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RESUMO: Polygala paniculata L. (Polygalaceae) é uma erva que ocorre em todas as regides do
Brasil. No presente trabalho, foram avaliadas as atividades analgésica, através do teste da placa
quente, da retirada de cauda e da formalina, e antiedematogénica, através do teste do edema de
orelha induzido por 6leo de croton, dos extratos etanolicos obtidos das partes aéreas de Polygala
paniculata selvagem e cultivadas por micropropagacdo. A aplicagdo oral do extrato etandlico de
Polygala paniculata apresentou atividade analgésica, em ratos, tanto em testes de dor induzida por
agentes térmicos (testes da placa quente e de retirada da cauda) quanto por agentes quimicos (teste
da formalina), de modo que os melhores resultados foram obtidos na dose de 400 mg/kg. Também
foi observada redugdo na formagdo de edema de orelha induzida pela aplicagao de dleo de croton.
Os efeitos provocados pelos extratos obtidos a partir das plantas cultivadas in vitro foram menos
pronunciados que aqueles produzidos pelos extratos das plantas selvagens, embora ambos tenham
sido significativos. Estes resultados sugerem que o extrato etanolico de Polygala paniculata possui
atividades analgésica e antiedematogénica.

Unitermos: Polygala paniculata, Polygalaceae, micropropagacdo, atividade analgésica, atividade
antiedematogénica.

ABSTRACT: “Analgesic and antiedematogenic activities of wild and micropropagated
Polygala paniculata L (Polygalaceae)”. The ethanolic extracts of Polygala paniculata L.
(Polygalaceae), wich is a herbaceous plant widely distributed all over Brazil, were tested for their
analgesic effects using hot plate, tail flick and formalin test models, and for their antiedematogenic
effects using croton oil induced ear oedema. The ethanolic extracts obtained from wild and
micropropagated plants produced analgesic effects against thermal and chemical induced pain. The
highest results were observed at the dose of 400 mg/kg. The inhibition of ear oedema in mice was
also observed after treatment with ethanolic extract of Polygala paniculata. The effects produced
by micropropagated plants were lower than wild plants, whereas both had produced significant
effects. These results suggest that the ethanolic extracts from wild and micropropagated Polygala
paniculata possess analgesic and antiedematogenic effects.
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INTRODUCAO fase gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG/
EM) revelaram que o odor caracteristico das raizes dessa
Polygala  paniculata L. (Polygalaceae), espécie é devido a presenga abundante de salicilato de

conhecida popularmente como barba-de-sdo-pedro, metila (Nogueira, 2004).

vassourinha-branca, entre outros, ocorre em todas as
regides do Brasil, em altitudes que variam desde o nivel
do mar até 2300m. Essa espécie apresenta caule ereto e
ramificado, filotaxia alterna, flores alvas ou roxas reunidas
em paniculas terminais e raiz axial ramificada, odorifera
e de coloragdo alvo-amarelada (Marques, 1979). Estudos
prévios com esta espécie utilizando cromatografia com
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Diversas espécies do género Polygala sio
utilizadas tradicionalmente em diversas regides do
mundo, como por exemplo, P. fenuifolia usada como
expectorante, sedativa e antipsicética (Chung; Kim; Kim,
2002) e P. senega var. latifolia empregada contra gripes e
para neutralizar o veneno de cobras (Estrada et al., 2000).
Além disso, testes farmacologicos demonstraram que P,
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cyparissias apresenta forte agdo antinociceptiva (Campos
et al.,, 1997) e P. myrtifolia apresenta expressivas
atividades antimicrobiana, contra cepas de Mycobacterium
tuberculosis (Lall, 1999; Meyer, 1999), e antifungica,
contra Candida albicans (Motsei et al., 2003).

Técnicas de cultivo in vitro de plantas medicinais,
como a micropropagag¢do, além de permitir a sele¢do e
multiplicag@o de “genotipos elite” (Arikat et al., 2004;
Garcia-Granados et al., 1994; Thiem, 2003; Socorro,
Tarrega; Rivas, 1998), visam evitar a coleta massiva de
espécies ameagadas de extingdo e 0 aumento da producdo
de metabolitos por estas plantas, devido ao rapido
crescimento da cultura in vitro e da auséncia de fatores
como clima, doengas ¢ sazonalidade, que, freqlientemente,
interferem negativamente nessa producéo (Pierik, 1987).

