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RESUMO 

 

MOREIRA, M. R. A. Avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos 

de Terminalia argentea Mart. & Succ e Anadenanthera colubrina  var. 

colubrina (Benth.) Brenan. 2017. 72f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2017.  

 

A Terminalia argentea Mart. & Succ e a Anadenanthera colubrina var. 

colubrina (Benth.) Brenan, popularmente conhecidas como capitão do campo e 

angico vermelho respectivamente, são usadas na medicina tradicional para o 

tratamento de doenças inflamatórias do trato respiratório. Este estudo avaliou a 

toxicidade e o efeito anti-inflamatório dos extratos hidroalcoólicos de T. argentea e A. 

colubrina var. colubrina in vitro e in vivo. Empregando macrófagos da linhagem 

J774.1 mostramos que ambos os extratos nas concentrações de 31,25; 62,5; 125; 

250; 500 ou 1000 g/mL não são tóxicos. Além disso, empregando células J774.1 

estimuladas com LPS antes ou depois da adição dos extratos (protocolo preventivo 

ou terapêutico) encontramos que os mesmos reduziram significativamente a 

produção de NO, IL-6, TNF- e IL-1, mas aumentaram a de IL-10, por mecanismo 

dependente da inibição da ativação de NF-kB. Empregando camundongos C57BL/6 

e dois protocolos  para avaliar toxicidade in vivo, o TG 423 (OECD, 2001) e o 

preconizado pela ANVISA (2013), encontramos que nas doses únicas de 300, 2000 

e 5000 mg/kg, ou doses repetidas  de 300 e 1000 mg/kg, nenhum dos extratos foi 

toxico in vivo. Quando avaliamos a atividade anti-inflamatória in vivo, empregando o 

modelo de bolha de ar inoculadas com LPS e tratadas localmente com os extratos 

nas doses de 5, 60 e 300 mg/kg, observamos que tanto o extrato hidroalcoólico 

de T. argentea como o de A. colubrina var. colubrina, na dose de 300 mg/kg, 

reduziram o recrutamento celular e a produção de citocinas inflamatórias, mas 

aumentaram a produção de IL-10. Nossos dados nos permitem concluir que os 

extratos hidroalcoólicos de T. argentea e A. colubrina var. colubrina  são anti-

inflamatórios e apresentam potencial para serem empregados no desenvolvimento 

de novos fármacos anti-inflamatórios. 

  

Palavras-chave: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflamação, 

macrófagos, anti-inflamatórios. 
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ABSTRACT 

 

MOREIRA, M. R. A. Evaluation of the anti-inflammatory activities of the extracts 

of Terminalia argentea Mart. & Succ and Anadenanthera colubrina var. 

colubrina (Benth.) Brenan. 2017. 72p. Dissertation (Master). Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão 

Preto, 2017.  

 

The Terminalia argentea Mart. & Succ and the Anadenanthera colubrina var. 

colubrina (Benth.) Brenan, commonly kwon as capitao do campo and angico 

vermelho, are used in the traditional medicine for the treatment of inflammatory 

diseases of the respiratory tract. This study evaluated the toxicity and the anti-

inflammatory effect of the hydroalcoholic extracts of T. argentea and A. colubrina var. 

colubrina in vitro and in vivo. Using macrophages of the cell line J774.1 it was shown 

that both extracts in the concentrations of 31,25; 62,5; 125; 250; 500 or 1000 

g/mL are not toxic. Moreover, by using J774.1cells stimulated by LPS before or after 

the addition of the extracts (preventive or therapeutic protocol) it was detected that 

both reduced significantly the production of NO, IL-6, TNF- and IL-1, but increased 

the one of IL-10 by a mechanism dependent on the inhibition of the activation of NF-

kB. While using C57BL/6 mice and two protocols to evaluate the in vivo toxicity, the 

TG 423 (OECD, 2001) and the one recommended by ANVISA (2013), it was found 

that neither in the single doses of 300, 2000 or 5000 mg/kg, nor in the repeated 

doses of 300 or 1000 mg/kg the extracts were toxic in vivo. When the anti-

inflammatory activity is evaluated  in vivo by using the inoculated by LPS air bubble 

model and treated locally with the extracts in the doses of 5, 60 or 300 mg/kg it was 

possible to observe that both, the hydroalcoholic extract of T. argentea and the A. 

colubrina var. colubrina in the dose of 300 mg/kg, have decreased the cell 

recruitment and the production of inflammatory cytokines but have increased the 

production of IL-10. These data allow the conclusion that the hydroalcoholic extracts 

of T. argentea and A. colubrina var. colubrine are anti-inflammatory and have 

potential to be used in the production of new anti-inflammatory medicines. 

  

Key-words: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflammation, 

macrophages, anti-inflammatory. 

 

 



iii 
 

RESUMEN 

 

MOREIRA, M. R. A. Evaluación de la actividad anti-inflamatoria de los extractos 

de Terminalia argentea Mart. Y Succ y Anadenanthera colubrina var. colubrina 

(Benth.) Brenan. 2017. 72f. Dissertación (Master). Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2017. 

 

La Terminalia argentea Mart. Y Succ y Anadenanthera colubrina var. colubrina 

(Benth.) Brenan, conocido popularmente como capitán del campo y angico rojo, 

respectivamente, se utilizan em la medicina tradicional para el tratamiento de 

enfermedades inflamatorias del tracto respiratorio. Este estudio evaluó la toxicidad y 

el efecto anti-inflamatorio de extractos hidroalcohólicos T. argentea y A. colubrina 

var. colubrina in vitro y in vivo. El empleo de línea del macrófagos J774.1 mostró que 

ambos extractos en concentraciones de 31,25; 62,5; 125; 250; 500 o 1.000 g/ml no 

son tóxicos. Además, utilizando células J774.1 estimuladas con LPS antes o 

después de la adición de los extractos (protocolo preventivo o terapéutico) 

encontraron que reducen significativamente la producción de NO, IL-6, TNF-  e IL-

1 pero aumentó IL-10 por un mecanismo de inhibición dependiente de NF-kB. El 

uso del protocolos y C57BL/6 para evaluar la toxicidad in vivo, TG 423 (OCDE, 

2001) y recomendado por ANVISA (2013), encontró que en dosis únicas de 300, 

2.000 o 5.000 mg/kg o dosis repetidas de 300 o 1000 mg/kg, ninguno de los 

extractos era tóxico in vivo. Al evaluar la actividad anti-inflamatoria in vivo, utilizando 

el modelo de burbuja de aire inoculados localmente con LPS y tratados con los 

extractos en dosis de 5, 60 o 300 mg/kg, se observó que tanto el extracto 

hidroalcohólico de T. argentea como A. olubrina var. colubrina a una dosis de 300 

mg/kg redujo el reclutamiento de células y la producción de citoquinas inflamatorias, 

pero aumentó la producción de IL-10. Nuestros datos nos permiten concluir que los 

extractos hidroalcohólicos de T. argentea y A. colubrina var. colubrina son anti-

inflamatorios y tienen potencial para ser utilizado en el desarrollo de nuevos 

fármacos anti-inflamatorios. 

  

Palabras clave: Terminalia argentea, Anadenanthera colubrina, inflamación, 

macrófagos, anti-inflamatorias. 
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“A natureza não faz nada em vão.  
Em todos os seus feitos existe algo de maravilhoso.” 
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1. INTRODUÇÃO   

  

1.1 Inflamação 

 

A inflamação é um processo fisiopatológico que pode ser reversível ou 

irreversível, agudo ou crônico ou ainda órgão específico como na asma (VANE & 

BOTTING, 1987). A inflamação pode ser desencadeada por vários estímulos não 

específicos (agentes infecciosos, químicos e físicos) ou específicos (interação 

antígeno-anticorpo e resposta imune). Eventos característicos acontecem nos 

tecidos vascularizados e são responsáveis pelos sinais clássicos da inflamação: 

rubor, calor, dor, tumor e perda de função (VANE & BOTTING, 1998; GILROY et al., 

2004). Assim a reação inflamatória pode ser definida como uma resposta da 

microcirculação a um estímulo, resultando no extravasamento de fluídos e formação 

do edema, e no recrutamento de leucócitos. Estes eventos são desencadeados por 

diferentes mediadores que se originam do plasma ou de células locais, e que podem 

ser ampliados ou modificados por produtos liberados de leucócitos que migraram 

para o local da inflamação. Os principais mediadores envolvidos nas alterações 

vasculares podem ser de origem celular como histamina, prostaglandinas (PGs) E2 e 

I2 (PGE2 e PGI2), leucotrienos (LT), fator ativador de plaquetas (PAF), fator de 

necrose tumoral alfa (TNF- α), quimiocinas e óxido nítrico (NO), ou derivados 

diretamente do plasma, como a bradicinina, proteínas do complemento (ex. C3a, 

C5a), fatores do sistema de coagulação e/ou sistema fibrinolítico (GILROY et al., 

2004; NEWTON & DIXIT, 2012; BUCKLEY et al., 2013).  

As PGs, LTs e lipoxinas (LXs) são derivados do metabolismo do ácido 

araquidônico (AA), e denominados conjuntamente como eicosanoides. O AA é um 

ácido graxo poli-insaturado, esterificado nos fosfolipídios que compõe a membrana 

celular. O AA é liberado dos fosfolipídios da membrana celular por ação 

principalmente da enzima fosfolipase A2 (PLA2) que é ativada por diversos 

estímulos químicos, físicos e mecânicos ou por outros mediadores (p. ex. C5a). Uma 

vez liberado o AA é metabolizado por três principais vias enzimáticas, a via das 

cicloxigenases (COX-1 e COX-2), a via das lipoxigenases (5-LOX, 12-LOX e 15-

LOX) e a da via da P450 epoxigenase. Os produtos da via das COX são as PGE2, 

PGD2, PGF2α, PGI2 e tromboxano A2 (TXA4), enquanto os produtos da via das LOX, 
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como da 5-LOX a são os LTA4, LTB4, LTC4, LTD4 e LXs. Como mencionado acima, 

as PGs podem ser metabolizadas por duas isoformas enzimáticas, a COX-1 e COX-

2 (PETERS-GOLDEN & BROCK, 2000). A COX-1 é expressa constitutivamente em 

vários tecidos e contribui para a manutenção de algumas funções fisiológicas. A 

COX-2 (induzível) tem sua expressão altamente aumentada em resposta aos 

estímulos inflamatórios (citocinas e patógenos). Os eicosanoides afetam vários 

eventos na microcirculação, incluindo coagulação, fibrinólise, reatividade e controle 

do fluxo sanguíneo vascular, permeabilidade vascular, adesão e migração 

leucocitária, controle local das funções das células do sistema imunológico. Por 

exemplo, as PGE2 e PGI2 induzem vasodilatação, potencializam o aumento da 

permeabilidade vascular e os efeitos quimiotáticos de outros mediadores. A PGE2 

induz febre e dor nos processos inflamatórios e infecciosos (CREMINON et al., 1995; 

VANE & BOTTING, 1995; YI et al., 2016). Os LTC4, LTD4 e LTE4 induzem 

vasoconstrição e aumento da permeabilidade vascular em regiões venulares (FUNK, 

2005) e recrutam eosinófilos (FACCIOLI, et al., 1991). O LTB4 é um potente 

mediador quimiotático promovendo adesão e migração de leucócitos (GOETZL & 

PICKETT, 1981; FACCIOLI et al., 1991), aumentam a fagocitose e a morte de 

microorganismos (MANCUSO et al., 1998), regulam a produção de IL-1β e o edema 

pulmonar (ZOCCAL et al., 2016). O TXA4 induz vasoconstrição e promoção da 

agregação plaquetária (GERRISTEN, 1996). As LXs foram os primeiros mediadores 

químicos reconhecidos que apresentam ação anti-inflamatória e atuam como 

agonistas em receptores específicos para regular respostas celulares que 

contribuem para resolução da inflamação (RAMSTEDT et al., 1985; SERHAN et al., 

2015). As LXs estimulam a quimiotaxia e aderência dos monócitos sem causar 

desgranulação ou liberação de espécies reativas de oxigénio (ROS) (WU et al., 

2012), contribuindo para a recuperação do tecido lesado (PERRETTI et al., 2002; 

SOUZA et al., 2003). 

Os mediadores inflamatórios que coordenam a resposta inflamatória 

podem ser induzidos por sinais oriundos da interação entre agentes indutores e 

receptores específicos presentes na superfície celular. Estes receptores 

especializados da resposta imune inata são conjuntamente chamados de receptores 

de reconhecimento de padrões moleculares (ou PRRs) e os mesmos reconhecem 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs) (MOLLER, et al., 2005), 
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padrões moleculares associados a danos (DAMPs) (ZHENG et al., 2013), padrões 

moleculares associados a venenos ou toxinas (VAMPs) (ZOCCAL et al., 2014), entre 

outros. Como resultado ocorre à produção de um conjunto específico de mediadores 

que por sua vez, alteram os estados funcionais dos tecidos, de forma a permitir a 

adaptação do hospedeiro à presença do agente agressor (MEDZHITOV, 2007). Nas 

infecções bacterianas, por exemplo, o reconhecimento de patógenos pelos 

receptores do sistema imune inato, tais como receptores semelhantes ao Toll (toll-

like receptors ou TLRs) e receptores NOD-like (proteína de oligomerização do 

domínio de ligação a nucleotídeos) (NLRs) desencadeia uma resposta específica, 

mediada por macrófagos e mastócitos residentes nos tecidos, levando à produção 

de quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e derivados de cascatas 

proteolíticas (FITZGERALD & O'NEILL, 2000; FRITZ et al., 2006; MATHEWS et al., 

2008; CLAES et al., 2015). O efeito principal e imediato destes mediadores é 

provocar um exsudado inflamatório no local, contendo proteínas do plasma e 

leucócitos (CLAES et al., 2015). Quando no local da inflamação, os neutrófilos e 

macrófagos recrutados são ativados, quer por contato direto com os agentes 

patogênicos ou através do estímulo de citocinas secretadas por células residentes, e 

liberam espécies reativas de oxigênio (ROS), óxido nítrico (NO), espécies reativas 

de nitrogênio, proteinase 3, catepsina G e elastase ou ainda, mais citocinas, além de 

fagocitarem (e matarem o agente agressor, no caso de microrganismos) 

(MANTOVANI et al., 2004; EDWARDS et al., 2006; WU, 2012; YAMAMOTO et al., 

2012).  

