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RESUMO: Objetivo: Avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria da
especie Pimpinella anisum. Método: Para as analises bioldgicas, foi obtido o extrato
aquoso utilizando as sementes compradas no comércio da cidade de Cajazeiras,
Paraiba - Brasil. Para a realizagao da atividade antinociceptiva foi realizado os testes
de edema de pata induzido por formalina e o método de contor¢gdes abdominais
induzido por acido acético, para o teste de atividade anti-inflamatéria foi utilizado o
método de peritonite induzido pela carragenina. Resultados e discussao: Os
resultados obtidos mostraram que o extrato aquoso de Pimpinella anisum
apresentou atividade anti-inflamatoéria e antinociceptiva na dosagem de 200 mg/kg.
O extrato aquoso reduziu as contor¢gdes abdominais (200 mg/kg = 71%). O teste de
formalina, a acéo inibidora da erva sobre a nocicepgao foi na segunda fase: 12 fase
(200 mg/kg = 05%) e 22 fase (200 mg/ kg = 69%). No teste de peritonite foi possivel
avaliar a migracao leucocitaria, entdo observou-se que o extrato de Pimpinella
anisum teve uma diminuigao significante do numero de leucécitos migrantes para a
area afetada (200mg/kg = 60% de inibicdoo do grupo controle teste comparado ao
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grupo controle negativo e 57% de inibicdo comparado ao grupo controle positivo).
Com a obtencdo desses dados € possivel dizer que a Pimpinella anisum constitui
principios ativos capazes de inibir a dor e a inflamacéo.

Palavras chave: Pimpinella, Nociceptividade, Anti-inflamatdrio, Leucocitose.

ABSTRACT: Objective: To evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory
activity of the species Pimpinella anisum. Method: For the biological analysis, the
aqueous extract was obtained using the seeds purchased in the commercial city of
Cajazeiras, Paraiba - Brazil. For antinociceptive activity, formalin-induced paw
edema tests were performed and acetic acid-induced abdominal writhing method
was used for carrageenan-induced peritonitis method for anti-inflammatory activity
test. Results and discussion: The results showed that the aqueous extract of
Pimpinella anisum showed anti-inflammatory and antinociceptive activity at 200 mg /
kg. The aqueous extract reduced abdominal writhing (200 mg / kg = 71%). The
formalin test, the herb's inhibitory action on nociception was in the second phase: 1st
phase (200 mg / kg = 06%) and 2nd phase (200 mg / kg = 69%). In the peritonitis test
it was possible to evaluate leukocyte migration, so it was observed that Pimpinella
anisum extract had a significant decrease in the number of migrating leukocytes to
the affected area (200mg / kg = 60% inhibition of the test group compared to the
control group). negative control and 57% inhibition compared to the positive control
group). By obtaining these data it can be said that Pimpinella anisum is an active
ingredient capable of inhibiting pain and inflammation.

Keywords: Pimpinella, Nociception, Anti-inflammatory Agents, Leukocytosis.
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INTRODUGAO

As plantas medicinais vém trazendo grandes inovagbdes farmacoldgicas,
abrangendo um amplo estudo sobre suas propriedades quimicas (PEREIRA, 2013).
A OMS descreve que a maioria da populacdo tem a pratica de utilizacdo de chas,
Oleos, insumos, lambedores ou garrafadas, entre outros. Suas utilizagdes chegam a
80% da populagdo mundial, proporcionando a descoberta de novos principios ativos,
trazendo um vasto beneficio para medicina convencional (ANDRADE, 2016).

Durante muitos anos as pessoas manipulavam a natureza no intuito de
realizar o tratamento de muitas doencas, aplicando produtos naturais para a
urgéncia primaria. O Sistema Unico de Saude (SUS) elaborou uma Relacdo de
Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS) em fevereiro de 2009, que foi
implantada pelo Ministério da Saude, priorizando plantas do conhecimento popular e
de uso cientifico comprovado e que possibilitam o tratamento de doencgas de nivel
comum (MARMIT et al., 2016).

Entre os paises de maior variedade de espécies de plantas, encontra-se o
Brasil, onde existe uma enorme biodiversidade, trazendo uma vasta area de
pesquisas sobre o poder de principios ativos farmacoldgicos extraidos de vegetais,
que podem ser encontradas em seus extratos e oriundas de uma complexidade de
moléculas ou substancias, que alcangam o poder terapéutico em muitas doencas
humanas. (BATISTA et al., 2016).

