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RODRIGUES, K. C. M. Caracterização química e investigação das atividades antibacteriana e 

anti-inflamatória tópica de Vernonia polyanthes Less. 2013. 144 p. Dissertação. Programa de 

Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas. Faculdade de Farmácia, Universidade Federal de 

Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.

RESUMO 

Vernonia polyanthes Less., conhecida como assa-peixe, é uma espécie vegetal que tem sido 
utilizada na medicina tradicional como anti-inflamatório, cicatrizante e antimicrobiano. O 
objetivo do presente estudo foi caracterizar quimicamente e investigar as atividades 
antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória tópica de Vernonia polyanthes Less. Folhas 
secas e pulverizadas foram exaustivamente extraídas com hexano, acetato de etila e etanol por 
maceração estática. Foi realizada a quantificação de teores de fenóis e flavonoides totais por 
espectrofometria. A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil), poder de redução e cooxidação do �-caroteno/ácido linoleico. A 
atividade antibacteriana foi estabelecida pelo método de difusão em ágar e Concentração 
Inibitória Mínima por microdiluição em caldo. A caracterização química foi realizada por 
Cromatografia Liquida de Alta Eficiência e Cromatografia Gasosa/Espectrofotometria de 
Massas. A atividade anti-inflamatória tópica foi investigada pelos testes de edema de orelha 
induzido pelo óleo de cróton e pelo ácido araquidônico. Os dados foram demonstrados como 
média ± erro padrão e análise de variância seguida dos testes de Newman-Keuls ou Tukey foi 
usada para medir o grau de significância (p � 0,05). Os teores de fenóis e de flavonoides totais 
variaram de 0,53 a 22,93 g / 100 g e de 0,18 a 8,23 g / 100 g, respectivamente. Os extratos em 
acetato de etila e etanólico apresentaram atividade antioxidante pelos métodos aplicados. 
Todos os extratos investigados (hexânico, em acetato de etila e etanólico) inibiram o 
crescimento das bactérias de referência testadas, de forma variável. A Cromatografia Líquida 
de Alta Eficiência permitiu a detecção dos seguintes constituintes nos extratos estudados, a 
saber: 1) hexânico: luteolina; 2) em acetato de etila: luteolina, apigenina e rutina; e 3) 
etanólico: luteolina e rutina. A Cromatografia Gasosa/Espectrofotometria de Massas também 
permitiu a detecção no extrato hexânico da presença da �-amirina e de dois triterpenos 
derivados do ácido ursólico. Os extratos das folhas de Vernonia polyanthes Less. inibiram o 
edema de orelha induzido pelos agentes flogísticos testados, demonstrando efeito anti-
inflamatório tópico. Os resultados indicaram que Vernonia polyanthes Less. constitui uma 
fonte de substâncias bioativas, possui atividades antioxidante, antibacteriana e anti-
inflamatória tópica, e pode ser uma alternativa promissora para aplicações terapêuticas.  

Palavras-chave: Vernonia polyanthes. Plantas Medicinais. Antibacterianos. Inflamação. 

Antioxidantes. Cromatografia Líquida de Alta Pressão. Cromatografia Gasosa. Espectrometria 

de Massas. 
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RODRIGUES, K. C. M. Chemical characterization and investigation of antibacterial and anti-

inflammatory topical activities of Vernonia polyanthes Less. 2013. 144 p. Dissertation 

(Master of Pharmaceutical Sciences). Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Faculty 

of Pharmacy, Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, Minas Gerais.  

ABSTRACT 

Vernonia polyanthes Less., known as assa-peixe, is a vegetable specie that has been used in 
traditional medicine as anti-inflammatory, healing and antimicrobial. The aim of the present 
study was to chemically characterize and to investigate the antioxidant, antibacterial and 
topical anti-inflammatory activities of Vernonia polyanthes Less. Dried and powdered leaves 
were exhaustively extracted with hexane, ethyl acetate and ethanol by static maceration. The 
quantification of total phenols and flavonoids contents were determined by 
spectrophotometry. The antioxidant activity was measured by DPPH (2, 2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl), ferric reducing power and �-carotene bleaching. The antibacterial activity was 
established by diffusion method agar and the Minimum Inhibitory Concentration was 
determined through the broth microdiluition method. The chemical characterization was 
conducted by High Performance Liquid Chromatography and by Gas Chromatography / Mass 
Spectrometry. The topical anti-inflammatory activity was investigated using the ear edema 
assay induced by croton oil and arachidonic acid. Data were expressed as mean ± standard 
and analysis of variance followed by Newman-Keuls test or Tukey was measured the 
significance level (p � 0.05). The total phenolic and flavonoids values ranged from 0.53 to 
22.93 g / 100 g and 0.18 to 8.23 g / 100 g, respectively. The extracts in ethyl acetate and 
ethanol showed antioxidant activity using the applied methods. All extracts (hexane, ethyl 
acetate and ethanol) inhibited the growth of the reference bacteria tested, variably. The High 
Performance Liquid Chromatography detected the constituents in the extracts as follows: 1) 
hexane: luteolin; 2) ethyl acetate: luteolin, apigenin and rutin; and 3) ethanol: luteolin and 
rutin. The Gas Chromatography / Mass Spectrometry also detected the presence of �-amyrin 
and two triterpenes ursolic acid derivatives in the hexane extract. The extracts of Vernonia 

polyanthes Less. leaves inhibited the ear edema induced by phlogistic agents tested, 
demonstrating topical anti-inflammatory. The results indicated that Vernonia polyanthes Less. 
is a source of bioactive substances, presents antioxidant, antibacterial, and topical anti-
inflammatory activities, and can be use as an promissing alternative for therapeutic 
aplications. 

Keywords: Vernonia polyanthes. Medicinal Plants. Antibacterial. Inflamamation. 
Antioxidants. Chromatography, High Pressure Liquid. Chromatography, Gas. Mass 
Spectrometry. 
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1. �INTRODUÇÃO 

Os vegetais e seus usos foram e são fundamentais para a existência e o 

desenvolvimento da sociedade desde os primórdios até a atualidade. Por milhares de anos, a 

medicina e os produtos naturais foram intimamente ligados através da utilização de 

medicamentos tradicionais e venenos naturais. Desde a antiguidade, as plantas medicinais 

fazem parte da cultura humana como restauradoras da saúde, fonte de alimentos, vestuários, 

combustível, bem como utensílios para manifestações religiosas e artísticas. O registro mais 

antigo encontrado na Medicina Chinesa foi realizado pelo herborista Shen Nong (imperador) 

em 2800 a.C., que descreveu o uso de centenas de espécies vegetais na cura de várias 

moléstias. Estes dados foram reunidos em um compêndio denominado Livro da Medicina 

Interna do Imperador Amarelo (ALMEIDA, 2000; POSSE, 2007).  

