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Resumo

Na estética existem alguns métodos que sao utilizados desde a antiguidade
para reduzir efeitos nocivos do tempo e doencas de pele, destacando-se entre eles
os chamados peelings. Existem diferentes graus de peelings aplicados hoje em dia
na clinica dermatoldgica, podendo-se, de um modo geral, se estabelecer que quanto
maior o grau de sua classificagdo, maior sua eficacia de resultado. Destaca-se, entre
os procedimentos o peeling com fenol, que é conhecido por seu efeito
rejuvenescedor, mas também por sua toxicidade. A formula proposta por Hetter no
ano de 2000 foi desenvolvida como uma proposta alternativa a essa formulacéo,
buscando-se reduzir os efeitos toxicos associados a féormula primaria, mas também
otimizar o efeito dermatoldgico desejado. Nessa nova proposta, se associa ao fenol
0 Oleo de croton, que segundo a literatura, apresenta na sua composi¢cao quimica
componentes que possuem atividade pro-infamatéria, que poderiam vir a auxiliar no
resultado final esperado de rejuvenescimento. Essa pesquisa tem por objetivo o
estudo da formula de Hetter, suas fases e do 6leo de croton sobre a pele, além da
caracterizacdo quimica por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas (CG-EM) dessa matriz e as fases da formulacdo. Para isso, foi realizado um
ensaio in vivo (modelo suino) aplicando o controle negativo (Agua e Septisol®),
controle positivo (agua, fenol, 6leo de croton e Septisol®), camada inferior (agua,
fenol, 6leo de croton e Septisol®), camada superior (agua, fenol, 6leo de croton e
Septisol®) e formula sem o fenol (Agua, 6leo de croton e Septisol®) sobre o tecido
desses animais. Apos 1, 7 e 21 dias da aplicacéo, foram retirados os tecidos para
avaliacdo. Os tecidos foram desidratados e diafanizados, incluidos em parafina e
cortados e corados com HEROVICI e Hematoxilina-Eosina para diferenciacdo de
colageno tipo | e tipo Il e avaliacdo da presenca de colageno, células e espessura
do epitélio, respectivamente. Determinou-se um aumento de células no dia 1 e 21,
aumento da espessura do epitélio no dia 7 e 21 e maior quantidade de colageno tipo
lll no dia 21 para as amostras do controle positivo e grupo tratado com a amostra
composta pela camada inferior da férmula de Hetter. A caracterizacdo quimica geral
(fingerprinting) foi seguida de uma analise quimica por 3 meses visando a
estabilidade quimica do 6leo comercial utilizado no preparo da formula de Hetter,

foram identificados no 6leo de Croton 19 acidos graxos principais. Todos os dados



qguimicos foram avaliados por andlise quimiométrica por PCA, na qual foi identificada
gue durante os 3 meses avaliados, ouve alteragbes na concentracdo de algumas
substancias, principalmente nos picos 3, 4 e 5 dessa matriz vegetal. Pode-se
concluir, além disso, os componentes ativos da férmula de Hetter sdo encontrados
na camada inferior da formulagcdo home-made utilizada na clinica dermatoldgica; que
esses componentes sdo capazes de estimular a producéo de colageno do tipo Il na
derme do tecido de porcos. Por fim, pode-se inferir que os acidos graxos (compostos
majoritarios dessa matriz) podem ser usados como marcadores analiticos para o
controle de qualidade desse produto e que novos estudos devem ser conduzidos
para se buscar identificar os componentes do 6leo que seriam responsaveis pela
atividade dermatoldgica observada.

Palavras-chaves: Dermatologia, Cromatografia Gasosa, Oleo de Croton, Colageno.



Abstract

In aesthetics there are some methods that have been used since ancient times to
reduce the harmful effects of time and skin diseases, among them the so-called
peelings. There are different degrees of peeling applied nowadays in the
dermatological clinic, being able, in general, to establish that the greater the degree
of its classification, the greater its effectiveness of result. Among the procedures,
peeling with phenol is known for its rejuvenating effect, but also for its toxicity. The
formula proposed by Hetter in the year 2000 was developed as an alternative
proposal to this formulation, aiming to reduce the toxic effects associated with the
primary formula, but also to optimize the desired dermatological effect. In this new
proposal, it is associated with phenol, the croton oil, which, according to the
literature, presents in its chemical composition components that have pro-
inflammatory activity, which could help the expected final result of rejuvenation. This
research aims to study the Hetter formula, its phases and the croton oil on the skin,
as well as the chemical characterization by gas chromatography coupled to the mass
spectrometer (GC-MS) of this matrix and the phases of the formulation. For this, an in
vivo assay (swine model) was applied applying the negative control (water and
Septisol®), positive control (water, phenol, croton oil and Septisol®), bottom layer
(water, phenol, croton oil and Septisol (Water, phenol, croton oil and Septisol®) and
non-phenol formula (water, croton oil and Septisol®) on the tissue of these animals.
After 1, 7 and 21 days of application the tissues were removed for evaluation. The
tissue was dehydrated and diaphanized, paraffin embedded and cut and stained with
HEROVICI and Hematoxylin-Eosin, for differentiation of type | and type Il collagen
and evaluation of the presence of collagen, cells and thickness of the epithelium,
respectively. An increase of cells at day 1 and 21, increase of epithelium thickness at
day 7 and 21 and greater amount of collagen type Ill at day 21 were determined for
the samples of the positive control and group treated with the sample composed by
the lower layer of the Hetter formula. The general chemical characterization
(fingerprinting) had followed by a chemical analysis for 3 months evaluating the
chemical stability of the commercial oil used in the preparation of the Hetter formula.
In the Croton oil 19 fatty acids were identified. All the chemical data were evaluated

by PCA chemometric analysis, in which it was identified that during the 3 months



evaluated, there are changes in the concentration of some substances, mainly in
peaks 3, 4 and 5. It can be concluded that the active components of the formula of
Hetter are found in the lower layer of the home-made formulation used in the
dermatological clinic. Among then that these components are capable of stimulating
the production of type Il collagen in the pig tissue dermis. Finally, it can be inferred
that fatty acids (major compounds of this matrix) can be used as analytical markers
for the quality control of this product and that further studies should be conducted to
identify the components of the oil that would be responsible for the activity observed.

Keywords: Dermatology, Gas Chromatography, Croton Oil, Collagen
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1 Introducéo

No decorrer dos anos, tem-se percebido que o bem-estar emocional esta
intimamente relacionado com a estética da pele. Este fato acontece principalmente
em mulheres. Pessoas que possuem doencas na pele como Acne, LUpus
Eritematoso, rosacea, Melasma, Vitiligo, além de efeitos provocados pelo tempo
como manchas, linhas de expresséo e rugas, tendem a ter a autoestima reduzida.
Neste sentido o mercado de cosméticos e tratamentos estéticos tem crescido
consideravelmente, pois as pessoas tem buscado por produtos para melhorar tais
aspectos (STEPHEN; PERERA, 2014; MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2014).

Para amenizar sintomas relacionados as enfermidades ou situacbes
decorrentes do envelhecimento, ha na pratica médica dermatologica a possibilidade
de realizagdo do procedimento de peeling. Este € assim chamado devido a
aplicacdo de uma substancia caustica sobre a pele, causando uma destruicdo de
forma controlada da epiderme e derme (o grau de profundidade do peeling depende
da concentracdo destas substancias). Esta destruicdo controlada promove um
processo inflamatorio na regido, estimulando a reconstrucéo do tecido, reduzindo as
imperfeicbes e melhorando o0s sintomas relacionados a muitos quadros
dermatolégicos (FISCHER et al., 2010; VELASCO et al.,2004).

O “peeling com fenol” (PF) é utilizado desde a Primeira Guerra Mundial
(1914-1918), para tratar cicatrizes deixadas pelas batalhas, mas a formula proposta
inicialmente para esse fim se aperfeicoou com o tempo. Em 1960, Baker e Gordon
(BG) propuseram uma formulacédo contendo fenol associado a um 6leo obtido das
sementes de uma planta chamada Croton tiglium (Euphorbiaceae). Nesta férmula
também eram adicionados um tensoativo (Septisol®) e adgua como veiculo, que
segundo pesquisadores levavam a resultados mais eficazes que os obtidos com a
férmula composta apenas pelo fenol (FISCHER et al., 2010; VELASCO et al.,2004).

No ano de 2000, Hetter fez um estudo sobre variacbes na formulacdo
proposta por BG usadas em diferentes partes do mundo e propds diferentes
formulacdes contendo concentracdes variaveis na quantidade de fenol e éleo de C.
tiglium para serem utilizadas na clinica dermatoldgica. Além disso, esse pesquisador
constatou que a férmula que continha menor concentracdo de fenol e maior
concentracdo do 0Oleo apresentava melhor resultado frente ao efeito rejuvenescedor
desejado (HETTER, 2000 d).
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Ha uma questao importante em relacdo ao PF que diz respeito ao fato de
qgue o fenol é téxico ao organismo humano. Essa substancia quimica € absorvida e
metabolizada rapidamente pelo organismo e seus efeitos sdo associados ao
desenvolvimento de arritmia, taquicardia, contracdes ventriculares prematuras e
hipotensdo (VELASCO et al., 2004).

Isso se apresenta como uma questao importante, levando em consideracao
gue esse peeling pode ser extremamente abrasivo, podendo ser utilizados em
alguns casos para o tratamento de rugas profundas. Como normalmente o0s
pacientes que fazem uso deste procedimento sao idosos, e aproximadamente 15%
deles apresentam problemas cardiacos, o uso dessa formulacéo e realizacdo desse
procedimento torna-se limitado para essa classe de usuarios/pacientes devido aos
riscos associados (ZASLAVSKY; GUS, 2002; VELASCO et al., 2004; KADUNC,;
VANTI, 2009).

Tao importante quanto a questdo do risco associado ao uso dessa
formulacdo, existe a questdo que trata da falta de conhecimento sobre quais dos
constituintes da formula do peeling com fenol e das formulas de Baker e Gordon e
de Hetter seria(m) a(s) responsavel(is) pelo efeito: o fenol ou o0s constituintes
guimicos presentes no oleo de croton (OC)?

A resposta deste guestionamento ndo estd completamente esclarecida,
porém ha hipéteses. Alguns pesquisadores destacam que o fenol € que causaria a
desnaturacdo de proteinas, induzindo um processo inflamatorio que favoreceria o
rejuvenescimento tecidual, sendo os demais adjuvantes da formulacdo apenas
auxiliadores na permeacao do ativo (fenol), favorecendo sua a¢cdo em camadas mais
profundas da pele (ZANINI, 2005; BAGATIN et al., 2009).

Outra hipdtese é que os constituintes do OC seriam 0s responsaveis pela
acao pro-inflamatéria, considerando que este 6leo é uma matriz vegetal e que
apresenta diversas classes de substancias. Alguns estudos apontam que esta acéo
possa acontecer por meio dos constituintes desse 6leo, e o fenol seria apenas um
auxiliador na permeacéao dos ativos do 6leo neste caso (HETTER, 2000 a).

O OC foi muito utilizado no ambito popular pelo seu efeito laxante e abortivo
principalmente na india. Porém, sua popularidade decaiu ap0s 0S USUArios
perceberem os efeitos irritativos produzidos por essa matriz na pele e divulgagéao de
estudos que descreviam os constituintes deste 6leo, como por exemplo, os ésteres

de forbois de nucleo tigliano, que sdo substancias que apresentam efeitos pro-
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tumorais, ndo sendo indicado a exposicdo crénica a este 6leo (JONAS; LEVIN,
2001).

Levando em consideracdo esses dados, esse estudo propde pesquisar a
atividade dermatolégica da formula de Hetter e caracterizar quimicamente o 6leo de

C. tiglium a fim de justificar o seu emprego na formulacao.
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2 Revisao da literatura

2.1 FISIOLOGIA DA PELE

7

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, que apresenta como funcao
primordial a protecdo contra a perda de agua, evitando a desidratacdo, além da
protecéo contra agentes nocivos, como por exemplo, microrganismos (LEONARDI et
al. 2005). Este 6rgéo é constituido por diferentes compartimentos, como detalhado

na figura 01, e cada um possui sua importancia e funcao.

Figura 01 — Microfografia da pele (HE, 40x).

