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RESUMO 

AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIINFLAMATÓRIA E ANTIOXIDA NTE DAS 

CÁPSULAS DO EXTRATO SECO E DA AFRORMOSINA, ISOFLAVO NÓIDE, 

OBTIDOS DE Amburana cearensis A C SMITH. Aluna: Amanda de Araújo Lopes. 

Orientador: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Dissertação de Mestrado. 

Programa de Pós-Graduação em Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia. 

Universidade Federal do Ceará, 2010. 

A casca do caule de Amburana cearensis A C Smith, conhecida popularmente como cumaru, 

é utilizada para o tratamento de doenças respiratórias como bronquite e asma. Estudos 

farmacológicos anteriores mostraram as atividades antiinflamatória, antioxidante e 

antinociceptiva do extrato e moléculas isoladas do cumaru: incluindo cumarina (CM) e 

amburosídeo A (AMB). Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi realizar uma 

avaliação preliminar da citotoxicidade, e investigar o potencial antiinflamatório e antioxidante 

da cápsula do extrato seco de A. cearensis (CESAC) e da Afrormosina (AFM), com 

determinação do possível mecanismo de ação. Para tanto, as cápsulas foram produzidas a 

partir do extrato seco (spray-dryer) padronizado pelo teor de AMB e CM por CLAE. A 

citotoxicidade foi investigada em neutrófilo humano (2,5 x 106 células/mL) através dos testes 

de exclusão ao corante azul de tripan, LDH, MTT e avaliação do padrão de morte celular pelo 

corante laranja de acridina/brometo de etídio. A AFM (10, 50 e 100 µg/mL) não mostrou 

citotoxicidade, enquanto que a CESAC (10, 100 e 200 µg/mL) aumentou o número de células 

em apoptose e necrose. A CESAC (100-400 mg/kg, v.o.) inibiu o edema de pata em 

camundongos, o acúmulo de células e os níveis de TBARS-MDA no peritônio, induzidos por 

carragenina. No lavado broncoalveolar de ratos desafiados com ovalbumina, a CESAC 

reduziu o acúmulo de células, bem como a produção de TBARS-MDA e nitrito/nitrato, além 

de restabelecer os níveis de GSH. Tanto a CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL), quanto 

AFM (3; 6; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) reduziram a ativação de neutrófilos humano induzida 

por fMLP (em até 65 % e 66 %, respectivamente) ou PMA (em até 72 % e 86 %, 

respectivamente). Além disso, estes inibiram em até 70 % aproximadamente a atividade de 

mieloperoxidase, porém apenas a CESAC inibiu a atividade da elastase (6-88 % inibição). A 

adição de CESAC ou AFM à suspensão de neutrófilos reduziu também os níveis de TNFα. O 

CESAC e a AFM mostraram atividade inibitória do metabolismo oxidativo de neutrófilos 

mensurado através de ensaios de quimioluminescência dependente de luminol (QL lum) e 

lucigenina (QL luc). 



 

 

Palavras-chave: Amburana cearensis; afrormosina; atividades antiinflamatória, antioxidante; 

fitoterápico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

EVALUATION OF ANTI-INFLAMMATORY AND ANTIOXIDANT ACT IVITY OF 

CAPSULES OF DRIED EXTRACT AND AFRORMOSIN, ISOFLAVON OID, 

OBTAINED FROM Amburana cearensis AC SMITH.  Author: Amanda de Araújo Lopes. 

Advisor: Profa. Dra. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Master Degree. Program of Pos-

Graduate in Pharmacology. Departament of  Physiology and Pharmacology. Federal 

University of Ceará, 2010. 

The stem bark of Amburana cearensis AC Smith, popularly known as cumaru, is used to treat 

respiratory diseases like bronchitis and asthma. Previous pharmacological studies showed the 

anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidant, and / or muscle relaxant activities of the 

the extract and isolated molecules from cumaru, including coumarin (CM) and amburoside A 

(AMB). Given the above, the objective of this study was to conduct a preliminary assessment 

of cytotoxicity, and investigate the anti-inflammatory and antioxidant potential of the capsule  

of the dryed extract from A. cearensis (CESAC) and afrormosin (AFM) to determine the 

possible mechanism of action. For this, the capsules were produced from the dried extract 

(spray-dryer), standardized by the content of CM and AMB by HPLC. Cytotoxicity was 

investigated in human neutrophil (2.5 x 106 cells / mL) through the tests of the exclusion dye 

trypan blue, LDH, MTT and evaluation of the pattern of cell death by acridine orange / 

ethidium bromide. AFM (10, 50 and 100 µg / mL) showed no cytotoxicity, while CESAC (10, 

100 and 200 µg / mL) increased the number of apoptotic and necrotic cells. The CESAC 

(100-400 mg / kg, po) inhibited the paw edema in mice, the accumulation of cells and MDA-

TBARS levels in the peritoneum induced by carrageenan. In bronchoalveolar lavage of mice 

challenged with ovalbumin, the CESAC reduced the accumulation of cells, as well as 

production of TBARS, MDA and nitrite / nitrate, and restore the levels of GSH. Both CESAC 

(5, 10, 25, 50, 100 and 200 µg / mL), and AFM (3, 6, 12.5, 25, 50 and 100 µg / mL) reduced 

the activation of human neutrophils induced by fMLP ( up to 65% and 66%, respectively) or 

PMA (up to 72% and 86%, respectively). Moreover, they inhibited by 70% about the activity 

of myeloperoxidase, but only CESAC inhibited elastase activity (6-88% inhibition). The 

addition of AFM or CESAC in suspension of neutrophils also reduced the levels of TNFα. 

The CESAC and AFM showed the inhibitory activity of neutrophil oxidative metabolism 

measured by tests of luminol- (CL lum) and lucigenin-dependent (CL luc) 

chemoluminescence. 



 

 

Key words: Amburana cearensis; afrormosin; anti-inflammatory, antioxidant activities; 

phytomedicine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO ................................................................................................................ 20 

1.1. Inflamação ..................................................................................................................... 20 

1.2. O Neutrófilo e sua importância na inflamação........................................................... 24 

1.2.1. Mieloperoxidase.......................................................................................................... 28 

1.2.2. Elastase........................................................................................................................ 29 

1.2.3. Explosão Oxidativa..................................................................................................... 31 

1.3. Fármacos Antiinflamatórios ........................................................................................ 33 

1.4. Produtos Naturais de Origem Vegetal com Ação Antiinflamatória ......................... 35 

1.5. Amburana cearensis....................................................................................................... 36 

1.5.1. Distribuição Geográfica, Descrição Botânica, Etnofarmacologia e Química....... 36 

1.5.2. Toxicologia e Farmacologia....................................................................................... 39 

1.5.3. Afrormosina: isoflavonóide....................................................................................... 39 

2. JUSTIFICATIVA ........................................................................................................... 41 

3. OBJETIVOS ..................................................................................................................... 42 

3.1. OBJETIVOS GERAIS.................................................................................................. 42 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS...................................................................................... 42 

4. MATERIA IS E MÉTODOS............................................................................................ 43 

4.1. Materiais......................................................................................................................... 43 

4.1.1. Aspectos Éticos............................................................................................................ 43 

4.1.2. Material botânico.......................................................................................................... 43 

4.1.3. Padronização do Extrato Seco de Amburana cearensis............................................... 43 

4.1.4. Isolamento da Afrormosina das cascas do caule de A. cearensis................................. 43 



 

 

4.1.5. Animais........................................................................................................................ 43 

4.1.6. Sangue Humano........................................................................................................... 44 

4.1.7. Drogas.......................................................................................................................... 44 

4.1.8. Composições das soluções........................................................................................... 44 

4.2. Métodos.......................................................................................................................... 46 

4.2.1.Obtenção das Cápsulas do Extrato Seco de Amburana cearensis (CESAC)............... 46 

• Produção e Padronização do Extrato Seco e Produção das cápsulas......................... 46 

4.2.2.  Isolamento da Aformosina.......................................................................................... 48 

4.2.3. Avaliação farmacológica.............................................................................................. 48 

• Isolamento de Polimorfonucleados (PMNs).............................................................. 48 

a. Testes de citotoxicidade..................................................................................................... 49 

• Exclusão por Azul de Tripan...................................................................................... 49 

• Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH).................................................. 49 

• Teste do MTT............................................................................................................. 50 

• Teste de Laranja de Acridina/Brometo de Etídio...................................................... 51 

b. Avaliação da atividade antiinflamatória em modelos experimentais in vivo..................... 52 

• Edema de pata induzido por carragenina em camundongos...................................... 

 

52 

• Peritonite induzida por carragenina em camundongos............................................... 

 

52 

c. Avaliação da atividade antiinflamatória em modelo experimental ex vivo: Lavado 

bronco-alveolar em ratos desafiados com antígeno............................................................... 

 

53 

• Metodologia de sensibilização dos animais............................................................... 53 

• Metodologia do desafio pelo antígeno....................................................................... 53 



 

 

• Avaliação de CESAC no lavado bronco-alveolar de ratos desafiados com antígeno 53 

d. Avaliação da atividade antiinflamatória em modelos experimentais in vitro.................... 54 

• Efeito do CESAC e da AFM sobre a desgranulação de neutrófilos ativados por 

PMA ou fMLP mensurada pela inibição da enzima mieloperoxidase....................... 

 

 54 

                        Desgranulação de neutrófilos (PMNs)........................................................... 54 

                        Determinação da concentração de MPO........................................................ 54 

• Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enzima mieloperoxidase............ 55 

• Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enzima elastase.......................... 55 

• Efeito do CESAC e da AFM sobre os níveis de TNFα............................................. 56 

e.  Avaliação da atividade antioxidante in vitro..................................................................... 56 

• Ensaio de Quimioluminescência................................................................................ 56 

• Teste de DPPH........................................................................................................... 56 

4.3. Análise estatística............................................................................................................ 58 

5. RESULTADOS................................................................................................................. 59 

5.1. Avaliação da toxicidade de CESAC e AFM sobre neutrófilos humano......................... 59 

• Efeito de CESAC e AFM sobre a avaliação de citotoxicidade – ensaio de exclusão 

ao corante Azul de Tripan.......................................................................................... 59 

• Efeito de CESAC e AFM sobre a atividade da enzima Lactato desidrogenase 

(LDH) ........................................................................................................................ 59 

• Efeitos de CESAC e AFM sobre a avaliação de citotoxicidade mensurada através 

do teste de MTT......................................................................................................... 62 

• Efeitos de CESAC e AFM sobre o padrão de morte celular: marcação diferencial 

por Brometo de Etídio/Laranja de Acridina (BE/LA)............................................... 

 

62 

 
 



 

 

 

 

 

 

5.2. Avaliação da atividade antiinflamatória das Cápsulas do Extrato Seco de A. cearensis 

(CESAC) em modelos experimentais in vivo......................................................................... 

 

66 

• Edema de pata induzido por carragenina................................................................... 66 

• Peritonite induzida por carragenina............................................................................ 66 

5.3. Determinação da atividade antiinflamatória das Cápsulas do Extrato Seco de A. 

cearensis (CESAC) no lavado bronco-alveolar de ratos desafiados com ovalbulmina......... 

 

69 

5.4. Avaliação da atividade antiiflamatória de CESAC e AFM em modelos experimentais 

in vitro.................................................................................................................................... 

 

74 

• Efeito de CESAC e AFM na degranulação de neutrófilos humano induzida por 

PMA ou fMLP: liberação da enzima mieloperoxidase.............................................. 74 

• Efeitos da CESAC e AFM sobre a atividade da enzima mieloperoxidase em 

neutrófilos humano..................................................................................................... 78 

• Efeitos da CESAC e AFM sobre a atividade catalítica de elastase .......................... 78 

• Efeitos de CESAC e AFM sobre os níveis de TNFα................................................. 83 

5.5. Avaliação da atividade antioxidante da CESAC e AFM in vitro................................... 85 

• Ensaios de quimioluminescência................................................................................ 85 

• Teste do DPPH........................................................................................................... 85 

6. DISCUSSÃO..................................................................................................................... 92 

7. CONCLUSÕES................................................................................................................ 106 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁF ICAS............................................................................... 107 

ANEXOS............................................................................................................................... 135 



20 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Inflamação 

A inflamação pode ser definida como sendo um conjunto complexo de reações 

que ocorrem no tecido conjuntivo vascularizado, levando ao acúmulo de líquido e células no 

interstício (PEREIRA & BOGLIOLO, 1998). A inflamação pode ser assim considerada uma 

reação de defesa local e tem o papel de recrutar, organizar e ativar os vários sistemas no 

organismo envolvidos na proteção ante um agressor externo (MAJNO & PALADE, 1961). 

Na vigência de um processo inflamatório, há mobilização de respostas vasculares, 

ativação e migração de células inflamatórias para o foco danoso, assim como liberação e 

produção de diversos mediadores inflamatórios responsáveis, sejam diretamente, pela 

modulação do processo, seja indiretamente, pela amplificação dos eventos já em atividade 

(MAJNO & PALADE, 1961). 

Apesar de ter funções de defesa e reparo no organismo, a inflamação possui um 

potencial lesivo que pode ser bastante prejudicial ao paciente. Muitas doenças têm a 

fisiopatologia fundamentada no processo inflamatório crônico, ora contra seu próprio 

organismo, ora contra agentes invasores que induzem uma resposta cruzada do organismo e 

este passa a agir contra si, prejudicando a homeostase (MEDZHITOF, 2008). 

Dentre as células envolvidas na inflamação, algumas estão presentes nos tecidos 

como as células endoteliais vasculares, mastócitos e macrófagos, enquanto plaquetas e 

leucócitos têm acesso à área de inflamação a partir do sangue. Os leucócitos são células 

ativamente móveis que podem ser divididas em duas classes: células polimorfonucleares 

(neutrófilos, eosinófilos e basófilos) e mononucleares (monócitos e linfócitos) 

(BEVILACQUA et al., 1994). A sequência de eventos na jornada dos leucócitos do lúmen 

vascular para o tecido intersticial, chamada de extravasamento, pode ser divida em três etapas 

(MULLER, 2002): 1. Marginalização, rolamento e adesão de leucócitos ao endotélio; 2. 

Transmigração; 3. Migração nos tecidos intersticiais em direção ao estímulo (Figura 1). 
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Figura 1. Etapas do processo de diferenciação e migração leucocitária dos vasos sanguíneos (Fonte: CASCÃO 

et al., 2009).  

O primeiro passo do recrutamento dos leucócitos é o rolamento. Este processo 

leva a interação entre leucócitos e células endoteliais que consequentemente conduz a 

migração para os tecidos e focos inflamatórios. Os principais participantes neste processo são 

as selectinas (BURG & PILLINGER, 2001). 

As L-selectinas, presentes na superfície dos leucócitos, interagem com as células 

endoteliais e outros neutrófilos através PSGL-1. As células endoteliais expressam a P-

selectina (presente nos grânulos Weibel-Palade) poucos minutos após serem estimuladas 

(ativadas) pela trombina, histamina ou espécies reativas do oxigênio (EROs), e a E-selectina 
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uma ou duas horas após a estimulação por substâncias como TNFα, IL-1 ou LPS, que causa 

aumento da transcrição genética (MOORE et al., 1995). Ao contrário da P- e E-selectinas, a 

L-selectina é constitutivamente expressa na superfície dos leucócitos, entretanto, ela se 

encontra em um estado de baixa afinidade. Somente quando ocorre a ativação, esta selectina é 

transformada de um estado de baixa para um de alta afinidade. 

Após o rolamento no endotélio ativado nas áreas de inflamação, a resposta dos 

leucócitos ao gradiente quimioatraente é a adesão. O processo de adesão tanto nas células 

endoteliais quanto na matriz extracelular é feita principalmente pela família das β2-integrinas. 

Estes receptores, pertencentes aos leucócitos, são compostos por várias subunidades α 

(CD11a, CD11b, CD11c) e uma única subunidade β (CD18), cujo domínio localiza-se a nível 

citosólico e interage com o citoesqueleto, permitindo a estabilização da adesão celular e a 

interação com proteínas de sinalização. As integrinas mais importantes são LFA-1 

(CD11a/CD18), cuja interação com o endotélio é através de ligação com a molécula de adesão 

intercelular (ICAM)-1 e ICAM-2, e a MAC-1 (CD11b/CD18), que se liga a ICAM-1 e 2, 

fibrinogênio, fragmento do sistema do complemento C3b, heparina e outros. A ativação de 

MAC-1 pode ser induzida por quimioatrentes como IL-8, fator agregante de plaquetas (PAF) 

e complemento C5a, citocinas, fatores de crescimento como GM-CSF e substâncias derivadas 

de microorganismos como formilpeptídeos e LPS (WITKO-SARSAT et al., 2000; BURG & 

PILLINGER, 2001). Os participantes do processo de adesão constituem alvos de vários 

agentes antiinflamatórios, como corticoesteróides, que diminuem a expressão de moléculas de 

adesão no endotélio e na superfície do neutrófilo, ou salicilatos, que bloqueiam a ativação de 

MAC-1 levando a inibição da adesão neutrofílica (FILEP et al., 1997; PILLINGER et al., 

1998). 

A transmigração dos leucócitos ocorre através das junções intercelulares. Este 

processo envolve duas moléculas de adesão pertencentes à superfamília das imunoglobulinas: 

a moléculas de adesão endotelial de plaquetas (PECAM-1 ou CD31) e a molécula de adesão 

juncional (JAM), presente nas junções interendoteliais. A PECAM-1 forma interações 

homofílicas (PECAM-1/PECAM-1), sendo expressa nos leucócitos e nas junções 

intercelulares endoteliais (WITKO-SARSAT et al., 2000; MARTIN-PADURA et al., 1998; 

MUELLER et al., 1993). Além disso, esta molécula também atua na transdução de sinais 

intracelulares e sua dimerização aumenta a afinidade de ligação de MAC-1 (BERMAN & 

MUELLER, 1995). 
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A migração de leucócitos através do endotélio é dirigida principalmente por uma 

grande família de citocinas quimiotáticas, as quimiocinas. Além destas, outras moléculas 

estão envolvidas no recrutamento de leucócitos para o foco inflamatório e incluem peptídeos 

bacterianos (por exemplo, fMLP), mediadores lipídicos ou componentes do sistema do 

complemento (por exemplo, C5a) (VAN BUUL & HORDIJK, 2004). 

Uma função crítica da inflamação é a ativação dos leucócitos para que 

desempenhem suas funções normais de defesa do hospedeiro. 

Os leucócitos polimorfonucleares, principalmente neutrófilos são um dos 

componentes chave na resposta inflamatória, sendo atualmente as células inflamatórias mais 

estudadas. Como são os principais dos fagócitos circulantes, estas células são os leucócitos 

que primeiro e mais abundante chegam ao foco de infecção (DI STASI & LEY, 2009). 

Ao encontrar o patógeno, o neutrófilo o engloba em um fagossoma, através do 

processo de fagocitose. Em seguida, ocorre a fusão do fagossoma com grânulos 

citoplasmáticos, seguida pela desgranulação, formando o fagolisossoma. Dentro deste, o 

agente agressor é degradado por peptídeos e EROs que compõem o arsenal de defesa da 

célula independente e dependente de oxigênio, respectivamente (MAYER-SCHOLL et al.,  

2004). 

     Os neutrófilos são ideais para a eliminação de organismos patogênicos, 

bactérias, por exemplo, devido à grande quantidade de enzimas proteolíticas e rápida 

produção de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio responsáveis pela destruição do 

organismo invasor (ALVES-FILHO et al., 2005; 2006; 2008). 

Com estudos mais atuais da função do neutrófilo na resposta inflamatória, sabe-se 

que hoje ele possui um enorme potencial de induzir dano tecidual por secreção de proteases e 

metabólitos tóxicos do oxigênio, assim como direcionar a inflamação através da apresentação 

de antígenos, secreção de citocinas, prostaglandinas e leucotrienos (WRIGHT et al., 2010). 

