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RESUMO: Neste trabalho foram avaliadas as atividades antinociceptiva e antiinflamatéria
dos extratos das folhas de Zanthoxylum chiloperone. Os ensaios foram realizados pelos testes
de contorgbes abdominais induzidas por acido acético, tempo da lambida da pata induzida por
formalina, edema de pata e pleurisia induzidas por carragenina, usando 0s extratos hexanico,
em acetato de etila e etandlico administrados nas doses de 100 e 200 mg/kg. As doses testadas
reduziram, significativamente, as contor¢es abdominais, o tempo de lambida da pata, o edema de
pata, 0 volume do exsudato e a migragao leucocitaria. Estes resultados sugerem que os extratos de
Z. chiloperone possuem constituintes com atividades antinociceptiva e antiinflamatdria.

Unitermos: Zanthoxylum chiloperone, atividade antinociceptiva, atividade antiinflamatoria.

ABSTRACT: “Pharmacological activities of Zanthoxylum chiloperone (Rutaceae) extracts”.
In this work the antinociceptive and anti-inflammatory activities of the extracts of leaves from
Zanthoxylum chiloperone were evaluated. The tests were carried out by acetic acid writhing,
formalin-induced paw licking, carrageenan-induced rat paw edema and pleurisy methods, using
hexane, ethyl acetate and ethanol extracts administered in the doses of 100 and 200 mg/kg. The
doses inhibited, significantly, the contortions, the paw lick, the paw edema, the volume of the
exsudate and the leukocytes migration. These results suggest that the extracts from Z. chiloperone

possess constituents with antinociceptive and anti-inflammatory activities.

Keywords: Zanthoxylum chiloperone, antinociceptive activity, anti-inflammatory activity.

INTRODUCAO

Espécies do género Zanthoxylum sdo utilizadas
na medicina popular no tratamento de doencas
cardiovasculares, tuberculose, maléria, para aliviar dor
de dente, contra mordida de cobra e como analgésico
(Weenen et al., 1990; Arruda et al., 1992; Gessler et al.,
1994; Vigneron et al., 2005). InvestigacOes fitoquimicas
identificaram  alcal6ides, flavondides, cumarinas,
lignanas e terpenos no género (Talapatra et al., 1973;
Stermitz; Sharifi, 1977; Diehl et al., 2000; Oliveira et al.,
2002; Facundoetal., 2005; Tane etal., 2005). Propriedades
antinociceptiva, antidiarréica, antimalarica, antioxidante,
mutagénica, antimicrobiano, giardicida, entre outras, tém
sido demonstradas em espécies de Zanthoxylum (Rahman
et al., 2002; Tatsadjieu et al., 2003; Chung et al., 2006;
Jullian et al., 2006; Amaral et al. 2006).

Zanthoxylum chiloperone Mart. Engl. é uma
Rutaceae encontrada no Sudeste e Sul do Brasil e na
América do Sul (Albuquerque; Rodrigues, 2000; Silva;
Soares, 2003). Tribos indigenas do Paraguai usa a
espécie como antimalarico, enemagogo, anti-reumatico,
antimicrobiano e para dor de cabeca (Milliken 1997;
Guy et al., 2001). Estudos fitoquimicos de Z. chiloperone
identificaram alcaléides e dleos essenciais (Soriano-
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Agaton et al., 2005; Thouvenel et al., 2003; Ferreira
et al., 2002). Atividades leishmanicida e antifngica
(Thouvel et al., 2003; Ferreira et al., 2002), assim como
tripanomicida (Ferreira et al., 2007), foram atribuidas a
substancias isoladas desta espécie.

Devidos suas indicacfes para dor e como anti-
reumatico, assim como os usos medicinais de espécies do
género, o presente trabalho teve como objetivo estudar as
atividades antinociceptiva e antiinflamatéria dos extratos
das folhas de Z. chiloperone através de modelos de
nocicepcdo e de inflamacéo.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

Zanthoxylum chiloperone foi coletada em janeiro
de 2004 na cidade de Concepcion (Paraguai). Uma
exsicata, identificada por Dra. Fatima Regina Gongalves
Salimena, foi depositada no Herbario Leopoldo Krieger
do Departamento de Botanica da Universidade Federal
de Juiz de Fora (UFJF) sob n°® CESJ 41.683, Juiz de Fora,
Minas Gerais, Brasil.

