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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS E GALHOS DE Croton sacaquinha
CROIZAT (EUPHORBIACEAE)

O objetivo deste estudo foi avaliar a acio antinociceptiva e o efeito sobre a migracao leucocitaria
do extrato hidroalcodlico obtido das folhas e galhos de Croton sacaquinba (EHA). Para esse
propésito foram utilizados camundongos swiss machos submetidos aos testes farmacolégicos
das contor¢des abdominais induzidas por acido acético, formalina, placa quente e peritonite
induzida por carragenina. O EHA mostrou atividade antinociceptiva no teste das contor¢des
abdominais e na 2* fase do teste da formalina, assim como, reduziu a migracio leucocitaria. O
extrato nio foi efetivo nos outros modelos utilizados. Esses resultados indicam uma atividade
antinociceptiva desse extrato, que pode estar relacionada a mecanismos anti-inflamatoérios,
justificando o uso de C. sacaquinba na medicina popular por suas propriedades analgésicas.
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ABSTRACT

EVALUATION OF ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF BRANCHES AND BARKS
HIDROALCOOLIC EXTRACT OF CROTON SACAQUINHA CROIZAT
(EUPHORBIACEAE)

The objective of this study was to evaluate the antinociceptive activity and the effect on leukocytes
migration of hidroalcoolic extract (EHA) obtained from Croton sacaguinha branches and barks.
For this purpose were utilized male Swiss mice submitted to the acetic acid-induced writhes
test, formalin test, hot-plate test and the carragenaan induced peritonitis test. The EHA showed
an antinociceptive activity in the acetic acid-induced writhes and in the 2™ phase of formalin
test also reducing the leukocytes migration. The extract was ineffective in the other tests. These
results suggest an antinociceptive activity of the plant which could be related to anti-inflammatory
mechanisms. This work may confirm the use of C. sacaquinbha in the popular medicine for its
analgesic properties.

Key words: Medicinal plants; anti-inflammatory; analgesic.

Rev. de Ci. Vida. Seropédica v. 30 n.1 Janeiro/Junho 65-75 2010 66

‘ Vida 30nl 2010 miolo_Gabriel-final févo.pmd 2.pmd $ 04/04/2012, 13:44



| T T T ] o

COSTA-E-SOUSA,R.H.; SILVEIRA,]J. W.S.; CORTES, W.S. ...

Introducao

O género Croton (Euphorbiaceae) constitui um grupo com cerca de 1200 espécies, distribuidas
em regides tropicais e subtropicais, muitas delas conhecidas na medicina popular por suas
diversas propriedades medicinais (WEBSTER, 1994). Em funcdo de seu uso tradicional,
algumas espécies tém sido exaustivamente estudadas, com o intuito de validar essas indica¢oes,
ou buscar novos medicamentos com espectro de a¢io inovador. Nesse sentido, estudos recentes
tém demonstrado que diferentes espécies do género Croton apresentam substincias com
atividade biol6gica, como, por exemplo, a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da
trans-desidrocrotonina, um diterpeno obtido do Croton cajucara (CARVALHO et al., 1996;
MACIEL et al., 2000); o efeito antimicrobiano do 6leo essencial do Croton stellulifer MARTINS
et al., 2000); o efeito cardiovascular do 6leo essencial do Croton nepetacfolins LAHLOU et al.,
1999); a capacidade de glicosideos, obtidos das partes aéreas do Croton ruzianus, em aumentar
o efeito da trombina sobre a agregacio plaquetiria (PIACENTE et al., 1998); a atividade
antibacteriana do Croton urncurana (PERES et al., 1997); o efeito vascular do extrato aquoso
do Croton schiedeanns (GUERRERO et al., 2001); a atividade sobre o sistema nervoso central
apresentada pelo 6leo essencial do Croton zebntneri LAZARINI et al., 2000); a citotoxicidade
de diterpendides isolados do Croton oblongifolins (ROENGSUMRAN et al., 2001) e a agdo
antinociceptiva do Croton celtidifolins (DALBO et al., 2006). No entanto, grande parte das espécies
de Croton ainda ndo foram estudadas e as suas propriedades farmacolégicas e efeitos colaterais
continuam desconhecidos.

