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RESUMO

O presentetrabalho investigou os efeitos far macol 6gicos
e toxicologicos do extrato metandlico dos galhos de
Posoqueria acutifolia. Foram realizados os testes de
contor ¢cBes abdominais, formalina, placa quente, edema
de pata e pleurisia, bem como para atoxicidade aguda.
Asdoses de 100, 200 e 400 mg/kg inibiram as contor ¢des
abdominais. No teste da formalina, a dose de 400 mg/kg
reduziu o tempo de lambida da primeira fase, enquanto
este efeito foi observado nas doses de 200 e 400 mg/kg
sobre a segunda fase. O tempo de permanéncia sobre a
placa quente aumentou na dose de 400 mg/kg, embora a
dose de 200 mg/kg também tenha tido efeito significativo
ap6s 90 minutos de tratamento. Houve uma reducao do
edema de pata, do volume do exsudato e da migracéo
leucocitaria nas dosestestadas. O extrato testado néo foi
téxico nas doses avaliadas. Portanto, o extrato metandlico
deP. acutifolia exibe efeitos analgésico e antiinflamatério,
0 que poderia estar relacionado a seu uso na medicina
popular.

Palavras-chave: Posoqueria acutifolia; Rubiaceae; efeito
analgésico; efeito antiinflamatorio; toxicidade aguda.

INTRODUCAO

Vegetais pertencentes a familia Rubiaceae
compreendem cerca de 637 géneros e aproximadamente
10700 espécies distribuidas em regides tropicais (Robbrecht,
1988; Chiquieri et al., 2004). O género Posoqueria
(Rubiaceae), encontrado na América do Sul (Anderson,
1992), especiamente em matas Umidas do Brasil (Macias,
1988), é caracterizado pela presenca de inflorescéncias
péndulas, com botdes florais curvos no apice e anteras pilosas
(Pereira & Barbosa, 2004). Da espécie Posoqueria latifolia,
usada na medicina popular como anti-séptica e cicatrizante
de feridas (Fenner et al., 2006), foram identificadas
substéncias iridoidicas (Chao & Svoboda, 1980).

Posoqueria acutifolia Mart. (Rubiaceae),
encontrada na mata atlantica, é usada popularmente como
antimicrobiano, cicatrizante e antiinflamatério (Soares Junior
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et a., 2005), porém, estudos farmacol 4gi cos e toxicol 6gicos
ndo sdo descritos na literatura cientifica. Em virtude das
aplicagbes terapéuticas desta planta na medicina popular, o
presente estudo teve como objetivo investigar a toxicidade
aguda e os efeitos analgésico e antiinflamatorio do extrato
metandlico dos galhos de P. acutifolia empregando os
model os de nocicepcdo e inflamacdo induzidos em ratos e
camundongos.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

P. acutifolia foi coletada em Camocim, Ceara,
Brasil, em fevereiro de 2005. Uma exsicata, identificada por
Dra. F&tima Regina Gongalves Salimena Pires, foi depositada
no Herbério do Departamento de Boténica da Universidade
Federal de Juiz de Fora sob n° de registro 43961, Juiz de
Fora, Minas Gerais, Brasil.

Preparo dos extratos

Os galhos (sem folhas) foram submetidos a secagem
a 50°C, sob ventilacdo forcada, com perda de
aproximadamente 92% de sua umidade. O material botanico
(750 g) fai triturado em moinho mecanico e pulverizado em
tamise de malha 80. O extrato metandlico foi obtido por
maceragdo estética durante trés semanas com dez trocas de
solvente. Apds remogao do metanol por rotaevaporagdo, o
extrato bruto seco foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO) 1% (v/v) em solucéo salina para avaliacdo das
atividades farmacol égicas.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g) e
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 racao e aguaad libitum em temperatura
ambiente (22+2 °C) durante trés dias no ciclo claro/escuro
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de 12 horas (claro de 06:00 as 18:00 h). Doze horas antes da
realizac8o dos experimentos, os animais foram privados de
alimentag&o. Os protocol os utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica na Experimentacio Animal (CEEA) desta
instituicao.