Preparo do extrato
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As folhas foram submetidas a secagem a 50
°C, sob ventilacdo forcada, até perda de 90 a 95% de
sua umidade. O material boténico foi triturado em
moinho mecénico e pulverizado em tamise de malha
80. A extracdo do material pulverizado (100 g para cada
solvente) foi feita em aparelho de Soxhlet, usando hexano,
acetato de etila e alcool 70% por 24 horas, separadamente,
produzindo os extratos hexanico (EH), em acetato de etila
(EA) e etandlico (EE). Os solventes foram removidos
em rotavapor para obtencdo dos residuos secos. Todos
os extratos foram solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO) 1% (v/v) em salina para avaliar as atividades
farmacoldgicas.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g)
machos e ratos Wistar (180-240 g) machos provenientesdo
Centro de Biologiada Reproducéo da UFJF. Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas com racéo e agua ad
libitum em temperatura ambiente. Doze horas antes da
realizacdo das experiéncias, os animais foram privados
de ragdo. Os protocolos utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
desta instituicdo (Processo N°. 020/2005).

Avaliagdo da atividade antinociceptiva
Teste de contorc¢es abdominais

Os extratos de Z. chiloperone foram
administrados (100 e 200 mg/kg), por viaoral (v.0.), 1 hora
antes da aplicacédo do acido acético 0,6% (n = 8) (Koster et
al., 1959). Uma hora ap06s tratamento, 10 mL/kg de acido
acético 0,6% foram administrados intraperitonealmente
em cada camundongo e 0 n° de contor¢des abdominais
contado entre 10 e 30 minutos apds este procedimento.
O grupo controle recebeu 10 mL/kg de DMSO 1% viv
em salina (v.0.). A indometacina (10 mg/kg), controle
positivo do teste, foi administrada por via oral.

Teste da formalina

Injecdo de 20 uL de formalina 2,5% (em salina
estéril) foi aplicada no espago subplantar da pata direita
de camundongos (h = 8) e a duracdo da lambida foi
determinada de 0 a 5 minutos (12 fase) e 15 a 30 minutos
(22 fase) apos aplicagdo da formalina (Hunskaar; Hole,
1987). Os extratos de Z. chiloperone foram administrados
nas doses de 100 e 200 mg/kg (v.0.) 1 hora antes da
injecdo da formalina. Os animais controle receberam 10
mL/kg de DMSO 1% em salina (v.0.). Morfina (1 mg/kg,
subcuténea) foi usada como controle positivo teste.

Avaliacdo da atividade antiinflamatéria
Teste do edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata foi induzido pela injecéo
de 0,1 mL de carragenina (2% p/v) em salina estéril e
administrada na regido subplantar da pata direita de rato
Wistar machos (n = 6). Uma hora antes da injecdo de
carragenina, os extratos Z. chiloperone, solubilizados
em DMSO 1% v/v em salina, foram administrados (v.0.)
nas doses de 100 e 200 mg/kg (Winter et al., 1962). O
grupo controle recebeu 10 mL/kg de DMSO 1% em
salina (v.0.), correspondendo a cerca de 85 mg/kg de
NaCl 0,85%. Na pata esquerda, usada como controle, foi
injetada 0,1 mL de salina estéril. Apos quatro horas de
injecdo de carragenina, a medida do edema foi feita pela
diferenca entre o volume deslocado da pata direita e o da
pata esquerda. Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada
como controle positivo do teste.

Teste da pleurisia induzida por carragenina

A pleurisia foi induzida em ratos Wistar pela
injecdo intrapleural de 0,5 mL, entre a terceira e a quinta
costela do lado direito do mediastino, de uma suspensao de
carragenina 2% em solugdo salina estéril (Vinegar et al.,
1973). Grupos de seis ratos foram tratados com extratos
de Z. chiloperone (100 e 200 mg/kg, v.0.), indometacina
(10 mg/kg, v.0.) ou 10 mL/kg de DMSO 1% v/v em salina
(v.0.) uma hora antes da aplicacdo do agente inflamatorio.
Quatro horas apds a indugdo da inflamagdo, 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. Uma aliquota de 50 uL do exsudato foi
usada para determinar a contagem total de leucécitos em
camara de Neubauer. Realizou-se também a contagem
de polimorfonucleares e mononucleares em esfregagos
preparados em laminas e corados com Leishmann.

Analise estatistica

Os resultados foram demonstrados atraves da
média + erro padrdo. Andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada
para medir o grau de significancia (p < 0,05).

RESULTADOS

O teste de contor¢des abdominais demonstrou
que os extratos das folhas de Z. chiloperone inibiram as
contor¢des nas doses administradas. Os extratos causaram
inibicdo de 79,67% (EH), 75,41% (EA) e 78,72% (EE)
na dose de 200 mg/kg. A indometacina inibiu 76,36%
as contorgdes, mostrando sua eficacia como analgésico
(Figura 1).