O Croton sacaquinha Croizat apresenta distribuicao amazonica, sendo conhecida popularmente
como sacaquinha em funcio de sua semelhanca com a sacaca (Crofon cajucara). Para a espécie,
sao descritas as mesmas propriedades medicinais da sacaca, sendo popularmente indicada
para febre, inflamacOes em geral, taxa alta de colesterol, diarreia, diabetes, emagrecimento,
problemas digestivos, dentre outras (DI STASI et al,, 1989); no entanto, ndo se encontram
relatos na literatura cientifica, que comprovem essas propriedades para o C. sacaquinba.

O presente trabalho tem como objetivo a caracterizacio da atividade antinociceptiva do extrato
hidroalcodlico das folhas e galhos de Croton sacaguinba Croizat, tipo de extragdo semelhante a
forma de utilizagdao popular.

Material e métodos

Material Botéinico e Extrato Vegetal

Amostras de galhos e cascas de plantas de Croton sacaguinba, cultivadas na unidade EMBRAPA—

Amazdbnia, foram coletadas, e sua identificagio foi realizada no Museu Paraense Emilio Goeldi,
onde se encontra depositada a exsicata de nimero IAN37562.

Rev. de Ci. Vida. Seropédica v. 30 n.1 Janeiro/Junho 65-752010 67

‘ Vida 30nl 2010 miolo_Gabriel-final f®&vo.pmd 2.pmd $ 04/04/2012, 13:44



Avaliagio da atividade antinociceptiva do extrato....

Para o preparo do extrato vegetal, foram utilizadas quantidades equivalentes, em gramas, das
folhas e dos galhos de Croton sacaquinha, que apds secos e moidos, a estes se adicionou a
solucio hidroalcodlica (40% v/v), constituindo uma mistura na concentragdo de 10% p/v,
que foi colocada em frasco ambar, lacrado e armazenado em ambiente com completa auséncia

de luz durante sete dias.

Apbs esse perfodo, filtrou-se o material, e o liquido resultante foi submetido a pressio reduzida
que forneceu o extrato hidroalcodlico bruto. Devido a grande quantidade de agua (60%), esse
extrato foi posto em estufa a temperatura controlada de 50 °C até a evaporacio da dgua
restante, obtendo-se assim o extrato hidroalcodlico das folhas e galhos de Croton sacaguinba

(EHA).

Animais

Foram utilizados camundongos albinos (#zus muscnlus) adultos, fornecidos pelo biotério central
da FIOCRUZ, pesando entre 25 e 35g, mantidos com irrestrita disponibilidade de agua e
ragdo. Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que envolvem cuidados
com animais de laboratério e normas éticas para seu uso em experimentos com dor
(ZIMMERMANN, 1983; 1986; porter, 1992).

Drogas e reagentes

Formalina, acido acético, acetona (Merck AG, Darmstadt, Germany), indometacina, carragenina
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), fentanil (Janssen Pharmaceutical), dexametasona
(Prodome, Brasil). O extrato hidroalcodlico das folhas e galhos de Croton sacaquinha (EHA), as
drogas e os reagentes foram diluidos em 4gua quando administrados por via oral ou em
solucio salina (NaCl - 0,9%) quando destinados a vias de administraces parenterais.

Teste das contor¢oes abdominais induzidas pelo 4cido acético

Grupos de oito camundongos foram tratados oralmente (p.o.) com o veiculo, com o extrato
hidroalcodlico (EHA 0,03 — 2,0 g/kg) ou com indometacina (10 mg/Kg), 60 min antes da
administracdo intraperitoneal (i.p.) de dcido acético (1,2%, 0,1 mL/10g), sendo entio contados
o numero de contor¢oes abdominais durante um periodo de 30 minutos (KOSTER et al.,

1959).

