma acéo
antimicrobiana efetiva contra leveduras, bactérias gram-postivias e gram-negativas,
além de acdo contra antibiofilme e biofilmes pré-formados, onde o resultado
apresentado foi bastante promissor uma vez, que houve uma reducdo significativa na
biomassa de biofilmes apresentando alta capacidade de blindar a formagéo de biofilmes

orais &%,

Os componentes volateis apresentaram ainda efeito bactericida e
bacteriostatico contra as bactérias Weissella viridescens e Leuconostoc mesenteroides,
que sdo degradantes de produtos carneos *°.

A atuacdo dos terpenos justifica-se pelo mecanismo de acdo peculiar junto a

membrana plasmatica uma vez que essa é composta por uma bicamada lipidica onde
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estes atuam como espacadores, promovendo um acréscimo na mobilidade de seus
componentes. Dessa forma ao introduzir terpenos na bicamada lipidica, promove-se um
acréscimo na fluidez da membrana®. Apresentam ainda, efeito citotoxico promovendo a
interrupcao do ciclo celular e perda da funcdo desencadeando a apoptose celular. Atuam
contra a ac&o de insetos, protozoarios, fungos, bactérias, células tumorais entre outros®.

Na caracterizagdo do OECB, mostraram-se prevalentes a classe dos
sesquiterpenos com biciclogermacreno (22,80 %), cariofileno (10,90 %), germacreno-D
(6,68 %), espatulenol (3,3 %), humuleno (2,05 %) seguido da classe dos monoterpenos
com pseudolimoneno (8,96 %), eucaliptol (9,24 %), a-pineno (7,82 %) como

respectivos compostos majoritarios de importancia biolégica evidenciado na tabela 4.3.

Tabela 4.3. Compostos majoritarios e atividade bioldgica identificada por CG-MS do 6leo
essencial das folhas e inflorescéncia de C. blanchetianus.

N° Estrutura Grupo Atividade
Bioldgica

1  Biciclogermacreno Sesquiterpenos Leishmanicida,

antioxidante®®®

.

2  Cariofileno Sesquiterpenos  Anti-inflamatéria,
neuroprotetor,
antitumoral,
anticonvulsivante,
antinoceptivo®

3 Eucaliptol Monoterpendide  antibacterianos,
antissépticas,
antioxidantes,
anti-
inflamatorias,
anticancerigenas™

4 Pseudolimoneno Monoterpeno Antioxidante

S

5 o-Pineno Monoterpeno antimicrobiano e
antioxidante,
‘ ‘ antiftngica *
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6  Germacreno D Sesquiterpenos  antibacteriano e
J\ﬁ/J\ antifangica **
L“\/

7  Espatulenol, Sesquiterpendide antibacteriano,
antisséptica,
antioxidante, anti-

inflamatoria™

8  Humuleno J—t Sesquiterpenos  Antiflamatéria®
\@ﬁ)

O biciclogermacreno, cariofileno e eucaliptol foram o0s componentes que
apresentaram maior percentagem de area na caracterizacdo do OECB.

InvestigacGes com vista em avaliar a composi¢do quimica do OECB confirmou
o0 biciclogermacreno como prevalente com percentual de &rea variando entre 10,22% a
33,5% "9°1°2 este manteve sua predominancia também entre outras espécies do género
Croton como C. argyrophylloides, (28,09 %), C. jacobinensis (25,2 %), C. sincorensis
(23,86 %)% Para o eucaliptol a predominancia ficou entre 4,16%, a 16,9% ja para o
cariofileno entre 6,9 % a 15,9 % ®°'*? considerando o OECB. O composto cariofileno,
mostrou-se dominante ainda nas espécies C. adenocalyx (15,64 + 0,62 %) e C.
heliotropiifolius (20,82 +0,38 %) '®. Embora menos frequentes compostos como
germacreno D, espatulenol, e cadineno, apresentaram-se como majoritario para 0 OECB
40,78

