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Abstract

Introduction: the Eclipta alba is kwoned as “agrido do brejo’" in Brazil. Etnomedical studies consider it as antinflamatory and
analgesic plant. Objective: To determine the excitation's threshold of nociceptive system in mice trated whith diferents doses of
hydroalcoholic stratum, 30% of Eclipta alba dead roots. Methodology: were used 42 Swiss mice bewteen 8-10 weeks old, constant
ambiental temperature of 252C and water / food “ad libitum”. The analgesic activitiy was determined by the “‘hot plate” test and
the analgesic indicator was the time's reaction of each animal. Result and Discussion: analgesic action of hydroalcoholic stratum,
30% of Eclipta alba dead root, was confirmed at 60, 90 and 120 minutes. This activity was similar as paracetamol analgesic action
(12.5 mg.kg™). The analgesic efect of paracetamol was increasing for 150 minutes. The prostaglandins inhibition synthesis may be
a cause of the analgesic action. Antioxidant effect of phenol and polyphenols compounds presents in the hydroalcoholic stratum,
30% of Eclipta alba dead root and the inhibition of phospholipase A2 by flavonois compounds presents in the stratum too, may be
explain the results of this paper, througt the low level of prostaglandins. Conclusion: the hydroalcoholic stratum, 30% of Eclipta alba
dead root (500 and 250 mg kg*) and paracetamol (12.5 mg.kg*) showed a similar analgesic activity bewteen 60 and 120 minutes.
Palabras-clave: Analgesic. Paracetamol. Mice. Inflammation.

Resumo

Introdugéo: a Eclipta alba, conhecida como “agrido do brejo” é uma planta nativa do Brasil, China e Australia, os estudos etnomédicos
reportam entre outras a¢6es a antinflamatdria e analgésica, e é esta Ultima, a atividade abordada neste trabalho. Objetivo: verificar
a acdo analgésica do extrato fluido hidroalcodlico de raiz de Eclipta alba a 30% em camundongos Swiss. Metodologia: utilizou-se
42 camundongos Swiss, machos, entre 8 e 10 semanas de vida, submetidos a temperatura constante e agua e comida ad libitum. A
analgesia foi determinada através do modelo do “prato quente” e o indicador da variavel foi o tempo de reagdo ao calor. Resultados
e Discussdo: foi comprovado que aos 60, 90 e 120 minutos de prova, a atividade analgésica do extrato fluido foi similar a atividade
analgésica do paracetamol, dose de 12.5 mg.kg? de massa corporal, o efeito deste Ultimo foi crescente ao longo dos 150 minutos
de experimento, evidenciando sua potencia analgésica. Tais efeitos sdo provavelmente decorrentes da inibi¢cdo da sintese de
prostaglandinas (principalmente da serie “E”) causando, portanto, aumento do limiar de excitagdo das terminagdes nervosas livres e
consequentemente, analgesia. Provavelmente, componentes do extrato hidroalcodlico de raiz de Eclipta alba a 30% causaram inibi¢do
das agBes da fosfolipase A2 refletindo em menor liberagdo e transformagdo do acido araquidénico em prostaglandinas. Conclusdo:
doses de 250 e 500 mg.kg*de massa corporal de extrato fluido, mostraram efeito analgésico comparavel ao paracetamol na dose de
12.5 mg.kg™ de massa corporal, tendo em conta o modelo animal e tempos de provas utilizados neste trabalho.

Palavras-chave: Analgesia. Paracetamol. Camundongos. Inflamagdo.

