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RESUMO

A presente dissertacdo determinou o perfil fitoquimico de extrato etandlico das folhas
de Croton blanchetianus, bem como avaliou a toxicidade aguda e subaguda e os
efeitos antinociceptivos, anti-inflamatdérios e antipiréticos do extrato em camundongos.
A analise fitoquimica foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), revelando a presenca de alcaloides,
acucares redutores, derivados cinamicos, flavonoides, saponinas, taninos
condensados, terpenos e esteroides. A toxicidade aguda foi avaliada pela
administracdo de dose Unica de 2.000 ou 5.000 mg/kg (per os ou i.p.). Ja a toxicidade
subaguda foi avaliada com doses diarias de 250, 500 e 1000 mg/kg durante 28 dias
por via oral. Para avaliagdo da genotoxicidade, foram utilizados os ensaios de
micronucleo e cometa. O extrato (50, 100 e 200 mg/kg por via oral) foi avaliado quanto
aos efeitos antinociceptivos e anti-inflamatérios. No ensaio de toxicidade aguda
nenhuma morte foi observada, mas niveis séricos aumentados de marcadores
hepaticos e renais, alteracdes hematoldgicas e histoldégicas no pulmao e rim foram
observados exclusivamente quando o extrato foi administrado via i.p. Na andlise da
toxicidade em doses repetidas o extrato ndo causou alteracdes comportamentais ou
Obito dos camundongos, porém foi observado aumento das transaminases nos grupos
tratados por 4 semanas a 500 e 1.000 mg/kg. A administracdo oral ndo resultou em
efeito genotdéxico nas células da medula 6ssea ou do sangue periférico. O extrato
apresentou atividades anti-inflamatéria, reduzindo edema de pata induzido por
carragenina em 42.97-63.24% nas doses de 50 a 200 mg/kg, e apresentou acéo
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 nimero de contor¢cbes
abdominais induzidas por acido acético em 47,16 a 88,81%, aumentou o tempo de
laténcia (até 2,13 vezes) no teste de imersdo 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 determinagcdo da seguranca e do

potencial farmacoldgico de folhas de C. blanchetianus.

Palavras-chave: Euphorbiaceae; analgesia; levantamento  toxicoldgico;
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 INTRODUCAO

As plantas tém desempenhado papel fundamental no desenvolvimento
humano, tanto como ingredientes de alimentos quanto na busca de estratégias para
o tratamento de doencas. Além disso, o conhecimento sobre plantas medicinais
muitas vezes simboliza o Unico recurso terapéutico para muitas comunidades e grupos
étnicos devido a falta de acesso e alto custo dos medicamentos alopaticos
convencionais (SHAW, 2010; SILVA; BIESKI, 2018).

As plantas medicinais foram o principal meio de tratamento de enfermidades
até a Revolucdo Industrial no século XIX, quando as inovag¢des tecnoldgicas
possibilitaram a producdo de medicamentos a base de drogas sintéticas em grande
escala (COSTA et al., 2015). Porém, as plantas permaneceram sendo utilizadas pela
populacdo, mas principalmente de forma empirica, seja pela caréncia de estudos
cientificos e toxicologicos ou pelo desconhecimento dos resultados desses estudos.
O crescente uso e comercializacao de plantas medicinais tem resultado na busca por
informacdes cientificamente comprovadas sobre sua seguranca e eficacia terapéutica
(KAUTZKY-WILLER et al., 2019; RIBEIRO et al., 2012).

Segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os fitoterapicos sao
produtos obtidos por meio de processos tecnicamente adequados, utilizando apenas
materiais vegetais, e tém finalidade preventiva, terapéutica, aliviadora ou para fins de
diagnéstico. Caracterizam-se também pela compreensao da eficacia e dos riscos da
sua utilizacdo, bem como da reprodutibilidade, estabilidade e qualidade. Nao se
considera medicamento fitoterdpico ou produto tradicional fitoterapico aqueles que
incluam na sua composi¢cao substancias ativas isoladas ou altamente purificadas,
sejam elas sintéticas, semissintéticas ou naturais e nem as associacdes dessas com
outros extratos, sejam eles vegetais ou de outras fontes, como a animal (BRASIL,
2014).

Dentre as plantas medicinais que sédo utilizadas popularmente, encontramos a
Croton blanchetianus, planta pertence a familia Euphorbiaceae. No Brasil, existem
300 espécies de Croton, que sdo conhecidas devido a diversidade de metabdlitos
secundarios produzidos. Por essas razdes, eles tém sido investigados cientificamente
para uma variedade de atividades bioldgicas (OKOKON; NWAFOR, 2010; SILVA et

al., 2010). Croton blanchetianus Baill, conhecida como "marmeleiro” (XAVIER et al.,
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2015), € um arbusto amplamente encontrado no nordeste do Brasil. Suas folhas e
casca sado utilizadas na medicina popular para o tratamento de inchagcos (NETO,
2011), distlrbios gastrointestinais, reumatismo, cefaleia (SA FIRMINO et al., 2019).
Preparacdes 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 etandlico obtido de suas folhas quanto ao
perfil fitoquimico e toxicidade aguda e subaguda em camundongos, verificando a taxa
de sobrevivéncia, comportamento, alteracdes histolégicas e parametros
hematoldgicos e bioquimicos. Foi ainda investigado o potencial genotoxico do extrato.
De posse das informacdes obtidas nos testes de toxicidade, foram entdo avaliadas as
atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e antipirética em doses consideradas

seguras.
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11 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar extrato etandlico de folhas de Croton blanchetianus quanto ao perfil
fitoquimico e toxicidade e atividades antinociceptiva, anti-inflamatéria e antipirética em

camundongos.

1.1.2 Objetivos especificos

- Determinar o perfil fitoquimico do extrato etandlico de folhas de C. blanchetianus.

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

- Investigar possivel efeito genotoxico do extrato em camundongos.

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

- Avaliar o efeito anti-inflamatorio 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 TEORICO

2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

O uso de plantas medicinais sempre esta presente em todos os periodos da
Historia, ndo sO pelo seu carater dietético, mas também por suas propriedades
biol6gicas. As primeiras civilizacfes sabiam desde cedo que algumas plantas contém
principios ativos que, quando testados no combate as doencas, revelam
empiricamente poder de cura (BADKE et al., 2011).

No Brasil, a Fitoterapia € um meio de tratamento que, em geral, atende as
necessidades de atengdo priméria a saude em diversos municipios, principalmente
nas regides mais pobres. Dentre os fatores que tém contribuido para a expanséo da
Fitoterapia, estdo os efeitos adversos das drogas sintéticas, preferéncias do
consumidor por tratamentos "naturais”, aumento da validacdo cientifica das
propriedades farmacologicas das plantas, desenvolvimento de novos métodos
analiticos de controle de qualidade, desenvolvimento de novas formas de preparacéo,
formulacdo e administracdo de produtos e custos relativamente baixos (SOUZA-
MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

A legalidade e a institucionalizagdo dos métodos médicos tradicionais
brasileiros de atencdo a saude tiveram inicio na década de 1980, principalmente a
partir da implantagéo do Sistema Unico de Salde (SUS). Posteriormente, de acordo
com a regulamentacdo promulgada pelo Ministério da Saude (MS) n® 971 (MS) em 03
de maio de 2006, foi formulada no SUS a Politica Nacional de Pratica Integral e
Complementar (PNPIC) com o objetivo de ampliar as opcdes de tratamento aos
usuarios do SUS. Entre essas opg¢les estavam as plantas medicinais, com garantia
de acesso aos fitoterapicos, com seguranca, eficiéncia e qualidade (BRASIL, 2006;
FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

Posteriormente, em 2008, foi criado o Programa Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF), tendo como objetivo garantir a populacdo brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o

uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da
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industria nacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Segundo dados do Ministério da
Saude, entre os anos de 2014 e 2018 foi registrada uma saida média de mais de 2
milhdes de produtos fitoterdpicos das unidades farmacéuticas de fitoterapicos da
Relac&o Nacional de Medicamentos Essenciais (Rename), mostrando o grande uso
de produtos registrados no Brasil.

Por fim, em 2014, foi aprovada a Resolu¢cdo do Conselho-RDC n° 26 (13 de
maio de 2014), que previa o registro de medicamentos fitoterapicos e o registro e

notificacdo dos fitoterapicos tradicionais.

2.2 Toxicologia dos fitoterapicos

Em comparagdo com as terapias tradicionais, a toxicidade dos medicamentos
feitos de plantas pode parecer insignificante, mas esse € um sério problema de saude
publica. As plantas medicinais podem causar reacdes indesejaveis pelos proprios
componentes, em decorréncia de interagbes com outros medicamentos ou alimentos,
e até relacionadas as caracteristicas do paciente (BALBINO; DIAS, 2010). O
diagnéstico errado, a identificacdo incorreta de espécies vegetais e 0 uso de métodos
nao tradicionais podem ser perigosos, podendo causar uma superdosagem,
tratamento ineficaz e reagdes adversas (MACHADO et al., 2014).

Os testes de toxicidade visam classificar as substancias do ponto de vista
toxicolégico, ao mesmo tempo em que fornecem informacdes sobre a forma correta
de uso, bem como as medidas preventivas e terapéuticas a serem tomadas em caso
de uso indevido, independentemente do tempo recomendado para uso em humanos.
Esses testes avaliam os efeitos fisioldgicos de substancias naturais ou quimicas
administradas em animais, e os dados desses estudos fornecem uma base importante
para a verificacdo clinica subsequente (VALADARES, 2006).

A partir do momento em que a legislacdo definiu fitoterapicos como
medicamentos, eles ficaram sujeitos a provas de eficacia e estudos de seguranca.
Sendo assim, sempre que se inicia um estudo com plantas medicinais ou produtos
fitoterdpicos 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 conducédo de estudos néo clinicos

de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica necesséarios ao desenvolvimento de
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medicamentos”. Essa compilacdo € baseada em documentos das agéncias Food and
Drug Administration (FDA), European Medicines Agency (EMA) e agéncias afins da
area 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 Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), buscando uma maior harmonizacdo com as regulamentacdes
internacionais (ANVISA, 2013).

Segundo dados do Sistema Nacional de Informacfes Toxico-Farmacoldgicas
(Sinitox), entre os anos de 2012 e 2013 ocorreram 2.332 casos de intoxicacao 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 o0 amplo conhecimento disponivel sobre as
plantas e seus potenciais medicinais, ainda existem varios casos de intoxicacao
(NUNES et al., 2017; SILVA; JUNIOR; MORAIS, 2018).

2.3 Toxicidade aguda

De acordo com o Ministério da Saude, no periodo 2013-2015 o uso de
fitoterapicos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) aumentou 161%. Um dos motivos
para esse aumento no uso de plantas medicinais e seus derivados € a crenga de que
"se € natural ndo faz mal"; porém, isso é um mito (ANVISA, 2016). Dependendo da
dose, as plantas podem causar reac6es como intoxicacdo, nausea, irritacdo, inchaco
(edema) e até morte, como qualquer outra droga (BONIL; BUENO, 2009).

Os testes de toxicidade s&o essenciais para a triagem de medicamentos em
desenvolvimento a fim de identificar os perigos potenciais da substancia em estudo e
caracterizar seus efeitos. A maioria dos testes de toxicidade séo realizados em
animais de laboratorio, ja que existe a possibilidade de definir de forma clara a
composicdo genética e a possibilidade de exposicdo e tempo controlado, além da
possibilidade de um exame detalhado de todos os tecidos apds a dissec¢do (AROME;
CHINEDU, 2014).