Em se tratando de atividade biolégica dos componentes majoritarios
apresentados no OECB, o biciclogermacreno é um sesquiterpeno que apresenta
atividade antif(ingica, antimicrobiana, ® antileishmania >¢. O cariofileno é metabélito
secundario presente no 6leo essencial de diversas plantas sendo obtido de todas as
partes do vegetal, possui abundante atividade farmacoldgica como analgésica,
antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria, neuroprotetor, ansiolitico,
antidepressivo ¥ antileishmania, se mostra ainda, eficiente em inflacdo aguda % 0

estudo inclui ainda a relevante propriedade terapéutica cardioprotetora, antiapoptotico,
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anticancer, antirreumatico, além do mais, mostrou-se promissor no tratamento da
doenca de Alzheimer e Parkinson, provocando reducéo de convulsdes .

Monoterpeno de baixo peso molecular encontrado em oOleos essenciais de
diversas espécies de planta género Croton, o eucaliptol € amplamente utilizado como
agente antimicrobiano e antifungico, possui alta absorcdo gastrointestinal, baixa
toxicidade renal em humanos, apresenta amplo espectro antimicrobiano relacionado as
varias patologias humanas, sobretudo as relacionada a cavidade oral *. Em experimento
usando baixas concentracfes em animais ndo apresentou efeito mutagénico, toxicidade,
carcinogénico, hepatotoxico ou nefrotoxico, exibe ainda propriedades antinoceptivas
com potencial efeito calmante e depressor do sistema nervoso central, atividade anti-
inflamatéria para asma bronquica, sinusite e doenca pulmonar obstrutiva cronica,
também em doencas neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer, vasodilatacéo e
também broncodilatacéo . Em estudo in silico, apresenta resultados favoraveis como

antiviral*®?.

4.2. Ensaio Allium cepa

Considerando o teste do OECB em células meristemética de A. cepa, é possivel
observar a baixa divisdo celular na préfase (13,84+5,94**) T5 e (17,25+5,43*) T4
respectivamente além de uma reducdo da mitose na anéfase (0,13+0,20**) T5. As
células apresentaram ainda reducdo do indice mitético (14,79+7,12**) T5 e
(20,55+6,25*) T4 conforme a tabela 4.4.

Com relacdo a citogenicidade como mostra os dados representados na tabela 4.4
verifica-se uma reducdo na divisdo celular predominante na profase nos tratamentos (T4
e T5), e na anafase no tratamento T5, suficiente para reduzir o IM resultando na
citotoxidade do OECB nas maiores concentragdes. Contudo os demais tratamentos nédo
modificaram as fases do ciclo celular, mantendo o IM adequado nas menores
concentragfes comparado ao CN. Além disso, as demais fases do ciclo celular de A.
cepa (metéfase e teldfase), ndo provocaram alteracdo no IM em nenhum dos
tratamentos testados, corroborando com achados que também apresentou o efeito
citotoxico em virtude da reducdo significativa do IM nas maiores concentracdes

relacionadas & reducéo da profase *%.



36

Tabela 4. 4. Porcentagem das fases da mitose, indice mitotico e alteracbes cromossdmicas totais em células meristematicas de A. cepa expostas
a diferentes concentrac@es de 6leo essencial de C. blanchetianus (OECB).

Fases da Mitose (%)

Tratamento indice Alteracéo
(ng/mL) Proéfase Metéfase Anéfase Telofase Mitético (%) MN cromossémica
CN 30,87+10,75 0,69+0,45 0,70+0,28 2,48+1,49 34,74+ 12,16 5,57+3,05 6,23+3,55
*