Dentre as plantas utilizadas popularmente encontra-se a espécie Pimpinella
anisum, da familia Umbelliferae, popularmente conhecida como anis ou erva doce,
apresentando agao parasitaria, antiemética, antibacteriana e antifungica (BARAKAT
et al., 2016). As folhas e principalmente as sementes s&o utilizados geralmente na
forma de infusdo, na terapia popular para varios fins terapéuticos como combater a
digestdo, dores estomacais, limpeza de pele, ressecamento, calmante, célicas
intestinais, ma digestdo. (CAETANO, 2015). Estudos mostram também sua fungao

sobre a angiogénese e o combate ao cancer gastrointestinal, como também seu
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efeito neuroprotetor, evitando convulsdes e limitando convulsées cronicas. (BEKARA
et al., 2016).

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo de analisar a erva doce
(Pimpinella anisum) em parametros experimentais de inflamag&o e nocicepgao, em

modelo animal.

MATERIAIS E METODOS

Material Botanico

As sementes da espécie Pimpinella anisum foi adquirida a partir de uma loja
de produtos naturais no més de outubro, no municipio de Cajazeiras, Paraiba, Brasil.
O material comprado foi transportado até o laboratério de pesquisas da Faculdade

Santa Maria, em Cajazeiras - PB.

Preparacao do Extrato

Pra a obtencéo do extrato, foram utilizados 40g do material triturado, onde foi
fervido por cinco minutos em 200mL agua mineral. Apos cinco minutos em repouso,
o material foi filtrado com papel filtro rendendo aproximadamente 180mL de extrato,

obtendo-se a infuso.
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Animais

Para a realizagdo dos testes, foram utilizados 54 camundongos, (Mus musculus),
albinos, variedade Swiss, adultosjovens, machos, de peso entre 25-30g,
provenientes do biotério da Faculdade Santa Maria, Cajazeiras-PB. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polietileno, sob condigdes monitoradas de
temperatura (20 + 3°C,) ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase clara de 06 as
18 horas, recebendo racdo padrdo Nuvilab® e agua ad libitum disponiveis em

garrafas de polietileno com bicos de inox.

Condi¢g6es Experimentais

Todos os procedimentos foram realizados no laboratério de farmacologia, quimica e
analises clinicas da Faculdade Santa Maria - FSM, no periodo compreendido das
07:00 as 21:00 horas. Nas 24 horas antecedentes aos experimentos, os animais
foram divididos em grupos, contendo 06 animais cada, e mantidos na sala onde foi
desenvolvido o estudo, a fim de adapta-los ao ambiente experimental. Antes de
cada procedimento as bancadas e os aparelhos utilizados foram higienizados com
alcool a 70%. A pesquisa foi conduzida em obediéncia as normas e diretrizes
bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: animais (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei
Federal N° 11.794/2008; Conselho Nacional de Controle de Experimentacido -
CONCEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (MACHADO et
al., 2004). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade Santa Maria - FSM, com o numero 05/2017.
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Testes de nocicepg¢ao induzida por formalina

Para o teste de Nocicepgao, formaram-se grupos compostos por 6 animais,
que foram utilizados para determinar a acdo da Pimpinella anisum no teste da
formalina. Nos camundongos do grupo controle negativo foram aplicados inje¢cao de
20 ul de formalina a 2% na pata direita traseira. Para o grupo controle positivo, os
camundongos foram tratados com 10ul de morfina, meia hora antes da aplicagao da
injecao de 20 ul de formalina a 2% na pata esquerda traseira. Uma hora antes, os
camundongos do grupo controle teste, foram tratados com extrato aquoso da
Pimpinella anisum na dose de 200mg/kg, via oral, e aplicada a injecdo de 20 pl de
formalina a 2% na pata esquerda traseira. Logo em seguida da aplicagdo, os
animais foram colocados individualmente, sob béquer de vidro invertido para a
observagédo, como mostra a figura 01. O tempo marcado (em segundos) em que O
animal lambeu ou mordeu a pata foi registrado em duas fases: inicial (0-5 min) e
tardia (20-25 min), ap6s a administracdo da formalina, seguindo a metodologia

descrita por Aquino em 2016.

Figura 01: Teste de Formalina. (A) Aplicagdo da Pimpinella anisum; (B) Injecao de
Formalina; (C) Reagao do Animal.

Fonte: Nascimento (2017).

47

Revista Interdisciplinar em Saude, Cajazeiras, 6 (5): 42-57, out./dez. 2019, ISSN: 2358-7490.



