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RESUMO 

 

Fridericia platyphylla (Cham.) L. G., popularmente conhecida como “cipó-una”, “tintureiro” 

ou “cervejinha do campo”, suas raízes são tradicionalmente usadas para o tratamento de 

cálculo renal eosteoartrite, ela é uma espécie do cerrado rica em metabólitos secundários, 

conhecida por sua ação anti-inflamatóriaNessa perspectiva o presente estudo teve por 

objetivoidentificar os metabólitos secundários e avaliar o potencial anti-inflamatório presente 

no extrato hidroetanólico das folhas de F. platyphylla e caracterizar os constituintes químicos 

do extrato.Para análise fitoquímica a caracterização ocorreu pelas técnicas 

hifenadas.Acaracterização dos metabólitos secundários foi realizada por LC-UV/MS, 

comparando os tempos de retenção com padrões autênticos e seus espectros no UV e 

fragmentos de massa.Para avaliação do efeito anti-inflamatório foi realizado o teste com o 

extrato bruto nos modelos de quantificação de NO (óxido nítrico) e citocinas.Os resultados 

demonstram que foi detectada a presença de apigenina, cirsiliol e derivado, isoquercitrina e 

rutina e queo extratoobtido das folhas apresentou uma atividade anti-inflamatória, confirmada 

pela capacidade de inibir o NO e pela produção de IL-4, nas concentrações de 0,063 e 0,125 

mg/mL, respectivamente. Esses resultados demonstraramque as folhas de F. 

platyphyllaapresenta potencial anti-inflamatório e os flavonoides podem ser os responsáveis 

por essa ação. 

 

 

Palavras-chave:Inflamação; citocinas, óxido nítrico, flavonoides. 
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ABSTRACT 

 

Fridericia platyphylla (Cham.) L. G., popularlyknown as "cipó-uma", "dyer" or 

"beerofthefield", its roots are traditionallyused for kidneystonetreatment and osteoarthritis, it 

is a speciesofthe cerrado rich in metabolitessecondary. The 

objectiveofthepresentstudywastoidentifythesecondarymetabolites and toevaluatetheanti-

inflammatorypotentialpresent in thehydroethanolicextractoftheleavesofF. platyphylla and 

tocharacterizethechemicalconstituentsoftheextract. For phytochemicalanalysis, 

thecharacterizationwasperformedbyhyphenatedtechniques. The 

characterizationofthesecondarymetaboliteswasperformedby LC-UV / MS, comparingretention 

times withauthenticstandards and their UV spectra and massfragments. Toevaluatetheanti-

inflammatoryeffect, thecrudeextracttestwasperformed in thequantificationmodelsof NO (nitric 

oxide) and cytokines. The resultsdemonstratethatthepresenceofapigenin, cirsiliol and 

derivative, isoquercitrin and rutinwasdetected and 

thattheextractobtainedfromtheleavesshowedananti-inflammatoryactivity, 

confirmedbytheabilitytoinhibit NO and IL-4 production, in concentrationsof 0.063 and 0.125 

mg / mL, respectively. TheseresultsdemonstratedthattheleavesofF. platyphyllapresentanti-

inflammatorypotential and theflavonoidsmayberesponsible for thisaction. 

 

Keywords: Inflammation; cytokines, nitric oxide, flavonoids 
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 INTRODUÇÃO 

 

O processo inflamatório, envolvido em diversas patologias, é uma resposta do 

organismo frente a uma infecção ou a uma injúria tecidual. Compreende basicamente dois 

mecanismos de defesa: uma resposta inespecífica (resposta inata), responsável pelas 

características da região inflamada (vermelhidão, edema, calor, dor e perda de função) e uma 

resposta imunológica, na qual há produção de anticorpos específicos contra um determinado 

agente agressor (MARCELA et al., 2009). Para combater o processo inflamatório utilizam-se 

anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) ou esteroidais(SANTON, 2017).   

Os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) encontram-se entre os 

medicamentos mais prescritos em todo o mundo. Essa classe heterogênea de fármacos inclui a 

aspirina e vários outros agentes inibidores da ciclo-oxigenase (COX), seletivos ou não. Os 

AINEs não seletivos são os mais antigos, e designados como tradicionais ou convencionais. 

Os AINEs seletivos para a COX-2 são designados COXIBEs. Nos últimos anos, tem sido 

questionada a segurança do uso dos AINEs na prática clínica, particularmente dos inibidores 

seletivos da COX-2 (BATLOUNI, 2010).  

Resultados de estudos clínicos prospectivos e de meta-análises indicam que os 

inibidores seletivos da COX-2 exercem importantes efeitos cardiovasculares adversos, que 

incluem aumento do risco de infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, insuficiência 

cardíaca, insuficiência renal e hipertensão arterial (BATLOUNI, 2010). Com todos os efeitos 

adversos que estes medicamentos trazem ao ser humano, tem-se a necessidade de se buscar 

alternativas naturais para o combate a inflamação. 

Dentre as alternativas naturais encontram-se as plantas que são uma fonte 

importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais derivam diversos 

fármacos comercializados no mundo inteiro. O estudo químico e farmacológico das plantas 

medicinais possibilitou a obtenção de novos compostos com propriedades relevantes, como o 

taxol (anticancerígeno), a artemisinina (antimalárico), a morfina (analgésico), a emetina 

(antiprotozoário), a galangina (antibacteriano), a colchichina e o acheflan (anti-inflamatórios) 

(NEWMAN; CRAGG, 2016). 