Posteriormente, o médico e botânico Dioscoridis escreveu a clássica obra De Materia 

Medica, na Grécia do século I, onde esse autor descreveu cerca de 600 plantas e 125 fármacos 

de origens mineral (90) e animal (35). Do total de espécies vegetais descritas, cerca de 130 já 

apareciam no Corpus Hippocraticum, literatura de referência na aplicação médica. No período 

compreendido pelos séculos I a VIII, tornou-se comum o comércio de drogas vegetais, 

especialmente as chamadas especiarias, responsáveis pela criação de rotas comerciais 

marítimas e terrestres e pela difusão do uso de plantas medicinais como fonte de tratamento 

de doenças (ALLEN, POPOVICH, ANSEL, 2007; NEPOMUCENO, 2005; TOMAZZONI, 

NEGRELLE, CENTA, 2006).  

De acordo com Almeida (2000), �toda a história da cura encontra-se profundamente 

ligada às plantas medicinais e aos recursos minerais�. Segundo essa autora, até 1828, quando 

Friedrich Wohler sintetizou a ureia a partir de uma substância inorgânica, o cianato de 

amônio, o homem conhecia como matéria orgânica somente vegetal, animal ou mineral. Essa 

panorâmica começou a sofrer transformações a partir do século XX, visto que não somente 

plantas, mas também fungos, bactérias e organismos marinhos constituíam importantes fontes 

de substâncias biologicamente ativas. Por exemplo, o ácido acetilsalicílico, cuja síntese 

tornou-se possível a partir da Salix alba; a morfina, constituinte da Papaver somniferum, e os 

antibióticos, os quais foram desenvolvidos a partir da descoberta da penicilina produzida por 

fungos do gênero Penicillium. Todos estes medicamentos estão em uso até os dias atuais 

(BARREIRO, BOLZANI, 2009; BUTLER, 2004). 



������

O conhecimento da utilização e da forma de aplicação de espécies vegetais para o 

tratamento de uma determinada doença é passado de geração em geração e permanece durante 

milênios, sem nunca cair no esquecimento (RAUH, 2008). Neste sentido, estas informações 

direcionam a busca de novos agentes terapêuticos através de métodos de isolamento e 

identificação de substâncias (CLARK, 2002). 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), o custo dos produtos fitoterápicos é 

bem menor quando comparado com os medicamentos industrializados, e 60% a 80% da 

população mundial dependem, fundamentalmente, de plantas medicinais para cuidados 

básicos de saúde. Nos países em desenvolvimento, em especial, as plantas medicinais 

representam uma importante fonte para o tratamento de diferentes distúrbios (ALMEIDA et 

al., 2009). Dessa forma, estima-se que 25 a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes 

terapêuticos sejam derivadas de produtos naturais (CALIXTO, 2005; SOUSA et al., 2008). 

As potencialidades de uso das plantas medicinais encontram-se longe de estarem 

esgotadas. Entre essas possibilidades, existem as que são amplamente utilizadas para o 

tratamento de desordens da pele e que possuem estudos pré-clínicos e clínicos bem 

estabelecidos, destacando-se Matricaria recutita (Asteraceae), Hamamelis officinalis

virginiana (Hamamelidaceae), Arnica montana (Asteraceae) e Calendula officinalis

(Asteraceae). Em decorrência das evidências científicas que validam a eficácia e a segurança, 

estas espécies vegetais podem ser utilizadas em estudos de preparações farmacêuticas, 

principalmente formulações dermatológicas (BEDI, SHENEFELT, 2002). 

 Com base no exemplo acima, nota-se que a família Asteraceae corresponde a um 

importante objeto de pesquisa, provavelmente pelo fato de possuir distribuição cosmopolita, 

sendo a maior da classe Angiospermae e representando 10% da flora mundial (BREMER, 

1994; SOUZA, LORENZI, 2005). 

 Entre os gêneros de Asteráceas, as Vernonias são fontes de lactonas, sesquiterpenos, 

flavonoides, esteroides e polissacarídeos (TOYANG, VERPOORTE, 2013). Espécies do 

gênero Vernonia são utilizadas na medicina popular, principalmente na África, América 

Central e América do Sul e têm sido objeto de vários estudos em relação as suas atividades 

anti-inflamatória, antipirética, antitumoral e antimalárica, entre outras (GUPTA et al., 2003; 

IWALEWA et al., 2003; LAMBERTINI et al., 2004; MAZUMDER et al., 2003; MUREGI et 

al., 2003). 

Vernonia polyanthes Less., popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe 

braço, estanca-sangue, tramanhém, mata pasto, cambará-guassu, cambará-do-branco, erva-

preá e enxuga, é uma planta silvestre comum nos cerrados de Minas Gerais, São Paulo, Mato 
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Grosso e Goiás (ALVES, NEVES, 2003). Esta espécie é utilizada na medicina popular para o 

tratamento de afecções do aparelho respiratório, afecção da pele, processo inflamatório, 

feridas, problemas renais, fraturas, torções, contusões, luxações, dores musculares e 

emenagoga, tendo também funções cicatrizantes e diuréticas (ALVES, NEVES, 2003; DEL-

VECHIO-VIEIRA et al., 2008; TEMPONI et al., 2012). 

 Considerando-se alguns aspectos científicos (ensaios in vitro e in vivo) que 

corroboram para a sustentação do uso terapêutico de V. polyanthes, os relatos encontrados na 

literatura são escassos e têm como foco, até o presente momento, investigações das atividades 

antiulcerogênica (BARBASTEFANO et al., 2007), antinociceptiva e anti-inflamatória 

(TEMPONI et al., 2012), anti-hipertensiva (ROMANEZI DA SILVEIRA, FOGLIO, 

GONTIJO, 2003), antibacteriana (SILVA et al., 2012; TEMPONI, 2012) e antifúngica 

(BRAGA et al., 2007). 

O objetivo do presente estudo foi caracterizar quimicamente e investigar as atividades 

antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória tópica de V. polyanthes Less., permitindo que 

o somatório da vertente popular/empírica e dos conhecimentos acadêmico/científicos 

adquiridos possam fornecer subsídios com o intuito de corroborar com o uso popular e para o 

desenvolvimento de formulações e formas farmacêuticas inovadoras que poderão ser 

aplicadas no tratamento de diversos processos inflamatórios, infecciosos ou não. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA

2.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DA ESPÉCIE VEGETAL ESTUDADA 

2.1.1 A FAMÍLIA ASTERACEAE 

A família Asteraceae (Compositae) reúne cerca de 1.620 gêneros com 

aproximadamente 23.600 espécies amplamente distribuídas (STEVENS, 2001; 

http://www.tolweb.org/asteraceae, acessado em 19 de junho de 2013). No Brasil, segundo 

Barroso e outros (1991), as Asteráceas estão representadas por aproximadamente 196 gêneros 

e cerca de 1.900 espécies. 

