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RESUMO 
 

 
 

A presente dissertação determinou o perfil fitoquímico de extrato etanólico das folhas 

de Croton blanchetianus, bem como avaliou a toxicidade aguda e subaguda e os 

efeitos antinociceptivos, anti-inflamatórios e antipiréticos do extrato em camundongos. 

A análise fitoquímica foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) e 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE), revelando a presença de alcaloides, 

açúcares redutores, derivados cinâmicos, flavonoides, saponinas, taninos 

condensados, terpenos e esteroides. A toxicidade aguda foi avaliada pela 

administração de dose única de 2.000 ou 5.000 mg/kg (per os ou i.p.). Já a toxicidade 

subaguda foi avaliada com doses diárias de 250, 500 e 1000 mg/kg durante 28 dias 

por via oral. Para avaliação da genotoxicidade, foram utilizados os ensaios de 

micronúcleo e cometa. O extrato (50, 100 e 200 mg/kg por via oral) foi avaliado quanto 

aos efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios. No ensaio de toxicidade aguda 

nenhuma morte foi observada, mas níveis séricos aumentados de marcadores 

hepáticos e renais, alterações hematológicas e histológicas no pulmão e rim foram 

observados exclusivamente quando o extrato foi administrado via i.p. Na análise da 

toxicidade em doses repetidas o extrato não causou alterações comportamentais ou 

óbito dos camundongos, porém foi observado aumento das transaminases nos grupos 

tratados por 4 semanas a 500 e 1.000 mg/kg. A administração oral não resultou em 

efeito genotóxico nas células da medula óssea ou do sangue periférico. O extrato 

apresentou atividades anti-inflamatória, reduzindo edema de pata induzido por 

carragenina em 42.97–63.24% nas doses de 50 a 200 mg/kg, e apresentou ação 

antipirética nas doses de 100 e 200 mg/kg em modelo de febre induzida por levedura. 

Nos ensaios de atividade antinociceptiva, o extrato reduziu o número de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético em 47,16 a 88,81%, aumentou o tempo de 

latência (até 2,13 vezes) no teste de imersão da cauda e diminuiu o tempo de lambida 

da pata em até 74,07% e 97,76% na primeira e segunda fases do teste da formalina, 

respectivamente. Este trabalho contribuiu para a determinação da segurança e do 

potencial farmacológico de folhas de C. blanchetianus. 

 
Palavras-chave: Euphorbiaceae; analgesia; levantamento toxicológico; 

genotoxicidade; flavonoides. 



ABSTRACT 
 

 

The present dissertation determined the phytochemical profile of ethanolic extract from 

the leaves of Croton blanchetianus, as well as evaluated the acute and sub-toxicity 

and the antinociceptive, anti-inflammatory and antipyretic effects of the extract in mice. 

A phytochemical analysis was performed by thin layer chromatography (CCD) and 

high-performance liquid chromatography (HPLC), revealing the presence of alkaloids, 

reducing sugars, cinnamic derivatives, flavonoids, saponins, condensed tannins, 

terpenes and steroids. Acute toxicity was assessed by administering a single dose of 

2,000 or 5,000 mg / kg of body weight (per os or i.p.). Subacute toxicity was evaluated 

with daily doses of 250, 500 and 1000 mg / kg for 28 days orally. To assess 

genotoxicity, micronucleus and comet assays were used. The extract (50, 100 and 200 

mg / kg orally) was evaluated for antinociceptive and anti-inflammatory effects through 

different testicles. No acute toxicity assay, no death was observed, but increased 

serum levels of liver and kidney markers, hematological changes and histological 

changes in the lung and border were observed exclusively when either extract was 

administered intraperitoneally. In the analysis of toxicity in repeated doses or extract, 

it did not cause physiological, behavioral changes or death in the mice, but an increase 

in transaminases was observed in the groups treated for 4 weeks at 500 and 1,000 mg 

/ kg. Oral administration did not result in a genotoxic effect on bone marrow or 

peripheral blood cells. The extract shows anti-inflammatory activities, carrageenan- 

induced paw edema in 42.97–63.24% at doses of 50 to 200 mg / kg, and shows 

antipyretic action at doses of 100 and 200 mg / kg in a yeast-induced model. In the 

tests of antinociceptive activity, the extract reduced the number of abdominal 

contortions induced by acetic acid by 47.16 to 88.81%, increased the latency time (up 

to 2.13 times) in the tail immersion test and decreased the time up to 74.07% and 

97.76% in the first and second stages of the formalin test, respectively. This work 

contributed to determine the safety and pharmacological potential of leaves of C. 

blanchetianus. 

 
Keywords: Euphorbiaceae; analgesia; toxicological survey; genotoxicity; flavonoids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

As plantas têm desempenhado papel fundamental no desenvolvimento 

humano, tanto como ingredientes de alimentos quanto na busca de estratégias para 

o tratamento de doenças. Além disso, o conhecimento sobre plantas medicinais 

muitas vezes simboliza o único recurso terapêutico para muitas comunidades e grupos 

étnicos devido à falta de acesso e alto custo dos medicamentos alopáticos 

convencionais (SHAW, 2010; SILVA; BIESKI, 2018). 

As plantas medicinais foram o principal meio de tratamento de enfermidades 

até a Revolução Industrial no século XIX, quando as inovações tecnológicas 

possibilitaram a produção de medicamentos à base de drogas sintéticas em grande 

escala (COSTA et al., 2015). Porém, as plantas permaneceram sendo utilizadas pela 

população, mas principalmente de forma empírica, seja pela carência de estudos 

científicos e toxicológicos ou pelo desconhecimento dos resultados desses estudos. 

O crescente uso e comercialização de plantas medicinais tem resultado na busca por 

informações cientificamente comprovadas sobre sua segurança e eficácia terapêutica 

(KAUTZKY-WILLER et al., 2019; RIBEIRO et al., 2012). 

Segundo a Agência de Vigilância Sanitária (ANVISA), os fitoterápicos são 

produtos obtidos por meio de processos tecnicamente adequados, utilizando apenas 

materiais vegetais, e têm finalidade preventiva, terapêutica, aliviadora ou para fins de 

diagnóstico. Caracterizam-se também pela compreensão da eficácia e dos riscos da 

sua utilização, bem como da reprodutibilidade, estabilidade e qualidade. Não se 

considera medicamento fitoterápico ou produto tradicional fitoterápico aqueles que 

incluam na sua composição substâncias ativas isoladas ou altamente purificadas, 

sejam elas sintéticas, semissintéticas ou naturais e nem as associações dessas com 

outros extratos, sejam eles vegetais ou de outras fontes, como a animal (BRASIL, 

2014). 

Dentre as plantas medicinais que são utilizadas popularmente, encontramos a 

Croton blanchetianus, planta pertence à família Euphorbiaceae. No Brasil, existem 

300 espécies de Croton, que são conhecidas devido à diversidade de metabólitos 

secundários produzidos. Por essas razões, eles têm sido investigados cientificamente 

para uma variedade de atividades biológicas (OKOKON; NWAFOR, 2010; SILVA et 

al., 2010). Croton blanchetianus Baill, conhecida como "marmeleiro" (XAVIER et al., 
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2015), é um arbusto amplamente encontrado no nordeste do Brasil. Suas folhas e 

casca são utilizadas na medicina popular para o tratamento de inchaços (NETO, 

2011), distúrbios gastrointestinais, reumatismo, cefaleia (SÁ FIRMINO et al., 2019). 

Preparações de C. blanchetianus também apresentaram atividade antimicrobiana 

(MELO et al., 2013). 

Tendo em vista os diversos relatos de propriedades medicinais de Croton 

blanchetianus, este trabalho avaliou extrato etanólico obtido de suas folhas quanto ao 

perfil fitoquímico e toxicidade aguda e subaguda em camundongos, verificando a taxa 

de sobrevivência, comportamento, alterações histológicas e parâmetros 

hematológicos e bioquímicos. Foi ainda investigado o potencial genotóxico do extrato. 

De posse das informações obtidas nos testes de toxicidade, foram então avaliadas as 

atividades antinociceptiva, anti-inflamatória e antipirética em doses consideradas 

seguras. 
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1.1 OBJETIVOS 

 
 
 

1.1.1 Objetivo Geral 

 
 

Avaliar extrato etanólico de folhas de Croton blanchetianus quanto ao perfil 

fitoquímico e toxicidade e atividades antinociceptiva, anti-inflamatória e antipirética em 

camundongos. 

 

 
1.1.2 Objetivos específicos 

 
 

- Determinar o perfil fitoquímico do extrato etanólico de folhas de C. blanchetianus. 

- Avaliar a toxicidade aguda e subaguda do extrato para camundongos. 

- Investigar possível efeito genotóxico do extrato em camundongos. 

- Investigar a atividade antinociceptiva in vivo do extrato em diferentes modelos de 

indução de dor 

- Avaliar o efeito anti-inflamatório in vivo do extrato em modelo de edema de pata. 