Analise Antinociceptiva e Anti-Inflamatéria do Extrato Aquoso de
Pimpinella Anisum Proveniente Do Sertao Da Paraiba

Teste de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético

Para os testes de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético, os
camundongos foram divididos em 3 grupos, contendo 06 animais cada. No grupo
controle negativo foi aplicado o acido acético a 1%, via intraperitoneal, e analisados
durante 30 minutos, e contadas as contor¢des 10 minutos apds a aplicagdo. No
grupo controle positivo foram aplicados 10ul de morfina, e uma hora depois aplicado
0 acido acético 1%. Os animais foram observados por um tempo de 30 minutos,
contando os numeros de contorgcdes abdominais apds 10 minutos a aplicacdo do
acido aceético. O grupo controle teste, foi tratado com o extrato aquoso de Pimpinella
anisum 200mg/kg uma hora antes, via oral, e apos esse tempo foi aplicado o acido
acético 1%, assim os camundongos foram analisados durante 30 minutos e iniciadas
as contagens de contor¢gdes apdés 10 minutos a aplicagdo do ac. acético, como
mostra a figura 02. As contor¢ées abdominais foram analisadas e definidas como
contor¢gdes de corpo inteiro pela extensdo das patas traseiras (BATISTA et al.,
2016).

Peritonite induzida por carragenina

No teste de acédo anti-inflamatdria, os camundongos foram divididos em 04
grupos contendo 06 animais cada. No grupo controle ndo foi utilizado nenhuma
substancia, apenas para a comparagao de valores de referéncia de leucécitos. No
controle negatio foi aplicada a carragenina a 1% via intraperitoneal. No controle
positivo foram injetados a 10ul de morfina e apdés uma hora, aplicado a carragenina
1% via intraperitoneal. No grupo do teste os camundongos foram tratados com o
extrato aquoso de Pimpinella anisum 200mg/kg, via oral. Esperou-se uma hora apos
a administracdo do extrato para a aplicacdo da carragenina 1% via intraperitoneal.
Foram aguardados necessariamente 4 horas, para que ocorresse a migragao de

leucdcitos para a regido peritoneal. Para obtengdo da amostra, aplicou-se 20ml de
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agua destilada na cavidade peritoneal, posteriormente foi realizado uma leve
massagem abdominal, como mostra a figura 02. Para as analises as amostras foram
coletadas e depositadas em tubos contendo EDTA. Para a leitura do numero total de
leucécitos foi utilizado a Camara de Neubauer e Liquido de Turk. Os camundongos
foram eutanasiados por deslocamento cervical, seguindo protocolo de Do, Naturais;
Silva (2016).

Figura 02: Teste de contorgbes abdominais induzidas pelo acido acético. (A)
Aplicacdo de Pimpinella anisum; (B) Injecdo de acido acético; (C) Reagao do
camundongo. llustragédo pratica do teste de Peritonite induzida por Carragenina. D)

Pimpinella anisum; E) Abertura/Peritdnio; F) Coleta do liquido.

Fonte: Nascimento (2017).
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Analise Estatistica

Os resultados das analises efetuadas foram analisados tomando como base a

meédia e seu correspondente erro padrao.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Verificou-se que a aplicacdo do extrato aquoso de Pimpinella anisum como
forma de pré-tratamento foi capaz de reduzir as contorgdes abdominais no
parametro experimental no teste de &acido acético, reduzir significativamente o
numero de leucdcitos migrantes para a regido inflamatoria no teste de peritonite e

reduzir o tempo de lambedura no teste de formalina.

Testes de formalina

A aplicagao do extrato de Pimpinella anisum em camundongos (figura 01) na
dose de 200mg/kg apresentou efeito de 7% sobre o tempo de lambedura da pata
injetada com formalina no periodo da primeira fase do controle teste (0-5 minutos),
comparado ao grupo controle negativo. Na segunda fase (20 - 25 minutos), reduziu-
se significativamente o tempo em 63% em que o animal permaneceu lambendo a
pata em relagéo ao grupo controle negativo.

Aplicagdo do extrato de Pimpinella anisum, na dose de 200 mg/kg causou
uma inibicdo de 69% na segunda fase de tratamento. A morfina 10pl/kg.i.p. foi
utilizada como farmaco padréao, pois sendo ela um analgésico opiodide, foi capaz de
inibir em 63% na primeira fase o tempo de lambedura da pata e em 100% na

segunda fase desse teste.
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Figura 03: Os valores em cada coluna representam a média e desvio padrao do

tempo de lambedura do animal.
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Fonte: Nascimento (2017).