A injecdo de 2,5% de formalina promoveu uma
resposta caracteristica bifasica (Tabela 1). A duracédo
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Figura 1. Efeitos dos extratos de Z. chiloperone sobre o niimero de contor¢des abdominais induzidos por acido acético (0,6%) em
camundongos (n = 8). Indometacina (Indomet), 10 mg/kg, foi o controle positivo teste. ***P < 0,001. Significativos ap6s analise
de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

Tabela 1. Efeitos dos extratos de Z. chiloperone no modelo do tempo de lambida da pata induzida por formalina 2,5% (n = 8).

Grupos Doses 1? Fase (s) 2" Fase (s)
experimentais (mg/kg) Média+E.P. Inibigdo (%) Média+E.P. Inibi¢ao (%)
Controle (salina) - 85,12+2,75 - 94,37 +2,13 -

EH 100 46,25 + 1,47*%** 45,66 51,87 £ 1,88%** 45,03
EH 200 30,87 £ 1,48%** 63,73 36,12 £2,71%%* 61,72
EA 100 45,37 +2,15%** 46,69 47,62 + 1,85%** 49,54
EA 200 34,12 + 1,66%** 59,91 33,62 + 1,55%%* 64,37
EE 100 34,00 + 2,10%** 60,06 39,62 +2,00%** 58,02
EE 200 32,50 £ 1,68%** 61,82 26,87 £ 1,75%** 71,53
Morfina 1 18,12 £ 1,49%** 78,71 15,37 £ 1,70%** 83,71

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

Tabela 2. Efeitos dos extratos de Z. chiloperone sobre o edema de pata induzido por carragenina (n = 6). Indometacina (10 mg/kg)
foi o farmaco de referéncia.

Grupos experimentais Doses (mg/kg) Volume do edema (mL)
M¢édia + E.P. Inibigdo (%)

Controle (salina) - 1,00 £ 0,07 -

EH 100 0,57 + 0,05%*x* 43

EH 200 0,43 £ 0,05%** 57

EA 100 0,65 + 0,04** 35

EA 200 0,52 +0,09** 48

EE 100 0,78 + 0,05* 22

EE 200 0,57 £ 0,06%*** 43
Indometacina 10 0,42 + 0,05%%** 58

*P < 0,05, **P < 0,01 e ***P < 0,001. Significativos ap6s analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-
Keuls quando comparados ao controle.
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Tabela 3. Efeitos dos extratos de Z. chiloperone sobre o volume do exsudato da pleurisia induzida por carragenina (n = 6). Indo-

metacina (10 mg/kg) foi o controle positivo teste.

Grupos experimentais Doses (mg/kg) Volume do exsudato (mL)
Média + E.P. Inibigdo (%)

Controle (salina) - 2,43 +0,14 -

EH 100 1,58 £ 0,09%** 34,98
EH 200 1,27 £ 0,08%*** 47,74
EA 100 1,55 £ 0,09%** 36,21
EA 200 1,37 £ 0,12%** 43,62
EE 100 1,63 £ 0,08%*** 32,92
EE 200 1,40 £ 0,08%*** 42,39
Indometacina 10 1,00 £ 0,1 1% 58,85

***P < (,001. Significativos apds analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados

ao controle.
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Figura 2. Efeitos dos extratos de Z. chiloperone sobre o n° de leucdcitos totais do exsudato da pleurisia induzida por carragenina
(n = 6). Indometacina (Indomet), 10 mg/kg, foi o controle positivo teste. ***P < 0,001. Significativos ap6s analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls quando comparados ao controle.

do tempo de lambida na 12 fase (0-5 min) foi de 85,12
+ 2,75 s e na 22 fase (15-30 min) foi de 94,37 £ 2,13 s
para o grupo controle. Apds 60 minutos de tratamento,
as doses de 100 e 200 mg/kg inibiram ambas as fases.
A dose de 200 mg/kg inibiu a primeira fase em 63,73%
(EH), 59,91% (EA) e 61,82% (EE), enquanto a segunda
fase foi inibida em 61,72% (EH), 64,37% (EA) e 71,53%
(EE) (p <0,001). A morfina (1 mg/kg) foi ativa em ambas
as fases.