- Avaliar atividade antipirética in vivo do extrato em modelo de febre induzida por 

levedura. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
 

2.1 Plantas medicinais e fitoterápicos 

 
 

O uso de plantas medicinais sempre está presente em todos os períodos da 

História, não só pelo seu caráter dietético, mas também por suas propriedades 

biológicas. As primeiras civilizações sabiam desde cedo que algumas plantas contêm 

princípios ativos que, quando testados no combate às doenças, revelam 

empiricamente poder de cura (BADKE et al., 2011). 

No Brasil, a Fitoterapia é um meio de tratamento que, em geral, atende às 

necessidades de atenção primária à saúde em diversos municípios, principalmente 

nas regiões mais pobres. Dentre os fatores que têm contribuído para a expansão da 

Fitoterapia, estão os efeitos adversos das drogas sintéticas, preferências do 

consumidor por tratamentos "naturais", aumento da validação científica das 

propriedades farmacológicas das plantas, desenvolvimento de novos métodos 

analíticos de controle de qualidade, desenvolvimento de novas formas de preparação, 

formulação e administração de produtos e custos relativamente baixos (SOUZA- 

MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). 

A legalidade e a institucionalização dos métodos médicos tradicionais 

brasileiros de atenção à saúde tiveram início na década de 1980, principalmente a 

partir da implantação do Sistema Único de Saúde (SUS). Posteriormente, de acordo 

com a regulamentação promulgada pelo Ministério da Saúde (MS) nº 971 (MS) em 03 

de maio de 2006, foi formulada no SUS a Política Nacional de Prática Integral e 

Complementar (PNPIC) com o objetivo de ampliar as opções de tratamento aos 

usuários do SUS. Entre essas opções estavam as plantas medicinais, com garantia 

de acesso aos fitoterápicos, com segurança, eficiência e qualidade (BRASIL, 2006; 

FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014). 

Posteriormente, em 2008, foi criado o Programa Nacional de Plantas Medicinais 

e Fitoterápicos (PNPMF), tendo como objetivo garantir à população brasileira o 

acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo o 

uso sustentável da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da 



21 
 

 

indústria nacional (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2008). Segundo dados do Ministério da 

Saúde, entre os anos de 2014 e 2018 foi registrada uma saída média de mais de 2 

milhões de produtos fitoterápicos das unidades farmacêuticas de fitoterápicos da 

Relação Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename), mostrando o grande uso 

de produtos registrados no Brasil. 

Por fim, em 2014, foi aprovada a Resolução do Conselho-RDC nº 26 (13 de 

maio de 2014), que previa o registro de medicamentos fitoterápicos e o registro e 

notificação dos fitoterápicos tradicionais. 

 
2.2 Toxicologia dos fitoterápicos 

 
 

Em comparação com as terapias tradicionais, a toxicidade dos medicamentos 

feitos de plantas pode parecer insignificante, mas esse é um sério problema de saúde 

pública. As plantas medicinais podem causar reações indesejáveis pelos próprios 

componentes, em decorrência de interações com outros medicamentos ou alimentos, 

e até relacionadas às características do paciente (BALBINO; DIAS, 2010). O 

diagnóstico errado, a identificação incorreta de espécies vegetais e o uso de métodos 

não tradicionais podem ser perigosos, podendo causar uma superdosagem, 

tratamento ineficaz e reações adversas (MACHADO et al., 2014). 

Os testes de toxicidade visam classificar as substâncias do ponto de vista 

toxicológico, ao mesmo tempo em que fornecem informações sobre a forma correta 

de uso, bem como as medidas preventivas e terapêuticas a serem tomadas em caso 

de uso indevido, independentemente do tempo recomendado para uso em humanos. 

Esses testes avaliam os efeitos fisiológicos de substâncias naturais ou químicas 

administradas em animais, e os dados desses estudos fornecem uma base importante 

para a verificação clínica subsequente (VALADARES, 2006). 

A partir do momento em que a legislação definiu fitoterápicos como 

medicamentos, eles ficaram sujeitos a provas de eficácia e estudos de segurança. 

Sendo assim, sempre que se inicia um estudo com plantas medicinais ou produtos 

fitoterápicos deve ser investigada a toxicidade, qualquer que seja o tempo de 

tratamento previsto (LIMA et al, 2017). 

Em 2013, a ANVISA divulgou o “Guia para a condução de estudos não clínicos 

de Toxicologia  e  Segurança  Farmacológica necessários ao  desenvolvimento  de 
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medicamentos”. Essa compilação é baseada em documentos das agências Food and 

Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e agências afins da 

área como International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use (ICH), Organisation for Economic Co-operation and 

Development (OECD), National Cancer Institute (NCI) e Organização Mundial da 

Saúde (OMS), buscando uma maior harmonização com as regulamentações 

internacionais (ANVISA, 2013). 

Segundo dados do Sistema Nacional de Informações Tóxico-Farmacológicas 

(Sinitox), entre os anos de 2012 e 2013 ocorreram 2.332 casos de intoxicação por 

plantas no Brasil, com 4 mortes. Embora a grande maioria desses casos tenha sido 

causada por acidentes individuais, cerca de 10% foram causados pelo uso com fins 

medicinais, mostrando que mesmo com o amplo conhecimento disponível sobre as 

plantas e seus potenciais medicinais, ainda existem vários casos de intoxicação 

(NUNES et al., 2017; SILVA; JUNIOR; MORAIS, 2018). 

 
2.3 Toxicidade aguda 

 
 

De acordo com o Ministério da Saúde, no período 2013-2015 o uso de 

fitoterápicos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) aumentou 161%. Um dos motivos 

para esse aumento no uso de plantas medicinais e seus derivados é a crença de que 

"se é natural não faz mal"; porém, isso é um mito (ANVISA, 2016). Dependendo da 

dose, as plantas podem causar reações como intoxicação, náusea, irritação, inchaço 

(edema) e até morte, como qualquer outra droga (BONIL; BUENO, 2009). 

Os testes de toxicidade são essenciais para a triagem de medicamentos em 

desenvolvimento a fim de identificar os perigos potenciais da substância em estudo e 

caracterizar seus efeitos. A maioria dos testes de toxicidade são realizados em 

animais de laboratório, já que existe a possibilidade de definir de forma clara a 

composição genética e a possibilidade de exposição e tempo controlado, além da 

possibilidade de um exame detalhado de todos os tecidos após a dissecção (AROME; 

CHINEDU, 2014). 

Dentre os ensaios realizados, encontramos o teste de toxicidade aguda, no qual 

os animais recebem uma única uma vez o produto em estudo ou, ocasionalmente, em 

doses divididas ao longo de um período não superior a 24 horas. O teste pode estimar 
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e avaliar preliminarmente a toxicidade de compostos fitoterápicos e fornecer 

informações sobre os riscos à saúde da exposição de curto prazo por meio de canais 

selecionados. (ANVISA, 2013). O teste fornece também um parâmetro denominado 

dose letal de 50%, mais conhecido como DL50. A DL50 é um parâmetro estatístico e 

representa a probabilidade de que a dose cause um efeito letal em metade da 

população animal testada (PIERRE et al., 2019). 

É possível classificar o nível de toxicidade dos compostos através da DL50 em 6 níveis 

de toxicidade (ROSSIANA et al., 2020), mostrados na tabela abaixo: 

 
Tabela 1. Toxicidade dos compostos com base em DL50 (ROSSIANA et al., 2020) 

 

 

Nível Classificação Faixa 

1 Extremamente tóxico DL50 ≤ 1 mg/kg 

2 Altamente tóxico 1 mg/kg ≤ DL50 ≤ 50 mg/kg 

3 Moderadamente tóxico 50 mg/kg ≤ DL50 ≤ 500 mg/kg 

4 Ligeiramente tóxico 500 mg/kg ≤ DL50 ≤ 5000 mg/kg 

5 Quase não tóxico 5.000 mg/kg ≤ DL50 ≤ 15.000 mg/kg 

6 Inofensivo DL50 ≥ 15.000 mg/kg 

 

O ensaio de toxicidade aguda fornece informações sobre o potencial de 

toxicidade aguda em humanos, pois é possível fazer uma estimativa de doses agudas 

seguras para humanos, além de apontar órgãos-alvo potenciais para toxicidade, curso 

de tempo de observações clínicas induzidas por drogas, além da dosagem apropriada 

para estudo de toxicidade de dose repetida. Com essas informações é possível prever 

as consequências de uma situação de overdose humana. A avaliação prévia da 

toxicidade aguda pode ser importante para indicações terapêuticas em que as 

populações de pacientes estão em risco aumentado de superdosagem, por exemplo, 

depressão, dor e demência (COLERANGLE, 2017). 

