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Palavras-Chave: Analgésico, in silico, 6leo essencial.

Introducéo

A dor pode ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel
associada a danos reais ou potenciais nos tecidos (Sluka e George, 2021). Diversos
analgesicos mostraram eficacia no alivio da dor, contudo, os efeitos adversos associados
representam desafios para um tratamento eficaz. Por exemplo, o paracetamol (acetaminofeno)
possui potencial hepatotoxico e € amplamente disponivel, o que resulta em casos frequentes
de overdose, podendo causar danos hepaticos graves e, em casos extremos, insuficiéncia
hepética aguda (Lee, 2020).

Croton blanchetianus Baill, conhecida popularmente como marmeleiro, é uma planta
gue ocorre naturalmente no semiarido brasileiro, sendo uma espécie pioneira e caracteristica
da caatinga. Sua distribuicdo geogréafica abrange as regides Nordeste (Alagoas, Bahia, Cear3,
Pernambuco, Piaui, Paraiba, Rio Grande do Norte, Sergipe) e Sudeste (Minas Gerais) (Silva
et al., 2024).

Na medicina tradicional, as folhas e a casca desta planta sdo empregadas no tratamento
de disturbios gastrointestinais, reumatismo e dores de cabeca (Freitas et al., 2020). Tem-se
investigado as atividades bioldgicas da planta, nas suas diversas preparacfes, como
antimicrobiana (Vasconcelos et al., 2022; Malveira et al., 2022), antioxidante (Oliveira et al.,
2022; Figueiredo et al., 2022) e antifngica (Porto et al., 2021). Entretanto, sdo escassos na
literatura a investigacdo da atividade antinociceptiva do 6leo essencial.

Este estudo tem como objetivo realizar uma analise fitoquimica do 6leo essencial das
folhas de C. blanchetianus, avaliar pardmetros de semelhanca com farmacos de acordo com as
regras de Lipinski e Veber dos principais compostos, e investigar o provavel efeito
antinociceptivo deste através do modelo de dor do teste de formalina na pata em
camundongos. Espera-se que os resultados obtidos contribuam para o desenvolvimento de
novas terapias para 0 manejo da dor.
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Material e Métodos

Para preparacdo do Oleo essencial, foram coletadas as folhas da planta C.
blanchetianus na zona rural de Parnaiba-Pl. O material vegetal foi triturado, submetido a
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger no laboratorio de quimica, Campus Parnaiba/UESPI.
Realizou-se identificacdo dos compostos por cromatografia gasosa acoplada ao espectometro
de massas (CG-MS) de acordo com Silva et al. (2023), no Laboratorio de Analise
Instrumental do Instituto Federal de Alagoas (IFAL).

Utilizaram-se 30 camundongos machos (Mus musculos), provenientes do biotério da
UESPI, mantidos em gaiolas, a temperatura ambiente (25 + 3°C), em ciclo claro-escuro de 12
horas. Oito horas antes do inicio dos experimentos, 0s animais foram mantidos em jejum e
agua ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal
(CEUA/UESPI), com parecer n° 000528/2023-51. Ao final dos testes, os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica (cetamina 50mg/kg e xilazina 3mg/kg). Os
experimentos foram realizados no Nucleo de Pesquisa em Biotecnologia e Biodiversidade
(NPBio) da UESPI.

Realizou-se o teste de formalina, onde os animais foram distribuidos em cinco grupos
(n=6): (1) Controle positivo, recebeu morfina 10mg/kg, via subcutanea; (2) Controle negativo,
recebeu solucdo fisiolégica 0,9% (0,1mL/10g/peso animal), via oral; (3) Grupos teste que
receberam doses de 50, 100 e 200 mg/kg do 6leo de C. blanchetianus, via oral. Os
tratamentos foram 30 minutos (morfina) e 1h (controle negativo e testes), antes da
administracdo de formalina 2% (20 pL) na pata direita traseira do animal.

O protocolo consiste da observacdo do tempo de lambida da pata durante os primeiros
5 minutos (fase aguda ou neurogénica), apos a injecdo de formalina na pata, com intervalo de
10 minutos, e observacdo de 15 minutos (fase cronica ou inflamatdria), perfazendo um total
de 30 minutos de protocolo.