Nessa perspectiva este estudo tem como finalidade a busca em F. platyphylla,por 

novas alternativas para o tratamento da inflamação. 
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2REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 AÇÃO DO SISTEMA IMUNOLÓGICO NA INFLAMAÇÃO 

 

A inflamação é um processo fisiológico que ocorre em consequência da ativação 

de alguns mecanismos que provocam adulterações nos componentes humorais e celulares 

após agravo tecidual de distintas origens tais como: toxinas, substâncias cáusticas, tecido 

necrótico, traumas mecânicos diretos ou indiretos, radiações, entre outros (CRUVINEL et al., 

2010). 

 De maneira geral, a inflamação é classificada em aguda e crônica levando-se em 

conta o período de duração e características patológicas. É caracteriza como inflamação 

aguda, aquela em que há uma progressão de horas a dias, sendo caracterizada por 

vasodilatação, exsudação plasmática e migração de células para o sítio lesado. As desordens 

crônicas são caracterizadas por longa duração semanas, meses até anos com inflamação ativa, 

destruição tecidual e tentativa de reparo ocorrendo simultaneamente (NORLING, 2010). 

O sistema imunológico é constituído de uma complexa rede de células e 

mediadores altamente efetivos e dinâmicos que protegem o hospedeiro contra agentes 

agressores. Embora a inflamação atue como uma defesa do hospedeiro contra infecções ou 

lesões, e é primariamente um processo autolimitado, a resolução inadequada de respostas 

inflamatórias frequentemente conduz a doenças crônicas incluindo câncer (MEDZHITOV, 

2008; KUNDU; SHUR, 2008; MANTOVANI, 2009).  

Durante o processo inflamatório, os macrófagos exercem três funções principais: 

fagocitose, apresentação de antígenos e imunomodulação através da produção de várias 

citocinas e fatores de crescimento. Os macrófagos inflamatórios diferem dos macrófagos 

residentes especialmente pelo aumento da capacidade fagocítica e pela capacidade aumentada 

de gerar reativos intermediários de oxigênio (ROIs) e nitrogênio (RNIs), ainda evidências 

indicam, que macrófagos ativados são capazes de destruir células tumorais (EBERHARDET, 

2001, SULLIVAN; CHANDEL, 2014).  

Tal estimulação resulta na síntese de enzimas como a óxido nítrico síntese 

induzível (iNOS), responsável pela produção de óxido nítrico (NO). Estudos anteriores 

descrevem o envolvimento de níveis elevados de iNOS na carcinogênese, incluindo iniciação, 

promoção, progressão, metástase e angiogênese tumoral (CHEN; STONER, 2004). Em alguns 
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tipos de tumores, incluindo o de mama, inibidores da iNOS vem sendo utilizados na 

prevenção da angiogênese e além disto, a terapia para prevenção de metástases no câncer 

pode ser acompanhada pela inativação da iNOS (RAO et al., 2002; KOHNO et al., 2007). 

Quanto à imunidade celular, processo eficaz na destruição dos tumores, é 

composto por células imunológicas que são capazes de liberar muitas substâncias que tem 

como objetivo amplificar o processo inflamatório (MILLS et al., 2004; OSTUNI et al., 2015).  

Porém pode haver um desequilíbrio nessa imunovigilância na eliminação do 

tumor, e isso é um processo complexo que abrange várias vias de sinalização que podem ser 

influenciadas pela expressão de citocinas de células tumorais, células do sistema imunológico 

e outros tipos de células não cancerosas, tais como células epiteliais ou fibroblastos 

associados ao câncer, em tecido circundante. Assim, as citocinas de vários tipos celulares 

presentes no microambiente tumoral podem promover ou suprimir o crescimento do tumor 

(BURKHOLDER, 2014). 

Algumas citocinas apresentam características moduladoras da progressão do 

tumor, principalmente através da indução do processo metastático das células tumorais, 

afetando diversas etapas da disseminação celular e de sua implantação em sítios secundários 

(MANTOVANI et al., 2008; BURKHOLDER, 2014). 

A reação inflamatória constitui um dos componentes mais importantes da 

execução da resposta imunitária, e embora faça parte dos mecanismos defensivos contra 

grande número de agressões, em muitos casos ela própria pode causar danos ao organismo, 

(FILHO, 2013). Entre todas as citocinas anti-inflamatórias, a IL-10 é uma citocina com 

potente ação anti-inflamatória, reprimindo a expressão de citocinas inflamatórias, como TNF-

α, IL-6 e IL-1 por macrófagos ativados, (ZHANG; NA, 2007). A IL-4 é uma glicoproteína 

com propriedades anti-inflamatórias produzidas por linfócitos T-CD4, mastócitos, eosinófilos 

e basófilos, (GEROLAet al., 2011).  

Para Carvalho (2003)o NO é o principal mediador citotóxico de células imunes 

efetoras ativadas, constitui a mais importante molécula reguladora do sistema imune. No 

entanto o NO é potencialmente tóxico. A toxicidade se faz presente, particularmente, em 

situações de estresse oxidativo, geração de intermediários do oxigênio e deficiência do 

sistema antioxidante. 

 

 

 

 



17 
 

2.2 CERRADO BRASILEIRO COMO FONTE DE PRODUTOS NATURAIS 

BIOATIVOS 

 

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do planeta, contando com 

aproximadamente 55 mil espécies de plantas, distribuídas nos diferentes tipos de biomas: 

Floresta Amazônica, Cerrado, Mata Atlântica, Pantanal, Caatinga e Manguezal (ALBERNAZ, 

2010; VIEIRA et al., 2010). 