Para o teste de toxicidade aguda, a Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (Organization for Economic Cooperation and 

Development; OECD) recomenda o uso de camundongos ou ratos fêmeas e um 

número de três animais em cada estágio do experimento, onde a ausência ou 

presença de morte dos animais tratados determina a necessidade de etapas 
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adicionais (Figura 1). Além disso, a administração oral é mais recomendada e a dose 

limite de 2.000 mg/kg é suficiente para estimar a DL50, podendo ser extrapolada para 

dose de 5.000 mg/kg em alguns casos (JONSSON et al., 2013; OECD, 2002). 

 
Figura 1: Orientações da Organização para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico para 

avaliação da toxicidade oral aguda de produtos químicos 

Fonte: OECD, 2002. 

 

 
2.4 Toxicidade subaguda (doses repetidas) 

 
 

Os estudos de toxicidade utilizando doses repetidas são essenciais para a 

avaliação quantitativa do risco de substâncias químicas. Esses estudos são 

conduzidos para avaliar os potenciais efeitos adversos de um medicamento por um 

período mais longo e a duração, em qualquer ponto do desenvolvimento pré-clínico, 

deve em princípio ser igual ou exceder a duração dos ensaios clínicos em humanos, 

até a duração máxima recomendada (COLERANGLE, 2017). 

Estudos de toxicidade utilizando doses repetidas são realizados para avaliar os 

possíveis efeitos colaterais de um novo medicamento após 2 a 4 semanas de 

tratamento. Eles são realizados como estudos limitativos para selecionar os níveis de 

dose a serem usados em estudos subsequentes de toxicidade subcrônica e crônica. 
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Os estudos de toxicidade subaguda podem apoiar os ensaios clínicos iniciais e são 

projetados para avaliar a progressão e regressão do trauma induzido por drogas, mas 

geralmente são insuficientes para identificar quaisquer efeitos colaterais que podem 

ocorrer durante o uso clínico de longo prazo (HAYES; WANG; DIXON, 2020). Além 

disso, os estudos fornecem informações sobre as características gerais da toxicidade, 

tais como a toxicidade para órgãos-alvo específicos, a relação dose-resposta, 

respostas a metabólitos tóxicos formados no organismo, respostas retardadas, efeitos 

cumulativos e informações sobre reversibilidade e irreversibilidade do efeito 

(CAVAGNARO, 2010). 

De acordo com as diretrizes da OCDE, é recomendável usar ratos para o teste, 

mas outros roedores também podem ser usados. Para evidenciar a diferença no nível 

de efeitos tóxicos, devem ser utilizadas três doses suficientemente separadas, até a 

dose limite de 1000 mg/kg/dia. Cada grupo deve ser composto por dez animais, sendo 

cinco machos e cinco fêmeas. A substância em estudo deve ser administrada por via 

oral, seja por gavagem, na dieta ou na água de beber. O modo de administração 

depende das propriedades físicas e químicas do produto em estudo (OECD, 2008). 

 
2.5 Dor 

 
 

Uma das formas de definição de dor mais completa é a da Associação 

Internacional para o Estudo da Dor (IAPS) que a descreve como “uma experiência 

sensorial e emocional desagradável associada a dano real ou potencial ao tecido, ou 

descrita em termos de tal dano”. A dor é um mecanismo biológico de transdução de 

sinal causado por estímulos nocivos do ambiente externo ou interno, com a função de 

restaurar a homeostase, ativar reações e induzir comportamentos preventivos, 

restaurando ou limitando os danos (LENT, 2010). A dor, sendo uma experiência 

subjetiva, inclui um forte componente cognitivo e emocional ou afetivo (SILVA; FILHO, 

2011). 

Receptores da dor, ou nociceptores, são terminações nervosas livres, 

amplamente presentes em todos os tecidos e órgãos, como camadas superficiais da 

pele, na parede que reveste a luz dos órgãos, no parênquima de órgãos sólidos, nas 

paredes das artérias e veias, nos ossos e nas articulações (GUYTON; HALL, 2011; 

LENT, 2010). A dor é iniciada a partir de um estímulo nociceptivo, que ativa ou 
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sensibiliza os nociceptores (SANDKÜHLER, 2009), gerando um potencial de ação que 

se transmite pelo neurônio periférico até a medula espinhal onde o sinal é transferido 

para o segundo neurônio e a seguir para regiões superiores do sistema nervoso 

central (GUYTON; HALL, 2011; LENT, 2010). 

Quanto ao limiar de duração, a dor pode ser classificada como aguda ou 

crônica. A dor aguda ou rápida é caracterizada por pontualidade, limitação e deixa de 

existir quando o estímulo em desenvolvimento desaparece. A dor crônica ou lenta 

persiste por um longo tempo, associada a alterações fisiológicas crônicas e alterações 

no padrão de transmissão neuronal (GARLAND, 2012). Um processo inflamatório 

envolve mediadores inflamatórios e/ou provoca uma lesão que ativa ou sensibiliza os 

nociceptores locais. Diferentes mediadores nociceptivos como a endotelina, 

substância P, prostaglandinas e aminas simpatomiméticas sensibilizam diretamente 

os nociceptores (YU et al., 2013). 

Dentre os vários métodos de tratamento da dor, o uso de plantas medicinais 

ainda é muito frequente. Mesmo havendo várias drogas sintéticas disponíveis, as 

pessoas ainda usam sua experiência e conhecimento para tratar algumas 

enfermidades (RIBEIRO; MELO; BARROS, 2016). Plantas como a hortelã (Mentha 

spicata), embora os principais benefícios sejam o alívio de gases e inflamações 

estomacais, também tem um interessante efeito analgésico que pode diminuir a dor 

gástrica e outras doenças associadas (SALEHI et al., 2018). Além de ser usada como 

tempero para dar sabor e aroma agradáveis, a canela (Cinnamomum zeylanicum) tem 

efeito analgésico que pode diminuir dores musculares, cãibras e espasmos, sendo 

utilizada normalmente como infusão das cascas (SÁ et al., 2017). Cordeiro et al. 

(2016) demonstraram que extrato metanólico feito da casca de Croton urucurana tem 

atividade analgésica, reforçando o conhecimento popular. 

 
2.6 Inflamação 

 
 

A inflamação é um mecanismo de defesa ou resposta protetora do corpo contra 

danos físicos (por exemplo, trauma mecânico, radiação, calor, frio), agentes químicos 

e/ou microrganismos (CRUVINEL et al., 2010). No processo de inflamação, células 

competentes da resposta imunológica são ativadas e atuam para promover a 

inativação e/ou destruição dos microrganismos invasores, remoção de substâncias 
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irritantes e antígenos proteicos, além de iniciar a reparação tecidual. Quando o 

processo reparatório se completa, naturalmente os sinais de inflamação desaparecem 

(FLOWER; PERRETTI, 2005). 

A inflamação envolve dois estágios: a fase aguda e a fase crônica. Na fase 

aguda iniciam-se os eventos cardinais com envolvimento da resposta imune inata. 

Este tipo de inflamação persiste apenas por um curto período e é normalmente 

benéfica para o hospedeiro. Se a inflamação persistir por um longo período, é 

desencadeada a segunda fase da inflamação ou inflamação crônica, que pode 

predispor o hospedeiro a uma série de doenças crônicas (REUTER et al., 2010). 

Sendo assim, acredita-se que intervenções no processo inflamatório sejam um 

potencial alvo terapêutico para reduzir o risco de certas doenças e incapacidades 

(BEAVERS; BRINKLEY; NICKLAS, 2010). 

Durante a reação inflamatória aguda, ocorre um processo quimiotático, quando 

os leucócitos migram através de sinais para o local onde ocorre o processo 

inflamatório. Essas células desempenham um papel fundamental no desenvolvimento 

de processos inflamatórios, liberando moléculas solúveis chamadas citocinas, 

principalmente interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral (TNF-α). A migração de 

leucócitos envolve um mecanismo rígido para regular a adesão dessas células ao 

endotélio e subsequente migração para tecidos danificados. Esse mecanismo envolve 

a expressão de diferentes moléculas solúveis e de adesão, incluindo selectina e 

integrina, quimiocinas e óxido nítrico (CRUVINEL et al., 2010). 

Existem vários meios de realizar estudos para descoberta de novos compostos 

com ação anti-inflamatória. Dentre eles, os modelos in vivo podem ser considerados 

a melhor ferramenta de pesquisa porque não existe outro método que possa estudar 

simultaneamente as células e mediadores que interagem durante a inflamação. Além 

disso, camundongos knock-out podem ser utilizados para compreender a função 

específica de receptores dentro de populações celulares selecionadas (KNAPP, 

2009). 

Dos diferentes protocolos do estudo in vivo, podemos citar os modelos 

induzidos por agentes flogísticos como por exemplo carragenina, dextrano, histamina 

e ácido araquidônico, que são bastante utilizados em estudos pré-clínicos (MARTINS 

et al., 2017; SANTOS et al., 2019). Estudos realizados com esses modelos fortalecem 

a literatura com informações sobre atividade anti-inflamatórias de diversos compostos, 
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entre eles plantas de uso popular, como é o caso o óleo essencial de folhas de Croton, 

rhamnifolioides, que demonstrou atividade anti-inflamatória em doses de 25 mg/kg 

(MARTINS et al., 2017). 