Todas estas características são observadas em diferentes tipos de doenças, tais como: artrite 

reumatóide, doenças do sistema cardiovascular (arteriosclerose, isquemia miocárdia, lesão por 

reperfusão), neurodegenerativas (esclerose múltipla, Doença de Parkinson, Alzheimer), além 

de câncer, lesões hepáticas e doenças respiratórias como asma e Doença Pulmonar Obstrutiva 

Crônica (AMES et al., 1993; WITZUM, 1994; ROY & KULKARNI, 1996; STAHL & SIES, 

1997; ATOUI et al., 2005; FITCH et al., 2006). 
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1.2. O Neutrófilo e sua importância na inflamação 

Os neutrófilos são células essenciais na imunidade inata que determina a 

resistência do hospedeiro contra infecções por bactérias e fungos (KUMAR e SHARMA, 

2010) e seu recrutamento e ativação também surgem como marcadores da inflamação 

vascular (LAU et al., 2005). Os neutrófilos, que constituem de 50 a 70% dos leucócitos 

circulantes no indivíduo adulto, são muito mais numerosos quando relacionados aos 

eosinófilos (de 1 a 3%) ou basófilos (menos de 1%) (GOLDSBY, et al., 2000). 

A maioria das funções dos neutrófilos como adesão e fagocitose requerem a 

mobilização dos grânulos citoplasmáticos e vesículas secretórias, que contém proteínas 

antimicrobianas, enzimas, produtos do “burst” oxidativo e diversos receptores de ligação das 

membranas (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).  

Os grânulos neutrofílicos são formados durante a granulopoiese que segue uma 

sequência de diferenciação se iniciando no estágio de promielócito (Hartmann et al., 1995) 

(Figura 2). Especificamente os neutrófilos possuem quatro tipos de grânulos: os azurofílicos, 

os específicos, os gelatinase e as vesículas secretórias (FAURSCHOU & BORREGAARD, 

2003). 

 Os grânulos azurofílicos são repletos de hidrolases ácidas e proteínas 

antimicrobianas e por muitos anos foram consideradas como lisossomos primários. Como os 

lisossomos, os grânulos azurofílicos contêm granulofisina (CD63) em suas membranas. 

Entretanto, em contraste com as organelas referidas, eles não expressam as proteínas de 

membrana associadas ao lisossomo (LAMP-1 e LAMP-2). Portanto, grânulos azurofílicos são 

provavelmente melhor classificados como grânulos de secreção regulados e não como 

lisossomos especializados (FAURSCHOU et al., 2002; FAURSCHOU & BORREGAARD, 

2003). 

Como componentes dos grânulos azurofílicos, temos três serprocidinas (serino-

proteases com atividade microbicida) estruturalmente relacionadas: proteinase-3, catepsina-G 

e elastase. As serprocidinas são polipeptídeos catiônicos que exibem atividade proteolítica 

contra uma variedade de componentes do tecido conjuntivo, como elastina, fibronectina, 

laminina e colágeno (HASTY et al., 1990). A azurocidina também é uma serino-protease 

antimicrobiana, possuindo atividade quimiotática para monócitos, fibroblastos e células T, e 

aumenta a permeabilidade vascular durante o extravasamento de neutrófilos (GAUTAM, 
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2001).  Esses grânulos também contêm a mieloperoxidase, uma hemeproteína microbicida 

que é liberada dentro do fagossomo ou para o espaço extracelular sob ativação do neutrófilo, 

catalisando reações com H2O2, formado pelo sistema NADPH oxidase, produzindo um 

potente oxidante: o ácido hipocloroso (HOCl) (JOINER et al., 1989; FAURSCHOU & 

BORREGAARD, 2003). 

Figura 2. Processo de maturação dos neutrófilos e formação dos grânulos. O controle da expressão de proteínas 

dos grânulos é mediado pela combinação de fatores de transcrição presentes em diferentes estágios do 

desenvolvimento mielóide da célula. MB: mieloblasto; PM: promielócito; MC: mielócito; MM: metamielócito; 

BC: bastonetes; PMN: neutrófilo polimorfonuclear. Proteínas dos grânulos: MPO: mieloperoxidase; LF: 

lactoferrina; NGAL: lipocalina associada à gelatinase. (Fonte: HÄGER et al., 2010). 

Os grânulos específicos participam principalmente das atividades antimicrobianas 

do neutrófilo pela mobilização de seus arsenais de substâncias antimicrobianas tanto no 

fagossomo quanto no exterior das células (BORREGAARD et al., 1983; JOINER et al, 1989; 

JESAITIS et al., 1990). As proteínas destes grânulos encerram diversos e potentes peptídeos 

antimicrobianos, incluindo lactoferrina, colagenase (metaloproteinase de matriz – 8) e hCAP-

18, que induz quimiotaxia em neutrófilos, células T e monócitos (CHAPPLE et al., 1998; 

FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). 

Os grânulos gelatinase são primariamente importantes como reservatórios de 

enzimas de degradação de componentes do tecido conjuntivo e de receptores de membrana, 

necessários durante extravasamento e diapedese do neutrófilo. Nestes grânulos destaca-se a 

metaloproteinase (MMP)-9 que juntamente com outras MMPs possuem importância central 

para a degradação de membranas basais vasculares e estruturas intersticiais durante o 

extravasamento e migração de neutrófilos (KANG et al., 2001). 
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As vesículas secretórias constituem um reservatório de receptores associados à 

membrana necessários nas fases iniciais da resposta inflamatória mediada por neutrófilos. 

Suas membranas são ricas em β2 – integrinas (MAC-1), receptor de complemento (CR1), 

receptores para peptídeos bacterianos, como fMLP e LPS, e leucolisina. Todas estas 

substâncias são incorporadas na membrana plasmática após exocitose das células, permitindo 

ao neutrófilo estabelecer um contato firme com o endotélio vascular ativado (FAURSCHOU 

& BORREGAARD, 2003). 

A mobilização dos grânulos pode ser reproduzida in vitro pelo aumento gradual 

dos níveis de Ca2+ intracelular (SENGELØV et al., 1993). Vários estímulos têm mostrado 

induzir aumentos na concentração do Ca2+ citosólico, por exemplo, o N-formil-metionil-lucil-

fenialanina (fMLP), além de ligantes de L-selectina e MAC-1 (SENGELØV et al., 1993; 

LAUDANNA et al., 1994; NG-SIKORSKI et al., 1991).  

A ligação de β2-integrinas induz a ativação de tirosina-quinases citoplasmáticas, 

que fosforilam e ativam uma gama de outras proteínas, incluindo fosfolipase Cγ2 e 

fosfolipase D (FALLMAN et al., 1992; HELLBERG et al., 1996).  

A ativação da PLCγ2 leva à formação de inositol (1,4,5)P3 (IP3), diacilglicerol 

(DAG) e ácido fosfatídico (PA), que ativam a proteína quinase C (PKC) e desencadeiam a 

liberação de Ca2+ das reservas intracelulares (LAUDANNA et al., 1994; FUORTES et al., 

1993;; AGWU et al., 1989; SUCHARD et al., 1994; BERTON & LOWELL, 1999; 

FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003), não requerendo influxo extracelular de Ca2+ 

através da membrana (SPISANI et al., 2005). O aumento celular de Ca2+ promove a 

desgranulação neutrofílica através da regulação de proteínas de fusão dos grânulos (v-

SNARE) e do fagossoma (t-SNARE) (ROTHMAN, 1996). 

   Recentemente, uma nova estratégia microbicida dos neutrófilos foi descoberta: a 

formação de “armadilhas” extracelulares (Neutrophil Extracellular Traps – NETs). As NETs 

surgem da liberação de conteúdos nucleares de neutrófilos no espaço extracelular. Elas são 

compostas de cromatina descondensada e proteínas granulares e citoplasmáticas.  A formação 

de “armadilhas” extracelulares também foi observada em outros tipos de granulócitos 

(mastócitos e eosinófilos) (BRINKMANN et al., 2004). 

As NETs são capazes de ligar-se a bactérias gram-positivas e gram-negativas, 

fungos e parasitas e destruí-las extracelularmente devido aos seus altos conteúdos de serino-
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proteases. No entanto, o mecanismo molecular envolvido na ligação de NETs aos 

microorganismos ainda não foi totalmente elucidado, mas evidências indicam que existem 

interações eletrostáticas entre componentes catiônicos de NETs e a superfície aniônica dos 

microorganismos (PALIC et al.; WARTHA et al., 2007; CHUAMMITRI et al., 2009; 

KÖCKRITZ-BLICKWEDE & NIZET, 2008) (Figura 3). 

Atualmente, dois modelos de formação de NETs tem sido descritos: o primeiro 

envolvendo a liberação de NETs por neutrófilos em processo de morte celular (NETose), e o 

segundo, através da extrusão da cromatina junto com serino-proteases de células intactas. O 

primeiro mecanismo ocorre de 2 a 3 horas após a exposição das células a estímulos como: 

PMA, Staphylococos aureus ou Candida albicans. O segundo processo envolve o 

reconhecimento de LPS ou bactérias patogênicas por plaquetas, via receptor toll-like, que se 

ligam aos neutrófilos, ocorrendo a formação de NET em minutos.  Este processo está ligado 

principalmente à sepse (CLARK et al., 2007). 

A base molecular da formação de NET ainda permanece pouco elucidada. No 

entanto, acredita-se que as espécies reativas do oxigênio (EROs) exercem um importante 

papel na sua formação. Foi demonstrado que neutrófilos de pacientes com Doença 

Granulomatosa Crônica (DGC) possuem defeito na formação das NETs. Esse defeito é 

causado por mutações em genes que codificam o complexo NADPH-oxidase e interrompe a 

habilidade do complexo em gerar EROs (HEYWORTH et al., 2003). 
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Figura 3. Modelo de formação de NETs. Os neutrófilos são ativados pelo contato com diferentes estímulos 

patogênicos microbiais como LPS, PMA e IL-8, resultando na ativação da NADPH-oxidase e formação de EROs 

(KÖCKRITZ-BLICKWEDE & NIZET, 2008).  

Estudos recentes mostraram que existe uma relação intrínseca entre a formação de 

NETs e mieloperoxidase (MPO).  Metzler e colaboradores (2010) demonstraram que 

neutrófilos deficientes de MPO não foram capazes de formar NETs, indicando o requerimento 

de MPO para sua formação. Além disso, também demonstraram que os produtos 

extracelulares de MPO (HOCl) não são capazes de resgatar a formação de NETs, sugerindo 

uma atuação autonômica de MPO sobre a célula.   

1.2.1. Mieloperoxidase 

A MPO é uma hemeproteína encontrada nos grânulos azurófilos dos neutrófilos. 

Monócitos também contêm grânulos MPO-positivos, embora sejam menos numerosos quando 

comparados aos neutrófilos e vão perdendo seus grânulos conforme se diferenciam em 

macrófagos (KLEBANOFF, 2005). A MPO também tem sido isolada das células Kupffer no 

fígado (BROWN, 1995), bem como em células microgliais e neurônios piramidais do 

hipocampo (NAGRA et al., 1997; GREEN et al., 2004). 

Estudos sugerem um importante papel da MPO na destruição bacteriana, visto que 

está entre as principais enzimas liberadas dos grânulos citoplasmáticos dentro dos vacúolos 
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fagocíticos (fagolisossoma), representando o principal componente da capacidade microbicida 

dos neutrófilos (KLEBANOFF, 2005). Dentre os sistemas antimicrobianos presentes no 

fagossoma, a principal proporção consiste de MPO, peróxido de hidrogênio (H2O2, formado 

durante o “burst” oxidativo) e de um haleto, particularmente o cloreto (Cl-). A produção 

inicial do sistema MPO-H2O2-Cl- é o ácido hipocloroso, um potente oxidante com atividade 

antimicrobiana (HAMPTON et al., 1998). 

No entanto, em situações de intensa ativação celular, ocorre o excesso de 

atividade da MPO que pode ser prejudicial. A geração excessiva de oxidantes pela MPO está 

ligada ao dano tecidual em muitas doenças, especialmente aquelas caracterizadas pela 

inflamação aguda e crônica. Por exemplo, estudos in vitro mostraram que HOCl pode ativar o 

fator nuclear-κB (NF- κB) e  fosforilar resíduos de tirosinas nas células B e T, levando a um 

aumento na produção de TNFα (SCHIEVEN et al., 2002; SCHOONBROODT et al., 1997), 

bem como modificar lipoproteínas, exercendo um grande número de efeitos fisiopatológicos 

nos fagócitos e nas células vasculares, contribuindo para a iniciação e manutenção dos 

processos inflamatórios durante o desenvolvimento da lesão arterosclerótica (DAUGHERTY 

et al., 1994; MALLE et al., 2007). 

Estudos recentes demonstraram que a MPO ao ligar-se as β2 integrinas 

(CD11b/CD 18) nos neutrófilos, induzem a uma cascata de reações intracelulares, levando a 

um aumento na desgranulação de neutrófilos, na expressão de β2 integrinas e na atividade de 

NADPH oxidase, estimulando as vias de ativação destas células através de um mecanismo 

independente da atividade catalítica da MPO (LAU et al., 2005). Estas propriedades de MPO 

a caracterizam, além de sua atividade bactericida e enzimática, como um mediador pró-

inflamatório. 

1.2.2. Elastase 

A elastase neutrofílica é uma serino-protease, expressa por monócitos e 

mastócitos, mas principalmente por neutrófilos, onde é armazenada nos grânulos azurofílicos. 

A enzima ativa é deslocada nos grânulos até ser exocitada dentro do fagolisossomo ou 

extracelularmente, por secreção regulada em resposta a vários estímulos (GARWICZ et al., 

2005; PHAM, 2006). Fisiologicamente, a elastase está envolvida na degradação de materiais 

estranhos, ingeridos durante a fagocitose e é considerada uma molécula efetora chave no 

sistema imune inato, com potente atividade contra bactérias (BELAAOUAJ et al., 1998) e 

fungos (TKALCEVIC et al., 2000).  A elastase secretada pode também degradar proteínas da 
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matriz extracelular local, remodelar o tecido danificado, além de facilitar a migração do 

neutrófilo através do tecido, durante a diapedese, em direção aos sítios de inflamação 

(DALLEGRI & OTTONELLO, 1997). 

Os neutrófilos podem ser estimulados a liberar elastase após a exposição a várias 

citocinas e quimioatraentes, incluindo TNFα, IL-8, C5a, LPS e fMLP, um peptídeo derivado 

da parede bacteriana (LEE & DOWNEY, 2001). 

Entretanto, sob intensa ativação celular, ocorre a liberação de quantidades 

excessivas desta enzima, resultando na degradação de elastina, colágeno, lamininas e outros 

componentes da matriz extracelular, bem como de componentes do endotélio, promovendo 

dano celular, contribuindo para o desenvolvimento de doenças respiratórias crônicas como 

bronquite (LAI et al., 2004), Doença Pulmonar Obstrutiva Crônica (DPOC) (ROGHANIAN 

& SALLENAVE, 2008) e fibrose cística (McGARVEY et al., 2002), e artrite reumatóide 

(WRIGHT et al., 2010).  

Devido aos efeitos deletérios da elastase neutrofílica, há um forte interesse no 

desenvolvimento de inibidores sintéticos e potentes, seletivos para esta enzima (REID & 

SALLENAVE, 2001; TREMBLAY et al., 2003). Pesquisas com plantas pertencentes à 

família Leguminoseae têm resultado na descoberta de inibidores de proteases, como por 

exemplo o Tamarindus indica, que das sementes foi isolado um inibidor da elastase (FOOK et 

al., 2005). 

Estudos têm demonstrado que existe uma relação entre o acúmulo de radicais 

livres, especificamente as espécies reativas de oxigênio (EROs) e de nitrogênio (ERN) e a 

evolução da inflamação (SALVEMINI et al., 2003). Mediadores inflamatórios como citocinas 

(TNF) e fatores de crescimento podem estimular a produção endógena, por exemplo, de H2O2, 

um oxidante capaz de atuar como segundo mensageiro estimulando a cascata de proteínas 

quinases ligadas à expressão de genes inflamatórios (PKC) ou ao controle do ciclo celular 

(NF- κB) (KERR et al. 1992; SUNDARESAN et al., 1995; PARINANDI et al., 1999; 

SIMON et al., 1998; DROGE, 2002; CAI, 2005). 
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1.2.3. Explosão Oxidativa 

Após sofrerem estímulos ambientais ou durante o processo de fagocitose, os 

neutrófilos realizam a produção de EROs, que são moléculas altamente reativas por possuírem 

um par de elétrons não pareado na última camada, pelo complexo NADPH-oxidase em um 

processo chamado de explosão oxidativa (ZYCHILINSKY et al., 2003). 

A NADPH-oxidase é um complexo enzimático formado por componentes 

citosólicos (p67phox, p47phox e p40phox) e de membrana (gp91phox e p22phox) que 

coexistem em um heterodímero denominado flavocitocromo b558. Após a ativação 

neutrofílica, os componentes citosólicos presentes em um complexo heterotrimérico P47phox-

P67phox-P40phox são fosforilados por quinases, como p38-MAPK e PI3K (YAMAMORI et 

al. 2000), e são translocados para a membrana plasmática seguido pela sua interação com 

outras proteínas oxidase. Paralelamente, grânulos azurofílicos e vesículas secretórias se 

fundem com a membrana plasmática para formar o fagossoma, dessa forma seguido pela 

interação de gp91phox e p22phox com a membrana (NAUSEEF, 1999) (Figura 4).  

O papel do complexo NADPD-oxidase é transportar elétrons do NADPH no sítio 

citoplasmático para o oxigênio no fluido extracelular ou no espaço intrafagossômico, para 

formar o radical ânion superóxido (O2
-). Posteriormente, o radical O2

- sofre uma reação de 

dismutação catalisada pela enzima superóxido dismutase (SOD), na presença de cobre e 

zinco, que leva à produção de peróxido de hidrogênio (H2O2). A formação de peróxido de 

hidrogênio a partir do radical ânion superóxido ocorre espontaneamente, isto é, na ausência da 

enzima SOD, quando O2
- está presente em altas concentrações (BABIOR, 2000). O peróxido 

de hidrogênio formado pode ser convertido em água e oxigênio pela ação da enzima catalase 

presente no citoplasma. O H2O2 pode também oxidar a glutationa (GSH), formando água pela 

ação da enzima glutationa oxidase. A forma reduzida da glutationa (GSH) é regenerada de sua 

forma oxidada (GSSG) pela ação da enzima glutationa redutase. 

      Entretanto, na presença de moléculas específicas, o peróxido de hidrogênio 

pode dar origem a outras moléculas altamente reativas, como por exemplo, sua interação com 

um halogênio oxidado, formando o oxigênio singlet (1º2) (KANOFSKY et al.,1984). 
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Figura 4. Ativação do fagossomo com consequente montagem do complexo NADPH oxidase. A montagem da 

enzima e a formação do fagossomo são processos concomitantes. A translocação dos componentes citosólicos é 

iniciado pela fosforilação de p47phox e controlada por Rho GTPases (Rac 1, Rac e Rap 1ª). Esta translocação 

leva a uma mudança conformacional em gp91phox que permite a ligação de NADPH, dessa forma ativando a 

enzima NADPH oxidase (MEISCHL & ROOS, 1998).  

A produção de oxidantes é parte do metabolismo normal de vários tipos celulares 

e possui um papel importante para manter a homeostase celular. Os tecidos são 

constantemente submetidos à presença de EROs, tais como O2
-, H2O2 e outros gerados 

durante numerosas reações metabólicas (CASTILLO et al., 1992; CABRE et al., 2002). 

No entanto, a produção excessiva de EROs pode oxidar proteínas (LIANG & 

PETTY, 1992), regular as vias de sinalização em níveis diferentes, incluindo funções dos 

receptores, atividade enzimática, fatores de transcrição e de expressão. As EROs também 

podem participar de reações que desencadeiam a produção de quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias, ativando a transcrição de NF-κB (FIALKOW et al., 2006). 