INTRODUCCION

El sistema nociceptivo es sin dudas uno de los mas
importantes sistemas adaptativos de los mamiferos toda
vez que su funcidn es alertar sobre el dafio tisular, el
dolor como categoria psico-fisioldgica constituye también
una de las experiencias mas desagradables, aliviada
fisiolégicamente por el “sistema analgésico endégeno”?
el cual modula la intensidad y calidad del dolor. Desde el
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punto de vista funcional, en la nocicepcion se distinguen
tres etapas basicas: a) tisular b) neural y ¢) conductual®.
La Eclipta alba, conocida popularmente en Brasil como
“agrido do brejo o erva bot3do”, pertenece a la familia
Asteraceae y es una planta nativa de paises de clima
tropical y sub-tropical como Brasil, China y Australia. Es
conocida popularmente a través de la Etnomedicina por
presentar varias acciones farmacoldgicas importantes
tales como analgésica, hepatoprotectora, antinflamatoria
y antiviral, ademas de acciones inmuno moduladora y
nootrdpica. Estudios muestran que, esta planta ha sido
utilizada desde tiempos remotos en sistemas tradicionales
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de medicamentos alternativos, especificamente en el
tratamiento de la epilepsia.

Dentro de los medicamentos con accidn analgésica
comprobada encontramos entre otros al paracetamol
(acetaminofen), el mismo no posee un mecanismo
de accion debidamente claro, se cree, entre otros
mecanismos, que participa en la inhibicién de la sintesis de
prostaglandinas (PG) tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico, bloqueando asi la generacion de
potenciales de accidn. El paracetamol debido a su accién
reductora, parece intervenir en el metabolismo de un
substrato de la enzima ciclooxigenasa, disminuyendo su
accion. La inhibicidn de la sintesis de PG anteriormente
referida y/o la inhibicién de la accion de otras substancias
mediadoras de la respuesta nociceptiva, también podria
ser por lo menos en parte, el mecanismo de accion de
este medicamento?.

Por tanto la busqueda de substancias que de alguna
forma disminuyan la algesia o aumenten la eficiencia del
“sistema analgésico enddégeno”, ha sido un objetivo del
hombre a lo largo de siglos, para de ésta forma contribuir
al alivio del dolor humano y animal eficientemente, por
lo que en éste trabajo abordaremos parte del segundo
componente funcional del dolor (fase o etapa neural), el cual
serd determinado cuantitativamente a través del indicador
“tiempo de reaccién” del animal de experimentacion,
parametro éste, que refleja indirectamente el umbral de
excitacion del sistema nociceptivo.

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la accién farmacoldgica del extracto
fluido hidroalcohdlico al 30% de raiz de Eclipta alba a
través de un modelo de analgesia en ratones Swiss.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los tiempos de reaccion al calor en
los animales de experimentacién, sometidos
a tratamiento con diferentes dosis de extracto
hidroalcohdlico al 30% de raiz de Eclipta alba.

e Comparar entre si, los tiempos de reaccion
al calor obtenidos en cada uno de los grupos
experimentales sometidos a tratamiento.

METODOLOGY

Analgesiometro (del tipo “hot plate”) marca Insight.
Estufa con renovacidén y circulacion de aire, marca
Marconi R, modelo MA 035. Molino de martillo, marca
Tecnal, modelo TE 320,60 ciclos. Bafio de maria, modelo
TBI 45/100 y pH metro digital modelo IA 601. Etanol
P.A. buffer fosfato pH 7.4. Papel de filtro INLAB. Ratones
machos Swiss adultos jovenes, cristaleria, geringuillas
y agujas para administracion oral, crondmetro digital,
extracto hidroalcohdlico al 30% obtenido de la raiz
de Eclipta alba, asi como comprimidos de 500 mg de
paracetamol (Tylaflex) /MEDIQUIMICA/Brasil).

