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RESUMO

O presente estudo investigou as atividades
antinociceptiva e antiedematogénica do extrato
etandlico das folhas de J. princeps através dos testes
de contor¢des abdominais, formalina, placa quente e
edema de pata induzido por carragenina. O extrato
etandlico reduziu (p < 0,05) as contor¢des abdominais
(100 mg/kg = 55,75+1,29 e 200 mg/kg = 47,75+1,35)
quando comparado ao grupo controle (67,25+1,51).
Ambas as fases do teste de formalina foram inibidas
(p < 0,05): 1* fase (50 mg/kg = 79,50+1,12; 100 mg/kg
= 69,37£1,03 e 200 mg/kg = 56,75+1,95) e 2* fase (50
mg/kg = 86,50+1,22; 100 mg/kg = 69,62+1,66 e 200 mg/
kg = 49,37+1,50). Apés 90 min de tratamento, o limiar
nociceptivo dos animais quando avaliados no modelo
de placa quente foi aumentado de forma significativa
com o extrato nas doses de 100 mg/kg (8,12+0,48) e
200 mg/kg (10,25+0,45) quando comparados com o
grupo controle (6,62+0,46). Apés 3 h de aplicaciao da
carragenina, a dose de 200 mg/kg (0,43+0,02) reduziu o
edema de pataemrelacio ao grupo controle (0,55+0,04).
Este efeito também foi observado nas doses de 100 mg/
kg (0,52+0,04) e 200 mg/kg (0,45+0,02) apds 4 h de
experimento (controle = 0,63+0,03). Estes resultados
sugerem que J. princeps pode constituir uma fonte de
substincias ativas com atividades antinociceptiva e
antiedematogénica.

Palavras-chave: Joannesia princeps. Euphorbiaceae.
Atividade antinociceptiva. Atividade antiedematogénica.

INTRODUCAO

Plantas medicinais constituem uma das mais
importantes fontes de substancias ativas com potencial
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terapéutico e sdo freqlientemente usadas para curar uma
variedade de doengas no homem (Kamboj, 2000; Samy &
Gopalakrishnakone, 2008). Em especial, o uso de plantas
medicinais como agentes analgésico e antiinflamatorio
¢ uma pratica comum e essas tém sido alvo de estudos
recentes em modelos de contor¢des abdominais, formalina,
placa quente e edema induzido por carragenina (Sousa et
al., 2007b; Silvério et al., 2008). Além disso, a avaliacdo dos
efeitos farmacologicos pode ser usada como estratégia para
descobrir novos farmacos de origem vegetal (Patwardhan
et al., 2004; Samy & Gopalakrishnakone, 2008).

A familia Euphorbiaceae compreende cerca de 300
géneros e 6000 espécies distribuidas nas regides tropicais
e subtropicais. No Brasil, ocorrem 70 géneros com 1000
espécies difundidas em todos os tipos de vegetagdo (Souza
& Lorenzi, 2005). Plantas desta familia sdo empregadas na
medicina popular para tratamento de inflamacéo, diabetes,
ulceras, diarréia, rins, colesterol, distirbios hepéaticos e
como estomaquica, antidispéptica e cicatrizante (Lorenzi
& Matos, 2002).

Joannesia princeps Vellozo (Euphorbiaceae),
popularmente conhecida como boleira e cutieira, ¢ uma
arvore encontrada nas regides norte, nordeste e sudeste,
principalmente em floresta pluvial de mata atlantica
(Azevedo & Silva, 2006; Balbach, 1989; Lopes et al.,
2002). Os frutos possuem 37% de o6leo, sendo 1util para
fins medicinais ¢ industriais (Chaves & Davide, 1996).
Na medicina popular, esta planta ¢ indicada como
purgativo, para perturbagcdes menstruais, febre perniciosa,
antimicrobiano, sifilis, escrofulose, inchagco e inflamagao
(Sousa et al., 2007a; Balbach, 1989). O 6leo das cascas da
raiz € usado como laxante e o extrato das sementes exibe
forte atividade anti-helmintica (Sousa et al., 2007a). A
atividade anti-helmintica encontrada na planta foi atribuida
a alcaldides isolados de diferentes partes da mesma
(Achenbach & Benirschke, 1997). Além disto, neolignanas
tais como isoamericanina A, americanol A, isoamericanol
A e () 3,3’-bisdemetilpinoresinol foram identificadas
nas sementes (Waibel et al., 2003). Extratos das sementes
exibiram atividades laxante e antibacteriana e foram
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toxicos quando avaliados no modelo de A4. salina (Sousa
et al., 2007a).