O recrutamento de neutrófilos, eosinófilos, macrófagos e linfócitos para o 

foco inflamatório é um fenômeno complexo que depende da natureza do estímulo, 

dos mediadores quimiotáticos liberados e da expressão de moléculas de adesão 

(SPERTINI, 1996; ARCANGELI et al., 2013). As moléculas de adesão celular (CAM) 

são glicoproteínas expressas na membrana celular, e medeiam o contato entre duas 

células ou entre células e a matriz extracelular e têm participação essencial na 

regulação da inflamação e resposta imune. A migração de leucócitos ocorre através 

de interações específicas com o endotélio vascular, sendo o rolamento, a adesão e 

a transmigração mediados por: 1) moléculas de adesão do tipo selectinas expressas 

em plaquetas (P-selectina), em leucócitos (L-selectina) e no endotélio (E-selectina); 

2) moléculas de adesão do tipo integrinas expressas em linfócitos (LFA-1) e em 
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macrófagos (Mac-1 e 3); a molécula de adesão de células endoteliais plaquetárias-1 

(PECAM-1) controla a localização de proteínas juncionais tais como VE-caderina e 

β-catenina e medeia o extravasamento de leucócitos nos locais de inflamação e a 

superfamília das imunoglobulinas (VLA-4), molécula de adesão intercelular (ICAM-1) 

e molécula de adesão vascular (VCAM-1) (ARCANGELI et al., 2013; VESTWEBER, 

2015; CHISTIAKOV et al., 2016). As citocinas e outros mediadores inflamatórios 

influenciam no número e na expressão das CAM (MCEVER, 2015), e assim regulam 

o recrutamento celular. Os macrófagos desempenham papel essencial na regulação 

do processo inflamatório em várias condições fisiológicas e patológicas 

(MANTOVANI et al., 2004). Os macrófagos são fenotipicamente heterogêneos, 

tendo diversas funções em diferentes tecidos (EDWARDS et al., 2006). Estudos 

demonstram que a interação de macrófagos com citocinas específicas pode 

determinar seu fenótipo funcional (LIAMINA et al., 2012), enquanto outros 

descrevem que os macrófagos podem ser continuamente alterados à medida que o 

ambiente muda (STOUT & SUTTLES, 2004; PORCHERAY et al., 2005; YU et al., 

2016).  

Os macrófagos desempenham papel importante nas funções 

imunológicas, pois participam de diferentes mecanismos patológicos e 

homeostáticos. De acordo com o estado de ativação, os macrófagos podem ser 

referidos como Tipo I (M1 ou ativados pela via clássica) e Tipo II (M2 ou ativados 

pela via alternativa) (MANTOVANI et al., 2002). A ativação de M1 se dá em resposta 

ao LPS e IFN-g e é caracterizado pela produção de IL-12, IL-23 (SICA & 

MANTOVANI, 2012) e pela alta capacidade de apresentar antígenos e produzir 

fatores que promovem a proliferação e atividade de células T. Assim, os macrófagos 

M1 são células efetoras potentes que combatem microorganismos, apresentam 

antígenos e produzem grande quantidade de NO, espécies reativas de oxigênio e 

citocinas pró-inflamatórias, tais como, TNF-, IL-6 e IL-1(MOSSER, 2003; BIWAS 

& MANTOVANI, 2010). A ativação de M2 ocorre após a exposição a hormônios 

glicocorticoides e interleucinas como IL-4, IL-10 e IL-13. Estas células produzem 

fatores que suprimem a proliferação e ativação de células T e são adaptadas à 

eliminação de restos celulares, reparação e remodelação de tecidos lesados 

(MOSSER & EDWARDS, 2008; BIWAS & MANTOVANI, 2010; NORRIS & DENIS, 

2014). Substâncias como o lipopolissacarídeo (LPS), um componente estrutural da 
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parede de bactérias gram-negativas podem ativar macrófagos (MIZUGUCHI et al., 

1982). Após o estímulo com LPS, os macrófagos produzem mediadores 

inflamatórios via ativação de várias vias de sinalização intracelular, incluindo a via do 

fator nuclear-kB (NF-kB) e a via da proteína ativadora 1 (AP-1). O NF-kB e AP-1 são 

fatores de transcrição que se translocam para o núcleo e induzem a expressão de 

genes inflamatórios, importantes para a produção de mediadores pró- inflamatórios 

como IL-1β e IL-6, TNF-a, PGE2, ROS, e NO  (RENIER et al., 1994; HAYDEN & 

GHOSH, 2004). Assim, mediadores liberados de macrófagos são essenciais para 

indução, regulação e inibição da resposta inflamatória (MANTOVANI et al., 2004), e 

contribuem para ativação celular autócrina, parácrina e/ou endócrina, promovendo e 

ativando suas funções efetoras, como fagocitose e atividade microbicida 

(EDWARDS et al., 2006).  

 

1.2 Plantas medicinais 

 

O uso de plantas medicinais é uma prática desenvolvida pelo homem há 

milênios, para o tratamento, cura e/ou prevenção de diversas enfermidades. A maior 

fonte sobre plantas medicinais é o uso popular, sendo importante para a busca de 

plantas com potencial atividade terapêutica (VANE & BOTTING, 2003; CALIXTO, 

2005). O conhecimento do uso tradicional de produtos naturais contribuiu, e tem 

contribuído, para o desenvolvimento de fármacos utilizados pela medicina, e o uso 

de produtos naturais é certamente uma das estratégias mais bem sucedidas para a 

descoberta de novos fármacos (GILROY et al., 2004; CALIXTO, 2005). A grande 

diversidade química das plantas permite o isolamento de metabólitos 

farmacologicamente relevantes, sendo que muitos fármacos foram desenvolvidos, 

direta ou indiretamente destas fontes naturais, especialmente para o tratamento de 

inflamação, câncer entre outras doenças. Entre estes  fármacos podemos citar a 

aspirina (Salix alba), Acheflan® (Cordia verbenácea) e a Catuama® (associação das 

plantas Trichilia catiguá, Paullinia cupana, Ptychopetalum olacoides e Zingiber 

officinale Rosa (VANE, 1987; CALIXTO et al., 2001).  Assim, as plantas medicinais 

são fontes de metabólitos secundários, muitos de grande valor agregado devido às 

suas potenciais aplicações como medicamentos, cosméticos, alimentos, 

agroquímicos fitofármacos, fitoterápicos (ou fitomedicamentos), ou medicamentos 
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industrializados constituídos exclusivamente de material vegetal (CALIXTO et al., 

2001). Entre as plantas medicinais usadas popularmente existem aquelas utilizadas 

para tratamento de doenças inflamatórias, alérgicas, para o alivio da dor, do edema 

e da febre (CELOTTI & LAUFER, 2001; BARNES et al., 1998; AKKOL et al., 2012). 

Estudos em laboratório têm identificado os compostos ativos responsáveis por estes 

efeitos. Entre eles, podemos citar o ácido elágico, presente na Lafoensa pacari, que 

é uma árvore do cerrado brasileiro, e que tem ação anti-inflamatória, analgésica e 

anti-edematogênica (ROGERIO et al., 2006).  

Entre os fármacos anti-inflamatórios estão aqueles não esteroidais (FAINES) 

e os esteroidais como os glicocorticoides, que são os principais medicamentos 

antiflogísticos conhecidos. Os glicocorticoides são muito usados para a supressão 

da inflamação nas doenças inflamatórias crônicas (BARNES et al. ,1998), sendo os 

FAINEs mais utilizados como antipirético e analgésico, por inibirem as enzimas 

COX-1 e COX-2 (MARNETT, 2009). Os FAINES formam um grupo heterogêneo de 

compostos quimicamente não relacionados, mas com efeitos terapêuticos similares: 

anti-inflamatório, antipirético e analgésico (VANE & BOTTING, 1998; SOUSA, et al, 

2013). O mecanismo de ação dos glicocorticoides é de amplo espectro, pois inibem 

genes que codificam citocinas inflamatórias, moléculas de adesão, quimiocinas e 

enzimas (BARNES et al., 2008). Os glicocorticoides inibem a ativação de NF-κB 

através do aumento de IκBα, que se adere ao NF-κB reduzindo a atividade 

inflamatória dos genes responsáveis pela produção da COX-2 e das moléculas de 

adesão intercelular (WISSINK et al., 1998). No entanto, ambas as categorias de anti-

inflamatórios apresentam efeitos colaterais, que podem limitar o uso dos mesmos 

por grande parte da população. Entre os efeitos adversos dos FAINEs estão aqueles 

no trato gastrintestinal, nos rins, na coagulação, e indução de hipersensibilidade 

dentre outros (CELOTTI & LAUFER, 2001), e entre os glicocorticoides está a 

mimetização da ação de hormônios corticosteróides provocando danos em vários os 

tecidos (DOSTERT & HEINZEL, 2004), desequilíbrio eletrolítico, gerando quadros de 

hipocalemia, edema e hipertensão (ADACHI et al., 1993), alterações de humor que 

podem levar a quadros de depressão (GILLIN et al., 1972), sendo que o seu uso 

contínuo, em casos de doenças crônicas, pode levar a hipoplasia da glândula 

adrenal (ANNANE, 2008). Desta forma, a procura de plantas medicinais com 
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potencial atividade anti-inflamatória, e que não apresentem efeitos adversos 

relevantes, têm sido motivo de estudos em diferentes laboratórios em todo o mundo.  

  A Terminalia argentea Mart. & Succ., é uma arvore pertencente à 

família Combretaceae, conhecida popularmente com Capitão do Campo, Capitão-

do-cerrado ou apenas Capitão. A mesma é nativa do cerrado brasileiro, mas pode 

também ser encontrada na Mata Atlântica (LORENZI et al., 2002). O decocto da 

casca desta árvore é muito utilizado na medicina popular para o tratamento de 

doenças do trato respiratório (ex. tuberculose, pneumonias, bronquites) e cistites, 

formulação de xaropes expectorantes e tratamento de aftas bucais (GUARIM NETO, 

2006). Sabe-se que representantes da família Combretaceae como a T. arjuna 

(HALDER et al., 2009), a T. paniculata (TALWAR et al., 2011), a T. catappa (YEH et 

al., 2012) e a T. chebula (REDDY et al., 2009) apresentam significativa atividade 

anti-inflamatória em modelos experimentais de inflamação in vivo. No entanto, 

embora muito utilizada na medicina popular, o mecanismo de ação e a toxicidade da 

T. argentea ainda não foram estudados.  

   Outro importante alvo de estudos é a família Fabaceae. A investigação 

das propriedades terapêuticas de espécies desta família tem demonstrado que 

extratos hidroalcoólico de espécies do gênero Anadenanthera apresentam 

atividades antibiótica (FIGUEREDO et al., 2013; BARRETO et al., 2016), anti-

inflamatória (GUTIERREZ-LUGO et al., 2004) e antinociceptiva (SANTOS et al., 

2013). A Anadenanthera colubrina (Benth.) Brenan var. colubrina popularmente 

conhecida como Angico Vermelho, é nativa da América Latina (LORENZI, 2002) e 

usada popularmente para a produção de xaropes para tosse e chás para o 

tratamento de doenças do trato respiratório. No entanto seu mecanismo de ação e 

atividade citotóxica nunca foram investigados.  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

A inflamação presente em infecções e em diversas doenças é um 

processo benéfico, mas que deve ser finamente regulado. Assim, em situações onde 

a inflamação resulta em desconforto ou em danos teciduais e perda de funções dos 

órgãos atingidos, faz-se necessário o uso de fármacos para seu controle.  

Atualmente, os anti-inflamatórios disponíveis no mercado, via de regra, apresentam 

efeitos colaterais relevantes, justificando assim a procura por novos fármacos mais 

eficientes e sem tais efeitos adversos. Plantas popularmente utilizadas para o 

tratamento da inflação têm sido fontes importantes para a procura de novos 

fármacos com propriedades anti-inflamatórias. Dentre as plantas utilizadas no Brasil 

para o preparo de extratos utilizados na medicina popular para o tratamento de 

doenças inflamatórias estão a T. argentea e a A. colubrina var. colubrina. No 

entanto, pouco ou nenhum estudo sistematizado existe sobre a citotoxicidade e a 

atividade anti-inflamatória destes extratos, justificando assim a realização de nossos 

estudos. Esperamos que nossos resultados possam dar suporte para o uso 

etnofarmacológico das plantas T. argentea e a A. colubrina var. colubrina. 
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3.  OBJETIVO 

 

Avaliar a toxicidade e atividade anti-inflamatória dos extratos 

hidroalcoólicos da T. argentea e da A. colubrina var. colubrina. 