Preparacion y administracion del extracto fluido
de Eclipta alba — Las plantas fueron colectadas un dia
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claro, sin lluvia del mes de Noviembre en areas cercanas
a la Universidad Federal de Acre (UFAC), identificadas e
higienizadas adecuadamente, segun las normas higiénico-
sanitarias establecidas, las raices fueron separadas del
resto de la planta y sometidas a proceso de secado en
estufa con recirculacién de aire y temperatura de 40°C.
Posteriormente, el material vegetal (raices) fue molido
en molino de martillo, obteniéndose particulas de
aproximadamente 2.0 mm (corte semi fino). La extraccion
de los componentes presentes en el material vegetal, se
realizé a través del método de maceracioén (1 parte de
material vegetal y 10 partes de extractante), para ello
se colocaron 100 gramos de material vegetal triturado
en un erlenmeyer y se agrego una solucidn etanol: agua
(3:7), o sea solucién hidroalcohdlica al 30%. El proceso
de extraccion se prolongd por 48 horas a temperatura
ambiente, al cabo de las cuales, la mezcla fue filtrada a
través de papel de filtro INLAB, siendo el pH de la misma
de 6.3, seguidamente el solvente fue evaporado en bafio
de maria a 402C hasta obtener una masa semisdlida con
peso constante. Dicha masa fue resuspendida en buffer
fosfato, pH 7.4 y conservado en frasco ambar durante 4
horas a temperatura de 82C. Posteriormente la solucién
fue sometida a evaporacion en bafio de maria (4029C)
hasta obtener nuevamente una masa semisélida, de la
cual se tomaron 2.0 gramos, los cuales se disolvieron en
agua destilada para un volumen total de 21.6 mililitros,
alcanzando asi una concentracién bruta total de 92.5
mg mL™. A partir de esta disolucidon se tomaron las
diferentes dosis que posteriormente se administraron
a los animales de experimentacion, segun lo planificado
en el experimento. El grupo control negativo recibié agua
destilada.

Toxicidad — La toxicidad aguda en ratones fue
estudiada a través de la administracién oral de dosis
crecientes del extracto hidroalcohdlico al 30% de raiz
de Eclipta alba a diferentes grupos de animales (n=6),
las dosis fueron: 250 mg.kg?, 500 mg.kg! y 1000 mg.kg*
de masa corporal, verificdndose el nimero de animales
muertos y/o alteraciones funcionales y conductuales
48 horas después®. No se reportaron muertes ni otras
alteraciones funcionales y de conducta evidentes.

Preparacion y administracion del Paracetamol — 125
mg de paracetamol fueron disueltos en 60 mililitros de
agua destilada para una concentracion de 2.08 mg mL™.
Cada animal de experimentacién recibio la dosis de
paracetamol de acuerdo con la planificacion experimental.
Los animales control negativo recibieron agua destilada.

Procedimiento — Fueron utilizados 42 ratones albinos
Swiss machos adultos jévenes, procedentes del Bioterio
perteneciente al laboratorio de Fisio-farmacologia
de la Universidad Federal de Acre/Brasil, entre 8 e 10
semanas de edad, masa corporal entre 30 e 45 gramos,
mantenidos en régimen de luz/oscuridad de 12/12 horas
y con agua y comida ad libitum asi como temperatura
ambiental constante de 259C. Los grupos experimentales
fueron constituidos de 6 animales cada uno, escogidos
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de forma aleatoria, partiendo del pre-requisito de Ila
homogeneidad de la poblacidn y estratificacién por masa
corporal. Todos los animales fueron manipulados segun
las normas del CONSEA (Consejo Nacional de Control de
Experimentacién Animal) atendiendo a las normas de
la Comisién de Etica en el uso de Animales de la UFAC,
proceso n? 23107.014618/2014-78.

Analgesia-La analgesia fue determinada a través de la
prueba del “plato caliente”*, utilizando un analgesiémetro
del tipo “hot plate” marca Insight. El plato se mantuvo
a temperatura constante de 51.09C. En la prueba, los
animales fueron colocados sobre el plato de forma tal
que los miembros posteriores entrasen en contacto con
la superficie caliente simultdneamente y se determiné
el tiempo que el animal demord en pasar la lengua por
cualquiera de los miembros posteriores (tiempo de
reaccion). Ese tiempo es de hecho una medida indirecta
del “umbral de excitacién” de las terminaciones nerviosas
libres o receptores del dolor. El tempo maximo de prueba
fue de 25 segundos para no dafiar los receptores cutaneos.
En todos los casos se hizo un estudio de muestras
independientes. La variable utilizada se considera de razon
o proporcional y el “indicador” para medir la variable fue
el “tiempo de reaccién al calor”.

Las dosis utilizadas fueron definidas de la forma
siguiente:

Extracto fluido: Se hizo una curva dosis-respuesta en
ratones para definir el rango de dosis con actividad mas
evidente de acuerdo a los objetivos del trabajo.