MMS | 0,58+3,72%*+ 0,86+0,58 045:021  1,11%0,79 12,00+ 4,22%** 40,47+13,65% 52,42+19,19
(OECB)
1,6pg/mL + 10 pug/mL(T1) 25,95+9,11 0,65+0,73 0,38+0,27 2,55+1,63 29,53+11,01 2,17+2,58* 2,81+2,74
8ug/mL + 10 pg/mL(T2) 19,6111,11 0,630,61 0,41+0,40 1,86+1,82 22,52+12,91 1,01%1,73%* 1,3742,13**
40ug/mL + 10 pg/mL(T3) 30,93+11,68 0,95+0,59 0,52+0,37 1,97+1,21 33,99+12,91 3,63+3,65 4,57+3,61
200pg/mL + 10 ug/mL(T4) 17,2545,43* 0,84+0,47 0,55+0,42 1,91+0,96 20,55+6,25* 3,12+2,46 3,86+2,57
1000ug/mL + 10ug/mL(T5) 13,8415,94** 0,75+0,68 0,13+0,20**  1,22+1,43 14,79+7,12%* 1,03+1,57%% 1,87+1,78*

Os dados sdo médias + SD (desvio padrdo). CN: Controle Negativo (Dimetilsulfoxido - 1% DMSO em &gua destilada). MMS: 10 pg/mL de
Metilmetanossulfonato dissolvido em DMSO 1%. Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis com teste a posteriori de Student-Newman-Keuls
(*p < 0,05; **p <0,01, ***p<0,001) quando comparado ao CN. Os dados sdo para 5.000 células/tratamento. O DMSO 1% foi utilizado como
controle negativo. O controle positivo (MMS solubilizado em DMSO 1%).
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Com relagdo os danos provocados nos cromossomos, houve reducdo
significativa na formacdo de MN em (2,17£2,58*) T1, (1,01+1,73*) T2 e (1,03£1,57*%*)
T5. Verificou-se reducdo das alteragdes cromossomicas em (1,37+2,13**) T2 e
(1,87+1,78*) T5, Como mostra a tabela 4.5. Além dos micronucleos formados
observou-se a presenca discreta de outras alteracbes cromossomicas como broto
nuclear, perdas cromossdmicas, C-metafase, aderéncia cromossdmica, ponte em
anafase, conforme a figura 4.1.

A analise de MN em células meristematicas de A. cepa revelou reducéo
significante nos tratamentos T2 e T5 do OECB uma vez que gerou um acimulo de MN
inferior ao produzido pelo CN. Dessa forma o OECB demonstrou que ndo possui efeito
genotoxico, pois foi possivel confirmar pela diminuicdo expressiva de MN nas
alteracdes cromossémicas, tabela 4.5.

O OECB foi incapaz de estimular a produgdo de MN e efeito genotdxico quando

18 Essa

testado em camundongos, nas concentragfes de 1.000 e 2.000 mg/kg
observacao se confirma ao analisar o extrato etandlico das folhas de C. blancletianus em
que a administracéo oral ndo provocou danos genéticos a nivel celular nos animais *3

O MN é uma resposta a danos ndo reparados ou com reparo inadequado nas
células que é repassado pra geracdo seguinte *°*. Diversos mecanismos relacionados a
quebra cromossdmica (clastogénico), rompimento das fibras do fuso mitético
(aneugénico) como a perdas cromossdmicas estdo intimamente vinculada a producéao de
micronucleos, por meio da formacgao de um “pequeno nucleo” envolvido por membrana

completamente destacado do nucleo principal

. Além do mais 0 MN pode ser formado
por meio dos brotos nucleares (BT), mediante a exclusdo de material genético em
excesso no nucleo principal da célula, ou em virtude da juncdo de um cromossomo
atrasado pelo envelope nuclear, antes de ser completamente reintegrado ao nucleo

principal '%%,
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Tabela 4.5. Alteragdes Cromossdmicas em celulas meristematicas de A. cepa expostas a diferentes concentracfes do 6leo essencial de C.
blanchetianus (OECB).