 Dentre as várias plantas brasileiras com potencial farmacológico, encontra-se F. 

platyphylla cuja sinonímia Arrabidaea brachypoda, uma importante representante da família 

Bignoniaceae, com 56 gêneros e cerca de 340 espécies.  Esta família apresenta diversas 

atividades como adstringentes, antitérmicos, antivirais, citotóxicos, anti-inflamatórios, 

antibacterianos, antifúngicos, antiparasitários, antimaláricos, antirreumáticos e 

anticarcinogênico (BRANDÃO et al., 2010). 

O Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando 

11.627 espécies de plantas nativas já catalogadas. Existe uma grande diversidade de habitats, 

que determinam uma notável alternância de espécies entre diferentes fitofisionomias. O 

cerrado é o segundo maior bioma da América do Sul, ocupando uma área de 2.036.448 km2, 

cerca de 22% do território nacional. A sua área contínua incide sobre os estados de Goiás, 

Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranhão, Piauí, 

Rondônia, Paraná, São Paulo e Distrito Federal, além dos encraves no Amapá, Roraima e 

Amazonas (BRASIL, 2018).  

 

2.3 Fridericia platyphylla L. (Família Bignoniaceae)  

 

A família Bignoniaceaeé originalmente subdividida em oito tribos, ocorrendo 

trêsdelas no Brasil (Bignoniceae, Crescentieae e Tecomeae), as quais se diferenciam pelo 

hábito da planta e pela morfologia do fruto (BUREAU; SCHUMANN, 1897; GENTRY, 

1980, apud DELGADO, 2015). O centro de dispersão da família como um todo é o Brasil 

(GENTRY, 1979 apud BARROSO, 1991, Apud DELGADO, 2015), embora existam cinco 

regiões principais de dispersão: a América Central e parte oeste da América do Sul; região da 

Guiana; terras baixas da Amazônia; cerrados e caatingas do Brasil; litoral do Brasil. O centro 

de diversidade da família também está no Brasil, onde ocorrem 56 gêneros e cerca de 340 

espécies, incluindo muitos táxons endêmicos. As espécies de Bignoniaceae são encontradas 

em diferentes tipos de ambientes, desde os cerrados abertos até as florestas úmidas e 
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perenifólias, representando a principal família de lianas das matas brasileiras (GENTRY, 

1980, apud DELGADO, 2015). Na tabela 1 encontra-se descrito a taxonomia da planta. 

 

Tabela 1. Taxonomia da planta 

Reino Plantae 

Subdivisão Spermatophyta 

Divisão Magnoliopsida 

Subclasse Asteridae 

Ordem Scrophulariales 

Família Bignoniaceae 

Gênero Fridericia 

Espécie Platyphylla 

Fonte: Rocha (2013) 

 

Fridericia platyphylla (Cham.) L. G. Lohmann é uma espécie pertencentea 

família Bignoniaceae,é um arbusto nativo do cerrado brasileiro, possui entre 1,0 e 2,0 m de 

altura, abundantemente ramificado, com folhas simples e flores róseo-roxas em 

inflorescências terminais (Figura 1), já na (Figura 1) é demonstrado a exsicata das folhas. É 

popularmente conhecida como “cipó-una”, “tintureiro” ou “cervejinha do campo”, suas raízes 

são tradicionalmente usadas para o tratamento de pedras nos rins e dor nas articulações 

(artrite) (ALCERITO et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006; ROCHA et al., 2014). 

 

Figura 1- Fridericiaplatyphylla (Cham.) L. G. Lohmann 

 
Fonte: Salles (2007) 

 
 
 

 
Figura 2 – Exsicata de Fridericia platyphylla 
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Fonte: Gentry, A. (1991) 

 
Alguns estudos realizados com folhas de F. platyphylla identificaram flavonoides 

como apigenina e luteolina (BLATT et al., 1998). Alceritoet al., (2002) isolaram quatro 

flavonoides a partir da cera epicuticulardas folhas: cirsimaritina, hispidulina, cirsiliol e 3,4-

dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona. Há também relatos da presença de saponinas, glicosídeos 

cardiotônicos, compostos fenólicos, taninos, esteroides, triterpenospentacíclicos, ácido 

betulínico, ácido ursólico, ácido oleanólico e flavonoides diméricos incomunsglicosilados e 

suas agliconas (ALCERITO et al., 2002; ROCHA et al., 2011; ROCHA, 2014; ROCHA, 

2015; ROCHA, 2016). 

Estudos realizados por Rocha et al. (2011) demostraram que os extratos das raízes 

da Fridericia platyphylla L. possuem atividade analgésica efetiva e uma pronunciada 

atividade anti-inflamatória em modelos animais in vivo. Em 2015, Rocha confirmou a ação 

anti-inflamatória de um triterpenopentacíclico isolado da espécie. No ano seguinte, Rocha e 

colaboradores apresentaram os efeitos gastroprotetores do extrato da raiz da F. platyphylla 

através de evidencias da citoproteção ao mostrar uma série de compostos flavonoides 

diméricos incomuns responsáveis pelo efeito. 

 

2.4AÇÃO ANTI-INFLAMATÓRIA DOS FLAVONÓIDES 

 

 As ações anti-inflamatórias dos flavonoides em modelos celulares envolvem a 

inibição da síntese e atividades de diferentes mediadores pró-inflamatórios, como 

eicosanoides, citocinas, moléculas de adesão e proteína C-reativa. As atividades moleculares 

dos flavonoides incluem a inibição de fatores de transcrição, como o NF-kappa B e a ativação 

da proteína-1 (AP-1), bem como a ativação do fator nuclear relacionado ao fator eritróide 2 

(Nrf2) (SERAFINI, 2010).  