O uso etnomedicinal de J. princeps, em especial
para inchaco e inflamagdo, ainda carece de validacdo
farmacoldgica e clinica que o respaldem cientificamente.
Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
investigar as atividades antinociceptiva e antiedematogénica
do extrato etanolico das folhas de J. princeps usando os
testes de contor¢do abdominal, de formalina, da placa
quente ¢ do edema de pata induzido por carragenina em
modelos de experimentac¢do animal.

MATERIAL E METODOS

Coleta do vegetal

J. princeps foi coletada na cidade de Nova Era,
estado de Minas Gerais, em margo de 2005. Uma exsicata
foi identificada e depositada no Herbario Leopoldo Krieger
da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) sob o n°
42053.

Preparo do extrato

As folhas coletadas foram submetidas a secagem a 50
°C, sob ventilagdo for¢ada, com perda de aproximadamente
92% de umidade. O material botanico (430 g) foi triturado
em moinho mecanico ¢ pulverizado em tamise de malha 80.
O extrato etanolico foi obtido por maceragao estatica durante
trés semanas com dez trocas de solvente (Cechinel Filho &
Yunes, 1998). Apds remocao do etanol por rotaevaporagao,
o extrato bruto foi solubilizado em dimetilsulfoxido
(DMSO) 1% (v/v) em salina para avaliagdo das atividades
farmacolégicas.

Prospeccio fitoquimica do extrato etandlico

O extrato etanolico foi submetido a uma prospeccao
preliminar através de reagdes para detectar a presenga
das classes de constituintes do metabolismo secundario
(Matos, 1997): flavondides (AIClL,, H,BO, e NaOH),
taninos (acetato de chumbo, sais de cobre, sais de ferro,
alcaldides e gelatina), cumarinas (KOH), terpendides
e esteroides (Baljet, Kedde e Liebermann-Buchard),
saponinas (indice de espuma), alcaldides (Dragendorff e
Mayer) e antraquinonas (Borntraeger).

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) ¢
ratos Wistar (200-240 g) machos provenientes do Centro
de Biologia da Reproducdo da Universidade Federal de
Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno (47x34x18 cm) com ragdo e agua ad libitum
em temperatura ambiente (2242 °C) durante trés dias no
ciclo claro/escuro de 12 horas (claro de 06:00 as 18:00 h).
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12 horas antes da realiza¢do dos experimentos, 0s animais
foram privados de alimentag@o. Os protocolos utilizados
foram aprovados pelo Comité de Etica na Experimentagio
Animal (CEEA) desta instituigdo (n° 005/2008-CEEA).

Teste de contorcoes abdominais

O extrato etandlico (50, 100 e 200 mg/kg) das
folhas de J. princeps foi administrado, por via oral (v.0.),
em grupos de camundongos de oito animais cada (Koster
et al., 1959; Collier et al., 1968). Apos 1 h de tratamento,
10 mL/kg de acido acético 0,6% foram administrados
intraperitonealmente € o n° de contor¢des abdominais
determinado entre 10 e 30 min apos esse procedimento
de forma cumulativa. O grupo controle (n = 8) recebeu 10
mL/kg de salina (v.0.). Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi
o controle positivo (n = 8) do teste e serviu para validar
o0 método, sendo administrada 1 h antes do acido acético
0,6%.