Para a analise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism 5, onde os dados
foram analisados com One-Way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey, sendo considerado
nivel de significancia de 5%.

As caracteristicas moleculares dos compostos tém um papel fundamental na selecao
destes como potenciais medicamentos. As propriedades fisico-quimicas dos compostos foram
previstas utilizando o servidor online SwissADME (https://www.swissadme.ch/).

Os principais compostos do 6leo essencial foram selecionados e avaliados de acordo
com as regras de Lipinski e Veber para determinar sua adequacdo como candidatos a
medicamentos. Os parametros avaliados foram peso molecular (< 500), doador de ligacdes de
hidrogénio (< 5), aceptor de ligacdes de hidrogénio (< 10), lipofilicidade (< 4,15), nimero de
ligagdes rotativas (< 10) e a 4rea de superficie polar topologica (< 140 A2) (Lipinski et al.,
2001; Veber et al., 2002). Os codigos SMILES candnicos utilizados para as previsdes foram
obtidos no site PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/).

Resultados e Discussao

Para a extracdo do 6leo essencial de C. blanchetianus, foram utilizados 1.910 g de
folhas, resultando em um rendimento de 0,24%. Foram identificados por CG-MS 31
compostos, todos pertencentes a classe dos terpenos e terpenoides. A Tabela 1 apresenta a
composicao fitoquimica do dleo, a classe de cada composto e suas respectivas porcentagem
de area.
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Tabela 1 — Composic¢do fitoquimica do 6leo essencial de C. blanchetianus

Area (%) Composto Classe
16,65 o-Pineno monoterpeno
16,09 Espatulenol sesquiterpenoide
15,4 Eucaliptol monoterpenoide
12,9 Cariofileno sesquiterpeno
9,24 Biciclogermacreno sesquiterpeno
3,5 Oxido de isocariofileno sesquiterpenoide
3,17 Silvestreno monoterpeno
2,69 a-Terpineol monoterpenoide
2,66 D-Germacreno sesquiterpeno
2,58 a-Humuleno sesquiterpeno
1,34 (+)-Aromadendreno sesquiterpeno
1,21 9-epi-(E)-Cariofileno sesquiterpeno
1,15 (-)-Globulol sesquiterpenoide
0,96 Selina-5,11-dieno sesquiterpeno
0,81 Sabineno monoterpeno
0,81 6-Isopropenyl-4,8a-dimethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro- sesquiterpenoide

naphthalen-2-ol
0,76 L-terpinen-4-ol monoterpenoide
0,76 0-Cadineno sesquiterpeno
0,72 B-Elemeno sesquiterpeno
0,7 gama-Cadineno sesquiterpeno
0,67 Linalol monoterpenoide
0,63 (-)-Isoledeno sesquiterpeno
0,62 B-Selineno sesquiterpeno
0,58 Cubebol sesquiterpenoide
0,58 Viridiflorol sesquiterpenoide
0,53 Cimeno monoterpeno
0,49 Di-epi-1,10-cubenol sesquiterpenoide
0,49 Cadin-4-en-10-ol sesquiterpenoide
0,47 B-Pineno monoterpeno
0,42 a-Copaeno sesquiterpeno
0,42 B-Elemeno sesquiterpeno

O a-pineno ¢ o componente mais prevalente, representando 16,65% da composicdo
total, seguido pelo espatulenol, que estd presente em 16,09%. O eucaliptol contribui com
15,4% da composi¢do, enquanto o cariofileno compreende 12,9% e, por ultimo, o
biciclogermacreno € o quinto composto mais abundante, com 9,24% da composi¢ao total do
0leo essencial. Esses achados estdo em concordancia com a literatura. Camara et al. (2021)

também revelaram a presenca de espatulenol no oleo essencial das folhas e caules.

estudos realizados por Vasconcelos et al. (2022) e Malveira et al. (2022) relataram a presenca
de eucaliptol, biciclogermacreno, a-pineno e espatulenol como compostos majoritarios. Além
destes, Angélico et al. (2014), Rodrigues et al. (2019), Porto et al. (2021), Nunes et al. (2022)
e Nascimento ef al. (2024) também relataram a presenca de eucaliptol e a-pineno, sendo estes

terpenos predominantes nos estudos com a planta C. blanchetianus (Silva et al., 2024).
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A administracdo oral do 6leo, nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, reduziu em 14,84%,
29,33% e 73,68%, respectivamente, o comportamento do animal de lamber a pata no teste de
formalina na primeira fase, assim como 59,68%, 39,71% e 79,33%, respectivamente, na
segunda fase, em relacdo ao controle negativo (Figura 1). A morfina foi utilizada como
controle positivo por ser um potente analgésico opioide e reduziu significativamente o tempo
de lambedura da pata nas duas fases desse teste.