As Asteráceas são constituídas de ervas perenes, subarbustos e arbustos, mas ocorrem 

também ervas anuais, lianas e árvores (CANCELLI, EVALDT, BAUERMANN, 2007; 

MONDIN, 2006).  Estas plantas podem ser encontradas nos mais diversos habitats e em 

diferentes condições climáticas, desde regiões tropicais, subtropicais e até temperadas, devido 

ao excepcional poder de adaptação ambiental por elas apresentado. Um importante fator para 

o sucesso biológico das mesmas deve-se à grande capacidade de dispersão das sementes dos 

frutos que apresentam pápus plumosos, apêndices, estruturas de aderência e metabólitos 

especiais (HEIDEN, 2007; VENABLE, LEVIN, 1983).   

Em relação à descrição botânica, a Asteraceae é uma das famílias de maior sucesso 

entre as Angiospermas. Parte desse sucesso é devido à enorme diversificação das suas 

estratégias reprodutivas como expostas acima. Sua evolução é marcada por uma série 

contínua de especializações e modificações das estruturas florais. A característica mais 

marcante desta família é a presença de flores diminutas agrupadas em inflorescências 

compactas denominadas capítulos (LOB, 2007). Podem apresentar simetria radial ou 

zigomorfa e serem hermafroditas ou apresentarem sexo separado, estando na mesma 

inflorescência ou em plantas dioicas (JOLY, 1998). 

Espécies de Asteráceas apresentam inúmeras propriedades farmacológicas devido à 

presença de metabólitos especiais tais como terpenos, flavonoides, poliacetilenos, lactonas 

sesquiterpênicas, ácido clorogênico, ácidos graxos, alcaloides, iridoides, taninos, triterpenos 

pentacíclicos, óleos essenciais, entre outros (FREIRE et al., 1996; LOPES, 1991; RAUH, 

2008; http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/, acessado em 19 de junho de 2013). 
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A certificação da grande fama da família Asteraceae como produtora de compostos 

bioativos está diretamente relacionada com a sua utilização na medicina popular, 

exemplificada pelo uso de Arnica montana (arnica verdadeira), Baccharis trimera (carqueja), 

Cynara scolimus (alcachofra), Matricaria chamomilla (camomila), Vernonia condensata

(boldo-da-bahia) e Vernonia polyanthes (assa-peixe) (MAIA, TORRES, PESSOA, 2010).  

Entre os mais de mil gêneros que compõem as Asteráceas, o Vernonia abrange uma 

diversidade de espécies mundialmente distribuídas. Espécies desse gênero têm sido objeto de 

estudos em relação as suas atividades anti-inflamatória, antipirética, antitumoral e 

antimalárica, entre outras, sendo utilizadas na medicina popular principalmente na África, 

América Central e América do Sul (GUPTA et al., 2003; IWALEWA E. , IWALEWA O.,  

ADBOYE, 2003; MAZUMDER et al., 2003; MUREGI et al., 2003).  

2.1.2 O GÊNERO Vernonia 

O gênero Vernonia recebeu essa denominação em homenagem ao botânico britânico 

Will Vernon (TOYANG, VERPOORTE, 2013), equivalendo a um dos maiores e mais 

importantes da família Asteraceae, representado por aproximadamente 1.500 espécies 

distribuídas especialmente nas regiões tropicais e subtropicais, sendo a África e a América do 

Sul os principais centros de dispersão. Espécies de Vernonia completam a flora de plantas 

medicinais de toda parte do mundo, inclusive do Brasil (ERASTO, GRIERSON, 

AFOLAYAN, 2006; MAIA et al., 2010). 

A prospecção fitoquímica de Vernonia revela uma diversidade de metabólitos 

especiais como alcaloides, taninos, carotenoides, flavonoides, esteroides, lignoides, 

triterpenos, mas são os terpenoides denominados lactonas sesquiterpênicas (LST) os 

compostos marcantes desse gênero (AWE, OLAJIDE, MAKINDE et al., 1998; BARBOSA-

FILHO et al.; 2008; CARVALHO, COSTA, ABREU, 1999; ZANON et al. 2008). Essa 

significativa variedade de compostos químicos e a destacada presença de LST neste gênero 

induzem à busca de novas propriedades biológicas de suas inúmeras espécies, visando a 

sustentação científica e a segurança terapêutica para as novas propriedades medicinais que 

possam vir a serem descobertas (BOHLMANN et al., 1978; PICMAN, 1986). 

Neste contexto, Jacobs, Bunbury e McLean (1986) estudaram a Vernonia remotiflora 

Rich., importante representante deste gênero na República Cooperativa da Guiana, e isolaram 

e identificaram a tricinaflavona.  
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Extratos obtidos das partes aéreas de Vernonia mollissima e Vernonia squamulosa 

revelaram triterpenos, acetatos de triterpenos e esteroides. De V. mollissima e de V. 

squamulosa foram isolados, não na forma pura, ésteres de piptocarfol, escopoletina e 

loliolídeo e piptocarfin A e glaucolide, respectivamente (CATALÁN et al., 1986). 

De acordo com Fiseha e outros �Vernonia galamensis é um novo potencial industrial 

das culturas oleaginosas para as áreas semiáridas, apresentando elevado teor de ácido 

vernólico naturalmente epoxidado (80% do óleo)�. Em um recente estudo realizado com 

sementes dessa espécie por estes autores, foram isoladas duas substâncias derivadas do ácido 

vernólico. Vale ressaltar que culturas oleaginosas, nos dias atuais, têm um importante link 

com as discussões e estabelecimento de estratégias de pesquisa e aportes financeiros para 

produção de biocombustível no Brasil. 

Espécies de Vernonia são utilizadas no tratamento de diversas doenças como malária, 

doenças respiratórias e distúrbios gastrintestinais (GUPTA et al., 2003). Representantes deste 

gênero são amplamente utilizadas na medicina tradicional no mundo, inclusive no Brasil.  

Na China, utiliza-se a Vernonia anthelmintica no tratamento de vitiligo e câncer de 

mama. Entretanto, essa mesma espécie é empregada como anti-helmíntica, de onde deriva sua 

nomenclatura, na medicina tradicional do Paquistão, Filipinas e Índia (HORDEGER, 2003). 