 

Para tanto, realizamos estudos in vitro e in vivo.  Inicialmente empregando 

os extratos hidroalcoólicos da T. argentea ou da A. colubrina var. colubrina, 

avaliamos a citotoxicidade e regulação da produção de citocinas e óxido nítrico por 

macrófagos da linhagem J774.1 estimulados ou não com LPS, empregando dois 

protocolos diferentes, um denominado preventivo e outro terapêutico. Também 

investigamos se os extratos inibem a ativação do fator de transcrição NF-kB em 

células de linhagem RAW 264.7 estimuladas ou não com LPS. Em seguida 

determinamos a toxicidade aguda e a crônica in vivo. Para avaliar o potencial anti-

inflamatório dos extratos empregamos o modelo de inflamação induzida pela 

inoculação de LPS na bolha de ar no dorso de camundongos tratados ou não intra-

bolha, com doses dos extratos pré-determinadas nos ensaio de toxicidade. 

 

  

3.1 Estratégias para atingir nossos objetivos  

 

 In vitro 

Em macrófagos da linhagem J774.1 e RAW 264.7 incubados com 

diferentes concentrações dos extratos de T. argentea ou de A. colubrina var. 

colubrina, na presença ou ausência de LPS, em protocolo preventivo ou 

terapêutico, avaliamos:  

 

 a citotoxicidade através do ensaio colorimétrico do MTT; 

 a produção de citocinas utilizando kit comerciais, e NO pelo método de 

Greiss. 

 a ativação ou inibição do fator de transcrição NF-kB utilizando macrófagos 

tranfectados da linhagem RAW 264.7 através do kit QUANTI-blue ; 

 

In vivo
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Em camundongos C57BL/6 inoculados com diferentes doses dos 

extratos de T. argentea ou de A. colubrina var. colubrina, avaliamos: 

 

 A toxicidade aguda conforme protocolo preconizado pela OECD (TG 423). 

Nestes animais avaliamos toda e qualquer alteração de peso corporal, 

consumo de alimento e água, alteração de enzimas hepática (ALT/AST), 

recrutamento celular e histologia dos órgãos;  

 A toxicidade crônica conforme protocolo preconizado pela ANVISA (guia para 

a condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança 

farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos, 2013). 

Nestes animais avaliamos alteração de peso corporal, consumo de alimento 

e água, alteração de enzimas hepática (ALT/AST), recrutamento celular e 

histologia dos órgãos;  

 A atividade anti-inflamatória dos extratos hidroalcoólicos empregando o 

ensaio de bolsa de ar no dorso dos animais, inoculada com LPS. Nos 

lavados das bolhas determinamos o recrutamento celular, alterações na 

concentração de proteínas e a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

“Sua tarefa é descobrir o seu trabalho e, então,  
com todo o coração, dedicar-se a ele”. 

 
Buda  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. MATERIAL E MÉTODOS 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. Coleta do vegetal e preparo dos extratos hidroalcoólicos 

 

As amostras de T. argentea e de A. colubrina var. colubrina foram 

coletadas na cidade de Uberaba, estado de Minas Gerais, Brasil. As exsicatas foram 

analisadas e identificadas pelo Prof. Dr. Milton Groppo Junior e depositadas no 

herbário da Faculdade de Filosofia Ciências e Letras de Ribeirão Preto. Os extratos 

foram obtidos a partir de 100 g de entrecasca seca e moída, dissolvida em 1 L de 

etanol (JT Baker, Belo Horizonte, Brasil) destilado. Foi utilizado frasco escuro 

acondicionado em temperatura ambiente durante 72 horas com agitações diárias, 

sendo posteriormente o extrato filtrado em papel filtro. O filtrado foi seco 

empregando rota-evaporador (Eppendorf Vacuum Concentrator Plus, Hamburgo, 

Alemanha). O extrato seco foi pesado e suspendido em 997 L PBS (tampão 

fosfato-salino) e 3 L de DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), até 

se obter a concentração final de 1 g/mL. Este extrato foi filtrado e armazenado em 

freezer a -20° C em alíquotas de 500 L.  

 

4.2. Ensaios in vitro 

 

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade in vitro pela técnica de redução do brometo de 

tiazolil - 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT)   

 

Imediatamente antes do uso, os extratos contendo 1 g/mL de T. 

argentea ou de A. colubrina var. colubrina foram suspensos em meio de cultura 

DMEN (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Gibco) acrescido de 10% de soro bovino 

fetal (SBF, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) (DMEN- C) e gentamicina (1%). 

Concentrações de 3,5; 7; 15; 31,25; 62,5; 125; 250 g/mL, foram empregadas in 

vitro para avaliar a toxicidade celular, produção de citocinas, nitrito e mediadores 

lipídicos. Uma suspensão de macrófagos J774.1, cultivados em DMEN- C, foi 

ajustada para 1 x 105 células/poço em 200 L de meio de cultura DMEN com 10% de 

SBF e 1% de gentamicina. As células foram dispostas em microplaca de 96 poços 

(Corning Inc., Corning, NY, USA) e incubadas a 37°C, 5% de CO2 por 2 h para
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adesão. Após este período, o sobrenadante foi retirado e as células receberam meio 

de cultura contendo diferentes concentrações dos extratos de T. argentea ou A. 

colubrina (31, 25, 62,5, 125, 250, 500 e 1000 g/mL). O controle negativo de morte 

celular foi feito somente com meio de cultura e o controle positivo com DMSO (que 

mata 100% das células). Após 24 horas de incubação, o meio de cultura foi 

substituído por meio RPMI (200 L/poço) sem soro e sem vermelho de fenol, mas 

contendo o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazólio (MTT) 

(Sigma-Aldrich, Hamburgo, Alemanha) (MOSMANN, 1983). As células foram 

incubadas nas condições acima por 4 h. A absorbância foi medida a 570 nm em 

espectrofotômetro (mQuanti, Biotec Instruments, Inc. Winooski, VT). 

 

4.2.2 Design experimental in vitro 

 

 Dois protocolos para avaliação da atividade anti-inflamatória, foram 

utilizados in vitro e denominados preventivo e terapêutico. No protocolo preventivo 

as células J774.1 (1 x 105 células/mL) foram semeadas em placa de 96 poços 

(Corning Inc., Corning, NY, USA) e 2 horas depois, foram pré- estimuladas com as 

concentrações 3,5; 7; 15; 31,25; 62,5; 125; 250 g/mL dos extratos (100 L/poço) e 

novamente incubadas a 37°C, 5% de CO2 . Após 2 horas foi adicionado 100 L/poço 

de meio contendo LPS (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. Louis, MO, USA) diluído 

de modo a se obter a concentração de 0,5 g/mL no poço. Após 22 horas da adição 

do LPS o sobrenadante foi coletado e guardado. No protocolo terapêutico as células 

foram pré- estimuladas com LPS (100 L/poço de meio contendo 0,5 g/mL) e após 

2 horas receberam as diferentes concentrações acima dos extratos diluídos em 100 

L de meio/ poço. As células forma incubadas novamente, e após 22 horas da 

adição do LPS, o sobrenadante foi coletado e estocados. Os sobrenadantes foram 

armazenados em freezer a -20°C, para posterior quantificação de óxido nítrico, 

citocinas e mediadores lipídicos. 

Abaixo estão os esquemas dos tratamentos. 
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Figura 1. Fluxograma dos protocolos utilizados para avaliação da atividade anti-inflamatória. 
Os extratos foram diluídos em meio DMEN-C de modo a se obter diferentes concentrações. No 
protocolo preventivo as células J774.1 foram semeadas e tratadas por 2 horas com os extratos e em 

seguida estimuladas com LPS (0,5 g/mL). Após 22 horas da adição do LPS, os sobrenadantes 
foram retirados e armazenados. No protocolo terapêutico, as células foram semeadas e estimuladas 

por 2 horas com LPS (0,5 g/mL) e a seguir foram tratadas com as diferentes concentrações dos 
extratos. Após 22 horas da adição do LPS, os sobrenadantes das células foram retirados e 
armazenados. Os sobrenadantes foram utilizados para quantificação de mediadores. 

Protocolo PREVENTIVO 

Tratamento das células com 
diferentes concentrações dos 

extratos 

Incubação por 2 horas 

Estimulação das células com LPS 

Coleta do sobrenadante após 22 
horas da adição do LPS para 
quantificação mediadores. 

Protocolo TERAPÊUTICO 

Estimulação das células com LPS 

Incubação por 2 horas 

Tratamento das células com 
diferentes concentrações dos 

extratos 

Coleta do sobrenadante após 22 
horas da adição do LPS para 

quantificação dos mediadores 
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4.2.3 Ensaio de NF-kB repórter 

 

Macrófagos RAW 264.7, transfectados com gene repórter, que expressam 

de forma estável a fosfatase alcalina secretada embrionária (SEAP), induzida pelo 

fator de transcrição NF-kB/ AP-1, foram doados pelo Dr Huy Ong (Université de 

Montreal, Canadá). As células foram semeadas em placas de 96 poços, a uma 

densidade de 1 X 105 células/poço em DMEM suplementado com Normocin TM (50 

mg/mL) e cultivadas a 37°C e 5% de CO2 durante 18 horas. Após este período, as 

células foram tratadas com os extratos nas concentrações de 3,5; 7,8; 15,6; 31,25; 

62,5; 125; 250 g/mL em 100 L de DMEN/poço. Após 2 h as células estimuladas 

com 100 L de solução de LPS (0,5 g/mL) (Escherichia coli 055: B5; Sigma, St. 

Louis, MO, USA). No protocolo terapêutico as células foram pré- estimuladas com 

LPS (100 L/poço de solução 0,5 g/mL) e após 2 horas receberam as diferentes 

concentrações dos extratos (100 L/poço). Após 22 horas de incubação com o LPS, 

o meio foi coletado, e 50 L de amostras foram transferidos para placas de 96 poços 

e 150 L de quanti-BlueTM (InvivoGen), que é o meio de detecção de SEAP foram 

adicionados. As placas foram novamente incubadas a 37ºC durante 2 horas. A 

densidade óptica foi então lida a 650 nm utilizando leitor de ELISA (mQuanti, Biotec 

Instruments, Inc. Winooski, VT, USA). 

 

4.3. Ensaios in vivo 

 

4.3.1 Animais 

 

 Camundongos machos e fêmeas da linhagem C57BL/6 (16-27 g e com 

6 a 10 semanas) foram obtidos do Biotério Convencional Unidade I da Faculdade de 

Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto (FCFRP/USP), e mantidos em ciclo 

claro/escuro de 12/12 horas, com livre acesso a comida e água. Todos os 

procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e aprovados pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), processo nº 15.1.861.60.6, da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto.



18

 

4.3.2 Determinação da toxicidade de dose única dos extratos de T. argentea ou 

de A. colubrina var. colubrina 

 

 Para os estudos de toxicidade de dose única foram empregadas 

camundongas, adultas, nulíparas, conforme protocolo preconizado pela Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), método de ensaio 423 

(TG 423). Para tanto, os animais foram divididos em 3 grupos (de acordo com as 

doses) com 3 animais por grupo (n = 3/grupo) por extrato. No primeiro grupo, os 

animais foram tratados com 300 mg/kg dos extratos de T. argentea ou A. colubrina 

var. colubrina e observados por 30 minutos, 4 horas e 24 horas, e uma vez por dia 

por 14 dias. A partir dos resultados obtidos com o grupo 1, as doses  de 2.000 mg/kg 

e 5.000 mg/kg foram empregadas utilizando o mesmo esquema. Os extratos foram 

diluídos em água e administrados por via oral (gavagem). Durante o período de 

observação foram registradas todas as ocorrências. A cada 2 dias foram avaliados e 

registrados o peso de cada animal, o consumo de água e de ração dos animais 

individualmente.  Ao final, no 14° dia, os animais foram pesados e eutanasiados em 

câmara de gás carbônico. O fígado, baço e rins foram observados 

macroscopicamente, retirados, pesados e armazenados em formol tamponado para 

análises histológicas, após serem fixados em formaldeído 10%, por um período 

mínimo de 48 horas. Fragmentos dos órgãos foram processados de acordo com as 

técnicas de rotina para inclusão em blocos de parafina, cortados em micrótomo em 

amostras de 3-4 micrômetros, as quais foram coradas pela técnica da 

Hematoxilina/Eosina (H.E.). Toda e qualquer alteração dos animais foram 

registradas. A análise macro e histopatológica dos órgãos foram avaliadas e o peso 

corporal e consumo de alimento e água foram organizados em uma tabela (Tabela 

1).  