Fonte: A autora (2019).
Nota: E — epitélio; D — derme; H — hipoderme; EC — estrato cérneo; G — glandulas

A epiderme (Figura 02, pag. 19) é constituida pelo estrato germinativo, estrato
espinhoso, estrato granuloso, seguido do estrato Iicido e o mais superficial que € o
estrato corneo. Abaixo da epiderme estdo a derme e a hipoderme (BARBA,
RIBEIRO, 2009).



19

Figura 02 — Fotomicrografia da evidenciando as camadas da epiderme (HE, 200x).
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Fonte: A autora (2019).
Nota: E — epiderme; EC — estrato corneo; D — derme; FC — fibras de colageno; C — fibroblastos; Q —
gueratinécitos; M — melandcitos.

O estrato cérneo € a camada mais externa, formada por células epidérmicas.
Estas ndo apresentam nucleos e mitocondrias e ndo se reproduzem (séo
consideradas “células mortas”). O citoplasma destas células contém filamentos de
gueratina, no entanto, € uma barreira fisica importante que impede a perda de agua
corpérea e agressdes externas, apesar de se tornar um obstaculo quando o
interesse € a utilizacdo da via tépica para a absorcdo de farmacos (GOODMAN,
2012).

No estrato granuloso, as células estdo dispostas de forma pavimentosa, que
produzem acidos graxos livres, esses acidos graxos sao lancados para o meio
extracelular, e assim promove-se uma aderéncia maior entre as células, formando
uma barreira impermeavel a agua. A camada lUcida apresenta-se entre o estrato
cérneo e o0 granuloso e possui células achatadas e transparentes (HADLER;
SILVEIRA, 1993; VAN DE GRAAFF, 2003).

O estrato espinhoso contém células denominadas queratinécitos, que
sintetizam proteinas como a filagrina, involucrina, loricrina, as quais, favorecem a
queratinizacdo do tecido. Os queratindcitos estdo dispostos em forma de poliedros
unidos por desmossomos e no espaco intercelular ha uma estrutura que permite a
troca de substancias hidrossoliveis do meio externo para o interno, denominado
glicocalix (CARLSON, 2014).
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As células-tronco da epiderme estdo presentes no estrato germinativo,
denominado também como estrato basal. Este estrato possui os melandécitos que
produzem a melanina, pigmento que fornece a cor da pele (que possui importante
funcdo) e protege o material genético contra a radiagdo ultravioleta (UV)
(GENESER, 2003).

Logo abaixo da epiderme, encontra-se a derme (Figura 03, pag. 21) formada
por um tecido conjuntivo frouxo, fibras de coldgeno (que favorecem a elasticidade e
a resisténcia), terminacfes nervosas, vasos sanguineos e linfaticos. (ROSS,
PAWLINA, 2012). Ela é composta por trés divisdes: derme papilar, derme perianexial
e derme reticular (VENUS, et al., 2011).

A derme papilar é rica em fibras de colageno finas, fibras elasticas, muitos
fibroblastos (células produtoras de colageno), e possui elevada quantidade de
substancia fundamental. Essa estrutura permite a adesdo da derme as papilas
conjuntivas formadas pela epiderme (SAMPAIO; RIVITTI, 2001; VAN DE GRAAFF,
2003; VENUS, et al., 2011).

Logo abaixo da derme papilar se encontra a derme perianexial que € idéntica
a derme papilar. Porém € localizada em torno dos anexos presentes na pele como
as glandulas. Em camadas mais profundas esta a derme reticular que é constituida
por fibras de coldgeno mais grossas e possui menos substancia fundamental e
fibroblastos. A substancia fundamental € constituida basicamente de
mucopolissacarideos (SAMPAIO; RIVITTI, 2001; VAN DE GRAAFF, 2003).
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Figura 03 — Fotomicrografias da derme — estruturas em destaque.

Fonte: A autora (2019).
Nota: Fibroblastos (F), fibras de colageno (FC) e vaso sanguineo (VS) (HE, 1000x).

Na hipoderme (Figura 04, pag. 22) concentram-se as células adiposas, que
tem funcdo principal o isolamento térmico, reserva de energia, e ainda protecao
contra impactos em algumas areas. Nao é considerada como parte da pele. No
entanto, € um tecido adjacente que auxilia na adesdo da derme a outros 6rgaos
préximos. Nesta porcdo, estdo algumas glandulas sudoriparas que auxiliam na
regulacdo da temperatura e excrecao de toxinas através da libracdo do suor (VAN
DE GRAAFF, 2003; VENUS et al., 2011).
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Figura 04 — Fotomicrografia da hipoderme (HE, 400x).
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Fonte: A autora (2019).
Nota: A — adipdcitos; G — ducto da glandula sudoripara

As glandulas também séo consideradas anexos da pele. Ha trés tipos:
glandulas sudoriparas écrinas, glandulas sudoriparas apocrinas e glandulas
sebaceas. As glandulas écrinas estao presentes em diversas regides da pele, porém
sdo encontradas em maior quantidade nas areas palmares, plantares e axilas. Estas
glandulas podem comecar na hipoderme/derme e terminar na epiderme. A sudorese
€ ativada pela adrenalina, a caracteristica do suor € basicamente agua, apenas 1%
é formado por sais, proteinas, lipideos e aminoacidos. As glandulas sudoriparas
apocrinas estdo presentes nos foliculos pilosos, diferentemente das glandulas
écrinas. As apdcrinas excretam acucares, proteinas, acidos graxos e amonia,
substancias que servem como alimento para bactérias presente na pele. Assim, o
odor é caracteristico, por causa dos produtos eliminados pela bactéria apds o
consumo dessas substancias (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Em relacdo as glandulas sebaceas estdo presentes na vida de uma pessoa
desde o nascimento, mas durante a vida o seu nivel de atividade pode aumentar ou
diminuir. O aumento de producéo de sebo por estas glandulas acontece pela acéo
dos horménios andrégenos, ou seja, nho recém-nascido as glandulas sao ativadas
por causa dos horménios maternos e s6 voltam a atividade na adolescéncia por

causa da producao prépria desses hormonios e continuam por toda vida, no caso de
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mulheres, a atividade das glandulas diminui com a menopausa. Uma das
consequéncias desse aumento na producdo de sebo sdo as acnes (SAMPAIO;
RIVITTI, 2001; TAGLIOLATTO; ENOKIHARA; ALCHORNE, 2011).

2.2 PROCESSO DE ENVELHECIMENTO

O envelhecimento é um processo biolégico que, em decorréncia da idade, a
pele passa por mudancas e alteracbes caracteristicas morfolégicas e fisiologicas.
Algumas mudancas especificas sdo: reducdo da espessura da epiderme, reducao
da secrecdo de sebo pelas glandulas sebaceas, diminuicdo da elasticidade e
glandulas sudoriparas, aumenta a fragilidade dos vasos sanguineos, entre outras
(MENOITA; SANTOS; SANTOS, 2013).

Este processo no organismo pode se desenvolver por dois tipos de fatores
intrinseco (natural) e extrinseco (fatores fisicos e quimicos). O primeiro tipo
(intrinseco), chamado também de cronoldgico, é resultado de fatores genéticos,
idade e hormonais. Este tipo de envelhecimento considerado natural acontece pelo
acumulo, progressivo com a idade, dos radicais livres produzidos naturalmente pelo
organismo, além de fatores genéticos que variam de pessoa para pessoa (RUIVO,
2014).

As primeiras consequéncias do envelhecimento s&o: a diminuicdo da
replicacdo celular, diminuicdo da matriz dérmica e aumento de enzimas que sao
capazes de degradar o colageno. O envelhecimento cronolégico esta diretamente
relacionado a modificacdes no DNA. A cada divisédo celular e replicacdo, o teléomero
(porcao terminal do DNA) sofre um encurtamento, isto € um sistema de protecao
contra mutacdes, evitando células cancerigenas (PARK; YEO, 2013).

As células e a estrutura da pele estdo em constante mudanca durante a
vida. A aparéncia envelhecida deve-se ao fato de o organismo nao conseguir
produzir matriz extracelular suficiente, causa disfuncdo das moléculas de integrinas.
Isto causa baixa adesdo entre a matriz extracelular e os fibroblastos, deixando o
tecido mais flacido (SKOCZYNSKA et al., 2016).

O envelhecimento extrinseco é ocasionado por fatores fisicos ou quimicos,
por causa dos maus habitos de vida da pessoa, principalmente pelo descuido com a
pele ao se expor aos raios UV. O fotoenvelhecimento provoca pigmentacéo

exacerbada, cor amarelada, reducao da firmeza e elasticidade da pele, pele grossa
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e poros abertos. Os raios ultravioletas do sol sdo extremamente nocivos a pele,
principalmente aos tipos mais claros. Os raios UV-A sdo 0s mais agressivos, por
conseguirem atingir a derme e danificar a matriz extracelular, vasos sanguineos,
DNA, lipideos e proteinas, além de favorecer a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (HAN et al.,2014).

Outros fatores que causariam o envelhecimento sdo: poluicdo, hébito de
fumar; dormir menos de 5 h/dia, dieta com baixo teor de antioxidantes, banhos
longos e quentes, diabetes, obesidade, marcas de acne. No entanto, sdo praticas
gue podem ser evitadas e o envelhecimento prevenido (ADDOR, 2018).

Em geral, os sinais aparentes da pele sdo bem caracteristicos, como as
linhas de expressao e rugas. Linhas de expressdo sdo dobras na pele mais finas
gue se formam quando a pessoa faz alguma expressdo. As rugas Sao mais
profundas e aparentes, sao fixas, ou seja, mesmo sem sorrir ou apresentar qualquer
expressao, a pessoa apresenta estas marcas. Pigmentacao exacerbada também faz
parte desses sinais, porém, este sinal € mais caracteristico de fotoenvelhecimento.
Na figura 05 esta representado um comparativo entre envelhecimento natural (1) e
fotoenvelhecimento (2) (RUIVO, 2014).

Figura 05 — Comparacdao visual entre envelhecimento natural (1) e fotoenvelhecimento (2);

Fonte: Ruivo (2014)
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2.3 TRATAMENTO ESTETICO DA PELE

A dermatologia cuida da saude da pele em um todo: beleza (intimamente
relacionada com a aparéncia), protecao e higiene. Com o crescimento da procura da
populacdo para manter uma pele jovem e bonita, tem crescido ha mesma propor¢ao,
o aprimoramento de técnicas de tratamentos estéticos, assim como o0
estabelecimento de novos procedimentos (MARTINEZ-GONZALES et al.,2014).

Alguns tratamentos topicos podem ser utilizados para prevenir e tratar estes
sinais. Atualmente é o desejo de grande parte da populacédo retardar isso. Entre
estes tratamentos encontram-se o0s acidos retinoicos (estas substancias tem o poder
de regular a expressdo genética, por se ligarem em receptores do DNA)
promovendo a producdo de fibroblastos, procolageno e inibicdo da sintese
mataloproteinases (enzimas que degradam a matriz extracelular; acido ascorbico
(Vitamina C), poderoso antioxidante neutralizador dos radicais livres, além de
promover a producéo de colageno (THOMAS et al., 2013).

Aléem dessas substancias, existem técnicas utilizadas para reverter alguns
danos causados na pele em decorréncia de fotoenvelhecimento, marcas e cicatrizes
(causados por acne, por exemplo). Destaca-se o peeling quimico, denominado
também como resufacing quimico, quimiocirurgia e quimioesfoliacdo (KADUNC e
VANTI, 2009; FISCHER et al., 2010).

O fundamento do procedimento esta na aplicacdo de uma substancia
caustica, que ira promover a esfoliacdo mais profunda e controlada da epiderme,
incentivara a renovacao celular, regenerando a pele, adquirindo uma aparéncia mais
jovem, com reducdo das manchas e sinais do envelhecimento (VELASCO et al.,
2004; BAGATIN et al.,2009).

A classificacdo dos peelings é determinada segundo a profundidade que
atinge a descamacdo. E considerado superficial quando a acdo € apenas na
epiderme, indicado em casos de Acne, Melasma, envelhecimento leve. As
substancias utilizadas sdo acido tricloroacético (TCA), resorcinol, tretinoina, alfa-
hidroxiacidos (VELASCO et al., 2004; BAGATIN et al., 2009).