 
2.7 O gênero Croton 

 

 
O gênero Croton pertence à família Euphorbiaceae, que inclui cerca de 1.300 

espécies de árvores, arbustos e gramíneas, sendo amplamente distribuída nas 

regiões tropicais e subtropicais do mundo. Na África, Sul da Ásia e América do Sul, 

muitas espécies de Croton têm sido usadas como remédios caseiros para tratar muitas 

doenças, incluindo dor abdominal, abcessos, inflamação e malária (XU; LIU; LIANG, 

2018). No Brasil, cerca de 300 espécies desse gênero são descritas, incluindo ervas, 

subarbustos e árvores, a maioria das quais são encontradas em vegetação aberta ou 

floresta seca, mas também em florestas úmidas. Na Caatinga, são encontradas 68 

espécies de Croton, das quais 21 são exclusivas (SILVA et al., 2010). 

Nos últimos anos, diversos estudos têm sido realizados com as espécies de 

Croton, motivados pela variedade de efeitos farmacológicos do gênero, como por 

exemplo, atividades antinociceptiva (CARMEN et al., 2016), anti-inflamatória 

(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018) e gastroprotetora (VIDAL et al., 2017). As espécies 

de Croton são plantas ricas em óleos essenciais e estudos mostraram que esses óleos 

possuem efeitos anti-inflamatório, antioxidante, antimicrobiano, entre outros (SILVA et 

al., 2010). 

Dentre as várias espécies de Croton com efeitos relatados na literatura 

podemos citar Croton argyrophylloides, conhecido como marmeleiro prateado ou 

marmeleiro branco, uma planta comum no Nordeste que é usada em casos de cólicas 

intestinais. Estudos mostraram que essa planta possui ação antioxidante, 

antimicrobiana e antiparasitária (AGUIAR et al., 2012; SILVA et al., 2016; LIMA et al., 

2016). Outra espécie que podemos citar é Croton jacobinensis (sinônimo: Croton 

sonderianus Müll.Arg.), planta nativa do nordeste do Brasil, popularmente conhecida 

como marmelo ou marmelo preto, sendo comumente usada para dores e 

sangramento. Essa planta contém compostos como diterpenos, alcalóides e 

flavonóides. Estudos recentes mostram 
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que seu óleo essencial possui efeitos citotóxicos e antifúngicos (SILVA; 

OLIVEIRA; CAMARA, 2018; PINO et al., 2016; SILVA et al., 2010). 

 

 
2.7.1 Croton blanchetianus 

 

 
Croton blanchetianus Baill., popularmente conhecido como "marmelo-preto", 

apresenta-se como um arbusto de dimensões variáveis até 6 m de altura (Figura 2A), 

ramificado, de folhas simples (Figura 2B), elíptico-ovais e peludas, com aroma de óleo 

de pinho, dotadas de grandes estípulas, principalmente nos ramos jovens. é 

encontrado nas regiões semiáridas do Brasil (ALVES et al., 2014). Existem alguns 

sinônimos botânicos, como Croton alagoensis Müll. Arg, Croton micranthus Müll. Arg. 

e Oxydectes blanchetiana (Baill.) Kuntze (FLORA DO BRASIL, 2020). 

 
Figura 2. Croton blanchetianus. (A) Arbusto. (B) Detalhes das folhas. 

 

 

Fonte: Autoria própria 
 

C. blanchetianus é muito utilizada pela população rural, principalmente para a 

produção de lenha e a construção de cercas para pequenos animais. Suas folhas e 

casca são utilizadas como remédios populares para tratar doenças gastrointestinais, 

reumatismo e dores de cabeça (MELO et al., 2013). AQUINO et al., (2017) mostraram 
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o potencial antioxidante do extrato etanólico das folhas. Atividade antimicrobiana foi 

descrita por Melo et al., (2013), que detectaram atividade do óleo essencial das folhas 

frente às bactérias Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes e Salmonella 

enterica. Outro estudo mostrou que diterpenos isolados de C. blanchetianus têm 

efeitos antibióticos, que inibem a formação de biofilme e erradicam biofilmes pré- 

formados de Streoptococcus mutans e Streptococcus parassanguinis (SÁ FIRMINO 

et al., 2019). Mostrando assim ter potencial para pesquisas de novos fármacos. 
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3 RESULTADOS 

 
 

3.1 ARTIGO 1 – Avaliação de toxicidade subaguda e atividades anti-inflamatória 

e antipirética do extrato etanólico de folhas de Croton blanchetianus 
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RESUMO 

roton blanchetianus Baill, conhecido como "marmeleiro", é um arbusto amplamente 

encontrado no nordeste do Brasil, sendo suas folhas e casca utilizadas na medicina 

popular para o tratamento de inchaços, distúrbios gastrointestinais, reumatismo e 

cefaleia. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade subaguda desse 

extrato quando administrado por via oral em camundongos durante 2 ou 4 semanas. 

Adicionalmente, o extrato foi avaliado quanto às atividades antipirética e anti- 

inflamatória. A administração oral diária do extrato etanólico de folhas de C. 

blanchetianus por 14 e 28 dias, nas doses testadas, não causou óbitos nem induziu 

alterações fisiológicas e comportamentais de maior relevância em camundongos 

machos e fêmeas, porém foi observado aumento dos níveis séricos de transaminases, 

indicando a necessidade de cautela no uso prolongado. A histologia não mostrou 

alterações no fígado, porém, foi possível observar alterações nos rins, onde os 

glomérulos reduzidos com espaço de Bowman aumentado O extrato apresentou 

atividades anti-inflamatória, obtendo uma inibição do edema em 34,07%, 39,72% e 

58,27% quando tratados com 50, 100 e 200 mg/kg do extrato etanólico de C. 

blanchetianus em comparação com o controle negativo. O extrato apresentou também 

atividade antipirética, bem como potencial hipolipemiante, o que estimula a 

continuidade dos estudos acerca da toxicidade quando do possível desenvolvimento 

de fármacos a partir dessa planta. 
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Palavras-chave: Euphorbiaceae; levantamento toxicológico; flavonóides. 

 
 

3.2.1 Introdução 

 
 

As plantas estão presentes de diferentes formas em nosso cotidiano, seja para 

o tratamento de doenças ou como fontes de alimento. Pesquisas mostram que cerca 

de 80% da população mundial possui a medicina popular como principal método de 

atenção à saúde (YANG et al., 2019). Pesquisas com plantas de uso popular 

constituem excelente método na busca de novos compostos para a produção de 

novos medicamentos (CALIXTO, 2019). Porém, muitas plantas são utilizadas sem 

qualquer base científica e avaliações de toxicidade, o que tem levado a preocupações 

crescentes sobre a segurança e eficácia de seu uso (CESÁRIO et al., 2019; YUJING 

et al., 2020). 

A inflamação é um mecanismo de defesa que envolve uma combinação de 

fatores moleculares (como citocinas, óxido nítrico, prostaglandinas e outros 

mediadores) que pode ser desencadeado por patógenos, estresse ou danos aos 

tecidos. O objetivo da reação inflamatória é eliminar o estímulo induzido da resposta 

e iniciar a recuperação local do tecido, no entanto, a inflamação pode ser 

potencialmente prejudicial porque suas manifestações podem causar danos ao 

próprio organismo, às vezes mais prejudicial do que a própria substância nociva, como 

na artrite reumatoide (CRUVINEL et al., 2010, ANTONELLI; KUSHNER, 2017). O 

tratamento convencional de várias condições inflamatórias geralmente envolve o uso 

de anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs), que são eficientes, mas têm efeitos 

adversos que podem causar complicações cardiovasculares, renais e 

gastrointestinais (JAJA-CHIMEDZA et al, 2017). 

Na busca de alternativas de fármacos anti-inflamatórios, diversas plantas vêm 

sendo estudadas, dentre elas algumas pertencentes ao gênero Croton (família 

Euphorbiaceae). No Brasil, existem cerca de 300 espécies desse gênero, as quais 

são conhecidas devido à diversidade de metabólitos secundários produzidos. Por 

essas razões, elas têm sido investigadas cientificamente quanto a uma variedade de 

atividades biológicas (AQUINO et al, 2017; SOUZA et al., 2020). Croton blanchetianus 

Baill, conhecido como "marmeleiro", é um arbusto amplamente encontrado no 

nordeste do Brasil, sendo suas folhas e casca utilizadas na medicina popular para o 
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tratamento de inchaços (NETO, 2011), distúrbios gastrointestinais, reumatismo e 

cefaleia (FIRMINO et al., 2019). Essa planta é rica em diterpenos, flavonoides e outros 

compostos fenólicos e o seu óleo essencial já foi descrito atividades anti-inflamatória, 

antimicrobiana e gastroprotetora (MELO et al., 2013; GARCÍA DÍAZ et al., 2019). 