 Na medicina tradicional Maliana (Timor-Leste, Distrito de Bobonaro, http://timor-

leste.gov.tl/?p=91&lang=pt, acessado em 22 de junho de 2013), as raízes de Vernonia 

kotschyana são utilizadas para o tratamento de desordens gastrointestinais e cicatrização de 

feridas, sendo a decocção das raízes pulverizadas reconhecida oficialmente pelo governo de 

Mali constando, inclusive, da Relação Nacional de Medicamentos Essenciais (NERGARD et 

al., 2004). No intuito de oferecer subsídios científicos para o uso popular de V. kotschyana no 

tratamento de gastrites e úlceras gastrointestinais, Inngjerdingen e outros (2012), em parceria 

com o Departamento de Medicina Tradicional de Mali, reportaram, através de experimentos 

específicos, a atividade gastroprotetora dessa espécie vegetal. 

No Brasil, várias espécies de Vernonia são utilizadas empiricamente pela população; 

por exemplo, o macerado de folhas de Vernonia condensata Baker, usado como analgésico, 

anti-ulcerogênico e para a prevenção de distúrbios do estômago e fígado (FRUTUOSO et al., 

1994), Vernonia chalybaea Mart. empregada em problemas de vesícula e hidropsia 

(ALBURQUERQUE et al., 2007), Vernonia tweediana Baker utilizada para o tratamento de 

doenças respiratórias, como gripes, bronquites e tosses (ZANON et al., 2008) e Vernonia 

scorpioides aplicada no tratamento de feridas de pele (DALAZAN, 2005). 
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O grande desafio é agregar a aplicação popular/empírica das espécies vegetais no 

tratamento das diversas doenças ao conhecimento acadêmico/científico desse uso, conferindo 

a ele as bases sustentáveis e seguras de utilização. 

Com este foco, cientistas do mundo inteiro têm aplicado as mais distintas ferramentas 

laboratoriais e desenhado diferentes estudos e estratégias de pesquisa para elucidar 

mecanismos de ação de metabólitos especiais, estabelecer efeitos de substâncias detectadas a 

partir de espécies da biodiversidade mundial, inclusive da brasileira, e desenvolver 

formulações e formas farmacêuticas inovadoras para o tratamento das mais diversas doenças. 

Em Mali, V. kotschyana é tradicionalmente utilizada na cicatrização de feridas 

(NERGARD et al., 2004). A biologia deste evento é muito mais complexa do que 

inicialmente pensado e envolve mediadores solúveis, componentes da matriz extracelular, 

células residentes e circulantes do sistema imune. As células imunológicas são críticas para os 

resultados da cura e agentes que modulam a função imune podem ter um efeito significativo 

no processo de reparação (GILLITZER, GOEBELER, 2001). Nergard e outros (2005) 

extraíram os polissacarídeos pectina e arabinogalactona da V. kotschyana e descreveram que a 

pectina apresentou baixa atividade na fixação do complemento e influenciou na proliferação 

de células B e T, enquanto a arabinogalactona foi um potente ativador da fixação do 

complemento e indutor da atividade mitótica das células B. Esses dois polissacarídeos 

induziram a quimiotaxia de macrófagos em células T e NK. 

No Brasil, existe registro do uso de outra espécie de Vernonia, a V. scorpioides

(Piracá, Erva-de-São-Simão) sendo utilizada, por exemplo, como extrato etanólico obtido a 

partir de folhas frescas (extrato de Piracá) por pessoas idosas no tratamento de úlceras 

crônicas de pele, em função de seu poder curativo (LEITE et al., 2002). Leite e outros (2002) 

demonstraram que este extrato incorporado em hidrogel aumentou a regeneração e 

organização do novo tecido, corroborando com o uso popular de V. scorpioides. 

Posteriormente, este estudo foi complementado por Dalazen e outros (2005) por meio da 

modificação da formulação e forma farmacêuticas utilizadas, do modelo animal aplicado e 

dos parâmetros histopatológicos usados. 

 Em países do continente africano, a Vernonia amygdalina é popularmente utilizada 

para o tratamento de várias desordens, entre elas convulsões (Uganda), diabetes (África 

Ocidental, Índia e Nigéria) e doenças metabólicas associadas ao fígado (África Ocidental) 

(YEAP et al., 2010), podendo estar associadas à formação de radicais livres (RATNAM et al., 

2006). Agentes antioxidantes surgem como opções profiláticas e terapêuticas. Estudo 

realizado a partir de extratos aquoso e etanólico obtidos de folhas de V. amydalina 



�����

demonstrou a ação citoprotetora de células do estomâgo, fígado e rins dessa espécie por meio 

da redução da geração de grupamentos hidroxila, o que acarretou na estabilização dos radicais 

livres e consequente proteção das células, implicando em forte atividade antioxidante 

(NWANGWU et al., 2011). 

 Sabendo-se que a medicina tradicional é o somatório de conhecimentos, técnicas e 

procedimentos baseados nas teorias, crenças e experiências indígenas de diferentes culturas 

(OMS, 2002), os tradicionais curandeiros de Uganda e de outros países africanos utilizam 

espécies vegetais no tratamento de diversas doenças. Nesses locais, a infusão em água das 

raízes de Vernonia auriculifera é utilizada tradicionalmente em pacientes febris 

(FREIBURGHAUS et al., 1996). Classicamente, a febre pode ser gerada pela ação de 

substâncias exógenas ou por pirogênios endógenos, resultando em um aumento da 

temperatura corporal (RYAN, LEVY, 2003). Na tentativa de se investigar a possível ação de 

V. auriculifera sobre as etiologias bacterianas dos casos de febre, Kiplimo, Koorbanally e 

Chenia (2011) isolaram, por meio de uma investigação fitoquímica, oito triterpenos e uma 

amina sesquiterpênica, sendo que todas essas substâncias apresentaram moderada atividade 

antibacteriana, com exceção dos triterpenos sitosterol e farnesilamina.  

 Tradicionalmente, a V. condensata Baker é muito utilizada no Brasil como analgésica, 

antianêmica, antibacteriana, antipirética, antiulcerogênica sendo usada, ainda, como anti-

inflamatória (ALVES, NEVES, 2003; LORENZI, 2002; MONTEIRO, et al., 2001). 

Considerando-se a complexidade de conceitos relacionados a essas atividades, 

especificamente a inflamação ocorre durante a perturbação da homeostasia, por meio da 

ativação de uma complexa cascata inflamatória que envolve o sistema imunológico através 

dos receptores da imunidade inata que reconhecem os patógenos e o fisiológico, e alguns 

eventos comportamentais coordenados por citocinas (ASHLEY, WEIL, NELSON, 2012). 

Silva e outros (2011) realizaram experimentos in vivo com o extrato etanólico das folhas de V. 

condensata e os resultados obtidos por esses autores sustentaram o uso popular dessa planta 

como agente anti-inflamatório. 