Embora a utilizacdo de plantas medicinais como
recurso terapéutico esteja bastante difundida no Brasil e
no mundo, sdo necessarios estudos para comprovar certas
atividades preconizadas para determinados vegetais.
Além disso, para se obter €xito na busca por novos
farmacos com atividade bioldgica, deve-se buscar maior
integracdo entre as informagdes obtidas em comunidades

tradicionais ¢ aquelas obtidas através de pesquisas
laboratoriais (Elisabetsky; Wannmacher, 1993).

Em diversas regides do Brasil, Polygala
paniculata ¢ utilizada popularmente para o tratamento
de traumatismos e luxagdes, pois atuam ativando a
circulacdo sanguinea no local afetado (Lorenzi; Matos,
2002). Desta planta foram isolados anteriormente alguns
derivados cumarinicos (Pizzolatti et al., 2002). Devido
a isso, esse trabalho tem por objetivo, verificar as
atividades analgésica e antiedematogénica dos extratos
etanolicos obtidos a partir de plantas selvagens e de
plantas cultivadas in vitro.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O material vegetal selvagem foi coletado na
cidade do Rio de Janeiro e identificado pela Dra. Maria
do Carmo M. Marques. Uma exsicata do material foi
preparada e enviada para o herbario do Jardim Botéanico
do Rio de Janeiro (RB), onde foi registrada sob o ntimero

Tabela 1. Efeito da administra¢do oral do extrato etandlico de Polygala paniculata no tempo de resposta dos animais

no modelo da placa quente.

Potencial analgésico (%) dos extratos etanolicos de Polygala paniculata calculados através
Dose do teste da placa quente

Tratamento (mg/kg)

30 min 60 min 90 min 120 min
Pp-C 100 27,17* 36,74** 53,21%* 24,98%*
Pp-C 200 31,46%* 47,17%* 58,90%* 26,15*
Pp-C 400 45,41%* 53,44%%* 67,38%* 20,59
Pp-iV 100 1,81 22,80%* 45,7717%* 0,67
Pp-iV 200 7,32 33,98%* 57,04** 12,19
Pp-iV 400 16,28 44,50%* 68,77** 10,13
Fentanil 0,3 96,68** 89,07** 49,79%* 19,50*

* P <0,05; ** P<0,01. Os valores foram comparados com o controle negativo (DMSO) e analisados através do teste

de Dunnet.

Tabela 2. Efeito da administra¢do oral do extrato etandlico de Polygala paniculata no tempo de resposta dos animais

no modelo da retirada de cauda.

Dose Potencial analgésico (%) dos extratos etanolicos de Polygala paniculata
Tratamento | mg/kg calculados através do teste da retirada de cauda
20 min 40 min 60 min 80 min 100 min 120 min

Pp-C 100 11,16~ 15,237 42,95 47,16 43,24 0,72
Pp-C 200 9,69 25,29 45,68 55,517 47,20 - 0,62
Pp-C 400 0,47 5,04 56,57 74,38" 85,62 5,18
Pp-iV 100 4,64 8,58 37,55 31,647 33,617 4,36
Pp-iV 200 2,20 586" 39,177 45,03 47207 4,69
Pp-iV 400 3,55 12,97" 45,60 59,56 71,417 4,58
Fentanil 0,3 63,00 100,00” 96,47 78,53 22,87 0,66

* P <0,05; ** P<0,01. Os valores foram comparados com o controle negativo (DMSO) e analisados através do

teste de Dunnet.
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347.639.

Para a obtenc¢do de exemplares de Polygala
paniculata cultivados in vitro, 300 sementes foram
semeadas em meio de composigdo salina basica
desenvolvido por Murashige ¢ Skoog (1962) acrescido de
4,1 uM de acido nicotinico, 0,6 uM de mioinositol, 2,4 uM
de piridoxina, 1,5 uM de tiamina, 30,0 g.L!' de sacarose
e 8,0 g.L'! de agar. Apos a germinagdo das sementes, as
plantulas foram cultivadas em meio de cultura semelhante
ao descrito anteriormente. Os meios de cultura utilizados
tiveram pH ajustado para 5,8 antes de serem esterilizados
em autoclave a 121 °C (1,1 Kgf/cm?), por 15 minutos.