Teste da formalina
Foram utilizados grupos experimentais de até 12 camundongos, tratados pela via oral com o

veiculo, com o EHA (1,0 g/kg) ou com a indometacina (10 mg/Kg). Apds 60 minutos dos
tratamentos, injetou-se na regido intraplantar da pata posterior direita dos animais, 20 ?L de
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formalina a 3% (formaldeido 1,2%). Em seguida, foi medida a reatividade do animal,
considerada como o tempo, em segundos, que o animal permaneceu lambendo, mordendo
ou sacudindo a pata injetada. O efeito antinociceptivo foi avaliado nas duas fases de dor:
durante os primeiros 5 minutos (dor neurogénica) e no perfodo de 15 a 30 minutos,
correspondente a dor inflamatéria (HUNSKAAR et al., 1986).

Teste da placa quente

A laténcia em segundos para rea¢do ao estimulo térmico (5520,5 °C) na placa quente foi
medida a cada 30 min., comegando 60 min antes e terminando 120 min apés o tratamento de
grupos de oito camundongos com o EHA (1 g/kg, p.o.), com o veiculo ou da administracio
subcutanea (s.c) de fentanil (200 ig/kg). Para evitar lesio tecidual, os animais eram mantidos na
placa quente por no maximo 25 segundos. (D’AMOUR & SMITH, 1941).

Teste da peritonite induzida por carragenina

Grupos de 7 a 10 camundongos foram tratados com o veiculo (p.o), com o EHA (1 g/kg,
p.0) ou com a dexametasona (2 mg/kg, s.c.) e apds 30 minutos (s.c.) ou 60 minutos (p.o.),
injetou-se carragenina (1%, 10 iL/g) pela via intraperitoneal. Os animais foram sacrificados
apos 4 horas e, antecedendo a coleta do fluido peritoneal, aplicou-se na cavidade peritoneal 2
mL de PBS hepatinizado (10 UIl/mL). A contagem celular em camara de Neubauer foi
realizada apés diluicao do fluido em solucio de Tirk na proporcao de 1 para 20. Os resultados
foram expressos como médias de leucdcitos totais (x10°/mL), ou como percentagem de
inibicio da migracio leucocitaria (FERRANDIZ & ALCARAZ, 1991).

Analise Estatistica

Com os resultados obtidos, foi realizada a analise de variancia (ANOVA), expressando os
resultados como a média mais ou menos o erro padrdo. Para comparagdo entre as médias
dos grupos experimentais foi utilizado o teste “t” de Sudent ndo pareado, admitindo diferenca
significativa se p<<0,05 (SOKAL E ROHLE, 1981).

Resultados e discussao

No teste farmacolégico das contor¢des abdominais, o pré-tratamento com o extrato
hidroalcodlico dos galhos e cascas do Croton sacaguinha (EHA) inibiu, de forma dose-
dependente, o numero de contor¢des em 85%, 49% e 30%, nas doses de 2, 0,3 ¢ 0,03 g/
Kg respectivamente, quando comparado ao grupo experimental controle (43,823,7
contor¢oes). O tratamento com a indometacina (controle positivo; 10 mg/Kg, p.o.)
resultou em uma inibicdo de 68% no nimero de contor¢des abdominais como pode ser
observado na figura 1.

Rev. de Ci. Vida. Seropédica v. 30 n.1 Janeiro/Junho 65-752010 69

‘ Vida 30nl 2010 miolo_Gabriel-final #f8&vo.pmd 2.pmd $ 04/04/2012, 13:44



Avaliagio da atividade antinociceptiva do extrato....

- 50
= T
=
E —_— e
S 8
=] ‘Ij' s
®C 254
@ E o
!E;|§;§ o
E e -
8 = IIIMII
[=]
O ol
cont 0,03 0.3 2.0 0,01 g/Kg p.o.