Tratamento

Cm PC BN MN PT AC QC
CN 0,00+0,00 0,28+0,62 0,09+0,29 5,57+3,05 0,19+0,39 0,10+0,31 0,00+0,00
MMS 0,10+0,31 0,45+0,87 9,20+6,09*** 40,47+13,65* 0,49+0,51 0,75+1,00 0,960,187
1,6 pg/mL + 10 pg/mL (T1) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 2,17+2,58* 0,09+0,28 0,37+0,63 0,00+0,00
8 ug/mL + 10 pg/mL (T2) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 1,01+1,73* 0,00+0,00 0,27+0,84 0,00+0,00
40 pg/mL + 10 pg/mL (T3) 0,19+0,41 0,00+0,00 0,00+0,00 3,63+3,65 0,00+0,00 0,47+1,04 0,00£0,00
200 pg/mL + 10 pg/mL (T4) 0,09+0,29 0,100,30 0,00+0,00 3,12+2,46 0,18+0,38 0,37+0,66 0,00+0,00
1000 pg/mL + 10 pg/mL (T5) 0,00+0,00 0,00+0,00 0,46+0,49 1,03+1,57** 0,00+0,00 0,38+0,92 0,00+0,00

Os dados sdao médias = SD (desvio padrdo). CN: Controle Negativo (Dimetilsulfoxido - 1% DMSO em agua destilada). CP: Controle Positivo
(MMS: 10 pg/mL de Metilmetanossulfonato dissolvido em DMSO 1%). CM: C-metéfase; PC: Perda cromossémica; BN: broto nuclear; MN:
Micronucleo; PT: ponte cromossémica; AC: Aderéncia cromossomica; Significativo pelo teste de Kruskal-Wallis com teste a posteriori de
Student-Newman-Keuls (p* < 0,05; p** <0,01; p***<0,001) quando comparado ao CN. Os dados sdo para 5.000 células/tratamento. O DMSO
1% foi utilizado como controle negativo, o controle positivo (MMS solubilizado em DMSO 1%).



Figura 4.1. Células meristematicas de a. cepa normais: (A) Profase. (B) Metafase. (C) Anafase. (D) Tel6fase. Alteracdes
cromossémicas. (E) Micronucleo. (F) Broto nuclear. (G) Perda cromossémica. (H) Aderéncia cromossémica. (1) C-metéafase.
(J) Anéafase com ponte. (L) Quebra cromossdmica.

Fonte: Autor
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A citotoxidade presente nas maiores concentracdes do 6leo essencial de C.
blanchetianus pode esta relacionada a alguns componentes quimicos como a-pineno e
eucaliptol que agem de forma individual ou sinergicamente alterando as fases do ciclo
celular . O OECB revelou que 0s componentes majoritarios a-pineno, B-pineno,
espatulenol, eucaliptol, a-copaeno, linalol, cariofileno apresentaram efeito fitotoxico
além de serem responsaveis por um potencial alelopético inibitorio do crescimento de
outros vegetais ®*. O monoterpendide eucaliptol é um dos componentes usado como
fonte intermediaria na composicao de herbicida devido ao seu efeito fitotéxico *®.

Evidencias revelam a alta eficiéncia do extrato de folhas e caule de C.
blanchetianus quando usadas no combate de parasitas em animais como acaros, piolho,
pulgas, carrapatos em humanos e endoparasitas como amebas e vermes, esses beneficios
estdo relacionados a variedade de metabdlitos secundarios inerentes a espécie incluindo
alcaloides, taninos e terpenos, entre outros >*. A eficiéncia da C. blanchetianus no
combate ao &caro e a outros parasitas tém sido atribuida mais diretamente ao efeito
téxico e repelente dos metabélitos eucaliptol e o a-pineno '°. O OECB mostrou ainda,
alta eficiéncia na letalidade de insetos presentes em feijdo onde as maiores
concentracOes apresentaram maior toxicidade provocando ndo s6 a mortalidade dos
insetos mais reduzindo a oviposicdo dos mesmos >°. Os 6leos essenciais interferem na
manifestacdo e crescimento populacional de insetos em produtos estocados .