 Os exemplos apresentados acima permitem a constatação do elevado potencial do 

gênero Vernonia. 
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2.1.3  A ESPÉCIE Vernonia polyanthes Less. 

V. polyanthes Less. representa cerca de 10% da flora mundial (BARROSO et al., 

1991), tendo sido registrada na Argentina, Bolívia, Brasil, Equador e Venezuela (Figura 1). 

No Brasil, esta espécie foi descrita nos estados da Bahia, Distrito Federal, Espírito Santo, 

Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Paraná, Rio de Janeiro e São Paulo 

(http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=2708839&tab=specimens, acessado em 23 

de junho de 2013).  

�

Figura 1: Distribuição geográfica dos registros de depósitos de V. polyanthes. 

�

Fonte: http://www.tropicos.org/NamePage.aspx?nameid=2708839&tab=specimens 

Considerando os aspectos botânicos, esta planta é uma espécie perene, arbustiva 

grande ou arvoreta, ereta, pouco ramificada, rizomatosa, de caules pubescentes de coloração 

acinzentada, com 1 a 3 metros de altura. Suas folhas são simples, ásperas na face ventral e 

pilosas na dorsal, curtamente pecioladas, lanceoladas de margem serrilhada, base atenuada e 

ápice agudo, possuindo cerca de 10 a 24 cm de comprimento e 3 cm de largura. As flores 

esbranquiçadas, melíferas, reunidas em capítulos pequenos dispostos em panículas terminais 

(Figura 2) (LORENZI, MATOS, 2002). 

�
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Figura 2: Fotografia da parte aérea de V. polyanthes. 

Fonte: LORENZI, MATOS (2002). 

A Figura 3 mostra as principais características morfológicas de V. polyanthes. Pela 

análise desta Figura, a lâmina foliar possui como características anatômicas ser dorsiventral, 

com tricomas em ambas as faces. Pela face adaxial, a epiderme é uniestratificada e nela são 

encontrados, junto às células fundamentais e estômatos, tricomas simples, pluricelulares, com 

número variável de células situadas, em geral, sobre as nervuras. Os tricomas caracterizam-se 

por apresentarem células com diferentes graus de espessamento (LORENZI, MATOS, 2002). 

Figura 3: Corte histológico representativo que mostra a lâmina foliar com a organização do mesófilo 
e tricoma secretor do tipo capitado na epiderme abaxial.�

Fonte: ALVES, NEVES (2003).�
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V. polyanthes é popularmente conhecida como assa-peixe, assa-peixe braço, estanca-

sangue, tramanhém, mata-pasto, cambará-guassu, cambará-do-branco, erva-preá e enxuga. 

Tradicionalmente, têm sido utilizada no tratamento de desordens cutâneas, processos 

inflamatórios, feridas, fraturas, torções, contusões, luxações, dores musculares e como 

cicatrizante (ALVES, NEVES, 2003) é descrita como planta medicinal (PENNA, 1946). 

O Brasil é muito conhecido pela exuberância e variedade de suas plantas tropicais, 

sendo que muitas dessas espécies vegetais são usadas como medicamentos naturais sem 

qualquer base científica (BRAGA et al., 2007). 

Na vertente acadêmico/científica, estudos são realizados objetivando contribuir para o 

uso sustentável, seguro e eficaz das plantas medicinais no mundo, inclusive no Brasil. 

Em um estudo realizado por Barbastefano e outros (2007), os extratos metanólico e 

clorofórmico obtidos das partes aéreas de V. polyanthes inibiram significativamente a lesão da 

mucosa gástrica de ratos (64% e 90%, respectivamente), indicando que ambos os extratos 

apresentaram efeitos gastroprotetores, o que corrobora com o uso popular dessa planta como 

cicatrizante.  

Nos últimos anos os antioxidantes têm sido utilizados em várias doenças como, 

diabetes, câncer, doenças cardiovasculares, doenças autoimune, doenças neurodegenerativas e 

para o envelhecimento (RATNAM, 2006). Neste foco, as propriedades diuréticas e 

hipotensoras da infusão das folhas de V. polyanthes foram investigadas. Os resultados 

mostraram uma queda significante na pressão arterial, bem como um aumento significativo do 

fluxo urinário e aumento de excreção de sódio, concluindo que esta espécie apresenta 

atividade hipotensora e natriurética (SILVEIRA, RÚBIO, ALVES, 2000). Um outro estudo 

foi realizado para avaliar o efeito do extrato hidroalcoólico de V. polyanthes por via oral 

frente à pressão exercida pelo sangue contra a parede das artérias e a excreção de sódio renal 

em ratos. O resultado sugere que o extrato de V. polyanthes é um agente vasodilatador, 

diminuindo assim a pressão arterial e uma redução na excreção de sódio. (ROMANEZI, 

FOGLIO, GONTIJO, 2003).  

Com outro foco de investigação, Braga e outros (2007) reportaram que o extrato 

metanólico obtido das folhas de V. polyanthes avaliado frente à Leishmania chagasi e 

Leishmania amazonenses, e frente às leveduras Candida albicans ATCC 18804 e 

Cryptococcus neoformans ATCC 32608, demonstrou uma atividade promissora frente à L. 

amazonensis e não foi capaz de inibir as leveduras testadas. 

As plantas medicinais, na forma de extratos brutos, infusões e bebidas, são 

amplamente usadas pela comunidade indígena Vanuíre para tratar infecções comuns, 
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inclusive pulmonares, o que sensibilizou Oliveira e outros (2007) a avaliarem a atividade 

antimicobacteriana do extrato hidroalcoólico das raízes de V. polyanthes, entre outros, através 

do ensaio cinético antimicobacteriano empregando a cepa Mycobacterium tuberculosis 

H37Rv ATCC 27294. O extrato hidroalcoólico de V. polyanthes testado teve sua atividade 

antimicobacteriana confirmada.  

Em uma análise da atividade antibacteriana de três representantes de Asteráceas, entre 

elas a V. polyanthes, e uma espécie de Myrtaceae, Silva e outros (2012) obtiveram extratos 

metanólicos e óleos essenciais, os quais foram testados frente a 16 cepas de S. aureus e 16 de 

Escherichia coli isoladas de espécimes clínicos humanos. Todas as plantas investigadas 

mostraram uma atividade antibacteriana frente às cepas testadas, tanto os extratos quanto os 

óleos essenciais, revelando seu potencial uso como agentes antibacterianos. 