O acido galico, um tipo de substancia utilizada no peeling quimico superficial
a meédio, € capaz de promover um processo de esfoliacdo e promove producdo de
coldgeno e &cido hialurénico. A combinacdo do TCA com dioxido de carbono e

resorcinol é utilizada em peeling de profundidade média, que atinge a derme papilar,
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indicado em casos de queratoses, discromias e rugas (VELASCO et al.,, 2004,
BAGATIN et al., 2009; THOMAS et al., 2013). Por sua vez, no peeling profundo, as
formulagcbes de Baker e Gordon (BG) ou Fémula de Hetter (FH) sédo utilizadas para
atingir a derme reticular. Esse tipo de peeling é realizado quando se faz necessario
lesbes mais profundas para tratamento de sinais de envelhecimento assiduos
(VELASCO et al., 2004; BAGATIN et al.,2009).

2.3.1 Peeling profundo

Como ja citado, o PF ¢é utilizado desde a segunda guerra mundial e foi
empregado para reparo de cicatrizes causados pela guerra. Acredita-se que o fenol
promove a coagulacdo proteica imediata na epiderme e assim, quanto mais
aplicado, atinge camadas mais internas da pele, chegando a derme reticular.
(VELASCO et al., 2004; FISCHER et al., 2009).

Assim como em qualquer procedimento, ha pros e contras na utilizacdo desse
peeling. Apesar de ter um poder rejuvenescedor bastante acentuado, se o paciente
ndo seguir corretamente as recomendacdes, apO0s 0 tratamento, aparecerao
manchas e marcas, além da consideracdo do uso do fenol na formula poder causar
problemas de saude por ser uma substancia altamente toxica. (VIGNERON;
MUGGENTHALER, 2015).

O fenol € uma substancia que tem como férmula molecular CéHeO (Figura
06). E incolor ou levemente rosado, apresenta ponto de fuséo a 39,5°C, considerado
soluvel em &gua e altamente soltuvel em alcool (EUROPEAN DIRECTORATE FOR
THE QUALITY OF MEDICINES, 2008).

Figura 06: Estrutura quimica do fenol

OH

Fonte: https://www.infoescola.com/quimica/fenois/



27

A toxicidade é bem conhecida. Sabe-se que o fenol é absorvido rapidamente,
chegando a corrente circulatéria em quantidade de aproximadamente 25% do
conteudo, seja ele aplicado topicamente ou inalado. O fenol sofre metabolizacéo,
gerando agua e gas carbdnico e o que ndo é metabolizado por essa via, €
conjugado com o sulfato e glucoronato, ou sofre oxidacdo, podendo ser excretado
pelos rins (KADUNC; VANTI, 2009). Pacientes com problemas cardiovasculares nao
podem ter contato com essa substancia, por ser altamente toxico ao miocardio. A
farmacocinética e farmacodindmica da acédo toxica do fenol ndo é muito conhecida,
porém no eletrocardiograma é possivel observar alteracées (FISCHER et al., 2010;
VIGNERON, MUGGENTHALER, 2015).

Landau (2007) realizou um estudo com 181 pacientes do sexo feminino (idade
meédia de 56 anos) que foram tratadas com PF e constatou que 6,7% das pacientes
(12) sofreram arritmias cardiacas durante o procedimento, e dessas, oito mulheres
tiveram que sofrer intervencdo médica para retomar o estado normal.

No mesmo sentido, Kadunc e Vanti (2009) descreveram um estudo no qual 60
mulheres (divididas em quatro grupos) foram tratadas com formulacbes contendo
diferentes concentracdes de fenol. Foi observado que em todos os grupos o fenol foi
excretado dentro de 8 h em média pelos rins, e ndo houve alteracéo da funcéo renal.
No entanto, em todos os grupos foram identificadas variacfes cardiacas, indicando
gue em pessoas suscetiveis, o procedimento ndo é recomendado.

Com o tempo, as solucdes de PF foram aprimoradas na clinica médico-
dermatolégica. Em 1960, Baker e Gordon prepararam uma férmula que além do
fenol, continha um Oleo retirado da espécie vegetal Croton tiglium que contém
diversas substancias por ser uma matriz vegetal e associaram esse material a uma

proporcéo de agua e Septisol® (Tabela 01, pag. 28).
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Tabela 01 — Férmula de BG (1962) e Formulas de Hetter (2000, d)

Eérmula Formulas de Hetter
Componentes Very | Heavy Medium Light Very Light
de BG
Heavy

Fenol (88%) 49,3% 35% 33% 33% 33% 27,5%

) ocC 2,1% 1,6% 1,1% 0,7% 0,35% 0,1%

Agua destilada 46% 55% 60,9% 61,3% 61,65% 61,9%

Septisol® 2,6% 5% 5% 5% 5% 0%
o Casos de rugas Reglao Testa e Regido Palpebras
Indicagéo perioral )

profundas o nariz bochechas | periocular | e pescoco

Grau Profundo Moderado Suave Muito

suave

Fonte: Adaptado de Kadunc et al. (2009) e Wambier et al. (2018).

Observou-se que o resultado do peeling com essa formulacdo contendo o
Oleo causava uma restauragédo de um tecido completamente mais jovem. Algumas
décadas depois, Hetter estudou variacdes nas concentracdes de fenol e Oleo de
croton nas formulagcbes para peeling, sugerindo algumas modificacbes nas
concentracbes desses componentes de acordo com a regido de aplicacdo e
tratamento (Tabela 1, pag. 32). Atualmente a formula mais utilizada é a descrita por
Hetter (2000), que contém os aditivos descritos na tabela 1. Em casos extremos, a
FH very heavy é utilizada. A formula com 0,7% de OC € a mais utilizada na clinica
pela seguranca que essa proporciona (WAMBIER et al., 2018).

O preparo da formula é realizado da seguinte forma: primeiramente, €&
preparada uma solucdo estoque de fenol e Oleo de croton (98,4% e 1,6%
respectivamente). Esta solucdo estoque € preparada e pode ser estocada por até 6
meses para uso futuro. No dia da aplicacdo no paciente, essa solucéo é diluida em
adgua e Septisol® (tensoativo). A mistura desses componentes leva a formacéo de
uma solucdo ndo homogénea, devido a formacédo de duas fases (Figura 07, pag.
29). E a cada aplicacdo no paciente, o médico homogeneiza essa preparacao. Este
preparo acontece dentro dos consultérios dermatologicos (home-made) pelo préprio
médico (WAMBIER et al., 2018).
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Figura 07 — Formagao das duas fases na férmula de Hetter.
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Fonte: Imagem cedida por John Kulesza (Young Pharmaceuticals Inc. Wethersfield-CT, Estados
Unidos da America - johnk@youngpharm.com)

Os Oleos possuem alto potencial de degradacao por oxidacéo, principalmente
guando estes apresentam alto teor de gordura insaturada. As duplas ligacoes,
presentes nas moléculas reagem com o oxigénio, formando radicais livres, alterando
a composicado quimica desta matriz, por causa dessas reacdes, ira alterar o tempo
de prateleira da solucéo estoque, que contém o OC (OLIVEIRA, 2018).

Além do mais, a férmula de Hetter (FH) é pouco estudada. Entretanto, alguns
artigos relatam que seus componentes auxiliam a permeacao cutanea do fenol,
proporcionando a formulacdo a atingir niveis maiores de profundidade, tornando-a
mais efetiva (ODO; CHICHIERCHIO, 1998; STONE, 1997). Reforcam ainda esse
pensamento, Velasco e colaboradores (2004), Vigneron e colaboradores (2016),
Kadunc e colaboradores (2009) que também acreditam que o fenol seja o causador
do processo de quimioesfoliacao.

Em contraponto, Hetter relata em seus estudos que conforme aumentava a
concentracdo do Oleo na formulacdo e se diminuia a porcentagem de fenol, o
resultado de quimioesfoliacdo era mais eficaz (HETTER, 2000a).

Neste mesmo estudo, este pesquisador propds a aplicacao na regiao perioral,
em um paciente, o fenol (50%) associado com o OC (2,1%), e no restante do rosto,
apenas o fenol (50%). Como resultado obtido, na regido perioral foi observada maior
descamacdo e mais répida cicatrizacdo (11 dias para a restituicdo da pele),

engquanto no restante do rosto ndo houve descamacéo significativa. Segundo Hetter
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(2000), este resultado reforca que o responséavel pela atividade quimioesfoliante é o
OC e néo o fenol (HETTER, 2000d).

A FH pode rejuvenescer uma pessoa aproximadamente 20 anos. As reacdes
provocadas desde a aplicacdo até a pele restaurada e os sinais visiveis da mudanca
sdo caracteristicas. Ocorre um processo de necrose na epiderme que € reconstruida
dentro de 8 dias. H& também infiltrado inflamat6rio nos primeiros dias, ocorre um
edema macico e atinge a derme reticular. O processo de reconstru¢do da derme
tanto histologicamente quanto fisiologicamente demora de 2 a 6 meses, ha uma
intensa sintese de fibroblastos, aparentemente tecido rico em colageno e fibras
elastica (elastose). Este efeito de intensa producdo de colageno e fibras elastica
persiste por anos (VIGNERON, MUGGENTHALER, 2015; WAMBIER et al., 2018).

No primeiro dia apds a aplicacdo a pele fica acinzentada. Esta aparéncia é
vista apenas na FH, ha um edema generalizado. No segundo dia, o edema diminui
consideravelmente, porém isso ocorre com o auxilio de corticoides, a cor
acinzentada diminui consideravelmente. Apds sete dias a pele esta praticamente
restaurada, pode haver eritema e pontos de sangramentos. Os efeitos do peeling
podem variar de pessoa para pessoa e por causa da concentracdo do 6leo de croton
na formula. Na figura 08, mostra-se a recuperacao apos o procedimento (Hetter,
2000d).

Figura 08 — Efeito pds-operatério apds aplicacdo da FH;

Fonte: Hetter (2000)d
Nota: 1 — primeiro dia pés-operatorio; 2 — segundo dia apés a aplicacdo; 3 — 7 dias apos a aplicacéo;
4 — 22 dias ap06s a aplicacao.
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2.4 EUPHORBIACEAE

Pertencente a classe das Angiospermas. A familia Euphorbiaceae é muito rica
em representantes, sendo que contém 290 géneros distribuidos pelo mundo,
principalmente em regides tropicais (ALVES, 1998; HIROTA et al., 2011).

Ha algumas espécies dessa familia que apresentam alta toxicidade, como por
exemplo, Euphorbia tirucalli, cujo latex que pode causar conjuntivite ao entrar em
contato com os olhos, ou ainda promover o crescimento de células tumorais (VAN
DAMME, 2001; SHLAMOVITZ et al., 2009; MWINE; VAN DAMME, 2011).

Outras espécies sdo usadas com finalidades comerciais, como a Ricinus
communis, conhecida popularmente como mamona. O 6leo desse vegetal possui
diversas aplicabilidades e & muito importante economicamente, constituindo parte da
formulacédo de tintas, participando na fabricacdo de nylon e como aditivo para reduzir
a viscosidade em produtos alimenticios (SCHNEIDER, 2003).

Por outro lado, sdo muitas as espécies pertencentes a essa familia que séo
conhecidas ou utilizadas com a finalidade medicinal (NASCIMENTO, 2013). O
género Croton, que engloba aproximadamente 1300 espécies da familia
Euphorbiaceae. Essas espécies sdo utilizadas geralmente como analgésicas, anti-
inflamatorias e para o tratamento do cancer. Ha grande interesse econémico em
espécies desse género, especialmente para as industrias farmacéuticas pela
abundancia de metabdlitos secundarios interessantes (CRONQUIST, 1981; PAYO et
al., 2001; BASTO, 2014; ZHANG et al., 2015).

Na espécie Croton zambesicus foram identificados monoterpenos (69,84%)
presentes no Oleo, que apresentaram boa atividade antimicrobiana, principalmente
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (YAGI et al., 2016).Na espécie
Croton nepetaefolius foram identificados diterpenoides e acetofenonas (SANTOS et
al., 2008).

Os principais constituintes quimicos desta familia sdo os diterpenos, cuja
estrutura apresenta vinte atomos de carbonos. Os tipos de diterpenos apresentam
nucleos denominados casbano, latirano, ingenanos, jatrofanos e tiglianos (Figura 09,
pag. 32). Alguns diterpenos sdo conhecidos como ésteres de forbois, dos quais,
alguns séo descritos na literatura e apresentam atividade citotéxica contra tumores,

anti-HIV, ativacdo da proteina quinase C (PKC) e outras ac¢des (KIN et al., 2014).
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Figura 09 — Representacao dos nucleos principais de alguns ésteres de forbois.
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Fonte: King et al. (2014)

Os ésteres de forbois substancias lipossoluveis e sdo metabdlitos toxicos, que
dependendo da dose e do tipo do nucleo central, podem ter atividade antitumoral ou
pro-cancerigena, anti-inflamatoria ou pro-inflamatoria (HIROTA, TREVISAN,
MIGUEL, 2010).