Dentre o0s ensaios realizados, encontramos o teste de toxicidade aguda, no qual
0s animais recebem uma Unica uma vez o produto em estudo ou, ocasionalmente, em

doses divididas ao longo de um periodo ndo superior a 24 horas. O teste pode estimar
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e avaliar preliminarmente a toxicidade de compostos fitoterapicos e fornecer
informacdes sobre o0s riscos a salude da exposicao de curto prazo por meio de canais
selecionados. (ANVISA, 2013). O teste fornece também um parametro denominado
dose letal de 50%, mais conhecido como DLso. A DLso € um parametro estatistico e
representa a probabilidade de que a dose cause um efeito letal em metade da
populacao animal testada (PIERRE et al., 2019).
E possivel classificar o nivel de toxicidade dos compostos através da DLso em 6 niveis
de toxicidade (ROSSIANA et al., 2020), mostrados na tabela abaixo:

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

Nivel Classificacéo Faixa
1 Extremamente toxico DLso <1 mg/kg
2 Altamente toxico 1 mg/kg < DLso < 50 mg/kg
3 Moderadamente toxico 50 mg/kg < DLso < 500 mg/kg
4 Ligeiramente tdxico 500 mg/kg < DLso < 5000 mg/kg
5 Quase nao toxico 5.000 mg/kg < DLso < 15.000 mg/kg
6 Inofensivo DLso = 15.000 mg/kg

O ensaio de toxicidade aguda fornece informacfes sobre o potencial de
toxicidade aguda em humanos, pois é possivel fazer uma estimativa de doses agudas
seguras para humanos, além de apontar érgaos-alvo potenciais para toxicidade, curso
de tempo de observagdes clinicas induzidas por drogas, além da dosagem apropriada
para estudo de toxicidade de dose repetida. Com essas informacdes € possivel prever
as consequéncias de uma situacdo de overdose humana. A avaliacdo prévia da
toxicidade aguda pode ser importante para indicacbes terapéuticas em que as
populacdes de pacientes estdo em risco aumentado de superdosagem, por exemplo,
depressao, dor e deméncia (COLERANGLE, 2017).

Para o teste de toxicidade aguda, a Organizacdo para a Cooperacdo e
Desenvolvimento Econdomico (Organization for Economic Cooperation and
Development; OECD) recomenda o uso de camundongos ou ratos fémeas e um
namero de trés animais em cada estagio do experimento, onde a auséncia ou

presenca de morte dos animais tratados determina a necessidade de etapas
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adicionais (Figura 1). Além disso, a administracao oral € mais recomendada e a dose

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

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

Figura 1: Orientacdes da Organizacdo para a Cooperacgdo e Desenvolvimento Econémico para

avaliacé@o da toxicidade oral aguda de produtos quimicos
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Fonte: OECD, 2002.

2.4 Toxicidade subaguda (doses repetidas)

Os estudos de toxicidade utilizando doses repetidas sdo essenciais para a
avaliagdo quantitativa do risco de substancias quimicas. Esses estudos sé&o
conduzidos para avaliar os potenciais efeitos adversos de um medicamento por um
periodo mais longo e a duracdo, em qualquer ponto do desenvolvimento pré-clinico,
deve em principio ser igual ou exceder a duracdo dos ensaios clinicos em humanos,
até a duragdo maxima recomendada (COLERANGLE, 2017).

Estudos de toxicidade utilizando doses repetidas séo realizados para avaliar os
possiveis efeitos colaterais de um novo medicamento apés 2 a 4 semanas de
tratamento. Eles sao realizados como estudos limitativos para selecionar os niveis de

dose a serem usados em estudos subsequentes de toxicidade subcronica e cronica.
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Os estudos de toxicidade subaguda podem apoiar 0os ensaios clinicos iniciais e sao
projetados para avaliar a progresséo e regresséao do trauma induzido por drogas, mas
geralmente sao insuficientes para identificar quaisquer efeitos colaterais que podem
ocorrer durante o uso clinico de longo prazo (HAYES; WANG; DIXON, 2020). Além
disso, os estudos fornecem informacdes sobre as caracteristicas gerais da toxicidade,
tais como a toxicidade para oOrgaos-alvo especificos, a relacdo dose-resposta,
respostas a metabdlitos toxicos formados no organismo, respostas retardadas, efeitos
cumulativos e informagdes sobre reversibilidade e irreversibilidade do efeito
(CAVAGNARO, 2010).

De acordo com as diretrizes da OCDE, é recomendavel usar ratos para o teste,
mas outros roedores também podem ser usados. Para evidenciar a diferenga no nivel
de efeitos téxicos, devem ser utilizadas trés 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 fémeas. A substancia em estudo deve ser administrada por via
oral, seja por gavagem, na dieta ou na agua de beber. O modo de administragdo
depende das propriedades fisicas e quimicas do produto em estudo (OECD, 2008).

2.5 Dor

Uma das formas de definicdo de dor mais completa € a da Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IAPS) que a descreve como “uma experiéncia
sensorial e emocional desagradavel associada a dano real ou potencial ao tecido, ou
descrita em termos de tal dano”. A dor € um mecanismo biolégico de transducgéo de
sinal causado por estimulos nocivos do ambiente externo ou interno, com a funcéo de
restaurar a homeostase, ativar reacdes e induzir comportamentos preventivos,
restaurando ou limitando os danos (LENT, 2010). A dor, sendo uma experiéncia
subjetiva, inclui um forte componente cognitivo e emocional ou afetivo (SILVA; FILHO,
2011).

Receptores da dor, ou nociceptores, s&do terminagdes nervosas livres,
amplamente presentes em todos os tecidos e 6rgaos, como camadas superficiais da
pele, na parede que reveste a luz dos 6rgéos, no parénquima de 6rgaos solidos, nas
paredes das artérias e veias, nos 0ssos e nas articulagdes (GUYTON; HALL, 2011;

LENT, 2010). A dor é iniciada a partir de um estimulo nociceptivo, que ativa ou
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sensibiliza os nociceptores (SANDKUHLER, 2009), gerando um potencial de ag&o que
se transmite pelo neurdnio periférico até a medula espinhal onde o sinal é transferido
para o segundo neurbnio e a seguir para regides superiores do sistema nervoso
central (GUYTON; HALL, 2011; LENT, 2010).

Quanto ao limiar de duracdo, a dor pode ser classificada como aguda ou
cronica. A dor aguda ou rapida é caracterizada por pontualidade, limitacédo e deixa de
existir quando o estimulo em desenvolvimento desaparece. A dor crénica ou lenta
persiste por um longo tempo, associada a alteragdes fisioldgicas cronicas e alteracbes
no padrdo de transmissdo neuronal (GARLAND, 2012). Um processo inflamatério
envolve mediadores inflamatdrios e/ou provoca uma leséo que ativa ou sensibiliza os
nociceptores locais. Diferentes mediadores nociceptivos como a endotelina,
substancia P, prostaglandinas e aminas simpatomiméticas sensibilizam diretamente
0s nociceptores (YU et al., 2013).

Dentre os varios métodos de tratamento da dor, o uso de plantas medicinais
ainda é muito frequente. Mesmo havendo varias drogas sintéticas disponiveis, as
pessoas ainda usam sua experiéncia e conhecimento para tratar algumas
enfermidades (RIBEIRO; MELO; BARROS, 2016). Plantas como a hortela (Mentha
spicata), embora os principais beneficios sejam o alivio de gases e inflamacgdes
estomacais, também tem um interessante efeito analgésico que pode diminuir a dor
gastrica e outras doencas associadas (SALEHI et al., 2018). Além de ser usada como
tempero para dar sabor e aroma agradaveis, a canela (Cinnamomum zeylanicum) tem
efeito analgésico que pode diminuir dores musculares, céibras e espasmos, sendo
utilizada normalmente como infusdo das cascas (SA et al., 2017). Cordeiro et al.
(2016) demonstraram que extrato metandlico feito da casca de Croton urucurana tem

atividade analgésica, reforgcando o conhecimento popular.

2.6 Inflamacéao

A inflamacao € um mecanismo de defesa ou resposta protetora do corpo contra
danos fisicos (por exemplo, trauma mecanico, radiacao, calor, frio), agentes quimicos
e/ou microrganismos (CRUVINEL et al., 2010). No processo de inflamacéao, células
competentes da resposta imunoldgica sdo ativadas e atuam para promover a

inativagao e/ou destruicdo dos microrganismos invasores, remogéo de substancias
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irritantes e antigenos proteicos, além de iniciar a reparacdo tecidual. Quando o
processo reparatorio se completa, naturalmente os sinais de inflamacéo desaparecem
(FLOWER; PERRETTI, 2005).

A inflamacéo envolve dois estagios: a fase aguda e a fase cronica. Na fase
aguda iniciam-se os eventos cardinais com envolvimento da resposta imune inata.
Este tipo de inflamacéo persiste apenas por um curto periodo e € normalmente
benéfica para o hospedeiro. Se a inflamacdo persistir por um longo periodo, é
desencadeada a segunda fase da inflamag¢do ou inflamacgédo crénica, que pode
predispor o hospedeiro a uma série de doencas crbénicas (REUTER et al., 2010).
Sendo assim, acredita-se que intervencdes no processo inflamatorio sejam um
potencial alvo terapéutico para reduzir o risco de certas doencas e incapacidades
(BEAVERS; BRINKLEY; NICKLAS, 2010).

Durante a reacao inflamatoria aguda, ocorre um processo quimiotatico, quando
0os leucécitos migram através de sinais para o local onde ocorre 0 processo
inflamatorio. Essas células desempenham um papel fundamental no desenvolvimento
de processos inflamatorios, liberando moléculas soluveis chamadas citocinas,
principalmente interleucinas 1 e 6 e fator de necrose tumoral (TNF-a). A migracao de
leucécitos envolve um mecanismo rigido para regular a adesdo dessas células ao
endotélio e subsequente migracéo para tecidos danificados. Esse mecanismo envolve
a expressdo de diferentes moléculas solluveis e de adesao, incluindo selectina e
integrina, quimiocinas e oxido nitrico (CRUVINEL et al., 2010).

Existem varios meios de realizar estudos para descoberta de novos compostos
com acao anti-inflamatéria. Dentre eles, os modelos in vivo podem ser considerados
a melhor ferramenta de pesquisa porque ndo existe outro método que possa estudar
simultaneamente as células e mediadores que interagem durante a inflamacgéo. Além
disso, camundongos knock-out podem ser utilizados para compreender a funcao
especifica de receptores dentro de populacdes celulares selecionadas (KNAPP,
20009).

Dos diferentes protocolos do estudo in vivo, podemos citar os modelos
induzidos por agentes flogisticos como por exemplo carragenina, dextrano, histamina
e acido araquidodnico, que sdo bastante utilizados em estudos pré-clinicos (MARTINS
etal., 2017; SANTOS et al., 2019). Estudos realizados com esses modelos fortalecem

a literatura com informacdes sobre atividade anti-inflamatorias de diversos compostos,
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entre eles plantas de uso popular, como é o caso o 6leo essencial de folhas de Croton,
rhamnifolioides, que demonstrou atividade anti-inflamatoria em doses de 25 mg/kg
(MARTINS et al., 2017).

2.7 O género Croton

O género Croton pertence a familia Euphorbiaceae, que inclui cerca de 1.300
espécies de arvores, arbustos e gramineas, sendo amplamente distribuida nas
regibes tropicais e subtropicais do mundo. Na Africa, Sul da Asia e América do Sul,
muitas espécies de Croton tém sido usadas como remédios caseiros para tratar muitas
doencas, incluindo dor abdominal, abcessos, inflamacéo e maléria (XU; LIU; LIANG,
2018). No Brasil, cerca de 300 espécies desse género sdo descritas, incluindo ervas,
subarbustos e arvores, a maioria das quais sao encontradas em vegetacao aberta ou
floresta seca, mas também em florestas umidas. Na Caatinga, sdo encontradas 68
espécies de Croton, das quais 21 sdo exclusivas (SILVA et al., 2010).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados com as espécies de
Croton, motivados pela variedade de efeitos farmacoldgicos do género, como por
exemplo, atividades antinociceptiva (CARMEN et al., 2016), anti-inflamatoéria
(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2018) e gastroprotetora (VIDAL et al., 2017). As espécies
de Croton sédo plantas ricas em Oleos essenciais e estudos mostraram que esses 6leos
possuem efeitos anti-inflamatorio, antioxidante, antimicrobiano, entre outros (SILVA et
al., 2010).