 

4.3.3 Determinação da toxicidade de doses repetidas dos extratos de T. 

argentea ou A. colubrina var. colubrina 

 

Os camundongos da linhagem C57BL/6, pesando entre 16 e 27 g (6/ 10 

semanas), foram divididos em macho e fêmea. Estes grupos foram subdivididos em 

um grupo que recebeu a dose de 300 mg/kg e outro a dose de 1000 mg/kg. Animais
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macho e fêmea, que receberem água filtrada via oral, foram utilizados como 

controles conforme recomendação da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA, 2013). Os animais receberam extratos ou água durante os 14 dias, sendo 

os mesmos administrados duas vezes ao dia (12 em 12 horas). Diariamente foi feita 

avaliação macroscópica com observação de modificações dos seguintes 

parâmetros: textura da pele e dos pelos; secreções nos olhos e mucosas; alterações 

na respiração, no sistema motor, no tônus muscular e no sistema nervoso central 

(tremores, convulsão e sedação) e no sistema nervoso autônomo (lacrimejamento, 

salivação) (ANVISA, 2013). No final do período dos tratamentos, os camundongos 

foram eutanasiados em câmara de gás carbônico e imediatamente depois, realizada 

punção cardíaca para a coleta de sangue, em tubos heparinizados. O sangue foi 

destinado para as determinações bioquímicas de aspartato aminotransfersase 

(AST), alanina aminotransferase (ALT) e contagem total e diferencial de células. A 

contagem global de leucócitos foi realizada em utilizando solução de Turk e câmara 

de Neubauer, e a diferencial em esfregaço realizado em centrifuga citológica 

(Citospin modelo 2400, Fanem, São Paulo) e coradas pelo corante Panótico 

(Laborclin, Paraná, Brasil). Fígado, rins e baço foram retirados, fixados em 

formaldeído 10%, por um período mínimo de 48 horas, e processados por técnicas 

de rotina para inclusão em blocos de parafina, cortados em micrótomo em 

fragmentos de 3-4 micrômetros, os quais foram corados pela técnica da 

Hematoxilina/Eosina (H.E.). Os órgãos descritos acima foram avaliados quanto à 

presença ou não de congestão, edema, hemorragia, degeneração ou necrose. 

 

4.3.4 Indução da reação inflamatória no tecido subcutâneo dorsal (air pouch) 

pela injeção de LPS e tratamentos com os extratos de T. argentea ou A. 

colubrina var. colubrina 

 

O modelo utilizado consiste na indução de bolsas de ar artificial no dorso 

dos animais, através da injeção subcutânea de ar estéril (GARCIA-RAMALLO et al., 

2002). Os camundongos foram previamente anestesiados com quetamina e xilasina 

(75 e 10 mg/kg respectivamente). As bolsas de ar foram induzidas na região dorsal 

por injeção subcutânea de 3 mL de ar esterilizado nos dias 0 e 3. No 6º dia, os
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animais receberam na bolha (injeção subcutânea) o estímulo e tratamentos (5 

animais/grupo) como segue:  

1. controle negativo sem estímulo inflamatório: recebeu 1 mL de PBS e 1 

hora depois mais 1 mL de PBS;  

2. controle positivo inflamado: recebeu 1 mL solução de LPS na 

concentração de 0,5 µg/mL e 1 hora depois recebeu 1 mL de PBS;  

3. e 3a: grupo somente extrato: recebeu 1 mL de solução contendo T. 

argentea ou A. colubrina var. colubrina na concentração de 300 mg/kg e 1 hora 

depois 1 mL de PBS;  

4 e 4a. grupo 1 inflamado e tratamento terapêutico: recebeu 1 mL de LPS 

(concentração de 0,5 µg/mL) e 1 hora depois 1 mL de solução dos extratos (T. 

argentea ou A. colubrina) na concentração de 5 mg/kg;  

5. e 5a: grupo 2 inflamado e tratamento terapêutico: recebeu 1 mL de LPS 

(concentração de 0,5 µg/mL) e 1 hora depois 1 mL de solução dos extratos (T. 

argentea ou A. colubrina) na concentração de 60 mg/kg;  

6. e 6a. grupo 3 inflamado tratamento terapêutico recebeu 1 mL de LPS 

(concentração de 0,5 µg/mL) e 1 hora depois 1 mL de solução dos extratos (T. 

argentea ou A. colubrina) na concentração de 300 mg/kg.   

Após 4h da última injeção, os animais foram eutanasiados em câmara de 

CO2 e as bolsas lavadas com 2 mL de PBS heparinizado (10 UI/mL). Com o auxílio 

de uma pipeta os lavados foram coletados, através de uma incisão na bolsa. Os 

lavados foram utilizados para contagem total e diferencial de células, quantificação 

de proteínas e citocinas (FRONZA et al., 2016). 

 

4.3.4.1 Contagem total e diferencial de leucócitos  

  

 A contagem de células totais presentes nos lavados foi realizada 

empregando solução de Turk e câmara de Neubauer. As contagens diferenciais das 

células foram feitas a partir de lâminas preparadas em citocentrifuga e coradas por 

Panótico Rápido (Laborclin – Paraná, Brasil). Os valores foram expressos em 

número de células/mL (MEDEIROS et al., 2004). 
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4.3.4.2 Determinação da concentração de proteínas nos lavados 

 

 Os lavados coletados da bolhas foram centrifugados a 1.000 g por 15 

minutos a 4°C, e os sobrenadantes utilizados para quantificar proteínas, 

empregando reação de Bradford (BRADFORD, 1976). Em placa de 96 poços, foram 

adicionados 10 µL dos sobrenadantes e em cada poço 200 µL de reagente de 

Bradford. Apos, x min, a absorbância foi verificada em 595 nm. Os resultados foram 

interpolados a uma curva padrão de albumina sérica bovina, com concentrações 

variando de 50 a 300 ng/mL. 

 

4.3.5 Quantificação de óxido nítrico 

 

 A quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes obtidos no item 

3.2.2 foi determinada como um indicador da produção de NO pelo método de Griess 

(GREEN et al., 1982). Da quantidade de nitrito (NO2-) detectada nas amostras, 

utilizando diluições seriadas de NaNO2, foi elaborada uma curva padrão. A 

absorbância foi medida a 540 nm em espectrofotômetro (Bio-Tek Instruments, Inc. - 

Quant, Winooski, VT, USA). 

 

4.3.6 Quantificação de citocinas por ensaio imunoenzimático (ELISA)  

 

Os sobrenadantes obtidos como descrito no item 4.2.2 e os lavados das 

bolhas (item 4.3.4) foram utilizados para quantificar as citocinas IL-6, TNF-IL- 1, 

IL- 10 pelo método de ELISA. Foram utilizados anticorpos específicos (purificados e 

biotinilados) e proteínas recombinantes, de acordo com as instruções do fabricante 

(R & D Systems, Minneapolis, EUA). A leitura de densidade óptica foi medida em 

450 nm em leitor de microplacas (Bio-Tek Instruments, Inc. - Quant, Winooski, VT) e 

a concentração de citocinas calculada a partir de curva padrão criada (expressos em 

pg / mL). Sensibilidades serão < 10 pg/mL.  

 



 

“Na natureza nada se cria, nada se perde,  
tudo se transforma.” 

  
Antoine Lavoisier 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. RESULTADOS 

https://pensador.uol.com.br/autor/antoine_lavoisier/
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5.  RESULTADOS  

 

 Os mesmos experimentos foram realizados com os dois extratos 

objetos de estudo desta dissertação, e os resultados foram divididos em duas 

partes. Parte I: corresponde aos dados obtidos com o extrato hidroalcoólico de T. 

argentea; e Parte II: corresponde aos dados obtidos com extrato hidroalcoólico de A. 

colubrina var. colubrina. 

 

 

5.1 PARTE I 

 

5.1.1 Extrato hidroalcoólico de T. argentea não é citotóxico para macrófagos 

peritoneais da linhagem J774.1  

 

A citotoxicidade foi avaliada in vitro utilizando macrófagos peritoneais da 

linhagem J774.1, incubados com diferentes concentrações do extrato de T. 

argentea. Após semear as células, as mesmas foram tratadas com as concentrações 

31; 25; 62,5; 125; 250; 500 ou 1000 g/mL do extrato, seguido de incubação por 24 

horas. Após período de incubação, os sobrenadantes foram retirados e as células 

receberam o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT). Foi utilizado o MTT para avaliar a atividade das mitocôndrias das células, 

pois estas reduzem o sal de tetrazolium em formazan, um cristal azul solúvel que é 

produzido proporcionalmente à quantidade de células viáveis, e a absorbância foi 

determinada em espectofotômetro. Os resultados demonstraram que nenhuma das 

doses utilizadas do extrato foi toxica para as células J774.1. Utilizamos como 

controle positivo DMSO, que mata 100% das células quando em concentrações 

maiores que 3 g/mL. Células com meio mais o veiculo diluente dos extratos foram 

usadas como controle negativo da citotoxicidade. A partir deste resultado 

escolhemos doses menores do que 1000 g/mL para os demais experimentos in 

vitro com o extrato.  
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Figura 2. O extrato hidroalcoólico de T. Argentea não altera a viabilidade celular. As células 
J774.1 (n = 8) foram cultivadas em microplaca de 96 cavidades e incubadas por 2 horas para adesão. 
Após este período o meio de cultura foi substituído por meio DMEN-C contendo diferentes 
concentrações dos extratos de T. argentea. O controle negativo foi meio de cultura adicionado do 

veiculo diluente dos extratos (DMEN- C) e o controle positivo foi 3 g/mL de DMSO. A viabilidade 
celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Cada coluna representa a média de oito (n = 16) poços 
de dois experimentos independentes. A absorbância foi medida em 570 nm com espectrofotômetro. 
Diferenças consideradas estatisticamente significativas com p < 0,05, pelo teste One-Way- ANOVA 
post hoc Tukey. *DMSO versus extratos.  
 
 
 

5.1.2 Extrato de hidroalcoólico T. argentea inibe a liberação de Óxido Nítrico 

por macrófagos estimulados com LPS. 

 

A quantificação de óxido nítrico (NO) foi realizada no sobrenadante de 

macrófagos peritoneais murinos (linhagem J774.1) estimulados com LPS e tratados 

ou não com diferentes concentrações do extrato, empregando dois protocolos, um 

preventivo e outro terapêutico. No protocolo preventivo (Figura 3A), as células foram 

tratadas com os extratos de T. argentea nas concentrações de 0,49; 1,96; 7,8; 

31,25; e 125 g/mL, e após 2 horas receberam LPS (0,5 g/mL), um indutor da 

liberação de NO. No protocolo terapêutico (Figura 3B), os macrófagos foram 

estimulados com LPS (0,5 g/mL) e após 2 horas de incubação receberam os 

extratos de T. argentea nas mesmas concentrações acima. Nossos resultados
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mostraram que, quando comparado com a produção induzida pelo LPS apenas, e 

nos dois protocolos, todas as concentrações do extrato inibiram a produção de NO.  
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Figura 3. Extrato hidroalcoólico de T. argentea inibe a produção de óxido nítrico por 
macrófagos estimulados com LPS. (A) Protocolo preventivo: Macrófagos da linhagem J774.1 (n = 
8) cultivados em placa de 96 poços e pré-incubados ou não com diferentes concentrações do extrato 

de T. argentea por 2 horas e depois estimulados com LPS (0,5 g/mL) por 22 horas. (B) Protocolo 
terapêutico: Células de linhagem J774.1 cultivadas em placa de 96 poços foram estimuladas com 

LPS (0,5 g/mL) e após 2 horas, incubadas ou não com diferentes concentrações do extrato de T. 
argentea. Após 22 horas da adição do LPS, os sobrenadantes foram coletados e a concentração de 
nitrito determinada pelo método de Griess. Diferença estatística foi considerada quando p < 0,05, pelo 
Teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey, *meio versus LPS ou LPS + extratos; 

#
LPS versus LPS + 

extratos.  
 

 

5.1.3 Extrato hidroalcoólico de T. argentea modifica a liberação de citocinas 

por macrófagos estimulados com LPS. 

Nosso próximo passo foi avaliar se o extrato também teria a capacidade 

de inibir a produção de citocinas liberadas por macrófagos estimulados com LPS, 

empregando os mesmos protocolos descritos acima. Assim, os sobrenadantes da 

cultura obtidos dos macrófagos da linhagem J774.1 foram utilizados para quantificar 

as citocinas IL-6, TNF-IL-1, e IL-10, empregando método imunenzimatico 

(ELISA). A figura 4 mostra os resultados obtidos com o protocolo preventivo. Como 

esperado, LPS induziu a liberação de altas concentrações de IL-6, TNF-IL-1, e 

IL-10 quando comparado com células com somente meio (controle negativo). 

Semelhante ao observado com NO, macrófagos pré-incubados com o extrato de T. 

argentea em diferentes concentrações e depois estimulados por 2 horas com LPS
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(protocolo preventivo) liberaram significativamente menos IL-6 e TNF- quando 

comparados com somente LPS (controle positivo). No entanto, somente a 

concentração de 125 g/mL reduziu significativamente a produção de IL-1 quando 

comparado com células com somente LPS. Além disso, o extrato, nas 

concentrações de 31,25 e 125 g/mL, estimulou a produção de IL-10 quando 

comparado com células estimuladas com LPS.  
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Figura 4. Extrato hidroalcoólico de T. argentea inibe a produção de IL-6, TNF- e IL-1, mas 
aumenta a de IL-10 por macrófagos estimulados com LPS. Macrófagos de linhagem J774.1 (n = 
8)  cultivados em placa de 96 poços foram pré-incubados com diferentes concentrações do extrato de 

T. argentea e após 2 horas foram estimulados com LPS (0,5 g/mL) (protocolo preventivo). Após 22
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horas do LPS, os sobrenadantes foram coletados para quantificação de TNF- (A), IL-6 (B), IL-1 (C) 
e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05, 
pelo teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey. *meio versus LPS ou LPS + extratos; 

# 
LPS versus 

LPS +  extratos.  

 

Resultados semelhantes foram obtidos com o protocolo terapêutico. 