EHA INDO

Figura 01: Contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético (1,2% em salina; 100 ?1/10g,
1.p.) em camundongos previamente tratados (60 min.) pela via oral com o veiculo (controle;
agua), com o extrato hidroalcodlico dos galhos e cascas do Croton sacaguinha ou com o controle
positivo indometacina. As colunas e barras verticais representam as médias ? erro padrio
médio dos grupos experimentais (n = 8 animais). *, **, *** Diferem estatisticamente do
grupo controle (p<0,05, p<0,01 e p<0,001, respectivamente).

@ Sensivel aos diferentes tipos de farmacos com atividade antinociceptiva, o teste das contor¢des
abdominais ¢ utilizado na investiga¢do de novas substancias com potencial terapéutico. Porém,
devido a sua inespecificidade (sensivel a drogas da a¢do central e a drogas de acdo periférica),
¢ insuficiente para a determina¢do do mecanismo responsavel pela antinocicep¢ao (KOSTER
etal, 1959; HENDERSHOT & FORSAITH, 1959). Através desse teste, foi possivel verificar
a atividade antinociceptiva do extrato hidroalcodlico dos galhos e cascas do C. sacaguinha
(EHA), e a utilizacdo de diversas doses, resultando em uma inibi¢io dose-dependente, nos
permitiu a construcao da curva dose-efeito, através da qual foi calculada a dose inibitéria 50%
(DI50) para esse extrato (246 mg/Kg). A partir desses resultados, foi utilizada a dose de 1,0
g/kg (4 x DI50) para avaliar o efeito do EHA nos modelos farmacolégicos 7z vivo de atividade
antinociceptiva, considerando que, nessa dose, o EHA estaria em seu efeito maximo.

Visando direcionar o estudo do mecanismo da a¢do antinociceptiva, foram realizados os
testes da placa quente e da formalina. No teste da placa quente, ndo foi observada diferenca
significativa entre o grupo tratado com o extrato (EHA, 1 g/Kg) e o grupo experimental
controle. Jd o grupo controle positivo tratado com o fentanil (200 ig/kg, s.c.) apresentou
elevacio significativa no tempo de rea¢io ao estimulo térmico nociceptivo, nos instantes zero,
30 e 60 minutos, indicando com essa atividade antinociceptiva a validade do teste (Figura 02).
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Grupo Dose Tempo de reagao (s)
1xfsse 2 fase
Contzole 10mL/kg (p.o.) 12067 50 134,57 282
EHA lg/kz (po) 10527 6,0 42,07 204°
Indometacina 10mg/kg (p.o.) 10447 51 5157 163°

Figura 02: Reatividade ao estimulo térmico nociceptivo avaliada no teste da placa quente (55
°C) com camundongos tratados com o veiculo, com o extrato hidroalcodlico dos galhos e
cascas do Croton sacaguinha (EHA) ou com o controle positivo fentanil. Na ordenada, estao
representados os tempos de reacio dos camundongos ao estimulo térmico nociceptivo em
segundos. Os simbolos e barras verticais representam as médias?? erro padrao médio dos
grupos experimentais (n = 8). ** Difere estatisticamente do grupo controle (p<0,01).

No teste da formalina (tabela 1), o pré-tratamento com o EHA (1 g/kg) reduziu a reatividade
dos animais em 68% durante a segunda fase de nocicep¢do, quando comparado ao grupo
experimental controle (134,54???28,2 s). De forma semelhante, o controle positivo da 2*.fase
(indometacina; 10mg/Kg) reduziu a reatividade dos animais em 62% na fase de nocicepgio.
Durante a primeira fase do teste (5 minutos iniciais), nenhum dos dois tratamentos influenciou

a reatividade dos animais, que nio difetiram estatisticamente do grupo controle (120,6 £ 5,0

segundos).