Por meio do Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA) através da difusão 

em ágar e da determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) usando o método de 

microdiluição de acordo com as orientações do Clinical and Laboratory Standards Institute

(CLSI), Temponi (2012) avaliou a atividade antibacteriana do extrato etanólico e das frações 

hexânica, diclorometânica, em acetato de etila e butanólica obtidas das folhas de V. 

polyanthes frente às amostras bacterianas de referência de Staphylococcus aureus ATCC

25923, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella typhimurium ATCC 13311 e Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853. Os resultados obtidos por essa autora concordaram com aqueles 

observados no estudo anterior de Silva e outros (2012), visto que as frações diclorometânica e 

butanólica foram ativas frente a S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 10536, com valores 

de CIM variando de 1,25 a 5,0 mg/mL. Contudo, Temponi (2012) observou o potencial 

antibacteriano de V. polyanthes frente a duas novas cepas, Salmonella typhimurium ATCC

13311 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, ainda não descrito.   

Em virtude da inexistência de subsídios científicos para o uso tradicional de V. 

polyanthes no tratamento de processos inflamatórios, Temponi e outros (2012) investigaram 

os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório do extrato etanólico obtido das folhas dessa 

espécie vegetal por meio da utilização de modelos animais. Os resultados desse estudo 

sugerem que V. polyanthes pode ser uma fonte de substâncias ativas com atividades 

antinociceptiva e anti-inflamatória (TEMPONI et al., 2012).   

Os exemplos descritos acima demonstram que a Fitoterapia explica, cientificamente, 

porque as tradicionais plantas medicinais utilizadas há milênios por todos os povos curam, 

completando, desta forma, o valioso conhecimento cultural sobre tão importante terapêutica 

natural (VIEIRA, 1992). Esta ciência mostra a relevância e as potencialidades do 
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conhecimento popular agregado ao científico e vice-versa, e sensibiliza pesquisadores de todo 

o mundo a se dedicarem à bioprospecção de produtos naturais. 

Alves (1991) mostrou que o extrato etanólico das raízes de V. polyanthes, submetidos 

aos processos usuais de fracionamento e purificação, apresentou componentes tais como 

hidrocarbonetos (C16H34 a C31H64, exceto C20H42); acetatos de lupeila; �- e �-amirinila de 

taraxasterila; lupeol; sitosterois; estigmasterol; ésteres metílicos (caprilato, perlagonato, 

caprato, undecanoato, laurato, tridecanoato e palmitato, isômero acetil ados do lupeol 

(acetatos de germanicila, de pseudo-taraterila, lupeila e saminila), lupeol, o germanicol e o 

pseudo-taraxasterol.  

A fitoquímica realizada pelo Barbastefano e outros (2007) no extrato metanólico 

obtidos das partes aéreas de V. polyanthes apontou a presença de triterpenos e como 

componente majoritário detectou as lactonas sesquiterpênicas, já no extrato clorofórmico 

percebeu a presença flavonoides como componente majoritário.  

Conforme Bohlmann (apud Barbastefano et al., 2007) foi isolado e identificado muitos 

triterpenos e lactonas sesquiterpênicas, sendo tridecapentainena, germacreno D, 

biciclogermacreno, �-humuleno, acetato de lupeol, estigmasterol e hirsutilnolideo. Muitos 

triterpenos, incluindo carbenoxolona, ácido oleánolico, ácido ursólico e esteroides.  

Outro estudo fitoquímico relevante foi o de Silva e outros (2011) que analisaram os 

extratos brutos e óleos essenciais das folhas de V. polyanthes. A identificação dos metabólitos 

secundários do extrato bruto detectou a presença de fenóis, taninos, chalconas, auronas, 

flavonoides, ácido graxos, saponinas, esteroides e quinonas. O óleo essencial foi avaliado por 

CG/EM detectou a presença de Germacreno D (27,79%), Cariofileno (16,2%), Germacreno B 

(15,01%).  
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2.2 METABOLISMO ESPECIAL: CONCEITO, IMPORTÂNCIA E VIAS 

BIOSSINTÉTICAS. 

Para garantir a sua sobrevivência, todos os organismos vivos exercem uma série de 

reações químicas. É essencial que sejam capazes de produzir energia na forma de ATP e, no 

caso de seres pluricelulares, de sintetizar os próprios tecidos. As plantas utilizam-se da 

fotossíntese para realizar a produção de substâncias orgânicas, a partir de constituintes 

inorgânicos presentes no ambiente, para assegurar sua sobrevivência, crescimento e 

reprodução. Substâncias como carboidratos, proteínas, nucleotídeos e lipídeos são 

denominados metabolitos primários (DEWICK, 2009). 

Os metabólitos especiais são originados do metabolismo primário que, através da 

fotossíntese, forma-se a glicose. Esta substância, por sua vez, é submetida a reações químicas 

que produzem o ácido chiquímico e a acetil coenzima A (acetil-CoA) (Figura 4). A partir 

desses constituintes, são biossintetizados todos os metabólitos especiais, dentre eles 

alcaloides, antraquinonas, taninos, flavonoides, cumarinas, lignanas, esteroides e terpenoides 

(SANTOS, 2007). A maioria desses metabólitos não exerce papel predominante na 

sobrevivência, mas são encontrados em grupos de organismos específicos e sintetizados de 

acordo com as particularidades de cada espécie (DEWICK, 2009). 

Nas plantas, os metabólitos especiais apresentam variadas funções como atrair agentes 

polinizadores e dispersores de sementes, servir como constituintes tóxicos em mecanismos de 

defesa contra insetos fitófagos e herbívoros, garantir proteção contra infecções por micro-

organismos, permitir a interação com outras plantas, desempenhando o papel de proporcionar 

a competição entre as espécies. Os metabólitos especiais são divididos em três grupos 

principais: os terpenos, as substâncias fenólicas e as substâncias nitrogenadas (PINTO et al., 

2002; VICKERY M., VICKERY B., 1981).  

As plantas são uma importante fonte de substâncias biologicamente ativas, sendo de 

grande interesse como agroquímicos, corantes, polímeros, fibras, colas, óleos, ceras, 

aromatizantes, perfumes e medicamentos (CROTEAU, 2000; PINTO et al., 2002). As 

substâncias responsáveis pelos efeitos terapêuticos de plantas medicinais e por descoberta de 

novos fármacos possuem sua origem no metabolismo especial (DEWICK, 2002). São 

conhecidas mais de 100 mil substâncias derivadas do metabolismo especial, sendo que a 

maioria delas ainda não foi estudada quanto ao aspecto farmacológico (OKSMAN-

CALDENTY, INZE, 2004). 
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Figura 4: Esquema representativo das rotas biossintéticas do metabolismo especial. 

Fonte: SANTOS (2007). 