Entretanto, subclasses de flavonoides que não possuem um destes padrões em sua 

estrutura, como por exemplo, a agliconakaempferol, também se destacam por apresentar 

atividade sobre enzimas da cascata de inflamação. Os requisitos estruturais atualmente aceitos 
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para atividade anti-inflamatória de flavonoides são mostrados na Figura 2, (MARCELA, et al, 

2009).Dentre os fatores estruturais importantes para atividade anti-inflamatória de flavonoides 

destacam-se a insaturação no anel C (posições 2-3), o número e a posição de grupamentos 

hidroxilas (por exemplo: padrão catecol no anel B do flavonoide, ou seja, anel 3’,4’-di-

hidroxilado), a carbonila em C-4 (Anel B) e a não glicosilação da molécula. 

 

Fig. 3. Requisitos estruturais observados para atividade anti-inflamatória de flavonoides 

 

Fonte: Coutinho (2009). 

 

 A maior variedade estrutural existente nos flavonoidessão originadas em função 

de modificações químicas ocorridas em sua estrutura básica, que podem ser por meio de 

hidroxilação, metilação, acilação, glicosilação, hidrogenação,(BANTIM, 2015). 

Os estudos de Kasaharaet al (2011), demonstraram que os flavonoides apigenina e 

luteolina inibiram efetivamente a inflamação induzida por carragenina em modelo murino. 
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3.1 OBJETIVO GERAL  

Identificar os metabolitos secundários e o potencial anti-inflamatório presente no 

extrato hidroetanólico das folhas de F. platyphylla L. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

Obter o extrato hidroetanólico 70% das folhas de F. platyphylla L; 

Caracterizaros constituintes químicos do extrato pela técnica de HPLC-UV-Vise 

LC-ESI-IT-MS;  

Avaliar o potencial anti-inflamatório em modelo in vitro do extrato hidroetanólico 

de F. platyphylla. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
4  MATERIAIS  E MÉTODOS 
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4.1MATERIAL VEGETAL 

 

As folhas da Fridericia platyphylla L. foram coletadas em regiões de cerrado do 

município de João Pinheiro, Minas Gerais – Brasil, em abril de 2017. A planta foi identificada 

no Herbário José Badine da Universidade Federal de Ouro Preto pela botânica Dra. Maria 

Cristina Teixeira Braga Messias. Sob o número 17.935, a autorização para coleta e estudos 

científicos foi cadastrada no Sistema Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do 

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o número A451DE4.   

As folhas foram secas em estufa. O pó obtido foi macerado com etanol 70% v/v 

de acordo com a Farmacopeia Brasileira, após macerado foi concentrada em rotaevaporador e, 

posteriormente liofilizado. O extrato obtido foi submetido à clean-up em cartuchos Sep-Pak 

de fase reversa e a caracterização foi realizada comparando os tempos de retenção com 

padrões autênticos e seus espectros no UV e Massas. 

 

4.1.1 Perfil por HPLC-UV-VIS do extrato das folhas de F. platyphylla L. 

 

Após clean up, oextrato foi submetido à análise em HPLC-UV-Vis (SHIMADZU) 

em coluna C18 (Phenomenex, 250 x 4.6 mm, 5μm, 100 °A); usando com o fase móvel água 

(eluente A) e metanol (eluente B), acidificados em ácido fórmico 0,01%, a um fluxo de 1 

mL/min em um gradiente de 10% a 100% de B em 60 min. A temperatura da coluna foi 

mantida à temperatura ambiente e o volume de injeção da amostra foi de 10 μL. Os dados 

foram coletados e processados utilizando o software Shimadzu LC Solution 1.25. 

 

4.1.2 Caracterização do extrato por Cromatografia Liquida acoplada à Espectrometria de 
Massas 
 

Os experimentos de espectrometria de massa foram realizados em LCQ 

Equipamento de frota (ThermoScientific) equipado com um dispositivo de inserção direta da 

amostra via análise por injeção em fluxo (FIA). A matriz estudada foi analisada por ionização 

por eletrospray (ESI), a fragmentação em múltiplos estágios (Msn), realizada em uma 

interface de prisão de íon (IT). O modo positivo foi selecionado para a geração e análise dos 

espectros de massa para primeira ordem (MS) e para os demais experimentos multe estágios 

nas seguintes condições: tensão capilar, 25 V; voltagem spray, 5 kV; e temperatura capilar, 

275 °C. Um gás de arraste (N2) com um fluxo de 8 unidades arbitrárias (A.U.), e o gás de 
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colisão será o hélio (He). A aquisição da faixa será m/z 100-2000. O software Xcalibur versão 

1.3 (ThermoFinnigan, Waltham, MA) foi usado para adquirir e processar os dados. 

 

4.1.3Avaliação do potencial anti-inflamatório do extrato das folhas de Fridericia platyphylla 
 

Na triagem da ação anti-inflamatória foram utilizados modelosin vitro. em cultura 

de células. 

 

4.2OBTENÇÃO E CULTURA DE MACRÓFAGOS PERITONEAIS PARA 
DETERMINAÇÃO DE MTT, NO. 
 

Os animais (camundongos Balb/c, machos) foram inoculados (por via 

intraperitonial) com 3 mL de tioglicolato de sódio a 3% (Difco Lab. LTDA) três dias antes de 

serem eutanasiados em câmara de CO2. As células do exsudato peritoneal (PEC) foram 

obtidas pela inoculação de 5 mL de PBS gelado. As células foram contadas e ajustadas a uma 

concentração de 5x106 células/mL em meio de cultura. Todos os testes foram realizados de 

acordo com as normas do comitê de ética do biotério central da UNESP, sob o numero de 

protocolo 738 (CEUA). 