Com aplicagédo da formalina na pata traseira de camundongos como é
destacada na figura é possivel analisar o comportamento do animal diante uma
lesdo tecidual ocasionado pela injegdo subcutanea do formaldeido, onde o animal
demonstra agbes de maneira quantificada ao teste (SILVA et al., 2013). Com a
introdugcdo da formalina, é possivel analisar duas fases: a aguda que se prolonga
nos primeiros 5 minutos e a tardia ou inflamatéria que se estende dos 15 minutos a
30 minutos. As duas fases caracterizam estagios diferenciais, tornando-se favoravel
para a avaliacdo de farmacos de ag¢ao central, como a morfina, e anti-inflamatérios
nao esteroidais (ASSIS, 2016).

Os farmacos que atuam no nivel de sistema nervoso central como os

opioides, podem suprimir as duas fases desse teste inibindo a acdo nociceptiva
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acarretada pela formalina. Enquanto as drogas que atuam no nivel de sistema
nervoso periférico atuam suprimindo a segunda fase do teste. A tardia tem a
participacdo de varios mediadores inflamatérios que atuam na dor inflamatodria,
esses sao receptivos a farmacos de agao anti-inflamatoria ndo esteroidal (SANTOS
et al., 2015).

A inibicdo da segunda fase do teste de formalina, pela aplicagdo do extrato
aquoso de Pimpinella anisum foi de 69%, reduzindo significativamente o tempo de
lambedura de pata do camundongo, como mostra na Figura 03. Proporcionando

uma agao antinociceptiva, sugerindo uma diminuicdo dos mediadores da inflamacgao.

Testes de contor¢goes abdominais induzidas pelo acido acético

No teste de contor¢gdo abdominal induzida pelo acido acético 1%, a
administracdo do extrato aquoso de Pimpinella anisum foi de 200mg/kg, essa
aplicacao foi capaz de reduzir a resposta a dor induzida pelo acido acético em 71%,
comparado ao grupo controle negativo. O farmaco padrao utilizado no grupo teste
positivo foi a morfina 10ul/kg, aplicado meia hora antes da aplicagdo do acido
acético 1% foi capaz de zerar o numero de contorgdes, por isso nao foi representada
no grafico.

Figura 04: Os valores em cada coluna representam a média e desvio padrao do

numero de contorgdes do animal.
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Na atividade de contor¢des abdominais, induzido pelo acido acético, como
mostra a figura 02, é um teste realizado com uma alta sensibilidade para analises de
farmacos antinociceptivos, a dor gerada nesse tipo de teste, provoca a liberagéo
multiplos mediadores como prostaglandinas, histaminas, bradicinina e serotonina,
causando estimulos aos receptores sensoriais periféricos, os nociceptores, no que
Ihes concernem sensibilidade aos AINES (anti-inflamatérias n&o-esteroidais) e
narcoéticos (BATISTA et al., 2016).

Comparando os dados apresentados nos testes de contorcdo abdominal do
grupo controle negativo com o grupo controle positivo, observa-se a relevancia da
acao do extrato no controle teste, destacando a hipotese de que exista uma inibigao
dos mediadores da inflamagéao.

Assim, é possivel destacar que o teste de contorcbes abdominais apresentou-
se relevante, comparando os demais grupos com o grupo controle negativo, como
mostra a Figura 04, é justificavel salientar a existéncia de vias de agobes
inflamatorias.

Araujo (2013) realizou testes de nocicepgao com o extrato bruto etandlico de
sementes de Pimpinella anisum, por meio do teste de contor¢gdes abdominais
induzido pelo acido acético, com dosagem de 298 mg/kg, assim obtendo a
diminuicdo do numero de contorgdes, com isso o0s resultados tornaram-se
satisfatorios.

De acordo com Souza (2013) o extrato etandlico de Foeniculum vulgare Mill,
da familia Umbelliferae/Apiaceae apresentou atividade antinociceptiva no teste de
contorgdo abdominal induzido pelo acido acético, como também as frutas da erva
doce apresentaram e atividade anti-inflamatéria, analgésica e antioxidante.
Mostrando que a Pimpinella anisum pode agir inibindo a dor e apresentar agao

bloqueadora das vias de inflamacéo.
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Peritonite induzida por carragenina em camundongos

No intuito de avaliar o efeito do extrato aquoso de Pimpinella anisum no
sistema de defesa imunoldgico, o teste de peritonite induzida por carragenina em
camundongos, causou uma acentuada migragéo leucocitaria, respectivamente nos
dois grupos: controle carragenina causou um aumento de 55% e grupo controle
morfina um aumento de 51%, comparados ao grupo padrao.

O extrato aquoso de Pimpinella anisum 200mg/kg inibiu em 60% a migracéo
leucocitaria do grupo teste, comparado ao grupo controle negativo (carragenina) e
em 57% de inibicdo comparado ao grupo controle positivo (morfina). Essas
pesquisas constam uma inibicdo das células leucocitarias envolvidos no processo de

inflamacéao desenvolvido pela carragenina.