A presença de EROs no espaço extracelular é controlada por moléculas 

antioxidantes naturais como forma de impedir que estes compostos reativos causem danos ao 

tecido hospedeiro. Essas moléculas previnem a formação ou 32erbenácea os radicais livres, 
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interrompendo a cadeia de reações de propagação. Dentre os antioxidantes endógenos estão a 

GSH, NADPH, coenzima Q (ubiquinona) e certas enzimas como SOD, catalase e glutationa 

peroxidase. Entre os antioxidantes exógenos estão o tocoferol (vitamina E), ácido ascórbico 

(vitamina C), carotenóides e compostos fenólicos, dentre eles os flavonóides (HALLIWELL 

et al., 1992; FRANCK et al., 2008). 

1.3. Fármacos Antiinflamatórios 

 Desde a antiguidade o homem procura encontrar meios para aliviar a dor, a 

febre entre outros distúrbios similares relacionados à inflamação. Os relatos datam a partir do 

ano de 30 a. C., onde Celsus, que descreveu os 4 sinais clássicos da inflamação (dor, rubor, 

calor e tumor), utilizava extrato de Salix alba (Salgueiro) para aliviar esses sintomas. Séculos 

mais tarde, Leroux (1829) purificou uma substância chamada de salicina que foi identificada 

como sendo o princípio ativo responsável pelos efeitos do salgueiro.  

Com o passar do tempo várias substâncias foram sendo descobertas e empregadas 

nos tratamentos dos sintomas causados pelo processo inflamatório, resultando no 

desenvolvimento dos fármacos antiinflamatórios. Esta classe de medicamentos é representada 

pelos antiinflamatórios não-esteroidais e glicocorticóides (esteroidais). 

Os antiinflamatórios não esteroidais (AINEs) constituem a classe de fármacos 

mais prescritos e utilizados no mundo, sendo o tratamento de primeira escolha em inúmeras 

patologias como artrite reumatóide, osteoartrite e outras doenças inflamatórias. Esses 

fármacos apresentam também atividade analgésica e antipirética em sua grande maioria. Sua 

atividade antiinflamatória ocorre, principalmente devido ao bloqueio da ciclooxigenase 

(COX), promovendo a inibição da síntese de prostaglandinas (MARNETT & KALGUTKAR, 

1998; SALTER et al., 2001; BIAVA et al., 2007; HARRAK et al., 2007; BORNE et al., 

2008). 

Entre as classes de AINEs alguns são inibidores preferenciais da ciclooxigenase – 

2 (COX-2) como o celocoxibe, o meloxicam e a nimesulida. Outra classe de drogas foi 

desenvolvida baseada nas pesquisas das diferenças entre COX-1 e COX-2, que são os 

inibidores específicos para esta enzima como o rofecoxibe e o valdecoxibe (DAVIES & 

JAMALI, 2004; LEES et al., 2004). 

Os efeitos colaterais relacionados à toxicidade gastrointestinal são a queixa mais 

comum de pacientes que utilizam AINEs convencionais, como ácido acetilsalicílico, e 
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representam a segunda maior causa de risco de vida para pacientes que fazem uso crônico 

desses medicamentos (STEINFELD & BJØRKE, 2002). As queixas variam muito em 

severidade, e incluem náuseas, dispepsia e ulceração. Esses efeitos parecem estar relacionados 

ao papel de cada cicloxigenase. Se inibida a ação da COX-1, responsável por formar algumas 

prostaglandinas homeostáticas (PGE2 e PGI2), consideradas protetoras da mucosa gástrica e 

também presentes nos rins, pode se levar a uma toxicidade gastrointestinal e renal (WARNER 

& MITCHEL, 2003).  

O reconhecimento do papel protetor da COX-1 indicava a possibilidade de uma 

melhor atuação das drogas COX-2 seletivas e, realmente, os AINEs COX-2 seletivos 

apresentaram menores efeitos colaterais relacionados a complicações gastrointestinais. No 

entanto, atualmente se verifica uma ação indesejável dos AINEs COX-2 seletivos relacionada 

ao aumento dos níveis séricos de tromboxano A2 e ao risco aumentado do desenvolvimento de 

trombose e de infarto do miocárdio (HAWKEY, 1999; SCHIEFFER & DREXLER, 2003; 

WALTER et al., 2004). 

Outro recurso terapêutico é a utilização de glicorcoticóides. São considerados 

potentes drogas antiinflamatórias e imunossupressoras, agindo em quase todos os tipos 

celulares, formando interações complexas com a expressão e a função de variados 

mediadores. Diferentemente dos AINEs, os glicocorticóides não inibem diretamente nenhuma 

enzima que sintetiza prostaglandinas, sua ação depende da interferência com a biossíntese de 

proteínas (GOPPELT-STRUEBE, 1997). 

Os glicocorticóides estão entre as drogas mais efetivas no tratamento de processos 

inflamatórios. Esses fármacos são conhecidos por produzirem diversos efeitos biológicos por 

alterarem a expressão gênica. Como 1% do total dos genes pode ser alterado por 

glicocorticóices em seu alvo celular, consequentemente ocorreram alterações na expressão de 

um grande número de enzimas e outras proteínas. Diversos estudos indicam que parte de seus 

efeitos antiinflamatórios são mediados pela indução de proteínas reguladoras como a 

lipocortina (MORENO, 1997). 

A enorme utilidade clínica dos glicocorticóides colocou essas substâncias entre os 

agentes mais frequentemente prescritos. Além de sua atividade antiinflamatória, eles também 

demonstram importante papel no tratamento de doenças auto-imunes (WILKENS & DE 

RIJK, 1998). 



35 

 

Existem várias complicações associadas à terapia prolongada com 

glicocorticóides, Entre elas podemos observar: alterações no equilíbrio hidroeletrolítico, no 

metabolismo de carboidratos, suscetibilidade aumentada a infecção, alterações oculares, 

osteoporose, dentre outras (PRADO et al., 2001). 

       Mais recentemente, as terapias biológicas têm sido utilizadas como recursos, 

trazendo novas oportunidades no tratamento de doenças inflamatórias crônicas como a artrite 

reumatóide. Esses agentes têm como alvo a inibição de componentes chave no 

desenvolvimento do processo inflamatório, por exemplo, linfócitos T e B e citocinas, 

principalmente TNFα (infliximab) e IL-1β(Amgen). 

Embora sejam bastante específicos, a utilização desses inibidores ilustra a 

dificuldade de prever reações adversas nos pacientes. Por exemplo, a utilização de inibidores 

de TNFα promove o aumento da incidência de tuberculose e outras infecções intracelulares 

(KEANE et al., 2001; GARDAM et al., 2003; WOLFE et al, 2004), além do desenvolvimento 

de esclerose múltipla (MOHAN et al.; ROBINSON et al, 2001). 

Diante do exposto, certamente é necessário se investir no desenvolvimento de 

antiinflamatórios que possuam vantagens em relação aos prescritos na farmacoterapia atual da 

inflamação que tem um papel importante na fisiopatologia de inúmeras doenças. Nesse 

contexto, surgem os produtos de origem vegetal como uma fonte em potencial de novos 

antiinflamatórios. 

1.4. Produtos Naturais de Origem Vegetal com Ação Antiinflamatória 

O estudo sobre a atividade antiinflamatória de plantas brasileiras é antigo, 

entretanto os trabalhos citados na literatura datam a partir da década de 90, como Pterodon 

pubescens (SABINO et al., 1999), que possui propriedades contra artrite, Casearia sylvestris 

(BORGES et al., 2000), com propriedades antiúlcera, Tabebuia avellanedae (MIRANDA et 

al., 2001), que possui atividade antinociceptiva, e as espécies Lychnophora, como a L. 

granmongolense, a L. salicifolia  e a L. ericoides, que devido aos seus flavonóides, apresenta 

atividade antioxidante (KANASHIRO et al., 2004).    

O estudo com o extrato de Cordia 35erbenácea, mais conhecida como erva-

baleeira mostrou atividades antiinflamatórias principalmente através de compostos fenólicos 

isolados da planta. Por exemplo, a artemetina, um flavonóide, caracteriza-se por sua atividade 

antiedematogênica (SERTIÉ et al., 1990). Estudos mais aprofundados com a planta levaram 
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ao desenvolvimento do Acheflan, fitoterápico, tendo como princípio ativo responsável por 

suas propriedades terapêuticas o alfa-humuleno. 

No Ceará pesquisadores têm se dedicado ao estudo multidisciplinar da flora 

medicinal do Nordeste. Desse esforço já foram gerados inúmeros projetos (ex.: Projeto 

Farmácias Vivas), solicitações de patentes e trabalhos publicados. Nesse processo algumas 

espécies vegetais foram ou continuam sendo objetos de estudo, tais como Myracrodruon 

urundeuva, Justicia pectoralis e Anacardium ocidentale.  

1.5.  Amburana cearensis 

1.5.1. Distribuição Geográfica, Descrição Botânica, Etnofarmacologia e 

Química 

Amburana cearensis A C Smith é uma árvore própria da caatinga nordestina, 

também referida como cumaru, amburana, amburana-de-cheiro, cerejeira e cumaru-de-cheiro. 

Trata-se de uma árvore com até 20 metros de altura, de tronco revestido por uma casca 

espessa (ritidoma esfoliativo) que desprende em finas lâminas delgadas deixando grandes 

manchas vermelho-pardas de mistura com outras esverdeadas (Figura 5). 

Folhas compostas pinadas, de folíolos elípticos, orbiculares até oblongo ou oval, 

de 2-3 centímetros de comprimento. Flores pequenas, brancacentas e muito aromáticas, 

dispostas em panículas terminais. Frutos do tipo vagem tardiamente deiscente, contendo uma 

única semente achatada e provida de uma asa membranácea. Todas as partes da planta têm 

cheiro forte e agradável, atribuída pela presença de cumarina (1,2-benzopirona). Ocorre desde 

o Nordeste até São Paulo, nas áreas mais áridas. Na região amazônica, principalmente no 

Acre e Rondônia ocorre outra espécie afim desta planta – Amburana acreana (Ducke) A C 

Smith com as mesmas propriedades, mas de porte muito maior, contudo considerada por 

alguns autores como a mesma espécie (LORENZI & MATOS, 2008). 
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Figura 5. Amburana cearensis A. C. Smith. (Fotos: SILVEIRA; LORENZI & MATOS, 2008). 

As cascas e sementes são utilizadas com freqüência em no tratamento de afecções 

respiratórias como bronquite, asma, gripes e resfriados na forma de chá fervido (decocto) ou 

”lambedôs” (bebida açucarada caseira), ou de banho com o cozimento das cascas (decocto) 

para tratar dores reumáticas (MATOS, 2000). 

Industrialmente, a forma farmacêutica disponível é o xarope de Cumaru, 

produzido pelo Programa Farmácias Vivas, Farmácia-Escola/UFC e por algumas empresas 

privadas. 

O estudo fitoquímico das sementes mostrou que elas fornecem cerca de 23 % de 

um óleo fixo constituído principalmente do glicerídeo dos ácidos: palmítico (18,6 %), 

linoléico (7,1 %), oléico (53,1 %), esteárico (8,0 %) e 4 % de uma mistura de cumarina com 

6-hidroxicumarina (MATOS; MORS et al., 2000). 

O estudo fitoquímico (CANUTO & SILVEIRA, 2006) das cascas do caule 

resultou no isolamento de 13 constituintes químicos: cumarina, dois ácidos fenólicos [ácido 

vanílico e ácido protocatecuico], um heterosídio fenólico (amburosídio A), a mistura de β-

sitosterol e estigmasterol glicosilados e cinco flavonóides [afrormosina, isocampferídio, 
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campferol, quercetina, 4’-metoxi-fisetina], dos quais quatro são flavonóis, sendo o 

isocampferídio um derivado do campferol metilado na posição 3, isômero da 4’-metoxi- 

fisetina, além de sacarose (Figura 6). 

 

Figura 6. Substâncias isoladas da casca do caule de Amburana cearensis. 1. 1,2-benzopirona (cumarina); 2. 

sacarose; 3. afrormosina; 4. ácido vanílico; 5. isocampferídio; 6. ácido protocatecúico; 7. campferol; 8. β 

sitosterol; 9. estigmasterol; 10. amburosídio A; 11. amburosídio B; 12. quercetina; 13. 4’-metoxi-fisetina. 
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1.5.2. Toxicologia e Farmacologia  

 Através de ensaios pré-clínicos, foram comprovadas as atividades 

broncodilatadora, analgésica e antiinflamatória do extrato hidroalcoólico (EHA) das cascas do 

caule de A. cearensis, o qual demonstrou ser isento de toxicidade em doses terapêuticas, 

garantindo eficácia e segurança no tratamento de asma, bronquite, gripes e resfriados (LEAL 

et al., 1997 e 2003).  

Estudos clínicos realizados com o xarope de Cumaru revelaram que a sua 

administração mostrou-se segura, não causando efeitos tóxicos em voluntários sadios 

(SOARES, 2007). Além disso, um estudo clínico randomizado, mostrou que a administração 

do xarope de Cumaru como terapia complementar proporcionou melhora significativa dos 

sintomas da asma, sem causar toxicidade sistêmica (CARVALHO, 2009). 

Estudos anteriores (LEAL et al., 1995; 1997) demonstraram que o EHA, a 

cumarina e uma fração flavonoídica, majoritariamente constituída por isocampferídio, obtidos 

das cascas do caule de A. cearensis, bloquearam a migração de leucócitos, possivelmente pela 

inibição de substâncias quimiotáticas como LTB4 e IL-8  (LEAL et al., 2003). Posteriormente, 

descobriu-se (LEAL et al., 2006) que o isocampferídio e o amburosídio A, isolados de A. 

cearensis, também contribuem para as atividades farmacológicas da planta. Ambas as 

substâncias possuem atividade antiinflamatória que parece estar relacionada ao bloqueio da 

síntese e/ou liberação de mediadores como prostaglandinas (PGE2), histamina e bradicinina.  

Nesse mesmo estudo foi demonstrado que o isocampferídio possui atividade músculo-

relaxante evidenciada pela sua ação na abertura de canais de K+ em traquéia de cobaias. O 

amburosídio A exibe atividade hepatoprotetora (LEAL, 2006b) e neuroprotetora (LEAL et al., 

2006), em razão de sua ação antioxidante.  

Além do isocampferídeo, outros derivados flavônicos estão presentes na casca do 

caule de A. cearensis como a afrormosina. 

1.5.3. Afrormosina: isoflavonóide  

A afrormosina (Figura 7) é um isoflavonóide que foi descrito pela primeira vez 

por McMurray (1960) quando então realizou seu isolamento e caracterização química a partir 

da Afromosia elata, daí a origem do termo. 
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Figura 7. Estrutura molecular da afrormosina (AFM). 

Estudos químicos com outras espécies vegetais, incluindo Mendicago sativa 

(KESSMANN et al., 1990), Wistaria brachybotris (KONOSHIMA et al., 1992), Tephrosia 

calophylla (REDDY et al., 2009), Gliricidis serprum (HERATH et al., 1998) e Butea 

monosperma (CHOKCHAISIRI et al., 2009), mostraram também a presença de afrormosina 

em diferentes órgãos vegetais,  como raiz, folhas e flores. 

Este isoflavonóide forma, juntamente com o isocampferídeo, campferol, 

quercetina e 4’-metoxi-fisetina, o grupo de derivados flavônicos presentes em A. cearensis 

(CANUTO & SILVEIRA, 2006).  

Existem na literatura poucos estudos farmacológicos acerca da afrormosina, entre 

eles estão as atividade antiproliferativa em células carcinogênicas pulmonares de rato 

(KONOSHIMA et al., 1992), indutora da expressão gênica em células de carcinoma mamário 

e endometrial humano (HALABALAKI et al., 2006), atividade contra o bloqueio 

neuromuscular do veneno de Bothrops jararacussu (PUEBLA et al., 2010) e antioxidante 

através da prevenção da peroxidação lipídica determinada pelo método de oxidação do ácido 

linoléico (TODA e SHIRATAKI, 1999). 
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2. JUSTIFICATIVA   

Sabe-se que a inflamação apresenta papel importante na fisiopatologia de algumas 

doenças, estando associada a muitas condições crônicas, como câncer, doença cardiovascular, 

artrite reumatóide e asma. O desenvolvimento dessas patologias possui um significativo 

impacto social devido às suas elevadas morbimortalidades (VINOLA et al., 2003; 

VILLACORTA et al., 2007; MOTA et al., 2010). Apesar da existência de inúmeros fármacos 

antiinflamatórios, estes apresentam desvantagens terapêuticas que justificam a pesquisa de 

novos medicamentos. Nesse contexto, as plantas medicinais surgem como uma fonte em 

potencial. 

A identificação de compostos bioativos de plantas oferece uma grande esperança 

para o desenvolvimento de novas ferramentas farmacológicas. Por exemplo, pesquisas com 

isoflavonóides, um subgrupo dos flavonóides, têm mostrado que essas substâncias possuem 

várias atividades biológicas tais como antioxidante, antiproliferativa e antiinflamatória 

(ARORA et al., 1998; HOLLMAN & KATAN, 1999; COS et al.; WANG et al., 2001; 

DIJSSELBLOEM et al., 2004).     

      Atualmente Programas Governamentais de Fitoterapia no Estado e Indústrias 

Farmacêuticas (regional e nacional) têm produzido o Xarope de Cumaru, contudo esse 

fitoterápico não tem sido submetido a um controle de qualidade adequado. Nos últimos anos 

estudos interdisciplinares (farmácia, química e farmacologia) têm sido realizados com a casca 

do caule de A. cearensis (antiinflamatório, antiedematogênico e músculo-relaxante). Além 

disso, métodos analíticos têm sido realizados para o controle de qualidade de produtos 

derivados da planta, além da avaliação farmacológica de produtos derivados e moléculas 

isoladas de A. cearensis (ARARUNA, 2008; LEAL et al., 2009; 2008; 2006; 2003).  

   Diante do exposto, o presente estudo visa investigar a atividade antiinflamatória 

e antioxidante das cápsulas do extrato seco padronizado e da afrormosina, isoflavonóide, 

obtidos de Amburana cearensis (cumaru, Fabaceae). 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivos Gerais 

Avaliar a atividade antiinflamatória e antioxidante das Cápsulas do Extrato Seco 

(CESAC) e da Afrormosina (AFM), isoflavonóide, obtidos de Amburana cearensis, com 

determinação do possível mecanismo de ação. 

3.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar a citotoxicidade da CESAC e da AFM sobre neutrófilos humano; 

• Avaliar a atividade antiinflamatória da CESAC em modelos de inflamação 

aguda, no edema de pata e peritonite, induzidos por carragenina em camundongos; 

• Investigar a atividade antiinflamatória da CESAC no modelo de bronco 

provocação antigênica em ratos; 

• Determinar os efeitos da CESAC e da AFM sobre a desgranulação dos 

neutrófilos ativados por fMLP ou PMA, através da mensuração da enzima mieloperoxidase; 

• Determinar os efeitos da CESAC e da AFM sobre a atividade catalítica das 

enzimas mieloperoxidase e elastase em neutrófilos humano ativados; 

• Avaliar o efeito da CESAC e da AFM sobre a produção de TNFα em 

neutrófilos humano ativados; 

• Analisar os efeitos da CESAC e da AFM sobre o metabolismo oxidativo de 

neutrófilos, empregando a técnica de quimioluminescência; 

• Avaliar a atividade antioxidante da CESAC e da AFM no ensaio de DPPH; 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. MATERIAIS 

4.1.1. Aspectos éticos 

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa Animal – CEPA da 

Universidade Federal do Ceará, protocolo N° 49/09, segundo os princípios éticos adotados 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa Humana (COMEPE) da Universidade Federal do Ceará, sob o protocolo de N° 

218/10 (Anexo I e II). 