A sintese dos diterpenos nas plantas ocorre pela via do mevalonato ou da
deoxixilulose fosfato (DXP) (Figura 10), formando uma molécula de isopentenil
difosfato (IPP) e seu isbmero: dimetillalil difosfato (DMAPP).

Figura 10 — Compostos envolvidos na sintese de diterpenos.
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Fonte: A autora (2019).

Em uma série de reacdes quimicas chega-se a molécula geranilgeranil
difosfato (GGPP) e a partir desta molécula sdo formados ndcleos principais, pelos
quais séo classificados os tipos de diterpenos. Nestas reagbes é possivel se obter
diferentes compostos (Figura 11, pag 33). (DEWICK, 2002).
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Figura 11: Formacéao dos forbois a partir do GGPP.
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Fonte: Dewick (2002)
2.4.1 Croton tiglium

A espécie Croton tiglium, pertencente ao género Croton, consequentemente a
familia Euphorbiaceae, é comum nas regides tropicais da Asia. O seu fruto
(Crotonis fructus — CF) € uma matéria-prima importante, utilizado no tratamento de
disturbios gastrointestinais e inflamatorios (TSAI; TSAI; CHANG, 2004; WANG et al.,
2002; HU et al., 2012; KIM et al., 2014).

O principal constituinte do CF € o 6leo, comumente denominado de croton,
rico em acido oleico, linoleico, eicosenoico. Outros compostos também tém sido
identificados, como os diterpenos, que neste 6leo podem ser abundantes e de
estrutura variavel, influenciando na atividade bioldgica relacionada a essa matriz
vegeta. Este Oleo ja € extraido e comercializado por diferentes distribuidores que
garantem sua originalidade, o método de obtencédo desse 6leo € por prensagem
(KIM et al. 2014; ZHANG et al., 2015).

O extrato metandlico da espécie C. tiglium foi testado frente as células
tumorais pulmonares, avaliou-se a proliferagdo celular, apoptose e expressao de

genes relacionados a apoptose. Verificou-se que o extrato inibiu a proliferacdo
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celular, e os testes de inducédo de apoptose foi positivo, através da via Bax/Bcl-2 (LI
et al., 2016).

Segundo a literatura, Flashentrager (1930) identificou um conjunto de
diterpenos denominados forbois no OC, indicando que sua atividade pré-inflamatoria
poderia estar associada a esses compostos.

Estima-se que a presenca dos diterpenos no 6leo é o que promove a
inflamacédo no peeling, estimulando a renovagéo celular, visto que séo substancias
pré-inflamatérias. Um estudo relatou o efeito do 6leo na pele, que demonstrou a
capacidade de promover uma visivel epilacdo, edema inflamatério e hiperplasia
epitelial grosseira (FREI et al., 1964; VAN DUUREN, 1966).

Cai e colaboradores (2008) testaram a promocéao da fibrose renal através do
aumento da inflamagdo. Para tanto, utilizaram a substancia 12-miristato 13-acetato
de forbol (diterpeno), que ativou a ICAM-1 (expressa no endotélio dos vasos
sanguineos), auxiliando na adesédo dos leucécitos ao endotélio e colaborando no
processo pro-inflamatorio.

Recentemente, alguns estudos com diferentes partes da espécie C. tiglium
tém relatado estudos de atividades bioldgicas e isolamento de compostos. Lin e
colaboradores (2016) relataram que o extrato etandlico obtido a partir das cascas e
folnas secas de C. tiglium apresentou atividades contra fungos dermatofitos
(Concentracéo Inibitéria Minima de 0,16 mg/mL para Trichophyton mentagrophytes e
Epidermophyton floccosum), sendo o acido oleico e o acido hexadecanoico
identificados em abundancia no extrato.

Wang e colaboradores (2015) descrevem o isolamento e identificacdo de
ésteres de forbois a partir das partes aérea da planta, sendo que alguns ndo haviam
sido descritos na literatura até aquele momento. Apdos o isolamento, os compostos
foram utilizados em ensaios in vitro contra linhagens celulares tumorais e sadias
frente a modelos anti-inflamatorios, e verificou-se alta toxicidade contra células
tumorais e moderada contra as células sadias, e acéo inibitéria da COX-1 e COX-2.

Zhang e colaboradores (2013) também isolaram ésteres de forbois inéditos, e
outros ja descritos, e verificaram sua atividade citotoxica contra linhagem tumoral
hepatica, sendo que dois compostos apresentaram elevada toxicidade (ICso igual a
1,2 e 3,4 uM).

Wang e colaboradores (2015) identificaram ésteres de forbois das folhas e

caules os quais foram avaliados quanto a atividade anti-inflamatoria e citotoxica.
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Este estudo demonstrou que alguns dos compostos isolados apresentaram atividade
citotdxica significativa e anti-inflamatéria.

Foi testada a atividade de alguns ésteres de forbois em relacdo a ativacdo da
proteina quinase C (PKC), que gera resposta inflamatéria e desenvolvimento de
tumores (GOEL et al., 2007).

A extracdo dos ésteres de forbois a partir do OC é dificil e apresenta algumas
etapas. Além disso é necessario 0 manuseio no 6leo, que é toxico e apresenta risco
para quem esta em contato direto com ele (PAGANI et al., 2017)

Pagani (2017) desenvolveu um método para a extracdo e identificacdo de
forbois no OC. Foi identificado que o 6leo apresenta forbois do tipo A, apresentando
um grupo acilo ligado ao grupo hidroxi secundario no C-12 e um grupamento acilo
ligado ao 13-hidroxi. Apresenta também forbois do tipo B que possui um grupamento
ester ligado ao 13-hidroxi e grupo acilo ligado ao 12-hidroxi (Figura 12). Nesta
pesquisa foi determindo que o composto [phorbol (1a), 4a-phorbol (2), 4-deoxy-4a-
phorbol (3a)], um diterpeno, é o majoritario no OC.

Ha diversos ensaios antiinflamatorios que utilizam o OC como promotores de
inflamacéao para testar um farmaco que combata este efeito (HOEPERS et al., 2015).
Segundo Pagani (2017) ao grau de inflamacédo causada por um forbol depende do

seu nivel de acilacao.

Figura 12 — O diterpeno [phorbol (1a), 4a-phorbol (2), 4-deoxy-4a-phorbol (3a)] majoritario presente
no OC e seus derivados.
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Fonte: Pagani et al. (2017)
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2.5 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE
MASSAS (CG-EM)

O método cromatografico mais utilizado para a identificacdo de substancias
em matrizes oleosas € a Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrdbmetro de
Massa (CG-EM). O principio do método esta relacionado a intera¢do da amostra (em
estado gasoso) com a fase estacionaria (FE — constituida por polisiloxano) e a fase
movel (FM — gasosa,). Substancias que possuem um ponto de ebulicdo menor,
passam pelo detector mais rapidamente, comparado com as substancias que
apresentam ponto de ebulicdo maior. Quanto maior a concentracdo do analito na
amostra, maior a area do pico no cromatograma (MONTEIRO, 2008; SOUZA, 2008;
VIEIRA, 2018).

A anélise cromatografica por CG tem crescido constantemente e cerca de
800 artigos sobre o assunto, ou relacionados a ele, sdo publicados por ano.
Portanto, € uma técnica é muito difundida no meio da pesquisa. A identificacdo e
guantificacdo de metabolitos secundarios pode ser um trabalho arduo, visto que
estes metabdlitos estdo em baixa concentracbes nas matrizes complexas, como no
caso de plantas, além de poder apresentar diversos interferentes que podem
atrapalhar a andlise (PATTI; YANES; SIUZDAK, 2012; ZHANG; SUN; WANG, 2012;
PREBIHALO et al., 2017).

O sistema de um cromatografo a gas sempre tera a presenca de um cilindro

de gas para a fase mével (FM), controlador de fluxo desta FM, injetor para a injecao
da amostra, coluna cromatografica, forno com controle de temperatura, detector e
amplificador de sinais como esta descrito na figura 13 (pag. 37) (COLLINS et al.
2006; PEDROSA, 2018).
Ha diferentes gases (hélio, hidrogénio, argbnio e nitrogénio) que podem ser
utilizados como FM. Esta fase € importantissima, pois € a responsavel pelo arraste
da amostra no sistema. Um dos requisitos basicos da escolha desse gas € ser inerte
e de acordo com o tipo de detector presente no sistema, além de possuir alto grau
de pureza. (SKOOG et al., 2006).
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Figura 13 — Sistema do Cromatdgrafo a gas.
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A FE esta presente dentro da coluna cromatografica do sistema. Esta coluna
€ comumente constituida por polisiloxano. O revestimento da coluna deve ser inerte
e ndo apresentar qualquer interacdo com a fase estacionaria ou com a amostra,
portanto os materiais utilizados para isso sdo aco inoxidavel, vidro, aluminio, cobre,
etc. Na figura 14 (pag. 38) esta exemplificada a interacdo da amostra com a FM e
FE. Ha alguns fatores que devem ser considerados como diametro da coluna e
comprimento, FE pela qual € constituida, sabe-se que quanto menor o diametro e
maior o comprimento, maior o grau analitico do sistema (SKOOG, 2006; COLLINS,
2006; PEDROSA, 2018).
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Figura 14 — Interagdo da amostra com a FM e FE.
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Nota: Na imagem representa-se o que acontece dentro de uma coluna cromatogréafica. No caso o
sistema se refere a uma cromatografia gasosa. Representativamente, hd duas substancias
(quadrados azuis e circulos vermelhos. Conforme a FM passa pelo sistema, carrega os circulos
vermelhos, isto indica que essa substancia tem maior afinidade pela FM, saira do sistema e sera
detectada primeiro. Porém, os quadrados azuis possuem maior afinidade pela fase estacionéria, que
sera detectado posteriormente.

2.6 ANALISE QUIMIOMETRICA

A International Chemometrics Society (ICS) define a quimiometria como uma
ciéncia que correlaciona dados obtidos através de um sistema ou método quimico.
Essa correlacdo € realizada por meio de programas que aplicam métodos
matematicos e estatisticos. Ha dois tipos de andlise: qualitativa e quantitativa. Na
primeira aplicam-se métodos para reconhecimento de padrfes e na segunda, a
calibracdo multivariada (BRERETON, 2003; MAEDER et al., 2006; GAD et al., 2012)

Os dados para a avaliacdo quimiométrica de cromatogramas, sejam eles por
CLAE ou CG-EM, sédo tempo de retencdo e areas de pico. Estes dados séo
dispostos em uma tabela, considerada a matriz, n séo linhas e m sao colunas. Cada
cédula, portanto, tera um valor numérico (MASSART, 1997)

O procedimento se resume em desenho experimental, processamento dos
dados, classificacdo e calibracdo. No desenho experimental, sdo escolhidos fatores
importantes para serem analisados, etapa essencial principalmente quando as
amostras sao matrizes complexas. Processamento dos dados séo utilizados quando

h& necessidade de reduzir variagdo, melhorando a qualidade dos resultados. Por
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fim, s@o revisados e avaliados os resultados a fim de averiguar a necessidade de
readequacdo dos métodos utilizados para esta analise (HANRAHAN; GOMEZ, 2010)

A quimiometria ja foi aplicada muitas vezes para diferenciar espécies, por
exemplo cromatogramas de CG-EM de diferentes espécies do género Eucalyptus
sp., estudo realizado por Dunlop e colaboradores (1995).