Os oOleos essenciais em virtude de sua composi¢do quimica tem uma forma
peculiar de produzir um efeito repelente, através da inibicdo da acetilcolinesterase que
provoca uma hiperatividade nervosa e falha do sistema nervo, dessa maneira
descontrola os musculos gerando contracfes involuntérias até o enrijecimento dessa

musculatura que por sua vez, produz faléncia respiratéria levando a morte dos insetos .

4.3. Cicatrizacdo de Feridas Induzidas em Ratos

4.3.1. Andlise macroscopica

Na evolucgéo da ferida cutanea tanto nos grupos controles como no grupo tratado
com pomada do OECB houve formacdo de exsudato plasmatico de aspecto
serosanguinolento com formacdo de crosta superficial até o 7° DPO. A partir dai houve
espacamento da crosta ap0s o 14° dia de tratamento. A crosta se destacou evoluido para
o tecido de granulacéo e epitelizagdo completa no 21° DPO com o surgimento de novos
pelos ao redor da lesdo. N&o foi observado durante o tratamento qualquer tipo de
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infeccdo ou agente externo que interferisse no processo de cicatrizacdo sendo

perceptivel a reducdo da area ferida figura 4.2.

Figura 4.2. A area da ferida operatdria dos animais dos grupos controle negativo,
controle positivo (G1) e pomada de OECB 10% (G2) no 0, 7, 14 e 21 DPO.

Dia 0 Dia 07 Dia 14 Dia 21

Controle

Negativo

Controle
Positivo/AGE
(G1)

OECB 10%
(G2)

i

Fonte: Autor

Para o percentual de regressdo da ferida apds 7° DPO observou-se que no
controle negativo houve menor percentual de regressdo da ferida comparada ao G1 e
G2, no entanto G1 e G2 ndo apresentam diferenga significativa entre si nessa primeira
fase do tratamento, grafico 4.1. Apds 14 ° DPO é perceptivel uma diferenga percentual
consideravel entre o controle negativo e grupos que receberam tratamento. Quanto ao
G1 e G2 apresentaram percentual de regressdao semelhante entre si, como mostra o
gréafico 4.2. Na avaliagdo do 21° DPO, constatou-se um percentual de regressao superior
a 80% para os grupos de tratamentos G1 e G2, grafico 4.3. Os grupos de tratamentos G1
e G2 que receberam tratamento com AGE e pomada de OECB respectivamente,

apresentaram semelhanca estatistica no final do 21° de p6s-operatorio.
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Gréfico 4.1: Anélise da regressao cicatricial da pele ap6s 07 dias de pds-operatdrio do
controle negativo, tratamento com AGE (G1) e pomada de OECB a 10% (G2).
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Gréfico 4.2: Andlise da regresséo cicatricial da pele ap6s 14 dias de pds-operatdrio
do controle negativo, tratamento com AGE (G1) e pomada de OECB a 10% (G2).
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Gréfico 4.3: Analise da regressdo cicatricial da pele ap6s 21 dias de p6s-operatdrio do
controle negativo, tratamento com AGE (G1) e pomada de OECB a 10% (G2).
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O processo de cicatrizagdo tecidual se inicia logo apds a lesdo, embora a
reparacao tecidual seja um processo sistémico e dinamico, onde 0 organismo se
encarrega por meio de mediadores quimicos da inflamacdo coordenados por uma série
de eventos celulares e bioquimicos de promover a restauracdo do tecido lesionado, €
necessario estimulacdo por meio de terapias alternativas como fitoterapicos para
viabilizar e favorecer esse processo fisioldgico **'%7. Os metabélitos secundarios das
plantas medicinais atuam nas varias etapas desse processo de cicatrizacdo acelerando de
forma promissora o reparo tecidual *. Dentre os efeitos biolégicos produzidos pelas
plantas medicinais esta o de estimulacéo de proliferacdo e migracdo de fibroblastos para
leito da ferida o que gera uma forca de contracdo resultando no fechamento da lesdo 2.