Teste da formalina

Injecdo de 20 pL de formalina 2,5% (em salina
estéril) foi aplicada no espago subplantar da pata direita
dos camundongos (n = 8) ¢ a duragdo do tempo de reacdo
foi determinada de 0 a 5 min (primeira fase) e 15 a 30
min (segunda fase) (Hunskaar & Hole, 1987). O extrato
etanolico de J. princeps foi administrado nas doses de
50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) 1 hora antes da aplicagdo da
formalina. Os animais controle (n = 8) receberam 10 mL/
kg de salina (v.0.). Morfina (1 mg/kg, subcutanea) foi usada
como controle positivo do teste (n = 8) e serviu para validar
o método, sendo administrada 1 h antes da formalina 2,5%
(Shibata et al., 1989). A morfina age em ambas as fases
neurogénica (primeira fase) e inflamatoria (segunda fase).

Teste da placa quente

Grupos de oito camundongos foram tratados com
o extrato etandlico de J. princeps (50, 100 ou 200 mg/kg,
v.0.; 0,1 mL/10 g) e salina (10 mL/kg). Os animais foram
colocados em placa quente aquecida a 55+1 °C (Eddy &
Leimbach, 1953). As medidas foram realizadas nos tempos
zero, 30, 60 e 90 min apds administragdo do extrato através
de saltos e lambida da pata. O limiar nociceptivo (cut-off)
foi de 40 s. Em um grupo de animais (n = 8) procedeu-se a
determinag@o do efeito do pré-tratamento com naloxona (1
mg/kg, s.c.) sobre a antinocicep¢do produzida pelo extrato
(200 mg/kg, v.0.) e morfina (1 mg/kg, s.c.) que foi usada
como controle positivo do teste e serviu para validar o
método.

Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela inje¢do de 0,1 mL
de carragenina (2% p/v) em salina estéril ¢ administrada
na regido subplantar da pata direita de rato Wistar machos
(n = 6). O extrato de J. princeps foi administrado (v.0.)
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nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg 1 h antes da injego de
carragenina (Winter et al., 1962). O grupo controle recebeu
10 mL/kg de salina (v.0.). Na pata esquerda, usada como
controle, foi injetada 0,1 mL de salina estéril. As medidas
do edema foram realizadas nos tempos 1, 2, 3 e 4 horas apos
aplicacdo da carragenina e o volume deslocado foi medido
pela diferenca entre o edema das patas direita e esquerda.
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada como controle
positivo do teste (n = 6) e serviu para validar o método,
sendo administrada 1 h antes da aplicag@o da carragenina.

Analise estatistica

Os resultados foram demonstrados através da média
+ erro padrdo. Analise de varidancia (ANOVA) seguida do
teste de Student Newman-Keuls foi utilizada para medir o
grau de significancia (p < 0,05). O teste de contor¢des foi
a média do niimero de contor¢des, no teste de formalina
foi a média do tempo de reag@o (lambida da pata), o teste
da placa quente foi a média do limiar nociceptivo sobre a
placa quente e no teste de edema foi a média da diferenga
do volume deslocado.

RESULTADOS

A prospecgdo fitoquimica indicou a presenca de
flavondides, taninos, cumarinas, terpendides, esteroides e
alcaloides.

O extrato etanodlico das folhas de J. princeps
demonstrou atividades antinociceptiva e antiedematogénica.
As contorgdes abdominais foram  reduzidas,
significativamente (p<0,001),em 17,10e¢29,00% emrelagdo
ao controle, nas doses de 100 e 200 mg/kg, respectivamente
(Tabela 1). Ambas as fases do processo doloroso induzido
pela formalina (fase I e fase II) foram respectivamente
inibidas pelo extrato nas doses de 50 mg/kg (79,50+1,12;
86,50+1,22), 100 mg/kg (69,37+1,03; 69,62+1,66) e 200
mg/kg (56,75+1,95; 49,37+1,50) quando comparado com o
controle (84,37+1,91; 91,87+1,31) (Tabela 2).