Em estudo anterior, foi demonstrado que extrato etanólico das folhas de C. 

blanchetianus não apresentou toxicidade aguda em camundongos quando 

administrado por via oral, além de apresentar atividade antinociceptiva (FREITAS et 

al., 2020). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade de doses 

repetidas desse extrato quando administrado por via oral em camundongos durante 2 

ou 4 semanas. Adicionalmente, o extrato foi avaliado quanto às atividades antipirética 

e anti-inflamatória. 

 

 
3.2.2 Materiais e métodos 

 
 

3.2.2.1 Material vegetal 

 
 

Folhas de C. blanchetianus foram coletadas em 22 de abril de 2019 no 

município de Santa Terezinha, Pernambuco (07º22’40’’ S, 37º28’48’’ W). O acesso foi 

registrado (AEC4F6E) no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). Um exemplar (nº 93.062) foi 

depositado no herbário Dárdano de Andrade Lima do Instituto Agronômico de 

Pernambuco (IPA). 

 
3.2.2.2 Preparação do extrato 

 
O extrato foi preparado como descrito por Freitas et al. (2020) O pó das folhas 

secas foi utilizado para preparar o extrato etanólico (EECB) por turbo extração (3 ciclos 

de 30 s com intervalo de 4 min), na proporção de 10% (p/v), utilizando etanol: água 

(1:1, v/v). O extrato foi seco em um Mini Spray Dryer LM MSDi 1.0 (LabMaq do Brasil, 

Ribeirão Preto, Brasil) e dissolvido em solução salina a 0,9% (p/v) para realização dos 

ensaios. Freitas et al. (2020) relataram a presença de alcaloides, terpenos/esteroides, 

ácidos cinâmicos, taninos condensados, saponinas e açúcares redutores nesse 
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extrato, bem como determinaram, por HPLC, conteúdos de 0,195%, 0,114% e 0,852% 

(p/v) de taninos condensados, derivados cinâmicos e flavonoides, respectivamente. 

 
3.2.2.3 Animais 

 
 

Camundongos Swiss machos e fêmeas (Mus musculus), com 50 dias de idade 

e pesando 30–40 g, foram obtidos no biotério do Laboratório de Imunopatologia Keizo 

Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram 

utilizados nos ensaios após uma semana de adaptação no Laboratório de 

Experimental Animal do Departamento de Bioquímica da UFPE. Os camundongos 

foram alojados em temperatura de 22 ºC, com ciclo claro: escuro de 12:12 e acesso 

ad libitum a ração (Purina, Nestlé Brasil Ltda., Brasil) e água. Todos os experimentos 

foram aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da UFPE (processo nº 

0037/2019). 

 
3.2.2.4 Ensaio de toxicidade utilizando doses repetidas 

 
 

O estudo de toxicidade oral em doses repetidas seguiu as recomendações do 

protocolo 407/2008 da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico 

(OCDE, 2008), com algumas modificações descritas por Oliveira et al. (2019). 

Camundongos machos e fêmeas (10 por grupo experimental, sendo 5 animais de 

cada sexo) foram divididos em um grupo controle (solução salina 0,9% per os) e 

grupos tratados com extrato de C. blanchetianus (250, 500 ou 1.000 mg/kg per os), e 

tratados diariamente por 14 dias ou 28 dias consecutivos. Durante o protocolo 

experimental, os animais foram observados diariamente quanto a sinais 

comportamentais e ocorrência de óbito. O ganho de peso e o consumo de água e 

ração foram registrados semanalmente. No 15º ou 29º dia, os animais foram mantidos 

em jejum de 8 horas e anestesiados utilizando cetamina (90mg/kg) e xilazina (5mg/kg) 

(i.p.), para realização de punção da veia cava inferior e coleta de sangue para análise 

de parâmetros bioquímicos e hematológicos. Os órgãos internos foram avaliados 

macroscopicamente, pesados e em seguida processados para análise histológica. 

 
3.2.2.5 Análises hematológicas e bioquímicas 
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A coleta do sangue foi realizada em dois tubos: 1 mL foi coletado usando um 

tubo de contendo ácido etlienodiaminotetracético (EDTA) para as análises 

hematológicas e a outra parte foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 min para obtenção 

do soro para as análises bioquímicas. Nas análises hematológicas, usando um 

analisador automático (ABC Vet, Montpellier, França) e microscópio óptico (NIKON 

Eclipse E-200, Japão), foram analisados os seguintes parâmetros: glóbulos vermelhos 

(GV), hematócrito (HTC), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM), 

hemoglobina corpuscular média (HCM), concentração de hemoglobina corpuscular 

média (CHCM), plaquetas (PLQ), leucócitos totais (LEU), leucócitos segmentados 

(SEG), linfócitos (LIN), monócitos (MON), basófilos (BAS) e eosinófilos (EOS). Nas 

análises bioquímicas, foram determinados os níveis de albumina (ALB), alanina 

aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), 

bilirrubina (BIL), gama glutamil transferase (GGT), proteína total (PT), ureia (UR), 

creatinina (CRE), colesterol total (CT) e triglicerídeos (TG), utilizando kits específicos 

(Labtest Diagnósticos, Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche 

Diagnostics Systems, Basel, Suíça). 

 
3.2.2.6 Análise histológica 

 
 

Fígado, rim, baço, pulmão e coração dos animais dos grupos controle e 

tratados foram cortados e imersos em formalina tamponada (10%) para fixação por 

24 h. Em seguida, foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluídos em 

parafina. As seções (5 μm) foram montadas em lâminas, coradas com hematoxilina- 

eosina e montadas com lamínulas. As lâminas preparadas foram analisadas em 

microscópio óptico (NIKON Eclipse E-200, Japão) com aumento de 200× ou 400×. 

 
3.2.2.7 Ensaio de atividade anti-inflamatória 

 
 

Foi utilizado o modelo de edema da pata induzido com carragenina (WINTER 

et al., 1962). Os camundongos foram divididos em cinco grupos de seis animais cada, 

sendo foram pré-tratados com extrato (50, 100 e 200 mg/kg), solução salina 0,9% 

(controle) ou indometacina (20 mg/kg), todos administrados por via oral. Após 1 hora, 

carragenina a 2% (p/v) foi injetada (15 µL) na região subplantar da pata direita do 
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camundongo. Na pata esquerda, foram injetados 15 µL de solução salina a 0,9%. O 

volume das patas foi medido com um paquímetro após 1, 2, 3 e 4 h. 

 
3.2.2.8 Ensaio de atividade antipirética 

 
 

A investigação da atividade antipirética do extrato foi realizada conforme 

Oliveira et al. (2019). Camundongos machos (30) com temperatura retal entre 35,0 e 

36,0 °C foram submetidos à injeção subcutânea de Saccharomyces cerevisiae (1 

mL/100 g de peso corporal; suspensão a 15%, p/v, em solução salina). As 

temperaturas retais foram registradas novamente 18 h depois e os camundongos que 

mostraram um aumento na temperatura corporal acima de 1 °C foram divididos 

aleatoriamente em grupos (n = 5) tratados com solução salina 0,9% (controle), extrato 

(100, 200 ou 400 mg/kg, per os) ou dipirona 100 mg/kg per os (controle positivo). As 

temperaturas retais foram registradas em termômetro digital 30, 60, 90, 120 e 180 min 

após o tratamento. 

 
3.2.2.9 Análise estatística 

 
 

Os resultados foram expressos como média das repetições ± desvio padrão 

(DP). Foi realizada análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni para 

comparações múltiplas. Um valor de p <0,05 foi adotado como nível de significância. 

 

 
3.2.3 Resultados e discussão 

 
 

Estudos toxicológicos prolongados são extremamente valiosos na 

determinação da segurança de produtos naturais, permitindo avaliar a repercussão a 

longo prazo (YUJING et al., 2020). Uma vez que o extrato etanólico de folhas de C. 

blanchetianus já foi avaliado quanto à toxicidade aguda (FREITAS et al., 2020), 

passou-se então para a etapa de avaliação de toxicidade a médio prazo, utilizando 

doses repetidas, cujos resultados são descritos no presente trabalho. 

Os camundongos machos e fêmeas que receberam o extrato de C. 

blanchetianus a 250 mg/kg e os machos que receberam a dose de 500 mg/kg não 

apresentaram alterações comportamentais ao longo do estudo, semelhantemente ao 
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grupo controle. Já os camundongos fêmeas tratados com uma dose de 500 mg/kg e 

os camundongos de ambos os sexos que receberam a dose de 1.000 mg/kg 

mostraram irritabilidade no período de 15–30 min após a administração. No entanto, 

esses sinais não foram mais observados após esse período. 