Dentre as varias 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 célicas
intestinais. Estudos mostraram que essa planta possui acdo antioxidante,
antimicrobiana e antiparasitaria (AGUIAR et al., 2012; SILVA et al., 2016; LIMA et al.,
2016). Outra espécie que podemos citar € Croton jacobinensis (sinbnimo: Croton
sonderianus Mull.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, alcaléides e

flavondides. Estudos recentes mostram
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gue seu Oleo essencial possui efeitos citotoxicos e antifungicos (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 dimensdes variaveis até 6 m de altura (Figura 2A),
ramificado, de folhas simples (Figura 2B), eliptico-ovais e peludas, com aroma de 6leo
de pinho, dotadas de grandes estipulas, principalmente nos ramos jovens. €&
encontrado nas regifes semiaridas do Brasil (ALVES et al., 2014). Existem alguns
sinbnimos botanicos, como Croton alagoensis Mull. Arg, Croton micranthus Mull. Arg.
e Oxydectes blanchetiana (Baill.) Kuntze (FLORA DO BRASIL, 2020).

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

Fonte: Autoria propria

C. blanchetianus é muito utilizada pela populacéo rural, principalmente para a
producdo de lenha e a construcdo de cercas para pequenos animais. Suas folhas e
casca sao utilizadas como remédios populares para tratar doencgas gastrointestinais,
reumatismo e dores de cabeca (MELO et al., 2013). AQUINO et al., (2017) mostraram
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0 potencial antioxidante do extrato etandlico das folhas. Atividade antimicrobiana foi
descrita por Melo et al., (2013), que detectaram atividade do 6leo essencial das folhas
frente as bactérias Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes e Salmonella
enterica. Outro estudo mostrou que diterpenos isolados de C. blanchetianus tém
efeitos antibidticos, que inibem a formacdo de biofiime e erradicam biofilmes pré-
formados de Streoptococcus mutans e Streptococcus parassanguinis (SA FIRMINO

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

3.1 ARTIGO 1 - Avaliacao de toxicidade subaguda e atividades anti-inflamatéria

e antipirética do extrato etandlico de folhas de Croton blanchetianus

Anderson Felipe Soares de Freitas?, Ramona Winder?, Matheus Ferreira Nascimento?,
Weéndeo Kennedy Costa?, Patricia Maria Guedes Paiva?, Alisson Macario de Oliveira?,

Thiago Henrique Napoledo?

aDepartamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

RESUMO
roton blanchetianus Baill, conhecido como "marmeleiro”, € um arbusto amplamente
encontrado no nordeste do Brasil, sendo suas folhas e casca utilizadas na medicina
popular para o tratamento de inchacos, distlrbios 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 as atividades antipirética e anti-
inflamatodria. A administragdo oral diaria do extrato etandlico de folhas de C.
blanchetianus por 14 e 28 dias, nas doses testadas, ndo causou Obitos nem induziu
alteracOes fisiologicas e comportamentais de maior relevancia em camundongos
machos e fémeas, porém foi observado aumento dos niveis séricos de transaminases,
indicando a necessidade de cautela no uso prolongado. A histologia ndo mostrou
alteracdes no figado, porém, foi possivel observar alteracdes nos rins, onde 0s
glomérulos reduzidos com espaco de Bowman aumentado O extrato apresentou
atividades anti-inflamatoéria, obtendo uma inibicdo do edema em 34,07%, 39,72% e
58,27% quando tratados com 50, 100 e 200 mg/kg do extrato etandlico de C.
blanchetianus em comparacao 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 possivel desenvolvimento

de farmacos a partir dessa planta.
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Palavras-chave: Euphorbiaceae; levantamento toxicoldgico; flavondides.

3.2.1 Introducéo

As plantas estéao presentes de diferentes formas em nosso cotidiano, seja para
o tratamento de doencas ou como fontes de alimento. Pesquisas mostram que cerca
de 80% da populagdo mundial possui a medicina popular como principal método de
atencdo a saude (YANG et al.,, 2019). Pesquisas com plantas de uso popular
constituem excelente método na busca de novos compostos para a producdo de
novos medicamentos (CALIXTO, 2019). Porém, muitas plantas séo utilizadas sem
gualquer base cientifica e avalia¢cdes de toxicidade, o que tem levado a preocupacdes
crescentes sobre a seguranca e eficacia de seu uso (CESARIO et al., 2019; YUJING
et al., 2020).

A inflamacdo € um mecanismo de defesa que envolve uma combinacdo de
fatores moleculares (como citocinas, O6xido nitrico, prostaglandinas e outros
mediadores) que pode ser desencadeado por patdgenos, estresse ou danos aos
tecidos. O objetivo da reacao inflamatdria € eliminar o estimulo induzido da resposta
e iniciar a recuperacdo local do tecido, no entanto, a inflamacdo pode ser
potencialmente prejudicial porque suas manifestagbes podem causar danos ao
proéprio organismo, as vezes mais prejudicial do que a propria substancia nociva, como
na artrite reumatoide (CRUVINEL et al., 2010, ANTONELLI; KUSHNER, 2017). O
tratamento convencional de vérias condi¢des inflamatérias geralmente envolve o uso
de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), que séo eficientes, mas tém efeitos
adversos que podem causar complicacdes cardiovasculares, renais e
gastrointestinais (JAJA-CHIMEDZA et al, 2017).

Na busca de alternativas de farmacos anti-inflamatorios, diversas plantas vém
sendo estudadas, dentre elas algumas pertencentes ao género Croton (familia
Euphorbiaceae). No Brasil, existem cerca de 300 espécies desse género, as quais
sdo conhecidas devido a diversidade de metabdlitos secundarios produzidos. Por
essas razoes, elas tém sido investigadas cientificamente quanto a uma variedade de
atividades biolégicas (AQUINO et al, 2017; SOUZA et al., 2020). Croton blanchetianus
Baill, conhecido como "marmeleiro”, € 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 inchacos (NETO, 2011), disturbios gastrointestinais, reumatismo e
cefaleia (FIRMINO et al., 2019). Essa planta é rica em diterpenos, flavonoides e outros
compostos fendlicos e o seu 6leo essencial ja foi descrito atividades anti-inflamatoria,
antimicrobiana e gastroprotetora (MELO et al., 2013; GARCIA DIAZ et al., 2019).

Em estudo anterior, foi demonstrado que extrato etanolico das folhas de C.
blanchetianus n&o 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 as atividades antipirética

e anti-inflamatoria.

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
municipio de Santa Terezinha, Pernambuco (07°22°40” S, 37°28'48” W). O acesso foi
registrado (AEC4F6E) no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen). Um exemplar (n°® 93.062) foi
depositado no herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA).

3.2.2.2 Preparacéo do extrato

O extrato foi preparado como descrito por Freitas et al. (2020) O p6 das folhas
secas foi utilizado para preparar o extrato etandlico (EECB) por turbo extracdo (3 ciclos
de 30 s com intervalo de 4 min), na proporcao de 10% (p/v), utilizando etanol: agua
(1:1, v/v). O extrato foi seco em um Mini Spray Dryer LM MSDi 1.0 (LabMaq do Brasil,
Ribeirdo Preto, Brasil) e dissolvido em solugéo salina a 0,9% (p/v) para realizagdo dos
ensaios. Freitas et al. (2020) relataram a presenca de alcaloides, terpenos/esteroides,

acidos cinamicos, taninos condensados, saponinas e acucares redutores nesse
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extrato, bem como determinaram, por HPLC, contetdos de 0,195%, 0,114% e 0,852%

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

3.2.2.3 Animais

Camundongos Swiss machos e fémeas (Mus musculus), com 50 dias de idade
e pesando 30-40 g, foram obtidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Asami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram
utiizados nos ensaios apds uma semana de adaptacdo no Laboratério de
Experimental Animal do Departamento de Bioquimica da UFPE. Os camundongos
foram alojados em temperatura de 22 °C, com ciclo claro: escuro de 12:12 e acesso
ad libitum a racao (Purina, Nestlé Brasil Ltda., Brasil) e agua. Todos 0s experimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFPE (processo n°
0037/2019).

3.2.2.4 Ensaio de toxicidade utilizando doses repetidas

O estudo de toxicidade oral em doses repetidas seguiu as recomendacdes do
protocolo 407/2008 da Organizagéo para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico
(OCDE, 2008), com algumas modificacbes descritas por Oliveira et al. (2019).
Camundongos machos e fémeas (10 por grupo experimental, sendo 5 animais de
cada sexo) foram divididos em um grupo controle (solucéo salina 0,9% per os) e
grupos tratados com extrato de C. blanchetianus (250, 500 ou 1.000 mg/kg per 0s), e
tratados diariamente por 14 dias ou 28 dias consecutivos. Durante o protocolo
experimental, os animais foram observados diariamente quanto a sinais
comportamentais e ocorréncia de 6bito. O ganho de peso e 0 consumo de agua e
ragcéo foram registrados semanalmente. No 15° ou 29° dia, os animais foram mantidos
em jejum de 8 horas e anestesiados utilizando cetamina (90mg/kg) e xilazina (5mg/kg)
(i.p.), para realizacao de puncéao da veia cava inferior e coleta de sangue para analise
de parametros bioquimicos e hematolégicos. Os 6rgéos internos foram avaliados

macroscopicamente, pesados e em seguida processados para analise histolégica.

3.2.2.5 Andlises hematoldgicas e bioquimicas
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A coleta do sangue foi realizada em dois tubos: 1 mL foi coletado usando um
tubo de contendo &cido etlienodiaminotetracético (EDTA) para as analises
hematoldgicas e a outra parte foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 min para obtencao
do soro para as analises bioquimicas. Nas analises hematoldgicas, usando um
analisador automatico (ABC Vet, Montpellier, Franca) e microscopio optico (NIKON
Eclipse E-200, Japao), foram analisados os seguintes parametros: glébulos vermelhos
(GV), hematdcrito (HTC), hemoglobina (Hb), volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular
média (CHCM), plaquetas (PLQ), leucdcitos totais (LEU), leucdcitos segmentados
(SEG), linfécitos (LIN), mondcitos (MON), baséfilos (BAS) e eosindfilos (EOS). Nas
andlises bioquimicas, foram determinados os niveis de albumina (ALB), alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL),
bilirrubina (BIL), gama glutamil transferase (GGT), proteina total (PT), ureia (UR),
creatinina (CRE), colesterol total (CT) e triglicerideos (TG), utilizando kits especificos
(Labtest Diagnésticos, Lagoa Santa, Brasil) e um analisador COBAS Mira Plus (Roche

Diagnostics Systems, Basel, Suica).

3.2.2.6 Andlise histologica

Figado, rim, baco, pulmdo e coracdo dos animais dos grupos controle e
tratados foram cortados e imersos em formalina tamponada (10%) para fixagdo por
24 h. Em seguida, foram desidratados em etanol, diafanizados em xilol e incluidos em
parafina. As segdes (5 ym) foram montadas em laminas, coradas com hematoxilina-
eosina e montadas com laminulas. As laminas preparadas foram analisadas em

microscopio éptico (NIKON Eclipse E-200, Jap&do) com aumento de 200x ou 400x.

3.2.2.7 Ensaio de atividade anti-inflamatoéria

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), solucdo salina 0,9%
(controle) ou indometacina (20 mg/kg), todos administrados por via oral. Apos 1 hora,
carragenina a 2% (p/v) foi injetada (15 pL) na regido subplantar da pata direita do
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camundongo. Na pata esquerda, foram injetados 15 pL de solucao salina a 0,9%. O

volume das patas foi medido com um paquimetro apés 1, 2, 3e 4 h.

3.2.2.8 Ensaio de atividade antipirética

A investigacdo 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 a injecdo subcutanea de Saccharomyces cerevisiae (1
mL/100 g de peso corporal; suspensdo a 15%, p/v, em solucdo 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 solucéo salina 0,9% (controle), extrato
(100, 200 ou 400 mg/kg, per 0s) ou dipirona 100 mg/kg per os (controle positivo). As
temperaturas retais foram registradas em termémetro digital 30, 60, 90, 120 e 180 min

apos o tratamento.

3.2.2.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média das repeticdes + desvio padrao
(DP). Foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni para

comparacdes multiplas. Um valor de p <0,05 foi adotado como nivel de significancia.