No 7° DPO em todos os grupos a reepitelizacdo limitou-se as areas periféricas
das feridas, cujos centros estavam recobertos por crosta de espessura variavel formada
por material fibrinoneutrofilico ou hemorréagico. No leito das lesdes, observou-se tecido
de granulacdo jovem, caracterizado por uma matriz extracelular (MEC) frouxa,
contendo capilares sanguineos neoformados e intenso infiltrado inflamatério composto
por neutrofilos e macréfagos. No CN, a MEC se mostrou mais edemaciada e com
menor nimero de fibroblastos e de capilares, segundo a figura 4.3.

Os aspectos histologicos qualitativos e descritivos, revelaram que ap6s 7° DPO,
houve uma aparente diminuicao da atividade inflamatdria e um aumento de fibroblastos
nos animais dos Grupos 1 e 2, quando comparados aos animais do controle negativo.
No processo inflamatério ocorre a exsudagdo onde células leucocitarias fagocitam e
destroem agentes lesivos, restos tissulares e tecido necrotico, o que torna a fase
inflamatdria, que acontece logo apo6s a lesdo, necessaria para uma reparacao tecidual

" No decorrer dessa sucessdo de eventos, verifica-se no leito da lesdo a

efetiva
proliferacdo de fibroblastos, células endoteliais e queratinécitos além de modulacéo da

angiogeénese, epitelizacdo, biossintese da matriz extracelular (MEC) e perfusdo da ferida
36



44

Figura 4.3. Microscopia mostrando a cicatrizacao das feridas no 7° DPO de tratamento
do controle negativo (A) (Gl1) AGE (B), (G2) pomada de OECB a 10% (C).
Hematoxilina Eosina 100x.
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Legenda: 7° DPO. Material fibrinoneutrofilico e hemorragico (setas) depositado na superficie das
feridas. No leito das feridas, nota-se tecido de granulacdo (asteriscos) com matriz extracelular
frouxa (MEC) contendo numerosas células inflamatorias e capilares sanguineos neoformados. Em
A, a MEC ¢é mais edemaciada e contém menor nimero de fibroblastos e capilares. A: controle

negativo; B: Grupo 1; C: Grupo 2. H.E., 100x.
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No 14° DPO a regeneracdo epidérmica e a reducdo da atividade inflamatoria
mostraram algumas diferencas entre os grupos. No CN, a reepitelizacao se caracterizou
por delgadas faixas de epiderme imatura proxima ao centro da ferida. O exsudato
fibrinoneutrofilico ainda estava presente e o tecido de granulacdo se mostrou
edemaciado. No G1, a epiderme neoformada era espessa e madura, recobrindo a area
central da ferida. No G2, a reepitelizacdo ainda se mostrou incompleta. Nesses dois
grupos, a MEC estava densa, exibindo celulas inflamatorias escassas e numerosos
fibroblastos dispostos em feixes paralelos a superficie epidérmica conforme a figura 4.4.

Apbs 14° DPO, os animais do controle negativo ainda revelaram atividade
inflamatdria acentuada e reepitelizacdo incompleta. Nos animais do G1 e G2 houve
reducdo da atividade inflamatoria e aumento concomitante do numero de fibroblastos. A
reepitelizacdo completa das feridas foi observada apenas nos animais do G1.

A reepitelizacdo € um processo no qual ocorre a reconstrugdo da permeabilidade
da epiderme apo6s a lesdo, com a finalidade de reestruturar as funcdes da epiderme que
foram perdidas com a ocorréncia da lesdo como protecdo mecanica, regulacdo da
temperatura local, defesa contra microorganismos e barreira hidrica, tal processo é
desenvolvido mediante os varios mecanismos como formacdo de queratindcitos, neo-
epitélio e reestruturacdo de membrana 32%°. Nesta fase ocorre ainda o acimulo de
fibroblastos no local da lesdo que preenche as lacunas na formacdo da matriz
extracelular, estimulando a formacéo de queratinécitos e proteinas para a angiogénese ’.