Paracetamol: A partir de las dosis utilizadas en
humanos, referidas en los prospectos del medicamentoy
haciendo una curva dosis-respuesta en ratones, se escogio
la dosis con actividad mds adecuada teniendo en cuenta
que se quiere usar esta accién farmacoldgica como control
positivo. O excipiente no fue retirado.

Las dosis administradas aparecen en la Tabla 1.

Tabla 1 — Esquema de tratamiento

EXP?I::\J/I':E(I)\JTAL TRATAMIENTO DET. POS TRAT.

Gl Extracto fluido (500 mg.kg-1) PC PC PC PC
Gll Extracto fluido (250 mg.k-1) PC PC PC PC
Glllc+ Paracetamol (12,5 mg.kg-1) PC PC PC PC
GlVc- Agua destilada(0,10 ml) PC PC PC PC
Tiempo 0 60 90 120 150
(minutos)

DET. POS TRAT.: Determinacion pos-tratamiento.Gl: grupo I; GlI: grupo Il;
Gllic+: grupo lll (control positivo); GVIc-: grupo IV (control negativo). La
administracion de paracetamol, extracto de Eclipta alba y agua destilada
fue por via oral. PC=Plato caliente. mg kg-1 = miligramos por kilogramo
de masa corporal. Grupos de 6 animales.

Fonte: Préprio Autor

Fueron utilizadas las pruebas estadisticas de Mann
Whitney (no paramétrica)®y la “t” de Student (paramé-

trica)”® para muestras pequefias e independientes, con p<
0.05. Para comprobar la distribucién normal de los resul-
tados obtenidos en el experimento se utilizd la prueba de
Shapiro Wilk® con una confianza de 95%. Los resultados
se expresan a través de la “media grupal” y el “error de
la media”. Para considerar diferencias entre grupos, am-
bas pruebas deben indicar diferencias estadisticamente
significativas.

RESULTADOS E DISCUSION

El rendimiento bruto del material vegetal fue de
102.3g (raices) y a partir de este, se realizé la extraccién
de los componentes con los cuales se elabord el extracto
hidroalcohdlico, el rendimiento bruto de este ultimo
proceso fue de 13.3%.

Cuando se compararon los Grupos | y Il (tratados con el
extracto hidroalcohdlico al 30% de raiz de Eclipta alba) con
relacion al Grupo lll (control positivo), tratado previamente
con paracetamol, se observd que a los 60 minutos no
existian diferencias estadisticamente significativas en los
tiempos de reaccion entre los grupos (Figura 1), de modo
que en este tiempo el extracto hidroalcohdlico de Eclipta
alba al 30% parece mostrar igual actividad analgésica que el
paracetamol, en las dosis utilizadas. La actividad analgésica
también se evidencié en estos grupos a los 90 y 120
minutos, dado que no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre ellos, de hecho la media grupal fue casi
la misma. Cuando se compard la accion analgésica de los
tres primeros grupos en el tercer tiempo de prueba, contra
los tres primeros grupos en el segundo tiempo de prueba,
también se comprobd la no existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre ellos.

Figura 1 — Accion del extracto fluido de Eclipta alba sobre los
tiempos de reaccion al calor de los ratones en el modelo del
“plato caliente”, se representa la media y el error de la media
de los tiempos de reaccion antes referidos. No hubo diferencias
estadisticamente significativas (entre grupos) a los 60, 90 y
120 minutos de prueba. Gl: Extracto fluido (500 mg kg*); GlI:
Extracto fluido (250 mg kg?); GllI: paracetamol (12.5 mg.kg™).
(*) Diferencia estadisticamente significativa.
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Fonte: Proprio Autor
En contraste, a los 150 minutos de prueba, los
Grupos | y Il, mostraron tiempos de reaccidn similares
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estadisticamente a los obtenidos en el primer tiempo
(60 minutos), indicando claramente el inicio de caida de
la accidn analgésica del extracto fluido de Eclipta alba.
Simultdneamente, el paracetamol continué aumentando
su accion analgésica tanto en intensidad como en tiempo
de duracion. Por tanto podemos afirmar que el extracto
hidroalcohdlico al 30% de raiz de Eclipta alba parece tener
una accion analgésica comparable con el paracetamol a
los 60, 90 y 120 minutos teniendo en cuenta el modelo
animal y dosis escogidas.