3.2.3 Resultados e discussao

Estudos toxicologicos prolongados sdo extremamente valiosos na
determinacao da seguranca de produtos naturais, permitindo avaliar a repercussao a
longo prazo (YUJING et al., 2020). Uma vez que o extrato etandlico de folhas de C.
blanchetianus ja foi avaliado quanto a toxicidade aguda (FREITAS et al.,, 2020),
passou-se entdo para a etapa de avaliacdo de toxicidade a médio prazo, utilizando
doses repetidas, cujos resultados séo descritos no presente trabalho.

Os camundongos machos e fémeas que receberam o extrato de C.
blanchetianus a 250 mg/kg e os machos que receberam a dose de 500 mg/kg nao

apresentaram alteracdes comportamentais ao longo do estudo, semelhantemente ao
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grupo controle. Ja os camundongos fémeas 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 periodo de 15-30 min apds a administracdo. No entanto,
esses sinais ndo foram mais observados apos esse periodo.

Nenhuma morte foi observada nos grupos tratados diariamente por 14 ou 28
semanas. Na primeira semana de tratamento os houve reducdo de peso nos grupos
de 500 e 1000 mg/kg dos machos e nas fémeas tratadas com 1000 mg/kg, nos outros
grupos houve uma pequena reducdo na meédia de peso dos animais, porém, nao foi
estatisticamente significante; na segunda semana ocorreu uma reducdo na média do
peso das fémeas tratadas com 500 e 1000 mg/kg, porém, apenas estatisticamente
significante no grupo de 1000 mg; em relagdo aos machos, foi observado uma
recuperacao no peso em comparacao a semana anterior (Figura 1A e 1B). A tendéncia
de recuperacao de peso continuou a ser observada nos camundongos machos na
terceira e quartas semanas de tratamento, enquanto as fémeas permaneceram com
a tendéncia de diminuicdo do peso, ocorrendo uma reducédo significativa na quarta
semana em todos os grupos tratados (Figuras 1C e 1D).

Esses dados estéo fortemente relacionados ao consumo de alimentos (Figura
2): nos grupos tratados com o extrato por 14 ou 28 dias, os grupos de fémeas
apresentaram diminuic¢ao significativa no grupo de 1000 mg (p < 0,05) no consumo de
alimentos a partir da segunda semana, também foi observado essa reducéo no grupo
de 500 mg na ultima semana de tratamento (Figura 2A e 2C), enquanto camundongos
machos mostraram uma diminuicdo da ingestdo de racdo nas duas primeiras
semanas, seguidas por aumento gradual no consumo de alimentos na terceira e
guarta semana (Figura 2B e 2D). Na andlise do consumo de agua, nao foram
observadas alteracdes nos grupos tratados tanto por 14 dias (Figuras 3A e 3B) ou 28
dias (Figuras 3C e 3D).

No geral, as mudancas no ganho de peso em camundongos refletem a
toxicidade apdés a exposicdo a substancias toxicas. As alteracdes de peso sao
indicadores de efeitos adversos de drogas e produtos quimicos e serao significativas
se a perda de peso exceder 10% do peso corporal inicial (Teo et al., 2002). Ao final
dos 28 dias foi observado uma reducao de 7,06%, 10,16% e 13,85% nos grupos das
fémeas de tratadas com 250, 500 e 1000 mg/kg respectivamente, ja nos machos a
reducéo 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 alteracdo no grupo das fémeas

provavelmente devido a sua maior sensibilidade reportada na literatura.
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Figura 1. Peso corporal (g) de camundongos machos e fémeas do grupo controle e dos grupos tratados
diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etandlico das folhas de Croton

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

A avaliagdo dos parametros hematolégicos tem alto valor preditivo de
toxicidade, pois o sistema hematopoiético € um dos alvos mais sensiveis a
substancias quimicas (OLIVEIRA et al., 2019; YUJING et al., 2020). Os resultados da
analise hematoldgica sdo apresentados na Tabela 1. Para ambos os sexos, ndo houve
alteracdes significativas (p > 0,05) no numero de eritrécitos, hematdcrito,
hemoglobina, VCM, HCM e CHCM em todos 0s grupos que receberam o extrato, bem
como no namero de leucécitos nos grupos tratados com 250 e 500 mg/kg por 14 e 28

dias em ambos 0s sexos.
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Figura 2. Consumo de racdo por camundongos machos e fémeas do grupo controle e dos grupos
tratados diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etandlico das folhas de Croton
blanchetianus a 250, 500 e 1000 mg/kg. Os valores s&o expressos como média + DP. * P < 0.05, ** P
<0.01.

Em contraste, uma diminui¢do significativa no numero total de leucocitos foi
observada nos animais machos e fémeas tratados com 1.000 mg/kg por 28 dias.
Porém, a porcentagem de linfécitos segmentados, mondcitos, basofilos e eosinofilos
foi semelhante ao controle (Tabela 1).

Os resultados das analises bioquimicas do soro dos animais sdo 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 niveis 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 0S sexos
nos tratamentos a 500 e 1.000 mg/kg. Uma reducéo significativa nos niveis de CT e
TG foi observada nos tratamentos com todas as doses do extrato por 14 ou 28 dias,

em animais de ambos 0s sexos.
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Figura 3. Consumo de agua por camundongos machos e fémeas do grupo controle e dos grupos
tratados diariamente por 14 dias (A e B) ou 28 dias (C e D) com o extrato etandlico das folhas de Croton

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

Os dados da literatura indicam que as alteracdes hepaticas causadas por certas
plantas podem ser graves, como € o0 caso atividade antimitdtica do Symphytum
officinallis (Confrei), que ocorre nas células do figado, fazendo com que o citoplasma
se expanda sem divisdo nuclear, transformando as células do figado em células
gigantes. Conforme as células morrem, elas sédo substituidas por tecido conjuntivo
fibroso e o figado gradualmente se torna insuficiente (LIMA, 2009). Alteracbes nos
niveis de ALT e AST séo sugestivas de dano hepético (Bertolami, 2005), sendo o nivel
de AST um parametro mais sensivel (Zanardo et al., 2013).

Como visto, todos os animais tratados com o extrato apresentaram diminuicao
dos niveis associados ao perfil lipidico, o que pode estar relacionado com o efeito
hipolipidémico relatado para flavonoides (JADHAV, PUCHCHAKAYALA, 2012) e para
plantas do género 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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reducao significante dos niveis de glicose, triglicérides e colesterol (RODRIGUES et
al., 2010).

A avaliacdo histopatoldgica dos figados de camundongos no grupo controle
negativo (Fig. 6A) mostrou regularidade nos cordfes de hepatocitos e espaco de
Disse bem definido. As veias centrolobulares apresentaram calibre usual com raras
células vermelhas. Semelhantemente, os grupos tratados com EECB (Figs. 6B-D)
apresentavam hepatoécitos com morfologia poligonal e citoplasma granular e auséncia

de alteracdes.

Machos Figado Rim Baco Pulmao Coragao

Figura 6. Fotomicrografias representativas dos figados, pulmdes, rins, baco e coracdo dos
camundongos machos do controle (A) ou grupos tratados com extrato etandlico de folhas de C.
blanchetianus nas doses de 250 (B), 500 (C) ou 1000 mg (D) / kg por administracdo oral. Figados: a veia
centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e tlbulos contorcidos.

Pulm®es: saco alveolar (As), visiveis. Baco: os linfonodos (Nd). Ampliagdo: 400 x.

Na histopatologia do tecido renal de camundongos do grupo controle negativo
(Figs. 4A e A) e tratados com EECB nas concentragdes de 250 (Figs. 4B e 5B) e 500
mg/Kg (Figs. 4C e 5C) revelou glomérulos com espago de Bowman aparentemente
normal e com homogeneidade em toda a lamina com distribuicdo em toda zona
cortical. Os tubulos proximal e distal e algca de Henle eram bem definidos com auséncia
de alteracdes morfolégicas. Entretanto o grupo tratando com 1000 mg/kg de EECB
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em machos (Fig. 4D) e fémeas (Fig. 5D) apresentou glomérulos reduzidos com espaco

de Bowman aumentado.

Fémas Figado

A A

camundongos fémeas do controle (A) ou grupos tratados com extrato etandlico de folhas de C.
blanchetianus nas doses de 250 (B), 500 (C) ou 1000 mg (D) / kg por administracéo oral. Figados: a
veia centrolobular (v) é vista em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e tdbulos contorcidos.

Pulmdes: saco alveolar (As), visiveis. Bago: os linfonodos (Nd). Ampliagédo: 400 x

A analise histopatologica do bago, os camundongos machos do grupo controle
negativo (Fig. 6A) e tratados em todas as concentracfes de EECB (Figs. 6B-D)
apresentaram arquitetura normal, com polpas vermelha e branca delimitadas e com
dimensdes normais. Tais achados também foram percebidos em fémeas controle (Fig.
7A) e tratados com EECB (Fig. 7B-D). Nos pulmdes de grupos controle e tratados em
todas as concentracbes de EECB os septos alveolares, alvéolos e bronquiolos
mantiveram sua integridade morfoldgica para ambos os sexos. Finalmente, nenhuma
mudanca foi observada no tecido cardiaco de camundongos machos e fémeas em
qgualquer grupo.

Apoés observado que a concentracdo de 250 mg/kg foi a concentracdo sem
nenhuma alteracdo bioquimica ou hematolégica que indique toxicidade, foi
selecionado como dose maxima a néo ser extrapolada nos testes de avaliacdo anti-

inflamatoria e antipirética.
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Tabela 1. Parametros hematolégicos de camundongos machos e fémeas do grupo controle e dos grupos tratados diariamente por

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

Parametros
Tratamentos
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 mgl/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
9]
._‘g 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+0,092 52,91+0,512 31,73+0,532 3,45+0,49 0,12+0,05 2,03+0,18
< Fémeas
—
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+1,432 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+40,73 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
[}
._‘g 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 9,2810,84b 60,271r7,84b 26,81+1,132 3,50+0,45 0,09+0,08 2,07+0,34
© Fémeas
N
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 8,9510,23b 55,921r0,07b 26,95+1,092 2,90+0,16 0,02+0,01 1,53+0,01

GV: glébulos vermelhos (108/mm3). HTC: hematdcrito (%). Hb: hemoglobina (g/dL); VCM: volume corpuscular médio (%). HCM: hemoglobina corpuscular média (%). CHCM:

concentragdo de hemoglobina corpuscular média (%). PLQ: plaquetas (103/mm3). LEU: leucdcitos totais (103/mm3). SEG: leucécitos segmentados (%). LIN: linfocitos (%). MON:

monocitos (%). BAS: basofilos (%). EOS: eosindfilos (%). Os valores estéo expressos como média + DP. 2p < 0,05 em relagéo ao controle. Pp < 0,01 em relagéo ao controle.
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Tabela 2. Parametros bioguimicos do soro de camundongos machos e fémeas do grupo controle e dos grupos tratados diariamente

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

Tratamentos Parametros
ALB ALT AST ALP GGT TP UR CRE BIL TC TG
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 11,1640 ,41 0,33+0,04 0,24+0,09 0,38+0,06 95,10+4,182 80,13+1,72
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 +4,322 80,05+0,302
.8 1000 mg/kg 2,41+0,03 50,87J_r0’65b 96,23J_r2,20b 9,27+0,12 8,62+0,40 10,83 +0,24 0,35+0,01 0,25+0,03  0,39+0,03 94,80J_r4,89b 79137i1,0b
; Fémeas
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+1,64° 79,20+1,492
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 92,76i1,09b 80,00£1,592
1000 mg/kg 2,45%0,13 61,50+2,98 103,7913,65b 9,47+0,19 9,68+1,68 10,95+0,98 0,36+0,05 0,35+0,10 0,42+0,02 95,1110,92b 75,95 tl,93b
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
250mglkg  252+0,21  69,97+2,57 91,55+3,40 9514047  9,79+#0,77  11,64:0,38  0,39:0,03 4504046 0313008 94,072,260 76,094,830
S00mg/kg  2,34+0,17  69,95+2,65 99,24+3,40P 9,23t0,36  9,99:+0,55  10,68:0,42  0,35:0,04 4,35:0,45 0,36:0,04 94,10+1,860 77,39+3,04P
é 1000mg/kg  2,60+0,19  66,45+2,60 100,31+1,69°  9,17+0,34 9,82+1,68 10,80+0,20  0,36+0,05 452+0,69 0,35:0,04  95,05+3,27P 74,26+2,77P
Q Fémeas
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+4,90 115,745,32
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 92,52J_rl,31b 73,97J_r5,12b
500 mg/kg 2,77+0,21 66,01+1,31 105,2911,35b 9,27+0,29 10,01+1,21 11,15+0,70 0,37+0,07  4,25+0,18 0,39+0,06 93,4711,39b 74,4312,67b
1000 mg/kg  2,68+0,22  64,17+1,43 120,231,567 9355027 10,12¢127 1093:044  0,30£0,07 4433022 0,45+0,06 93,342,230 72,352,610