 

4.2.1 Teste de viabilidade celular 

 

O método escolhido foi o MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- 

difeniltetrazólico]. Esse método avalia a atividade das desidrogenasses mitocondriais, capazes 

de reduzir o MTT a sais de formazan, um composto de coloração azul escuro 

(MOSMANN,1983). Foram utilizados macrófagos RAW 264.7, em placas de microdiluição 

de 96 poços a uma concentração 2 x 105, e células em 200 μL de meio RPMI + SFB 2% por 

poço e incubadas por 24h para aderência. As células foram cultivadas a 37°C. Depois da 

incubação, o sobrenadante foi pipetado e descartado e acrescido 200 μL das concentrações 50 

µg/mL, 100 µg/mL, 150 µg/mL e 250 µg/mL do EHLd  e do EHSt, em triplicata, diluídas no 

mesmo meio de cultura e incubadas por 48 h. O próximo passo foi descartar o sobrenadante e 

colocar 100 µL do mesmo meio com MTT – [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5- difeniltetrazólico] 

(0,5%) (Sigma-Aldrich, EUA), para melhor visualização dos cristais de formazan nas células 

viáveis. As placas foram incubadas por mais de 24h e após esse período fez-se leitura no leitor 

ELISA com absorbância a 570 nm. Os cálculos das porcentagens de crescimento e viabilidade 

celular foram obtidos a partir da seguinte fórmula: % Viabilidade = TA /T1x100, tendo: TA = 
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media da absorbância da célula tratada – absorbância do branco da amostra; e T1 = 

absorbância da suspensão celular de controle (sem tratamento). 

 

4.2.2 Determinação de Óxido Nítrico (NO) 

 

O NO foi quantificado espectrofotometricamente pelo acúmulo de nitrito no 

sobrenadante da cultura de macrófagos peritoneais através da reação de diazotação com o 

reagente de Griess, conforme descrito por Green et al. (1982). Os sobrenadantes de cultura 

foram obtidos e expostos ao reagente de Griess. Após 10 min de incubação a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz, a leitura foi realizada em espectrofotômetro a 540 nm. 

 

4.2.3 Determinação da inibição do Óxido Nítrico (NO) 

 

No teste de Inibição desse mediador, se procedeu à realização da mesma reação 

anterior, com a diferença de que foram adicionados ao mesmo tempo o controle positivo LPS 

e os extratos da planta sobre a cultura de macrófagos. 

 

4.3 OBTENÇÃO E CULTURA DE ESPLENÓCITOS TOTAIS PARA 
DETERMINAÇÃO DE TNF-α, IL-1, IL-4 e IL-10 
 

Após eutanásia, o peritônio foi exposto e aberto para a extração do baço no qual 

fora assepticamente removido e macerado. A suspensão celular foi ajustada para 5x106 

células/mL, plaqueada e estimulada e, então, incubadas em estufa de CO2, por 24 horas. O 

sobrenadante foi colhido e armazenado a -20ºC em geladeira, para posterior quantificação de 

citocinas. 

 

4.3.1 Quantificação de citocinas no sobrenadante das culturas através de ensaio 

imunoenzimático (ELISA) 

 

As citocinas TNF-α,IL-1 β, IL-4 e IL-10 foram quantificadas nos sobrenadantes 

da cultura de células do exsudato peritoneal após aderência e esplenócitos totais, obtidos 

conforme descrito anteriormente, ajustados à concentração de 5x106 células/mL e 1x107 

células/mL, respectivamente, em RPMI-C após 24 h de cultura em presença dos estímulos já 

citados. Para quantificar a produção de cada citocina, foram utilizados testes 
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imunoenzimáticos ELISA sandwich (eBioscience®, OptEIA™), de acordo com as instruções 

do fabricante.  As placas de 96 orifícios (Corning Inc.) foram adsorvidas com 100 μl/cavidade 

de anticorpo de captura, monoclonal, obtidos de rato, anti-citocina de camundongo, na 

concentração adequada para cada citocina, diluído em tampão fosfato de sódio (pH 6,5) ou 

carbonato de sódio (pH 9,6), conforme indicado pelo fabricante, e incubadas overnight à 4 °C. 

No dia seguinte, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 

(tampão de lavagem) e bloqueadas com 200 μL/cavidade com diluente de ensaio (tampão 

PBS acrescido de 10% de soro fetal bovino inativado, Sigma-Aldrich, pH 7,2 a 7,4) à 

temperatura ambiente por 60 min. Após a incubação, as placas foram lavadas 3 vezes com 

tampão de lavagem e em seguida foram adicionados 100 μL/cavidade do padrão de citocinas 

ou dos sobrenadantes das culturas celulares a serem testados. As placas foram então 

incubadas à temperatura ambiente por 120 min e então foram lavadas 5 vezes com tampão de 

lavagem. Em seguida, foram adicionados 100 μL por cavidade de anticorpo monoclonal de 

cabra (anticorpo anti-citocina de camundongo) marcado com biotina e diluído à concentração 

adequada de cada citocina em diluente de ensaio. As placas foram incubadas por mais 60 min 

à temperatura ambiente e posteriormente foi lavada mais 5 vezes com tampão de lavagem,  

então foram adicionados 100 μL/cavidade do conjugado peroxidase-estreptavidina e 

incubadas novamente à temperatura ambiente por 60 min. Após este período de incubação, as 

placas foram lavadas 5 vezes com tampão de lavagem e em seguida foram adicionados 100 

μL por cavidade do substrato [10 mM de tampão citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de 

tetrametilbenzidina (Sigma) e 1,2 mM de H2O2 (MallinckrodtChemical)] e incubados por 30 

minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A reação foi interrompida para se 

adicionar 50 μL de H2SO4 2N por cavidade. Nestas reações há formação de cromóforos, que 

teve sua absorbância lida em espectrofotômetro UV/visível para microplacas 

(MultiskanAscent, Labsystems) em 450 nm. As concentrações de cada citocina foram 

quantificadas com base em uma curva padrão previamente estabelecida e os resultados foram 

expressos em pg/mL. 