La figura 2 muestra que los animales del grupo llI
(control positivo), presentaron tiempos de reaccién al
calor progresivamente mayores, entre 15y 21 segundos
alo largo de los cuatro tiempos de pruebas utilizados en
el experimento, mostrando por tanto la accion analgésica
del farmaco. El grupo IV (control negativo) mostré tiem-
pos de reaccidn similares durante todo el experimento
(aproximadamente 10 segundos), por lo que se reafirma
estadisticamente la accién analgésica de este medicamen-
to. Finalmente, cuando se compararon los Grupos | y I,
tratados con extracto de Eclipta alba y el Grupo IV (con-
trol negativo), se comprobd la existencia de diferencias
estadisticamente significativas entre ellos en los tiempos
de 120 y 150 minutos de prueba.

Figura 2 — Accion del paracetamol sobre los tiempos de reaccion al calor
de los ratones en el modelo del “plato caliente”, se representa la media
y el error de la media de los tiempos de reaccion antes referidos. Las
diferencias fueron significativas estadisticamente en todos los tiempos

de prueba. GllI: paracetamol (12.5 mg Kg?); GIV: Agua destilada. (*)
Diferencia estadisticamente significativa.
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Fonte: Proprio Autor

El extracto fluido de Eclipta alba contiene diversas
substancias y compuestos quimicos biologicamente impor-
tantes debido a sus acciones sobre los organismos vivos, por
ejemplo: dcido mandélico (acido), dimetilmandelolactona
(lactona), tertienilcarbinol (glicosideo), apigenina (flavo-
na) luteolina (derivado flavénico), sitosterol (esteroide),
estigmasterol (esteroide)!®!!, entre otros. Wedelolactona
y dimetilwedelolactona fueron identificadas en extractos
metandlico e hidroalcohdlico de Eclipta alba, utilizando el
método de cromatografia liquida de alta presion (HPLC)2.
Cumarinas, flavondides y tanino se encontraron en ex-
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tractos hidroalcohdlicos de hojas de Eclipta prostrata,
identificados a través del método de cromatografia de
capa delgada®. Pithayanukul (2004), utilizando un ex-
tracto butandlico identificé flavondides, isoflavondides y
dimetil-wedelolactona en Eclipta prostrata**. La luteolina
(derivado flavénico) y estigmasterol (esteroide) fueron
caracterizados a través de extractos con solventes polares
y extractos hexanicos en Eclipta alba y Eclipta prostrata
respectivamente, el primero de estos trabajos fue realizado
por JADHAV, 2004 y el segundo por MOHAMMA, 2005%.

Por tanto basado en lo anterior, podemos pensar que
probablemente la accién analgésica del extracto fluido de
Eclipta alba se deba a la mandelolactona, un éster con
propiedad antinflamatoria®®, debido a que las acciones
antinflamatoria y analgésica presentan mecanismos
funcionales similares, basados en la inhibicion de la sin-
tesis de PG. Los componentes fendlicos de extractos de
Eclipta alba mostraron inhibicidn de la sintesis de PG in
vitro, efecto que podria ser el responsable por lo menos
en parte de la accion antinflamatoria de la mandelolac-
tona!®!! (éster deriva de alcohol + acido). Fernandez y
colaboradores'®sugieren que fenolesy polifenoles son los
responsables por la accidn antioxidante en el modelo de
“homogenato de cerebro” in vitro, por tanto la mande-
lolactona y wedelolactona (polifenol, este ultimo encon-
trado en el referido extracto fluido, con accion inhibidora
enzimatica*!? comprobada, también podrian tener accién
antioxidante (estabilizadora de membranas bioldgicas) y
directa o indirectamente accién inhibidora de la sintesis
de PG. Estudios realizados mostraron que los flavonoides
en general y particularmente los que poseen sistemas
“catecol” participan en la inhibicién de la fosfolipasa A2
presente en el veneno de serpientes®'’, trayendo como
consecuencia una menor liberacién y por ende menor
transformacion metabdlica el acido araquiddnico. Los
flavonoides también estan presentes en diferentes ex-
tractos fluidos de Eclipta alba®. Por tanto a partir de la
composicién quimica reportada por la bibliografia del re-
ferido extracto fluido y la accion analgésica encontrada, el
posible mecanismo de accién del extracto fluido de Eclipta
alba podria ser a través de la inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas probablemente de la serie “E”, actuando
a nivel del sistema nervioso periférico, especificamente a
nivel de las terminaciones nerviosas libres o receptores
del sistema nociceptivo y/o a nivel central.