Como mostra Figura 5, macrófagos estimulados com LPS e tratados com as 

diferentes concentrações de T. argentea liberam menos TNF- e IL-6. No entanto, a 

inibição de IL-1somente foi observada com a concentração de 125 g/mL. Quanto 

a IL-10, apenas a concentração de 125 g/mL estimulou a sua produção quando 

comparada às células estimuladas com LPS. 
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Figura 5. Extrato hidroalcoólico de T. argentea inibe a produção de IL- 6, TNF- e IL- 1, mas 
aumenta a de IL-10 por macrófagos estimulados com LPS. Macrófagos de linhagem J774.1 (n = 

8)  cultivados em placa de 96 poços foram estimulados com LPS (0,5 g/mL) e após 2 h de foram 
incubados com diferentes concentrações do extrato de T. argentea (protocolo terapêutico). Após 22 h 
do tratamento com as diferentes concentrações do extrato, os sobrenadantes foram coletados para
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quantificação de TNF- (A), IL-6 (B), IL-1 (C) e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferenças foram 
consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste One- Way ANOVA post hoc Tukey. * meio 
versus LPS ou LPS + extratos; 

# 
LPS versus LPS + extratos.  

 

 
5.1.4 Extrato hidroalcoólico de T. argentea inibe a ativação do fator de 

transcrição NF- B 

 

Sabendo que o extrato hidroalcoólico de T. argentea diminuiu a produção 

de TNF-, IL-1 e IL-6 induzida por LPS, nosso próximo passo foi verificar se este 

fenômeno seria via inibição do fator de transcrição NF-B. Para tanto, foram 

utilizadas células da linhagem RAW 264.7 (macrófagos murinos), transfectadas com 

gene repórter que expressa de forma estável a fosfatase alcalina secretada 

embrionária (SEAP) que, quando induzida pelo fator de transcrição NF-B ou AP-1 

apresenta um marcador de seleção de zeocina, que possibilita observar a atividade 

destes fatores através de ensaio colorimétrico (KARIN & BEN-NERIAH, 2000). 

Assim, os sobrenadantes da cultura de macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram 

utilizados para determinar a ativação de NF-B. As células tratadas apenas com o 

extrato hidroalcoólico de T. argentea, tiveram inibição de NF-B nas concentrações 

31,25 e 125 g/mL, quando comparadas aquelas cultivadas apenas com meio de 

cultura, como mostra a Figura 6A. Na Figura 6B, podemos observar que quando as 

células foram tratadas com as diferentes concentrações do extrato e posteriormente 

estimulas com o LPS (protocolo preventivo) ocorreu inibição da ativação do fator de 

transcrição NF-B, sendo as concentrações de 31,25 e 125 g/mL as mais eficazes. 

A Figura 6C demonstra que células estimuladas com o LPS e depois tratadas com 

diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico de T. argentea (protocolo 

terapêutico) expressam menos o fator de transcrição NF-B, sendo que nas 

concentrações mais altas (31,25 e 125 g/mL) a redução foi maior. 
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Figura 6. Extrato hidroalcoólico de T. argentea inibe a ativação do fator de transcrição NF- B 
induzido por LPS. Macrófagos de linhagem RAW 264.7 (n = 8) cultivados em placa de 96 poços 
foram incubados com: (A) somente extrato hidroalcoólico de T. argentea em diferentes concentrações 
por 24 horas; (B) extrato hidroalcoólico de T. argentea em diferentes concentrações e duas horas 
depois estimuladas com LPS (protocolo preventivo); e (C) com LPS e 2 horas depois incubados com 
extrato hidroalcoólico de T. argentea em diferentes concentrações. Após 22 horas dos tratamentos 
com as diferentes concentrações do extrato, os sobrenadantes foram coletados para avaliação da 
ativação de NF-kB. O substrato QUANTI-BlueTM foi utilizado para medir o SEAP em 650 nm em um 
espectofotômetro. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste ONE- 
WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; 

# 
LPS versus LPS + extratos.  
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5.1.5 Extrato hidroalcoólico de T. argentea em dose única não é toxico 

 

Após determinarmos que in vitro o extrato não é toxico, também analisamos a 

toxicidade in vivo, empregando alta dose administrada uma única vez.  A toxicidade 

aguda por ensaios de dose única tem como finalidade avaliar a dose máxima que 

poderá ser utilizada nos ensaios in vivo, sem que haja efeitos tóxicos. O protocolo 

utilizado para avaliação da toxicidade aguda foi o preconizado pela Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), método de ensaio 423 

(TG 423). O teste de toxicidade aguda revelou que a administração oral de uma 

dose única de 300 mg/kg, 2000 mg/kg ou 5000 mg/kg de extrato hidroalcoólico de T. 

argentea (n = 3) não revelou quaisquer sinais de toxicidade (queda de peso ou 

redução no consumo de água e comida, por exemplo) ou mortalidade nos animais 

tratados durante o período de observação de 14 dias, como demonstra a Tabela 1. 

Os animais que receberam as doses de 2000 e 5000 mg/kg apresentaram aumento 

significativo de peso. Além disso, os parâmetros bioquímicos (Figura 7), 

hematológicos (Figura 8) e a histopatologia (Figura 9) do fígado, rins e baço dos 

camundongos não mostraram nenhum efeito adverso. Durante todo o período do 

estudo foi anotado diariamente o peso, o consumo de água e ração dos animais, 

para análise da avaliação ponderal ou possíveis alterações no comportamento 

alimentar. 

   
 

300 mg/kg  2000 mg/kg 5000 mg/kg 

Peso inicial (g)  21,26 ± 0,76 21,87 ± 0,57 21,11 ± 0,77 

Peso final (g) 21,94 ± 1,45 22,80 ± 0,40* 21,90 ± 0,69 

Alimento consumido (g)/dia  4,04 3,98 4,10 

Água consumida (mL)/dia 4,23 4,40 4,82 

 
Tabela 1.  Dose única do extrato de T. argentea não alterou o consumo de alimento e água, 
mas animais tiveram ganho de peso quando tratados com a maior dose. Os animais (n = 3), 
receberam, por gavagem, uma única dose de extrato de T. argentea diluído em água nas 
concentrações de 300, 2000 ou 5000 mg/kg e foram observados por 14 dias. Durante este período os 
animais foram pesados e as quantidades de comida e água consumidas foram registradas. O 
protocolo utilizado foi o TG 423 (OECD). Análise estatística pelo Teste t-student pareado, p < 0,05, 
*Dia 1 versus Dia 14. 

 
As aminotransferases AST e ALT são enzimas intracelulares que se 

encontram praticamente em todos os tecidos (miocárdio, músculo esquelético, rins, 

pâncreas, baço cérebro e pulmão), porém em maior concentração nas células
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hepáticas. No hepatócito, a AST encontra-se tanto no citoplasma quanto na 

mitocôndria e a ALT encontra-se somente no citoplasma, portanto a primeira a 

aparecer em maior concentração no plasma. A ALT é utilizada para medir processo 

inflamatório ou necrótico do fígado e diagnosticar desordem hepato-celular leve. A 

AST é útil para avaliar inflamações crônicas. No caso de uma lesão hepática grave, 

seus níveis séricos aumentam traduzindo alteração total do hepatócito (MINCIS & 

MINCIS, 2007). A Figura 7 demonstra a concentração de AST/ ALT no plasma de 

animais tratados com a maior dose (5000 mg/kg) do extrato hidroalcoólico de T. 

argentea.  Após avaliação da concentração destas enzimas, observamos que não 

houve comprometimento das funções hepáticas e nem lesão tecidual, pois o 

aumento da concentração não foi significativo. 
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Figura 7. Dose única do extrato de T. argentea não foi toxica para camundongos. Um grupo de 
animais (n = 3), receberam, por gavagem, uma única dose de extrato de T. argentea diluído em água 
na concentração de 5000 mg/kg, e os controles apenas água (veiculo). Os mesmos foram 
observados por 14 dias, e depois eutanasiados para coleta do sangue para obtenção do plasma, que 
foi utilizado para a quantificação das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina 
aminotransferase (ALT). Análise estatística realizada pelo Teste t-student não paramétrico, não 
mostrou diferenças significativas.  
 

 

Na Figura 8 observamos que o tratamento dos animais com doses únicas de 

300, 2000 e 5000 mg/kg do extrato hidroalcoólico de T. argentea não modificou  o 

número de leucócitos circulantes.   
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Figura 8.  Dose única do extrato de T. argentea não alterou o numero de leucócitos circulantes. 
Os camundongos (n = 3) foram divididos em três grupos e receberam, por gavagem, uma única dose 
de extrato hidroalcoólico de T. argentea diluído em água nas concentrações de 300, 2000 ou 5000 
mg/kg e foram observados por 14 dias. Após este período os animais foram eutanasiados e o sangue 
coletado para contagem total dos leucócitos utilizando Turk e o esfregaço sanguíneo foi corado com 
Panótico rápido para contagem diferencial das células. Análise estatística realizada pelo teste Two-
way ANOVA, com p < 0,05.  

 

A análise histológica não revelou alterações significativas no rim, fígado e 

baço dos animais (Figura 9) que receberam dose única do extrato de T. argentea na 

concentração de 5000 mg/kg, por gavagem. Para analisarmos as alterações 

comparamos o grupo tratado com dose única do extrato com o grupo que recebeu 

apenas água no ensaio de toxicidade de doses repetidas, uma vez que o protocolo 

utilizado na avaliação da toxicidade aguda (OECD TG 423) não preconiza grupo 

controle. 
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Figura 9.  Dose única do extrato de T. argentea não alterou a estrutura microscópica dos 
órgãos.  Rim, fígado e baço foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas água 
(Veículo) e do grupo tratado com o extrato hidroalcoólico de T. argentea em dose única na 
concentração de 5000  mg/kg por gavagem. Os animais foram eutanasiados 14 dias após os 
tratamentos.  Observamos que os órgãos não apresentam alterações microscópicas significativas. 
Coloração em Hematoxilina/Eosina. Microscópio ótico. Imagens dos rins, fígado e baço: 100 X. 
 

 
5.1.6 Doses repetidas do extrato hidroalcoólico de T. argentea não induz 

efeitos tóxicos 

 

Os ensaios com doses repetidas tiveram como finalidade avaliar os 

possíveis efeitos tóxicos das doses de 300 ou 1000 mg/kg, administradas duas 

vezes ao dia (12/12 horas) por 14 dias. O protocolo foi o recomendado pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária - GUIA PARA A CONDUÇÃO DE ESTUDOS NÃO 

CLÍNICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANÇA FARMACOLÓGICA NECESSÁRIOS 

AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS (ANVISA, 2013). Os resultados 

neste teste não revelaram sinais de toxicidade (queda de peso ou redução no 

consumo de água e/ou comida, por exemplo). Nenhuma das doses induziu 

mortalidade dos camundongos nos 14 dias de observação (Tabela 2). Novamente, 

observamos ganho significativo de peso em animais de ambos os sexos que 

receberam 1000 mg/kg do extrato. Os parâmetros bioquímicos (Figura 10), 

hematológicos (Figura 11) e a histopatológicos (Figura 12) do fígado, rins, pulmão e 

baço dos camundongos não apresentaram nenhuma alteração perceptível.
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Tabela 2.  Doses repetidas do extrato de T. argentea não modificaram o consumo de alimento e 
de água, mas animais tiveram ganho de peso com as maiores doses. Os animais divididos em 
macho (n = 4) e fêmea (n = 4), receberam por gavagem, a cada 12 horas e durante 14 dias, as doses 
de 300 ou 1000 mg/kg de extrato de T. argentea diluído em água. Animais tratados apenas com água 
(veículo) no mesmo esquema foram empregados como controle. Durante este período os animais 
foram pesados e as quantidades de comida e água consumidas foram registradas. O protocolo 
utilizado neste ensaio é o preconizado pela ANVISA (2013). Análise estatística por ONE- WAY 
ANOVA, p < 0,05. * Veiculo versus extratos. 

 

A figura 10 monstra que a maior dose empregada (1000 mg/kg) do extrato de 

T. argentea não alterou a concentração circulante de AST/ALT quando comparada 

com a dos animais do grupo controle. 
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Figura 10. Doses repetidas do extrato de T. argentea não foram tóxicas para camundongos. Os 
animais (n = 4) receberam por gavagem a cada 12 horas durante 14 dias, água (controle) ou a dose 
de 1000 mg/kg do extrato de T. argentea diluído em água. Após este período os animais foram 
eutanasiados e o plasma coletado para quantificação das enzimas aspartato aminotransferase 

     
Controle  300 mg/kg 1000 mg/kg 

M
a
c
h

o
s

 Peso inicial (g)  24,24 ± 2,45 24,74 ± 1,74 24,12 ± 1,03 

Peso final (g) 24,39 ± 1.97 25,71 ± 1,72* 25,29 ± 0,90* 

Alimento consumido (g)/dia  4,22 4,17 4,51 

Água consumida (mL)/dia 4,99 5,12 5,17 

F
ê
m

e
a
s

 Peso inicial (g) 20,86 ± 0,63 21,74 ± 0,71 20,8 ± 0,55 

Peso final (g) 21,03 ± 0,32 22,13 ± 0,50* 21,9 ± 0,64* 

Alimento consumido (g)/dia 3,88 3,71 3,77 

Água consumida (mL)/dia   3,62 3,73 3,49 
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(AST) e alanina aminotransferase (ALT). Análise estatística realizada por ONE- WAY ANOVA, pot hoc 
Tukey sendo p < 0,05 considerado significativo. *veículo versus 1000 mg/kg (fêmea) ou 1000 mg/kg 
(macho).   