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: proteina total (g/dL). UR: ureia (mg/dL). CRE: creatinina (mg/dL), CT: colesterol total (mg/dL). TG: triglicerideos (mg/dL). Os

valores estfo expressos como média + DP. 2p < 0,05 em relag&o ao controle. °p < 0,01 em relag&o ao controle.
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O modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina é um
ensaio padrao para avaliagao de potenciais agentes anti-inflamatorios (CORDEIRO et
al., 2016). O efeito anti-inflamatério do extrato das folhas de C. blanchetianus sobre o
edema induzido por carragenina pode ser analisado na Figura 6. A injecdo de
carragenina resultou em aumento no volume das patas em todos 0s 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 ap6s a injecdo. Ao final do ensaio, 4 h apés a
injecdo, os animais que foram tratados com 50, 100 e 200 mg/kg exibiram em média

34,07%, 39,72% e 58,27% de inibicdo do edema, em comparacdo com 0 controle

negativo.

— 0.8—
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g o l x ) X % ) = 100mg/kg
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Figura 6. Volume da pata de camundongos do grupo controle (ndo-tratado) e dos grupos que foram
tratados, previamente a injecdo de carragenina, com 0 extrato etandlico das folhas de Croton
blanchetianus a 50, 100 e 200 mg/kg ou com indometacina a 20 mg/kg. (*) p < 0,01 em comparacéo

com o controle.

Efeito anti-inflamatorio também foi observado com extrato etanolico das folhas
de Croton cajuara, que inibiu a formacdo do edema de pata em 59% na dose de 100
mg/kg per os, além disso, foi observada a presenca de altas concentracbes de
flavonoides, alguns foram identificados como catequinas, epicatequinas, kaempferol
e quercetina, devido a essa elevada concentracdo, além de estudos anteriores, 0s
autores correlacionam atividade anti-inflamatéria com flavonoides (NASCIMENTO et
al., 2017).
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Além disso, tem sido relatado na literatura que certos flavonoides tém o efeito
de inibir a liberagdo de histamina nos mastocitos e podem interagir diretamente com
o sistema das prostaglandinas, como os anti-inflamatorios néo 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 metandlico das folhas de Achyranthes aspera e Ocimum basilicum possuem
atividades anti-inflamatéria, reforcando assim o poder anti-inflamatério dos polifendis.
Com isso tende-se a considerar que as atividades mostradas pela C. blanchetianus
provem da mesma classe de compostos

A avaliacdo de uma possivel acao antipirética do extrato foi realizada usando o
modelo de febre induzida por levedura, que induz o processo a partir do aumento da
producdo de prostaglandinas (Saleem et al., 2015). Os resultados apresentados na
Figura 7 mostram que, apés 180 min, os camundongos tratados com doses de 100 e
200 mg/kg apresentaram reducdo da temperatura corporal em comparagcdo com o

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

apos 30 min.
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Figura 7. Temperatura retal de camundongos em estado de febre induzida por levedura apos a

administracdo o extrato etandlico das folhas de Croton blanchetianus a 50, 100 e 200 mg/kg ou com
dipirona a 100 mg/kg.

A febre esta intimamente ligada a inflamagéo, 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 substéncias pro-inflamatdrias como as prostaglandinas, produzem
diversas manifestacdes adversas, como sonoléncia, astenia, mialgia, lombalgia,
artralgia e cefaleia (VOLTARELLI, 1994).

No tratamento de reac¢des inflamatorias, também é desejavel tratar todos os
outros sintomas desencadeados pela inflamacéo, razédo pela qual a pesquisa sobre a
atividade antipirética dos compostos é tao importante. Estudos realizados em plantas
do género Croton e plantas ricas em polifendis tém demonstrado atividade antipirética.
Okokon e Nwafor (2010) mostraram em seu estudo que o extrato etandlico 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 farmaco 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 metandlico de
Croton roxburghii possui efeitos anti-inflamatoérios e antipiréticos, assim como o extrato
de folha de Croton sparsiflorus, onde sua fracdo alcaloide obteve atividade antipirética
na dose de 50 mg/kg foi semelhante a do paracetamol (100 mg/kg), indicando que as
plantas de Croton podem ser excelentes fontes desses agentes. (KUMAR et al., 2016).

Como pode ser verificado no presente estudo, o extrato etandlico de Croton
blanchetianus apresenta propriedades anti-inflamatorias e antipiréticas, efeito este
também descrito para plantas do mesmo género, além de plantas ricas em compostos
fendlicos, principalmente flavonoides e taninos, devido a isso, podemos associar as

atividades demonstradas a esses compostos.

3.2.3 Conclusao

A administracao oral diaria do extrato etandlico de folhas de C. blanchetianus
por 14 e 28 dias, nas doses testadas, ndo causou 6bitos nem induziu alteragcfes
fisiologicas e comportamentais de maior relevancia em camundongos machos e
fémeas, porém foi observado aumento dos niveis séricos de transaminases, indicando
a necessidade de cautela no uso prolongado. O extrato apresentou atividades anti-
inflamatoria e antipirética, bem como potencial hipolipemiante, o que estimula a
continuidade dos estudos acerca da toxicidade quando do possivel desenvolvimento

de farmacos a partir dessa planta.
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4 CONCLUSAO

Em ensaio de toxicidade aguda, o extrato etandlico das folhas de C.
blanchetianus mostrou-se seguro em camundongos quando administrado por via oral,
mas induziu algumas alteracbes hematoldgicas, bioquimicas e histologicas na
administracdo intraperitoneal. Do ponto de vista genotoxico, o extrato nao foi
prejudicial por nenhuma das vias de administragdo. Na analise dos dados da
toxicidade em doses repetidas, a administracdo oral diaria de extrato etandlico de
folhas de C. blanchetianus ndo resultou em alteracbes comportamentais ou Obitos 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 reducdes significativas na dor neurogénica e
inflamatéria sem afetar a coordenacdo motora dos animais tratados. Além disso,
apresentou atividade anti-inflamatéria e antipirética relevante, possivelmente atribuido

ao alto teor de flavonoides.
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In this study, the toxicity and antinociceptive effects of the ethanolic extract of Croton blanchetianus
leaves were investigated in mice. Phytochemical analysis was performed by thin layer chromatography
(TLC) and high —performance liquid chromatography (HPLC) revealed the presence of alkaloids, reducing
sugars, cinnamic derivatives, flavonoids, saponins, condensed tannins, terpenes, and steroids. Acute tox-
icity was evaluated by administration of a single dose of 2000 or 5000 mg/kg b.w. (per os or i.p.). The
extract (50, 100, and 200 mg/kg per os) was evaluated for genotoxicity through micronucleus and comet
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assays, and antinociceptive effects using different tests. No death was observed but increased serum lev-

KEY:’”’:?’ els of hepatic and renal markers, hematological changes, and histological alterations in the lung and kid-
i‘;glg"e’s:’c‘:"e ney were observed exclusively with intraperitoneal ad ministration. Oral administration did not result in

genotoxicity in bone marrow or peripheral blood cells. The extract reduced the number of abdominal
writhings by 47.16—-88.81%, increased the latency time (up to 2.13 times) in the tail-immersion test, and
decreased the paw licking time by as much as 74.07% and 97.76% in the first and second phases of the for-
malin test, respectively. This work contributes to the determination of safety and pharmacological poten-
tial for C. blanchetianus leaves.
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1. Introduction lechleri, Croton palanostigma and Croton sylvaticus, have been

reported to be cytotoxic and/or genotoxic (Elgorashi et al, 2002;

Pain is defined as an unpleasant sensory or emotional experience
associated with actual or potential tissue damage (Treede, 2018). Sev-
eral analgesic drugs have demonstrated efficacy in the treatment of
pain; however, their associated adverse effects are obstacles to effec-
tive treatment. For example, paracetamol (acetaminophen) has hepa-
totoxic potential and is readily accessible, making cases of overdose
leading to severe liver damage and even acute liver failure common
(Ramachandran and Jaeschke, 2019).

Croton plants are known as a highly diverse genus with produc-
tion of a wide array of secondary metabolites and have thus been
investigated for a variety of biological activities, such as anti-
—inflammatory, analgesic, and antipyretic effects (Okokon and Nwa-
for, 2010). These pharmacological effects have been attributed to
different phytochemicals, but primarily to alkaloids, terpenoids
(diterpenes, triterpenoids and steroids), proanthocyanidins, flavo-
noids and other phenolic compounds (Garcia Diaz et al., 2019). How-
ever, substances obtained from some Croton species, such as Croton

* Corresponding author.
E-mail address: thiago.napoleao@ufpe.br (T.H. Napoleao).

https://doiorg/10.1016(j.5ajb.2020.06.015
0254-6299/© 2020 SAAB. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Lopes et al, 2004; Maistro et al, 2013).

Croton blanchetianus, known as "marmeleiro preto,” is a shrub
widely found in northeastern Brazil. Its leaves and bark are used
in popular medicine for the treatment of gastrointestinal disor-
ders, rheumatism and headache (Melo et al., 2013). A previous
study showed that ethanolic extract from C. blanchetianus leaves
has antioxidant activity, attributed to phenolic compounds pres-
ent in large quantities in this part of the plant (Aquino et al.,
2017). Other work has reported the acaricidal activity
(Rodrigues et al.,, 2019) and antibacterial activity on foodborne
pathogens (Melo et al., 2013) of essential oils from leaves, and
antibiofilm activity of root diterpenes on oral Streptococci
(Firmino et al., 2019). However, literature on the pharmacologic
properties of this plant is scarce.

The present study aimed to detail the phytochemical profile of
an ethanolic extract obtained from C. blanchetianus leaves and to
analyze its safety through analysis of acute toxicity and genotox-
icity in vivo. In addition, the study investigated possible antinoci-
ceptive effects of the extract using multiple murine nociception
models.
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2. Materials and methods
2.1. Plant material

Leaves from C. blanchetianus were collected on April 22, 2019
in the municipality of Santa Terezinha, Pernambuco (07°22'40" S,
37°28'48" W). The access was recorded (AEC4FGE) in the Sistema
Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tra-
dicional Associado (SisGen). A voucher specimen (no. 93.062) was
deposited at the herbarium Dardano de Andrade Lima in the Insti-
tuto Agronomico de Pernambuco (IPA). Collected leaves were
cleaned and dried at 36 °C for 48 h, then ground to powder and
stored at4 °C.

2.2. Preparation of the extract

The dried leaf powder was used for preparation of hydroethanolic
extract using turbo—extraction (3 cycles of 30 s with 4-min interval),
at a proportion of 10% (w/v), using an ethanol: water (50%, v/v) mix-
ture as solvent. The extract was then dried using a Mini Spray dryer
LM MSDi 1.0 (LabMaq do Brasil, Ribeirao Preto, Brazil) to obtain the
dried product.