E 80- ! | - ! B i 3 Controle Negatvo
E 1 1 2 1004 ! 1
o T L. [ Lo-- l Morfina 10 mg/kg
260 T : 8o £ 0CB 50 mgikg
- = &= OCB 100 mgkg
Z 40 iz 60 S 0CB 200 mgkg
: =+ a
: a 8= 40

a
s 201 FR— a
g a g X
E -
£ 0 : o T

=

Figura 1. Efeito do 6leo essencial das folhas de Croton blanchetianus Baill (OCB) no teste de
formalina 2%. Os animais receberam o6leo (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.), solugdo fisiologica 0,9%
(controle negativo, 0,1 mL/10 g/animal, v.0.), 60 minutos antes e morfina (10 mg/kg, i.p.) 30 minutos
antes da administracdo intraplantar de solucdo formalina 2% (20 pL, pata direita), (n=6). O tempo de
lambida (segundos) na fase aguda foi observado durante 5 minutos (A) e o da fase cronica foi
observado durante 15 minutos (B), ap6s um intervalo de 10 minutos seguidos da fase aguda. Os valores
em cada coluna representam a média + desvio-padrdo do tempo de lambida da pata. Foi realizado o
teste ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Valores significativos: a = p < 0,05, comparado ao
controle negativo.

O teste da formalina envolve a administracdo intraplantar de uma solugdo de
formaldeido (formalina) na pata posterior do animal, desencadeando uma dor intensa pela
ativacdo direta dos nociceptores. Isso se manifesta por meio de lambeduras vigorosas,
mordidas e batidas na pata injetada com o irritante. Considerado de longa duracao, esse teste
permite observar os sinais presentes na fase de modulagao dos impulsos nervosos, bem como
a participagdo de sistemas endogenos, como o sistema de opioides (Batista ef al., 2016).

Neste ensaio, podem ser identificadas duas fases distintas de comportamento
nociceptivo, sugerindo o envolvimento de diferentes estimulos. A primeira fase ocorre
imediatamente apds a injecdo de formalina e dura aproximadamente cinco minutos. Essa fase
resulta da estimulacdo quimica direta dos nociceptores, especialmente das fibras C, e esta
associada a liberacdo de neuropeptideos e outras substincias que provocam respostas locais,
caracterizadas como inflamag¢ao neurogénica (Batista et al., 2016).

Na segunda fase desse ensaio, a liberagdo de mediadores nociceptivos resulta em
extravasamento plasmatico, vasodilatacdo dos capilares adjacentes e ativagdo de varias
células, incluindo mastocitos € macréfagos. Além disso, ha a liberagdo de mediadores
inflamatorios, como histamina, serotonina, bradicinina e prostaglandinas, que contribuem
para a sensibilizacdo das vias de dor tanto periféricas quanto centrais. Essas mudangas sdo
caracteristicas da segunda fase, que se manifesta entre quinze e trinta minutos apos a
administracao da formalina (Batista ef al., 2016).

Notavelmente, a dose de 200 mg/kg demonstrou ser a mais eficaz, apresentando uma
reducdo de 73,68% na dor neurogénica e 79,33% na dor inflamatdria, em comparagdo com o
controle negativo. Além disso, a analise estatistica revelou diferencas significativas entre as
diferentes doses administradas, corroborando a eficicia da dosagem mais elevada.
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Na fase aguda, apenas a dose de 200 mg/kg de Oleo essencial demonstrou uma
diferenca estatisticamente significativa em relagdo a morfina. Por outro lado, na fase cronica,
as doses do 6leo essencial 50 mg/kg e 200 mg/kg mostraram diferengas significativas em
relacdo a morfina.