Nenhuma morte foi observada nos grupos tratados diariamente por 14 ou 28 

semanas. Na primeira semana de tratamento os houve redução de peso nos grupos 

de 500 e 1000 mg/kg dos machos e nas fêmeas tratadas com 1000 mg/kg, nos outros 

grupos houve uma pequena redução na média de peso dos animais, porém, não foi 

estatisticamente significante; na segunda semana ocorreu uma redução na média do 

peso das fêmeas tratadas com 500 e 1000 mg/kg, porém, apenas estatisticamente 

significante no grupo de 1000 mg; em relação aos machos, foi observado uma 

recuperação no peso em comparação a semana anterior (Figura 1A e 1B). A tendência 

de recuperação de peso continuou a ser observada nos camundongos machos na 

terceira e quartas semanas de tratamento, enquanto as fêmeas permaneceram com 

a tendência de diminuição do peso, ocorrendo uma redução significativa na quarta 

semana em todos os grupos tratados (Figuras 1C e 1D). 

Esses dados estão fortemente relacionados ao consumo de alimentos (Figura 

2): nos grupos tratados com o extrato por 14 ou 28 dias, os grupos de fêmeas 

apresentaram diminuição significativa no grupo de 1000 mg (p < 0,05) no consumo de 

alimentos a partir da segunda semana, também foi observado essa redução no grupo 

de 500 mg na última semana de tratamento (Figura 2A e 2C), enquanto camundongos 

machos mostraram uma diminuição da ingestão de ração nas duas primeiras 

semanas, seguidas por aumento gradual no consumo de alimentos na terceira e 

quarta semana (Figura 2B e 2D). Na análise do consumo de água, não foram 

observadas alterações nos grupos tratados tanto por 14 dias (Figuras 3A e 3B) ou 28 

dias (Figuras 3C e 3D). 

No geral, as mudanças no ganho de peso em camundongos refletem a 

toxicidade após a exposição a substâncias tóxicas. As alterações de peso são 

indicadores de efeitos adversos de drogas e produtos químicos e serão significativas 

se a perda de peso exceder 10% do peso corporal inicial (Teo et al., 2002). Ao final 

dos 28 dias foi observado uma redução de 7,06%, 10,16% e 13,85% nos grupos das 

fêmeas de tratadas com 250, 500 e 1000 mg/kg respectivamente, já nos machos a 

redução foi de 0,92%, 0,96% e 4,65% para os animais tratados com 250, 500 e 1000 
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mg/kg respectivamente. Sendo observado a maior alteração no grupo das fêmeas 

provavelmente devido a sua maior sensibilidade reportada na literatura. 

 

Figura 1. Peso corporal (g) de camundongos machos e fêmeas do grupo controle e dos grupos tratados 

diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etanólico das folhas de Croton 

blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. Os valores são expressos como média ± DP. 

 

A avaliação dos parâmetros hematológicos tem alto valor preditivo de 

toxicidade, pois o sistema hematopoiético é um dos alvos mais sensíveis a 

substâncias químicas (OLIVEIRA et al., 2019; YUJING et al., 2020). Os resultados da 

análise hematológica são apresentados na Tabela 1. Para ambos os sexos, não houve 

alterações significativas (p > 0,05) no número de eritrócitos, hematócrito, 

hemoglobina, VCM, HCM e CHCM em todos os grupos que receberam o extrato, bem 

como no número de leucócitos nos grupos tratados com 250 e 500 mg/kg por 14 e 28 

dias em ambos os sexos. 
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Figura 2. Consumo de ração por camundongos machos e fêmeas do grupo controle e dos grupos 

tratados diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etanólico das folhas de Croton 

blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. Os valores são expressos como média ± DP. * P < 0.05, ** P 

< 0.01. 

 

 
Em contraste, uma diminuição significativa no número total de leucócitos foi 

observada nos animais machos e fêmeas tratados com 1.000 mg/kg por 28 dias. 

Porém, a porcentagem de linfócitos segmentados, monócitos, basófilos e eosinófilos 

foi semelhante ao controle (Tabela 1). 

Os resultados das análises bioquímicas do soro dos animais são mostrados na 

Tabela 2. Nos grupos tratados por 2 semanas com o extrato a 1.000 mg/kg, foi 

observado um aumento significativo (p <0,05) nos níveis de ALT em machos e AST 

em animais de ambos os sexos. Achados semelhantes foram encontrados no 

tratamento por 28 dias, com um aumento significativo na AST para ambos os sexos 

nos tratamentos a 500 e 1.000 mg/kg. Uma redução significativa nos níveis de CT e 

TG foi observada nos tratamentos com todas as doses do extrato por 14 ou 28 dias, 

em animais de ambos os sexos. 
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Figura 3. Consumo de água por camundongos machos e fêmeas do grupo controle e dos grupos 

tratados diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etanólico das folhas de Croton 

blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. Os valores são expressos como média ± DP. 

 

Os dados da literatura indicam que as alterações hepáticas causadas por certas 

plantas podem ser graves, como é o caso atividade antimitótica do Symphytum 

officinallis (Confrei), que ocorre nas células do fígado, fazendo com que o citoplasma 

se expanda sem divisão nuclear, transformando as células do fígado em células 

gigantes. Conforme as células morrem, elas são substituídas por tecido conjuntivo 

fibroso e o fígado gradualmente se torna insuficiente (LIMA, 2009). Alterações nos 

níveis de ALT e AST são sugestivas de dano hepático (Bertolami, 2005), sendo o nível 

de AST um parâmetro mais sensível (Zanardo et al., 2013). 

Como visto, todos os animais tratados com o extrato apresentaram diminuição 

dos níveis associados ao perfil lipídico, o que pode estar relacionado com o efeito 

hipolipidêmico relatado para flavonoides (JADHAV, PUCHCHAKAYALA, 2012) e para 

plantas do gênero Croton, como por exemplo a Croton cajuara, que em um estudo 

com ratos Wistar diabéticos tratados com 1,5 ml do extrato aquoso, obteve uma 
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redução significante dos níveis de glicose, triglicérides e colesterol (RODRIGUES et 

al., 2010). 

A avaliação histopatológica dos fígados de camundongos no grupo controle 

negativo (Fig. 6A) mostrou regularidade nos cordões de hepatócitos e espaço de 

Disse bem definido. As veias centrolobulares apresentaram calibre usual com raras 

células vermelhas. Semelhantemente, os grupos tratados com EECB (Figs. 6B-D) 

apresentavam hepatócitos com morfologia poligonal e citoplasma granular e ausência 

de alterações. 

 
 
 

Figura 6. Fotomicrografias representativas dos fígados, pulmões, rins, baço e coração dos 

camundongos machos do controle (A) ou grupos tratados com extrato etanólico de folhas de C. 

blanchetianus nas doses de 250 (B), 500 (C) ou 1000 mg (D) / kg por administração oral. Fígados: a veia 

centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e túbulos contorcidos. 

Pulmões: saco alveolar (As), visíveis. Baço: os linfonodos (Nd). Ampliação: 400 x. 

 

Na histopatologia do tecido renal de camundongos do grupo controle negativo 

(Figs. 4A e A) e tratados com EECB nas concentrações de 250 (Figs. 4B e 5B) e 500 

mg/Kg (Figs. 4C e 5C) revelou glomérulos com espaço de Bowman aparentemente 

normal e com homogeneidade em toda a lâmina com distribuição em toda zona 

cortical. Os túbulos proximal e distal e alça de Henle eram bem definidos com ausência 

de alterações morfológicas. Entretanto o grupo tratando com 1000 mg/kg de EECB 
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em machos (Fig. 4D) e fêmeas (Fig. 5D) apresentou glomérulos reduzidos com espaço 

de Bowman aumentado. 
 

Figura 7. Fotomicrografias representativas dos fígados, pulmões, rins, baço e coração dos 

camundongos fêmeas do controle (A) ou grupos tratados com extrato etanólico de folhas de C. 

blanchetianus nas doses de 250 (B), 500 (C) ou 1000 mg (D) / kg por administração oral. Fígados: a 

veia centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e túbulos contorcidos. 

Pulmões: saco alveolar (As), visíveis. Baço: os linfonodos (Nd). Ampliação: 400 × 

 

A análise histopatológica do baço, os camundongos machos do grupo controle 

negativo (Fig. 6A) e tratados em todas as concentrações de EECB (Figs. 6B-D) 

apresentaram arquitetura normal, com polpas vermelha e branca delimitadas e com 

dimensões normais. Tais achados também foram percebidos em fêmeas controle (Fig. 

7A) e tratados com EECB (Fig. 7B-D). Nos pulmões de grupos controle e tratados em 

todas as concentrações de EECB os septos alveolares, alvéolos e bronquíolos 

mantiveram sua integridade morfológica para ambos os sexos. Finalmente, nenhuma 

mudança foi observada no tecido cardíaco de camundongos machos e fêmeas em 

qualquer grupo. 

Após observado que a concentração de 250 mg/kg foi a concentração sem 

nenhuma alteração bioquímica ou hematológica que indique toxicidade, foi 

selecionado como dose máxima a não ser extrapolada nos testes de avaliação anti- 

inflamatória e antipirética. 
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Tabela 1. Parâmetros hematológicos de camundongos machos e fêmeas do grupo controle e dos grupos tratados diariamente por 

14 ou 28 dias com o extrato etanólico das folhas de Croton blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. 