Tabela 1: Efeito do extrato hidroalcéolico (EHA) das folhas e galhos de Crofon sacaguinba no

teste da formalina em camundongos®

Grupo Dose Tempo de reagio (5)

12 fase 2 fase

Cotole  10mL/kz (po) 0650 13437 282
EHA g/k2 (po) 1052? 60 20 N

Indometacina 10mg/ke (po) 10447 51 3157 16,5
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No teste da placa quente, o pré-tratamento com o EHA nio produziu antinocicepgio.
Considerando que esse teste permite avaliar a participagdo de mecanismos centrais na atividade
antinociceptiva (BEIRITH et al., 1998), esse resultado indica o ndo envolvimento de mecanismos
centrais na atividade antinociceptiva do EHA, previamente observada no teste das contor¢des
abdominais. Esse indicativo se refor¢a com a auséncia de efeito do extrato na primeira fase de
nocicepgio do teste da formalina, que permite diferenciar a dor neurogénica da dor de origem
inflamatéria. A primeira fase da nocicepgao (primeiros 5 minutos) decorre do estimulo direto
do formaldeido aos nociceptores, enquanto a segunda fase (15° ao 30° minuto) é produzida
pelos mediadores inflamatérios (HUNSKAAR et al,, 1985, 1986 e 1987), podendo-se assim
determinar a participagdo de mecanismos centrais ou anti-inflamatérios na antinocicepg¢ao. A
diminui¢do da reatividade apenas na segunda fase do teste da formalina sugere o envolvimento
de mecanismos anti-inflamatérios na atividade antinociceptiva do extrato.

Visando estudar o efeito do extrato em um dos componentes do processo inflamatério, a
migracio leucocitaria, o EHA foi avaliado no teste da peritonite induzida por carragenina. Os
resultados representados na tabela 2 mostram que o tratamento com o EHA (1,0 g/kg)
produziu uma redugido na migracio leucocitaria para a cavidade peritoneal de 50%, resultado
semelhante ao obtido apés o tratamento com o controle positivo dexametasona (2 mg/kg)
que inibiu em 43,8% a migracao.

Tabela 2: Efeito do extrato hidroalcéolico (EHA) das folhas e galhos de Croton sacaquinbha no

teste da peritonite induzida por carragenina em camundongos®

Grupo Dose Numero total de leucocitos  Inibigdo (%)
(% 109)
Vehicle 10 mL/ kg (p.o] 06%13 -
EHA 10z/kz (po) 3310, 30,0
Dexametasono 20 mg ke (s.c) 4808 45,3

Considerando os diversos mediadores envolvidos no processo inflamatério e os mecanismos
de acdo dos firmacos anti-inflamatérios, esses resultados farmacolégicos obtidos através da
administracdo oral do EHA, permitem sugerir que substincias ativas presentes nesse extrato
possam bloquear a sintese ou ac¢do de mediadores responsaveis pela quimiotaxia. Diversos
farmacos anti-inflamatérios diminuem a migracio leucocitaria, dentre eles, os anti-inflamatérios
esteroidais como a dexametasona e alguns anti-inflamatérios ndo-esteroidais como a
indometacina (SCHIMMER & PARKER, 2001), ndo sendo assim possivel, através desse
resultado do EHA no teste da migragio, estabelecer o(s) mecanismo(s) envolvido(s), refor¢ando,
entretanto, a hipétese inicial de que a atividade antinociceptiva, evidenciada nos testes das
contor¢bes abdominais e da formalina, envolve mecanismos anti-inflamatérios (MORROW
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& ROBERTS 11, 2001), podendo explicar o uso popular do Crofon sacaguinha em doencgas que
envolvem a dor e a inflamagdo. A purificacio do EHA e a caracterizagio de seus principios
ativos permitirdio uma melhor investigacao dos mecanismos envolvidos nessas agoes.
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