 

4.4ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A significância estatística foi determinada por ANOVA de 2 vias usando o teste 

de comparações múltiplas de Sidak e intervalo de confiança em 95%. (p < 0,05) quando 

comparado com o grupo controle em cada ponto respectivo ou conforme indicado. Os 

resultados são apresentados como a média ± desvio padrão de 5 animais. 
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5.1 PERFIL CROMATOGRÁFICO DAS FOLHAS DE F. platyphylla L. 

 

Os perfis cromatográficos são bastante utilizados no estudo de plantas, permitindo 

comparar e sugerir classes de compostos presentes em extratos utilizando detectores de 

arranjo de diodos, ultravioleta ou espectrometria de massas. Nesta análise cromatográfica 

buscou-se a obtenção das informações sobre a composição química do extrato bruto 

hidroetanólico e a melhor identificação dos constituintes da F. platyphylla. Conforme (Fig. 4). 

 

Figura 4 - Cromatograma de separação por HPLC-UV-Vis dos constituintes químicos presentes no extrato EtOH 
70% das folhas de F. platyphyllaeseus espectros representativos no ultravioleta. 
 
 

 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

O perfil cromatográfico do extrato apresentou vários picos em diferentes tempos 

de retenção caracterizados em sua maioria por flavonoides. 
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Segundo Braga et al (2006, p. 17) entre os métodos modernos de análise, a 

cromatografia hifenada ocupa um lugar de destaque devido à facilidade com que efetua 

separação, identificação e quantificação das espécies químicas, 

 

Figura 5–Espectro de primeira ordem para o ion molecular m/z 610,88 (rutina). 
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Fonte: Autor (2019) 

 

A rutina é um tipo de flavonoide encontrado nas plantas e de grande interesse 

farmacológico, incluindo atividade antialérgica, anti-inflamatória, antitumoral e 

principalmente antioxidante (JANBAZ, et al., 2002; CALABRÒ, et al., 2005; YANG, et al., 

2008). 

A rutina ou vitamina P, como antigamente era denominada, é um flavonol 

glicosídico pertencente a uma importante classe de flavonoides, sendo encontrada na natureza, 
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em frutas, vegetais, semente, ervas, especiarias, caules, folhas e bebidas como chá e vinho, 

(ROZATTO, 2012). 

ConformeNagem, (2002),foi demonstrado quea molécula de rutina temuma 

capacidade inibitória sobre o metabolismo do ácido araquidônico, envolvido na síntese de 

prostaglandinas sensibilizadoras de células do sistema imune, demonstrando sua ação anti-

inflamatória. 

 

Figura 6–Espectro de primeira ordem para o ion molecular m/z 331,09(cirsiliol) 
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Em estudos com efeitos inibitórios da sakuranetina (estrutura semelhante ao 

cirsiliol), usando os compostos 7-O-metil-aromadendrina e araquidonato de 3-acetil-7-O-

metil-aromadendrinona sobre leucócitos peritoneais de ratos, foi observado que os dois 

compostos reduziram a produção de LTB4(Leucotrieno B4). Comportamento semelhante aos 

flavonoides agliconas, que também suprimem a formação do produto 5-LOX (Leucotrieno) 

em células intactas,demonstrando IC50menor que1μM (GINER, 2007). 

Figura 7–Espectro de primeira ordem para o ion molecular m/z 361,16 (derivado do cirsiliol) 
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Fonte: Autor (2019) 
 

 

Figura 8–Espectro de primeira ordem para o ion molecular m/z 271,06 (apigenina) 

 

 

T: + c sid=15,00  ms [150,00-1000,00]

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
331,14

301,08

361,16

316,21
430,85282,96 418,83204,82163,08 250,66234,81 402,18371,66337,57180,78

T: + c sid=15,00  ms [150,00-1000,00]

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
271,06

255,08

285,02

253,15
227,16177,00

239,26
184,99 270,12204,79163,06 278,69

248,64 256,54216,87175,04 194,82 237,26

Pico base 

2ª Fragmentação 

1ª Fragmentação 

Pico base 
Pico base 



31 
 

O

OH

OOH

HO
O

OOH

HO

m/z 271,06 m/z 255,06
 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
 

Muitosflavonoidescomo as agliconas tem atividade anti-inflamatória, como as 

flavonas (apigenina, luteolina e crisina), na quais possuem como mecanismo de ação a 

inibição das vias ciclooxigenase e lipoxigenase no metabolismo do ácido araquidônico, 

(COUTINHO et al, 2009). Os estudos de Kasaharaet al (2011), demonstraram que os 

flavonoides apigenina e luteolina inibiram efetivamente a inflamação induzida por 

carragenina em modelo murinho. 