2.3. Phytochemical analysis

2.3.1. Thin layer chromatography

Thin—layer chromatography (TLC) was used to screen the extract
for the presence of alkaloids, coumarins, cinnamic acid derivatives,
flavonoids, tannins, terpenes/steroids, and sugars. The plates were
developed in a high—performance TLC (HPTLC) system (Camag, Mut-
tenz, Switzerland) consisting of a Linomat V sample applicator
equipped with a 100 yL syringe (Hamilton, Landsberg am Lech, Ger-
many) connected to compressed air, and winCATS® software
(Camag). Silica gel plates (60—F,s4; Merck, Darmstadt, Germany)
were placed in a twin trough vertical glass chamber (10 x 10 cm,
Camag). The plates were developed using the appropriate mobile
phase for each compound class (Markhan, 1982; Abreu, 2000,
Wagner and Bladt, 2001). Saturation time for the mobile phase was
30 min at 25+2°C. After development, the plates were derivatized by
spraying with the reagents specific to each class of compound and
visualized under 254 or 365 nm ultraviolet light. The images were
acquired using the UVP MultiDoc—It Imaging System model 125
(Analytik Jena, Jena, Germany) and a Canon camera Rebel T3, EOS
1100 D (Tokyo, Japan).

2.3.2. High—performance liquid chromatography (HPLC) analysis

The dried ethanolic extract (25 mg) was dissolved in 5 mL of HPLC
grade methanol (Tedia, Fairfield, OH, USA) and diluted in ultrapure
water (Purelab Classic UV, ELGA LabWater, High Wycombe, UK) to
obtain a 5 mg/mL solution. Analysis was conducted on an HPLC Ulti-
mate 3000 system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) cou-
pled to a Diode Array Detector (DAD) and equipped with a binary
pump HPG—3 x OORS, a degasser, and an autosampler with a loop of
20 pL (ACC—3000). The wavelength was set to 270 nm for detection
of polyphenols. Chromatographic separations were achieved with a
Cis column (250 mm x 4.6 mm i.d., particle size 5 ;#m; Dionex, Sun-
nyvale, CA, USA) equipped with a guard column (C;g, 4 mm x 3.9
om; Phenomenex, Torrance, CA, USA). Separations were performed
at a temperature of 2542 °C. The mobile phase consisted of purified
water (A) and methanol (B), both acidified with 0.05% (v/v) trifluoro-
acetic acid, and run at a flow rate of 0.8 mL/min. A gradient (methanol
in water, or B in A) program was applied as follows: 0—5 min,
10-25% B; 5-10 min, 25-40% B; 10—15 min, 40—55% B; 15—20 min,
55-75% B; 20—28 min, 75—10% B; 28—33 min, 10% B. Data analysis
and processing were performed using Chromeleon version 6 (Thermo
Fisher Scientific).

24. Animals

The Ethics Committee on Animal Experimentation of UFPE
approved all the experiments (process no. 0037/2019). Male and
female Swiss mice (Mus musculus), 50 day—old and weighing
30-40 g, were obtained from the vivarium of the Laboratorio de Imu-
nopatologia Keizo Asami (LIKA) at the Universidade Federal de Pernam-
buco (UFPE). The animals were acclimated for 1 week in the
experimental laboratory located at the Departamento de Bioquimica
from UFPE before being used in assays. Mice were housed at a tem-
perature of 22 °C, with a 12—h:12-h light: dark cycle and ad libitum
access to food (Purina, Nestlé Brasil Ltda., Brazil) and water.

2.5. Acute toxicity evaluation

Acute toxicity was evaluated according to guidelines from the
Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD, 2001), protocol 423. Female mice were separated into three
groups (n = 3/group) that received a single dose by oral gavage or
intraperitoneal injection. The first group of mice received only saline
(control) and two other groups received C. blanchetianus extract at
2000 or 5000 mg/kg body weight (b.w.). Behavioral changes were
assessed during the first 60 min after treatment administration,
divided into four periods (0—15, 1530, 3045, and 45—60 min) and
once daily for 14 days. The following parameters were evaluated:
piloerection, stool appearance, sensitivity to sound and touch, mobil-
ity, and aggressive behavior. In addition, body weight and water and
food intake were assessed daily. On post—treatment day 15, mice
were euthanized and blood was collected from the inferior vena cava
(Conybeare et al., 1988) in two tubes: one containing the anticoagu-
lant ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) and one tube without
anticoagulant. Organs were removed (liver, kidneys, lungs, spleen,
and heart) weighed, macroscopically analyzed, and processed for his-
tological evaluation.

An automated analyzer (Animal Blood Counter: ABC Vet, Montpel-
lier, France) and light microscopy were used to evaluate the following
hematological parameters: number of erythrocytes, hemoglobin,
hematocrit, mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular
hemoglobin (HCM), hemoglobin concentration, corpuscular mass
(CHCM), and total and differentiated leukocyte analysis. Biochemical
analysis of blood samples was performed to evaluate albumin, ala-
nine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), alka-
line phosphatase, gamma glutamyl transferase (GGT), total
cholesterol, triglycerides, urea, and creatinine levels by using specific
kits (Labtest Diagnostic, Lagoa Santa, Brazil) and a COBAS Mira Plus
analyzer (Roche Diagnostics Systems, Basel, Switzerland).

2.6. Evaluation of extract effects on motor function and exploratory activity

2.6.1. Open—field test

Female and male Swiss mice (six per group, of the same sex)
received saline (control) or C. blanchetianus extract (50, 100, or 200
mg/kg) orally, and after 30, 60, 90, and 120 min, each animal was sub-
jected individually to the open—field test in a square arena (56 x 56
cm) for a period of 5 min. The parameters assessed were: ambulation
(number of segments crossed by the animal with all four legs),
grooming frequency, number of raising occurrences, and number of
fecal masses (Mota et al., 2011).

2.6.2. Rotarod test

The test was performed according to Dunham and Miya (1957).
Twenty hours before the assay, male mice were prescreened according
to their ability to remain on the rotating bar (7 rpm) for at least 3 min in
three trials. The preselected mice were then divided into 4 groups (n =6
per group), orally administered saline (control) or C. blanchetianus
extract (50, 100, or 200 mg/kg), and evaluated 30, 60, 90, and 120 min
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after treatment. The time spent on the rotating rod for a period of up to
3 min (from 5 to 40 rpm) was recorded for each mouse. The animals
that fell were repositioned on the bar for up to three attempts. Diaze-
pam (10 mg/kg, i.p.) was used as a reference drug.

2.7. Genotoxicity evaluation

2.7.1. Treatments

Male mice were divided into experimental groups of ten animals
each. C. blanchetianus extract was dissolved in saline solution (0.9%
NaCl) and administered by oral gavage in a single dose of 0.1 mL at
1000 or 2000 mg/kg b.w. or by intraperitoneal injection. The negative
control group received only saline solution per os, and the positive
control group received an intraperitoneal injection of doxorubicin
(DXR) at 30 mg/kg b.w.

2.7.2. Micronucleus test

Micronucleus testing was carried out following the protocol
described by Maistro et al, (2014). Five mice of each group were
euthanized 24 h after the treatment and the other five after 48 h.
Bone marrow was flushed from the femur using 2 mL of saline solu-
tion and centrifuged for 7 min. For each animal, 10 xL of bone mar-
row or peripheral blood collected via the retro—orbital plexus was
placed on three slides and stained with acridine orange. The presence
of micronuclei was evaluated using a fluorescence microscope Olym-
pus BX 50 (Olympus, Tokyo, Japan). For each slide, coded for blind
analysis, 2000 polychromatic erythrocytes were counted by a single
researcher and the number of micronucleate polychromatic erythro-
cytes (MNPCE) was determined.

2.7.3. Comet assay

The comet assay was carried out according to a modified method
proposed by Burlinson et al. (2007). Samples of peripheral blood
from the orbital plexus were obtained from five mice 4 h and 24 h
after treatment. Bone marrow samples were collected after 24 h and
analyzed. Cell counting was performed using a hemocytometer and
viability was determined by trypan blue dye exclusion. The experi-
ment was conducted only if cell viability was greater than 90%.

An aliquot (10 L) of cells from each animal was mixed with 0.5%
low melting point agarose (120 mL) at 37°C and spread onto two
microscope slides pre—coated with 1.5% normal melting point aga-
rose. The slides were cover slipped and allowed to gel at 4°C for
20 min. Next, the coverslips were removed and the slides were
immersed at 4°C for 1 h in lysing solution [2.5 M NaCl, 100 mM EDTA,
10 mM Tris, 0.2 M NaOH, 1% (w/v) sodium lauryl sarcosine, 0.1% (v/v)
Triton X—100 and 1% (v/v) dimethyl sulfoxide|, protected from light.
Then, they were placed in the gel box, positioned at the anode end,
and left in electrophoresis buffer (300 mM NaOH and 1 mM EDTA) at
4°C for 20 min prior to running, to permit DNA unwinding. The elec-
trophoresis run was carried out at 4°C for 20 min at 300 mA and
25 V. The slides were then immersed in 0.4 M Tris—HCI pH 7.5 for
15 min, dried at 25°C, fixed in 100% ethanol for 10 min, and stored
overnight. For staining, the slides were briefly rinsed with distilled
water, covered with 30 mL of ethidium bromide staining solution (20
mg/mL) and cover slipped. The material was evaluated immediately
at 400 x magnification using a fluorescence microscope with a
515-560 nm excitation filter and a 590 nm barrier filter. Only indi-
vidual nucleoids were scored, examining 100 randomly selected and
non-overlapping cells per animal in a blind analysis. The cells were
scored according to tail size, into the following classes: 0 — no tail; 1
— tail shorter than the head (nucleus) diameter; 2 — tail length mea-
suring one to two times the head diameter; 3 — tail length measuring
more than twice the head diameter (Hartmann and Speit, 1997). The
total score for 100 comets was obtained by multiplying the number
of cells in each class by their damage score for a possible range of 0
(allundamaged) to 300 (all damaged).

2.8. Antinociceptive evaluation

2.8.1. Acetic acid—induced writhing test

The method employed was that proposed by Hunskaar and
Hole (1987) with minor modifications by Viana et al. (1998). Male
mice were separated into six groups (n= 6 per group). The groups
were treated with saline per os (control), C. blanchetianus extract (50,
100, or 200 mg/kg per os), morphine (10 mg/kg, i.p.), or indomethacin
(20 mg/kg, i.p.). Subsequently, each animal received an intraperito-
neal injection of 0.85% (v/v) acetic acid in saline. Saline solution or
plant extract was administered 1 h before the acetic acid, while mor-
phine or indomethacin were administered 30 min before. The mice
were then placed in a polyethylene box to record the latency period
(time until the first writhing) and the number of writhes in the inter-
val corresponding to 5—15 min after the injection of acetic acid.

2.8.2. Tail-immersion test

Male mice were prescreened for sensitivity by immersing their
tails (3 cm tail) in warm water (55 + 1°C). Animals that removed their
tails in less than 5 s were selected for the assay. The test was per-
formed as adapted from Khatun et al, (2015). Male mice were
divided into five groups (n = 6 per group) that received saline per os
(control), morphine 10 mg/kg i.p. (positive control), or C. blanchetia-
nus extract (50, 100 or 200 mg/kg per os). The latency period (the
time required for each mouse to remove its tail) was determined 30,
60, and 90 min after administration of the treatments. A latency
period of 20 s was considered complete analgesia, and the tail was
withdrawn to avoid injury.

2.8.3. Formalin test

Male mice were divided into six groups (n = 6 per group) and the
following pre—treatments were administered: saline per os (control),
C. blanchetianus extract (50, 100, or 200 mg/kg per os), morphine
(10 mg/kg i.p.), or indomethacin (20 mg/kg i.p.). After 60 min, 20 ;L
of 2.5% (v/v) formalin in saline was injected into the subplantar
region of the right hind paw of each animal. The time spent by the
mouse licking its paw was recorded during the first 5 min after for-
malin injection (first phase: neurogenic pain) as well as 15-30 min
(second phase: inflammatory pain) after the injection (Hunskaar and
Hole, 1987).

To evaluate the possible involvement of the opioid system in the
antinociceptive effect of the C. blanchetianus extract, mice were pre—-
treated with naloxone 2 mg/kg i.p. or vehicle (saline solution, i.p.) as
described by Trevisan et al. (2014). After 15 min, the animals were
treated with extract (200 mg/kg, per os), morphine (10 mg/kg, subcu-
taneous), or saline (control, per os.). The formalin test was performed
1 h after the treatment with the extract or 30 min after the treatment
with morphine and evaluation for spontaneous nociception was per-
formed immediately after the subplantar injection of formalin.

