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Resumo

palavras-chave Este trabalho teve como objetivo avaliar as propriedades biolégicas do extrato metandlico,

Joannesia princeps
Euphorbiaceae

Plantas medicinais

obtido por Soxhlet, seguido de parti¢ao liquido/liquido (fracées hexanica, diclorometanica,
em acetato de etila, butandlica e residual) das sementes de Joannesia princeps. A atividade laxan-
te foi avaliada pelo teste da motilidade intestinal em camundongos. O método de difusdo em
agar utilizando Staphylococcus anrens ATCC 29737, Streptococens mutans ATCC 25175, Escherichia
coli ATCC 11229, Salmonella typhimurium ATCC 13111 e Psendomonas aeruginosa ATCC 90271 e
o bioensaio em Artemia salina foram utilizados para investigacao da atividade antibacteriana
e da toxidez, respectivamente. O extrato metanolico, as fragSes e a semente pulverizada au-
mentaram significativamente a motilidade intestinal. O extrato metandlico e a fragdo residual
inibiram o crescimento de todas as amostras bacterianas de referéncia testadas, enquanto
as fracGes hexdnica e diclorometanica inibiram Staphylococcus anrens ATCC 29737, Salmonella
typhimurium ATCC 13111 e Streptococeus mutans ATCC 25175. As fragdes em acetato de etila e
butanolica foram ativas somente para S. aurens ATCC 29737. O extrato metandlico e as fra-
¢bes hexanica, diclorometanica e butanélica produziram CL., de 56,28, 16,72, 14,82 ¢ 67,29
pg/ml, respectivamente. Os resultados mostraram que as sementes de . princeps exibem
atividades laxante e antibacteriana, sendo toxicas para 4. salina.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the biological properties of the methanol

extract, obtained by Soxhlet, followed by liquid/liquid partition with organic solvents (hexane,
dichloromethane, ethyl acetate, butanol and residual fractions) of the Joannesia princeps seeds.
Laxative activity was tested through the intestinal motility model in mice. The agar diffusion
method using Staphylococcus anrens ATCC 29737, Streptococeus mutans ATCC 25175, Escherichia
coli NTCC 11229, Salmonella typhimurium ATCC 13111 and Pseudomonas aeruginosa ATCC 90271
and the Brine Shrimp Lethality bioassay were used to evaluate the antibacterial activity and
the toxicity, respectively. The methanol extract, the fractions and the powder seeds increased
the intestinal motility significantly. The methanol extract and residual fraction inhibited
all reference strains tested, while the hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol
fractions inhibited only . awrens ATCC 29737. The hexane and dichloromethane fractions
were active against Salmonella typhimurinm ATCC 13111 and Streptococcus mutans ATCC 25175.
The methanol extract and hexane, dichloromethane and butanol fractions produced L.C,
56.28, 16.72, 14.82 and 67.29 pg/mlL, respectively. The results showed that . princeps seeds
present laxative and bacterial activities, being toxic to 4. salina.
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INTRODUCAO

A familia Euphorbiaceae compreende cerca de 300
generos e 6000 espécies distribuidas nas regides tropicais e
subtropicais. No Brasil, ocorrem 70 géneros com 1000 es-
pécies difundidas em todos os tipos de vegetaciao (SOUZA;
LORENZI, 2005). Plantas desta familia possuem grande
interesse comercial devido a producio de éleo usado em
lubrificacoes, mas também apresentam destaque pelo seu
potencial moluscicida e pela presenca de substincias terpe-
noidicas indutoras de tumor (JURY ez 4/, 1987).

Joannesia  princeps Vellozo (Euphorbiaceae), popular-
mente conhecida como boleira e cutieira, ¢ uma arvore
encontrada nas regioes norte, nordeste e sudeste, principal-
mente em floresta pluvial de mata atlantica (AZEVEDO;
SILVA, 2006; BALBACH, 1981; LOPES ef al., 2002). Os
frutos contém, geralmente, duas améndoas que possuem
37% de dleo, sendo util para fins medicinais e industriais
(CHAVES; DAVIDE, 1996).