4.1.2. Material botânico 

As cascas do caule de Amburana cearensis foram coletadas na fazenda São 

Vicente, na cidade de Quixeramobim – Ceará. Exsicatas (n° 837 e 847) da espécie estão 

registradas no Herbário Prisco Bezerra, Departamento de Biologia, UFC. 

4.1.3. Padronização do Extrato Seco de Amburana Cearensis 

O Extrato Seco de Amburana cearensis, foi obtido a partir das cascas do caule da 

planta, e produzido pela técnica de Spray dryer e padronizado nos seguintes marcadores: 

amburosídio A (345 mg/g de extrato) e cumarina (185 mg/g de extrato). A técnica de 

padronização empregada foi CLAE-DAD.  Essa metodologia foi realizada no laboratório de 

Tecnologia de Produtos Naturais – Setor de Farmacognosia da UFC, sob orientação da Profa. 

Dra. Kalyne Leal. 

4.1.4. Isolamento da Afrormosina das cascas do caule de A. cearensis 

A Afrormosina foi isolada do extrato etanólico das cascas do caule de Amburana 

cearensis e gentilmente cedida pelo grupo de pesquisa em Química Orgânica, Departamento 

de Química Orgânica e Inorgânica da UFC, coordenado pelo Prof. Dr. Edilberto Silveira. 

4.1.5. Animais 

Os experimentos foram realizados utilizando ratos albinos (Rattus novergicus) 

variedade Wistar (120 a 180g) do sexo masculino ou camundongos albinos (Mus musculus) 

variedade Swiss-Webster (25 a 30g) do sexo masculino, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Ceará. Os animais foram divididos em grupos e mantidos 
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aproximadamente durante uma semana no Biotério do Departamento de Fisiologia e 

Farmacologia em períodos de claro/escuro de 12 horas para ambientação e aclimatação. Aos 

animais foram fornecidas água e ração ad libitum. 

4.1.6. Sangue humano 

Neste estudo, como fonte de obtenção de leucócitos polimorfonucleares, foi 

utilizado sangue humano de doadores saudáveis cedido pelo Centro de Hemoterapia e 

Hematologia do Ceará – HEMOCE. 

4.1.7. Drogas 

Cumarina (1,2-benzopirona), carragenina, forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), 

N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP), citocalasina B, mieloperoxidase, indometacina, 

dexametasona, ovalbulmina, dimetilsulfóxido (DMSO), brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio (MTT), Lucigenina (10,10’ –dinitrato de dimetil-bis-acrinidina), Luminol (5-

amino-2,3-diidro-1,4-ftalazinodiona), Triton X-100, 3,3’,3,5’ –tetrametilbenzidina (TMB), N-

succinil-Ala-Ala-Val-p-nitroanilida (SAAVNA) e Tween 80 foram adquiridos da Sigma-

Aldrich (St Louis, MO, USA). Gelatina foi adquirida de Difco, Becton, Dickinson and 

company sparks, France. Ácido tricloroacético, ácido tiobarbitúrico foram adquiridos da 

Merck.  

4.1.8. Composição das Soluções 

Tabela 1 – Solução salina tamponada com fosfato (PBS) 

Composição Quantidade 

NaCl 8,0 g 

KCl 0,2 g 

Na2HPO4 0,2 g 

NaH2PO4 1,15 g 

Água destilada q.s.p. 1,0 L 

               pH=7,4 
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Tabela 2 – Solução Salina de Hanks (HBSS) 

Composição Quantidade (mM) 

CaCl2 1,2 

MgSO4 0,4 

Na2HPO4 0,42 

KCl 5,4 

Glicose 5,5 

NaCl 136 

Água destilada q.s.p. 1,0 L 

    pH= 7,4 

 

Tabela 3 – Solução de Turk 

Composição Quantidade 

Ácido acético glacial 20,0 mL 

Violeta genciana 2,0 mL 

Água destilada 1,0 L 
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4.2. MÉTODOS 

4.2.1.  Obtenção das cápsulas do Extrato Seco de Amburana cearensis 

(CESAC) 

•••• Produção e Padronização do Extrato Seco e Produção das cápsulas 

Cascas do caule de A. cearensis foram secadas e estabilizadas em estufa com 

circulação de ar e trituradas em um moinho de facas. A droga vegetal foi previamente 

macerada com etanol puro durante 24h e, então, percolada com etanol utilizando a proporção 

droga:solvente 1:1. A solução extrativa foi concentrada em 50 % do volume inicial em estufa 

com circulação de ar (35°C/4h), sendo incorporado, em seguida, dióxido de silício coloidal na 

concentração de 30 %. A suspensão obtida foi mantida sob agitação constante e secada por 

spray drying (ARARUNA, 2008). 

A padronização do extrato seco foi realizada por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (Alliance-Waters, EUA) acoplada a um detector de arranjo de diodos (CLAE-

DAD), utilizando como marcadores o amburosídeo A (AMB) e a cumarina (CM). As 

condições cromatográficas foram: coluna C18 (250 x 4,6mm, 5 µm), fase móvel (A: 

AcN/MeOH/THF; B: tampão H2PO4/trietilamina), pH 3, eluição gradiente, fluxo 1,0 mL/min 

e λ = 261 e 277 nm (AMB e CM, respectivamente). A quantificação dos marcadores foi 

realizada através de curvas de calibração, obtidas por injeção de padrão externo, e resultou em 

345 e 185 mg/g de extrato de AMB e CM, respectivamente (Figura 8).  

 As cápsulas (cápsulas duras) foram produzidas pela unidade de Tecnologia de 

Produtos Naturais do Laboratório de Farmacognosia/Depto. de Farmácia (Figura 9).  
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Figura 8. Cromatograma dos marcadores (A) e do extrato seco de A. cearensis (B).  

 

  

 

Figura 9. Fórmula estrutural da cumarina (1) e amburosídeo A (2). Cápsulas do Extrato Seco Padronizado de 
Amburana cearensis (CESAC) (3). 
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4.2.2. Isolamento da Afrormosina  

As cascas do caule de Amburana cearensis (3,3 Kg) foram trituradas 

mecanicamente e extraídas exaustivamente com etanol em aparelho de Sohxlet, em porções 

de aproximadamente 200 g. O extrato etanólico foi concentrado por destilação do solvente 

sob pressão reduzida, fornecendo 250 g de um sólido escuro denominado de ACCE. Durante 

a concentração do extrato, cristais marrons foram formados e separados por filtração à vácuo, 

e após análise espectroscópica identificados como sacarose (ACCE-1, 535,6 mg). ACCE foi 

dissolvido em água (300 mL) e particionado com quinze porções sucessivas de 150 mL de 

acetato de etila, fornecendo uma fração orgânica denominada ACCEA (74,00 g). A fração 

ACCEA foi tratada com sulfato de sódio, filtrada e seca, para então ser dissolvida com 

metanol (200 mL) e submetida à partição com nove porções sucessivas de 100 mL de hexano. 

À fração metanólica resultante adicionou-se água (100 mL) e acetato de etila (100 mL), e 

após agitação separarou-se as fases, fornecendo uma fração acetato denominada ACCEAMA 

(47,26 g). ACCEAMA (47,26 g) foi adsorvida em 72,5 g de gel de sílica e eluida sob uma 

camada de gel de sílica (42,75 g) em uma coluna cromatográfica de 1000 mL, utilizando-se 

hexano/clorofórmio (1:1), clorofórmio, clorofórmio/acetato de etila (1:1), acetato de etila e 

metanol, como eluentes, em volumes de 100 mL. A fração clorofórmio/acetato (1:1), 

denominada ACCEAMA/HC (4,21 g) forneceu um sólido amarelo-escuro. Sucessivas 

lavagens com hexano/clorofórmio 50% forneceu cristais brancos denominados como ACCE-2 

(38,0 mg), que após análise por métodos espectroscópicos foi identificados como o flavonóide 

afrormosina. 

4.2.3. Avaliação farmacológica 

• Isolamento de polimorfonucleados (PMNs) 

Polimorfonucleares, predominantemente neutrófilos (80-90 %) foram obtidos de 

sangue humano cedido pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Ceará – HEMOCE 

(buffy coat) e isolados de acordo com o método descrito por Henson (1971) e modificado por 

Lucisano & Mantovani (1984). O sangue foi centrifugado, o plasma desprezado e o soro 

lavado diversas vezes com soluções salina, utilizando solução de gelatina 2,5% (p/v) para 

formar um gradiente de separação dos componentes sanguíneos. 
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a. Testes de citotoxicidade 

Os ensaios in vitro podem ser empregados na avaliação da segurança de várias 

substâncias químicas e, para realizá-los, necessita-se apenas de uma pequena quantidade de 

substãncia. Existem vários parâmetros para a avaliação de citotoxicidade que avaliam desde a 

medida da integridade da membrana celular (ex.: lactato desidrogenase) até a atividade 

metabólica da célula (teste do MTT). A avaliação da toxicidade do extrato seco de A. 

cearensis e da afrormosina foi realizada com o intuito de avaliar a segurança da CESAC e da 

AFM. 

•••• Exclusão por Azul de Tripan 

A viabilidade celular foi determinada através do ensaio de exclusão por Azul de 

Tripan (Renzi et al., 1993), onde neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados por 15 

minutos a 37°C na presença de CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL), AFM (5, 10, 25, 50 e 

100 µg/mL), DMSO (controle – CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (células não tratadas) ou 

Triton  X-100 (controle positivo – 0,2%). 

A seguir, os tubos de reação foram centrifugados a 755 x g, por 10 minutos a 4°C.  

Os sobrenadantes foram descartados e os sedimentos de células foram suspensos em 200 µL 

de solução de Hanks contendo 0,1% de gelatina. Uma alíquota dessa suspensão foi misturada 

com igual volume de Azul de Tripan, preparado a 0,1% em NaCl 0,15M e transferida para a 

câmara de Neubauer. Este corante é incorporado apenas por células não viáveis, devido a 

lesões na membrana plasmática. A proporção de células viáveis foi estimada pela contagem 

de 200 células em microscópio óptico. 

•••• Atividade da enzima Lactato desidrogenase (LDH)  

     Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados por 15 minutos a 37°C na 

presença de CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL), AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL), DMSO 

(controle – CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (células não tratadas) ou Triton X-100 (0,2% - 

controle positivo). 

A seguir, os tubos de reação foram centrifugados a 755 x g, por 10 minutos a 4°C.  

Os sobrenadantes foram transferidos para outros tubos e mantidos em banho de gelo para a 

determinação da atividade da enzima LDH, cuja localização está no citoplasma da célula e é 

liberada quando estas são lesadas ou necrosadas. Esta enzima é responsável pela conversão de 
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piruvato a lactato na presença de NADH. O ensaio é realizado utilizando o Kit LDH 

(Liquiform) e baseia-se na medida do decréscimo da absorvância em 340nm devido à 

oxidação do NADH, a qual é proporcional à atividade da LDH na amostra. Alíquotas de 250 

µL de substrato foram pré-incubados por 3 minutos a 37°C. Adicionou-se 25 µL da amostra 

de sobrenadante, homogeneizou-se a mistura e realizou-se a leitura da absorvância em 340 nm 

nos tempos 1 e 3 minutos a 37°C em espectrofotômetro. A atividade da enzima LDH foi 

calculada seguindo-se as especificações do fabricante da seguinte maneira: 

A= [(A 1-A2)/2] x 1746,03 

Onde: 

A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L; 

A1= absorvância inicial (1 minuto) em 340 nm; 

A2= absorvância final (3 minutos) em 340 nm; 

1746,03= fator de cálculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 

25 µL. 

A toxicidade de CESAC e de AFM foi avaliada em três experimentos 

independentes, com medidas em triplicata. 

•••• Teste do MTT 

É um método colorimétrico para determinar a viabilidade celular e se baseia no 

fato do MTT, sal de coloração amarela, ser reduzido pelo sistema enzimático succinato-

tetrazol redutase que forma parte da cadeia respiratória da mitocôndria, a um sal, Formazan, 

que possui cor púrpura. Assim a ausência da redução do MTT indica uma diminuição da 

atividade metabólica celular, ou seja, na viabilidade celular (Mosmann, 1983). 

Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados por 30 minutos a 37°C na 

presença de CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL), AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL), DMSO 

(controle – CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (células não tratadas) ou Triton X-100 (0,2% - 

controle positivo) em placa de 96 poços e atmosfera de CO2. Decorrido esse período, a placa 

foi centrifugada a 2000rpm por 15 minutos a 25°C e o sobrenadante descartado e incubada 

uma nova solução (200 µL) contendo 10% de MTT, na concentração de 10 mg/mL, e estas 

células foram incubadas novamente por mais 3 horas. Por fim, a placa foi centrifugada 
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novamente nas mesmas condições acima, o sobrenadante foi descartado e adicionado então 

150 µL de DMSO puro para a lise das células e solubilização do formazan. Neste instante, as 

placas foram agitadas durante 15 minutos com o auxílio de um agitador de placas. A 

absorvância foi medida em leitor de microplacas a 540 nm. Os experimentos foram realizados 

em quintuplicata e repetidos em três dias diferentes. 

•••• Teste de Laranja de acridina/Brometo de Etídio 

O Teste de Laranja de acridina/Brometo de etídio é utilizado para avaliação da 

viabilidade celular através da mensuração do índice de apoptose celular. Esta técnica descrita 

por McGahon et al. (1995) emprega, em uma dada população celular, uma coloração 

diferencial com laranja de acridina e brometo de etídio para a identificação de quatro 

categorias celulares determinadas em função de sua morfologia e coloração: células viáveis, 

apoptóticas iniciais, apoptóticas finais e necróticas. 

O laranja de acridina e o brometo de etídio poder ser utilizados na identificação 

das células em apoptose, tanto no estágio inicial quanto no estágio tardio. O laranja de 

acridina se intercala no DNA, proporcionando uma coloração verde. Este corante também se 

liga ao RNA, mas como não se intercala, o RNA é corado em vermelho-alaranjado. Assim, 

uma célula viável apresenta um núcleo esverdeado e um citoplasma vermelho. O brometo de 

etídio penetra somente em células mortas. Este corante também se intercala no DNA, 

conferindo uma aparência laranja ao núcleo, mas se liga fracamente ao RNA, o qual pode 

aparecer ligeiramente vermelho. Assim, células vivas com membrana intacta têm uma 

coloração verde uniforme em seu núcleo. Células em apoptose inicial com membrana intacta, 

mas com fragmentação de DNA, possuem uma coloração verde em seu núcleo e citoplasma, 

sendo visível uma marginação de seu conteúdo celular. Células em apoptose final apresentam 

áreas coradas em laranja tanto no citoplasma como nos locais onde a cromatina está 

condensada no núcleo, o que as distinguem de células necróticas, que têm uma coloração 

alaranjada uniforme no núcleo. 

As lâminas foram preparadas utilizando-se 25 µL de suspensão de neutrófilos (2,5 

x 106 células/mL), pré-incubadas a 37°C por 15 minutos com CESAC (10, 100 e 200 µg/mL), 

AFM (10, 50 e 100 µg/mL), DMSO (controle – CESAC: 0,4; AFM: 1%), Hanks (células não 

tratadas) e Triton X-100 (controle positivo – 0,2%), e 1µL de corante (100 µg/mL de laranja 

de acridina e 100 µg/mL de brometo de etídio) em uma lâmina limpa e seca coberta com 
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lamínula. Foram analisadas 200 células por repetição com microscópio Nikon em objetiva de 

60X com filtros para fluorescência (515 – 560 nm). 

Para a quantificação percentual de cada evento celular (viáveis, necróticas e 

apoptóticas), foram contadas 300 células de cada amostra.  

 

b. Avaliação da atividade antiinflamatória em modelos experimentais in vivo  

•••• Edema de pata induzido por carragenina em camundongos 

Descrito por Winter et al. (1962) o edema inflamatório induzido pela injeção de 

subcutânea de carragenina na pata é resultante da ação seqüenciada e integrada de vários 

mediadores inflamatórios que causam aumento agudo e progressivo do volume da pata. 

Assim, esse modelo tem sido considerado útil para avaliação da atividade antiinflamatória de 

novos compostos. 

Camundongos Swiss, machos (25 a 30g) divididos em grupos de 6 animais foram 

tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg, v.o.), indometacina (5 mg/Kg, i.p.) Tween 80 

(controle - 0,4% em água destilada, v.o.) 60 minutos antes da injeção intraplantar de 100 µL 

da solução de carragenina a 1% na pata traseira, direita do animal. O volume da pata foi 

medido antes (tempo zero) e 1, 2,3 e 4 horas após a injeção de carragenina, através de 

pletismômetro (Ugo Basile, Itália). O volume de edema foi determinado em µL pela diferença 

entre o volume da pata nos referidos intervalos de tempo e o volume antes da injeção de 

carragenina. 

• Peritonite induzida por carragenina em camundongos 

O ensaio foi desenvolvido segundo protocolo experimental proposto por Ferrándiz 

& Alcaraz (1991). Grupos de 8 animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg, 

v.o.), dexametasona (5 mg/Kg, v.o.) ou Tween 80 (controle - 0,4% em água destilada, v.o.). 

Decorridos 60 minutos, os animais receberam uma injeção de carragenina (10 mL/Kg, i.p.). A 

seguir os animais foram devolvidos às caixas e deixados com livre acesso à ração e água 

durante 5 horas. O exsudato peritoneal foi coletado com uma pipeta Pasteur plástica através 

de laparoscopia abdominal. Para coleta todos os animais receberam uma injeção de PBS 

(Tampão Fosfato de Sódio) heparinizado (5 UI/mL). Uma amostra do lavado peritoneal foi 
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diluída1: 20 em líquido de Turk para contagem de leucócitos totais. Os resultados foram 

expressos em número de células/mL. 

Também foram analisados no exsudato peritoneal os seguintes parâmetros 

antioxidantes: os níveis de glutationa reduzida (GSH) (ELLMAN, 1959), os níveis de 

nitrito/nitrato (CHEN et al., 2000) e dosagens de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) (HUONG et al., 1998). 

c. Avaliação antiinflamatória em modelo experimental ex vivo: Lavado 

bronco-alveolar em ratos desafiados com antígeno. 

• Metodologia de sensibilização dos animais 

A sensibilização ao antígeno (ovalbulmina) foi realizada ativamente através da 

administração, por via intraperitoneal, de solução contendo 1µg/mL de ovalbulmina (OVA) e 

1mg/mL de Al (OH)3, em solução salina (NaCl 0,9%) sendo injetados 0,66 mL por animal. 

Este procedimento ocorreu no “dia zero”, e a partir de 13 a 14 dias após esse procedimento, 

este grupo de animais foi definido como sensibilizados. 

• Metodologia do desafio antigênico 

São considerados animais desafiados os ratos previamente sensibilizados que 

foram submetidos ao desafio antigênico por inalação. O desafio ocorreu 1 hora após o 

primeiro tratamento com CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg, v.o.), DEXA (5 mg/kg) ou Tween 

80 (controle - 0,4% em água destilada, v.o.). Para tanto, os animais foram colocados em uma 

caixa acrílica medindo 20 x 30 x 21 cm, que continha dois orifícios para a circulação de ar, 

onde em um dos quais era acoplado um nebulizador ultrassônico e expostos a nebulização 

com OVA durante 30 minutos, o qual estava dividido em duas sessões sequenciais de 15 

minutos, onde na primeira sessão foi utilizada OVA na concentração de 1mg/mL e na 

segunda, OVA na concentração de 5 mg/mL. As alterações respiratórias observadas nos 

animais foram o desconforto respiratório caracterizado por “sibilos” e aumento do ritmo 

respiratório. Após esse procedimento, os animais foram definidos como desafiados. 