Avaliacéo da toxidez aguda

Grupos de 10 camundongos receberam doses de 0,5,
1, 1,5, 2 e 3 g/kg de solugdo do extrato metandlico de P.
acutifolia por via oral, enquanto o grupo controle recebeu
solucéo salina. Os grupos foram observados por 48 horas,
registrando-se a mortalidade dos animais (Dietrich, 1983).
A DL, foi determinada através do método dos probitos
usando a porcentagem da mortalidade e o logaritmo das doses
seguidas de regressdo linear (Litchfield & Wilcoxon, 1949).

Avaliacdo da atividade analgésica
Teste de contor¢des abdominais

O extrato metandlico (100, 200 e 400 mg/kg; 0,01 mL/
g) foi administrado em camundongos, por viaoral (v.0.), uma
hora antes da aplicac@o de 10 mL/kg de &cido acético 0,6% (n =
8) (Koster et al., 1959; Collier et al., 1968) intraperitoneal mente.
O niimero de contor¢Bes abdominais foi contado entre 10 e 30
minutos apos esse procedimento. O grupo controle recebeu 10
mL/kg de sdina (v.0.). Indometacina, antiinflamat6rio ndo-
esteride (Rang et al., 2001), (10 mg/kg, v.0.) foi usada como
controle positivo do teste.

Teste da formalina

Um volume de 20 pL deformalina2,5% (em salina
estéril) foi aplicado no espago subplantar da pata direita dos
camundongos (n = 8) e aduragdo do tempo de lambida foi
determinado de zero a cinco minutos (12 fase) e 15 a 30
minutos (22 fase) (Hunskaar & Hole, 1987). O extrato deP.
acutifolia foi administrado nas doses de 100, 200 e 400
mg/kg (v.0.) uma hora antes da injecdo da formalina. Os
animais controle receberam 10 mL/kg de salina (v.0.), sendo
usada morfina (1 mg/kg, s.c.) como controle positivo do teste.

Teste da placa quente

Quatro grupos de oito camundongos foram tratados
com salina ou extrato metandlico (100, 200 ou 400 mg/kg,
v.0.; 0,1 ml/10 g). Os animais foram colocados em placa
guente aquecida a 55+1 °C (Eddy & Leimbach, 1953). As
medidas do tempo de laténcia foram realizadas nos tempos
zero, 30, 60 e 90 minutos apds administracdo do extrato,
com tempo maximo de permanéncia sobre a placa quente de
40 segundos. Em outro grupo de animais, o efeito do pré-
tratamento com naloxona (1 mg/kg, s.c.) sobre aanalgesia,
produzida pelo extrato (400 mg/kg, v.0.), foi determinado.
Morfina (1 mg/kg, s.c.), na auséncia e na presenca de
naloxona, foi usada como controle positivo do teste.
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Avaliacdo da atividade antiinflamatéria
Edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pelainjecéo de 0,1
mL de carragenina (2% p/v) em salina estéril e administrada
naregido subplantar da pata direita de ratos Wistar machos
(n=6). Uma hora antes dainjeg&o de carragening, o extrato
deP. acutifolia foi administrado (v.0.) nas doses de 100, 200
€400 mg/kg (Winter et a., 1962). O grupo controle recebeu
10 mL/kg de sdina (v.0.). Na pata esquerda, usada como
controle, foi injetada 0,1 mL de salina estéril. Apds quatro
horas de injecdo de carragenina, a medida do edemafoi feita
pela diferenca entre o volume da &gua deslocado da pata
direita e o da pata esquerda utilizando um pletismdémetro.
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada como controle
positivo do teste.

Pleurisia induzida por carragenina

A pleurisiafoi induzida em ratos Wistar pelainjecéo
intrapleural de 0,5 mL, entre aterceira e aquintacostelado
lado direito do mediastino, de uma suspensdo de carragenina
2% em solucdo salina estéril (Vinegar et ., 1973). Grupos
de seis ratos foram tratados com extrato de P. acutifolia (100,
200 e 400 mg/kg, v.0.), indometacina (10 mg/kg, v.0.) ou
salina (10 mL/kg, v.0.) uma hora antes da aplicagéo do agente
inflamatdrio. Quatro horas ap6s aindugéo da inflamacéo, os
animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (75
mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) e sacrificados.
Uma incisdo foi feita entre a terceira e quinta costela em
cada lado do mediastino. O exsudato pleural foi coletado,
transferido a um tubo conico de centrifuga e o volume foi
determinado. Umaaiquotade 50 pL do exsudato foi usada
para determinar a contagem total de leucécitos em cémara
de Neubauer.