Outro estudo reportou a comparacdo de compostos ativos em uma
formulacdo de um 6leo de uma erva chinesa. Esses foram analisados por CG-EM e
por PCA (analise do componente principal), uma das técnicas exploratérias da
guimiometria, a fim de correlacionar com a bioatividade (SU et al., 2008)
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3 Objetivos
3.1 GERAL

Este trabalho prop&e avaliar a atividade dermatoldogica do éleo de Croton
comercial e incorporado na férmula de Hetter, a camada inferior e superior da

férmula e realizar a caracterizacdo quimica dos constituintes dessas amostras.
3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar a acdo das formulacBes sobre a pele de modelo suino de forma
macroscopica e microscoépica;

e Avaliar a presenca de colageno, células e substancia fundamental nos
tempos de 1, 7 e 21 dias apés aplicacdo das amostras na pele de modelo
suino;

e Diferenciar colageno tipo | e tipo Ill nos tempos del e 21 dias por meio da
coloracdo de Herovici nas amostras teciduais;

e Caracterizacdo quimica do 0Oleo de croton e das camadas superior e inferior
da formula de Hetter;

e Verificar a estabilidade do OC;

e Realizar uma analise quimiométrica dos dados quimicos obtidos.
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4 Materiais e métodos
4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas para os experimentos foram preparadas a partir de
informacdes contidas em Hetter (2000 d), exceto o controle negativo e o 6leo in
natura. Antecedendo a manipulacdo da formulacdo proposta por Hetter, foi
preparada uma solucdo estoque contendo 1,6% de OC e 98,4% de solucao de fenol
a 88%. Posteriormente, foi preparada uma nova férmula contendo 40% da solucao
estoque, 55% de agua e 5% de Septisol® (detergente, possui acdo bacteriostatica,
porém na formulacdo ndo auxilia no efeito de peeling, € um tensoativo), esta ultima é
a férmula de Hetter very heavy (Controle positivo - C+). Para a obtencéo da camada
superior e inferior, foi deixado, em descanso, a formula de Hetter por 10 minutos.
Logo apos este tempo, ocorreu a formacéo de duas fases, entéo, foi retirada, com o
auxilio de uma seringa, a camada superior (CS) e transferida para outro frasco, a
camada inferior (CI) foi mantida no mesmo frasco. O controle negativo (C-) consistiu
em apenas 95% de agua e 5% de Septisol®, foi preparada também uma férmula sem
o fenol (SF), contendo 1,6% de OC, 93,4% de agua e 5% de Septisol®. Para a
caracterizacao quimica foi utilizada a formula de Hetter, a CS, Cl e o0 Oleo in natura.
Na tabela 02 estdo apresentadas as proporcdes para os diferentes grupos e na

figura 15 (pag. 42) é apresentado o esquema de preparo da formula de Hetter.

Tabela 02 — Amostras utilizadas na pesquisa e suas formulas.

Cddigo
da Amostra Formulagéo (%)
amostra
. Agua 5
C- Controle negativo Septisol® 5
Controle positivo Agua 55
C+ Formulacdo de Hetter very heavy Septisol® 5
(a partir da solu¢é@o estoque recém-preparada) Solucao estoque 40
cS Camada superior da solucéo final de Hetter very heavy ég:filsolc’@ 555
Solucao estoque 40
cl Camada inferior da solucao final de Hetter very heavy gggfilso@ 555
Solucao estoque 40
Agua 93,4
SF Férmula sem fenol Septisol® 5
oC 1,6

Fonte: A autora (2019).
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Figura 15 — Esquema do preparo da Formula de Hetter (2000) e camadas superior e inferior.
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Fonte: A autora (2019).

4.2 AVALIACAO IN VIVO

Para a avaliacdo da atividade dermatoldgica das amostras foi selecionado o
modelo suino, pelo fato de a estrutura da pele desses animais ser mais proxima a do
ser humano. Foi enviado ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) o
requerimento, que foi aprovado sob o niumero de processo 034/2017. Foi realizado o
experimento com 4 animais brancos, sendo dois machos e duas fémeas, de 4-5
meses de idade com o peso de 30-35 Kg. O procedimento foi baseado no trabalho
de Larson e colaboradores (2009), com modificacdes. Primeiramente, os animais
foram tranquilizados com Acepromazina 0,4 mg/Kg, Cetamina 14 mg/Kg e Xilasina
0,2 mg/Kg aplicados via intramuscular. Eles foram mantidos inconscientes com
Propofol 5 mg/Kg por via intravenosa, foram anestesiados por inalacdo com
Isofluorano em uma concentracdo alveolar minima de 1,2 a 1,7%.

Foi realizada a raspagem dos pelos e demarcacfes com caneta permanente
das areas para a aplicacdo das amostras, na regido dorsal e lateral esquerda, sendo
3 linhas de cada lado para os dias 1, 7 e 21. As areas para as aplicacdes
apresentavam dimensdes de 2x2 cm com espacamento de 2 cm entre cada area
(Figura 16 — pag. 43). As amostras foram aplicadas com swab e de forma aleatéria e
randomizada. Ressalta-se que as amostras para este experimento foram preparadas
1 h antes do mesmo e antes de cada aplicacdo, as amostras eram homogeneizadas
com o swab da aplicagcdo. Os animais foram mantidos reclusos, com alimentacgéo e
agua em horérios programados, evitando contaminacdo da regido por parasitas.

Apods 1, 7 e 21 dias, foram retiradas amostras do tecido (bidépsias) com punch de 4
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mm de didmetro. As bidpsias foram armazenadas em frascos contendo 5 ml de
solucao de formol a 10% (tamponado). Ap6s 72 h, o conteudo do frasco foi lavado
em agua corrente por 5 min e trocado por etanol 70% até o processamento das
amostras no histotécnico (LEICA® TP 1620). No histotécnico, as amostras passaram
por um processo de desidratacdo utilizando diferentes concentracdes de alcoois. Em
seguida, foram diafanizadas com xilol. Apdés as amostras terem passado pelo
histotécnico, elas foram incluidas em parafina histolégica fundida a 60°C para a
obtencdo dos blocos histolégicos. As amostras em parafina foram cortadas com o
micrétomo (LEICA RM 2125RT), apresentando 5 um de espessura. ApGs isso, as

laminas foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Herovici.

Figura 16 — Modelo animal, demarcacdes dos spots de forma randomizada e aleatodria.

Fonte: A autora (2019).

4.2.1 Coloracédo — HE e Herovici

Para a coloracdo HE o procedimento esta descrito na tabela 03 (pag. 44).
Esta coloracgéo foi utilizada para determinar através do programa ImageJ® 1.51j8, a
espessura do epitélio (fotomicrografias com ampliacdo de 200x) e quantidade de
células, heméacias, substancia fundamental, vasos sanguineos e colageno presentes
(fotomicrografias com ampliacéo de 400x).

Foi obtido um n=80 para cada solucéo aplicada em um dia de bidpsia, que se
refere a 4 animais, dois lados diferentes de cada animal, totalizando 8 pecas
cirargicas. Para cada amostra, foram confeccionadas 2 laminas e para cada corte
histolégico, foram tiradas 5 fotomicrografias de regides distintas a fim de se obter um

n amostral consideravel.
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Tabela 03 — Procedimento da coloragdo de Hematoxilina e Eosina.

N Reagente Tempo

1 Xilol 10 min

2 Alcool Absoluto Colocar-tirar

3 Alcool 90% Colocar-tirar

4 Alcool 70% Colocar-tirar

5 Alcool 50% Colocar-tirar

6 Agua de torneira Colocar-tirar 2x

7 Agua destilada Colocar-tirar 2x

8 Hematoxilina de Mayer 12,5 min

9 Lavagem com agua corrente 15 min

10 Alcool 80% Colocar-tirar 2x

11 Eosina 2,5 min

12 Alcool absoluto Colocar e tirar 3x
13 Xilol Colocar e tirar 2x

Fonte: A autora (2019).

A espessura do epitélio (Figura 17) foi mensurada tracando-se uma reta

calibrada (conversao de pixels em um), calibracdo realizada com instrumentos do

programa. Esta reta tinha inicio na camada granulosa da epiderme, porcéo posterior

ao estrato corneo e finalizava na camada basal, divisdo entre o epitélio e a derme.

Eram realizadas 10 medi¢cdes na mesma imagem e os dados eram transferidos para

uma tabela no Excel®.

Figura 17 — Determinacédo da espessura do epitélio no programa Image J®.

B, B

Fonte: A autora (2019).

Para a coloracdo de Herovici, os reagentes foram preparados no dia da

utilizacdo, pois a Hematoxilina utilizada pode sofrer degradacdo. O procedimento
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utilizado esta descrito na tabela 04 e foi fornecido pelo fabricante dos reagentes.
Esta coloracdo foi utilizada para diferenciar colageno tipo | (antigo) e colageno tipo Il
(novo) dos spots que receberam as amostras C-, C+ e CI (tabela 02, pag. 41),

através da contagem no programa ImageJ® 1.51j8.

Tabela 04 — Procedimento da coloragdo HEROVICI

N Reagente Tempo (min)
1 Xilol 5
2  Xilol 5
3 Alcool absoluto 1
4  Alcool absoluto 1
5  Alcool absoluto 1
6 Lavagem com agua 1
7  Hematoxilina de Weigert 5
8  Solucado Herovici 2
9  Acido acético (1%) 2
10 Alcool absoluto 1
11  Alcool absoluto 1
12 Alcool absoluto 1
13 Xilol 1
14  Xilol 1
15 Xilol 1

Fonte: A autora (2019).

A contagem nas coloracdes Herovici e HE foi realizada utilizando o método
representado na figura 18 (pag. 46). Foi colocado sobre a imagem capturada
(ampliacédo de 400x) uma malha quadriculada, com 80 vértices. Em cada vértice, foi
identificado o elemento presente, que pelo software era contabilizado, os resultados
foram transferidos para uma planilha no Excel®. As médias, desvios e andlise
estatistica foram realizadas pelo programa GraphPad Prism®.

Todas as analises histomorfométricas foram realizadas por dois analistas
cegos, que foram treinados na questdo de identificacdo dos elementos, apds uma
analise comparativa das médias e desvios dos analistas em 10 fotos, a analise foi

continuada.
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Figura 18 — Contagem dos elementos histolégicos pelo programa Image J®.
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Fonte: A autora (2019).

Nota: HE: Typel — células; Type2 — substancia fundamental; Type3 — vasos sanguineos; Type4 —
coldgeno; Type5 — hemacias; Herovici: Typel — colageno tipo lll; Type2 — colageno tipo |; Type3 —
células; Typed4 — substancia fundamental, Type5 — hemacias. Obs: fotomicrografia de um corte
histolégico corado com HE.

4.2.2 Estatistica

A estatistica dos resultados foi realizada pelo programa GraphPad Prism® 5.0
utilizando o método ANOVA (Analysis of Variance) de duas vias. Os fatores foram o
tempo (coleta em diferentes dias) e o tratamento utilizado, com intervalo de
confianca de 95%. Foram considerados estatisticamente diferentes os resultados

gque apresentaram p<0,05.

4.3 AVALIACAO QUIMICA
4.3.1 CG-EM

As analises de CG-EM foram realizadas na Universidade do Mississipi (EUA)
pelo equipamento de CG (Agilent® 78902 e EM (Agilent® 5975C). As amostras
analisadas estdo descritas na tabela 05. As amostras utilizadas para esta analise

foram as mesmas utilizadas no experimento in vivo.
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Tabela 05 — Amostras analisadas por CG-EM.

Amostras Finalidade da analise
OC comercial Caracterizacdo quimica, estabilidade quimica do 6leo dentro de 3 meses.
Solucédo estoque  Caracterizacdo quimica
Cs Caracterizacdo quimica
Cl Caracterizacdo quimica

Fonte: A autora (2019).

Primeiramente, foi realizado um processo de extracdo: 40 pL das amostras
foram colocadas em eppendorfs. Logo em seguida foi adicionado 1 mL de solucao
de KOH/MeOH (0,4 M) e 100 ul do padréo interno (tridecanoato de metila, 12,26
mg/mL em n-hexano). Esta solucéo foi colocada em banho ultrassénico a 60°C por
30 min. Entdo, essas solu¢cbes passaram por um processo de extracdo com 1 mL de
n-hexano por 30 min, sob agitacdo em vortex. Essa etapa foi repetida por 2 vezes.
As camadas que continham acidos graxos esterificados foram transferidas para
frascos, a fim de serem injetadas no equipamento de CG. A analise foi realizada em
duplicata. ApO0s a padronizacdo da corrida cromatografica, foi determinada a

condicao ideal que esta descrita no quadro 01.

Quadro 01 — Parametros da condicdo cromatografica da anélise das amostras.

Parédmetros CG Pardmetros EM

Agilent J&W DB-23 (50%-cianopropil)- Voltagem de

Coluna metilpolisiloxane), (30m x 0.25mm, 0.25um) lonizacao /0ev
Inicio: 50°C por 1 min

Temperatura | Aumentar 20°C/min até atingir 175°C Scan m/z 40 - 500

Aumentar 4°C/min até atingir 220°C amu

Injecdo Volume: 0,5 UL

Taxa de 1,2 mL/min Banco de dados NI.ST €

fluxo Wiley

Fonte: A autora (2019).