2.2.1 CONSTITUINTES FENÓLICOS  

Os constituintes fenólicos são substâncias distribuídas amplamente na natureza, são 

considerados produtos do metabolismo secundário que as plantas sintetizam durante seu 

desenvolvimento normal e em reposta a condições de estresse como infecções, ferimentos, 

radiação ultravioleta, dentre outros. Esses constituintes estão presentes em várias porções das 

plantas, podendo agir como fitoalexinas, atraentes para polinizadores, antioxidantes e protege 

contra os raios ultravioletas. Nos alimentos, os fenólicos podem contribuir para o gosto 

amargo, adstringência, cor, odor, sabor e estabilidade oxidativa dos produtos. (BRAVO, 

1998; NACZK, SHAHIDI, 2004). 

Mais de 8000 constituintes fenólicos já foram detectados em espécies vegetais. Esses 

constituintes agem como antioxidantes, não somente pela sua habilidade em doar hidrogênio 

ou elétrons, mas também em virtude de seus radicais intermediários estáveis, que impedem a 

oxidação principalmente de lipídios (SILVA et al., 2010). 

Os constituintes fenólicos, quimicamente, são aqueles que pertencem a uma classe na 

qual são incluídas estruturas simples e complexas, tendo como característica principal possuir 
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pelo menos um anel aromático no qual, ao menos um hidrogênio é substituído por um grupo 

hidroxila. Essas substâncias englobam desde moléculas simples até algumas com alto grau de 

polimerização e contribuem para o sabor, odor e coloração de diversos vegetais, além de 

serem essenciais para o crescimento e reprodução (SIMÕES et al., 2007; SOARES, 2002). 

Entre os compostos fenólicos que pertencem ao metabolismo secundário dos vegetais, 

são encontradas estruturas variadas como os ácidos fenólicos, derivados da cumarina; 

flavonoides, saponinas, taninos, alcaloides, entre outros (NACZK, SHAHIDI, 2004). A 

maioria dessas substâncias fenólicas são biossintetizadas pela rota do chiquimato ou pela rota 

do mevalonato (SIMÕES et al., 2007). Essas estruturas variadas podem ser classificadas 

segundo o tipo do esqueleto básico conforme apresentado na Tabela 1.  

Tabela 1: Classificação das substâncias fenólicas de acordo com o esqueleto básico.  

Esqueleto básico Classes de substâncias fenólicas 
C6 Fenóis simples, benzoquinonas 

C6-C1 Ácidos fenólicos 

C6-C2 Acetofenonas e ácidos fenilacéticos 

C6-C3 Fenilpropanoides: ácidos cinâmicos e substâncias análogas, 

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas 

C6-C4 Naftoquinonas 

C6-C1-C6 Xantonas 

C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas 

C6-C3-C6 Flavonoides e isoflavonoides 

(C6-C3)2 Lignanas/neolignanas 

(C6-C3-C6)2 Biflavonoides 

(C6)n Melaninas vegetais 

(C6-C3)n Ligninas 

(C6-C1)glicosídeos Taninos hidrolisáveis 

(C6-C3-C6)n Taninos condensados 

Fonte: CARVALHO et al. (2000). 

A atividade de sistemas fenólicos, relacionadas com suas propriedades antioxidante e 

anti-inflamatória, é influenciada pelas características estruturais (ESTEVES et. al.; 2008). 

Entre os constituintes fenólicos que possuem atividade antioxidante, destacam-se os 

flavonoides (CAO et al., 2013; SOARES, 2002; TSAO, 2010) que serão descritos no item 

seguinte. 
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2.2.2 FLAVONOIDES 

Os flavonoides fazem parte de um grupo de compostos naturais que pertencem à 

família dos polifenóis. São caracterizados quimicamente por possuirem dois anéis de benzeno 

ligados por uma unidade de três carbonos (CASTELLANO et al., 2013; CORCORA, 

MCKAY, BLUMBERG, 2012). Eles têm a C6-C3-C6, como estrutura geral, em que as duas 

unidades C6 são de natureza fenólica (Figura 5). Devido ao rearranjo, metilação, metoxilação, 

alquilação, oxidação, C e O glicosilação, e hidroxilação no Anel C os flavonoides podem 

formar mais de 9000 moléculas apresentando atividade antioxidante, atividade antibacteriana, 

antiviral e anti-câncer (LEONARD et al., 2008). 

Figura 5: Estrutura básica dos flavonoides. 

Fonte: CASTELANO et al. (2013). 

Os flavonoides são amplamente existentes no reino vegetal e são de grande interesse 

pela sua bioatividade, como neuro-protetor, efeitos anti-inflamatório, anti-câncer, anti-

genotóxico, doença de Alzheimer e também por suas propriedades antioxidantes (CAO et al., 

2013). Eles participam de importantes funções no crescimento, desenvolvimento e na defesa 

dos vegetais contra o ataque de patógenos (DORNAS et al., 2007).  

 A biossíntese dessas substâncias ocorre a partir da via mista do acetil-CoA e ácido 

chiquímico (ANDERSEN, MARKHAM, 2005; BUER, IMIN, DJORDJEVIC, 2010; 

WINKEL-SHIRLEY, 2002). Dentre as subclasses de flavonoides podemos citar as 

antocianinas, as antocianidinas, os flavonóis, as flavononas, as flavonas, as catequinas e as 
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chalconas (ANDERSEN, MARKHAM 2005; TSAO, 2010). As estruturas dos esqueletos das 

principais subclasses de flavonoides são mostradas na Figura 6. 

Figura 6: Representação das subclasses de flavonoides. 

Fonte: COUTINHO et al. (2009). 

 Todos os flavonoides polifenóis são metabólitos secundários que as plantas produzem 

para se proteger de outros organismos. A alta ingestão de frutas, legumes e grãos integrais, 

que são ricos em flavonoides e outros polifenóis, têm sido associados a riscos reduzidos de 

muitas doenças crônicas, incluindo câncer, doenças cardiovasculares, inflamação crônica e 

muitas outras doenças degenerativas. Uma grande parte dessas doenças tem sido associada ao 

stress oxidativo, que resulta na presença de espécies reativas de oxigênio (EROs) e de 

nitrogênio nos tecidos. O suposto mecanismo pelo qual os flavonoides podem agir para ajudar 

na defesa contra este estresse oxidativo é a sua capacidade de agir como potentes 

antioxidantes. Eles são capazes de suprimir a geração de radicais livres por inibição da 

formação ou desativação das espécies ativas e precursoras de radicais livres. Além disso, eles 

podem atuar como limpadores de radicais das reações em cadeia da peroxidação lipídica 

(TSAO, 2010). A Tabela 2 traz alguns exemplos de flavonoides e suas respectivas fontes 

alimentares. 



�������

Tabela 2: Principais subclasses dos flavonoides. 