Andlise estatistica

Os resultados foram demonstrados através damédia
erro padréo damédia. Andlise de variancia (ANOVA) seguida
do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada para medir
o grau de significancia (p < 0,05).

RESULTADOS

Segundo o parametro observado, o extrato
metandlico de P. acutifolia ndo foi toxico no modelo de
animal testado, pois o valor daDL ; foi acimade 3 g/kg nas
doses testadas. Néo foi possivel definir com precisdo aDL
no entanto, este resultado serviu como base para estabel ecer
as doses nos experimentos farmacol 6gicos.

O teste de contor¢des abdominais mostrou que o
extrato dos galhos de P. acutifolia inibiu as contor¢des nas
doses administradas (Tabela 1). O extrato causou reducéo de
13,20% (100 mg/kg), 20,47% (200 mg/kg) e 36,22% (400 mg/kg).
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A indometacinainibiu 73,83% as contor¢des abdominais em
relacdo ao grupo controle.

A injecdo intraplantar de formalina promoveu uma
resposta caracteristica bifasica (Tabela 2). A duragéo do
tempo de lambida na primeira fase (0-5 min) foi de 88,00
+2,80 s e na segunda fase (15-30 min) foi de 92,40+2,78 s
para o grupo controle. Apds 60 minutos de tratamento, a
dose de 400 mg/kg do extrato metandlico de P. acutifolia
inibiu a primeira fase em 25,57%. As doses de 200 mg/kg
(78,60+1,78) e 400 mg/kg (54,90+1,88) produziram
diminuicdo significativa do tempo de lambida durante a
segunda fase. Como esperado, a morfina (1 mg/kg) foi ativa
em ambas as fases.

O extrato metandlico de P. acutifolia aumentou o
tempo de permanéncia de camundongos expostos a placa
quente (Tabela 3). No tempo zero, ndo houve efeito
significativo quando comparado ao grupo controle. Na Tabela
3, émostrado que a dose de 400 mg/kg aumentou o tempo
de permanéncia (p<0,05) a partir de 30 minutos, enquanto a
dose de 200 mg/kg teve efeito significativo apos 90 minutos

de tratamento. A naloxona, antagonista opidide, reduziu o
efeito da morfina, mas néo alterou o efeito analgésico do
extrato testado.

O efeito antiinflamatério do extrato metandlico de
P. acutifoliaavaliado pelo método do edema de pata induzido
por carragenina é mostrado na Tabela 4. A inibi¢do do edema
foi observada nas doses de 100 mg/kg (12,92%), 200 mg/kg
(13,04%) e 400 mg/kg (23,91%) em relacdo ao controle. A
indometacina reduziu o edema de pata em 54,35%.

Os efeitos sobre a pleurisia demonstraram que as
doses testadas reduziram, significativamente, o volume do
exsudato e o n° de leucdcitos totais (Tabelas 5 e 6). O volume
do exsudato foi reduzido em 8,62, 17,24 e 21,55% nas doses
de 100, 200 e 400 mg/kg, respectivamente, em comparagao
asolucéo salina. A inibic&o da migraco leucocitéria ocorreu
nas doses de 100 mg/kg (20,53+0,64), 200 mg/kg (19,92
+0,35) e 400 mg/kg (19,25+0,37). Nao houve diferenca
significativa entre polimorfonucleares e mononucleares em
relacdo ao controle. A indometacina reduziu o volume do
exsudato e amigragdo leucocitéria.

Tabela 1 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre as contor¢oes
abdominais induzidas por &cido acético (n = 8).