Na medicina popular, esta planta ¢ indicada como
purgativo, para perturbacdes menstruais, febre perniciosa,
antimicrobiano, sifilis, escrofulose e inchaco (BALBACH,
1981; MORS; RIZZINI, 1966). O 6leo das cascas da raiz
¢ usado como laxante e o extrato das sementes exibe forte
atividade anti-helmintica (FREISE, 1929). A atividade
anti-helmintica foi atribuida a alcaléides isolados de dife-
rentes partes da planta (ACHENBACH; BENIRSCHKE,
1997; FREISE, 1929). Além disto, neolignanas tais como
isoamericanina A, americanol A, isoamericanol A e (%) 3,3’-
bisdemetilpinoresinol foram identificadas nas sementes
(WAIBEL et al., 2003).

O uso etnomedicinal das sementes de J. princeps, em es-
pecial como laxante e antimicrobiano, ainda carece de testes
farmacoldgicos e clinicos que o respaldem cientificamente.
Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo investi-
gar o efeito laxante sobre o transito intestinal em camundon-
gos, a inibicdo do crescimento bacteriano e a toxidez pelo
bioensaio em Artenia salina das sementes de J. princeps.

MATERIAL E METODOS

Coleta do vegetal

J. princeps foi coletada na cidade de Nova Era, estado
de Minas Gerais, em marco 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 dos extratos

Sementes secas e pulverizadas (235 g) de J. princeps
foram submetidas a extragdao por Soxhlet em metanol P.A.

até esgotamento. Apos evaporagio do solvente, o extrato

metanolico (EM) foi solubilizado em metanol:dgua na
proporcao de 1:9 e fracionado por particio liquido/liqui-
do em hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol,
obtendo as fracoes hexanica (FH), diclorometanica (FD),
em acetato de etila (FA), butandlica (FB) e a residual
hidrometandlica (FR) (CECHINEL FILHO; YUNES,
1998). A semente pulverizada (PO), o extrato metandlico
(EM) e as fracGes preparadas (FH, FD, FA, FB ¢ FR)
foram utilizados para avaliar as propriedades bioldgicas.

Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (Mus musculus)
machos, pesando entre 25 e 30 g, provenientes do Centro
de Biologia da Reproducio da UFJE. Os animais foram
mantidos em gaiolas plasticas com racao e agua ad libitum
em temperatura ambiente e, doze horas antes da realiza-
cao dos experimentos, foram privados de racdo. Os pro-
tocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica

na Experimentacao Animal (CEEA) desta institui¢do sob
processo n°. 013/2005.

Teste da motilidade intestinal em
camundongos

Neste ensaio, foram formados sete grupos experimen-
tais (EM, FH, FD, FA, FB, FR e PO) e um controle, cada
grupo com oito animais (n = 8). As amostras de |. princeps
foram solubilizadas com 0,2 mlL. de sween 80 e suspensas
em solucio salina estéril JANSSEN; JAGENEAU, 1957,
WONG; WAI, 1981). Doses de 250, 500 e 1000 mg/kg
foram administradas, via oral, nos respectivos grupos.
No grupo controle foi aplicada soluc¢do salina acrescida
de 0,2 mL de #ween 80. Apds 45 minutos da administracao
das amostras, os animais receberam uma solucdo de car-
vio ativo 10% em goma aribica a 5% (0,3 mL/animal)
também por via oral e, transcorrido o mesmo periodo
de tempo da aplicacdo dessa solucao, foram sacrificados
para extirpacdo do intestino desde o piloro até o inicio
do ceco. As medidas do comprimento total do intestino
delgado e da distancia percorrida pelo carvao ativo, em
centimetros, foram determinadas. Os resultados foram
expressos em porcentagem do comprimento total do

intestino delgado.

