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RESUMO: O presente trabalho investigou as atividades analgésica e antiinflamatoria do extrato
metandlico de rizomas de Echinodorus grandiflorus. Para isto, foram realizados os testes de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético; tempo da lambida da pata induzida por
formalina; edema de pata e pleurisia induzidas por carragenina. As doses de 100, 200 e 400 mg/kg
inibiram as contor¢des em 34,30%, 35,84% e 36,07%, respectivamente. O tempo de lambida da
primeira fase foi reduzido nas doses de 200 e 400 mg/kg, enquanto a segunda fase teve reducdo em
400 mg/kg. As doses testadas diminuiram o edema, enquanto o volume do exsudato foi reduzido em
24,61% na dose de 400 mg/kg. As doses de 200 e 400 mg/kg diminuiram a migragdo leucocitaria.
Os resultados indicam que o extrato de E. grandiflorus testado pode constituir alvo potencial para
uso em terapias da dor e da inflamacdo.

Unitermos: Echinodorus grandiflorus, atividade analgésica, atividade antiinflamatoria.

ABSTRACT: “Investigation of analgesic and anti-inflammatory activities of Echinodorus
grandiflorus rhizomes methanol extract”. The present work investigated the analgesic and anti-
inflammatory activities of the methanol extract of the rhizomes of Echinodorus grandiflorus. For
this purpose, acetic acid writhing, paw licking induced by formalin, carrageenan-induced rat paw
edema and pleurisy tests were performed. The doses of 100, 200 and 400 mg/kg inhibited the
contortions 34.30%, 35.84% and 36.07%, respectively. The lick of the paw 1st phase was reduced
at the doses of 200 and 400 mg/kg, while the 2nd phase had reduction at 400 mg/kg. All doses
inhibited the paw edema, while the volume of the exsudate was reduced 24.61% in the dose of 400
mg/kg. The doses of 200 and 400 mg/kg decreased the leukocytes migration. The results indicate
that the methanol extract of E. grandiflorus can constitute target potential for use in therapies of the
pain and inflammation.

Keywords: Echinodorus grandiflorus, analgesic activity, anti-inflammatory activity.

INTRODUCAO

A familia Alismataceae possui 18 espécies do
género Echinodorus no Brasil (Vieira; Lima, 1997).
Entras estas, E. grandiflorus e E. macrophyllus possuem
propriedades medicinais semelhantes e, popularmente,
sdo denominadas de “chapéu de couro” (Lorenzi; Matos,
2002; Nunes et al., 2003). Em especial, E. grandiflorus é
uma herbacea ou subarbusto aquatico, perene, acaule e
rizomatoso, sendo encontrada em mananciais aquaticos
ou cultivada para fins medicinais (Lorenzi, 2000; Lorenzi;
Matos, 2002).

Tradicionalmente, E. grandiflorus é empregada
no tratamento das mais diversas patologias (Lorenzi;
Matos, 2002). Lopes et al. (2000) demonstraram que o
extrato aquoso de folhas secas de E. macrophyllus nao
induziu efeito genotdxico detectavel, mas alertaram para
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o potencial toxico em overdoses ou efeitos cumulativos
em tratamentos prolongados. Extratos das folhas de E.
grandiflorus demonstraram efeitos antiinflamatorio
(Brito et al., 1999), vasodilatador (Almeida et al., 2003) e
hipoglicemiante (Barbosa-Filho et al., 2005).

Substancias terpenoidicas das quais destacam-
se diterpenos dos tipos clerodano (Costa et al., 1999;
Tanaka, 2000) ¢ cembrano tais como equinodol (Manns;
Hartman, 1993) ¢ acido equindico (Tanaka et al., 1997,
Tanaka, 2000) foram isoladas de E. grandiflorus. Os
diterpenos equinofilinas A ¢ B (Kobayashi et al, 2000)
e equinodolidos A ¢ B (Shigemori et al., 2002) foram
identificados em E. macrophyllus.

Partindo do principio que as folhas de F.
grandiflorus demonstraram efeito antiinflamatorio,
neste trabalho foi investigado, através dos modelos de
contor¢des abdominais induzidas por acido acético,
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Figura 1. Efeito analgésico do extrato metandlico de Echinodorus grandiflorus
sobre o niimero de contor¢des abdominais induzidos por acido acético (0,6%) em
camundongos (n = 8). *Significativo apds analise de varidncia (ANOVA) seguido
do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

tempo da lambida da pata induzida por formalina, edema
de pata e pleurisia induzidos por carragenina, se este
efeito poderia ser atribuido também aos rizomas. Para
isto, os estudos foram iniciados através da avaliacio
do efeito analgésico, pois sdo indicativos de atividade
antiinflamatoria.