4.3.2 Analise quimiométrica

A andlise quimiométrica do 6leo de croton dentro de 3 meses foi realizado
injetando-se a amostra no CG-MS em dias alternados. Por dia, eram realizadas
duplicatas em dois turnos (manha e tarde). Portanto, era obtido 4 cromatogramas
por dia, totalizando 74 cromatogramas. Nos cromatogramas foram selecionados os

20 picos caracteristicos para uma analise. Esta andlise foi realizada pelo programa
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Statistica® 8.0 utilizando o método de PCA. Os dados foram processados e

posteriormente interpretados.
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5 Resultados
5.1 ANALISE IN VIVO

A avaliacdo in vivo utilizando modelos suinos permite ter uma visdo dos
possiveis efeitos das amostras em seres humanos. Ainda que a técnica de pelling
com a FH seja utilizada desde 2000 de forma baseado na experiéncia clinica, ndo se
pode ter certeza dos efeitos farmacologicos e toxicolégicos deste procedimento.
Assim, o estudo dessa férmula utilizando a metodologia de estudo in vivo usando
modelos suinos permitiu avaliar parametros importantes, e assim verificar os
possiveis efeitos do peeling ao aplicar essa formulagéo sobre a pele.

Ao aplicar a FH sobre a pele dos suinos, se observou uma irritacéo visivel e
instantanea na pele (Figura 19). Nos spots que receberam os tratamentos com a FH
(C+) e a CI da férmula verifica-se rapidamente um efeito como a vermelhidao,
caracteristica que nao foi observada nas outras aplicadas. Como 0 suino tem um
processo de restauracao do tecido mais rapido que o humano, no 7° e 21° dia apos
a aplicacdo das amostras, ndo foram constatadas diferencas macroscoépicas entre
as amostras (TURNER, PEZZONE, BADYLAK, 2015)

Figura 19 — Imagens macroscopicas da pele logo apds a aplicacéo dos tratamentos.

C-

Fonte: A autora (2019).
Nota: C- (controle negativo); C+ (controle positivo); CS (camada superior); SF (sem fenol); ClI
(camada inferior).

A avaliacdo da espessura do epitélio foi realizada com ampliacdo de 200x. Foi
utilizada inicialmente a coloracdo de HE para determinacdo dessa caracteristica.

Nessa analise. Foi possivel observar um aumento da espessura do epitélio nos dias
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7 e 21 para as amostras dos grupos C+ e CI (Figura 20), com diferenca estatistica

em relagdo as outras amostras.

Figura 20 — Espessura do epitélio entre a amostras analisadas.
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Fonte: A autora (2019).
Nota: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05, teste ANOVA de duas vias, fatores variantes: tratamento e
tempo, quando comparados aos demais grupos (C-, CS e SF).

Na ampliacédo de 400x, foi realizada a contagem dos outros componentes pela
coloracdo HE. Na figura 21 (pag. 51) € possivel observar que ha um aumento na
guantidade de células nas amostras dos grupos do C+ e Cl no 1° dia apos a
aplicacdo dessas formulagdes. O aumento de células nesses grupos € justificado
pelo processo inflamatério que ocorre no local da aplicacdo, onde os possiveis
ativos da formulacdo estdo agindo, reforcando a caracteristica inicialmente

observada macroscopicamente.
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Figura 21 — Gréficos referente a analise dos elementos presentes no tecido analisado (ampliacdo de
400x).
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Fonte: A autora (2019).
Nota: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05, teste ANOVA de duas vias, fatores variantes: tratamento e
tempo, quando comparados 0s grupos.
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Por meio da figura 22, foi possivel correlacionar os resultados dos graficos
com as imagens. Os grupos C-, CS e SF nao apresentaram diferencas morfolégicas
entre eles (estrutura do tecido). Referente ao dia 1, os grupos C+ e Cl apresentaram
uma faixa de inflamacdo na derme, com a presenca de muitas células,

possivelmente em resposta a inflamacao.

Figura 22 — Fotos das amostras do 1 dia apos a aplicacéo (ampliagéo de 100x).

Fonte: A autora (2019).

Nota: Tragos vermelhos indicam a espessura do epitélio, foram analisados 10 pontos para cada

imagem nesse quesito, flecha azul indica o infiltrado inflamatério que esta presente no C+ (1) e CI (1).
Com a ampliacdo de 1000x da regido do infiltrado inflamatério € possivel

observar células inflamatorias, justificando a evidéncia encontrada em relacdo ao

aumento de células (Figura 23 — pag. 53).
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Figura 23 — Amostra C+ ampliada 1000x, regido do infiltrado inflamatério (HE) — bidpsia apés 1 dia do

tratamento.

Fonte: A autora (2019).
Nota: células inflamatérias identificadas no tecido: L — leucdcito; S — segmentado; E — eosindfilo; FC —
fibras de colageno; VS — vasos sanguineos congesto.

No dia 7 ap6s a aplicacdo, as amostras ndo apresentaram diferenca
estatistica entre os componentes estudados. Porem houve um leve aumento em
relacdo a quantidade de células, podendo indicar que o processo inflamatorio agudo
retrocedeu. Neste dia, houve um aumento na espessura do epitélio, como relatado
anteriormente. Estes resultados sdo possiveis de serem observados na figura 21

(pag. 50) e comparados com a figura 24 (pag. 54).
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Figura 24 — Fotos das amostras, apos 7 dias da aplicacdo (ampliagao de 100x).

Fonte: A autora (2019).
Nota: Tragos vermelhos indicam a espessura do epitélio, foram analisados 10 pontos para cada
imagem nesse quesito, aumento observado na Cl e C+.

No 21° dia, a contagem da quantidade de células voltou a mostrar-se elevada,
com diferenca significativa para os grupos C+ e CIl. Aparentemente, no grafico
(Figura 21 — pag. 51) a presenca de células € maior na Cl. Porém estas células néo
sdo inflamatérias, pode-se sugerir que houve um aumento da quantidade de
fibroblastos pois ampliando 1000x € possivel verificar estas células pela analise

morfoldgica (Figura 25).

Figura 25 — Amostra C+ (ampliada 1000x) ap6s 21 dias do tratamento (HE, 1000x).
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Fonte: A autora (2019).
Nota: F — fibroblasto; FC — fibras de colageno.
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Na figura 26 € possivel analisar o tecido ampliado 100x (HE). Na analise
descritiva a respeito desta figura, foi possivel observar que no C+ e na CI, houve um
espessamento do epitélio. Porém os limites desse epitélio estdo mais definidos.
Havia muitas células, as fibras de colageno estavam mais condensadas e

aparentemente mais finas

Figura 26 — Fotos das amostras apos 21 dias da aplicacdo (ampliacdo de 100x).

Fonte: A autora (2019).
Nota: Tragos vermelhos indicam a espessura do epitélio, foram analisados 10 pontos para cada
imagem nesse quesito, aumento observado na Cl e C+.

A reducédo da quantidade de colageno nas amostras (C+ e Cl) nos dias 1 e 21
refere-se a proporcdo analisada, visto que foram contados 80 pontos na malha
aplicada sobre as imagens. Portanto esta reducdo € consequéncia do aumento da
guantidade de células devido a inflamacao existente no tecido no 1° dia e no dia 21
ao aumento da quantidade de fibroblastos. Em relacdo a substancia fundamental,
ndo foi obtida diferenca significativa entre os tratamentos aplicados e os dias de
bidpsias.

Em relacdo a diferenca estatistica entre o tempo, é possivel observar uma
diferenca estatistica maior no 1° dia comparado com o dia 7 e 21 para células e
colageno, com p<0,001. O dia 21 apresenta p<0,05 comparado com o dia 7 para os

mesmos elementos.
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Algumas observacbes nas amostras do C+ podem ser visualizadas
microscopicamente comparando-se entre 24 horas e 7 dias ap0s o tratamento: em
24 horas, houve um destacamento da camada cérnea sem reacdo na epiderme.
Houve presenca de queratinécitos picnéticos, o foliculo piloso estd razoavelmente
preservado, houve acrossiringeo (glandulas sudoriparas comprometidas). Na derme
superior, ocorreu edema com congestdo superior e na derme inferior, houve a
presenca de células polimorfonucleares predominantemente, indicativo de dano

agudo (Figura 27).

Figura 27 — Fotomicrografia ampliada 100x, 24h apés a aplicagcéo da FH.

Fonte: A autora (2019).
Nota: FP — foliculo piloso; QP — queratinécito picnotico; GS — glandula sebacea; Il — infiltrado
inflamatorio.

Apos 7 dias. foi possivel observar que a derme superior estava necrosada e
na derme inferior, houve um processo de reparo, com edema e proliferacéo vascular
(tecido de granulacdo), houve polimorfonucleares também, possivelmente seriam
mastécitos que participam assiduamente em processos de reparo tecidual (Figura 28

— pag. 57).
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Figura 28 — Fotomicrografia ampliada 100x, 7 dias ap6s o tratamento com a FH (coloragdo HE)

Fonte: A autora (2019).

Ao analisar a figura 29, foi possivel observar um destacamento
dermoepidérmico da amostra, possivelmente a parte necrosada estd se

desprendendo na nova estrutura que esta sendo formada.

Figura 29 — Fotomicrografia ampliada 100x, 7 dias apds o tratamento com a FH (coloragdo HE)

Fonte: A autora (2019).
Nota: Observa-se que hd um desprendimento dermoepidérmico na foto.
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Atraveés da coloracédo de HEROVICI foi possivel diferenciar o colageno tipo |
(maduro) do colageno tipo Il (jovem), através desta analise que foi realizada com as
amostras ap6s 21 dias do tratamento (para os grupos C-, C+ e CI), foi possivel
perceber que houve diferenca estatistica entre os resultados encontrados (Figura
30). No grupo do C+ e na CI houve um aumento significativo do colageno tipo Ill.
Esses dados séo apresentados na figura 31 (pag. 58) e reforca que a atividade entre

a Cl e 0 C+ séo equivalentes.

Figura 30 — Resultado das andlises realizadas por HEROVICI das amostras de 21 dias.
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Nota: (***) p<0,001; (**) p<0,01; (*) p<0,05, teste ANOVA de duas vias, fatores variantes: tratamento e
tempo.

Em relacdo a diferenca estatistica € possivel afirmar que 21 dias apds a
aplicacdo, se observa um aumento significativo na producao de colageno tipo Ill. Ao
observar o resultado presente na figura 31 (pag. 59), € possivel observar estes
dados, a cor azul intensa na imagem do C+ e CI indica presenca abundante de
colageno jovem (tipo III) justificando os resultados apresentados no gréfico,

comparando com o C- que é composto praticamente por colageno tipo I.
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Figura 31 — Microfotografia das laminas coradas com Herovici (ampliada 400x).

Fonte: A autora (2019).
Nota: Amostra tratada com o C-, C+ e CI biopsia realizada apés 21 dias do tratamento. Cor azul
indica colageno tipo Ill, cor rosa indica colageno tipo I.

Em relacdo a quantidade de células no tecido, observou-se um aumento
devido a presenca de inflamacdo para as amostras tratadas com a férmula de
Hetter, reforcando os dados observados na coloracdo de HE. Na figura 32, foi
possivel observar no aumento de 1000x que as fibras de colageno tipo Ill sdo mais
finas e estdo em maior quantidade que o colageno tipo |, além da presenca de
fibroblastos.

Figura 32 — Imagem da pele tratada com o C+ (Herovici, ampliagdo de 1000x).

Fonte: A autora (2019).
Nota: F — fibroblastos; FC Il — fibras de colageno tipo Ill; FC | — fibras de colageno tipo I.

]
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5.2 ANALISE QUIMICA

Na avaliacdo da composicdo quimica do 6leo comercial por CG-EM foi
possivel identificar 19 4cidos graxos majoritarios que estao descritos na tabela 06 e
figura 33 (pag. 61).

O fabricante do 6leo utiliza a identificacdo destes acidos graxos para a
determinacdo da qualidade e comprovacdo de que o 6leo extraido pertence a
espécie C. tiglium. Portanto esta identificacdo foi de suma importancia para a
continuacao dos testes para esta pesquisa, visto que comprovou que o 6leo utilizado

pertence a espécie, evitando algum resultado erréneo.

Tabela 06 — Acidos graxos identificados pela técnica de CG-EM no 6leo de croton comercial.