Avaliacdo da atividade antibacteriana

A avaliagio da atividade antibacteriana foi realizada de
acordo com o método de difusio em dgar (KONEMAN
et al., 1997), com modificacées. O meio utilizado foi o
agar Anti-1 de dupla camada com suspensio a 1% da
amostra bacteriana de referéncia previamente padroniza-
da a 25% de transmitancia. Foram utilizadas as seguintes
amostras bacterianas de referéncia: Staphylococcus aunrens
ATCC 29737, Streptococcus mutans ATCC 25175, Escheri-
chia coli ATCC 11229, Salmonella typhinurinm ATCC 13111



e Psendomonas aeruginosa ATCC 90271. Foram testadas
solucdes de 100 mg/mL de EM, FH, FD, FA, FB ¢ FR.
Cilindros de aco inox de diametro interno de 5,5 mm
foram preenchidos com 50 pl., 100 puL e 250 pL de cada
solucdo, em duplicata, contendo 5 mg, 10 mg e 25 mg,
respectivamente. Como controle positivo de atividade
empregou-se ampicilina (0,1 pg/mL). Apés 24 horas de
incubacdo a 37°C, o diametro do halo de inibicao do

crescimento foi medido em milimetros.

Bioensaio em Artemia salina

O bioensaio foi realizado transferindo 10 larvas de
Abrtemia salina para tubos de ensaio, em quadruplicata,
contendo as seguintes concentracdes de EM, FH, FA,
FD, FB ¢ FR: 10, 50, 100, 500 ¢ 1000 pg/mL. Os tubos
foram mantidos sob iluminacao e, apés 24 horas de ex-
posicdo aos extratos, procedeu-se a contagem do nume-
ro de larvas sobreviventes. Neste teste, utilizou-se timol
como controle positivo (MEYER ez a/, 1982). A CL, foi
determinada pela regressio linear entre o logaritmo da
dose fornecida e unidades probabilisticas de percenta-
gem de mortos pelo teste dos probitos (LITCHFIELD;
WILCOXON, 1949).

Andlises estatisticas

Os resultados do teste da motilidade intestinal foram
demonstrados através da média das porcentagens * erro
padrao (EP). A analise de variancia seguida do teste de
Student Newman-Keuls foi usada para medir o grau de

significancia para p < 0,05 em relagdo ao controle.

RESULTADOS

O ensaio do transito intestinal em camundongos de-
monstrou significativo aumento da motilidade intestinal
dos animais apés administragio do extrato metandlico,
fracGes e semente pulverizada de J. princeps na dose de 1000
mg/kg, quando comparados ao grupo controle (Tabela 1).
Este efeito também foi observado nas doses de 250 e 500
mg/kg ap6s tratamento com o extrato metandlico, fragdes
diclorometanica e residual e sementes pulverizadas.

Os resultados da atividade antibacteriana sao mostra-
dos na Tabela 2. Pela andlise desta Tabela, observa-se que
todas as amostras bacterianas testadas foram inibidas pelo
extrato metandlico e fracdo residual na concentracao de
25 mg. Nesta mesma concentra¢do, verificou-se que as
fracdes hexanica, diclorometanica, em acetato de etila ¢
butanélica foram ativas frente S. aureus. As fracoes hexa-
nica e diclorometanica também inibiram o crescimento de
Streptococcus mutans e Salmonella typhimurinm.

O teste de toxidez mostrou que o extrato metandlico
e as fracGes hexdnica, diclorometanica e butanélica foram

ativos frente ao microcrusticeo A. salina, produzindo
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CL50 de 56,28, 16,72, 14,82 ¢ 67,29 ng/mL, respectiva-
mente (Tabela 3). As fracdes hexdnica e diclorometanica
foram cerca de 20 vezes mais téxica do que o timol,

controle positivo.

TABELA 1
Distancias percorridas pelo carvdo ativo no infestino de
camundongos sob a influéncia do tratamento

das sementes de J. princeps

Grupos (E;/Slisg) MédiatEP (%) Estimulo (%)
Controle - 44,20£1,98 -
250 51,75%1,22% 16,51
EM 500 55,3120,91% 25,13
1000 67,7622,29% 53,30
250 41,00£0,65 -
FH 500 41,87+1,52 -
1000 83,6741,77* 89,30
250 51,001,007 15,38
FD 500 54,4421 20% 2317
1000 64,5443 49% 46,02
250 38,6220,60 -
FA 500 39,6341,25 -
1000 51,98+0,85% 17,60
250 39,38+0,84 -
FB 500 41,87+1,52 -
1000 52,154,87+ 17,99
250 58,75%1,13% 32,92
FR 500 68,4421,61% 54,84
1000 90,52:42,15 104,80
250 54,6210,94% 23,57
PO 500 61,58+1,21% 39,32
1000 (64,99+2,93* 47,04

*Significativo em relacio ao controle para p<0,05.