MATERIAL E METODOS
Coleta do material vegetal

Rizomas de Echinodorus grandiflorus foram
coletados em novembro de 2002 em Juiz de Fora/MG
em plantio sob condi¢des de inundagdo intermitente.
Uma exsicata da planta, identificada por Dr. Daniel Sales
Pimenta, encontra-se depositada no Herbario CESJ (n°
30.707) do Departamento de Botanica da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brasil.

Preparo do extrato

Apbs coleta, os rizomas foram submetidos a
secagem em temperatura de 70 °C, com ventilacao forcada,
até a perda de 76% de sua umidade. O material botanico
seco foi triturado em moinho mecanico com peneiras de
granulacdo definida. Ap6s uma prévia extragdo em hexano
P.A. por maceragdo estatica durante duas semanas com
duas trocas de solvente, o extrato metanodlico foi obtido
também pelo mesmo procedimento por trés semanas com
cinco trocas de solvente. O extrato metanoélico foi rota-
evaporado e o residuo seco utilizado para investigar as
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atividades farmacoldgicas.
Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g)
machos e ratos Wistar (160-200 g) machos provenientes
do Centro de Biologia da Reproducdo da UFJF. Os animais
foram mantidos em gaiolas plésticas com ragdo e dgua ad
libitum em temperatura ambiente. Doze horas antes da
realizag@o das experiéncias, os animais foram privados
de racdo. Os protocolos utilizados foram aprovados pelo
Comité de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)
desta institui¢@o (processo n°. 03/2006).

Avaliacio da atividade analgésica
Teste de contor¢oes abdominais

O teste de contorgdes abdominais em
camundongos foi realizado de acordo com Koster et
al., 1959. O extrato metandlico de E. grandiflorus foi
solubilizado em dimetilsulféxido:Tween 80 (1:1) 1% (v/
v) em salina e administrado por via oral 1 hora antes da
aplicagdo do 4cido acético 0,6 %. As doses administradas
foram de 100, 200 e 400 mg/kg peso de camundongo (n =
8). Uma hora apds tratamento, 10 mL/kg de acido acético
0,6% foram administrados intraperitonealmente em cada
camundongo e o n° de contor¢des abdominais contado
entre 10 e 30 minutos apds este procedimento. O grupo
controle recebeu 0,3 mL/30 g de dimetilsulfoxido: Tween
80 (1:1) 1% em salina por via oral (v.0.). A indometacina
(10 mg/kg) foi o farmaco de referéncia administrado por
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via oral. da pata direita e a duragdo da lambida foi determinada
de 0 a 5 minutos (1* fase) e 15 a 30 minutos (2* fase)
Teste do tempo da lambida da pata apos aplicagdo da formalina. O extrato metanoélico de E.

grandiflorus foi solubilizado em dimetilsulféxido:Tween

O teste foi realizado de acordo com Hunskaar 80 (1:1) 1% (v/v) em salina e administrado nas doses

¢ Hole (1987). Camundongos foram injetados 20 uL de  de 100, 200 ¢ 400 mg/kg, por via oral, 1 hora antes da
formalina 2,5% (em salina estéril) no espaco subplantar injecdo da formalina. Os animais controle receberam 10

Tabela 1. Tempo de lambida da pata induzida por formalina 2,5% ap6s administragdo de 100, 200 ¢ 400 mg/kg,
por via oral, do extrato metanélico de rizomas de Echinodorus grandiflorus (n = 8). *Significativo ap6s analise de
variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

Grupos Dose 1? Fase (s) (neurogénica) 2% Fase (s) (inflamatdria)
experimentais (mg/kg) Média+E.P. Inibigéo (%) MédiatE.P. Inibigéo (%)
Controle - 70,00+4,24 - 116,1242,23 -
100 61,2547,52 12,50 111,75+9,67 3,76
Extrato 200 45,50+2,10* 35,00 115,12+2,34 0,86
400 20,88+0,95* 70,17 86,25+1,87* 25,72
Morfina 5 12,50+0,92* 82,14 12,62+1,12* 89,13

Tabela 2. Efeitos do extrato metanolico de Echinodorus grandiflorus sobre o edema de pata induzido por carragenina
(n = 6). Indometacina (10 mg/kg) foi o farmaco de referéncia. *Significativo apds analise de variancia (ANOVA)
seguido do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

Grupos Experimentais Doses (mg/kg) Volume do edema (mL)
M¢édiatE.P. Inibigdo (%)
Controle - 0,90+0,04 -
100 mg/kg 0,75+0,04* 16,67
Extrato 200 mg/kg 0,57£0,03* 36,67
400 mg/kg 0,45+0,04* 50,00
Indometacina 10 mg/kg 0,40+0,03* 55,56

Tabela 3. Efeitos do extrato metanoélico de Echinodorus grandiflorus sobre o volume do exsudato da pleurisia induzida
por carragenina (n = 6). Indometacina (10 mg/kg) foi o farmaco de referéncia. *Significativo ap6s analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