2.9. Statistical analysis

Results are expressed as mean replicates + standard deviation
(SD). Analysis of variance (ANOVA) was performed followed by Bon-
ferroni test for multiple comparisons. A value of p < 0.05 indicated
statistical significance.

3. Results and discussion

Research conducted with medicinal plants has confirmed benefi-
cial effects from their use. However, insufficient study into the
adverse effects of plants can lead to serious damage. For example,
Symphytum officinale was disseminated as a medicinal plant able to
cure various diseases but subsequent studies have shown it to be a
highly hepatotoxic plant (Bettega et al.,, 2011; Oliveira, 2007). In the
present study, we aimed to verify the safety of C. blanchetianus leaves
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Fig. 1. Analysis of the chemical composition of ethanolic extract of C. blanchetianus leaves by high—performance liquid chromatography (HPLC). (A) A representative HPLC profile.
(B) The ultraviolet absorption spectra of the 9 peaks detected in the extract, which correspond to condensed tannins (peaks 1, 2,4, 5), cinnamic derivatives (peak 3), and flavonoids

(peak 6-9).
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Evaluation of food intake, water consumption, and weight gain of animals from control or treated for 14 days with the etha-
nolic extract from leaves of Croton blanchetianus by oral or intraperitoneal administration.

Parameter Administration route
Oral Intraperitoneal
Control Extract Control Extract
2000 mg/kg 5000 mg/kg 2000mgfkg 5000 mgfkg
Water consumed (mL)  35.69+0.21 34.97+0.21 34.77+0.13 31.41+0.18 32.44+0.11 32.55+0.22
Food consumed (g) 13.8+0.35 12.8+036  12.4+029 124+0.12 11.9+0.15 12.2+0.16
Weight gain (g) 57+ 022 55+0.19  5.5%0.11 5.1+0.32 5.2+0.22 5.4+033

Values represent the mean + SEM. No significant differences (p > 0.05) were found in comparison with controls.

Table 2

Hematological parameters of mice from control and treated for 14 days with the ethanolic extract from leaves of Croton blan-
chetianus by oral or intraperitoneal administration.

Parameter Administration route
Oral Intraperitoneal
Control Extract Control Extract
2000mgfkg  5000mg kg 2000 mgfkg 5000 mg/kg
Erythrocytes (10°/mm?)  9.54=0.19 9.32+0.22 921+0.29 9.94+0.77 9.81+£042 9.75+£0.93
Hematocrit (%) 4622+0.65  46.02£0.21 46.32+023  47.26+042  38.35+0.19*  35.65+0.32*
Hemoglobin (%) 1641+0.55  16.32+0.12 16.29+021  17.19+034  17.22:0.21 16.49+0.88
MCV (%) 4523+0.16 4541015  4551x034  47.12:£027  36.25+0.28*  37.12+0.65"
MCH (%) 17.88+027  17.53+023 1742020 18.03£0.34  17.92+0.52 18.11+0.24
MCHC (%) 37.31+0.18  37.54+0.88 3832+032  38.03+0.51  28.14+032*  22.93+0.35"
Leukocytes (10%/mm?) 1129+1.02 11.12£091 11.10£095  10.07+£0.74  10.44+1.02 10.12+0.89
Segmented (%) 5034+0.18  50.24+023 50.19+054  52.31+041  52.12+0.41 51.42+0.62
Lymphocytes (%) 3838+0.07  38.52+032 38.49+020 35.13+0.71  35.32+045 36.22+0.68
Monocytes (%) 11.28+0.65 11.51%0.11 1134037  12.56+055  12.24+0.32 12.09+0.29

MCV: mean corpuscular volume. MCH: mean corpuscular hemoglobin. MCHC: mean corpuscular hemoglobin concentration.
Values represent the mean =+ SEM. (*) Significant difference (p > 0.05) in comparison with control.

by investigating the acute toxicity of an ethanolic extract from the

plant’s leaves in murine models.

indicative of the presence of condensed tannins [peak 1, retention
time (rt) = 12.39 min; peak 2, rt = 12.86 min; peak 4, rt = 16.78 min;

TLC analysis revealed the presence of alkaloids, terpenes/steroids,
cinnamic acids, condensed tannins, flavonoids, saponins, and reduc-
ing sugars. Coumarins were not detected. Based on the TLC analysis
results, the extract was subjected to high performance liquid chroma-
tography (HPLC) analysis monitored at 270 nm for the detection of
polyphenols. A representative chromatogram is shown in Fig. 1(A).
Several peaks were observed in the HPLC profile, four of which were

Table 3

peak 5, rt = 20.19 min}, one of cinnamic derivatives (peak 3, rt = 14.40
min), and four of flavonoids (peak 6, rt = 25.34 min; peak 7, rt = 26.08
min; peak 8, rt = 26.52 min; peak 9, rt = 27.28 min), as confirmed by
the scan spectra at different wavelengths (Fig. 1(B)). The relative con-
tent of the condensed tannins, cinnamic derivatives, and flavonoids
were found to be 0.195%, 0.114%, and 0.852% (w/w), expressed as cat-
echin, caffeic acid, and rutin equivalents, respectively.

Biochemical parameters of blood of mice from control and treated for 14 days with the ethanolic extract from leaves of Croton
blanchetianus by oral or intraperitoneal administration.

Parameter Administration route
Oral Intraperitoneal
Control Extract Control Extract

2000 mg/kg 5000 mgfkg 2000 mg/kg 5000 mg kg
Albumin (g/dL) 3.89+0.12 3.82+0.16 3.84+0.19 3.41+0.18 3.52+0.21 3.44+0.16
ALT (U/L) 67.6+0.30 67.1£0.44 66.9+0.39 69.4+0.42 69.7+0.34 99.6£0.22*
AST (U/L) 1102£023  111.0+0.51 110.7£035 1024+033  1021+0.12 1659+0.51*
Alkaline phosphatase (IU[L) ~ 12.3+0.22 13.5+0.21 12.3+0.24 11.9+0.34 11.9+0.27 12.2+0.18
GGT (U/L) 10.21£023 11.0:0.44 10.5+0.31 9.83+0.10 9.68+0.24 10.1£0.11
Total protein (g/dL) 5.79+0.12 538+0.21 542+0.33 4.98+0.19 496+0.13 5.02+0.15
BUN (mg/dL) 38.5+0.12 37.6+0.16 35.9+0.18 35.7£0.22 36.1£0.26 35.6+0.31
Creatinine (mg/dL) 0.31+0.06 0.33+0.10 0.29+0.12 0.27+0.04 0.28+0.03 0.30+0.01
Bilirubin 0.22+0.01 0.21+0.01 0.23+0.02 0.19+0.03 0.21+0.01 0.22+0.02
Total Cholesterol (mg/dL) 149.4+332  148.1£1.22 149.2+1.30 110.3+£3.11 1103+3.89 109.3£3.07
Triglycerides (mg/dL) 95.3+4.05 94.1+2.19 96.8+2.36 99.3+4.45 95.7+4.11 98.5+4.87

ALT: alanine aminotransferase; AST: aspartate aminotransferase; GGT: gamma—glutamyl transferase; BUN: blood urea nitrogen.
Values represent the mean + SEM. (*) indicates significant difference (p < 0.05) in comparison with control.
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Table 4

Evaluation of the relative weight of organs from mice of control group or treated for 14 days with the ethanolic extract
from leaves of Croton blanchetianus by oral or intraperitoneal administration.

Relative weight (/10 g) Oral Intraperitoneal
Control Extract Control Extract
2000 mg/kg 5000 mgfkg 2000mgfkg 5000 mg/kg

Liver 218+011  2.19+0.19 2.18+0.18 217+0.10  2.18+0.09 2.17+0.20
Kidney 031001  0.29+0.04 0.31+0.06 031+0.02  0.30+0.02 0.31+0.02
Lung 024004  0.24+0.02 0.24+0.04 024+0.03  0.24+0.06 0.25+0.02
Heart 0.19+£001  0.20+0.01 0.210.01 0.19+0.01  0.20+0.00 0.21+0.04
Spleen 029+001  0.29+0.00 0.29+0.02 029+0.01  0.30+0.02 0.30+0.03
Intestine 026+001  0.28+0.02 0.29+0.03 026+0.02  0.26+0.01 0.25+0.02
Ovary 011£001  0.10+0.02 0.07+0.03 0.12+0.01  0.10+0.00 0.11+0.02

Values represent the mean =+ SEM. No significant differences (p > 0.05) were found in comparison with controls.

Intraperitoneal

Per os

Control

! A

W 2000mg/kgb.w  5000m

Fig. 2. Representative photomicrographs of the livers, lungs, kidneys, and spleen of female mice from control group or groups treated with ethanolic extract of C. blanchetianus
leaves at the doses of 2000, and 5000 mg/kg via intraperitoneal or oral administration. Livers: the centrilobular vein (v) is seen in all images. Kidneys: Renal glomeruli (Gr) and con-
torted tubules without alterations are visible in control and extract—treated groups, excepting that which received a dose of 5000 mg/kg i.p., in which the kidneys presented venous
congestion of glomeruli (arrows) and dilated proximal and distal tubules due to a vacuolar (hydropic) degeneration (*). Lungs: bronchiole (Br) and alveolar sac (As), visible, with
preserved architecture in control and female mice treated orally with the extract at 2000 (per os and ip.) and 5000 (per os) mg/kg. The lungs presented vascular congestion with
interalveolar septa thickening (arrow) in group that received 5000 mg/kg i.p. Spleen: The lymph nodes (Nd) are well-defined in the control and treated groups orally. Spleens of
mice that received a dose of 5000 mg/kg i.p. showed a considerable activation of lymph nodes. Hematoxylin—eosin staining was used. Magnification: 400 x.

Similar to what we found in C blanchetianus leaf extract, the main
metabolite class in methanolic extracts from leaves of Croton rhamni-
folius and Croton rhamnifolioides were flavonoids, and coumarins
were also absent (Randau et al., 2004). Silva et al. (2017) showed that
methanolic extract of the leaves of Croton heliotropiifolius contained
flavonoids and did not contain coumarins, but unlike C blanchetianus
extracts, saponins were not detected.

In the acute toxicity test, there was no death in the control or
experimental groups over 14 days of observation, indicating an LDso
> 5,000 mg/kg. However, behavioral changes were identified in the
groups treated with C. blanchetianus extract (2,000 and 5,000 mg/kg
per os or i.p.) including reductions in ambulation, escape behavior,
and anxiety and a reduction of fecal bolus. However, all these changes
were reversed after a period of 4 h. Analysis of food and water
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Table 5

Time spent in the rotating rod by animals from control or treated with the ethanolic extract
from Croton blanchetianus leaves (oral administration) or the reference drug diazepam (i.p.).

Treatment  Dose (mg/kg)

Period after administration

30 min

Time spent (s)

Control - 181.3+0.32
Diazepam 25 724 +52"
Extract 500 177.6+1.05
Extract 1000 178.8+1.03

60 min 90 min 120 min

180.9+0.30 181.2+£0.33 182.2+0.22
70.1 +£6.8* 77.4+3.43" 705 +9.2*
175.0+1.41 177.8+£0.51 177.0+0.89
176.1+1.00 177.8+£0.51 1758+1.13

In negative control, mice received saline orally. (*) Significantly different (p = 0.05) from

control.

consumption and weight gain revealed no significant changes in the
treated groups compared to control (Table 1).

The hematopoietic system serves as an important indicator of
physiological and pathological changes since it is highly sensitive to
toxic compounds (Adeneye et al., 2006). The hematological parame-
ters of the animals from control and groups that receive the extract
orally (Table 2) showed no significant alterations (p > 0.05) in the
number of erythrocytes, hematocrit, hemoglobin, MCV, MCH, MCHC,
and leukocyte number. However, when the extract was administered
intraperitoneally, there was a significant reduction in hematocrit,
MCV, and MCHC in animals treated with both 2000 mg/kg and
5000 mg/kg (Table 2). According to Sultatos (2007), when substances
are administered orally, they are absorbed by the gastrointestinal
tract and metabolized in the liver. Many of the components then do
not leave the liver and therefore never reach the bloodstream, in con-
trast to when the drug is administered intraperitoneally.