Preparacéo dos extratos

As partes aéreas das plantas coletadas em seu
ambiente natural e daquelas obtidas por micropropagacao
foram submetidas a processos de secagem a temperatura
ambiente. Posteriormente, esses materiais foram
extraidos por maceragdo estatica a temperatura ambiente,
com etanol 96° GL. O extrato etandlico total foi
concentrado sob pressdo reduzida rendendo um total de,
aproximadamente, 8 g de extrato para as partes aéreas das
plantas de campo (Pp-C) e 5g de extrato para as partes
acreas das plantas in vitro (Pp- iV).

Animais

Para os testes de atividade analgésica e
antiedematogénica foram utilizados camundongos
Swiss 44, fémeas ¢ que ndo estavam em periodo estral,
verificado através da analise do esfregago vaginal. Os
animais foram criados em fotoperiodo de 12/12 horas com
livre acesso a ragdo e agua, sendo que, 12 horas antes de
cada experimento, os animais eram deixados em jejum,
tendo livre acesso a agua. Cada grupo experimental foi
constituido de 5 animais. Utilizou-se como grupo controle,
animais que receberam somente o veiculo utilizados na
solubilizagdo dos extratos.

Teste da placa quente

Nesse teste, foi considerado como laténcia de
resposta, 0 tempo que os animais permaneciam sobre uma
chapametalica aquecida (5520,5 °C) até reagirem ao estimulo
térmico, caracterizado pelo comportamento de levantar
ou lamber as patas (Tita et al., 2001). As aferigdes foram
realizadas 30, 60, 90 ¢ 120 minutos apds a administragéo de
100, 200 e 400 mg/kg de extrato, por via oral. Os resultados
foram expressos como valor de potencial analgésico (PA)
(Kuraishi et al., 1983), obtido através da formula:

_ _valor medido — valor basal
tempo de corte — valor basal

x 100 ;

onde o valor basal foi obtido através da média de
duas aferi¢des realizadas com cada animal antes dos
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tratamentos. O tempo de corte foi fixado em 30 s, a fim
de evitar danos aos animais. Como controle positivo
utilizou-se fentanil (0,3 mg/kg). Para avaliar uma possivel
participag@o do sistema opidide na atividade analgésica
dos extratos, dois grupos de 5 animais foram tratados
com naloxona antes da administra¢do, por via oral, de
200 e 400 mg/kg de extrato.

Teste da retirada da cauda

Para determinar o efeito dos extratos na resposta
de retirada de cauda dos animais, foi utilizada a metodologia
descritapor Alviano etal. (2004). Os animais foram colocados
no interior de um pequeno cilindro, deixando apenas sua
cauda livre. Apds a administragdo do extrato, nas doses de
100, 200 ¢ 400 mg/kg, via oral, 2/3 da cauda do animal foi
imersa em banho-maria (50+1 °C), sendo registrado o tempo
que o animal permanecia com a cauda dentro do banho,
determinando-se assim o tempo de laténcia (em segundos).
Foram feitas marcag¢des nos tempos de 20, 40, 60, 80, 100 e
120 minutos apds a administragdo dos extratos.

Os resultados foram expressos como valor de
potencial analgésico (PA) (Kuraishi et al., 1983), obtido
através da formula:

PA = valor medido — valor basal

~ tempo de corte — valor basal x 100;

onde o valor basal foi obtido através da média de
duas aferi¢Oes realizadas com cada animal antes dos
tratamentos. O tempo de corte foi fixado em 10 s, a fim
de evitar danos aos animais. Como controle positivo
utilizou-se fentanil (0,3 mg/kg).