O é&cido graxo essencial (AGE) utilizado no G1 é uma mistura de dois ou mais
acidos graxos essenciais dentre eles 0 mais comum sdo os acidos lonoléico e linolénico
além do 6leo de girassol, que possui as vitaminas A e E. Estudos mostram que essa
composicdo age no decorrer de todo processo inflamatério promovendo, contracdo
vascular, diapedese, quimiotaxia, angiogénese, aceleram o processo de granulagédo
tecidual, favorece os fatores de crescimento, promovem mitose e proliferagdo celular,
atuam sobre a membrana celular aumentando sua permeabilidade, auxiliam no
desbrindamento autolitico, além disso, possui acdo bactericida, auxiliando na prevengédo

de contaminacdo da lesdo 1",
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Figura 4.4. Microscopia mostrando a cicatrizacao das feridas no 14° DPO de tratamento
do controle negativo (A), (G1) AGE (B), (G2) Creme de OECB a 10% (C). Hematoxilina
Eosina 100x.

Legenda: 14° DPO. Em A, apresenta uma delgada camada de epiderme neoformada (seta) proximas ao centro da
ferida. Ainda se notam exsudato fibrinoneutrofilico e tecido de granulagéo frouxo (asterisco). Em B, a epiderme
neoformada (seta) recobre a area central da ferida e em C, a reepitelizagdo (seta) ainda € incompleta. O tecido de
granulacdo (asterisco) em B e C € denso, com células inflamatorias escassas e fibroblastos dispostos em feixes
paralelos & superficie epidérmica. A: controle negativo; B: grupo 1; C: grupo 2. H.E., 100x.

No 21° DPO, a reepitelizacdo se mostrou completa e madura em todos 0s
grupos, sendo a epiderme neoformada espessa, incluindo camadas granulosa e cornea.
As células inflamatérias e 0s vasos sanguineos eram escassos e 0s fibroblastos

apareceram em feixes paralelos a superficie epidérmica, intercalados por material

hialino (colageno), figura 4.5.
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Figura 4.5. Microscopia mostrando a cicatrizagdo das feridas no 21° DPO de tratamento do
controle negativo (A), (G1) AGE (B), (G2) Creme de OECB a 10% (B). Hematoxilina

Eosina 100x.
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Legenda: 21° DPO. Reepitelizagdo completa e madura (setas) em todos os grupos, com a epiderme neoformada
incluindo camadas granulosa e cornea. Na derme (asteriscos), as células inflamatorias e 0s vasos sanguineos sao
escassos e os fibroblastos tendem a formar feixes paralelos a superficie epidérmica, separados por material hialino.

A: controle negativo; B: grupo 1; C: grupo 2. 100x.

Apos 21 dias, os trés grupos exibiram resultados semelhantes no que se refere a
reepitelizacdo, organizagéo dos fibroblastos e auséncia de atividade inflamatoria.

O G2 tratado com pomada de OECB mostrou ao final do tratamento uma
reducdo da area da ferida com a formacdo do tecido de granulacdo saudavel livre de
infecgdo com o completo fechamento da parte lesionada.

Os 6bleos essenciais isolados tanto da espécie C. bla,nchetianus como de outras

espécies de plantas medicinais apresentam como componentes majoritarios 0s
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terpendides, monoterpenos e  sesquiterpenos,***

esses compostos englobam
componentes quimicos que sdo farmacologicamente ativos com propriedades anti-
inflamatdrias, antissépticas, antifingicas, antimicrobianas, anticonceptivas que
contribuem favorecendo o processo de cicatrizacdo, pois promovem 0 aumenta o
processo de reepitalizacdo, a regeneracdo epitelial, retracdo da ferida e mecanismos de
remodelacéo 10,