Las prostaglandinas, bradicinina y el factor de creci-
miento nervioso, causan alteraciones en los receptores
vaniloides especificos (TRPV1) acoplados a los canales
idnicos-ligantes-dependiente activados por AMP ciclico
(adenosin-mono-fosfato ciclico) y la proteina quinasa, redu-
ciendo el tiempo de pos-hiperpolarizacion de lamembrana
neural, provocando disminucién del umbral de excitaciony
por tanto facilitando el disparo de la fibra® (hiperalgesia).
Los receptores TRPV2 y receptores “indeterminados” (los
cuales no necesitan de los receptores TRPV1 y TRPV2
previamente), podrian estar participando también en la de-
teccion del calor nocivo®. Es probable que una substancia

13



14

Wagner Wagner de Jesus Pinto et al.

“endovaniloide” se forme en la regién lesionada, actuando
como mediadora entre la estimulacion térmica y la res-
puesta del receptor®. Por tanto el aumento del umbral de
excitaciéon de esas terminaciones nerviosas libres pudiera
estar condicionando hipoalgesia. La inhibicidn de la sintesis
de PG de la serie “E”, podria estar provocando disminucidn
de la frecuencia de descarga de potenciales de accion por
parte del sistema nociceptivo, debido a la reducciéon de
la expresién funcional de los receptores TRPV1%, efecto
este que tal vez pudiera estar acompafiado de una accidn
antinflamatoria local, debido a que las PG son ademas
importantes mediadores en los procesos inflamatorios.
De hecho la actividad antioxidante preserva la es-
tructura de las membranas plasmadtica e intracelulares,
trayendo como consecuencia mayor estabilidad de estas,
efecto que puede atribuirse también al polifenol wedelo-
lactona, presente en el extracto fluido y por tanto menor
liberacién de los componentes de membrana, entre ellos
el 4cido araquiddnico, precursor importante de las PG. La
accion de los flavonoides también podria causar dismi-
nucién indirecta de la sintesis de PG y por tanto, efecto
analgésico, toda vez que estos (flavonoides), podrian
estar inhibiendo, en ratones, a |a fosfolipasa A 2 %7, cuyo
substrato especifico son los fosfolipidos de membrana,
disminuyendo asi la liberacién de 4cido araquiddnico?, el
cual es normalmente catalizado por enzimas ciclooxigena-
sas, transformandose en: prostaglandinas, prostaciclinas
y tromboxanos, substancias estas, mediadoras de diversas
respuestas fisioldgicas. Por tanto la potenciacién y/o
sinergismo de los mecanismos anteriormente referidos,
inhibiendo de una forma u otra la sintesis de prosta-
glandinas, principalmente de la serie “E” podrian estar
condicionando el aumento del umbral de excitacién del
sistema nociceptivo y por tanto la analgesia encontrada.

CONCLUSION

Teniendo en cuenta las dosis administradas, el mode-
lo experimental utilizado para hacer las determinaciones
del efecto analgésico asi como los tiempos de prueba
empleados, se puede concluir que el extracto hidroalco-
hélico al 30% de raiz de Eclipta alba(dosis 500 mg.kg? y
250 mg.kg™) de masa corporal, mostré “accidn analgésica
per se” entre 60 y 120 minutos, ese efecto parece ser
comparable (en intensidad) con el efecto del paracetamol
cuando se utiliza la dosis de 12.5 mg.kg™ de masa corporal.
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