Tempo de
o . . ) Massa
N Acidos graxos metil éster Retencéo Abreviatura
. molecular
(min)

1 Acido laurico, metil éster 8.575 C12:0 214
2 Acido miristico, metil éster 9.734 C14:.0 242
3 Acido pentaecanoico, metil éster 10.433 C15:0 256
4 Acido palmitico, metil éster 11.209 C16:0 270
5 Acido palmitoleico, metil éster 11.490 C16:1/cis-9 268
6 Acido heptadecanoico, metil éster 12.097 C17:0 284
7 Acido cis-10-heptacecenoico, metil éster 12.412 C17:1/cis-10 268
8 Acido esteérico, metil éster 13.104 C18:0 298
9 Acido oleico, metil éster 13.379 C18:1/cis-9 296
10 Acido cis-vaccenico, metil éster 13.461 C18:1/cis-11 296
11 Acido linoleico, metil éster 13.930 C18:2/cis-9, cis-12 294
12 Metil y-linolenato 14.267 C18:3/cis-6, cis-9, cis-12 292
13 Metil linolenato 14.649 C18:3/cis-9, cis-12, cis-15 292
14  Acido araquidico, metil éster 15.329 C20:0 326
15 Acido cis-11-eicosenoico, metil éster 15.732 C20:1/cis-11 324

Acido  cis-8,11,14-eicosatrienoico, metil ] ) )
16 16.764 C20:3/cis-8, cis-11, cis-14 320

éster

’ C20:4/cis-5, cis-8, cis-11,
17 Acido araquidonico, metil éster 16.978 . 318

cis-14

18 Acido behenico, metil éster 17.922 C22:0 354
19 Acido tetracosanoico, metil éster 20.511 C24:0 382

Fonte: A autora (2019).

Os resultados obtidos foram comparados com padrdes adquiridos e com 0

banco de dados presentes no banco de dados NIST/Wiley.
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Figura 33 — Cromatograma do 6leo de croton comercial obtido pela técnica de CG-EM.

Tempo (min)

Fonte: A autora (2019).

As analises cromatograficas das amostras do 6leo no decorrer de 3 meses
foram realizadas. Na sequéncia, foi aplicada a avaliacdo quimiométrica para auxiliar
na decisdo de quais informacgdes quimicas contidas nesses cromatogramas eram
relevantes na interpretacéo dos resultados, essa analise foi realizada construindo-se
uma matriz com os dados de todos os cromatogramas obtidos, sendo que as
variaveis foram os pontos referentes aos 19 picos cromatograficos obtidos na
analise realizada

Para garantir o sucesso da andlise, foi realizado um tratamento dos dados
originais, fazendo-se um ajuste do conjunto de dados. Para ndo dar diferentes pesos
a compostos que apresentavam diferentes magnitudes, impedindo que alguns
elementos viessem ser mais representativos na analise, realizou-se o pré-
processamento dos dados empregando-se 0 auto escalonamento, em que cada
variavel (cada coluna da matriz de dados) é centrado na média e entéo dividido pelo
seu desvio padréo.

A analise dos componentes principais permitiu avaliar o comportamento dos
dados e visualizar a estrutura desses. As duas componentes principais foram

capazes de extrair aproximadamente 92% dos dados analisados, conforme pode ser
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observado na tabela 07. A primeira componente foi responsavel por 80% das

informacdes e a segunda por 12% das mesmas.

Tabela 07 — Autovalores e porcentual da variancia explicada de cada componente.

Autovalores da matriz de correlacao e estatistica relacionada (picos normalizados maximos)
Ativar apenas variaveis

Componente Autovalores Vanar(1;:/; ? FiEE] Autovalor cumulativo Varlancwzot/it);mulatlva
1 15,98050 79,90248 15,98050 79,9025
2 2,55513 12,77567 18,53563 92,6781
3 0,70810 3,54051 19,24373 96,2187
4 0,28512 1,42558 19,52885 97,6442
5 0,25831 1,29154 19,78715 98,9358
6 0,10802 0,54010 19,89517 99,4759
7 0,03522 0,17611 19,93040 99,6520
8 0,01870 0,09349 19,94909 99,7455
9 0,01699 0,08493 19,96608 99,8304
10 0,00748 0,03742 19,97356 99,8678
11 0,00641 0,03205 19,97998 99,8999
12 0,00404 0,02021 19,98402 99,9201
13 0,00362 0,01810 19,98764 99,9382
14 0,00316 0,01582 19,99080 99,9540
15 0,00229 0,01145 19,99309 99,9655
16 0,00189 0,00945 19,99498 99,9749
17 0,00162 0,00809 19,99660 99,9830
18 0,00136 0,00681 19,99796 99,9898
19 0,00121 0,00607 19,99918 99,9959
20 0,00082 0,00412 20,00000 100,0000

Fonte: A autora (2019).

Pode-se ainda destacar, a partir da analise dos dados matematicos, que 0s
picos cromatograficos 3,4 e 5 sdo relevantes para a classificacdo determinada
(Figura 34 — pag. 63).
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Figura 34 — Analise da correlagao entre os picos com as componentes principais.

04
o
Pa
PIT R <
Fi D]BD
0.2 et
P18 F Fi4
0.0
Fzo
L]
£ o2 Frye
& Rl Pg1
-0.4
-0,6
FS5
P
-0.8
-1,05  -1.00 -095 -090 -0,85 -0.80 -0,75 0,70 -065 -0,60 -0,55
Factor 1

Fonte: A autora (2019).

Na figura 35 é possivel observar o resultado obtido através da projecdo das
componentes principais um (PC1) e dois (PC2). Essa projecdo permitiu verificar que
apos 2 semanas de abertura do frasco de Oleo de croton, ja foi possivel se observar
a reducdo da concentracdo dos principais componentes quimicos presentes na

matriz, indicando uma possivel degradacado dos compostos presentes no 6leo.

Figura 35 — Variacdo representadas entre as amostras.
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Em relacdo a avaliacdo quimica da CS e Cl da férmula de Hetter,
primeiramente foi analisado cada composto identificado nos cromatogramas obtidos
e que foram sugeridos pelo banco de dados do software. Posteriormente, foram
selecionados o0s picos relevantes, excluindo os picos que indicavam compostos
sintéticos que ndo fazem parte do OC. Por fim, foi realizada uma pesquisa
bibliogréfica relacionando a presenca destes compostos a espécie C. tiglium, género
Croton e familia Euphorbiaceae (Tabela 08).

Tabela 08 — Substancias consideradas relevantes e presentes na CS e Cl da formula de Hetter,
comparando com a literatura.

Amostra  Pico (I\-I/IIIT\I) Composto
CS 3 19,572 3 —honeno-2-one
%4 5,41 Eucaliptol
*6 6,304 Linalool
*7 8,422 Terpineol
Cinamaldeido,
8 10,575 (E)-
*9 12,527 Eugenol
%10 14533 Cariofilleno

11 14.986 Cumarina

cl **14 17,609 Alfa.-Farneceno
*%10 19,874 Alfa.-Farneceno
20 20,368 L-Fenchona

Acido n-
21 29,362 Hexadecanoico

25 33579 Acido Oleico

Acido
26 34,003 Octadecanoico
33 44,414 Acido
Palmitoleico

Fonte: A autora (2019).
Nota: (*) monoterpeno; (**) sesquiterpeno
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6 Discussao

Ao analisar os resultados da andlise histolégica, é importante salientar que o
aumento da espessura da epiderme pode ser classificada como uma hiperplasia
pseudo-epiteliomatosa, que desenvolveu-se frente a resposta inflamatéria causada
pela aplicagcdo das férmulas avaliadas (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Esta hiperplasia pseudo-epiteliomatosa € um processo reacional do
organismo possivelmente em decorréncia, no caso do peeling, da substancia
agressiva que levou a eliminagdo transepidérmica de células inflamatorias,
elementos dérmicos indesejaveis (materiais necroticos — evidéncia na figura 28, 29).
O processo de eliminacdo ocasionaria a expansao do epitélio hiperplasico, que
circundaria o material lesivo, a medida que os queratinécitos amadurecessem, 0
material seria expelido (AKILOV et al., 2007; LYNCH, 2004; RAMDIAL et al., 2000).

Quando acontece um evento que induz a inflamacdo, o primeiro
acontecimento observado no tecido inflamado é o processo de vasodilatacao.
Aumentando-se assim o fluxo sanguineo da regido e em seguida ocorre a
leucodiapedese, fenbmeno conhecido pela migracdo das células de defesa dos
vasos sanguineos para o tecido lesionado. Também € observada a migracdo de
células polimorfonucleares e posteriormente de monocitarias para a regiao
inflamada. Os resultados obtidos indicaram esse acontecimento, pois apresentou
infiltrado inflamatdrio no 1° dia apés o tratamento (SAMPAIO; RIVITTI, 2001).

Gonser e colaboradores (2017) fizeram um ensaio no qual se aplicou o
peeling de fenol/6leo de croton sobre um retalho cutaneo, retirado apés cirurgia de
lipoescultura facial, apés 24 h houve intensa necrose epidérmica, inclusive necrose
na regiao papilar e derme reticular, edema e infiltrado inflamatério grave, além da
destruicdo dos anexos cutaneos.

A presenca de fibroblastos no 21° dia apés o tratamento sugere que a formula
de Hetter possa promover uma neocolagenase, ou seja, producdo maior de
colageno novo favorecendo a elasticidade e rejuvenescimento do tecido sobre o qual
foi aplicada a formulacédo que contém o OC.

Uma pele saudavel normalmente apresenta 80-85% de colageno tipo | e 10-
15% de colageno tipo lll. A reducdo destes tipos de colageno € caracteristica da
pele envelhecida. No processo de restauragdo de um tecido lesionado, a

cicatrizacdo resulta em um infiltrado inflamatério que gerou colageno tipo Ill, um
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coldgeno recém-formado que é mais fragil (EL-DOMYATI et al., 2002; CUNHA et al.,
2016).

Este efeito de intensa producdo de colageno jovem é o diferencial neste
peeling, Hetter (2000d) em seus estudos supOe isto devido a pele rejuvenescida
formada, e este efeito pode perdurar por anos segundo os dados clinicos
apresentados por dermatologistas (WAMBIER, et al., 2018).

Segundo Wambier e Freitas (2016) o peeling apenas com o fenol atinge
exclusivamente a primeira porcdo da derme, sendo considerado um peeling médio,
além da cicatrizacdo ndo se igualar ao peeling com a FH. Neste caso, ha uma
producdo maior de colageno e a inflamacdo atinge camadas mais profundas da
derme, podendo chegar até a hipoderme. Porém, estes resultados sao de analises
realizadas pelos dermatologistas em seus proprios pacientes, apenas aplicando as
formulas sobre a pele, permanecendo muitos resultados sem explicagéo.

Na analise realizada por Butler e colaboradores (2001), na qual camundongos
foram tratados com diferentes tipos de peeling, os tratamentos com a formula de BG
e tricloroacético apresentaram um espessamento da epiderme maior que 0s outros
tratamentos.

Um detalhe interessante € a integridade da epiderme em 24 h. Enquanto ha
um processo inflamatério nas camadas mais profundas, em outros métodos, por
exemplo, peeling com laser ou dermoabrasdo que remove a epiderme e deixa 0
tecido exposto a situacGes de risco, como infecgcdes. No peeling aplicado neste
trabalho a epiderme serve como uma oclusdo no local enquanto o tecido se
reorganiza novamente, portanto o peeling com a FH proporciona certa seguranca
neste quesito, s6 a partir do momento que a derme se torna escara, a epiderme
comeca a necrosar, fato observado na figura 29 (pag. 58) que apresenta o
desprendimento dermoepidérmico apds 7 dias (SETYADI et al., 2008; METELITSA;
ALSTER, 2010).

Kadunc (1998) relata que o tratamento do &cido piravico associado ao OC
apresentou aspectos histolégicos e clinicos mais agressivos. Porém o foco de sua
pesquisa foi 0 acido piravico e ndo levou em consideracdo o efeito pré-inflamatoério
do OC. Conclui-se que o OC aumenta o poder de penetracdo e proporciona uma
distribuicdo do &cido uniformemente pelo tecido, mas as evidéncias da revisado sobre
0 OC né&o indicam apenas isso.

O OC héa muitos anos, vem sendo utilizado inclusive em procedimentos de
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pesquisa como promotor de inflamacéo. Estudiosos utilizam este método para testar
substancias com potencial anti-inflamatério. Segundo Sari e colaboradores (2016),
foi realizado um ensaio para testar novos substancias anti-inflamatorias. Para isso
foi induzido uma inflamac&o com uma solucédo de 6leo de croton (2,5%) em acetona.