 

Figura 9–Espectro de primeira ordem para o ion molecular m/z 464,81 (isoquercitrina) 
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Nos testes de vias respiratórias, observou-se que o flavonoide isoquercitrina, 

apresentou atividade anti-inflamatória, após administração por via parenteral (15mg/Kg), 

promovendo a redução no recrutamento de eosinófilos e a formação de leucotrienos indutores 

de broncoconstrição, portanto este flavonoide tem evidências científicas que tem um potencial 

efeito para o tratamento contra crises asmáticas, (COUTINHO et al., 2009). 

 

5.3 RESULTADOS DOS TESTES in vitro COM OS EXTRATOS DAS FOLHAS DE 

Fridericia platyphylla L. 

 

5.3.1 Teste de viabilidade celular 

 

No ensaio para a determinação da citotoxicidade em macrófagos peritoneais é 

possível observar na (Figura 10), que o extrato obtido das folhas da F. platyphylla 

foicitotóxico para as concentrações maiores0,125 e 0,063 mg/mL já nestas concentraçõeso 

extrato das folhas não apresentou citoxicidade e sua viabilidade foi igual ou superior a 

100%.Portanto essas concentrações foram àsescolhidas para estimular os macrófagos e 

esplenócitos para dosar as citocinas. 
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Figura 10 - Viabilidade de macrófagos peritoneais, após aderência, de camundongos Balb/c estimulados com 
tioglicolato de sódio 3% (**** p<0,0001). 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

No trabalho de Lima (2015) 

Acitotoxicidadefoiobservadaapós48e72horasdeincubaçãodecélulas 

3T3emconcentraçõesquevariaramentre0,25-

1,75mg/mLdeextratoaquosodeAspidospermapyrfoliumapresentou ograu decitotoxicidade 

baixaeapercentagemmáximadeinibiçãodaproliferaçãocelularfoiobservadana 

concentraçãode1,75mg/ml,em72horas. 

 

5.3.2Determinação da produção de óxido nítrico (NO) 

 

A determinação da produção de NO foi realizada em sobrenadantes de culturas de 

macrófagos peritoneais, após aderência. As células foram mantidas 24 horas em contato com 

diferentes concentrações dos extratos, LPS como controle positivo e apenas o meio RPMI 

como controle negativo. (Na Figura 11) observa-se que não houve produção de NO pelos 

extratos das folhas, indicando que provavelmente possa ter ocorrido inibição da produção de 

NO. 

O óxido nítrico é conhecido por ser um mediador pró-inflamatório em diversas 

doenças inflamatórias agudas e crônicas, portanto a diminuição na sua concentração favorece 

a diminuição da inflamação (LEE et al., 2006).  
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Figura 11 -Produção de NO (óxido nitro), em cultura de macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c               
( ****p< 0,0001). 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
Para Alves (2007), uma subfração orgânica do extratobruto da 

Cynarascolymus(1mg/mL) foi eficiente, para a produção de NO. Os ácidos cafeoilquínicos e 

os flavonóides representam os dois principais grupos de constituintes do extrato da alcachofra. 

Os flavonóides luteolina e cinarosídeo aumentaram a produção da enzima. Comparado com o 

extrato bruto daFridericia platyphylla as concentrações foram menores e apresentaram 

inibição na produção de NO. 

 

5.3.3 Determinação da inibição de NO 

 

Por meio de outro experimento, foi determinada a inibição de NO observada na 

(Figura 12), em que os extratos das folhas Fridericia platyphylla foram capazes de inibir a 

produção de NO na concentração de 0,125mg/mL, sendo que este extrato também inibiu na 

concentração menor de 0,063mg/mL (p<0,001), sem diferença estatística significativa. A 

inibição de NO pode estar relacionada com a presença de atividade anti-inflamatória e pode 

indicar nova abordagem farmacológica para prevenir doenças crônicas como hipertensão, 

neurodegeneração, doença de Crohn e câncer (NAIK, DIXIT, 2011; NAZAREWICK, 

DIKALOV, 2013). 
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Figura 12 -Inibição da produção de NO utilizando extrato das folhas Fridericia platyphylla em cultura de 

macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c (***p<0,001, ****p< 0,0001). 

 
Fonte: Autor (2019) 

 

O extrato lipofílico (200 µg/mL) das folhas de Arrabidaea chica mostrou ação 

anti-inflamatória in vitro pelo método que avalia a capacidade de inibição do fator de 

transcrição nuclear kappa B (NF-κB, do inglês, nuclear factor-κB), um mediador central da 

resposta imune em seres humanos, que regula a transcrição de genes que codificam várias 

citocinas pró-inflamatórias, entre outros, e enzimas inflamatórias, como iNOS (CHAGAS, 

2016). 

 

5.3.4Determinação do TNF-α 

 

O mediador TNF-α, atua como um importante alvo terapêutico em uma gama de 

doenças inflamatórias crônicas e fornecendo um elo importante entre a inflamação e o câncer. 

O TNF-α pode regular numerosos processos celulares e biológicos, tais como a função 

imunitária, a diferenciação celular, proliferação, apoptose e metabolismo energético. Está 

também envolvido na patogênese de várias doenças auto-imunes ou inflamatórias crônicas 

(VERMA et. al, 2012). 
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Figura 13: Concentração de fator de nercrose tumoral-α liberado no sobrenadante da cultura de macrófagos 
peritoneais de camundongos Balb/c. Os macrófagos peritoneais foram colocados em contato com o extrato de 
folhas de Fridericia pratyphylla; como controle positivo foi utilizado o LPS e como controle negativo apenas o 
meio RPMI (****p<0,0001). 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
Moraes (2011) avaliou o mecanismo de ação anti‒inflamatório do flavonoide 

isolado da planta Brosimumacutifolium na concentração de 100 µM, promoveram 

considerável redução nos níveis de TNF‒α e PGE 2, quando comparado ao grupo não tratado. 