O efeito antiinflamatério dos extratos de Z.
chiloperone avaliado pelo o método do edema de pata
induzido por carragenina ¢ mostrado na Tabela 2. O
extrato EH inibiu, significativamente (p < 0,001), o
edema de pata nas doses de 100 mg/kg (43,00%) e 200
mg/kg (57,00%), enquanto o EA (p < 0,01) reduziu o
edema em 35,00% (100 mg/kg) e 48,00% (200 mg/kg).
Este efeito também foi demonstrado por EE que causou
22,00% (100 mg/kg) (p < 0,05) e 43,00% (200 mg/kg) (p
< 0,001) de inibi¢do sobre 0 edema de pata em relagéo ao

controle. A indometacina causou 58,00% (0,42 + 0,05) de
reducdo do edema de pata.

Os efeitos sobre a pleurisia demonstraram que
as doses dos extratos reduziram, significativamente (p <
0,001), o volume do exsudato e o n° de leucdcitos totais
(Tabela 3 e Figura 2). A dose de 200 mg/kg diminuiu o
volume do exsudato em 47,74%, 43,62% e 42,39% para
EH, EA e EE, respectivamente. A inibicdo da migracdo
leucocitaria também foi significativa (p < 0,001) na
dose de 200 mg/kg com 29,83% (EH), 26,81 (EA) e
20,69% (EE). Néo houve diferenga significativa entre
polimorfonucleares e mononucleares em relagdo ao
controle. A indometacina reduziu o volume do exsudato e
a migracdo leucocitaria.

DISCUSSAO

Os extratos das folhas de Z. chiloperone
possuem atividades antinociceptivas sobre o sistema
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nervoso central e periférico que foram demonstradas
pelos efeitos inibitérios das contor¢bes abdominais e
dos tempos de lambida da pata (Figura 1 e Tabela 2).
A segunda fase do teste da lambida da pata é também
indicativa de uma possivel atividade antiinflamatoria.

Os mecanismos envolvidos na inducéo da dor
estdo relacionados a substancias bioativas liberadas
pelo sistema nervoso simpatico, a metabdlitos da via
do écido araquidénico (Duarte et al., 1992) e ao sistema
opitide (Collier et al., 1968). Ao reduzir as contorgdes
abdominais, os extratos testados, possivelmente, estdo
exercendo acgOes periférica e central pela inibicdo dos
mediadores enddgenos (Collier et al., 1968). A primeira
fase do tempo da lambida é caracterizada pela propagacao
imediata de impulsos para o sistema nervoso central. Ao
agir nos receptores opidides a morfina reduz o tempo
nesta fase (Shibata et al., 1989). Ap6s 15 minutos de
aplicacdo, a formalina induz um processo inflamatério
local que pode ser inibido por antiinflamatdrios tais
como indometacina. A reducdo do tempo de lambida
nesta fase pode ser devido a diminuicdo da biossintese
de prostaglandinas (Farsam et al., 2000). Os resultados
do teste da lambida confirmam os obtidos nas contor¢des
abdominais.

A atividade antiinflamatéria indicada pelo
teste da formalina foi confirmada, avaliando os efeitos
antiedematogénicos dos extratos de Z. chiloperone no
modelo do edema de pata induzido por carragenina (Tabela
2). A formagdo do edema é ocasionada pela produgéo de
prostaglandinas ap6s aplicacdo da carragenina que é um
agente inflamatério (Farsam et al., 2000). Houve uma
reducdo bastante significativa do edema, demonstrando
que, provavelmente, os constituintes dos extratos estao
inibindo o processo inflamatdrio.

A injecdo intrapleural de carragenina
ocasiona a formacdo do exsudato na cavidade pleural
(Ammendola et al., 1975; Almeida et al., 1980) e a
migracdo leucocitaria (Compasso et al., 1975; Almeida
et al., 1980). E um método bastante interessante, pois
avalia o infiltrado inflamatério e confirma os resultados
obtidos no edema de pata. Os antiinflamatérios néo-
esteroides, tal como a indometacina, inibem o acimulo
do exsudato e mobilizacdo de leucocitos entre 3 e 6 horas
apos carragenina (Vinegar et al., 1973; Almeida et al.,
1980). Ao reduzir o volume do exsudato e a migracdo
leucocitéria, os extratos de Z. chiloperone corroboraram
com os resultados do edema de pata (Tabela 3 e Figura
2).

Os extratos das folhas de Z. chiloperone possuem
constituintes ativos com atividades antinociceptiva
e antiinflamatoéria como demonstrado nos métodos
empregados, sugerindo suas potencialidades para fins
terapéuticos. Os resultados confirmam as informacdes
sobre os usos populares de Z. chiloperone.
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