Biochemical analysis (Table 3) showed no significant changes (p <
0.05) when C blanchetianus extract was administered orally at both
doses as well as when a dose of 2000 mg/kg was administered intra-
peritoneally. However, administration of 5000 mg/kg i.p. led to alter-
ations in ALT and AST, indicating probable liver damage. The
hematological and biochemical analysis showed that the C. blanche-
tianus ethanolic extract, when administered orally, was not toxic at
doses up to 5000 mg/kg. Thus, this route of administration was cho-
sen for subsequent assays.

The internal organs of mice treated at both doses and by both
routes showed no gross color or texture changes when compared to
the control group. There was no significant difference (p > 0.05) in
the weight of the organs of the treated animals (for both doses and
routes) compared to the organs of the control group animals (Table 4).
In the histopathological analysis (Fig. 2) of the organs from control
and orally—treated animals, there were no observed changes in orga-
nization or architecture. In the case of intraperitoneal administration,
the group treated with 2000 mg/kg presented well—preserved and
delimited organs, similar to control. However, at the highest dose
(5000 mg/kg) the lungs presented vascular congestion with thicken-
ing of the interalveolar septa. Furthermore, the kidneys presented
venous congestion of glomeruli and dilated proximal and distal
tubules due to a vacuolar (hydropic) degeneration (Fig. 2). Impor-
tantly, these findings did not result in alteration of the biochemical
renal markers evaluated. Of note, the spleen was found to be larger,
possibly due to activation of the lymph nodes (Fig. 2).

The open field test is a model of anxiety—like behavior used to
evaluate locomotor and exploratory activity (Prut and Belzung, 2003)
and the rotarod test evaluates muscle relaxation and motor incoordi-
nation as caused by a substance (Dunham and Miya, 1957). In the
open—field test, there were no differences in the behavior of mice
that received C blanchetianus extract orally and those from control
group. The results from rotarod test (Table 5) did not show significant
differences between the animals treated with the extract and those
from control. On the other hand, the positive control diazepam pro-
moted a significant reduction in the time spent in the rotating rod

compared to the negative control. As longer the animal remains on
the rotating bar, lesser is the probability that the compound will
interfere with the animal motor activity. Thus, these data reveal that
the C. blanchetianus extract probably does not promote depression in
the central nervous system.

Genotoxicity was evaluated with the micronucleus and comet
assays. At all doses and times tested, C. blanchetianus leaf extract did not
induce the formation of micronuclei, while the positive control DXR, a
genotoxic agent, induced a high number of MNPCE when compared to
the control group (Table 6). In the comet test using peripheral blood
samples collected 4 h and 24 h after administration of the extract, no
significant differences in relation to the control were found (Table 7).
Similarly, no alterations were observed in analyses of samples from
bone marrow. The positive control DXR induced DNA damage, detect-
able as a large number of damaged cells (classes 2, 3 and 4). Our results
are distinct of those found for Croton palanostigma, which showed to be
genotoxic to Swiss mice that received a single administration of the
plant sap at 300, 1000 or 2000 mg/kg (Maistro et al., 2013).

Having obtained this toxicity panel for C. blanchetianus leaf
extract, the antinociceptive effect was then evaluated in three differ-
ent experimental models through oral administration. The abdominal
writhing method induced by intraperitoneal injection of acetic acid
involves the release of a variety of mediators, including bradykinins,
prostaglandins, and proinflammatory cytokines, leading to stimula-
tion of peripheral nociceptors and neurons sensitive to inflammatory
mediators and resulting in alterations in behavioral reactions (Le Bars
et al.,, 2001; Pradhan et al., 2011; Oliveira Junior et al, 2016). The
results (Fig. 3) show that C. blanchetianus extract was effective in
reducing the number of writhes by 47.16, 67.91 and 88.81% when
administered at doses of 50, 100, and 200 mg/kg, respectively. Refer-
ence drugs morphine and indomethacin showed expected antinoci-
ceptive effects with a reduction in the number of writhes by 94.78%
and 73.88%, respectively.

Table 6

Evaluation of in vivo genotoxicity of ethanolic extract from Croton blanchetianus leaves
(oral administration) or positive control doxorubicin (DXR, i.p.) by determination of
the number of micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) from bone mar-
row of mice.

Treatments Collection Number of MNPCE per animal Mean MNPCE
time
M1 M2 M3 M4 M5
Control 24h 1 0 0 0 0.40 +0.02
48 h 0 1 1 0 0.60 +0.01
Extract
1000mgfkg 24h 1 0 1 0 0 040 +0.01
48 h 1 0 0 1 1 0.60 +0.02
2000mg/kg 24h 1 0 1 0 1 0.60 +0.02
48 h 1 0 1 0 1 0.60 = 0.02
DXR30mg/kg 24h 20 22 27 25 22 23.20 = 2.60*
48 h 22 21 23 25 19 22.00 + 2.52*

In negative control, mice received saline orally. (*) Significantly different from the con-
trol (p = 0.05).
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Table 7

Evaluation of in vivo genotoxicity of ethanolic extract from Croton blanchetianus leaves (oral administration) or positive control doxorubicin (DXR, i.p.) by
comet assay in mice peripheral blood and bone marrow: mean frequency of damaged cells, average distribution per class and average damage score.

Sample Collection time  Treatments Frequency” Damage class Score
0 1 2 3

Peripheral blood 4h Control 333%1.50 96.67+1.50 3.16+1.72 0.16:0.40 0.00+0.00 3.50£0.56
Extract
1000 mg/kg 2.83+1.47 97.17£1.47 2.83+1.47 0.00+0.00 0.00+0.00 2.83+147
2000 mg/kg 350+1.04 96.50+1.04 3.33+1.21 0.17+040 0.00+0.00 3.66+1.03
DXR30mglkg  26.44+403"  7356+3.27° 17.30+2.13*  7.04+133° 201+044*  23.12+3.11°

24h Control 2.16+0.66 97.83+1.06 2.16+1.31 0.00+0.00 0.00+£0.00 233+0.78

Extract
1000 mg/kg 283+1.16 99.17+1.16 2.83+0.46 0.00+0.00 0.00+0.00 2.44+0.85
2000 mg(kg 233175 97.67+1.75 2.33+0.58 0.00+0.00 0.00+0.00 2.06+0.86
DXR 30 mg/kg 64.30+3.18"  3570+£3.15° 51.85+2.66" 7.50+147° 495+0.59"  64.55+3.48"

Bone marrow 24h Control 1.76+0.23 98.33+1.03 1.76+0.23 0.00+0.00 0.00+0.00 1.83+1.32
Extract
1000 mg/kg 1.69+0.38 97.17+£1.98 1.69+0.21 0.00+0.00 0.00+0.00 145098
2000 mg/kg 1.72+0.25 96.00+1.78 1.72+0.25 0.00+0.00 0.00+0.00 1.72+028
DXR30mgfkg  58.34+217* 41.66+2.01° 4275+4.09* 11.39+1.22* 420+0.75* 50.16+4.24*

In negative control, mice received saline orally. (*) Significantly different from the control (p<0.001).

# Total number of damaged cells (class 1+ 2+ 3).
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Fig. 3. Antinociceptive effect of ethanolic extract of Croton blanchetianus leaves (50,
100 and 200 mg/kg, per os) and reference drugs indomethacin (20 mg/kg i.p.) and mor-
phine (10 mg/kg i.p.) in the acetic acid—induced writhing assay. The bars represent the
average number of writhes = SD. (*) indicates significant difference (p <0.001) in com-
parison with control.

The tail immersion assay is a widely recognized test used to evalu-
ate the antinociceptive activity of drugs with central action
(Dey et al., 2019). In this study, C. blanchetianus extract significantly
alleviated pain perception at all experimental doses (Table 8). Mor-
phine was also effective in this assay, as expected. The highest dose
of extract (200 mg/kg) led to an increase in latency time of 2.1—fold
in comparison with control.

The formalin test is divided into two phases: acute, corresponding
to non—inflammatory (neurogenic) pain, and late, corresponding to
inflammatory pain characterized by local inflammation with release
of inflammatory mediators and hyperalgesia (Hunskaar and
Hole, 1987). Administration of C. blanchetianus extract at all experi-
mental doses decreased time spent licking the paw in both acute and
late phases. In the first phase (neurogenic pain), the reduction of lick-
ing time ranged between 49.57% and 74.07%, while in the second
phase (inflammatory pain), the extract promoted reduction of
between 90.23 and 97.76% (Fig. 4). The reference drug indomethacin
inhibited the nociception in 74.66% in the second phase, while

morphine was active in both acute and late phases, achieving reduc-
tions of 83.19% and 76.90%, respectively.

Considering the activity of the extract in both phases in the forma-
lin test, we analyzed the possible involvement of opioid pathway in
its antinociceptive action. For this, naloxone, a non—selective opioid
receptor antagonist, was administered (Lewanowitsch et al., 2006)
before C blanchetianus extract at 200 mg/kg. A reversion of the anti-
nociceptive effect was observed only in the first phase (Fig. 4), sug-
gesting the involvement of opioid receptors in the central action of C
blanchetianus extract. Naloxone also significantly reversed the anti-
nociceptive effect of morphine in both phases.

Similar activities are found in other plants of the genus Croton as
shown by Okokon and Nwafor (2010), who reported anti-
—inflammatory, antipyretic, and antinociceptive activities of Croton
zambesicus root ethanolic extract at doses below 100 mg/kg. In addi-
tion, Campos et al. (2002) demonstrated that at doses of 100 and
200 mg/kg, the methanolic extract of Croton cajucara leaves had anti-
nociceptive activity.

Based on the data obtained in this work, the ethanolic extract of
C. blanchetianus leaves can exert antinociceptive activity due to
the presence of phenolic compounds, which were already reported
in the literature as analgesic substances (Kupeli et al, 2007;
Fischer et al., 2008; Giiven¢ et al., 2010). Flavonoids, one of the
main class of compounds found in plants from Croton genus
(Puebla et al., 2004), have been reported to have antinociceptive
effects (Toker et al., 2004; Kupeli and Yesilada, 2007). Thus, we
believe that the analgesic activity of the C. blanchetianus extract is
related to these compounds.

Table 8

Mean latency time in the tail immersion assay of mice from control or treated
with Croton blanchetianus leaf extract (oral administration) or the reference
drug morphine (i.p.).

Treatment Dose Period after administration
mg/ks
(melke) 30 min 60 min 90 min 120 min
Latency time (s)
Control - 376+0.12 3.69+025 371021 3.81+0.18
Extract 50 361£0.74 3.79+021 5.81:0.44" 6.30+£089"
100 377+066 4.01+£019* 621+032" 7.40+043°
200 370+042 6.07+066* 7.28+0.19* 8.12+0.51°
Morphine 10 37432 7.11+204" 74x211° 850+1.21°

In negative control, mice received saline orally. (*) Significantly different from
the control (p < 0.05).
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Fig. 4. Antinociceptive effect of Croton blanchetianus ethanol extract (50, 100 and 200 mg/kg, per os) and reference drugs indomethacin (Indo, 20 mg/kg i.p.) and morphine (Mor,
10 mg/kg i.p.) in both phases of the formalin test. The bars represent the average time mice spent licking their paws = SD. The involvement of opioid receptors in the antinociceptive
effect was evaluated by administering naloxone (Nal, 2 mg/kg i.p.) to mice 30 min prior to administration of the extract or morphine. (*) indicates significantdifference (p <0.001)in

licking time versus control

4. Conclusion

The ethanolic extract of C. blanchetianus leaves proved safe in
mice when administered orally, but induced hematological, biochem-
ical, and histological alterations upon intraperitoneally administra-
tion. From the genotoxic point—of—view, the extract was not
damaging by either route of administration. The extract also provided
significant decreases in neurogenic and inflammatory pain without
affecting the motor coordination of treated animals, suggesting the
need for future studies of the extract itself or its compounds as poten-
tial analgesic drugs.
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