Essa redução é importante visto que o TNF-α é um mediador crucial no desencadeamento da 

resposta pró‒inflamatória, levando à transcrição gênica de várias moléculas inflamatórias. 

 

 
5.3.5 Determinação da interleucina – 1 

 

Nos macrófagos peritoneais murinos, os extratos obtidos das folhas de Fridericia 

platyphylla não foram capazes de inibir a produção interleucina-1 (Figura 14). 

IL-1 é uma citocina pró-inflamatória que inicia e propaga a inflamação, 

principalmente através da indução de uma rede de citocinas e melhorando a infiltração de 

células inflamatórias locais e aumentando a expressão de moléculas de adesão como 

leucócitos e células endoteliais. A IL-1 apresenta um papel no desenvolvimento do tumor, 

especialmente como um fator pró-angiogênese (VORONOV et. al, 2014). 
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Figura 14 - Concentração de interleucina-1 liberada no sobrenadante da cultura de macrófagos peritoneais de 
camundongos Balb/c. Os macrófagos peritoneais foram colocados em contato com o extrato das folhas de 

Fridericia platyphylla; como controle positivo foi utilizado o LPS (lipopolissacarídeo), e como controle negativo 
apenas o meio RPMI. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
 

No trabalho de Maia (2015) a interleucina – 1 (IL-1β) os testes realizados com 4 

mg do extrato deSolamumlycopersicum apresentou diminuição de 52%. Porém os extratos 

obtidos das folhas de Fridericia platyphylla não foram capazes de inibir a produção 

interleucina-1.  

 
5.3.6 Determinação da interleucina – 4 

 

Na (figura 15), pode-se observar que houve produção de IL-4 pelo extrato testado, 

confirmando a sua atividade anti-inflamatória.  

A IL-4 é uma citocina anti-inflamatória produzida pelas células T CD4+ ativadas 

e promove respostas com fenótipo Th2. Isto conduz à produção de outras citocinas anti-

inflamatórias e inibe as condições pró-inflamatórias, servindo como um regulador da resposta 

imune (VAZQUEZ et al., 2015). 
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Figura 15 - Concentração de interleucina-4 liberada no sobrenadante da cultura de esplenócitos de camundongos 
Balb/c. Os esplenócitos foram colocados em contato com o extrato de folhas da Fridericia platyphylla; como 

controle positivo foi utilizado o Con-A e como controle negativo apenas o meio RPMI. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
O efeito das citocinas com ação anti-inflamatória, como por exemplo, IL-4, IL-10 

(interleucina 10) e IL-13, inibem as respostas inflamatórias e, dessa forma, contribuem para a 

prevenção da obesidade e diabetes do tipo 2. Dessa forma, elevadas concentrações dessas 

citocinas são benéficas para a modulação dos mediadores do metabolismo energético 

(GOMES, 2016). Nos teste realizado com extrato de Eugenia involucrata e Vitisviniferaforam 

promissores para a produção o que confirma os testes realizados com a Fridericia 

Platyphylla. 

 

5.3.7 Determinação da interleucina – 10 

 

A IL-10 apresenta características anti-inflamatórias e inibe a resposta imune no 

local do tumor, e sua relação com a presença de apoptose pode sugerir um aumento da 

agressividade do tumor, mesmo em estágios iniciais de seu desenvolvimento (FERNANDEZ 

et al., 2006; BURKHOLDER et al., 2014).  

Entretanto, observando a (Figura 16) os extratos da Fridericiapratyphylla não 

foram capazes de produzir IL-10. 
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Figura 16 - Concentração de interleucina-10 liberada no sobrenadante da cultura de esplenócitos de 
camundongos Balb/c. Os esplenócitos foram colocados em contato com o extrato de folhas de Fridericia 

pratyphylla; como controle positivo foi utilizado o Con-A e como controle negativo apenas o meio RPMI. 

 
Fonte: Autor (2019) 

 
 

Nos testes de Burian (2016), os resultados obtidos na determinação da citocina IL-

10, na concentrações 100pg/mL de Alliumsativumforam capaz de produzir a citocina. Porém o 

extrato bruto das folhas deFridericiapratyphylla não foram capazes de produzir IL-10. 
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6 SÍNTESE DE TODO A PESQUISA 

 

O presente trabalho demonstrou que a planta selecionada foi a F. platyphylla, o 

perfil cromatográfico demonstrou diferentes picos com diferentes concentrações e diferente 

classe, cuja classe majoritária foi a dos flavonoides. Na análise do HPLC-MS, pode se 

observar que os flavonoides encontrados eram glicosilados e agliconas. Nos testes em vitro as 

concentrações viáveis para os demais testes foi de 0,063 e 0,125 mg/mL análise realizada pelo 

teste de MTT, e nos demais teste o extrato demonstrou ação anti-inflamatória pela inibição do 

óxido nítrico e produção da interleucina – 4. Portanto os resultados são promissores no 

tratamento da inflamação. 

 
 Fonte: Autor (2019)  
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7 CONCLUSÃO 

 

O extrato deFridericia platyphylla demonstrouefeito anti-inflamatórioconfirmado 

pela capacidade de inibir NO e a produção de IL-4. Neste contexto os flavonoides 

encontrados nesta planta constituem uma alternativa promissora como agentes terapêuticos 

frente aos processos inflamatórios. Diante desses resultados,estudos bioguiados poderão levar 

ao isolamento de compostos das folhas que poderão apresentar resultados ainda mais efetivos 

que o extrato bruto. 
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