 

 

Tratamentos 

      Parâmetros       

GV HTC Hb VCM HCM CHCM PLQ LEU SEG LIN MON BAS EOS 

 Machos              

 Controle 7,94±0,77 40,25±1,30 15,39±0,44 46,52±1,23 17,63±1,04 37,06±1,14 998,49±10,61 10,07±1,74 62,31±0,41 25,13±0,71 3,56±0,55 0,14±0,06 1,96±0,28 

 Extrato              

 250 mg/kg 7,07±0,65 41,28±1,78 16,44 ±0,65 44,28±1,40 17,84±0,60 36,87 ±1,14 1002,51±12,80 10,98±1,72 61,81±1,08 24,52±0,94 3,73±0,67 0,11±0,04 1,87±0,23 

 500 mg/kg 7,16±0,50 40,17±1,06 15,86±0,73 45,80±1,59 16,05±1,32 37,06±1,90 1003,50±11,28 11,07±1,34 62,27±1,10 25,36±0,75 3,26±0,72 0,10±0,04 1,87±0,19 

1
4
 d

ia
s

 

1000 mg/kg 7,01±0,41 40,87±1,85 15,90±0,66 46,98±1,42 16,99±0,84 36,90±1,03 995,42±14,06 8,38±0,09a 52,91±0,51a 31,73±0,53a 3,45±0,49 0,12±0,05 2,03±0,18 

Fêmeas              

 Controle 6,64±0,29 40,22±1,65 16,03±0,48 45,51±1,46 17,63±1,02 37,41±0,96 984,90±14,31 11,29±1,02 61,64±1,18 27,08±1,47 3,38±0,71 0,15 ±0,05 1,79±0,45 

 Extrato              

 250 mg/kg 6,79±0,17 41,74±1,11 16,02±0,76 46,16±2,84 18,14±1,24 37,56±0,88 990,61±12,66 11,33±1,44 62,02±1,88 26,42±1,66 3,46±0,56 0,16 ±0,05 1,77±0,44 

 500 mg/kg 6,41 ±0,16 40,94±1,41 16,46 ±1,07 45,10±3,33 17,40±2,01 36,75±0,77 978,32±13,28 10,92±1,22 60,46±2,58 26,17±1,79 3,50±0,65 0,16 ±0,02 1,69±0,50 

 1000 mg/kg 6,69 ±0,15 41,90±1,20 15,85 ±0,72 46,27±4,15 17,80±2,24 38,05±1,78 987,83±12,50 7,39±1,43a 51,62±2.24 33,15±2,88 3,45±0,88 0,18 ±0,08 1,55±0,41 

 Machos              

 Controle 7,53±0,67 41,26±0,41 15,55±0,34 44,12±0,27 17,53±0,34 38,03±0,51 915,61±12,52 10,07±0,74 72,31±0,41 25,13±0,71 2,56±0,55 0,02±0,01 1,65±0,20 

 Extrato              

 250 mg/kg 7,06±0,13 41,89±0,77 15,94±0,73 44,89±0,70 17,94±0,56 38,46±0,57 927,76±27,65 10,65±0,87 70,18±1,31 25,13±0,80 3,72±0,31 0,04±0,02 1,82±0,17 

 500 mg/kg 7,33±0,13 41,15±0,93 16,75±0,35 43,27±1,87 17,56±0,82 36,89±1,42 965,53±55,74 12,07±0,81 73,18±2,40 24,60 ±0,59 3,15±0,77 0,04±0,02 1,75±0,07 

2
8
 d

ia
s

 

1000 mg/kg 7,01±0,01 41,47±1,47 15,26±0,17 42,40±2,95 16,92±0,83 37,28±0,62 947,06±71,04 9,28±0,84b 60,27±7,84b 26,81±1,13a 3,50±0,45 0,09±0,08 2,07±0,34 

Fêmeas              

 Controle 7,54±0,19 41,22±0,65 16,41±0,55 45,23±0,16 17,88±0,27 37,31±0,18 987,83±11,18 11,29±1,02 70,34±0,18 24,38±0,57 2,28±0,65 0,02±0,01 1,76±0,03 

 Extrato              

 250 mg/kg 7,09±0,02 41,17±0,70 16,47 ±0,26 45,70±0,39 17,96±0,09 38,06±0,24 984,90±13,42 11,11±0,31 71,60±1,42 24,64±0,77 3,07±0,07 0,03±0,01 1,78±0,05 

 500 mg/kg 6,70±0,34 40,38±1,19 15,24±0,30 42,73±3,21 15,18±0,26 37,71±0,68 995,65±13,48 10,47±1,15 65,38±5,64 23,70±1,46 2,81±0,31 0,05±0,02 1,65±0,01 

 1000 mg/kg 6,42±0,45 42,53±0,11 14,76±0,17 40,46±1,77 16,54±0,14 38,08±2,21 981,50±12,32 8,95±0,23b 55,92±0,07b 26,95±1,09a 2,90±0,16 0,02±0,01 1,53±0,01 

GV: glóbulos vermelhos (106/mm3). HTC: hematócrito (%). Hb: hemoglobina (g/dL); VCM: volume corpuscular médio (%). HCM: hemoglobina corpuscular média (%). CHCM: 

concentração de hemoglobina corpuscular média (%). PLQ: plaquetas (103/mm3). LEU: leucócitos totais (103/mm3). SEG: leucócitos segmentados (%). LIN: linfócitos (%). MON: 

monócitos (%). BAS: basófilos (%). EOS: eosinófilos (%). Os valores estão expressos como média ± DP. a p < 0,05 em relação ao controle. b p < 0,01 em relação ao controle. 
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Tabela 2. Parâmetros bioquímicos do soro de camundongos machos e fêmeas do grupo controle e dos grupos tratados diariamente 

por 14 ou 28 dias com o extrato etanólico das folhas de Croton blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. 

 

Tratamentos Parâmetros 

  ALB ALT AST ALP GGT TP UR CRE BIL TC TG  

1
4
 d

ia
s

 

Machos             

Controle 2,51±0,25 69,40±0,42 89,20±2,30 9,71±0,39 8,85±0,24 10,98±0,20 0,37±0,09 0,27±0,08 0,39±0,03 140,30±5,11 109,2±5,35 

Extrato            

250 mg/kg 2,31±0,50 68,65±2,30 88,32±2,18 9,33±0,15 8,56±0,14 11,16±0 ,41 0,33±0,04 0,24±0,09 0,38±0,06 95,10±4,18a 80,13±1,7a 

500 mg/kg 2,44±0,08 67,92±1,07 88,25±2,08 9,20±0,16 8,89±0,71 10,79±0,30 0,36 ±0,12 0,29±0,04 0,41±0,06 95,67 ±4,32a 80,05±0,30a 

1000 mg/kg 2,41±0,03 60,87±0,65b 96,23±2,20b 9,27±0,12 8,62±0,40 10,83 ±0,24 0,35±0,01 0,25±0,03 0,39±0,03 94,80±4,89b 79,37±1,0b 

Fêmeas            

Controle 2,59±0,19 64,62±2,30 87,20±2,23 9,39±0,24 9,29±0,33 10,79±0,42 0,35±0,12 0,31±0,06 0,42±0,07 145,6±4,65 110,5±4,77 

Extrato            

250 mg/kg 2,35±0,17 65,03±2,65 89,88±2,70 9,41±0,39 9,52±0,43 10,96±0,48 0,40±0,06 0,38±0,09 0,43±0,06 93,84±1,64b 79,20±1,49a 

500 mg/kg 2,43±0,11 63,02±2,50 88,59±2,87 9,54±0,21 9,27±0,29 10,35±0,37 0,35±0,04 0,39±0,07 0,38±0,06 92,76±1,09b 80,00±1,59a 

1000 mg/kg 2,45±0,13 61,50±2,98 103,79±3,65b 9,47±0,19 9,68±1,68 10,95±0,98 0,36±0,05 0,35±0,10 0,42±0,02 95,11±0,92b 75,95 ±1,93b 

2
8
 d

ia
s

 

Machos            

Controle 2,41±0,20 69,40±2,42 92,4±2,33 9,90±0,34 9,83±0,40 10,98±0,19 0,37±0,07 4,27±0,40 0,39±0,03 140,3±4,11 119,3±5,45 

Extrato            

250 mg/kg 2,52±0,21 69,97±2,57 91,55±3,40 9,51±0,47 9,79±0,77 11,64±0,38 0,39±0,03 4,50±0,46 0,31±0,08 94,07±2,26b 76,09±4,83b 

500 mg/kg 2,34±0,17 69,95±2,65 99,24±3,40b 9,23±0,36 9,99±0,55 10,68±0,42 0,35±0,04 4,35±0,45 0,36±0,04 94,10±1,86b 77,39±3,04b 