Conforme mostra a Tabela 3, o extrato de J.
princeps aumentou o limiar nociceptivo de camundongos
expostos a placa quente. No tempo zero e 30 min, ndo houve
efeito significativo quando comparado ao grupo controle.
Apds 60 min de tratamento, a dose de 200 mg/kg aumentou,
significativamente (p < 0,05), o limiar nociceptivo. As
doses de 100 e 200 mg/kg (p < 0,05 ou p < 0,001) tiveram
efeito significativo apos 90 min da administragdo do
extrato, aumentando o tempo de laténcia sobre a placa
quente em 22,66 ¢ 54,83% em relagdo ao grupo controle,
respectivamente. A naloxona, um antagonista opidide,
reduziu o efeito da morfina, mas ndo alterou totalmente o
efeito antinociceptivo do extrato testado.

O efeito antiedematogénico do extrato etandlico
de J. princeps avaliado pelo o método do edema de pata
induzido por carragenina ¢ mostrado na Figura 1. A inibicao
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do edema foi observada a partir de 3 horas ap6s aplicacdo
de carragenina na dose de 200 mg/kg (0,43%0,02; 21,82%;
p < 0,05). Apos 4 h da inje¢do de carragenina, as doses de
100 mg/kg (0,52+0,04; p < 0,05) e 200 mg/kg (0,45+0,02;
p < 0,01) reduziram o edema de pata em 17,46 e 28,57%,
respectivamente. Nesse tempo, a indometacina reduziu o
edema de pata em 33,33%.

Tabela 1. Efeito do extrato etanodlico de J. princeps sobre as
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (n = 8).

Numero de
Grupos Doses (mg/kg) Contorgbes Inibigao (%)
Controle Salina 67,25+1,51 -
50 64,25+1,78 4,46
Extrato Etandlico 100 55,75+£1,29*** 17,1
200 47,75%1,35*** 29
Indometacina 10 12,1240,79*** 81,98

***p < 0,001. Significativos apos analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

Tabela 2. Efeito do extrato etanolico de J. princeps sobre o tempo
de reagdo da lambida da pata induzido por formalina (n = 8).

Tempo de Reacéo (s)
Doses

12 Fase Inibicdo 22 Fase Inibigao
(mg/kg)
(s) (%) (s) (%)

Controle  Salina  84,37+1,91 - 91,87+1,31 -

Grupos

50 79,50+1,12* 5,77 86,50+1,22* 5,84
Extrato

100 69,37+1,03*** 17,78 69,62+1,66** 24,22
Etandlico

200 56,75+1,95*** 32,74 49,37+1,50** 46,26
Morfina 1 15,50+1,08*** 81,63 17,25+£1,33*** 81,22

*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001. Significativos apos analise de variancia (ANO-
VA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

Tabela 3. Efeito do extrato etanolico de J. princeps sobre o tempo
de laténcia de camundongos expostos a placa quente (n = 8).

Grupos Doses Tempo de Laténcia (s)

(mg/kg)

Zero 30° 60’ 90’

Controle Salina 6,12+0,40 6,62+0,70 6,50+0,68 6,62+0,46

50 6,12+0,61 6,75+0,60 7,00+0,57 7,37+0,42
Extrato 100 6,37+0,65 7,25+0,59 7,12+0,58 8,12+0,48*
Etandlico

200 6,37+0,53  7,62+0,56 8,62+0,32* 10,25+0,45***
Morfina 1 6,37+0,62 11,6241,02**  14,2541,14**  18,1241,31***
Naloxona+  1+1 6,50+0,71  9,12+0,48* 9,25+0,49** 8,00+0,53
Morfina
Naloxona+  1+200 6,37+0,68 7,50+0,32 8,37+0,46* 8,25+0,45*

Extrato

*p <0,05; **p<0,01; ***p <0,001. Significativos apos analise de variancia (ANO-
VA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.
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Figura 1. Efeito do extrato etanolico das folhas de J. princeps
sobre o edema de pata induzido por carragenina (n = 6). *p <0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001 significativos apds analise de varidncia
(ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando
comparados ao controle.

DISCUSSAO

A prospeccdo fitoquimica mostra que o extrato
etanolico das folhas de J. princeps € rico em substancias
do metabolismo secundario. As classes do metabolismo
evidenciadas podem justificar a presenga de substancias ja
identificadas na espécie (Achenbach & Benirschke, 1997,
Waibel et al., 2003).