 

A Figura 11 mostra que o tratamento dos animais com doses repetidas de 300 

ou 1000 mg/kg do extrato hidroalcoólico de T. argentea não modificou  o número de 

leucócitos circulantes.   
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Figura 11. Doses repetidas do extrato de T. argentea não alteraram o numero de leucócitos 
circulantes. Os animais (n = 4) machos (A) e fêmea (B) foram divididos em três grupos e receberam,



36 

 

por gavagem a cada 12 horas água (controle) ou as doses de 300 e 1000 mg/kg de extrato de T. 
argentea, por 14 dias. Após este período os animais foram eutanasiados e o sangue foi coletado para 
contagem total com solução de Turk e o esfregaço sanguíneo foi corado com Panótico Rápido, para 
contagem diferencial das células. Análise estatística realizada pelo teste Two- Way ANOVA, com p < 
0,05 considerado significativo. 

 

A análise histológica não revelou alterações significativas no rim, fígado e 

baço dos animais (Figura 12) que receberam as doses do extrato de T. argentea na 

concentração de 300 ou 1000 mg/kg, por gavagem, durante 14 dias. 

 

 

 

 
Figura 12.  Doses repetidas do extrato de T. argentea não alterou os órgãos.  Rim, fígado e baço 
foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas água (veículo) e dos grupos tratados com 
o extrato hidroalcoólico de T. argentea em doses repetidas de 300 ou 1000  mg/kg por gavagem. Os 
animais foram eutanasiados 14 dias após. Observamos que os órgãos não apresentam alterações 
microscópicas significativas. Coloração em Hematoxilina/Eosina. Microscópio ótico. Imagens dos rins, 
fígado e baço: 100 X. 
 

 

5.1.7. Avaliação da atividade anti-inflamatória do extrato de T. argentea  

  

Após definir as doses que seriam utilizadas, nosso próximo passo foi 

avaliar o potencial anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de T. argentea. O 

modelo de inflamação utilizado foi a bolha de ar inoculada com LPS. Como mostrado
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nas Figuras 13 e 14, os animais que receberam apenas o extrato na concentração 

de 300 mg/kg não apresentaram alterações na concentração de proteínas  e de 

células recuperadas da cavidade quando comparados com animais inoculados com 

PBS (controle). Porém, os animais que receberam LPS tiveram aumento significativo 

na concentração de proteínas e de células recuperadas do exsudato inflamatório. 

Como esperado, o tratamento com o extrato, nas concentrações 5, 60 ou 300 mg/kg, 

inibiu (com diferentes magnitudes) o edema e o numero de células recrutadas para a 

bolha, induzidos pela inoculação de LPS (Figuras 13 e 14). 
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Figura 13. O extrato de T. argentea inibiu o edema induzido por LPS. Os camundongos foram 
divididos em grupos (n = 4), e receberam no interior da bolha de ar PBS + PBS; PBS e extrato 

hidroalcoólico de T. argentea (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5g/mL) e PBS (LPS + PBS); LPS 

(0,5 g/mL) e 1 hora depois os extrato (LPS + EXT) nas concentrações de 5, 60 ou 300 mg/kg. Após 
4 horas o tratamento com as diferentes doses do extrato, os animais foram eutanasiados, a cavidade 
lavada com PBS heparinizados. A concentração de proteínas foi determinada pela reação de 
Bradford. Diferenças estatísticas empregando One- Way ANOVA, teste post hoc Tukey, foram 
consideradas com p < 0,05. * PBS + PBS versus LPS + PBS; 

# 
LPS + PBS versus LPS + EXT 
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Figura 14. O extrato de T. argentea inibiu o recrutamento de células induzido por LPS. Os 
camundongos foram divididos em grupos (n = 4), e receberam no interior da bolha de ar PBS-PBS; 

PBS e extrato hidroalcoólico de T. argentea (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5g/mL) e PBS (LPS + 

PBS); LPS (0,5 g/mL) e 1 hora depois os extrato (LPS + EXT) nas concentrações de 5, 60 ou 300 
mg/kg. Após 4 horas do tratamento com as diferentes doses do extrato, os animais foram 
eutanasiados, a cavidade lavada com PBS heparinizados. O recrutamento celular foi determinado 
pela contagem total e diferencial de neutrófilos (A), eosinófilos (B), mastócitos (C) e células 
mononucleares (D). Diferenças estatísticas empregando One- Way ANOVA, teste post hoc Tukey, 
foram consideradas com p < 0,05. * PBS + PBS versus LPS + PBS; 

# 
LPS + PBS versus LPS + EXT 

 

Como observamos que o extrato inibiu a inflamação induzida pelo LPS, nosso 

próximo passo foi quantificar as citocinas presentes nos lavados das bolhas de ar, 

empregando método de ELISA. Como mostrado na Figura 15, o LPS induziu a
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liberação de IL-6, IL-1β e TNFα, mas não de IL-10. No entanto, somente o 

tratamento da bolha inflamada com o extrato hidroalcoólico de T. argentea na 

concentração de 300 mg/kg inibiu a liberação das citocinas inflamatórias IL-6, TNF- 

e IL-1Interessante, que o extrato nas três concentrações empregadas (5, 60 ou 

300 mg/kg), e na presença do LPS, induziu a produção de IL-10, uma citocina anti-

inflamatória. Além disso, o extrato na maior concentração aumentou a produção de 

IL-10, mesmo na ausência de LPS.   
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Figura 15 - O extrato hidroalcoólico de T. argentea alterou a concentração de citocinas nos 
camundongos que receberam LPS. Os camundongos foram divididos em grupos (n = 4), e 
receberam no interior da bolha de ar PBS-PBS; PBS e extrato hidroalcoólico de T. argentea (300 

mg/kg) (EXT-PBS); LPS (0,5g/mL) e PBS (LPS-PBS); LPS (0,5 g/mL) e 1 hora depois os extrato 
nas concentrações de 5, 60 ou 300 mg/kg. Após 4 horas do tratamento com as diferentes doses do 
extrato, os animais foram eutanasiados, a cavidade lavada com PBS heparinizado. As concentrações 
das citocinas indicadas foram determinadas por ELISA. Diferença estatísticas empregando ONE WAY
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ANOVA, teste post hoc Tukey, foram consideradas com p < 0,05. * PBS versus LPS; 
# 

LPS versus 
LPS + extratos.   
 

 

5.2 PARTE II  

 

5.2.1 Extrato de A. colubrina var. colubrina não é citotóxico para macrófagos 

peritoneais da linhagem J774.1  

 

Macrófagos peritoneais da linhagem J774.1, incubados com diferentes 

concentrações do extrato de A. colubrina var. colubrina foram utilizados para avaliar 

a citotoxicidade. As células foram semeadas e tratadas com as concentrações de 

31,25; 62,5; 125; 250; 500 e 1000 g/mL do extrato, e em seguida incubadas por 24 

horas. Após o período de incubação, os sobrenadantes foram retirados e as células 

receberam o corante brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazólio 

(MTT). Como controle positivo utilizamos DMSO, que mata 100% das células 

quando em concentrações maiores que 3 g/mL. Células com meio mais o veiculo 

diluente dos extratos foram usadas como controle negativo da citotoxicidade. Os 

resultados mostraram que nenhuma das doses utilizadas foram tóxicas para os 

macrófagos. Com base neste resultado escolhemos doses menores do que 1000 

g/mL para as análises dos efeitos do extrato nos demais experimentos in vitro. A 

dose de 1000 g/mL foi a maior dose avaliada. 
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Figura 16. O extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não altera a viabilidade 
celular. As células J774.1 (n = 8) foram cultivadas em microplaca de 96 cavidades e incubadas por 2 
horas para adesão. Após este período o meio de cultura foi substituído por meio DMEN-C contendo 
diferentes concentrações dos extratos de A. colubrina var. colubrina. O controle negativo foi meio de 

cultura adicionado do veiculo diluente dos extratos (DMEN- C) e o controle positivo 3g/mL de 
DMSO. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT. Cada coluna representa a média de 
oito (n = 16) poços de dois experimentos independentes. A absorbância foi medida em 570 nm com 
espectrofotômetro. Diferenças consideradas estatisticamente significativa com p < 0,05, pelo teste 
ONE WAY- ANOVA post hoc Tukey. * DMSO versus extratos.  
 
 
 

5.2.2 Extrato de A. colubrina var. colubrina inibe a liberação de óxido nítrico de 

macrófagos estimulados com LPS. 

 

A quantificação de óxido nítrico (NO) foi realizada no sobrenadante de 

macrófagos peritoneais murinos (linhagem J774.1) estimulados com LPS e tratados 

ou não com diferentes concentrações do extrato, empregando dois protocolos, um 

preventivo e outro terapêutico. No protocolo preventivo (Figura 17A), as células 

foram tratadas com os extratos de A. colubrina var. colubrina nas concentrações de 

0,49; 1,96; 7,8; 31,25; e 125 g/mL, e após 2 horas receberam LPS (0,5 g/mL), um 

indutor da liberação de NO. No protocolo terapêutico (Figura 17B), os macrófagos 

foram estimulados com LPS (0,5 g/mL) e após 2 horas de incubação receberam o 

extrato de A. colubrina var. colubrina nas mesmas concentrações acima. Nossos 

resultados demonstraram que, todas as concentrações do extrato inibiram a
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produção de NO, nos dois protocolos, quando comparado com a produção induzida 

pelo LPS apenas. 
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Figura 17. Extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina inibe a produção de óxido 
nítrico por macrófagos estimulados com LPS. (A) Protocolo preventivo: Macrófagos da linhagem 
J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 poços foram pré-incubados ou não com diferentes 
concentrações do extrato de A. colubrina var. colubrina e após 2 horas estimuladas com LPS (0,5 

g/mL) por 22 horas. (B) Protocolo terapêutico: Células de linhagem J774.1 cultivadas em placa de 

96 poços foram estimuladas com LPS (0,5 g/mL) e após 2 horas, incubadas ou não com diferentes 
concentrações do extrato de A. colubrina var. colubrina. Após 22 horas da adição do LPS, os 
sobrenadantes foram coletados e a concentração de nitrito determinada pelo método de Griess. 
Diferença estatística foi considerada quando p < 0,05 pelo Teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey, 
*meio versus LPS ou LPS + extratos; 

#
LPS versus LPS + extratos.  

 

 

5.2.3 Extrato de A. colubrina var. colubrina modifica a liberação de citocinas 

por macrófagos estimulados com LPS. 

Em seguida avaliamos se o extrato teria a capacidade de inibir a 

produção de citocinas liberadas por macrófagos estimulados com LPS, empregando 

os mesmos protocolos descritos acima. Desse modo, os sobrenadantes obtidos da 

cultura de macrófagos da linhagem J774.1 foram utilizados para quantificar as 

citocinas IL-6, TNF-IL-1, e IL-10, empregando método imunoenzimatico (ELISA). 

A figura 18 mostra os resultados obtidos com o protocolo preventivo. Como 

esperado, o LPS induz a liberação de altas concentrações de IL-6, TNF-IL-1, e 

IL-10 quando comparado com células com somente meio (controle negativo). Como 

observamos com NO, macrófagos pré-incubados com o extrato de A. colubrina var. 

colubrina em diferentes concentrações e depois estimulados por 2 horas com LPS
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(protocolo preventivo) liberaram significativamente menos IL-6 (Figura 18A) quando 

comparados com somente LPS (controle positivo). Células incubadas com as 

concentrações de 31,25 e 125 g/mL liberaram menos TNF- (Figura 18C), quando 

comparadas com somente LPS.  No entanto, somente a concentração de 125 g/mL 

reduziu significativamente a produção de IL-1 (Figura 18B) quando comparada com 

células com somente LPS. As concentrações de 7,8 e 31,25 g/mL estimularam a 

produção de IL-10 (Figura 18D) quando comparada a células com somente LPS. 
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Figura 18. Extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina inibe a produção de IL-6, TNF 

e IL-1, mas aumenta a de IL-10 por macrófagos estimulados com LPS. Macrófagos da linhagem 
J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 poços foram pré-incubados com diferentes concentrações 

do extrato de A. colubrina var. colubrina e após 2 horas de foram estimulados com LPS (0,5 g/mL)
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(protocolo preventivo). Após 22 h do LPS, os sobrenadantes foram coletados para quantificação de 

IL-6 (A), IL-1 (B), TNF- (C) e IL-10 (D) pelo método de ELISA. Diferenças foram consideradas 
significativas quando p < 0,05, pelo teste One- Way ANOVA post hoc Tukey. *meio versus LPS ou 
LPS + extratos; 

# 
LPS versus LPS + extratos.  

  

 

Resultados semelhantes foram obtidos com o protocolo terapêutico. 

Como demonstra a Figura 19, macrófagos estimulados com LPS e depois tratados 

com as diferentes concentrações de A. colubrina var. colubrina liberaram menos IL-

1e IL-6, quando comparados às células tratadas apenas com LPS. Porém, a 

inibição de TNF- somente foi observada com as concentrações de 7,8 g/mL, 

31,25 g/mL e 125 g/mL. Quanto a IL-10, apenas as concentrações de 7,8 g/mL e 

31,25 g/mL estimularam a sua produção quando comparada às células estimuladas 

com LPS (controle positivo). 
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Figura 19. Extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina inibe a produção de IL-6, TNF 

e IL-1, mas aumenta a de IL-10 por macrófagos estimulados com LPS. Macrófagos da linhagem 

J774.1 (n = 8) cultivados em placa de 96 poços foram estimulados com LPS (0,5 g/mL) e após 2 
horas foram incubados com diferentes concentrações do extrato de A. colubrina var. colubrina
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(protocolo terapêutico). Após 22 horas do tratamento com as diferentes concentrações do extrato, os 

sobrenadantes foram coletados para quantificação de IL-6 (A), IL-1 (B), TNF- (C) e IL-10 (D) pelo 
método de ELISA. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo teste ONE- 
WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; 

# 
LPS versus LPS + extratos.   

 

 
5.2.4 Extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina inibe a ativação do 

fator de transcrição NF- B 

 

Mediante os resultados acima, nosso próximo passo foi verificar se o 

extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina teria a capacidade de inibir o 

fator de transcrição NF-kB. Para tanto, os sobrenadantes da cultura obtidos dos 

macrófagos da linhagem RAW 264.7 foram utilizados para avaliar a ativação NF-B. 