Nishiki e colaboradores (1988), induziram hemorroida em ratos com o OC
para testar um novo medicamento para o tratamento desta patologia. Nos sintomas
inflamatoérios e histologicos induzidos pelo OC houve edema, infiltrado de fibrina,
células inflamatérias, vasodilatacdo, alto e médio grau de necrose no epitélio. A
solugcéo que foi aplicada para promover este grau de inflamacéo foi 6% de OC em
éter etilico.

Em um estudo semelhante, foi realizada a comparacdo entre as atividades
pré-inflamatérias da cantaridina (substancia extraida do besouro) e do 6leo de croton
e percebeu-se que o 6leo produzia uma resposta inflamatoria mais intensa e mais
rapida que a cantaridina (SWINGLE et al. 1981). O ¢6leo de croton causa formacao
de vesiculas, necrose e queimadura severa inclusive em pequenas concentracdes
(LANDAU, 2005)

No estudo de Larson e colaboradores (2009), foram avaliadas diferentes
concentracfes de fenol e 6leo de croton, além do fenol isoladamente. Destacou-se
gue sinais macroscopicos das lesbes aumentava conforme aumentava a
concentragcdo do OC, evidenciando o peeling profundo, e que o peeling apenas com
o fenol provocava um eritema e edema momentaneo, seguido de rapida
cicatrizacdo. Assim como neste trabalho, o fenol ndo é o Unico responsavel pelo
efeito do peeling, h4a a possibilidade da interacdo sinérgica entre o0s dois
componentes (OC e o fenol) que proporcionam o efeito do peeling profundo,
portanto, ha a necessidade de estudos mais profundos sobre isto.

Ha trabalhos que relatam que o fenol realmente possui atividade e trabalhos
gue mostram a acao pro-inflamatoria do OC que foram citados no texto, visto que
Hetter (2000d), Wambier e Freitas (2016), Larson e colaboradores (2009) afirmaram
gue a formula de Hetter promove resultados mais eficazes, devido ao OC, que a
férmula apenas com o fenol. Porém neste estudo a férmula SF ndo apresentou
resultados promissores, provavelmente por ndo haver algum promotor de
permeacdo do OC, pois nos trabalhos onde se aplicam este Oleo para estudos

inflamatorios, ha reagentes organicos como éter etilico e acetona.
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Em resumo, é bem caracteristico o processo de restauracdo da pele apds o
peeling. Na primeira fase, considerada aguda, que pode durar até 72 h, é possivel
visualizar lesbes dérmicas e epidémicas além do infiltrado inflamatério. Apos este
processo, ha a fase de reepitelizacdo, na qual o aumento da espessura do epitélio é
caracteristico. Logo em seguida, por volta de 21 dias apds o tratamento, podendo
durar por até 6 meses dependendo, da profundidade do peeling, as fibras de
colageno estao se remodelando (KADUNC, 1998)

Porém neste trabalho, ndo foi possivel identificar ou justificar o emprego do
OC na férmula, portsnto, é necessario pesquisas mais profundas que continuem os
ensaios. Acredita-se que é necessario algum componente que solubilize ou promova
a permeacdao cutanea deste 6leo na pele para verificar seu efeito pro-inflamatorio.

Em relacdo aos estudos quimicos, a partir dos resultados obtidos sobre a
analise quimiomeétrica dos cromatogramas obtidos por 3 meses, pode-se afirmar que
nao € aconselhavel reutilizar o 6leo decorridos muitos meses apos aberto o frasco.
Pode comecar um processo de degradacdo de seus compostos, e com isso,
comprometer a efetividade do Oleo. Oleos podem ser oxidados faciimente,
principalmente quando ha algumas situacdes que favorecem este processo, como a
alta temperatura e presenca de oxigénio por exemplo (CHEN et al., 2017).

O acido palmitico, indicado como o pico 4, foi um dos picos que mais variou
nas analises de quimiometria. Este degrada facilmente pelo processo de oxidacéo,
principalmente em relacdo a variacdo de temperatura como relatado no estudo de
Chen e colaboradores (2017).

A capacidade de oxidacdo aumenta exponencialmente quando ha na
molécula um grupo metileno alilico. Assim, a capacidade de oxidacdo do o acido
oleico e do acido linoleico (dois acidos que podem estar presentes no OC). Portanto,
cadeias poli-insaturadas tem maior propensdo a sofrer oxidacdo (ARAUJO et al.,
2011).

Os compostos sugeridos pela NIST e Wiley estdo descritos na tabela 8 (pag.
70) e ao realizar uma comparacédo e verificacdo na literatura foi possivel observar
gue muitos deles estdo presentes na familia Euphorbiaceae e inclusive no género
Croton (Tabela 9, pag. 77). Através desta andlise, foi possivel observar que os
compostos bioativos podem estar presentes na Cl, visto que ha uma maior
concentracdo deles nesta fase e estes compostos e pertencem a classes dos

monoterpenos e sesquiterpenos. Os ésteres de forbois, que séo diterpenos, foram
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encontrados na espécie estudada e sdo apontados como 0s responsaveis pelos
efeitos inflamatérios na pele, porém sua concentracdo pode ser minima no 6leo, o
que justifica a complexidade em encontra-los e identifica-los (DEWICK, 2002;
PAGANI et al., 2017).

A literatura descreve alguns sesquiterpenos como citotéxicos, dependendo
de suas concentracdes, os testes realizados foram principalmente para células do
sangue e cancerigenas, porém é de conhecimento que diversos medicamentos
anticancerigenos ndo possuem seletividade, causando danos em diferentes células
normais do organismo. Portanto este efeito citotoxico pode levar ao desenvolvimento
de inflamacdes, justificando assim o efeito do 6leo. Contudo, h4 no 6leo diversas
substancias com efeito anti-inflamatério, o que pode levar a uma melhor modulacao
da resposta inflamatoria, promovendo melhor cicatrizacdo do tecido. Na tabela 09
(pdg. 70) também estd descrito a atividade biolégica dos monoterpenos e
sesquiterpenos sugeridos pela analise (CELIK et al., 2014; JUN et al., 2011; LEE et
al., 2013).
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Tabela 09 — Compostos que estdo presentes na camada superior e inferior e relatos na literatura

Amostra Pico

Composto

Espécie/Parte da Planta

Possivel efeito

CS 3

*4

*6

*7

*9

**10

11

1)

20

21

25

26

33

3 —noneno-2-
one

Eucaliptol

Linalool

Terpineol

Cinamaldeido,

(E)-

Eugenol

Cariofilleno

Cumarina

Alfa.-
Farneceno

L-Fenchona

Acido n-
Hexadecanoico

Acido Oleico
Acido

Octadecanoico

Acido
Palmitoleico

Ricinus communis
(Euphorbiaceae) semente
(SBIHI et al., 2018)
Croton rhamnifolioides —
folhas (MARTINS et al.,
2017)

Croton cajucara — folhas.
(Rosa et al., 2003)

Croton nepetaefolius
(MAGALHAES et al., 1998)

Ditaxis heterantha
(Euphorbiaceae) — semente
(DEL TORO-SANCHEZ et
al., 2006)

Croton adamantinus —folhas
(XIMENES et al., 2013)

Croton antanosiensis —
folhas (RADULOVIC et al.,
2006)

Croton draco — folhas
(MURILLO, 2001)

Ricinus communis
(Euphorbiaceae) (XIE et al.,
2012)

Alchornea cordifolia — folhas
(BONIFACE et al., 2016)
Phyllanthus wightianus —

folhas (NATARAJAN et al.,
2014)

Croton tiglium — folhas (LIN
et al., 2016)
Jatropha gossypifolia
(Euphorbiaceae) — folhas
(SAISHRI et al., 2016)
Jatropha curcas
(Euphorbiacea) — semente
(KING et al., 2009)

Anti-inflamatorio e imunomodulatério
— suprime a a¢do NF-kB e citocinas.
(HAN; PARKER,2017)
Anti-inflamatério, antinociceptivo —
reducdo da inflamacéo via NF-kB
(envolvido na respota celular contra
estresse, citoinas, radicais livres).
(GUNASEELAN et al., 2017; Ll et al.,
2014)

Antibacteriano e anti-inflamatério —
suprime o fator de necrose tumoral,
iinterleucina, prostaglandina e
lipopolissacarideo (LEE et al., 2013)

Antienvelhecimento, ati-inflamtério —
suprime a acéo da NF-kB,
interleucinas e metaloproteinases.
(GURPREET et al., 2009)

Citotoxicidade dose dependente.
(JUN et al., 2011)

Antioxidante/pro-oxidante
concentragcdo dependente,
citotoxicidade concentragéo-
dependente. (CELIK et al., 2014)

Fonte: A autora (2019)
Nota: (*) monoterpeno; (**) sesquiterpenos
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7 Considerac0es finais

Foi possivel identificar as diferencas da atividade entre as amostras
analisadas, principalmente relacionados ao efeito de peeling da féormula de Hetter e
da CI desta formula, o que gerou o aumento da espessura no epitélio, presenca de
células inflamatoria apés a aplicacdo no 1° dia e maior niumero de fibroblastos no 21°
dia.

A diferenciacdo do colageno tipo Ill e tipo | é um fato importante, visto que
este peeling influencia na producdo de colageno, justificando o resultado de
rejuvenescimento, sendo que maior quantidade de fibras de colageno tipo Il foram
obtidas com o uso da FH e da CI dessa formulacéo.

A caracterizagcdo quimica trouxe suporte aos ensaios in vivo, principalmente
os dados da CI, pois nela encontram-se muitos compostos pertencentes a classe
dos terpenos, onde alguns compostos apresentam toxicidade dose-dependente. No
entanto, outros apresentaram efeitos anti-inflamatorios, porém sdo compostos que
precisam de estudos mais especificos e um estudo mais aprimorado em relacéo a
composicdo quimica deste Oleo, visto que pode ter outras substancias que néo
foram identificadas e possivelmente possa apresentar outro tipo de atividade
responsavel pelo seu efeito pro-inflamatorio.

Os acidos graxos identificados na avaliacdo quimica do 6leo de croton séo
utilizados como padrdes para identificar a autenticidade do 6leo e ndo seriam os
responsaveis pela atividade observada.

Com a quimiometria foi possivel correlacionar os cromatogramas do OC
obtidos no decorrer de 3 meses. Foi considerado que o OC pode sofrer degradacéo,
devido a reducdo na concentracdo de algumas substancias, pois a mudanca na
caracteristica do 6leo ocorreu a partir da segunda semana de analise. Portanto, ndo
€ indicada a reutilizacdo do 6leo apOs aberto por tempos prolongados, o que
compromete sua efetividade.

Por fim, conclui-se que h& necessidade de maiores pesquisas sobre o
assunto, testes mais profundos acerca do OC, principalmente sobre sua efetividade
como peeling, pois no contexto histérico enfatizam que sua presenca na formula
promove um melhor efeito. Um dos focos futuros seria a possibilidade da
substituicio do fenol e um aprimoramento da férmula, reduzindo sua

desestabilidade.
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Apéndice A — Método de andlise da espessura do epitélio através do programa

Image J®
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Apéndice B — Método de analise e contagem dos elementos teciduais através
do programa Image J®
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Anexo A — Carta de aprovacao do comité de ética

oy

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA DO USO DE ANIMAL

CARTA DE APROVAGAO

Processo CEUA - 034/2017

Protocolo UEPG — 16580/2017

Titulo — Solicita autorizagao de uso de animais nos projetos “Caracterizagao quimicae
avaliagdo da atividade toxicoligica do 6leo de Croton tiglium” e *Desenvolvimento tecnolégico
de produto a base de oleo de Croton tiglium”

Interessado: Flavio Luis Beltrame

Data de Entrada - 13/09/2017

Resultado: Aprovado

Data/Prazo - 22/09/2017 a 22/09/2019

Consideragoes

Professor Doutor Flavio Luis Beltrame:

Em relagao a utilizagao de animais no protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade, a
CEUA deliberou pela aprovagao da autorizada a utilizagao de 16 suinos (8 machos e 8
fémeas) de 4-5 meses e 30-35 kg.

Ponta Grossa, 22 de setembro de 2017

Av Gen Carlos Cavalganti n 4748 CEP 84 020-900 Gampus Universitane em Uvaranas
Ponta Grossa - Parana
Bloco da Retona - anexo a PROPESP
Fome (042} 3220-3264
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