Com base nos resultados obtidos dos testes de
contor¢des abdominais, formalina, placa quente e edema
de pata, observa-se que o extrato etanolico das folhas de
J. princeps possui efeito antinociceptivo sobre o sistema
nervoso periférico e central. Os dados demonstram que
o extrato reduziu as contor¢cdes abdominais, sugerindo
a inibicdo da sintese de prostaglandinas pela via da
ciclooxigenase, pois a indometacina (controle positivo do
teste) tem como mecanismo de agdo a inibi¢do desta enzima
(Duarte etal., 1992). Além disso, o efeito central e periférico
foi demonstrado através de uma resposta bifasica através do
modelo de nocicepgao induzido por formalina (Hunskaar &
Hole, 1987). A primeira fase (0 a 5 min) corresponde a etapa
neurogénica onde ocorre um intenso processo doloroso pela
ativagdo das vias nociceptivas, enquanto os mediadores da
inflamacg&o e a inflamagao sdo produzidos apds 15 minutos
de aplicacdo da formalina (segunda fase) (Hunskaar & Hole,
1987; Shibata et al., 1989). Segundo Shibata et al. (1989),
a substancia P e a bradicinina participam como mediadores
da 1? fase, enquanto histamina, serotonina, prostaglandina
e bradicinina estdo envolvidas na resposta nociceptiva da
segunda fase. A agdo central foi confirmada no teste da placa
quente (100 e 200 mg/kg), mostrando que o efeito maximo
¢ alcangado apds 90 minutos. Este teste ¢ considerado
sensivel a farmacos que atuam em nivel supraespinal de
modulagdo da resposta dolorosa (Yaksh & Rudy, 1977),
sugerindo uma a¢do modulatéria do extrato. Pela analise
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dos dados observa-se, também, que a agdo antinociceptiva
do extrato ndo depende totalmente do sistema opidide, pois
o tratamento com naloxona ndo reverteu completamente o
efeito produzido (Sousa et al., 2007; Silvério et al., 2008).
O teste de algesia induzida por formalina também indicou
uma possivel atividade antiedematogénica, pois a segunda
fase foi reduzida a partir de 50 mg/kg.

A atividade antiedematogénica foi confirmada
pelo edema de pata induzido por carragenina em ratos, um
modelo largamente empregado para estudar substancias
antiinflamatorias. A carragenina induz o edema de pata
resultando na liberagdo de mediadores tais como histamina,
serotonina, bradicinina, substancia P e fator de agregacdo
plaquetaria, bem as prostaglandinas via ciclooxigenase (Di
Rosa et al., 1971; Seibert et al., 1994; Nantel et al., 1999;
Stochla & Maslinski 1982; Hwang et al., 1986; De Campos
et al., 1996; Gilligan et al., 1994). No presente estudo,
o tratamento oral com o extrato de J. princeps inibiu
significativamente o edema de pata. Esta evidéncia sugere
que as agdes antiedematogénicas do extrato etandlico de J.
princeps estdo relacionadas a inibi¢cdo de um ou mais vias
de sinalizacdo intracelulares envolvidas nos efeitos desses
mediadores.