1000 mg/kg 2,60 ±0,19 66,45±2,60 100,31±1,69b 9,17±0,34 9,82 ±1,68 10,80 ±0,20 0,36±0,05 4,52±0,69 0,35±0,04 95,05 ±3,27b 74,26±2,77b 

Fêmeas            

Controle 2,89±0,22 67,60±1,30 89,20±2,23 9,30±0,22 9,97±0,93 10,79±0,62 0,34±0,10 4,31±0,25 0,40±0,04 147,4±4,90 115,7±5,32 

Extrato            

250 mg/kg 2,66±0,25 68,92±1,12 90,66±2,13 9,40±0,36 9,41±1,04 10,83±0,57 0,32±0,06 4,33±0,16 0,44±0,05 92,52±1,31b 73,97±5,12b 

500 mg/kg 2,77±0,21 66,01±1,31 105,29±1,35b 9,27±0,29 10,01±1,21 11,15±0,70 0,37±0,07 4,25±0,18 0,39±0,06 93,47±1,39b 74,43±2,67b 

1000 mg/kg 2,68±0,22 64,17±1,43 120,23±1,56b 9,35±0,27 10,12±1,27 10,93±0,44 0,30±0,07 4,43±0,22 0,45±0,06 93,34±2,23b 72,35 ±2,61b 

ALB: albumina (g/dL). ALT: alanine aminotransferase (U/L). AST: aspartate aminotransferase (U/L). FAL: fosfatase alcalina (U/L); BIL: bilirrubina (mg/dL); GGT: 

gama glutamil transferase. PT: proteína total (g/dL). UR: ureia (mg/dL). CRE: creatinina (mg/dL), CT: colesterol total (mg/dL). TG: triglicerídeos (mg/dL). Os 

valores estão expressos como média ± DP. a p < 0,05 em relação ao controle. b p < 0,01 em relação ao controle. 
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O modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina é um 

ensaio padrão para avaliação de potenciais agentes anti-inflamatórios (CORDEIRO et 

al., 2016). O efeito anti-inflamatório do extrato das folhas de C. blanchetianus sobre o 

edema induzido por carragenina pode ser analisado na Figura 6. A injeção de 

carragenina resultou em aumento no volume das patas em todos os grupos, como 

esperado, porém o tamanho do edema foi significativamente (p < 0,05) menor em 

todos os grupos tratados com o extrato, bem como no grupo tratado com 

indometacina, desde a primeira hora após a injeção. Ao final do ensaio, 4 h após a 

injeção, os animais que foram tratados com 50, 100 e 200 mg/kg exibiram em média 

34,07%, 39,72% e 58,27% de inibição do edema, em comparação com o controle 

negativo. 

 

 
Figura 6. Volume da pata de camundongos do grupo controle (não-tratado) e dos grupos que foram 

tratados, previamente à injeção de carragenina, com o extrato etanólico das folhas de Croton 

blanchetianus a 50, 100 e 200 mg/kg ou com indometacina a 20 mg/kg. (*) p < 0,01 em comparação 

com o controle. 

Efeito anti-inflamatório também foi observado com extrato etanólico das folhas 

de Croton cajuara, que inibiu a formação do edema de pata em 59% na dose de 100 

mg/kg per os, além disso, foi observada a presença de altas concentrações de 

flavonoides, alguns foram identificados como catequinas, epicatequinas, kaempferol 

e quercetina, devido a essa elevada concentração, além de estudos anteriores, os 

autores correlacionam atividade anti-inflamatória com flavonoides (NASCIMENTO et 

al., 2017). 
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Além disso, tem sido relatado na literatura que certos flavonoides têm o efeito 

de inibir a liberação de histamina nos mastócitos e podem interagir diretamente com 

o sistema das prostaglandinas, como os anti-inflamatórios não esteroidais (WENG et 

al,. 2012, ARO et al., 2016). Ambreen e Mirza (2020) mostraram em seu estudo 

utilizando o teste de edema de pata induzido por carragenina que taninos isolados do 

extrato metanólico das folhas de Achyranthes aspera e Ocimum basilicum possuem 

atividades anti-inflamatória, reforçando assim o poder anti-inflamatório dos polifenóis. 

Com isso tende-se a considerar que as atividades mostradas pela C. blanchetianus 

provem da mesma classe de compostos 

A avaliação de uma possível ação antipirética do extrato foi realizada usando o 

modelo de febre induzida por levedura, que induz o processo a partir do aumento da 

produção de prostaglandinas (Saleem et al., 2015). Os resultados apresentados na 

Figura 7 mostram que, após 180 min, os camundongos tratados com doses de 100 e 

200 mg/kg apresentaram redução da temperatura corporal em comparação com o 

controle negativo. O controle positivo (dipirona) baixou a temperatura rapidamente 

após 30 min. 

 

 
Figura 7. Temperatura retal de camundongos em estado de febre induzida por levedura após a 

administração o extrato etanólico das folhas de Croton blanchetianus a 50, 100 e 200 mg/kg ou com 

dipirona a 100 mg/kg. 

 

A febre está intimamente ligada à inflamação, uma vez que a resposta febril 

visa potencializar as respostas de defesa do organismo, sendo mediada 
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principalmente por citocinas como IL-1 e TNF, no entanto, essas e outras citocinas, 

combinadas com substâncias pró-inflamatórias como as prostaglandinas, produzem 

diversas manifestações adversas, como sonolência, astenia, mialgia, lombalgia, 

artralgia e cefaleia (VOLTARELLI, 1994). 

No tratamento de reações inflamatórias, também é desejável tratar todos os 

outros sintomas desencadeados pela inflamação, razão pela qual a pesquisa sobre a 

atividade antipirética dos compostos é tão importante. Estudos realizados em plantas 

do gênero Croton e plantas ricas em polifenóis têm demonstrado atividade antipirética. 

Okokon e Nwafor (2010) mostraram em seu estudo que o extrato etanólico da raiz de 

Croton zambesicus é um potente composto com atividade antipirética, onde em doses 

de 87 mg /kg mostrou-se mais eficaz que o fármaco controle utilizado, o ASA 100 

mg/kg no teste de em pirexia induzida por anfetamina e levedura ratos. 

Sivakumar et al. (2008) relataram em seus estudos que o extrato metanólico de 

Croton roxburghii possui efeitos anti-inflamatórios e antipiréticos, assim como o extrato 

de folha de Croton sparsiflorus, onde sua fração alcaloide obteve atividade antipirética 

na dose de 50 mg/kg foi semelhante à do paracetamol (100 mg/kg), indicando que as 

plantas de Croton podem ser excelentes fontes desses agentes. (KUMAR et al., 2016). 

Como pôde ser verificado no presente estudo, o extrato etanólico de Croton 

blanchetianus apresenta propriedades anti-inflamatórias e antipiréticas, efeito este 

também descrito para plantas do mesmo gênero, além de plantas ricas em compostos 

fenólicos, principalmente flavonoides e taninos, devido a isso, podemos associar as 

atividades demonstradas a esses compostos. 

 
 

3.2.3 Conclusão 

 
 

A administração oral diária do extrato etanólico de folhas de C. blanchetianus 

por 14 e 28 dias, nas doses testadas, não causou óbitos nem induziu alterações 

fisiológicas e comportamentais de maior relevância em camundongos machos e 

fêmeas, porém foi observado aumento dos níveis séricos de transaminases, indicando 

a necessidade de cautela no uso prolongado. O extrato apresentou atividades anti- 

inflamatória e antipirética, bem como potencial hipolipemiante, o que estimula a 

continuidade dos estudos acerca da toxicidade quando do possível desenvolvimento 

de fármacos a partir dessa planta. 
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4 CONCLUSÃO 

 
 

Em ensaio de toxicidade aguda, o extrato etanólico das folhas de C. 

blanchetianus mostrou-se seguro em camundongos quando administrado por via oral, 

mas induziu algumas alterações hematológicas, bioquímicas e histológicas na 

administração intraperitoneal. Do ponto de vista genotóxico, o extrato não foi 

prejudicial por nenhuma das vias de administração. Na análise dos dados da 

toxicidade em doses repetidas, a administração oral diária de extrato etanólico de 

folhas de C. blanchetianus não resultou em alterações comportamentais ou óbitos de 

camundongos, porém foi observado aumento das transaminases nos grupos tratados 

por 4 semanas de 500 e 1.000 mg/kg, mostrando que o uso prolongado deve ser 

cauteloso. 

O extrato também proporcionou reduções significativas na dor neurogênica e 

inflamatória sem afetar a coordenação motora dos animais tratados. Além disso, 

apresentou atividade anti-inflamatória e antipirética relevante, possivelmente atribuído 

ao alto teor de flavonoides. 
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APENDICE A - ARTIGO 1 - Toxicity assessment and antinociceptive activity of 

an ethanolic extract from Croton blanchetianus (Euphorbiaceae) leaves 
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