Teste da formalina

Esse teste foi realizado seguindo o procedimento
descrito por Bispo et al. (2001), com pequenas modificacdes.
Os animais foram tratados com os extratos (100, 200 e
400 mg/kg) 1 hora antes da administragdo de 0,05 mL de
formalina (0,2%), via injecdo subplantar, em uma das patas
traseiras do animal. Foi considerado como indicativo de dor,
lambidas realizadas pelo animal na pata que sofreu a injecao.
Registrou-se o nimero de lambidas no intervalo 0-5 min apos
ainjegdo (fase 1 — dor neurogénica) e no intervalo 15-30 min
(fase 2 — dor inflamatoéria). Foram utilizados como controles
positivos a indometacina (10,0 mg/kg) e o fentanil (0,3 mg/
kg). A porcentagem de atividade analgésica (Asongalen et
al., 2004) foi calculada através da formula:

PA = valor basal — valor medido X100
valor basal

Teste do edema de orelha

A atividade antiedematogénica dos extratos foi
avaliada através da capacidade de inibir a formacdo do
edema na orelha dos animais testados, apos aplicacdo
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Tabela 3. Efeito do extrato etandlico de Polygala paniculata no modelo de dor provocada pela formalina.

Porcentagem de reduc@o no nimero de lambidas na pata no modelo de dor
Dose (mg/kg) ~ induzida pela formalina
Tratamento Fase 1 Fase 2
(0 — 5 min) (20 — 25 min)

Pp-C 100 18,04* 22,20%*
Pp-C 200 22,68%* 26,55%%*
Pp-C 400 48,43%* 36,93%*
Pp-iV 100 16,32* 16,07*

Pp-iV 200 21,57** 21,49%**
Pp-iV 400 29,11%* 30,11%*
Fentanil 0,3 62,48%* 38,77**
Indometacina 10,0 14,32* 47,35%*

* P <0,05; ** P<0,01. Os valores foram comparados com o controle negativo (DMSO) e analisados através do

teste de Dunnet.

Tabela 4. Efeito do extrato etandlico de Polygala paniculata na redugio de edema em orelha de rato.

Tratamento Dose (mg/kg) Porcentagem de redug@o do edema de orelha provocado pela aplicagdo de
oleo de créton
Pp-C 100 34,27%*
Pp-C 200 39,88%**
Pp-C 400 40,96**
Pp-iV 100 15,26*
Pp-iV 200 19,63*
Pp-iV 400 36,14%*
dexametasona 0,5 89,16%*
Indometacina 10,0 53,89%%*

* P <0,05; ** P<0,01. Os valores foram comparados com o controle negativo (DMSO) e analisados através do

teste de Dunnet.

topica do o6leo de croton 1 hora apos a administragdo dos
extratos (100, 200 e 400 mg/kg), os animais receberam
10 pL de uma solugdo de 6leo de créton (2,5%, v/v em
acetona) sobre a superficie interna da orelha de uma das
orelhas, enquanto a mesma regido da outra orelha foi
tratada com o mesmo volume de acetona. Apo6s 4 horas
da aplicacdo do agente flogistico, os animais foram
sacrificados e discos de 6 mm de didmetro foramremovidos
de cada orelha e pesados. A atividade antiedematogénica
foi expressa como a média das diferengas de peso entre as
orelhas dos animais, sendo que, quanto menor a diferenca
de peso, maior o potencial de inibigdo (Schiantarelli et
al., 2004). Como controles positivos foram utilizados a
indometacina (10,0 mg/kg) e a dexametasona (10 mg/

kg).
Analise estatistica

Nos testes analgésico e antiedematogénico, os
resultados foram analisados através de analise de variancia de
uma via (ANOVA) e do teste de Dunnet. Foram considerados
significativos valores de P < 0,05, quando comparados com
o controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade analgésica dos extratos nos modelos
de dor provocada por estimulo térmico mostrou-se
dependente da dose. No modelo da placa quente, os
extratos foram capazes da ampliar significativamente
0 tempo que os animais permaneciam sobre a placa
aquecida, com efeito mais pronunciado aos 90 minutos,
atingindo valor maximo de 67,38% para o extrato das
plantas selvagens, e de 68,77 % para o extrato obtido das
plantas cultivadas in vitro, ambos na dose de 400 mg/kg
(Tabela 1).

O pré-tratamento dos animais com naloxona foi
capaz de reverter o efeito analgésico provocado pelos
extratos em 70%, sugerindo a participagdo de receptores
opidides no mecanismo de antinocicepgdo apresentado
por P. paniculata, ao contrario do observado para outra
espécie deste género, P. cyparissias, que produz atividade
analgésica por outro mecanismo que ndo esse (Campos
et al., 1997). Entretanto, estudos mais aprofundados sdo
necessarios para elucidar de forma mais precisa possivel
mecanismo pelo qual esses extratos atuam.