Atividades antinociceptiva e antiedematogénica
encontradas neste estudo também tém sido descritas em
extratos de plantas pertencentes a familia Euphorbiaceae
(Nardi et al., 2006; Perazzo et al., 2007; Rocha et al.,
2008; Magaji et al., 2008). Como se trata de um extrato
bruto obtido por maceragdo estatica, que pode conter
substancias apolares e polares (Cechinel Filho & Yunes,
1998), ¢é possivel que substincias similares possam
ser responsaveis por essas propriedades haja visto que
flavondides, taninos, cumarinas, terpendides, esteroides
e alcaloides foram detectados no extrato etandlico de J.
princeps. Atividade antiinflamatoria tem sido atribuida a
substancias flavonoidicas (Kim et al., 2004) ¢ terpenoidicas
(Beirith et al., 1999; Perazzo et al., 2007; Costa et al.,
2007), o que pode justificar a atividade antinociceptiva de
J. princeps. Baseado nas classes de substancias detectadas,
mecanismos de acdo podem ser sugeridos para explicar
as atividades observadas. Por exemplo, flavonodides
sdo potentes inibidores da enzima 6xido nitrico sintase
tipo 2 responsavel pela na sintese do 6xido nitrico (ON)
(Olszanecki et al., 2002) que indiretamente bloqueiam as
vias da ciclooxigenase e/ou lipoxigenase (Robak et al.,
1998) e da proteina quinase C ¢ L-arginina/ON (Meotti
et al., 2005). Essas vias tém sido implicadas em uma
série de eventos moleculares envolvidos nas atividades
antinociceptiva (Machelska et al., 1997) e antiinflamatéria
(Kim et al., 2004). A associagdo entre a liberacdo de ON
das células endoteliais, a habilidade de flavonodides em
induzir vasodilatacdo e a importancia da vasodilatacdo nos
mecanismos antinociceptivo e antiinflamatério tém sido
descritos na literatura (Naseri et al., 2005; Chen & Pace-
Asciak, 1996). Além disso, os flavonoides sdo capazes
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de inibir a fosfolipase A2 e a fosfolipase C, enzimas
importantes da cascada de mediadores dos processos
inflamatérios (Middleton et al., 2000). Por outro lado, a
atividade antiinflamatdria pode estar associada ao efeito
inibitorio de terpendides sobre o fator nuclear kB (Nam,
2006). Saponina terpenoidica tem também exercido
atividade antinociceptiva via modulagdo dos receptores do
GABA,, NMDA, ndo-NMDA, serotonina e a2-adrenérgico
ao nivel da medula espinhal, o que pode justificar o efeito
central do extrato etandlico de J. Princeps (Suh et al., 1996;
Suh et al., 2000).

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo
corroboram para o emprego de J. princeps na medicina
popular visto que o extrato etanolico das folhas possui
efeitos antinociceptivo ¢ antiedematogénico, sugerindo
suas potencialidades para fins terapéuticos. Entretanto,
novos estudos necessitam ser realizados para garantir seu
uso seguro.
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ABSTRACT

Investigation of antinociceptive and anti-edematogenic
activities of an ethanol extract of the leaves of Joannesia
princeps Vellozo

The antinociceptive and anti-edematogenic activities
of ethanol extract of Joannesia princeps leaves were
investigated in male rats. The responses tested were
acetic acid writhing, paw licking induced by formalin,
hot plate and carrageenan-induced paw edema.
The ethanol extract reduced (p<0.05) the abdominal
contortions (100 mg/kg = 55.75+1.29 and 200 mg/kg
= 47.75+1.35) in comparison with the control group
(67.25+1.51). Both phases of paw lick were inhibited
(p < 0.05): 1* phase (50 mg/kg = 79.50+1.12; 100 mg/
kg = 69.37+£1.03; 200 mg/kg = 56.75+1.95; controls
84.37+1.91) and 2" phase (50 mg/kg = 86.50+1.22; 100
mg/kg = 69.62+1.66; 200 mg/kg = 49.37+1.50; controls
91.87+1.31). After 90 min of treatment, the reaction
time on the hot plate increased at the doses 100 mg/kg
(8.12+0.48) and 200 mg/kg (10.25+0.45), compared to
the control group (6.62+0.46). After 3 h of application of
carrageenan, a dose of 200 mg/kg (0.43+0.02) inhibited
the paw edema, compared to the control group (0.55 =
0.04). This effect was also observed at doses of 100 mg/
kg (0.52+0.04) and 200 mg/kg (0.45+0.02) after 4 h of
the experiment (control = 0.63 £ 0.03). These results
suggest that the Brazilian arara-nut tree, J. princeps,
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could constitute a source of active substances with
antinociceptive and anti-edematogenic activities and,
after further tests, may help to validate the use of this
plant in popular medicine.

Keywords:  Joannesia  princeps.  Euphorbiaceae.
Antinociceptive activity. Anti-edematogenic activity.
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