As células tratadas apenas com as diferentes concentrações do extrato 

hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina, apresentaram inibição de NF-B, em 

todas as concentrações, quando comparadas a células que foram cultivadas apenas 

com meio de cultura, como mostra a Figura 20A. Nas Figuras 20B e 20C, 

observamos que tanto as células submetidas ao protocolo preventivo, quanto ao 

protocolo terapêutico apresentaram menor expressão do fator de transcrição NF-B 

na concentração de 125 g/mL quando comparadas com as células que receberam 

apenas LPS. 
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Figura 20. Somente alta concentração do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina 

inibe a ativação do fator de transcrição NF-B em macrófago estimulados com LPS. Macrófagos 
de linhagem RAW 264.7 (n = 8) cultivados em placa de 96 poços foram incubados com: (A) extrato 
hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentrações por 24 horas; (B) extrato 
hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentrações e 2 horas depois 
estimulados com LPS (protocolo preventivo); e (C) com LPS e 2 horas depois tratados com extrato 
hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina em diferentes concentrações. Após 22 h do estímulo com 
LPS ou do tratamento com as diferentes concentrações do extrato, os sobrenadantes foram coletados 
para avaliação da ativação de NF-kB. O substrato QUANTI-BlueTM foi utilizado para medir o SEAP a 
650 nm com espectofotômetro. Diferenças foram consideradas significativas quando p < 0,05, pelo 
teste ONE- WAY ANOVA post hoc Tukey. * meio versus LPS ou LPS + extratos; 

# 
LPS versus LPS + 

extratos. 
 

 
 
5.2.5 Dose única do extrato hidro alcoólico de A. colubrina var. colubrina não é 

toxica 

 

Após comprovarmos que in vitro o extrato não é toxico, passamos a analisar a 

toxicidade in vivo, empregando alta dose administrada uma única vez.  O protocolo
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utilizado para avaliação da toxicidade aguda foi o preconizado pela Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OECD), método de ensaio 423 

(TG 423). O teste de toxicidade de dose única demonstrou que a administração oral 

de uma dose única extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina na 

concentração de 300 mg/kg, 2000 mg/kg ou 5000 mg/kg de (n = 3) não induziu 

nenhuma alteração perceptível, indicando não serem toxicas (queda de peso ou 

redução no consumo de água e comida, por exemplo), e nem induziram mortalidade 

nos animais tratados durante o período de observação que foi de 14 dias. Os dados 

estão mostrados na Tabela 3. Além disso, os parâmetros bioquímicos (Figura 21), 

hematológicos (Figura 22) e a histopatologia (Figura 23) do fígado, rins e baço dos 

camundongos não mostraram nenhum efeito adverso. Durante todo o período do 

estudo foi anotado diariamente o peso, o consumo de água e ração dos animais, 

para análise da avaliação ponderal ou possíveis alterações no comportamento 

alimentar. 

 

 
300 mg/kg  2000 mg/kg 5000 mg/kg 

Peso inicial (g)  20,64 ± 1,76 21,30 ± 0,60 21,20 ± 0,62 

Peso final (g) 20,86 ± 1,32 21,42 ± 0,23 21,33 ± 0,64 

Alimento consumido (g)/dia  3,93 4,02 3,87 

Água consumida (mL)/dia 4,31 4,33 4,24 

 
Tabela 3 – Dose única do extrato de A. colubrina var. colubrina não alterou o consumo de 
alimento e água e nem o peso dos animais. Os animais (n = 3), receberam, por gavagem, uma 
única dose de extrato de A. colubrina var. colubrina diluído em água e nas concentrações de 300, 
2000 ou 5000 mg/kg. Os animais foram observados por 14 dias. Durante este período os animais 
foram pesados e as quantidades de comida e água consumidas foram registradas. O método utilizado 

neste ensaio foi o TG 423 (OECD). Análise estatística realizada pelo Teste t- student pareado, com p 

< 0,05, não demonstrou diferenças significativas. 
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Figura 21. Dose única do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não foi tóxica 
para camundongos. . Um grupo de animais (n = 3), recebeu, por gavagem, a dose de 5000 mg/kg 
do extrato de A. colubrina var. colubrina administrada uma única vez. O extrato foi diluído em água e 
os animais observados por 14 dias. Após este período os animais foram eutanasiados para coleta de 
sangue e obtenção de plasma que foram utilizados para quantificação das enzimas aspartato 
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Análise estatística realizada pelo Teste t- 
student não paramétrico, não demonstrou diferenças significativas. 

 

Na figura 22 observamos que o tratamento com doses únicas de 300, 2000 ou 

5000 mg/kg do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não modificou o 

número de leucócitos circulantes. 
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Figura 22. Dose única do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não alterou o 
número de leucócitos circulantes. Os camundongos (n = 3) foram divididos em três grupos e 
receberam, por gavagem, uma única dose de extrato de A. colubrina var. colubrina diluído em água
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nas concentrações de 300, 2000 ou 5000 mg/kg e foram observados por 14 dias. Após este período 
os animais foram eutanasiados e o esfregaço sanguíneo foi corado com Panótico Rápido para 
contagem diferencial das células. Análise estatística realizada pelo teste TWO WAY ANOVA, com p < 
0,05. 
 

A análise histológica não revelou alterações significativas no rim, fígado e 

baço dos animais (Figura 23) que receberam dose única do extrato de A. colubrina 

var. colubrina na concentração de 5000 mg/kg, por gavagem. Para analisarmos as 

alterações comparamos o grupo tratado com dose única do extrato com o grupo que 

recebeu apenas água no ensaio de toxicidade de doses repetidas, uma vez que o 

protocolo utilizado na avaliação da toxicidade aguda (OECD TG 423) não preconiza 

grupo controle. 

 

 
 

 
Figura 23.  Dose única do extrato de A. colubrina var. colubrina não alterou a organização 
celular dos órgãos.  Rim, fígado e baço foram coletados dos animais do grupo que recebeu apenas 
água (veículo) e do grupo tratado com o extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina em dose 
única na concentração de 5000 mg/kg por gavagem. Observamos que os órgãos não apresentam 
alterações microscópicas significativas. Coloração em Hematoxilina/Eosina. Microscópio ótico. 
Imagens dos rins, fígado e baço: 100 X. 
 

  
5.2.6 Doses repetidas do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina 

não induzem efeitos tóxicos 

 

Para os ensaios realizados com doses repetidas utilizamos o protocolo 

recomendado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária - GUIA PARA A 

CONDUÇÃO DE ESTUDOS NÃO CLÍNICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANÇA
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FARMACOLÓGICA NECESSÁRIOS AO DESENVOLVIMENTO DE 

MEDICAMENTOS (ANVISA, 2013). As doses utilizadas para avaliação da toxicidade 

foram 300 ou 1000 mg/kg de extrato de A. colubrina var. colubrina, duas vezes ao 

dia (12/ 12h) por 14 dias. Os resultados deste teste não revelaram quaisquer sinais 

de sinais de toxicidade (queda de peso ou redução no consumo de água e comida, 

por exemplo) e não induziu mortalidade durante os 14 dias de observação (Tabela 

4). Diferente dos resultados obtidos com o extrato de T. argentea, não observamos 

ganho de peso nos animais de ambos os sexos.  Os parâmetros bioquímicos (Figura 

24), hematológicos (Figura 25) e a histopatológicos (Figura 26) do fígado, rins e 

baço dos camundongos não apresentaram nenhuma alteração perceptível. 

     
Controle  300 mg/kg 1000 mg/kg 

M
a
c
h

o
s

 Peso inicial (g)  24,24 ± 2,45 24,98 ± 1,94 25,10 ± 2,18 

Peso final (g) 24,39 ± 1.97 25,11 ± 2,01 25,39 ± 2,01 

Alimento consumido (g)/dia  4,22 4,54 4,76 

Água consumida (mL)/dia 4,99 5,06 5,14 

F
ê
m

e
a
s

 Peso inicial (g) 20,86 ± 0,63 21,50 ± 0,60 21,64 ± 1,12 

Peso final (g) 21,03 ± 0,32 21,93 ± 0,25 21,92 ± 0,88 

Alimento consumido (g)/dia 3,88 4,01 3,94 

Água consumida (mL)/dia   3,62 3,84 3,67 

 

Tabela 4. Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina não modificaram o 
consumo de alimento e água, e nem o peso dos animais. Os animais divididos em macho (n = 4) 
e fêmea (n = 4), receberam, por gavagem, a cada 12 horas por 14 dias, as doses de 300 e 1000 
mg/kg extrato de A. colubrina var. colubrina  diluído em água. Animais tratados apenas com água 
(veículo) no mesmo esquema, foram empregados como controle. Durante este período, os animais 
foram pesados e a quantidade de comida e água foram registradas. O protocolo utilizado neste 
ensaio é o preconizado pela ANVISA (2013). Análise estatística por ONE- WAY ANOVA, p < 0,05 

 
 

A Figura 24, mostra que a maior dose do extrato de A. colubrina var. colubrina 

não aumentou a concentração circulante de AST/ ALT quando comparado com os 

valores obtidos nos animais controles. 
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Figura 24. Doses repetidas do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não foram 
tóxicas para camundongos. Os animais (n = 4),receberam, por gavagem, água (veículo) ou dose de 
1000 mg/kg do extrato de A. colubrina var. colubrina diluído em água de 12 em 12 horas durante 14 
dias. Após este período os animais foram eutanasiados e o sangue coletado para quantificação no 
plasma das enzimas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Análise 
estatística realizada por ONE- WAY ANOVA, pot hoc Tukey com p < 0,05  considerado significativo.  
*veículo versus  

 

Na figura 25 observamos que o tratamento com doses repetidas de 300 ou 

1000 mg/kg do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina não modificou o 

número de leucócitos circulantes. 
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Figura 25. Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina não alteraram o número de 
leucócitos circulantes. Os animais (n = 4) macho (A) e fêmea (B) foram divididos em três grupos e 
receberam, por gavagem, a cada 12 horas água (veículo) ou as doses de 300 e 1000 mg/kg de 
extrato de A. colubrina var. colubrina, por 14 dias. Após este período os animais foram eutanasiados 
e sangue coletado para determinar o número total (solução de Turk) e diferencial dos leucócitos 
empregando esfregaço sanguíneo corado com Panótico Rápido. Análise estatística realizada pelo 
teste TWO WAY ANOVA. Não foram encontradas diferenças significativas. 

. 
 

A análise histológica não revelou alterações significativas no rim, fígado e 

baço dos animais (Figura 26) que receberam as doses do extrato de A. colubrina
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var. colubrina de 300 ou 1000 mg/kg, por gavagem, durante 14 dias. 

 

 
 

 
Figura 26.  Doses repetidas do extrato de A. colubrina var. colubrina não alterou os órgãos.  
Rim, fígado e baço foram coletados dos animais que receberam apenas água (veículo) ou o extrato 
hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina em doses repetidas de 300 ou 1000  mg/kg, por 
gavagem. Observamos que os órgãos não apresentam alterações significativas. Coloração em 
Hematoxilina/Eosina. Microscópio ótico. Imagens dos rins, fígado e baço: 100 X. 
 

 

5.2.7 Avaliação da atividade anti-inflamatória do extrato de A. colubrina var. 

colubrina 

 

Após definir as doses que seriam utilizadas, nosso próximo passo foi 

avaliar o potencial anti-inflamatório do extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. 

colubrina. O modelo de inflamação utilizado foi a bolha de ar inoculada com LPS. 