No modelo da retirada da cauda, os extratos
apresentaram efeito significativo na producéo de resposta
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analgésica (P< 0,05), em todas as concentragdes testadas,
quando comparados com o DMSO, usado como controle
negativo (Tabela 2). O efeito maximo foi observado na
dose de 400 mg/kg, com 85,62% de atividade analgésica
para o extrato obtido a partir das plantas selvagens, e de
71,41% para as plantas oriundas do cultivo in vitro.

A atividade analgésica dos extratos também foi
avaliada pelo método da dor induzida pela formalina.
Neste teste, o extrato etandlico de Polygala paniculata
foi capaz de inibir a dor durante as duas fases do processo
algésico, agindo de modo dependente da concentracdo de
extrato aplicada (Tabela 3). Durante o desenvolvimento da
dor neurogénica (fase 1), o maior percentual de atividade
analgésica observado foi de 48,42% para o extrato das
plantas de campo e de 29,11% para o extrato das plantas
in vitro, ambos na dose de 400 mg/kg.

Durante o desenvolvimento da fase inflamatoria
(fase 2), o extrato obtido a partir das plantas de campo
reduziu a dor em 36,93%, enquanto o extrato obtido a
partir das plantas in vitro reduziu em 30,11%, ambos na
concentragdo de 400 mg/kg (Tabela 4). Esta inibi¢ao do
processo algésico durante a fase inflamatoria do teste da
formalina sugere a existéncia de substancias no extrato
capazes de atuar diretamente sobre as terminagdes
nervosas periféricas, caracteristicamente pela inibi¢do
de ciclooxigenases (Bispo et al., 2001; Asongalem, et al.,
2004).

Através do teste de induc¢do de edema de
orelha, pode-se verificar que os extratos de Polygala
paniculata possuem atividade antiedematogénica, sendo
significativamente superior ao controle em todas as
concentragdes testadas (P<0,05), embora o efeito mais
pronunciado tenha sido observado na concentragdo de
400 mg/kg, tanto para o extrato das plantas de campo
(40,96%), quanto para o extrato das plantas in vitro
(36,14%) (Tabela 5).

O desenvolvimento de plantas medicinais in vitro,
seja por micropropagag¢do ou por qualquer outra técnica,
tem recebido bastante atengdo nos ultimos anos, devido,
principalmente, ao risco de extingdo de muitas plantas
medicinais e a destruicdo de importantes ecossistemas
(Rout et al., 2000). Algumas plantas quando cultivadas
in vitro, exibem pouquissimas diferengas com respeito a
composicdo quimica, quando comparadas as plantas de
campo, embora a produgdo total de metabolitos, em geral,
seja maior nestas do que naquelas (Socorro; Tarrega;
Rivas, 1998). Para reverter essa diferenca, eliciadores tém
sido usados em culturas in vitro de plantas medicinais para
aumentar a produgdo de determinados metabolitos, como
demonstrado por Namdeo et al. (2002) que conseguiram
aumentar a produgdo de ajmalicina por células de
Catharanthus roseus, cultivando-as com fragmentos de
parede celular de diferentes tipos de fungos.

Nesse trabalho, foi observado que os extratos
obtidos a partir das plantas in vitro se mostraram menos
eficazes do que aqueles obtidos a partir das plantas
coletadas em campo, embora ambos tenham apresentado
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atividades analgésica e antiedematogénica significativas.
Essa diferenca pode ser conseqiiéncia das condigdes
ambientais a que essas plantas estdo sujeitas durante o
seu crescimento e desenvolvimento (Pierik, 1987).

A analise farmacoldgica de Polygala paniculata
através de ensaios para atividades analgésica e
antiedematogénica demonstrou que esta espécie possui
ambas as atividades. Estes resultados estdo de acordo com
a utilizacdo popular desta espécie, que é recomendada
para o tratamento de traumatismos, luxagdes e, também,
para a neutralizagdo de venenos de cobras, uma vez que
nesses casos ocorre o desenvolvimento de processos
algésicos e inflamatorios que precisam ser eliminados.
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