Grupos Experimentais Doses (mg/kg) Volume do exsudato (mL)
M¢édiatE.P. Inibigdo (%)
Controle - 1,9540,04 -
100 mg/kg 1,80+0,07 7,69
Extrato 200 mg/kg 1,77+0,07 9,23
400 mg/kg 1,47+0,06* 24,61
Indometacina 10 mg/kg 1,17+0,09* 40,00

Tabela 4. Efeitos do extrato metandlico de Echinodorus grandiflorus sobre o n° de leucdcitos totais do exsudato da
pleurisia induzida por carragenina (n = 6). Indometacina (10 mg/kg) foi o farmaco de referéncia. *Significativo apos
analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls (p < 0,05).

Grupos Experimentais Doses (mg/kg) Leucécitos Totais x 10°/mm’
M¢édiatE.P. Inibigdo (%)
Controle - 25,5240,25 -
100 mg/kg 25,1840,26 1,33
Extrato 200 mg/kg 21,86+0,33* 14,34
400 mg/kg 19,68+0,22%* 22,88
Indometacina 10 mg/kg 12,14+0,22%* 52,43
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mL/kg de dimetilsuféxido:Tween 80 (1:1) 1% em salina
por via oral. Morfina (5 mg/kg, subcutanea) foi usada
como farmaco de referéncia.

Avaliacao da atividade antiinflamatoria

Teste do edema de pata induzido por carragenina em
ratos

O edema de pata foi induzido pela injegdo
de 0,1 mL de carragenina (1% p/v) em salina estéril e
administrada na regido subplantar da pata direita de
rato Wistar machos (n = 6). Uma hora antes da injec¢do
de carragenina, o extrato metandlico de E. grandiflorus,
solubilizado em dimetilsulfoxido:Tween 80 (1:1) 1%
(v/v) em salina, foi administrado, por via oral, nas doses
de 100, 200 ¢ 400 mg/kg (Winter et al., 1962). O grupo
controle recebeu 10 mL/kg de dimetilsufoxido:Tween
80 (1:1) 1% em salina por via oral. Na pata esquerda,
usada como controle, foi injetada 0,1 mL de salina estéril.
Apos quatro horas de injecao de carragenina, a medida do
edema foi feita pela diferenca entre o volume deslocado
da pata direita ¢ o volume deslocado da pata esquerda.
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) foi usada como farmaco
de referéncia.

Teste da pleurisia induzida por carragenina em ratos

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 suspensdo
de carragenina 1% em solugfo salina estéril (Vinegar
et al.,, 1973). Grupos de seis ratos foram tratados com
extrato metandlico (solubilizado em dimetilsulfoxido:
tween 80 (1:1) 1% (v/v) em salina) de E. grandiflorus
(100, 200 e 400 mg/kg), indometacina (10 mg/kg, v.0.) ou
salina (10 mL/kg) uma hora antes da aplicacdo do agente
inflamatdrio. Quatro horas apds a inducdo da inflamagéo,
os animais foram anestesiados com uma solugdo de
cloridrato de cetamina (75 mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10 mg/kg) e sacrificados. Uma incisdo foi feita entre a
terceira ¢ 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 leucdcitos em camara de Neubauer.
Realizou-se também a contagem de polimorfonucleares e
mononucleares em esfregagos preparados em laminas e
corados com corante de Leishmann.

Analise estatistica

Os resultados foram demonstrados através da
médiaterro padrdo. Analise de varidancia (ANOVA)
seguida do teste de Student Newman-Keuls foi utilizada
para medir o grau de significancia (p < 0,05).
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RESULTADOS

O efeito do extrato metanolico dos rizomas de
E. grandiflorus demonstrou que as doses de 100, 200 e
400 mg/kg do extrato metandlico causou inibi¢do das
contor¢des abdominais em 34,30%, 35,84% ¢ 36,07%,
respectivamente (Figura 1). A indometacina inibiu 75,22%
as contor¢des, mostrando sua eficacia como analgésico.

A injecdo intraplantar de 2,5% de formalina
promoveu uma resposta caracteristica bifasica (Tabela 1).
A duracao do tempo de lambida na primeira fase (0-5 min)
foi de 70,00 + 4,24 s e na segunda fase (15-30 min) foi de
116,12 £ 2,23 s para o grupo controle. Apds 60 minutos
de tratamento, as doses de 200 e 400 mg/kg inibiram a
primeira fase do tempo de lambida em 35,00 e 70,17%,
respectivamente, enquanto a dose de 400 mg/kg reduziu
a segunda fase em 25,72% (p<0,05). Como esperado, a
morfina (5 mg/kg) foi ativa em ambas as fases.