Grupos Doses (mg/kg) NUmero de ContorgGes Inibicdo (%)
Controle Sdlina 63,50+2,69 -
100 55,12+1,42* 13,20
Extrato Metanolico 200 50,50+1,50% ** 20,47
400 40,50+2,12*** 36,22
Indometacina 10 16,62+1,44*** 73,83

***P < 0,001. Significativos apds andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste de
Student Newman-K euls quando comparados ao controle.

Tabela 2 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre o tempo de reagéo da
lambida da patainduzido por formalina (n = 8).

Grupos Doses Tempo de Reagdo ()
(mg/kg)  12Fase(s) Inibicéo (%) 22Fase () Inibico (%)
Controle Sdlina 88,00+2,80 - 92,40+2,78 -
100 86,00+1,58 - 89,40+1,95 -
Extrato Metandlico 200  83,75+1,71 - 78,6041,78%** 14,93
400  65,50+1,66%** 25,57 54,90+1,88*** 40,58
Morfina 1 17,12+1,75%** 80,54 19,90+1,65*** 78,46

***P < 0,001. Significativos apos andlise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de Student
Newman-K euls quando comparados ao controle.
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Tabela 3 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre o tempo de laténcia de
camundongos expostos a placa quente (n = 8).

Grupos Doses Tempo de Laténcia (s)
(mg/kg) Zero 30 60’ 9
Controle Sdina  6,12+0,83 6,62+0,68 6,62+0,50 6,75+0,49

100 6,50+0,57  6,50+0,68 6,87+0,70 7,62+0,65
Extrato Metandlico 200 6,12+0,91 8,12+0,61 8,37+0,70 8,50+0,62*

400 6,75+0,53 10,75+0,99** 13,00+1,03*** 14,37+0,90***
Morfina 1 6,50+0,68 16,25+0,88*** 20,25+0,99*** 24,25+0,80***
Naloxona+Morfina 1+1 6,62+0,65 13,87+0,64*** 12,00+1,00*** 8,37+0,59

NaloxonatExtrato ~ 1+400 6,87+0,44 10,25+0,78** 11,75+0,59*** 12,62+0,73***

*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001. Significativos apds andlise de variancia (ANOV A) seguido
do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

Tabela 4 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre o edema de pata indu-
zido por carragenina (n = 6).

Grupos Doses (mg/kg) Volume Deslocado (mL) Inibigéo (%)
Controle Salina 0,92+0,03 -
100 0,88+0,05 12,92
Extrato Metandlico 200 0,80+0,04* 13,04
400 0,70+0,06** 2391
Indometacina 10 0,42+0,03*** 54,35

*P < 0,05; **P < 0,01 ***P < 0,001. Significativos apés andlise de varidncia (ANOVA)
seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

Tabela 5 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre o volume do exsudato
da pleurisiainduzida por carragenina (n = 6).

Grupos Experimentais  Doses (mg/kg) Volume do exsudato (mL)
MédiatE.P. Inibic&o (%)
Controle Salina 2,32+0,16 -
100 2,12+0,14 8,62
Extrato Metanélico 200 1,92+0,07* 17,24
400 1,82+0,06* 21,55
Indometacina 10 1,17+0,09*** 49,57

*P < 0,05; ***P < 0,001. Significativos apos andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste
de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.
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Tabela 6 - Efeito do extrato metandlico de P. acutifolia sobre o n° de leucécitos
totais no exsudato da pleurisiainduzida por carragenina (n = 6).

Grupos Experimentais ~ Doses (mg/kg) Leucdcitos Totais x 105/mm?
MédiatE.P. Inibicao (%)
Controle Sdina 24,80+0,24 -
100 20,53+0,64*** 17,22
Extrato Metandlico 200 19,92+0,35%** 19,68
400 19,25+0,37*** 22,38
Indometacina 10 12,86+0,36* ** 41,85

***P < 0,001. Significativos apds andlise de variancia (ANOV A) seguido do teste de Student
Newman-K euls quando comparados ao controle.