Nascimento et al. (2024) investigaram o oleo de C. blanchetianus em doses de 50 e
100 mg/kg, observando uma significativa redu¢do no tempo de lambedura da pata. Nao ha
registros na literatura de ensaios realizados com a dose de 200 mg/kg. Portanto, este estudo se
destaca por ser pioneiro ao investigar os efeitos da dose de 200 mg/kg.

Os parametros de semelhanca com farmacos (ou drug-likeness, em inglés) sao
critérios que uma molécula deve atender para ser considerada similar a firmacos conhecidos
ou medicamentos aprovados. Na fase de descoberta, a “regra dos 5” de Lipinski indica que a
ma absor¢do € mais provavel quando ha mais de cinco doadores de ligacdes de hidrogénio,
mais de dez aceitadores de ligacdes de hidrogénio, um peso molecular superior a 500 e um
Log P maior que 4,15 (Lipinski et al., 2001).

Além disso, a flexibilidade molecular reduzida, indicada pelo nimero de ligagdes
rotativas, que ndo deve exceder dez, juntamente com uma area de superficie polar topologica
(TPSA) reduzida (ndo superior a 140 A?) sdo fatores importantes para prever uma boa
biodisponibilidade oral (Veber et al., 2002).

Tabela 2 — Parametros de semelhanca com farmacos

Regras de Lipinski Violagdes | Regras de Veber
Compostos da regra”
PM AH DH LogP LR TPSA
Regra <500 <5 <10 < <1 <10 <140 A2
4,15
Espatulenol 220,35 1 1 3,67 0 0 20,23 A2
Cariofileno 204,35 0 0 4,63 1 0 0,00 A2
Biciclogermacreno | 204,35 0 0 4,63 1 0 0,00 A2
Eucaliptol 154,25 1 0 2,45 0 0 9,23 A2
a-pineno 136,23 0 0 4,29 1 0 0,00 A2

Peso molecular (PM), aceptor de ligacdo de hidrogénio (AH), doador de ligacdo de hidrogénio (DH),
lipofilicidade (Log P), nimero de ligac¢3es rotativas (LR), area de superficie polar topologica (TPSA);
*Violagdes da regra de Lipinski.

Todos os cinco compostos avaliados estdo de acordo com as regras de Lipinski e Veber
(Tabela 2). Cariofileno, biciclogermacreno e a-pineno violaram a regra Log P < 4,15,
apresentando valores superiores. E importante destacar que farmacos fitoterapicos nem
sempre estdo de acordo com as regras, ou seja, essas regras nao sdo rigidas e possuem
limitagdes (Silva et al., 2023).

Considerac0es finais

Com base nos resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que o 6leo essencial
de C. blanchetianus apresenta uma composicdo fitoquimica rica em terpenos e terpenoides,
com destaque para o a-pineno, espatulenol e eucaliptol como os principais componentes. Essa
composigdo esta em conformidade com estudos prévios, corroborando a relevéancia desses
compostos na formulagdo do 6leo essencial desta planta.
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A avaliacdo do potencial analgésico do 6leo essencial demonstrou uma significativa
reducdo no comportamento nociceptivo dos animais, especialmente na segunda fase do teste
de formalina, indicando um efeito antinociceptivo pronunciado. Esses resultados sugerem o
potencial terapéutico do 6leo essencial de C. blanchetianus como um agente analgésico, com
efeitos promissores na modulacdo da dor neurogénica e inflamatoria.

Além disso, a analise dos parametros de semelhanca com farmacos revelou que os
principais compostos do 6leo essencial estdo em conformidade com as regras de Lipinski e
Veber, indicando sua adequagdo como candidatos a medicamentos. Embora alguns compostos
tenham violado a regra de lipofilicidade, € importante ressaltar que essas regras nao sdo
absolutas e ndo invalidam o potencial farmacéutico desses compostos fitoterapicos.

Portanto, os resultados deste estudo sugerem que o 6leo essencial de C. blanchetianus
possui propriedades farmacoldgicas promissoras, destacando-se como uma potencial fonte de
novos agentes terapéuticos no tratamento da dor. Futuras investigacdes devem se concentrar
na elucidacdo dos mecanismos de a¢do desses compostos e na avaliacdo de sua eficacia em
modelos adicionais de dor, visando o desenvolvimento de terapias mais eficazes e seguras
para 0 manejo da dor.
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