Como mostrado nas Figuras 27 e 28, os animais que receberam apenas o extrato na 

dose de 300 mg/kg não apresentaram alterações na concentração de proteínas e de 

células recuperadas da cavidade. Animais que receberam LPS tiveram aumento 

significativo na concentração de proteínas extravasadas e no numero de células 

recuperadas no exsudato inflamatório. Como esperado, o tratamento com extrato 

nas doses 5, 60 ou 300 mg/kg inibiram o edema (Figura 27) e o aumento de
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neutrófilos induzidos na bolha, pela inoculação de LPS. Apenas a dose de 125 

mg/kg inibiu significativamente o recrutamento de eosinófilos e células 

mononucleares presentes na bolha induzida pelo LPS (Figura 28). 
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Figura 27. O extrato de A. colubrina var. colubrina inibiu o edema induzido por LPS . Os 
camundongos foram divididos em grupos (n = 8) que receberam no interior da bolha de ar apenas 
PBS (PBS + PBS); apenas extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina (300 mg/kg) e PBS 

(EXT+ PBS); LPS (0,5g/mL) e PBS (LPS + PBS); e LPS (0,5 g/mL)  e 1 hora depois o extrato nas 
concentrações de 5, 60 ou 300 mg/kg (LPS + EXT). Após 4 horas, do tratamento com os extratos os 
animais foram eutanasiados, as cavidades lavadas com PBS heparinizado. A concentração de 
proteínas foi determinada pela reação de Bradford. Diferenças estatísticas empregando ONE- WAY 
ANOVA, teste post hoc Tukey.  significativos p < 0,05. *PBS + PBS versus LPS + PBS; 

#
LPS + PBS 

versus LPS + EXT. 
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Figura 28. O extrato de A. colubrina var. colubrina inibiu o recrutamento celular induzido por 
LPS. Os camundongos (n = 8) receberam no interior da bolha de ar apenas PBS + PBS; PBS e 

extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5g/mL) e PBS 

(LPS + PBS); e LPS (0,5 g/mL)  e 1 hora depois o extrato (LPS + EXT) nas concentrações de 5, 60 
ou 300 mg/kg. Após 4 horas, do tratamento com os extratos os animais foram eutanasiados, a 
cavidade foi lavada com PBS heparinizado. O recrutamento celular foi determinado pela contagem 
total e diferencial de neutrófilos (A), eosinófilos (B), mastócitos (C) e células mononucleares (D). 
Diferença estatística empregando ONE- WAY ANOVA, teste post hoc Tukey. *p < 0,05. Foram 
considerados significativos p < 0,05. *PBS + PBS versus LPS + PBS; 

#
LPS + PBS versus LPS + EXT. 

 
 

Como observamos que o extrato inibiu a inflamação induzida por LPS, 

o próximo passo foi quantificar as citocinas presentes nos lavados das bolhas de ar, 
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empregando o ensaio imunoenzimático (ELISA). Como demonstra a Figura 31, o 

LPS induziu a liberação de IL-6, IL-1, e TNF-, mas não de IL-10. No entanto,
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somente o tratamento da bolha inflamada com o extrato hidroalcoólico de A. 

colubrina var. colubrina nas concentrações de 5, 60 ou 300 mg/kg inibiu 

significativamente a liberação das citocinas inflamatórias IL-6 e TNF-e aumentou a 

produção de IL-10 (citocina anti-inflamatória) quando comparadas a bolha com 

apenas LPS (controle positivo).  Apenas as concentrações de 60 e 300 mg/kg 

inibiram IL-1 (quando comparadas ao LPS. Além disso, o extrato na maior 

concentração aumentou a produção de IL-10 mesmo na ausência de LPS. 
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Figura 29 - O extrato hidroalcoólico de A. colubrina var. colubrina alterou a concentração de 
citocinas na bolha dos camundongos que receberam LPS. Os camundongos foram divididos em 
grupos  (n = 4) e receberam no interior da bolha de ar PBS + PBS; PBS e extrato hidroalcoólico de A. 

colubrina var. colubrina (300 mg/kg) (EXT + PBS); LPS (0,5 g/mL) e PBS (LPS + PBS); LPS (0,5 

g/mL) e 1 hora depois os extratos (LPS + EXT) nas concentrações de 5, 60 ou 300 mg/kg. Após 4 
horas do tratamento com o extrato os animais foram eutanasiados, a cavidade lavada com PBS 
heparinizados. As concentrações das citocinas indicadas foram determinadas por ELISA. Diferença 
estatística empregando ONE- WAY ANOVA, teste post hoc Tukey, foram consideradas com p < 0,05. 
* PBS versus LPS, 

# 
LPS versus LPS + EXT. 
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Resumo dos resultados 

1. Ambos os extratos não foram tóxicos para as células da linhagem J774.1; 

 

2. Ambos os extratos inibiram a produção de NO pelas células da linhagem J774.1 no 

protocolo preventivo, sendo o extrato de T. argentea mais potente no protocolo terapêutico; 

 

3. Ambos os extratos inibiram a produção de IL-6, TNF- e IL-1 e aumentaram a liberação 

de IL-10, por macrófagos (J774.1) no protocolo preventivo e no protocolo terapêutico; 

 

4. Ambos os extratos inibiram a ativação do fator NF-kB, sendo o extrato de T. argentea 

mais potente; 

 

5. In vitro, o extrato de A. colubrina var. colubrina demonstrou melhores resultados em 

concentrações menores (7,8 e 31,25 g/mL) na inibição da liberação de citocinas e NO 

pelos macrófagos estimulados com LPS; 

 

6. Ambos os extratos não foram tóxicos quando administrados em dose única por gavagem 

em camundongos C57BL/6, porém o extrato de A. colubrina var. colubrina induziu pequenas 

alterações na concentração de AST e ALT na dose de 5000 mg/kg;  

 

8. A dose de 300 mg/kg de ambos os extrato foi a mais eficiente em reduzir o edema e o 

recrutamento de células na inflamação induzida por LPS na bolha de ar.  



 
 
 

“Todas as coisas, na Terra, passam... Os dias de dificuldades,  
as frustrações que nos fazem chorar um dia passarão. 

Assim, façamos a nossa parte, o melhor que pudermos,  
sem esmorecimento e confiemos em Deus,  

aproveitando cada segundo, cada minuto que,  
por certo, também passarão..." 

  Emmanuel 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. DISCUSSÃO
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6.  DISCUSSÃO  
 

O uso popular de plantas na medicina tradicional é uma grande fonte para 

descoberta de novos agentes terapêuticos. Mas o conhecimento popular deve estar 

associado aos bioensaios para entender seus mecanismos de ação e comprovar a 

eficácia das plantas nos tratamentos de doenças. As T. argentea Mart. & Succ e da 

A. colubrina var. colubrina (Benth.) Brenan, conhecidas popularmente como capitão 

do campo e  angico vermelho respectivamente, são muito utilizadas na medicina 

popular para o tratamento de doenças inflamatórias do trato respiratório. No entanto, 

são poucos os estudos científicos demonstrando as propriedades farmacológicas e 

os mecanismos de ação das mesmas. Neste estudo demonstramos que ambas as 

plantas não são toxicas para macrófagos in vitro, e nem para camundongos in vivo. 

Empregando dois protocolos preconizados pelos órgãos regulamentadores, o de 

dose única (TG 423 OECD, 2001) e o de múltiplas doses (ANVISA, 2001), 

mostramos que mesmo em doses tão altas quanto 1000 e 5000 mg/kg,  nenhum dos 

dois extratos hidroalcoólico alterou o numero de leucócitos circulantes, nem induziu 

lesões hepáticas ou em outros tecidos. Os ensaios de citotoxicidade também foram 

fundamentais para determinarmos as concentrações e doses a serem empregadas 

para a avaliações subsequentes da capacidade destas plantas em inibirem a 

liberação de NO e citocinas inflamatórias de macrófagos in vitro e a inflamação in 

vivo, respectivamente.  

Nossos dados mostraram que, embora com diferentes magnitudes e 

concentrações, os extratos hidroalcoólico de T. argentea e A. colubrina var. 

colubrina inibiram in vitro e in vivo a produção de IL-6, TNF-α, IL-1β e NO, induzidos 

pelo LPS (GARCIA-RAMALLO et al., 2002, MANTOVANI et al., 2004, EDWARDS et 

al., 2006, NEWTON & DIXIT, 2012), e por mecanismos possivelmente relacionado 

com a  inibição de NF-kB, um fator de transcrição envolvido na indução de citocinas 

inflamatórias (Lawrence et al., 2001, HAYDEN & GHOSH, 2004) e de NO 

(MANTOVANI et al., 2004). Além disto, ambos os extratos reduziram a exsudação 

de proteínas, demonstrando que também inibem o aumento da permeabilidade 

vascular e/ou a vasodilatação, e consequentemente o edema. As citocinas IL-6, 

TNF-α e IL-1β são classicamente conhecidas por induzirem o recrutamento celular 

(ZUCALI, et al, 1986; DEJANA et al.,1987; ZHANG et al.,1988) e o edema 

(WILLIAMS & PECK, 1977), e por isto são denominadas de citocinas inflamatórias
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(EDWARDS et al., 2006, NEWTON & DIXIT, 2012). Além disso, os extratos 

aumentaram a liberação de IL-10, uma citocina anti-inflamatória, capaz de inibir a 

produção de citocinas inflamatórias (LAWRENCE et al., 2001;  KWILASZ et al., 

2014), o recrutamento celular (SPERTINI, 1996) e o edema (WILLIAMS & 

PECK,1977). O NO é um mediador que embora essencial para indução da morte de 

microrganismos (FANG, 2004) quando em excesso também levam ao dano tecidual 

(BAUGHMAN et al., 1996; CHEN, et al., 2003). Embora existam artigos mostrando 

que extratos hidroalcoólicos de outras espécies vegetais, entre elas a Arnica 

montana  também inibem a produção de NO (VERNA et al. ,2009), este é o primeiro 

relato que T. argentea e A. colubrina var. colubrina apresentam efeitos semelhantes. 

Com base em nossos dados podemos concluir que a atividade anti-inflamatória tanto 

da T. argentea como da A. colubrina var. colubrina ocorrem por dois mecanismos, 

inibição de NO e citocinas inflamatórias,  e indução de citocina anti-inflamatória.  

Outras plantas do gênero Terminalia já são conhecidas pelas suas atividades 

biológicas significativas. A T. catappa é antioxidante, hepatoprotetora (LIN et al., 

1997) e antimicrobiana (NAIR & CHANDA, 2008); a T bellerica previne a 

arteriosclerose, tem atividades antimalárica e antifúngica (SHAILA et al., 1995); a T. 

arjuna também previne alterações das arteriais coronarianas (DWIVEDI & JAUHARI, 

1997), tem atividade anti-inflamatória, imunomoduladora e antinociceptiva (HALDER 

et al., 2009), sendo o ácido elágico identificado como um dos componentes 

biologicamente ativos (KAUR et al., 1997). O ácido elágico é um polifenol conhecido 

pelas suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias como demonstrado 

anteriormente pelo nosso grupo (ROGÉRIO et al. 2009, ALVES et al, 2013; 

FAVARIN et al., 2013). Também outras espécies da família Anadenanthera já são 

conhecidas pelas suas atividades biológicas relevantes. Extrato de A. colubrina var. 

cebil induz a cicatrização de lesões em pele de ratos (PESSOA et al., 2015), possui 

atividade antimicrobiana e antiproliferativa (DAMASCENA et al., 2014), é anti-

inflamatório e nociceptivo em modelos de roedores (SANTOS et al., 2013). O 

composto biologicamente ativo isolado de plantas desta família foi o ácido 

heteropolisacarídeo (ARAGAL) que ativa de macrófagos peritoneais (MORETAO et 

al., 2003; MORETAO et al., 2004) e inibe a ativação das lipoxidenases 12 e 15 

(GUTIERREZ-LUGO, 2003). Embora não tenhamos identificados os compostos 

responsáveis pela atividade anti-inflamatória dos extratos de T. argentea e de A.
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colubrina var. colubrina, podemos sugerir que os ácidos elágico e 

heteropolisacarídeo estão presentes nestas plantas, e sejam os responsáveis pela 

atividade anti-inflamatória das mesmas, aqui relatados pela primeira vez. Estudos 

futuros serão realizados para identificar os componentes ativos nestes extratos.  

Embora a inflamação seja essencial para a manutenção da homeostase 

tecidual, proteção contra agentes infecciosos e indução da resposta imune 

adaptativa, quando não controlada pode resultar em dano tecidual, como ocorre na 

artrite reumatóide (STROBER & HOLOSHITZ, 1990), injuria aguda dos pulmões 

(ALI) (SHEN et al., 2009), choque séptico (SUZUKI, 1963), doença do soro (EHRICH 

et al. , 1948). Nestas doenças, o intenso infiltrado celular, é constituído 

principalmente de neutrófilos que são as primeiras células de defesa recrutadas, 

mas que se persistentes podem levar ao dano tecidual (BAUGHMAN et al., 1996). 

Além disso, em patologias como acidentes escorpiônicos (ZOCCAL et al., 2016), 

injuria aguda dos pulmões (ALI) (SHEN et al., 2009), síndrome da insuficiência 

respiratória aguda (ARDS) (MATTHAY et al., 2012), o edema pulmonar pode levar o 

individuo à morte, devido a dificuldade de oxigenação. Assim, a procura por novos 

agentes terapêuticos que inibam o edema, é de extrema relevância. Nossos 

resultados mostraram que ambos os extratos mesmo quando administrados em 

protocolos terapêuticos, inibem a liberação de citocinas inflamatórias, o 

recrutamento celular, especialmente de neutrófilos, e o edema. Estes resultados são 

extremamente animadores, e assim, podemos sugerir que os extratos de  T. 

argentea e de  A. colubrina var. colubrina têm potencial para serem empregados na 

formulação de novos fármacos para terapia de doenças inflamatórias, pulmonares 

ou não.  

 

 

 

  

 

 

 



 
 

“Que os vossos esforços desafiem as impossibilidades,  
lembrai-vos de que as grandes coisas do homem 
 foram conquistadas do que parecia impossível.” 

 

Charles Chaplin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. CONCLUSÃO

https://pensador.uol.com.br/autor/charles_chaplin/
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7. CONCLUSÃO 
 

Os nossos resultados demonstram que os extratos hidroalcoólicos de 

Terminalia argentea Mart. & Succ e de Anadenanthera colubrina var. colubrina 

(Benth.) Brenan, não são tóxicos, e têm potente ação  anti-inflamatória, tanto in vitro 

quanto in vivo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

“Há quem diga que todas as noites são de sonhos.  
Mas há também quem garanta que nem todas, só as de verão.  

No fundo, isto não tem muita importância.  
O que interessa mesmo não é a noite em si, são os sonhos.  
Sonhos que o homem sonha sempre, em todos os lugares,  

em todas as épocas do ano, dormindo ou acordado.” 
 

William Shakespeare 
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