DISCUSSAO

Baseado nos resultados observados neste estudo, o
extrato metandlico de P. acutifolia possui propriedades
analgésicas sobre o sistema nervoso periférico e central,
sendo pela primeira vez descrito naliteratura. Os resultados
demonstram que o extrato reduziu as contor¢des abdominais,
sugerindo ainibicdo da sintese de prostaglandinas pelavia
da ciclooxigenase (Duarte et a., 1992). Além disso, foi
observado um efeito central e periférico através de uma
resposta bifasica do tempo da lambida da pata induzida por
formalina (Hunskaar & Hole, 1987). A acdo central foi
confirmada no teste da placa quente na dose de 200 mg/kg,
mostrando que o efeito maximo é alcangado ap6s 90 minutos
da resposta. Os resultados também sugeriram que a agéo
analgésica do extrato néo é exclusivamente dependente do
sistema opiGide, pois o tratamento com naloxona, antagonista
opioide, ndo reverteu totalmente o efeito produzido. O teste
do tempo da lambida da pata também indicou atividade
antiinflamat6ria.

A atividade antiinflamatdria do extrato metandlico
de P. acutifolia sugerida no teste daformalinafoi confirmada
pelo modelo do edema da pata induzido por carragenina
através da reducéo do volume deslocado (Tabela 4). Como
agente inflamatdrio, a carragenina induz inflamag&o pela
liberacdo de prostaglandinas, ocasionando a formac&o de
edema. Antiinflamatérios ndo-esterdides, como a
indometacina, inibem a ciclooxigenase, reduzindo a
biossintese de prostaglandina (Farsam et al., 2000).
Provavelmente, o extrato testado possui agcdo semelhante a
este antiinflamatorio, porém mais testes sd0 necessarios para
comprovar esta afirmagéo.

A injecéo de carragenina ocasiona a formag&o do
exsudato na cavidade pleural (Ammendola et al., 1975;
Almeidaet al., 1980) e amigracéo leucocitaria (Almeida et
al., 1980; Compasso et al., 1975). E um método bastante
interessante, pois avalia o infiltrado inflamat6rio e confirma
os resultados obtidos no edema de pata. Os antiinflamat6rios

ndo-esterdides, tal como aindometacina, inibem o acimulo
do exsudato e a mobilizag&o de leucdtcitos entre trés e seis
horas ap0s aplicacdo da carragenina (Vinegar et al., 1973).
Ao reduzir o volume do exsudato e a migragéo leucocitéria,
0 extrato metandlico de P. acutifolia corroborou com os
resultados do edema de pata (Tabelas 3, 4 €5).

Em acordo com os resultados obtidos, concluimos
que o extrato metandlico dos galhos de P. acutifolia
demonstrou ter efeitos analgésico e antiinflamatorio nos
métodos empregados, sugerindo suas potencialidades para
fins terapéuticos. Os resultados podem estar relacionados
ao seu uso na medicina popular, entretanto, novos estudos
necessitam ser realizados para garantir 0 uso seguro pela

populagdo.
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ABSTRACT

Pharmacological and toxic effects of Posoqueria acutifolia
Mart. (Rubiaceae) extract in rodents

In the present study, the pharmacological and toxic
effects on mice of methanol extract of branches of the
Brazilian tree Posoqueria acutifolia were investigated.
Thetests carried out wer e acetic acid induced writhing,
paw licking induced by formalin, hot plate, paw edema
and pleurisy, as well asin acute toxicity test. Doses of
100, 200 and 400 mg/kg inhibited the abdominal
contortions. In the formalin test, the first phase of paw
licking was shortened at the dose of 400 mg/kg, while
the second phase was significantly affected by 200 and
400 mg/kg. Thetime of reaction to the hot plate increased
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with 400 mg/kg, although 200 mg/kg had a significant
effect after 90 min of treatment. All doses of the
methanolic extract reduced the paw edema, the volume
of the exsudate and the leukocyte migration. The tested
extract showed low acute toxicity to mice. It was
concluded that (or thus) the methanol extract of
P. acutifolia branches possess analgesic and anti-
inflammatory activity, which could justify the popular
medicinal application of this plant.

Keywords: Posoqueria acutifolia; Rubiaceae; analgesic
effect; anti-inflammatory effect; acute toxicity.
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