• Efeito de CESAC no lavado bronco-alveolar de ratos desafiados com 

antígeno 

Para avaliação do efeito de CESAC no conteúdo do lavado bronco-alveolar de 

ratos, os animais foram divididos nos seguintes grupos: aqueles considerados “normais”, ou 
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seja, não receberam nenhum tratamento sensibilizante e aqueles sensibilizados e desafiados 

que foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/Kg, v.o.), DEXA (5 mg/kg) ou Tween 

80 (controle - 0,4% em água destilada, v.o.). Os animais foram inicialmente anestesiados com 

hidrato de cloral a 40% (1 mL/Kg) em altas doses. Após exposição cirúrgica e canulação da 

traquéia, os animais foram exsanguinados pela artéria carótida e os pulmões foram 

preenchidos com 5 mL de solução salina a 37°C, injetada na cânula traqueal por meio de uma 

seringa de 20 mL, de acordo com Hutson (1989). A seringa foi mantida conectada à cânula 

traqueal por três minutos e, então, o fluido injetado foi lentamente recuperado. Este 

procedimento foi repetido duas vezes. Os fluidos recuperados foram misturados e 

acondionados em tubos de ensaio e divididos em duas partes: uma amostra do lavado 

peritoneal foi diluída1: 20 em líquido de Turk para contagem de leucócitos totais. Os 

resultados foram expressos em número de células/mL. A outra parte foi utilizada para 

determinação dos seguintes parâmetros antioxidantes: os níveis de glutationa reduzida (GSH), 

os níveis de nitrito e dosagens de substâncias reativas do ácido tiobarbitúrico (TBARS). 

d. Efeito do CESAC e da AFM sobre a desgranulação de neutrófilos 

ativados por fMLP ou PMA mensurada pela inibição da enzima mieloperoxidase 

Desgranulação dos neutrófilos. A suspensão de neutrófilos (2,5 x 106 

células/mL) foi pré-incubada com CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL), AFM (0,1; 3; 6; 

12,5; 25; 50 e 100 µg/mL), indometacina (100 µM), DMSO (controle – CESAC: 0,4; AFM: 

1%) ou solução de Hanks (células não tratadas). A seguir foi adicionado citocalasina B (10 

µM) e fMLP (100 nM), por 10 minutos a 37°C ou PMA (0,1 µM) por 15 minutos a 37°C. 

Decorridos esse tempo, o material foi centrifugado durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante 

obtido, rico em enzimas liberadas pela desgranulação leucocitária, foi utilizado nos ensaios 

enzimáticos realizados segundo metodologia descrita por Úbeda e colaboradores (2002). 

Determinação da concentração de MPO. Aos 50 µL do sobrenadante foi 

adicionado PBS (100 µL), tampão fosfato (50 µL) e H2O2 (0,012%). Após 5 minutos a 37°C 

foi acrescido 20 µL de 3,3’,3,5’-tetrametilbenzidina (TMB 1,5 mM) e a reação foi 

interrompida pela adição de 30 µL de acetato de sódio (1,5 M; pH 3,0). A absorbância foi 

determinada em 620 nm. A construção de uma curva padrão pela adição de quantidades 

crescentes de MPO (0,125 – 3 U/mL) permitiu relacionar a absorvância com as unidades 

enzimáticas/mL. Os resultados foram expressos como percentual como percentual de inibição 

da desgranulação neutrofílica (De Young et al., 1989). 
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• Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enzima mieloperoxidase 

No intuito de avaliar o efeito de CESAC ou AFM sobre a atividade da enzima 

mieloperoxidase, o método descrito acima foi utilizado, mas desta vez, neutrófilos humanos 

foram primeiramente estimulados com PMA (0,1 µM) e então alíquotas do sobrenadante 

foram incubadas com CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) ou AFM (3; 6; 12,5; 25; 50 e 

100 µg/mL) por 15 minutos , seguido da determinação da atividade de MPO como descrito 

acima (Andrews & Krinsky, 1981). 

 

• Efeito do CESAC e da AFM sobre a atividade da enzima elastase 

Na tentativa de esclarecer o mecanismo de ação de CESAC e AFM, foi avaliado o 

efeitos de ambos sobre a atividade catalítica da enzima elastase, utilizando a técnica descrita 

por Johansson et al. (2002) e modificada por Kanashiro et al. (2007). Para o isolamneto da 

enzima elastase, em um tubo, incubaram-se 4,5 mL de neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) com 

250 µL de citocalasina B (1µM) a 37°C por 10 minutos. Em seguida, a desgranulação foi 

ativada pela adição de 250 µL de fMLP (1 µM). Simultaneamente, fez-se o tubo controle 

negativo (branco), contendo apenas neutrófilos e solução de Hanks. Após a incubação por 30 

minutos a 37°C, os tubos de reação foram centrifugados a 755 x g por 10 minutos. O 

sedimento, contendo células, foi desprezado e o sobrenadante, rico em elastase, foi utilizado 

no ensaio para determinar a atividade desta enzima. 

Em microplaca, 200 µL de sobrenadante foram colocados na presença de CESAC 

(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL), AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL), DMSO (controle – 

CESAC: 0,4; AFM: 1%) ou Hanks (células não tratadas). Como controle negativo utilizou-se 

o sobrenadante dos neutrófilos não estimulados. Finalmente o substrato SAAVNA (1mM) foi 

adicionado e, imediatamente, realizada a leitura da absorvância (tempo zero) em leitor de 

microplacas, em comprimento de onda de 405 nm. A placa foi mantida a 37°C por 20 minutos 

e, em seguida, realizada outra a 405 nm para quantificar a produção de p-nitroanilina durante 

este período. Os valores de absorvância obtidos nos ensaios foram tratados da seguinte forma: 

 ∆ Abs= Abs (20) – Abs (0) 

Onde: 

∆ Abs – variação na absorvância durante 20 minutos; 
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Abs (20) – absorvância em 405 nm no tempo 20; 

Abs (0) – absorvância em 405 nm no tempo 0 (esta leitura é feita imediatamente 

após a adição do substrato). 

Os valores de ∆ Abs obtidos nos poços-teste de cada experimento foram 

comparados com os valores de DMSO para verificar se CESAC ou AFM possuem atividade 

modulatória sobre a atividade da enzima elastase. 

 

• Efeito de CESAC e AFM sobre os níveis de TNFα 

A suspensão de neutrófilos (2,5 x 106 céls/ml) foi pré-incubada durante 15 min a 

37°C com CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL) ou AFM (5,10, 25, 50 e 100 µg/mL), DMSO 

(controle – CESAC: 0,4; AFM: 1%) ou solução de Hanks (células não tratadas). Alíquotas da 

suspensão (500µL) foram incubadas em banho-maria (37ºC) durante 15 minutos na presença 

de PMA (0,1µM). Decorridos esse tempo, o material foi centrifugado durante 10 minutos a 

4°C e o sobrenadante obtido, rico em enzimas liberadas pela desgranulação leucocitária, foi 

utilizado no ensaio para determinação dos níveis de TNFα. O teor de TNF-α liberado foi 

determinado pela técnica de ELISA, de acordo com as orientações descritas pelo fabricante 

(Bioscience, USA). 

e. Avaliação do Efeito Antioxidante in vitro 

• Ensaio de Quimioluminescência 

A quimioluminescência (QL) é amplamente utilizada como um método para 

quantificar a capacidade dos neutrófilos de produzir EROs (Kudoh et al., 1999). Com o 

auxílio de marcadores luminescentes (sondas) é possível quantificá-las e diferenciá-las. As 

sondas são utilizadas para aumentar a quantidade de luz emitida durante a produção de EROs. 

Estas sondas são substâncias orgânicas que servem de substrato para reações redox, que 

geram intermediários eletronicamente excitados que, retornando a um estágio basal emitem 

fótons, os quais podem ser quantificados como quimioluminescência. As sondas utilizadas 

foram: a lucigenina (QLluc), que detecta principalmente o radical ânion superóxido (O2
-), 

liberado no meio extracelular, e o luminol (QLlum) que detecta a somatória de diversos 

metabólitos intracelulares produzidos pela ação da MPO. 
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Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram pré-incubados em banho-maria a 37°C 

por 2 minutos na presença de ESPC ou AFM em diferentes concentrações e das sondas 

quimioluminescentes luminol (280 µM) ou lucigenina (150 µM). Em seguida, os tubos foram 

transportados para o luminômetro e a eles adicionados o estímulo (PMA 10 -7 M) e, 

imediatamente, acompanhou-se a produção de QL, em cpm (contagem de fótons por minuto), 

durante 20 minutos a 37°C. Como controle do solvente utilizou-se DMSO nas concentrações 

finais de 0,4% ou 1%. Em todos os ensaios realizados mediu-se a produção espontânea de 

QLlum e QLluc dos neutrófilos na ausência de estímulo. Os resultados foram expressos 

através da inibição da produção de quimioluminescência. 

• Teste do DPPH 

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazina) é considerado um radical estável e 

tem sua absorção máxima em 517 nm. Este radical é utilizado como ferramenta para estudar a 

ação de compostos como seqüestradores de radicais livres, sendo uma técnica independente 

de qualquer atividade enzimática. Quando o DPPH um elétron ou um átomo de hidrogênio 

para se tornar um composto mais estável, sua absorção diminui. 

O método descrito por Saint-Cricq et al. (1999) utiliza uma alíquota (0,1 mL) de 

CESAC (10, 50 e 100 µg/mL) ou AFM (10, 50 e 100 µg/mL) que foi misturada com 3,9 mL 

de DPPH (0,3 mM numa solução de metanol-etanol 1:1). A seguir as soluções foram 

misturadas com auxílio de vortex por 1 minuto, mantidas em uma temperatura ambiente por 

30 minutos e a absorbância foi determinada em 517 nm. 

O percentual de inibição foi calculado de acordo com a seguinte equação: 

% inibição= [A0 – (Ac/A0)] x 100 

Onde: 

A0= absorvância do controle (sem ESPC ou AFM) 

Ac= absorvância da solução com ESPC ou AFM 
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4.3. Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa GraphPad Prism 5.0 

(USA). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M.) e a 

comparação entre as médias foi realizada utilizando análise de variância (ANOVA) seguida 

pelo Teste de Tukey. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

P < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

5.1. Avaliação da toxicidade da CESAC e AFM sobre neutrófilos humano 

• Efeito da CESAC e AFM sobre a avaliação de citotoxicidade – ensaio de 

exclusão ao corante Azul de Tripan 

O ensaio de viabilidade celular pelo corante azul de tripan em neutrófilos humano 

permitiu diferenciar células viáveis (não coradas) de células não-viáveis (azul). 

Na análise realizada após 15 minutos de incubação com a CESAC (10, 100 e 200 

µg/mL), sendo correspondente a 95,0 ± 1,4 ; 97,1 ± 0,86 e 97,7 ± 1,29 %, respectivamente 

(Tabela 4). Resultados semelhantes foram obtidos com a AFM (10, 50 e 100 µg/mL), não foi 

observada alteração no percentual de células viáveis, sendo correspondentes a 98,5 ± 0,5; 99 ± 

0,1 e  97,3±0,3 %, respectivamente (Tabela 5). 

Vale ressaltar que tanto a CESAC quanto a AFM não causaram redução das 

células viáveis, sendo estes valores maiores que 95 %, indicando que ambas as drogas não 

foram citotóxicas. 

• Efeito da CESAC e AFM sobre a atividade da enzima Lactato desidrogenase 

(LDH) 

As figuras 10 e 11 representam o efeito da CESAC e AFM, respectivamente, 

sobre a toxicidade de neutrófilos mensurada através da enzima LDH. Observou-se que a 

CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) não promoveu aumento da atividade da LDH, o que 

indica baixa toxicidade, (20,76 ± 2,5; 24,75 ± 3,3; 35,28 ± 2,2; 33,3 ± 1,03 e 42,02 ± 4,22 

U/L) quando comparada ao grupo veículo (41,66 ± 4,6 U/L). Resultados semelhantes foram 

obtidos com a AFM (1, 10, 50 e 100 µg/mL) que também não apresentou citotoxicidade, 

medida pela atividade de LDH (30,04 ± 2,8; 29,86 ± 1,19; 30,19 ± 3,7 e 38,14 ± 3,3 U/L) 

quando comparada ao veículo (17,63 ± 1,1 U/L). Os resultados corroboram com aqueles 

encontrados para a contagem celular utilizando o corante Azul de Tripan. 
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Tabela 4 - Avaliação da toxicidade da CESAC em neutrófilos humano através da exclusão ao corante Azul de 

Tripan. 

Grupos Número de células (%) 

   Viáveis                               Não-viáveis 

HBSS 93,66±2,47                              6,34±1,07 

Veículo 93,47±2,5                              6,53±1,32 

CESAC 10 µg/mL 95,0±1,4                                 2,50±0,50 

              100 µg/mL 97,1±0,86                              1,85±0,14 

             200 µg/mL 97,7±1,29                              1,28±0,28 

Triton- X 100 (0,2%) 0,33±0,033*                           99,67±0,33* 

 

Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com CESAC (10, 100 e 200 µg/mL) durante 15 minutos e 

aos pellets foi adicionado Azul de Tripan 0,1% em solução salina. A seguir, foi realizada a contagem de células, 

diferenciando-as em viáveis e não-viáveis. HBSS: células não tratadas; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão 

citotóxico; Veículo: DMSO 0,04%. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs HBSS (p < 

0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 

Tabela 5- Avaliação da toxicidade da AFM em neutrófilos humano através da exclusão ao corante Azul de 

Tripan. 

Grupos 
Número de células (%) 

Viáveis                                 Não-viáveis 

HBSS 95,63±2,47                              3,67±1,2 

Veículo 91,50±2,5                              7,33±1,85 

AFM 10 µg/mL 98,5±0,5                                 2,47±0,29 

         50 µg/mL 99±0,1                                   1,33±0,33 

          100 µg/mL 97,3±0,3                                1,33±0,33 

Triton-X 100 (0,2%) 0,33±0,033*                            99,67±0,33* 

 

Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com AFM (10, 50 e 100 µg/mL) durante 15 minutos e aos 

pellets foi adicionado Azul de Tripan 0,1% em solução salina. A seguir, foi realizada a contagem de células, 

diferenciando-as em viáveis e não-viáveis. HBSS: células não tratadas; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão 

citotóxico; Veículo: DMSO 1%. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs HBSS (p < 

0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 10. Avaliação da toxicidade da CESAC em neutrófilos humano mensurada através da atividade da 

enzima lactato desidrogenase (LDH). Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com CESAC (5, 10, 

25, 50, 100 e 200 µg/mL) e após 15 minutos foi determinada a atividade da enzima LDH. HBSS: células não 

tratadas; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; Veículo: DMSO 0,04%. Os resultados estão sendo 

expressos como média ± E.P.M. *  vs HBSS (p < 0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 11. Avaliação da toxicidade da AFM em neutrófilos humano mesnsurada através da atividade da enzima 

lactato desidrogenase (LDH). Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com AFM (1, 10, 50 e 100 

µg/mL) e após 15 minutos foi determinada a atividade da enzima LDH. HBSS: células não tratadas; Tx: Triton 

X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; Veículo: DMSO 1%. Os resultados estão sendo expressos como média 

± E.P.M. *  vs HBSS (p < 0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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• Efeitos de CESAC e AFM sobre a avaliação de citotoxicidade mensurada 

através do teste de MTT 

Na Figura 12 pode ser observado que a adição da CESAC em concentrações 

crescentes (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL) aos neutrófilos humano não causou redução (71,65 ± 

2,89; 70,31 ± 0,88; 71,9 ± 1,12; 73,68 ± 2,7 e 82,07 ± 0,91 %) da viabilidade celular avaliada 

pelo teste de MTT quando comparado ao veículo (78,61 ± 2,48 %).. À semelhança de 

CESAC, a AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) também não promoveu redução significativa da 

viabilidade celular (71,84 ± 2,01; 73,15 ± 1,77; 70,22 ± 1,8; 71,35 ± 1,50 e 70,21 ± 2,15 %; 

respcetivamente) em relação ao veículo (70,33 ± 2,47 %). Já o Triton X-100 (padrão 

citotóxico) apresentou redução da viabilidade celular igual a 22,34 ± 1,40 % para CESAC e 

18,80 ± 1,49 %. Os resultados mostram que ambas as drogas teste não foram citotóxicas nas 

concentrações testadas (Figura 13). 

 

• Efeitos de CESAC e AFM sobre o padrão de morte celular: marcação 

diferencial por Laranja de Acridina/Brometo de Etídio (LA/BE) 

Os efeitos de CESAC e AFM sobre o padrão de morte celular estão representados 

nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. A CESAC nas concentrações de 10, 100 e 200 µg/mL 

promoveu redução significativa no número de células viáveis (82,67 ± 0,93; 79,50 ± 0,67 e 

70,83 ± 3,8 % ; respectivamente) em detrimento das células em processo apoptótico (11,42 ± 

0,77; 13,75 ± 0,56 e 20,75 ± 3,36 %; respectivamente) e necrótico (5,91 ± 0,55; 6,83 ± 0,98 e 

8,41 ± 0,55 %; respectivamente). A AFM (10, 50 e 100 µg/mL), por sua vez, não apresentou 

citotoxicidade já que não houve redução (88,67 ± 1,67; 89,25 ± 0,34 e 91,83 ± 0,70, 

respectivamente) da viabilidade celular nas concentrações testadas, também foi observado que 

à medida que ocorreu o aumento da concentração, as quantidades de células necróticas (2,47 

± 0,29; 1,33 ± 0,33 e 1,58 ± 0,54; respectivamente) e apoptóticas (7,08 ± 0,5; 7,33 ± 0,5 e 

6,58 ± 1,2; respectivamente) diminuíram. 
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Figura 12. Efeito de CESAC sobre a citotoxicidade determinada através do teste de MTT. Neutrófilos (5 x 106 

células/mL) foram incubados com CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL) e 3h depois foi avaliada a viabilidade 

celular através do teste de MTT. HBSS: células não tratadas; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; 

Veículo: DMSO 0,04. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs Controle (p < 0,001 – 

ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 13. Efeito de AFM sobre a citotoxicidade determinada através do teste de MTT. Neutrófilos (5 x 106 

células/mL) foram incubados com AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) e 3h depois foi avaliada a viabilidade 

celular através do teste de MTT. HBSS: células não tratadas; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; 

Veículo: DMSO 1%. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs Controle (p < 0,001 – 

ANOVA e Teste de Tukey). 