O efeito antiinflamatdrio do extrato metandlico
de E. grandiflorus avaliado pelo o método do edema de
pata induzido por carragenina ¢ mostrado na Tabela 2. A
inibicdo do edema foi observada nas doses de 100 mg/kg
(16,67%), 200 mg/kg (36,67%) e 400 mg/kg (50,00%)
que reduziu em relagdo ao controle. Os efeitos sobre a
pleurisia induzida por carragenina demonstraram que
somente a dose de 400 mg/kg reduziu, significativamente
(p<0,05), o volume do exsudato (1,47 £ 0,06, 24,61%),
emboraainibi¢cdo damigragdo leucocitaria foi significativa
(p<0,05) nas doses de 200 e 400 mg/kg com 14,34% e
22,88%, respectivamente (Tabelas 3 e 4). A indometacina
(10 mg/kg) diminuiu o edema de pata, assim como o
volume do exsudato e a migracdo leucocitaria. Nao
houve diferenca significativa entre polimorfonucleares e
mononucleares em relagdo ao controle.

DISCUSSAO

O estudo indicou que o extrato metandlico de
E. grandiflorus possui propriedades analgésicas sobre
o sistema nervoso periférico e central. A atividade
analgésica periférica foi demonstrada pelos efeitos
inibitorios das contor¢des abdominais e dos tempos de
lambida da pata. Além da atividade antinociceptiva, o
teste do tempo da lambida da pata também indicou uma
possivel atividade antiinflamatoria (Figura 1 e Tabela 1).

Os modelos de nocicepcdo empregados
envolvem diferentes mecanismos da dor, tais como o
sistema simpatico com liberacdo de aminas bioativas,
os metabolitos da via do acido araquiddnico (Duarte et
al., 1992) e o sistema opidide (Collier et al., 1968). O
acido acético age induzindo a liberacdo de mediadores
endogenos que estimulam os nociceptores que sdo
sensiveis aos antiinflamatorios ndo-esterdides e/ou
opiodides (Collier et al., 1968). A atividade do extrato
metanodlico de E. grandiflorus observada na 1* fase do
tempo da lambida da pata é tipica de uma a¢do em nivel de
sistema nervoso central, como demonstrada pela morfina,
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embora esta possua efeitos em ambas as fases (Shibata
et al., 1989). No entanto, a 2° fase ¢ caracterizada pelo
surgimento de um processo inflamatério local, onde sdo
produzidos mediadores da inflamacdo. Esses mediadores
sdo inibidos por farmacos antiinflamatdrios tais como
4cido acetilsalicilico, indometacina e dexametasona.
Como o extrato produziu efeito significativo na 2° fase,
provavelmente, a diminuigdo do tempo da lambida da pata
induzida pela formalina se deve a inibigdo da biossintese
de mediadores responsaveis pela inflamagdo, como por
exemplo, inibi¢do da ciclooxigenase ¢ conseqiientemente
das prostaglandinas (Farsam et al., 2000). Isso esta de
acordo com os resultados de contor¢des abdominais,
pois a indometacina, antiinflamatério ndo-esteroide, foi
utilizada como farmaco de referéncia.

Para  confirmar a  possivel atividade
antiinflamatéria demonstrada do teste da formalina,
0 extrato metanolico de E. grandiflorus foi avaliado
no modelo do edema da pata induzido por carragenina
(Tabela 2). A carragenina, um agente inflamatorio,
produz inflamagdo por liberacdo de prostaglandinas,
ocasionando a formacdo de um edema. Foi observado
que a atividade antiedematogénica do extrato testado
parece ser dependente da dose. E possivel que, assim
como a indometacina, componentes deste extrato estejam
inibindo a biossintese de prostaglandinas (Farsam et al.,
2000).

Na pleurisia, inje¢@o intrapleural de carragenina
promove aumento do volume do exsudato na cavidade
pleural (Ammendola et al., 1975; Almeida et al., 1980)
e migragdo leucocitaria (Compasso et al., 1975; Almeida
et al., 1980), o que constitui um método importante para
avaliar infiltrado inflamatorio e confirmar a atividade
antiinflamatoria demonstrada através do edema de
pata. Os antiinflamatorios ndo-esteroides, tal como
a indometacina, inibem a acumulacdo do exsudato
¢ mobilizagdo de leucocito entre 3 e 6 horas apos
carragenina (Vinegar et al., 1973; Almeida et al., 1980).
Os resultados demonstraram agdo semelhante a da
indometacina em 4 horas apods aplicagdo da carragenina
(Tabelas 3 ¢ 4).

Portanto, o extrato metandlico de rizomas de E.
grandiflorus possui componentes ativos com atividades
antinociceptiva e antiinflamatoria como demonstrado nos
métodos empregados podendo constituir um potencial
para fins terapéuticos.
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