A capacidade do OECB em acelerar o processo de regeneracdo do tecido
cutaneo se deve a presenca de monoterpenos e sesqueterpenos em sua composicado, estes
compostos agem de forma isolada ou em cooperacdo favorecendo as vérias etapas do
processo de cicatrizacdo. Dentre os componentes quimicos identificados no presente
estudo com acdo farmacologica comprovada temos 0 a-pineno que tem se destacado
pela eficacia como potencial antiflamatorio agindo contra as vias inflamatérias e
catabdlicas estimuladas pela IL-1p, j& o biciclogermagreno atua na reducdo de um dos
sinais cardinais da inflamaco que é a dor *®. O terpineol é responséavel por potencializar
a producdo de mediadores quimicos da inflamacdo. Os monoterpenos induzem a
reproducdo e migracdo de fibroblastos, preserva os macrofagos contra danos oxidativos
celulares produzido durante a lesdo e inibem a proliferacdo de citocinas pro-
inflamatérias 2. Estudos in vivo e in vitro com a-humuleno e seu isdmero, a-cariofileno
revelaram um potencial efeito cicatrizante com melhora significativa na reepitelizacdo e
proliferacdo celular. a-humuleno apresentou ainda atividade anti-inflamatoria associada
a ativacdo ou inibicéo de distintos mediadores como bradicinina e histamina, que agem
como vasodiladores, provocando aumento da permeabilidade vascular promovendo
acdo de fatores como interleucina IL-1p e fator de necrose tumoral (TNFa), citocinas
capazes de promover adesdo leucocitaria, quimiotaxia e alteracdes sistémicas
potencializando os componentes antiinflamatdrios **-

Tomados em conjunto, esses achados histoldgicos sugerem que, neste modelo
experimental, o uso da pomada de OECB apresentou resultados no minimo equivalentes
aos dos AGE no que se refere & modulagdo da resposta inflamatoria, a proliferacéo
fibroblastica e a reepitelizagdo, sobretudo nas duas primeiras semanas de evolucao.
Embora os resultados da presente investigacdo sejam promissores, fica evidente que ha
necessidade de realizacdo de outros ensaios para comprovar o possivel efeito benéfico

da pomada de OECB no de tratamento de feridas.
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CAPITULO 5
CONSIDERACOES FINAIS

A analise fitoquimica das folhas e inflorescéncia de C. blanchetianus demostrou um
rendimento de 0,45 %. Através do GC-MS, foram identificados 49 componentes
quimicos corroborando com a literatura. Houve predominancia das classes dos
monoterpenos e sesquiterpenos sendo o bicliclogermacreno (22,80%), cariofileno
(10,90%) e eucaliptol (09,24%) os componentes majoritarios. Tais metabolitos
secundérios apresentam na literatura consideravel importancia farmacoldgica. Em se
tratando da citogenotoxicidade, o OECB apresentou citotoxidade nas maiores
concentracgdes, contudo, foi incapaz de provocar alteragdes cromossémicas importantes
resultando no efeito genoprotetor da espécie testada. Com relacdo ao efeito cicatrizante
no 7° DPO de tratamento realizado com OECB apresentou significativa reducdo da
ferida com formacéo de fibroblastos e tecido de granulagdo com redugdo do processo
inflamatdrio, no 14° DPO foi observado o processo de cicatrizacdo mais avangado no
tratamento realizado com AGE, no 21° DPO ndo houve diferenca quanto a evolucao da
cicatrizagdo entre os tratamentos realizados com OECB e com AGE, na finalizagdo de
ambos os tratamentos houve formacdo de tecido de reepitelizagdo, angiogeneses,
proliferacdo de fibroblastos com acelerado processo de cicatrizacdo. Dessa forma o
OECB pode ser uma alternativa viavel no tratamento de feridas. Contundo, faz-se
necessario um estudo mais criterioso no intuito de elucidar mecanismos de interacdo
entre componentes quimicos e bioldgicos, analisando diversos niveis de possiveis

atividades farmacoldgicas do vegetal.
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