 

 



64 

 

Tabela 6 - Efeito de CESAC sobre o padrão de morte celular em neutrófilos humano através de marcação por 

Brometo de Etídio/Laranja de Acridina  

Grupos 
Número de células (%) 

Viáveis Necróticas Apoptóticas 

HBSS 93 ± 2,11 2,90 ± 0,42 2,33 ± 0,33 

Veículo 92,42 ± 1,53 3,41 ± 0,34 5,00 ± 0.82 

CESAC 10 µg/mL 82,67±0,93c 5,91±0,55ª,b 11,42±0,77ª,b 

              100 µg/mL 79,50±0,67 6,83±0,98ª,b 13,75±0,56b 

             200 µg/mL 70,83±3,8 8,41±0,55ª,b 20,75±3,36b 

Triton-X 100 (0,2%) 0±0a 99,67±0,33a,b 0±0a,b 

 

Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com CESAC (10, 100 e 200 µg/mL) e coradas com Brometo 

de Etídio/Laranja de Acridina. A seguir, foi realizada a contagem de células, diferenciando-as em viáveis, 

apoptóticas e necróticas. HBSS: células não tratadas; ; Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; 

Veículo: DMSO 0,4% - veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS; b vs 

Veículo (DMSO 0,4% v/v); c vs CESAC 200 µg/mL (p < 0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Tabela 7 - Efeito de AFM sobre o padrão de morte celular em neutrófilos humano através da marcação por 

Brometo de Etídio/Laranja de Acridina 

Grupos 
Número de células (%) 

Viáveis Necróticas Apoptóticas 

HBSS 93±2,11 3,67±1,2 4,08±1,76 

Controle 91,92±1,96 7,33±1,86a 5±0,82 

AFM 10 µg/mL 88,67±1,27 2,47±0,29b 7,08±0,5a 

         50 µg/mL 89,25±0,34 1,33±0,33ª,b 7,33±0,5a 

         100 µg/mL 91,83±0,70 1,58±0,54ª,b 6,58±1,2a 

Triton-X 100 (0,2%) 0±0a,b 99,67±0,33ª,b 0±0a,b 

 

Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com AFM (10, 50 e 100 µg/mL) e coradas com Brometo de 

Etídio/Laranja de Acridina. A seguir, foi realizada a contagem de células, diferenciando-as em viáveis, 

apoptóticas e necróticas. HBSS: células não tratadas;  Tx: Triton X – 100 (0,2%, v/v) – padrão citotóxico; 

Controle: DMSO 1% - veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS; b vs 

Controle (DMSO 1% v/v) (p < 0,001 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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5.2. Avaliação da atividade antiinflamatória das Cápsulas do Extrato Seco de A. 

cearensis (CESAC) em modelos experimentais in vivo 

• Edema de pata induzido por carragenina 

O pré-tratamento de animais com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg, v.o.) promoveu 

redução significativa do volume (µL) do edema de pata nas doses de 200 e 400 mg/kg na 2ª h 

(95,02 ± 7,10 e 97,21 ± 8,60; respectivamente), 3ª h (100,03 ± 10,70 e 92,65 ± 9,20; 

respectivamente) e 4ª h (88,42 ±8,9 e 84,66 ± 9,2; respectivamente) após a injeção de 

carragenina, quando comparada ao grupo controle (2ª h: 126,12 ±6,20; 3ª h: 141,32 ± 6,20 e 

4ª h: 139,74 ± 7,20). A indometacina (5 mg/kg) , utilizada como droga padrão, também inibiu 

significativamente o volume (µL) do edema de pata (2ª h: 84,05 ± 8,10; 3ª h: 73,63 ± 7,20 e 4ª 

h: 80,21± 5,00) (Figura 14).  

• Peritonite induzida por carragenina 

O efeito de CESAC sobre a migração de leucócitos (x 106 células/mL) induzida 

por carragenina estão representados na Figura 15. A CESAC (100, 200 e 400 mg/kg, v.o.) 

reduziu significativamente o número de leucócitos no infiltrado peritoneal (0,53 ± 0,039; 0,43  

± 0,035 e 0,35 ± 0,07; respectivamente), à semelhança da dexametasona (0,22 ± 0,033) 

quando comparados ao grupo controle (0,86 ± 0,05). Os valores corresponderam a inibições 

de 38, 50 e 60 % da migração celular, respectivamente (Figura 15). Análise bioquímica do 

exsudato peritoneal mostrou que a CESAC (100, 200 e 400 mg/kg) foi capaz de reduzir a 

peroxidação lipídica induzida por carragenina (0,16 ± 0,036; 0,07 ± 0,002 e 0,05 ± 0,008; 

respectivamente; controle: 0,27 ± 0,038), que corresponderam a inibições de 40,7; 50 e 60%, 

respectivamente (Figura 16). 
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Figura 14. Atividade antiedematogênica da CESAC induzido por carragenina em camundongos. Camundongos 

Swiss (25 a 30 g) foram tratados por via oral com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), indometacina (INDO, 5 

mg/kg) ou Tween 80 (controle) 60 minutos antes da injeção intraplantar da solução de carragenina 1% (20 µL). 

Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais por grupo. *p < 0,05 vs grupo controle (ANOVA e Teste 

de Tukey).  
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Figura 15. Efeito de CESAC na migração de leucócitos induzida por carragenina na cavidade peritoneal de 

camundongos. Os animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), dexametasona (5 mg/kg, DEXA) 

ou Tween 80 (controle) 60 minutos antes da indução através da injeção intraperitoneal de carragenina 1%. Os 

valores expressam a média ± E.P.M. de 8 animais por grupo. * p < 0,05 vs grupo controle (ANOVA e Teste de 

Tukey). 
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Figura 16. Efeito de CESAC sobre a peroxidação lipídica, mensurada através dos níveis de substâncias reativas 

do ácido tiobarbitúrico (TBARS) presentes no exsudato peritoneal de camundongos. Os animais foram tratados 

com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), dexametasona (5 mg/kg, DEXA) ou Tween 80 (controle) 60 minutos antes 

da injeção intraperitoneal de carragenina 1%. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais por grupo. 

* P < 0,05 vs grupo controle (ANOVA e Teste de Tukey). 
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5.3. Avaliação da atividade antiinflamatória das Cápsulas do Extrato Seco de A. 

cearensis (CESAC) no lavado broncoalveolar (LBA) de ratos desafiados com ovalbulmina 

(OVA) 

O desafio antigênico dos animais com OVA promoveu um acúmulo de células 

inflamatórias (0,5395  ± 0,043) quase 3 vezes superior em relação aos animais não desafiados 

(0,1985  ± 0,004). Porém, o pré-tratamento dos animais desafiados com CESAC (100, 200 e 

400 mg/kg, v.o.) reduziu de forma significativa (P < 0,001) o número de leucócitos totais no 

lavado broncoalveolar (0,2389 ± 0,018; 0,1094  ± 0,019 e 0, 1073  ± 0,018) quando 

comparado ao grupo controle (0,5395 ± 0,043) (Figura 17). 

Análises bioquímicas do LBA dos animais desafiados mostraram que a CESAC 

(100, 200 e 400 mg/kg, v.o.) reduziu significativamente os níveis de nitrito/nitrato (12,88  ± 

1,25; 11,68  ± 11,71 e 11,56  ± 1,12, respectivamente quando comparado ao grupo controle: 

24,30  ± 2,8) (Figura 18), e de TBARS  (0,1850 ± 0,019 e 0,1168 ± 0,021; respectivamente 

quando comparado ao grupo controle: 0,318± 0,031) (Figura 20). O pré-tratamento dos 

animais com CESAC aumentou significativamente o nível de GSH, levando à normalidade a 

concentração de GSH (Normal/sem OVA: 0,03095 ± 0,002; CESAC: 0,0277  ± 0,002; 0,0270  

± 0,0010 e 0,03055 ± 0,00098; respectivamente) no LBA (Figura 19). 
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Figura 17. Efeito de CESAC sobre a migração celular no lavado bronco-alveolar de ratos desafiados por 

ovalbulmina. Os animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), DEXA (5 mg/kg) ou Tween 80 

(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalbulmina. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais 

por grupo, a vs grupo normal (não sensibilizado e não desafiado), b vs grupo controle (p < 0,05 - ANOVA e 

Teste de Tukey). 
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Figura 18. Efeito de CESAC sobre os níveis de nitrito/nitrato presentes no lavado bronco-alveolar de ratos 

desafiados por ovalbulmina. Os animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg) ou Tween 80 

(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalbulmina. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais 

por grupo, a vs grupo normal (não sensibilizado e não desafiado), b vs grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e 

Teste de Tukey). 
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Figura 19. Efeito de CESAC sobre os níveis de glutationa reduzida presentes no lavado bronco-alveolar de ratos 

desafiados por ovalbulmina. Os animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg) ou Tween 80 

(controle) 60 minutos antes do desafio com ovalbulmina. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais 

por grupo, a vs grupo normal (não sensibilizado e não desafiado), b vs grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e 

Teste de Tukey). 
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Figura 20. Efeito de CESAC sobre a peroxidação lipídica, mensurada através dos níveis de substâncias reativas 

do ácido tiobarbitúrico (TBARS) presentes no lavado bronco-alveolar de ratos desafiados por ovalbulmina. Os 

animais foram tratados com CESAC (100, 200 e 400 mg/kg), DEXA (5 mg/kg) ou Tween 80 (controle) 60 

minutos antes do desafio com ovalbulmina. Os valores representam a média ± E.P.M. de 8 animais por grupo, a 

vs grupo normal (não sensibilizado e não desafiado), b vs grupo controle (P < 0,05 - ANOVA e Teste de Tukey).
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5.4. Avaliação da atividade antiinflamatória de CESAC e AFM em modelos 

experimentais in vitro 

• Efeito da CESAC e da AFM na desgranulação de neutrófilos 

humano induzida por fMLP ou PMA : liberação da enzima mieloperoxidase 

Os efeitos de CESAC e AFM sobre a inibição da desgranulação de neutrófilos 

humano estão representados na Figura 21 e 22, e Tabela 8. A CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 

200 µg/mL) inibiu significativamente a liberação de MPO induzida por PMA, com inibição 

de até 72% (CI50 = 13,36 µg/mL). A indometacina (35,7 µg/mL), droga padrão, inibiu em 

77% a desgranulação dos neutrófilos. Resultados semelhantes foram obtidos utilizando como 

estímulo o fMLP, sendo a inibição máxima de 65% (CI50= 19,40 µg/mL) (Figura 21).  

A AFM (0,1; 3; 6; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) também reduziu a desgranulação de 

neutrófilos induzida por PMA, com inibição máxima da liberação de MPO de até 86% (CI50= 

0,109 µg/mL) (Figura 22), enquanto que em neutrófilos estimulados com fMLP essa inibição 

foi menos expressiva, sendo máxima de 66% (CI50= 19,94). 
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Figura 21. Efeito de CESAC sobre a desgranulação neutrofílica induzida por PMA (A) ou fMLP (B) e 

determinada pela inibição da liberação da mieloperoxidase. Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados 

com CESAC (5, 10, 25, 50, 100 e 200 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L) ou fMLP 

(100 nM). CESAC: cápsulas de extrato seco de A. cearensis; INDO: indometacina, droga padrão. Os resultados 

obtidos na presença de CESAC foram comparados ao grupo controle (100% da liberação de MPO). Os valores 

estão sendo expressos como média ± E.P.M. As análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentes. * 

vs CESAC 5 µg/mL (P < 0,05 - ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 22. Efeito de AFM sobre a desgranulação neutrofílica induzida por PMA (A) ou fMLP (B) e determinada 

pela inibição da liberação da mieloperoxidase. Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram incubados com AFM (3; 

6; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L) ou fMLP (100 nM). AFM: 

afrormosina; INDO: indometacina, droga padrão. Os resultados obtidos na presença de AFM foram comparados 

ao grupo controle (100% da liberação de MPO). Os valores estão sendo expressos como média ± E.P.M. As 

análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentes. a vs AFM 0,1 µg/mL; b vs AFM 3 µg/mL (P < 

0,05 - ANOVA e Teste de Tukey). 
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Tabela 8 - Concentração de CESAC e AFM capaz de inibir em 50 % a desgranulação de neutrófilo induzida por 

PMA ou fMLP e determinada pela liberação de MPO.  

Grupos Liberação de MPO - CI50 (µg/mL) 

fMLP                               PMA 

CESAC  19,40                                 13,36 

AFM 19,94                                 0,109 
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• Efeito da CESAC e da AFM sobre a atividade catalítica de mieloperoxidase  

A enzima mieloperoxidase está presente em grandes quantidades nos neutrófilos e 

é considerada um marcador da inflamação. Dessa forma, sua inibição direta é um indicativo 

de atividade antiinflamatória. As Figuras 23 e 24 mostram os efeitos de CESAC e AFM, 

respectivamente, diretamente sobre a enzima mieloperoxidase. A CESAC (1, 5, 10, 50, 100 e 

200 µg/mL) promoveu uma inibição de até 74% (CI50= 6,55 µg/mL) (Tabela 9). Resultados 

semelhantes foram obtidos com AFM (0,1; 3; 6; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL), que inibiu  de 38 

a 75% (CI50= 4,62 µg/mL) (Tabela 9) a atividade da MPO. As inibições promovidas por 

ambas as substâncias foram superiores a indometacina (71%), droga padrão. 

 

• Efeito da CESAC e da AFM sobre a atividade catalítica de elastase 

A atividade elastase humana foi determinada através da formação de p-

nitroanilina, produto da reação da enzima sobre a SAAVNA (substrato). As Figuras 25 e 26 

mostram o efeito da CESAC e da AFM sobre a atividade da elastase humana. O CESAC 

(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) inibiu em até 88% a atividade da elastase (CI50= 41,02 

µg/mL). Por outro lado, a AFM não interferiu significativamente na atividade da elastase. 
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Figura 23. Efeito de CESAC sobre a atividade da mieloperoxidase. Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram 

previamente estimulados com PMA (0,1 µmol/L), centrifugados e o sobrenadante incubado com CESAC (1, 5, 

10, 50, 100 e 200 µg/mL). INDO: indometacina, droga padrão. Os resultados obtidos na presença de CESAC 

foram comparados ao grupo controle (100% da atividade enzimática). Os valores estão sendo expressos como 

média ± E.P.M. As análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentes. * vs CESAC 1 µg/mL (P < 

0,05 - ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 24. Efeito de AFM sobre a atividade da mieloperoxidase. Neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foram 

previamente estimulados com PMA (0,1 µmol/L), centrifugados e o sobrenadante incubado com AFM (0,1; 3; 

12,5;  25; 50 e 100 µg/mL). INDO: indometacina, droga padrão. Os resultados obtidos na presença de AFM 

foram comparados ao grupo controle (100% da atividade enzimática). Os valores estão sendo expressos como 

média ± E.P.M. As análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentes. * vs AFM 0,1 µg/mL (P < 

0,05 - ANOVA e Teste de Tukey). 
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Tabela 9 - Concentração de CESAC e AFM capaz de inibir em 50 % a atividade de MPO em neutrófilo induzida 

por PMA.  

Grupos Atividade MPO - CI50 (µg/mL) 

CEAC  6,55 

AFM 4,62 
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Figura 25. Efeito de CESAC sobre a atividade da elastase humana. Ao sobrenadante rico em enzimas secretadas 

por neutrófilos, após ativados fMLP (1µM), foram adicionados CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) e após 

20 minutos foi determinado a atividade da elastase. Os resultados obtidos na presença de CESAC foram 

comparados ao grupo controle (100% da atividade enzimática). Os valores estão sendo expressos como média ± 

E.P.M. As análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentes. * p < 0,05 vs CESAC 6,25 µg/mL 

(ANOVA e Teste de Tukey como post hoc). 
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Figura 26. Efeito de AFM sobre a atividade da elastase humana. Ao sobrenadante rico em enzimas secretadas 

por neutrófilos, após ativados fMLP (1µM), foram adicionados AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) e após 20 

minutos foi determinado a atividade da elastase. Os resultados obtidos na presença de AFM foram comparados 

ao grupo controle (100% da atividade enzimática). Os valores estão sendo expressos como média ± E.P.M. As 

análises foram realizadas em triplicatas em três dias diferentesEfeitos da CESAC e da AFM sobre os níveis de 

TNFα 
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• Efeitos da CESAC e da AFM sobre os níveis de TNFα 

A adição de PMA (0,1 µmol/L) à suspensão de neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) 

aumentou significativamente os níveis de TNFα (47,46 ± 2,97 pg/mL) em relação ao grupo 

não ativado, tratado somente com solução tampão HBSS (11,97 ± 0,43 pg/mL). Contudo, 

tanto CESAC (5, 10, 50, 100 e 200 µg/mL) quanto AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) 

reduziram os níveis de TNFα. A CESAC nas maiores concentrações reduziu (Figura 27) 

quase completamente os níveis de TNFα (CI50= 6,85 µg/mL). Enquanto a AFM reduziu os 

níveis de TNFα em até 44% (Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



84 

 

HBSS

Contro
le

CESAC 5

CESAC 1
0

CESAC 5
0

CESAC 1
00

CESAC 2
00

0

20

40

60

µg/mL

a

b

b
b

b

+ PMA

T
N

F αα αα
 (

pg
/m

L)

 

Figura 27. Efeito de CESAC sobre o aumento dos níveis de TNFα induzido por PMA. O CESAC (5, 10, 50, 100 

e 200 µg/mL) foi adicionado à suspensão de neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) 15 minutos antes da adição de 

PMA (0,1 µmol/L), que foi sucedida pela determinação dos níveis de TNFα. HBSS: células sem adição de PMA; 

Controle: DMSO - veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS, b vs Controle 

(p < 0,05 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 28. Efeito de AFM sobre o aumento dos níveis de TNFα induzido por PMA. A AFM (5, 10, 50 e 100 

µg/mL) foi adicionada à suspensão de neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) 15 minutos antes da adição de PMA 

(0,1 µmol/L), que foi sucedida pela determinação dos níveis de TNFα. HBSS: células sem adição de PMA; 

Controle: DMSO - veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS, b vs Controle 

(p < 0,05 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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5.5. Avaliação da atividade antioxidante da CESAC e da AFM in vitro  

• Efeito da CESAC e da AFM sobre o metabolismo oxidativo de neutrófilos 

mensurado por quimioluminescência 

Para avaliar os efeitos de CESAC e AFM sobre o metabolismo oxidativo de 

neutrófilos ativados por PMA foram feitos ensaios de quimioluminescência utilizando como 

sondas o luminol (QL lum) e a lucigenina (QL luc). A CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 25 e 50 

µg/mL) foi capaz de inibir de forma significativa a produção de QL lum pelos neutrófilos 

estimulados por PMA (Figuras 29 e 30), com inibição de 88% (CI50= 6,42 µg/mL) (Tabela 

10). Da mesma forma, a CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) também causou inibição da 

produção de QL luc (Figura 31 e 32), porém em menor grau (igual a 51%; CI50= 95,49 

µg/mL) (Tabela 10). A AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) inibiu em até 73% a produção de 

QL lum (Figuras 33 e 34), com valor de CI50 igual a 19,09 µg/mL (Tabela 10) e 44% a 

produção de QL luc (Figuras 35 e 36).  

 

• Teste de DPPH 

Este teste foi utilizado com a finalidade de avaliar a capacidade sequestradora de 

radicais livres da CESAC e da AFM. Somente CESAC na concentração de 100 µg/mL 

mostrou inibição significativa (22%) (Figura 37). A AFM nas concentrações testadas (10, 50 

e 100 µg/mL) não promoveu nenhum efeito seqüestrador significativo frente ao grupo 

controle (Figura 38). 
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 Figura 29. Perfil de quimioluminescência de CESAC dependente de luminol (QL lum) produzidos por 

neutrófilos registrada em contagens por minuto (cpm) em função do tempo (20 minutos). Neutrófilos (2,5 x 106) 

foram incubados com CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 25 e 50 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 

µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: DMSO – veículo.  
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Figura 30. Efeito de CESAC sobre a produção de quimioluminescência dependente de luminol (QL lum) de 

neutrófilos estimulados com PMA. Neutrófilos (2,5 x 106) foram incubados com CESAC (0,78; 3,12; 12,5; 25 e 

50 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: 

DMSO – solvente. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS, b vs Controle (P < 

0,05 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 31. Perfil de quimioluminescência de CESAC dependente de lucigenina (QL luc) produzidos por 

neutrófilos registrada em contagens por minuto (cpm) em função do tempo (20 minutos). Neutrófilos (2,5 x 106) 

foram incubados com CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 

µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: DMSO – veículo. 
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Figura 32. Efeito de CESAC sobre a produção de quimioluminescência dependente de lucigenina (QL luc) de 

neutrófilos estimulados com PMA. Neutrófilos (2,5 x 106) foram incubados com CESAC (6,25; 12,5; 25; 50 e 

100 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: 

DMSO – veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs HBSS (P < 0,05 – ANOVA e 

Teste de Tukey). 
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Figura 33. Perfil de quimioluminescência de AFM dependente de luminol (QL lum) produzidos por neutrófilos 

registrada em contagens por minuto (cpm) em função do tempo (20 minutos). Neutrófilos (2,5 x 106) foram 

incubados com AFM (5, 10, 25, 50 E 100 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). HBSS: 

células não estimuladas; Controle: DMSO – veículo.  
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Figura 34. Efeito de AFM sobre a produção de quimioluminescência dependente de luminol (QL lum) de 

neutrófilos estimulados com PMA. Neutrófilos (2,5 x 106) foram incubados com AFM (5; 10; 25; 50 e 100 

µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: DMSO 

– veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. a vs HBSS, b vs Controle (P < 0,05 – 

ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 35. Perfil de quimioluminescência de AFM dependente de lucigenina (QL luc) produzidos por 

neutrófilos registrada em contagens por minuto (cpm) em função do tempo (20 minutos). Neutrófilos (2,5 x 106) 

foram incubados com AFM (5, 10, 25, 50 e 100 µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). 