Figura 05: Andlise da agdo do extrato aquoso de Pimpinella anisum sobre a
peritonite induzida pela Carragenina. Os valores em cada coluna representam a

meédia e desvio padrao do numero de leucdcitos.
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Fonte: Nascimento (2017).
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De acordo com MOTTA et al 2013, a inflamacéao é classificada em aguda ou
cronica. A aguda inicia-se como processo inicial da lesdo tecidual e celular, neste
processo predomina-se a dilatagdo vascular e migragédo leucocitaria. Assim, se 0s
agentes causadores da inflamacdo n&o forem eliminados ocorrera o estagio de
cronicidade. Os estudos dos processos de inflamagcdo agudo e crénico séo
importantes nos modelos animais, podendo assim nos testes quantificar os numeros
de leucdcitos que migraram para a area afetada, como os da cavidade peritoneal no
teste de peritonite (PEREIRA, 2013).

Os carragenanos sado agentes causadores de processos inflamatérios Batista
(2016) a obtengao desse polissacarideo € dada pela extragdo em algas. Os estudos
sobre inflamacdo do peritbnio em modelo animal € possivel analisar as
caracteristicas e sinais acometidos no animal, esse processo é notado nas primeiras
quatro horas apés a aplicagao da carragenina. Liberagdo da serotonina e histamina,
como também uma concentracdo de permeabilidade celular € descrita na primeira
hora apds a aplicagdo. Na segunda hora, o aumento € proveniente das cininas, que
sdo agentes vasoativas como bradicinina e devido as citocinas IFN-y, IL-1B, IL-2 e
TNF-a. Assim, a terceira e quarta fase € considerada a mais intensa, pois ocorre
liberagao de oxido nitrico e prostaglandina (NETO, 2016).

O numero de leucdcitos que acabam migrando para o peritbnio, sao
consequéncias da inflamagdo local, causando aumento do soluto entre as
membranas porosas. Esse processo € causado pela vasodilatacdo capilar e maior
abertura dos poros nos microvasos, promovido pelos mediadores inflamatorios,
apresentando neutroéfilos e prostaglandina.

Considerando esses estudos realizados, foi efetuado o teste de peritonite
induzido por carragenina, no intuito de investigar acdo do extrato aquoso de
Pimpinella anisum na migragao leucocitaria. Com a aplicacédo da carragenina foi
possivel investigar um grande extravasamento plasmatico com presenca significante
de leucécito na regido peritoneal. Esse deslocamento celular pode ser acometido
pelo bloqueio dos receptores de adesdo molecular ou por quimiotaxia, permitindo a
segregacao de células inflamatérias no local afetado, portanto as células migratérias

podem combater a lesdo e agente agressor. O pré-tratamento com extrato de
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Pimpinella anisumreduziu de forma significativa o niumero de leucécitos migrantes no
local inflamado do peritdénio (Figura 05).

Paiva (2013) realizou estudos sobre o extrato etanoico de Pseudobombax
marginatum, onde demonstrou ter efeito sobre acdo de migracéo leucocitaria de 48%
na dosagem do extrato de 200 mg//Kg.

O teste realizado pdde demonstrar que o extrato aquoso de Pimpinella
anisum, desenvolveu atividade de inibicdo no numero de leucdcitos, assim
comparando o grupo controle positivo com o grupo teste e o estudo realizado por
Paiva (2013) é possivel ver a agao da taxa de diminuicdo do numero de leucdcitos.

Comprovando sua agao no teste realizado.

CONCLUSAO

A obtencado dos dados do presente trabalho mostrou que a Pimpinella anisum
atuou de forma antinociceptiva inibindo os receptores de dor, mostrando de forma
quantitativa e qualitativa esses dados, como também foi possivel analisar a atividade
anti-inflamatéria inibindo a segregacdo leucocitaria na regido inflamada,
comprovando sua agao nos testes.

Através dos testes realizados nessa pesquisa, ndo é possivel saber de forma
isolada o composto quimico responsavel pelos resultados obtidos. Em um extrato
bruto, as substancias presentes podem agir de diversas maneiras, assim os testes
realizados foram fases iniciais para a proposicdo medicinal dessa planta como
possibilidades de obter os metabdlitos que possam ser utilizados pela industria
farmacéutica no combate de possiveis patologias.

Adquirir conhecimentos da Pimpinella anisum através de estudos e pesquisas
€ de grande importancia para a utilizagao do seu potencial medicinal, servindo como
interesse de uso farmacéutico, através de formulacbées medicamentosas eficazes e

seguras, como para populagao que ja faz uso dessa planta.
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