TABELA 2
Atividade antibacteriana das amostras obtidas das

sementes de J. princeps

Diametro do halo de inibicio do crescimento (mm)

Amostra S. aureus S. mutans E. coli S. typhimurinm P. aeruginosa
EM 5 mg 11 - - - -
EM 10 mg 13 - - - -
EM 25 mg 16 11 12 10 10
FH 5 mg - - - - -
FH 10 mg - - - - -
FH 25 mg 11 10 - 12 -
FD 5 mg - - - - -
FD 10 mg - - - - -
FD 25 mg 12 13 - 12 -
FA 5 mg - - - - -
FA 10 mg - - - - -
FA 25 mg 12 - - - -
FB 5 mg - - - - -
FB 10 mg - - - - -
FB 25 mg 11 - - - -
FR 5 mg 12 - - - -
FR 10 mg 13 - 12 10 10
FR 25 mg 16 13 14 12 12
Ampicilina 0,01 ug 24 20 20 26 19
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TABELA 3
Citoxicidade das amostras obtidas das sementes de J. princeps
através do bioensaio em A. salina

I lo de Confi
Grupo Concentragao (ug/mlL) CL | (ug/mL) neervato de Fonfianca

(95%)
EM 10, 50, 100, 500 € 1000 56,28 35,39 — 89,50
FH 10,50,100,500 € 1000 16,72 7,03 39,74
FD 10,50,100,500 e 1000 14,82 7,78 — 28,24
FA 10,50, 100,500 € 1000 > 1000 -
B 10,50, 100, 500 ¢ 1000 67,29 23,73~ 89,50

FR 10, 50, 100, 500 e 1000
PO 10, 50, 100, 500 e 1000
Timol 10, 50, 100, 500 e 1000

> 1000
> 1000 -
346,67 248,56 — 483,53

DiscussAo

A atividade laxante de J. princeps pode estar associa-
da ao seu efeito propulsor da motilidade intestinal. Os
resultados demonstraram que a boleira possui efeito
laxante neste modelo testado, comprovando seu uso
na medicina popular. Entretanto, estudos fitoquimicos
sdo necessarios para identificacao da(s) substancia(s)
ativa(s), assim como investigacdes farmacoldgicas para
elucidar os mecanismos de acio.

A atividade antibacteriana parece depender da
concentra¢io dos extratos testados. Entretanto, os
resultados negativos no ensaio de difusio em agar
podem ser decorrentes de caracteristicas lipofilicas dos
extratos, pois meio de cultura que apresenta agar como
agente solidificante é considerado um gel perfeito para
substincias com caracterfsticas hidrofilicas (ROMEI-
RO, 2001). Deste modo, as amostras mais ativas foram
aquelas com caracteristicas hidrofilicas presentes no
extrato metandlico e na fracdo residual. Apesar disto,
os resultados da atividade antibacteriana demonstrados
corroboram com o uso popular desta planta como
antimicrobiano.

Na avaliacdo da toxidez de extratos de plantas
pelo bioensaio em A. salina, valores de CL,, abaixo de
1000 pg/ml sio considerados bioativos MEYER ¢# /.,
1982). Através da aplicacao da classificacao de Meyer e/
al. (1982), o extrato EM e as fracoes FH, FD, FB foram
considerados téxicos contra A. salina. Estes resultados
sugerem que as sementes de J. princeps tém potencial
téxico, requerendo estudos toxicolégicos mais apro-

fundados antes de serem indicadas como fitoterapico.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram o potencial das
atividades biolégicas de |. princeps, incentivando novas
pesquisas com intuito de identificar o principio ativo.
Além disto, comprova o uso popular das sementes

como laxante.
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