HBSS: células não estimuladas; Controle: DMSO – veículo. 
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Figura 36. Efeito de AFM sobre a produção de quimioluminescência dependente de lucigenina (QL luc) de 

neutrófilos estimulados com PMA. Neutrófilos (2,5 x 106) foram incubados com AFM (5; 10; 25; 50 e 100 

µg/mL) e posteriormente estimulados com PMA (0,1 µmol/L). HBSS: células não estimuladas; Controle: DMSO 

– veículo. Os resultados estão sendo expressos como média ± E.P.M. *  vs HBSS (P < 0,05 – ANOVA e Teste de 

Tukey). 
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Tabela 10 - Concentração de CESAC e AFM capaz de inibir em 50 % o metabolismo oxidativo (produção de 

EROs) de neutrófilos estimulados com PMA e mensurado através de quimioluminescência. 

Grupos Produção de EROs - CI50 (µg/mL) 

QL lum                               QL luc 

CESAC  6,42                                 95,49 

AFM          19,09                                 - 
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Figura 37. Avaliação da capacidade sequestrante de radicais livres de CESAC (10, 50 e 100 µg/mL) e da 

vitamina E determinada pelo teste de DPPH. Vit E: vitamina E. Os resultados estão sendo expressos como média 

±E.P.M. *vs Controle (p <  0,05 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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Figura 38. Avaliação da capacidade sequestrante de radicais livres de AFM (10, 50 e 100 µg/mL) e da vitamina 

E determinada pelo teste de DPPH. Vit E: vitamina E. Os resultados estão sendo expressos como média ±E.P.M. 

*vs Controle (p <  0,05 – ANOVA e Teste de Tukey). 
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6. DISCUSSÃO 

Amburana cearensis, Fabaceae, conhecida popularmente como cumaru, é uma 

árvore utilizada tradicionalmente no nordeste do Brasil no tratamento de afecções 

respiratórias como tosse, bronquite e asma (MATOS, 2000). Suas cascas do caule têm sido 

empregadas na produção de chás e xaropes, estes produzidos por programas governamentais 

de fitoterapia ou por indústrias farmacêuticas nacionais. Estudos anteriores mostraram as 

atividades antinociceptiva, antiinflamatória e broncodilatadora do extrato  hidroalcoólico 

(solução não padronizada), da cumarina e da fração flavonóide (LEAL et al., 1997; 2000; 

2003), bem como de dois compostos fenólicos isolados da casca do caule da planta, o 

amburosídeo A e o isocampferídeo (LEAL et al, 2006). No presente estudo foram  

investigados os possíveis efeitos citotóxicos, bem como as atividades antiinflamatória e 

antioxidante das cápsulas do extrato seco (CESAC) padronizado (CLAE-DAD) e da 

afrormosina (AFM, isoflavonóide), obtidos a partir da casca do caule do cumaru. 

  A avaliação da citotoxicidade da CESAC e da AFM foi realizada em 

neutrófilos humano através de alguns modelos experimentais visando investigar possíveis 

efeitos tóxicos das drogas testes sobre a membrana plasmática, metabolismo e morte celular. 

Nesse contexto, foram empregados alguns modelos experimentais como o teste de exclusão 

com azul tripan, lactato desidrogenase (LDH), brometo 3[4,5 dimetiltiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio (MTT) e laranja de acridina/brometo de etídio. A seleção dos neutrófilos deu-

se por seu papel importante na inflamação, sendo empregado inclusive no presente estudo 

como um dos modelos experimentais de inflamação. 

O teste de exclusão por azul tripan constitui um ensaio preliminar na avaliação da 

citotoxicidade de uma droga teste, sendo capaz de distinguir as células viáveis, impermeáveis 

ao corante ácido azul de tripan, daquelas permeáveis ao corante. Essa última condição 

constitui um forte indicativo de dano à membrana plasmática que culmina na morte celular 

(HYNES et al., 2003; MINERVINI et al., 2004). Ainda, na mesma linha de investigação a 

medida da atividade da lactato desidrogenase, enzima presente no citoplasma celular, constitui 

num marcador de membrana íntegra com sensibilidade considerável. No presente estudo tanto 

a CESAC quanto a AFM (0,1 – 200 µg/mL) não interferiram na viabilidade celular avaliada 

através do teste de exclusão com azul de tripan e da atividade da lactato desidrogenase, 

sugerindo a ausência de toxicidade sobre a membrana celular de neutrófilos humano. 

Dando continuidade a avaliação da possível citotoxicidade foram investigados os 

efeitos da CESAC e da AFM no metabolismo celular com auxílio do teste do MTT. Nesse 
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ensaio tanto o CESAC quanto a AFM ao contrário do Triton X-100 (droga padrão, citotóxica) 

não interferiram na viabilidade celular em relação aos grupos controle (veículo) e HBSS 

(solução tampão), sugerindo ausência de toxicidade sobre o metabolismo celular, 

particularmente relacionado à atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase.  

As causas mais comuns de lesões celulares são: ausência de oxigênio (hipóxia), 

agentes físicos (traumas, radiação, choque etc), agentes químicos e drogas; agentes 

infecciosos; reações imunológicas; distúrbios genéticos e desequilíbrios nutricionais. Essa 

lesão pode ser reversível até certo ponto, depois da qual a célula morre. A morte celular de 

mamíferos tem sido classificada em dois tipos: apoptose e necrose (KROEMER et al., 2005). 

A autofagia, que tem sido proposta como um terceiro modo de morte celular, trata-se de um 

processo no qual as células produzem energia e metabólitos por digestão de suas próprias 

organelas e macromoléculas (KLIONSKY, 2007).  

A apoptose é uma via de morte celular programada e controlada intracelularmente 

através da ativação de enzimas que degradam o DNA nuclear e as proteínas citoplasmáticas. 

Na apoptose a membrana celular permanece intacta, o que difere bastante da necrose, e ocorre 

tanto em eventos patológicos quanto fisiológicos. O reconhecimento de que a morte celular 

pode dar-se por processos geneticamente controlados tem permitido avanços na elucidação de 

mecanismos de várias doenças, o que auxilia consideravelmente o desenvolvimento de 

fármacos que podem deflagrar ou inibir a morte celular programada (THOMPSON, 1995; 

KROEMER; BOUCHIER-HAYES et al., 2005).  

A necrose tem sido usualmente considerada como uma forma acidental de morte 

celular, isto é não programada, que ocorre em resposta a uma hipóxia aguda ou uma lesão 

isquêmica, como o infarto do miocárdio. A exposição das células a condições suprafisiológica 

(ex.: calor, frio e toxinas) também promove a necrose (HOTCHKISS et al., 2009). Evidências 

indicam que a necrose, tradicionalmente considerada como uma forma de morte celular 

acidental e patológica, parece ser mais ordenada do que se pensava. As primeiras células que 

morrem por necrose funcionam como sentinelas, alertando o hospedeiro para a necessidade de 

respostas defensivas ou reparadoura.  Além disso, a necrose pode ser iniciada pela ativação de 

receptores na superfície celular, por exemplo, concentrações elevadas de TNF é capaz de 

induzir a necrose de hepatócitos (LASTER et al., 1988; BOUCHIER-HAYES et al., 2005).  

Alguns ensaios  podem  ser  utilizados para investigar o possível efeito de drogas 

sobre o padrão de morte celular incluindo a detecção das mudanças morfológicas celulares 

por microscopia de luz, microscopia eletrônica ou através da citometria de fluxo, dentre 
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outros métodos, usando corantes fluorescentes como rodamina 123 (DIVE et al., 1992; 

KOOPMAN et al., 1994).  

No presente estudo, a avaliação do efeito da AFM sobre o padrão de morte celular 

mostrou que esse isoflavonóide não aumentou significativamente o número de células 

apoptóticas em relação ao controle e reduziu o efeito necrótico induzido pelo DMSO 1 %, 

veículo da AFM. Esses dados diferem de estudos realizados com outros derivados  

isoflavônicos como a genisteína, um isoflavonóide da soja (Glycine max) que possui efeito 

anti-proliferativo por induzir a apoptose em células do câncer de mama - MCF-6 (SHIM et al., 

2007). Além disso, foi mostrado que a inclusão de mais uma hidroxila no anel B da genisteína 

aumentou seu potencial citotóxico. Assim, observando a fórmula estrutural da AFM (Figura 

7) possivelmente o seu caráter monohidroxilado contribua para a ausência de toxicidade em 

neutrófilo humano, causando inclusive uma proteção em relação à citoxicidade promovida 

pelo DMSO. 

Estudos realizados (TAKAHASHI et al., 1985; BAKKEN, 2006) para investigar 

as condições ideais de uso de conservantes  (ex.: DMSO,  o glicerol e o etilenoglicol) durante 

o congelamento de células, tem mostrado que o potencial tóxico desses produtos pode variar 

dependendo da população celular, concentração do conservante, tipo celular e o tempo de 

exposição.  

Considerando os resultados obtidos nos demais testes de citotoxicidade, como da 

lactato desidrogenase, onde o tempo de incubação das drogas testes e DMSO (0,4% - 

CESAC; 1% - AFM, 37°C) em neutrófilos (2,5 x 106 células/mL) foi de 15 min, e não foi 

observado citotoxicidade ao DMSO; possivelmente o aumento no número de células 

necróticas induzido pelo DMSO durante o estudo do efeito das drogas testes sobre o padrão 

de morte celular esteja relacionado ao maior tempo de incubação (2h) adotado nesse ensaio. 

Contudo estudos adicionais são necessários para confirmar essa hipótese. 

O extrato seco de Amburana cearensis possui como marcadores 

químicos/princípios ativos, duas substâncias o amburosídio A (glucosídio fenólico) e a 

cumarina (1,2-benzopirona). Estudos realizados com amburosídio A têm mostrado a baixa 

citotoxicidade dessa molécula, além de algumas propriedades farmacológicas, como 

antiinflamatório, hepatoprotetor e neuroprotetora (COSTA-LOTTUFO et al., 2003; LEAL et 

al., 2006). A cumarina, por sua vez, embora também apresente inúmeras propriedades 

farmacológicas, como antiedematogênica, antinociceptiva e efeito relaxante no músculo liso 
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traqueal (LEAL et al., 1997); possui comprovado efeito antiproliferativo em linhagem de 

células tumorais (NSCLC), por indução da apoptose não associada com a fragmentação do 

DNA (LOPEZ-GONZALEZ et al., 2004). No presente estudo, a adição de concentrações 

crescentes da CESAC na suspensão de neutrófilos aumentou tanto o número de células 

necróticas quanto apoptóticas. Assim, possivelmente parte da toxicidade mostrada pela 

CESAC em neutrófilo pode está relacionada, pelo menos em parte pela presença da cumarina 

na planta. 

Diante do exposto, é importante registrar que estudos toxicológicos realizados 

anteriormente no nosso laboratório, mostrou que a administração oral da CESAC (250, 500 e 

750 mg/kg, v.o) durante 30 dias em ratos não promoveu alterações dos parâmetros 

bioquímicos e hematológicos, não apresentando efeitos tóxicos ou repercussões sistêmicas 

(SÁ-LEITÃO, 2009). Contudo, certamente estudos adicionais são necessários para determinar 

o grau de segurança da CESAC. 

Estudos anteriores (LEAL et al., 1997; 2003) mostraram o potencial 

antiinflamatório in vivo do extrato hidroalcoólico não padronizado da casca do caule de A. 

cearensis, entretanto por a CESAC tratar-se de um novo fitoproduto obtido com a agregação 

de novas tecnologias (CLAE-DAD e spray-dryer), foi realizada uma nova avaliação do 

potencial antiinflamatório do cumaru. Nesse sentido, foram investigados os efeitos da CESAC 

sobre o edema de pata e o acúmulo de leucócitos polimorfonucleares no peritônio e no lavado 

broncoalveolar de ratos. 

O modelo de inflamação aguda induzido por carragenina (edema de pata e 

peritonite) é bastante difundido e tem sido extensamente usado para bioprospecção de novas 

drogas antiinflamatórias (WINTER et al., 1962; DI ROSA et al., 1971; POSADAS et al.; 

GUAY et al., 2004).  

A carragenina induz a formação do edema de maneira bifásica (HENRIQUES et 

al., 1987). A primeira fase é caracterizada por um aumento na permeabilidade vascular (1-6 

horas), mediada por histamina, serotonina e bradicinina, seguida por uma fase mais sustentada 

(12-24 horas) principalmente pelo aumento dos níveis de prostaglandinas (PG) (GUAY et al., 

2004). Esse aumento nos níveis de PGs coincide com a infiltração celular, na maioria 

neutrófilos, que contribui para a produção de outros mediadores incluindo espécies reativas de 

oxigênio (EROs), proteases (elastase, colagenase) e peroxidases como a MPO, cuja 

mensuração de tem sido utilizada como marcador para a infiltração neutrofílica (POSADAS 

et al., 2004). 
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À semelhança de estudos anteriores (LEAL et al., 1997; LEAL, 1995) que 

mostrou o potencial anti-edematogênico da solução extrativa hidroalcoólica (EtOH a 20%) da 

casca do caule do cumaru (produto não padronizado quanto ao teor de marcador), a cápsula 

do extrato seco da planta obtido a partir do extrato etanólico (marcadores: cumarina e 

amburosídio A)  inibiu significativamente o edema induzido por carragenina em 

camundongos. A indometacina, anti-inflamatório inibidor inespecífico da COX, após 

administração sistêmica, mostrou também seu potencial anti-edematogênico.  

Um dos aspectos que caracteriza o edema de pata induzido por carragenina é a 

intensa celularidade (predominantemente polimorfonucleares) que amplificam, por sua vez, a 

resposta inflamatória com a produção e secreção de mediadores químicos, incluindo espécies 

reativas de oxigênio, de nitrogênio e proteases (FANTONE & WARD, 1982; POSADAS et 

al., 2004). Nesse sentido, foi investigado o efeito da CESAC sobre o acúmulo de células 

inflamatórias e a produção de espécies químicas tóxicas resultantes da peroxidação lipídica 

induzida por carragenina no peritônio de camundongos. 

Análise do exsudato peritoneal dos animais submetidos ao tratamento agudo com 

carragenina mostrou que a CESAC foi capaz de reduzir à semelhança da dexametasona, o 

acúmulo de leucócitos e a produção de TBARS/malondialdeído induzido por carragenina em 

camundongos.  

A inflamação brônquica constitui o mais importante fator fisiopatogênico da 

asma. É resultante de interações complexas entre os mediadores liberados por células 

inflamatórias, como linfócitos T, mastócitos, macrófagos, eosinófilos, basófilos e neutrófilos 

(KUMAR, 2001; BARNES, 1998; DJUKANOVIC et al., 1990). A resposta asmática possui 

duas fases, a inicial e a tardia. A resposta inicial ocorre usualmente dentro de uma hora após a 

exposição ao antígeno, devido a ligação do complexo alérgeno - IgE específica à receptores 

de alta afinidade nos mastócitos e subseqüente degranulação e liberação de vários mediadores 

inflamatórios. A resposta tardia inicia-se 3 - 4h após a exposição ao antígeno, tendo seu pico 

em torno de 9h, enquanto a obstrução das vias aéreas dá-se entre 12 – 24h após exposição ao 

alérgeno (PETERS et al., 1998; VARNER & LEMANSKE, 2000; BHARADWAJ & 

AGRAWAL, 2004).  

Alguns mediadores secretados incluindo histamina, leucotrienos (LTB4, LTC4, 

LTD4 e LTE4), e fator ativador de plaquetas (PAF) são broncoconstritores altamente potentes 

que também aumentam a permeabilidade vascular e são quimiotáticos para células 
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inflamatórias (DELVES & ROITT; HOLGATE, 2000). Na fase tardia da doença, o papel de 

destaque encontra-se com as citocinas pró-inflamatórias produzidas pelas células 

inflamatórias, incluindo fator de necrose tumoral (TNFα) e as interleucinas (IL-1, IL-4 e IL-

5).  

Os eosinófilos são células sanguíneas que circulam em pequena quantidade no 

sangue, mas têm sua síntese estimulada na asma. Estas células liberam de seus grânulos 

polipeptídios muito básicos, como a proteína básica principal e peroxidase eosinofílica, que 

podem causar danos aos tecidos, incluindo a destruição do epitélio respiratório nos asmáticos 

(DELVES & ROITT, 2000). Vários mediadores inflamatórios são liberados também pelos 

macrófagos (TNFα,IL-6 e óxido nítrico), pelos linfócitos T (IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, fator alfa 

de crescimento de colônia de granulócitos - GM-CSF), pelos neutrófilos (elastase, 

mieloperoxidase) e pelas células epiteliais (endotelina-1, mediadores lipídicos, óxido nítrico 

(HOLGATE, 1997). 

Uma das principais indicações do cumaru pela medicina tradicional é o seu 

emprego no tratamento da asma, sob a forma de chá, lambedor ou xarope. Nesse sentido, foi 

investigado o potencial antiinflamatório da CESAC, agora empregando um modelo 

experimental utilizado há alguns anos pelo seu mimetismo da asma humana, é a 

sensibilização de ratos Wistar com ovalbumina (antígeno) (BELLOFIORE & MARIN, 1998; 

WATANABE & MISHINA, 1995). O procedimento de broncoprovocação  pela  repetição  da 

exposição ao antígeno  por  inalação ao animal sensibilizado corresponde  a  um  modelo  de  

resposta asmática precoce (MANZOLLI et al., 1999), e  24 horas após o desafio, ocorre a fase 

inflamatória, caracterizada pela migração de neutrófilos, eosinófilos e macrófagos que 

promovem a liberação de citocinas,  quimiocinas  e outros mediadores inflamatórios (HAMID 

et al., 2009). 

No presente estudo, o tratamento sistêmico dos animais desafiados com a CESAC 

reduziu significativamente a quantidade de células no lavado broncoalveolar (LBA) de 

animais desafiados com antígeno, à semelhança da dexametasona, glicocorticóide utilizado 

como droga padrão. Dessa forma, os resultados obtidos comprovam o potencial 

antiinflamatório da planta, que parece estar relacionado pelo menos em parte à sua habilidade 

em modular o acúmulo de PMNs e a produção de mediadores químicos no foco inflamatório 

inclusive na via aérea de animais desafiados com antígeno. 
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Nos últimos anos tem sido dispensada muita atenção ao papel do estresse 

oxidativo na asma. O estresse oxidativo pode iniciar e amplificar uma resposta  inflamatória, 

que pode ser  iniciada pela exposição a diversos agentes, como a fumaça do tabaco, a 

exaustão do diesel e outros poluentes capazes de gerar oxidantes. O estresse oxidativo pode 

alterar a resposta imune (Th1/Th2), levando a ativação de NF-kB, um potente indutor de 

genes pró-inflamatórios (BOWLER, 2004; DOZOR, 2010).  

Estudo realizado com asmáticos leves, a atividade da SOD foi significativamente 

menor nestes pacientes em relação aos controles (TEKIN et al., 2001). Em outro estudo, os 

níveis plasmáticos de produtos da peroxidação lipídica, medidos pela técnica 

TBARS/malondialdeido, foram significativamente maiores em pacientes asmáticos crônicos, 

quando comparados com indivíduos normais. Um aumento na carga oxidante pode resultar da 

liberação de intermediários reativos de oxigênio, bem como de óxido nítrico nesta doença. O 

ânion superóxido e o óxido nítrico reagem rapidamente para formar  peroxinitrito (ONOO-), 

que tem forte capacidade oxidante (AL-MEHDI et al., 1998). Análises bioquímicas do LBA 

dos animais desafiados mostrou que a CESAC foi capaz de reduzir os níveis de TBARS, bem 

como de nitrito/nitrato, além de restabelecer praticamente a normalidade a concentração de 

GSH, um dos agentes antioxidantes mais importante do sistema de defesa da célula 

envolvido, por exemplo, na detoxificação de agentes químicos e na eliminação de produtos da 

peroxidação lipídica. 

Muitos tipos celulares estão envolvidos na fisiopatologia da asma. Pacientes com 

asma sintomática apresentam níveis elevados de neutrófilos que mostram sinais de estarem 

ativados. Tanto a quantidade de neutrófilos quanto o nível de sua ativação apresentam-se 

menores na ausência de sintomas ou após o tratamento e resolução do processo alérgico 

(RADEAU et al., 1990). Neutrófilos ativados produzem vários tipos de quimiocinas, 

incluindo IL-8, GROα, proteína inflamatória do macrófago (MIP-1α) e MIP-1β (SCAPINI et 

al., 2000). IL-8 e GROα são quimioatraentes para os neutrófilos e por esse motivo formam um 

mecanismo de retroalimentação positiva que induz o acúmulo de grandes quantidades de 

neutrófilos nas vias aéreas (MONTESEIRÍN, 2009).  

Os neutrófilos quando ativados liberam algumas proteases presentes nos seus 

grânulos como: catepsina G, proteinase-3 e elastase. Esta última causa dano às células 

epiteliais, aumento da permeabilidade vascular, hipersecreção de muco, broncoconstrição, 

hiperreatividade brônquica e desgranulação de eosinófilos que produzem superóxido 

(AMITANI et al., 1991). Este mecanismo pode constituir parte da base da patogênese da asma 
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e a inibição efetiva destas proteases pode servir como uma ferramenta farmacológica num 

futuro próximo (HIRAGUCHI et al., 2008). 

Dessa forma, no sentido de avançar na descrição do possível mecanismo de ação 

antiinflamatória da CESAC, e ainda iniciar uma avaliação do potencial farmacológico de mais 

um flavonóide da planta, Afrormosina (AFM), foram investigados os efeitos dessas drogas 

testes sobre a ativação de neutrófilos, atividade de enzimas proteolíticas e produção de 

mediadores inflamatórios. 

No presente estudo foram utilizados fMLP e PMA como estímulos de ativação 

neutrofílica. Os resultados obtidos mostraram que tanto o fMLP quanto o PMA induziram a 

ativação de neutrófilos humano, observada pela liberação expressiva de mieloperoxidase no 

meio, que foi reduzida significativamente pela CESAC, bem como pela AFM.  

O fMLP é um fator quimiotático produzido por bactérias, que é capaz de ativar 

quase todas as funções fisiológicas do neutrófilo (MARASCO et al., 1984). Seus efeitos são 

desencadeados por meio de ligação aos receptores de formilpeptídeos (fMLP-R), que são 

receptores clássicos acoplados à proteína G, caracterizados por possuírem sete segmentos 

transmembrânicos hidrofóbicos (LIU et al., 2004). Após a ligação do fMLP, o receptor sofre 

mudança conformacional, que o possibilita a interagir com a proteína G, trocando GDP por 

GTP no sítio de ligação da subunidade α e causando a dissociação das subunidades βγ.  A 

ativação da proteína G desencadeia diversos sistemas de sinalização de neutrófilos, 

envolvendo quinases e fosfolipases. Umas das vias deste processo inicia-se pela ativação de 

fosfplipase C (PLC), resultando na hidrólise de fosfatidilinositol 4,5-bifodfato (PIP2), 

gerando diacilglicerol (DAG), que ativa a proteína quinase C (PKC), e inositol-1,4,5-trifosfato 

(IP3), que promove a liberação de íons cálcio dos estoques intracelulares (ANDERSSON et 

al., 1987).  

Alguns autores comprovaram a participação de fosfolipase D (PLD) na ativação 

via fMLP. Uma vez ativada, a PLD catalisa a hidrólise de fosfatidilcolina (PC) para produzir 

ácido fosfatídico (PA), que pode ser convertido em DAG pela ação de uma fosfohidrolase, 

aumentando a ativação de PKC (BAGGIOLINI et al., 1993). 

O PMA (forbol-miristato-acetato), representante mais difundido dos análogos de 

ésteres de forbol, é um composto sintético que ativa a transdução de sinais no neutrófilo sem a 
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necessidade de um receptor de membrana (THELEN et al., 1993), mimetizando as ações do 

DAG e ativando diretamente a PKC (EDWARDS, 1996). 

Alguns autores (KESSELS et al., 1993) observaram que haviam diferenças na 

inibição da desgranulação de neutrófilos induzidos por  fMLP e PMA, mesmo utilizando 

inibidores específicos de PKC. Eles concluíram que em neutrófilos estimulados por fMLP,  a 

menor potência de inibição estava possivelmente  relacionado ao papel da PLD. Isso, 

possivelmente explica os resultados obtidos presente estudo, onde tanto a CESAC quanto a 

AFM mostraram-se mais potentes ao inibir a desgranulação de neutrófilos induzida por PMA 

(AFM/CI50: 0,109 µg/mL; CESAC/CI50: 13,36 µg/mL) em relação ao fMLP (AFM/CI50: 

19,94 µg/mL; CESAC/CI50: 19,40 µg/mL). Prosseguindo os estudos foram investigados o 

efeito da CESAC e da AFM sobre as enzimas MPO e elastase humana. 

A MPO é uma das principais enzimas liberadas dos grânulos azurofílicos dos 

neutrófilos. É uma heme proteína abundantemente expressa nos PMNs e corresponde a um 

pouco mais de 5% do total de proteínas da célula (KLEBANOFF, 1999). A MPO tem sido 

considerada por longo tempo um constituinte chave do arsenal citotóxico neutrofílico por 

catalisar a formação de ácido hipocloroso (HOCl), um potente oxidante que exibe atividade 

bactericida in vitro (MIDWINTER et al., 2001). Entretanto, observações recentes têm 

expandido essa visão e mostram que substâncias oxidantes derivadas do sistema MPO-H2O2 

estão criticamente envolvidas na modulação de vias de sinalização, por exemplo, ativação de 

MAPK (MIDWINTER et al., 2001), indução de translocação de fatores de transcrição, como 

NFκB (SCHOONBROODT et al., 1997), regulação de crescimento celular pela ativação de 

proteínas tumorais (VILE et al., 1998) e modulação na atividade de metaloproteinases (FU et 

al., 2004).  

Além disso, Lau e colaboradores (2005) demonstraram que MPO liga-se à β2-

integrinas (CD11b/CD18) nos PMNs, levando à indução de cascatas de sinalização 

intracelular e aumento da desgranulação de neutrófilos, expressão de CD11b na superfície 

destas células e ativação do complexo NADPH oxidase.  

Estudos anteriores (LEFKOWITZ et al.1993) têm evidenciado que MPO pode 

modular respostas imunes através da ativação de macrófagos. Nesses estudos, a exposição in 

vitro de macrófagos à MPO provocou a liberação de TNF-α e pequenas quantidades de IFN-γ, 

juntamente com o aumento da citotoxicidade macrófago-dependente. Além disso, algumas 

interações entre MPO e macrófagos podem ser determinantes na perpetuação de algumas 
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doenças inflamatórias crônicas (VAN DER VEEN et al., 2009). Estudos recentes mostraram 

que a interação de MPO com CD11b/CD18 integrinas afetam a duração da viabilidade do 

neutrófilo, prolongando-a, sugerindo que as funções exercidas pela MPO podem influenciar 

na duração das respostas inflamatórias (EL KEBIR et al, 2008). 

A elastase é também uma enzima abundantemente encontrada nos grânulos 

azurofílicos dos neutrófilos, trata-se de uma serino-protease. Apesar de sua importância na 

eliminação de patógenos, a elastase tem sido relacionada com uma variedade de doenças 

inflamatórias como fibrose cística (FC) e DPOC por promover o aumento da expressão de IL-

8 pelas células endoteliais e de LTB4 pelos macrófagos (WALSH et al., 2001; HUBBARD et 

al., 1991). A elastase é capaz de degradar moléculas da matriz extracelular como colágeno, 

fibronectina, laminina, proteoglicano e, mais importante, elastina, um composto abundante no 

parênquima pulmonar através da ativação direta sobre metaloproteinases como MMP-9 e, 

indireta, pela inativação de TIMP-1, inibidor desta molécula (SHAMAMIAN et al., 2001). 

Além disso, a elastase também possui influência sobre macrófagos durante a 

apoptose. A resolução da inflamação nas doenças é realizada através da remoção de 

neutrófilos apoptóticos por macrófagos. Este processo envolve a sinalização das células 

apoptóticas e seu reconhecimento pelos receptores dos macrófagos, como o receptor 

fosfatidilserina CD36. Entretanto, na presença de atividade de elastase existe uma diminuição 

dessa remoção de células apoptóticas devido à clivagem da fosfatidilserina dos macrófagos, 

impedindo a interação da célula apoptótica com o receptor (VANDIVIER et al., 2002).  

Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que tanto a CESAC quanto a 

AFM inibiram a atividade da MPO, porém apenas a CESAC foi capaz de inibir a atividade da 

elastase. Certamente, pelo menos parte desse efeito da CESAC está relacionado à presença de 

amburosídio A no produto. Isso, considerando que estudos anteriores (LEAL, 2006; LEAL et 

al., 2009)  realizados no nosso laboratório mostraram o potencial antiinflamatório desse 

princípio ativo/marcador químico da CESAC, capaz de bloquear tanto o acúmulo de células 

inflamatórias no foco inflamatório em roedores, quanto a ativação de neutrófilos  humano e a 

secreção de mediadores químicos.  

Na resposta inflamatória várias citocinas possuem a habilidade de dirigir 

neutrófilos ativados, aumentando suas atividades microbicidas em resposta a estímulos 

(MORRISSON, 1987; STEINBECK & ROTH, 1989). Algumas citocinas como IFN-γ, IL-1β 

e TNF-α estimulam as funções de neutrófilos como a produção de O2
-, migração celular, 
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atividade fagocítica e liberação de enzimas proteolíticas. O TNF-α é o principal mediador de 

respostas imunes e inflamatórias agudas, como aquelas que ocorrem no choque séptico 

(NANES, 2003), e contribui para o desenvolvimento de várias condições como doenças 

inflamatórias crônicas e auto-imunes (TRACEY & CERAMI, 1994). Também há relatos na 

literatura que TNF-α ao ligar-se com seu receptor TNFR2 promove a mobilização de NFκB, 

com conseqüente expressão de genes inflamatórios (FAUSTMAN & DAVIS, 2010).  

Estudo anterior (LEAL et al., 2009) realizado no nosso laboratório mostrou que o 

amburosídio A e o isocampferídio, flavanol, isolados de A. cearensis foram capazes de 

reduzir os níveis de TNFα induzido por LPS em neutrófilo humano. Diante disso, e 

considerando o papel importante do TNFα na resposta inflamatória, foi investigado no 

presente estudo o efeito da CESAC e da AFM sobre a concentração de TNFα liberado por 

neutrófilo induzido por fMLP. Confirmando o potencial das drogas em estudo, foi observado 

que tanto o CESAC quanto a AFM foram capazes de reduzir os níveis de TNFα em neutrófilo 

humano.  

Durante a fagocitose, os neutrófilos ativados podem gerar grandes quantidades de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) desencadeado principalmente pela ativação do sistema 

NADPH oxidase. Esse processo é chamado de explosão oxidativa (KITAGAWA et al., 2003). 

Para que o complexo NADPH oxidase seja ativado, deve haver a reunião de seus 

componentes na membrana plasmática ou na membrana dos grânulos. A migração dos 

componentes citosólicos para a membrana está diretamente relacionada com as suas 

ativações, através da fosforilação de resíduos por proteínas quinases. 

O envolvimento da proteína quinase C (PKC) na ativação e regulação do 

complexo NADPH oxidase é sugerida por diversos autores que demonstraram a atuação do 

componente citosólico p47phox como substrato dessa proteína (LETO et al., 2009). Uma vez 

ativado este complexo, ocorre a formação do radical O2
- por meio da transferência de elétron 

do NADPH para o oxigênio molecular. Consequentemente, outras espécies reativas de 

oxigênio são formadas na presença de outras enzimas, as quais fazem parte dos mecanismos 

microbicidas oxigênio-dependentes dos neutrófilos (SELVATICI et al., 2006).  

O estresse oxidativo é definido como um acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio que causam danos à estrutura das biomoléculas como DNA, lipídios, carboidratos e 

proteínas, além de outros componentes celulares, podendo iniciar respostas inflamatórias 

através da ativação de fatores de transcrição redox-sensíveis (GUYTON et al., 1996; 
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RAHMAN & MACNEE, 2000). Além disso, a degradação de lipídios da membrana 

(peroxidação lipídica) induzida por EROs pode produzir moléculas bioativas pró-

inflamatórias que afetam monócitos e neutrófilos, causando um aumento da interação destes 

com as células endoteliais (LEE et al., 2000; YEH et al., 2001), exercendo desta maneira um 

papel importante em várias doenças inflamatórias crônicas (LEITINGER et al., 1999). 

Nos grânulos neutrofílicos, a atividade de NADPH oxidase é dependente de PKC 

e PI3K para sua montagem apropriada (BROWN et al., 2003; SERGEANT et al., 1997). O 

complexo NADPH oxidase recebe elétrons de NADPH reduzido na superfície citosólica da 

membrana e os transfere para o O2 na superfície extracelular da membrana. O produto dessa 

reação é o O2
-, que pode ser convertido em H2O2 pela SOD, desencadeando a produção de 

EROs. O H2O2 formado serve de substrato para a MPO que, junto com Cl-, leva à formação de 

HOCl, que é um agente microbicida potente, mas que atua como mediador de ativação de pró-

colagenases e pró-gelatinases que levam ao dano tecidual (WEISS et al., 1985; HEINECKE et 

al., 1994).  

A quimioluminescência é um importante método para estudar a produção de 

EROs, em tempo real, por fagócitos ativados. Para amplificar a quimioluminescência 

produzida por fagócitos durante a explosão oxidativa são utilizadas sondas 

quimioluminescentes, como o luminol e lucigenina que diferem com relação a sua 

sensibilidade resultante de diferentes mecanismos moleculares que levam à emissão de luz 

(KOPPRASCH et al., 2003).  

O luminol é capaz de reagir com uma variedade de agentes oxidantes, em uma 

reação onde ele é oxidado a um íon aminoftalato eletronicamente excitado, que retorna a um 

estado basal emitindo fóton (ALLEN & LOOSE, 1976). Ainda não existe um consenso a 

respeito de quais espécies oxidativas reagem com o luminol, mas sabe-se que ele detecta 

diversos tipos de EROs, embora haja uma maior sensibilidade para aquelas envolvidas no 

sistema MPO-H2O2 (DAHLGREN & STENDAHL, 1983; ANIANSSON et al., 1984; 

O’DOWD et al., 2004). 

A dependência de MPO para a produção de quimioluminescência dependente de 

luminol (QL lum) foi inicialmente constatada por meio de experimentos utilizando neutrófilos 

deficientes desta enzima, os quais após serem ativados não produziram QL lum 

(DAHLGREN & STENDAHL, 1983; ANIANSSON et al., 1984 ). No entanto, nesses 



104 

 

mesmos estudos, ensaios realizados com a lucigenina demonstraram que a deficiência de 

MPO não influenciava na quimioluminescência dependente de lucigenina (QL luc). 

Estudos (LI et al., 1999) mostram a lucigenina como um detector específico do 

radical O2
-. Antes de reagir com esse radical, a lucigenina deve ser reduzida por um elétron 

para produzir o radical cátion lucigenina. Esse radical reage com O2
- para produzir um 

intermediário instável, lucigenina dioxietano, se decompondo em duas moléculas de N-

metilacridona, onde uma das quais está em um estado eletronicamente excitado, que retorna 

ao estágio basal emitindo fóton. 

Nos ensaios quimioluminescência dependente de luminol (QLlum), tanto CESAC 

quanto AFM exibiram atividade modulatória do metabolismo oxidativo dos neutrófilos 

bastante expressiva. No entanto, na quimioluminescência dependente de lucigenina (QLluc) 

as atividades modulatórias da CESAC e AFM foram acentuadamente menores, sugerindo que 

seus efeitos antioxidantes sobre o metabolismo oxidativo de neutrófilos estejam mais 

relacionados ao sistema MPO-H2O2. 

Dando continuidade aos estudos de avaliação da atividade antioxidante in vitro da 

CESAC e da AFM, foi investigada se seus efeitos estão relacionados a uma capacidade 

seqüestradora de radicais livres. Este ensaio revelou apenas a CESAC na maior concentração 

mostrou uma ação antioxidante, indicando que a atividade antioxidante apresentada pelos 

ensaios de quimioluminescência está pouco relacionada à atividade sequestrante apresentada 

pela CESAC, ou não está relacionada no caso da AFM. 

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram com estudos anteriores 

realizados pelo nosso grupo de pesquisa (LEAL, 1995; LEAL, 2006; LEAL et al., 1995; 

2003; 2009) relacionados a avaliação da segurança e das atividades antioxidante e 

antiinflamatória de produtos derivados e moléculas obtidos de  Amburana cearensis. 

Entretanto, o estudo farmacológico com o extrato seco padronizado da planta com tecnologia 

agregada, é o primeiro a ser realizado. Da mesma forma, o presente estudo  com a 

afrormosina (isoflavona), abordando seus efeitos antiinflamatórios e antioxidantes foi 

pioneiro. Inclusive, esses dados justificam que num futuro próximo a inclusão da 

determinação do teor de flavonóides totais em fitoprodutos e fitoterápicos produzidos a partir 

do cumaru, como parâmetro a mais no controle de qualidade desses produtos.  
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Por fim, o presente estudo mostrou as atividades antiinflamatória e antioxidante 

da CESAC e da AFM que parecem estar relacionadas a uma ação moduladora da resposta 

inflamatória, incluindo redução da ativação de neutrófilo, da atividade de proteases, produção 

de citocinas e do estresse oxidativo. As atividades farmacológicas determinadas para a 

CESAC e a AFM ratificam o potencial antiinflamatório do cumaru a ser empregado no 

tratamento de doenças inflamatórias como a asma.   
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7. CONCLUSÕES 

Diante dos resultados obtidos no presente estudo com as cápsulas do extrato seco 

de A. cearensis (CESAC) e com a afrormosina (AFM), isoflavonóide isolado da planta, 

podemos concluir: 

• A CESAC e a AFM não interferiram na viabilidade de neutrófilos humano. 

Contudo, no ensaio de laranja de acridina a CESAC mostrou uma citotoxicidade relativa, 

possivelmente relacionada à presença da cumarina na planta. 

• A CESAC demonstrou atividade antiinflamatória nos modelos experimentais 

de edema de pata, peritonite e de broncoprovocação induzida por antígeno, que parece está 

relacionada ao bloqueio no acúmulo de leucócitos no foco inflamatório, bem como a 

modulação do estresse oxidativo. 

• Tanto a CESAC quanto a AFM mostraram uma atividade antiinflamatória in 

vitro, relacionada à inibição da ativação de neutrófilos, da atividade da mieloperoxidase e 

elastase, além da redução dos níveis de TNFα. 

• A CESAC e a AFM possuem atividade inibitória sobre o metabolismo 

oxidativo dos neutrófilos, detectada através da quimioluminescência dependente de luminol.  

• A CESAC e a AFM possuem atividade antioxidante modulando produtos 

relacionados com a atividade de NADPH, principalmente através do sistema mieloperoxidase-

H2O2, onde a ação sequestradora de radicais livres parece não possuir um papel importante. 
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