Subclasses Cor Flavonoides 
Representativos 

Fontes Alimentares 

Antocianidina Azul, Vermelho e 
violeta 

Cianidina Frutas e flores 

Flavonol Incolor e amarelo Catequina, 
epicatequina 
procianidina 

Maçãs, chá, cerveja, sucos 
de uva e vinho 

Flavanona Incolor e amarelo Hisperidina, 
Neringenina 

Frutas cítricas 

Flavona Amarelo claro Apigenina, Luteolina Cereais, frutas, flores, 
vegetais 

Flavonol Amarelo claro Miricetina, quercetina 
e rutina 

Cebolas, maçãs, chá, 
tomates, trigo e sarraceno 

Isoflavona Incolor Genisteína, diizeína Legumes (derivados da 
soja) 

Fonte: TEMPONI (2012). 

 As diferentes habilidades farmacodinâmicas dos flavonoides têm atraído grande 

atenção das empresas farmacêuticas para aplicações de saúde. Atualmente flavonoides, 

especialmente a quercetina, são utilizados como suplementos alimentares, e são 

intensivamente investigadas como opções de tratamento para muitas patológias crônicas, 

incluindo câncer e diabetes (PUTIGNANI, MASSA, ALISSI, 2013). 

 Possuem uma série de propriedades benéficas ao metabolismo do nosso organismo 

devido a sua ação antioxidante. Como exemplo, pode-se citar a prevenção da peroxidação 

lipídica da membrana celular e a proteção de substâncias de importante papel fisiológico, 

como a vitamina C e a adrenalina, do dano oxidativo das células (QUI et al., 2010; TAPAS, 

SARARKAR, KAKDE, 2008). 

 Podem atuar como antialérgicos, por inibirem a liberação de histamina e como anti-

inflamatórios por inibirem a enzima lipoxigenase, que converte o ácido araquidônico nos 

mediadores da inflamação (NIJVELDT et al., 2001), podendo apresentar atividades anti-

inflamatória e analgésica (BUER et al., 2010; NIJVELDT et al., 2001).  

 Evidências experimentais indicam que o consumo regular de alimentos contendo 

flavonoides podem exercem uma potente atividade antioxidante e atividade anti-inflamatória 

reduzindo o risco de várias doenças crônicas, incluindo algumas formas de câncer 

(PUTGNANI, MASSA, ALISI, 2013) e doenças relacionadas à obesidade tais como a 

síndrome metabólica, diabetes e doença cardiovascular (PUTIGNANI, MASSA, ALISI, 

2013; QUI et al., 2010).    
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2.3 ASPECTOS GERAIS DA AÇÃO ANTIOXIDANTE 

O oxigênio (O2) é uma molécula importante para a vida aeróbica. A vida na Terra é 

inconcebível sem oxigênio, entretanto, por exemplo, este pode produzir EROs com presença 

de elétrons desemparelhados. No corpo humano, elas podem ocorrer durante um stress 

ambiental e podem ser muito perigosas, podendo resultar em danos significativos às estruturas 

celulares, gerando doenças como aterosclerose, doenças cardíacas, envelhecimento, câncer e 

outras. Estas doenças surgem pela produção descontrolada de EROs que podem oxidar 

proteínas, lipídios ou DNA e causar um desequilibrio no mecanismo do sistema de proteção 

antioxidante. A fim de diminuir os efeitos nocivos de EROs, os antioxidantes naturais obtidos 

a partir de plantas podem ser utilizados (BURSAL et al., 2013; MANTENA et al., 2008).

Os antioxidantes são substâncias que atuam neutralizando ou prevenindo os danos 

causados pelos radicais livres. Esse dano hostil provocado pelos oxidantes pode ser 

grandemente reduzido, antes que ocorram reações com alvos biológicos, prevenindo reações 

em cadeia ou prevenindo a ativação do oxigênio e seus produtos altamente reativos 

(RATNAM et al, 2006). 

Eles podem ser classificados em dois grandes grupos, enzimáticos e não enzimáticos. 

Alguns dos antioxidantes são endogenamente produzidos na qual incluem enzimas, moléculas 

de baixo peso molecular e cofatores enzimáticos. Dentre os antioxidantes não enzimáticos, 

muitos são obtidos de fontes dietéticas e estes podem ser classificados em várias classes, na 

qual temos os polifenóis, um grande grupo em que consiste de ácidos fenólicos e flavonoides 

(RATNAM et al, 2006).  

Os flavonoides, por exemplo, possuem uma estrutura que facilita o sequestro de 

radicais, tornando-os potentes antioxidantes. Sua eficácia é determinada por cinco fatores: 

facilidade com que doa hidrogênio e elétrons, estabilidade do radical flavanoil que irá formar 

reatividade frente a outros antioxidantes, capacidade de quelar metais de transição e 

solubilidade e interação com as membranas. Quanto maior o número de hidroxilas, maior a 

atividade como agente doador de hidrogênio e de elétrons (CAO, PRIOR, 1997). No entanto, 

flavonoides, flavonas e flavanonas monohidroxilados apresentam atividade antioxidante 

baixa. Dessa forma, para proteger os lisossomos e membranas contra o estresse oxidativo são 

necessárias no mínimo duas hidroxilas fenólicas nos flavonoides. Flavonoides 

polihidroxilados, como por exemplo, a miricetina, quercetina, luteolina, fustina, eriodictiol e 

taxifolina (Figura 7) possuem forte atividade antioxidante quando comparados aos 
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antioxidantes endógenos �-tocoferol, ácido ascórbico, �-caroteno, glutationa, ácido úrico e 

bilirrubina (CAO, PRIOR, 1997; YANG et al., 2001). 

Figura 7: Exemplos de flavonoides antioxidantes. 

Fonte: BARREIROS, DAVID (2006). 

Os metais de transição que estão livres no meio biológico catalisam reações que dão 

origem a radicais. Quanto maior for a capacidade do flavonoide de quelar metais de transição, 

maior será a sua eficiência como antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997). Além disso, a 

interação dos flavonoides com as biomembranas possibilita que eles permaneçam próximos 

aos sítios de ataque dos radicais, evitando a difusão e ataque das EROs e das espécies reativas 

de nitrogênio (ERN) à membrana (VAN ACKER et al., 1996).  

Para que o radical livre flavanoil formado seja estável, este tem que ser capaz de 

rearranjar o elétron desemparelhado. Assim, a presença de hidroxilas na posição orto, a 

presença de insaturação no anel C favorecem a estabilidade. A doação do H� ocorre mais 

facilmente nas hidroxilas das posições 7-OH > 4�-OH > 5-OH de acordo com as constantes de 

dissociação (RICE-EVANS et al., 1996). 

A quercetina (1) parcialmente ionizada em C-4� (Figura 8), por exemplo, doa o H 

radicalar para o radical livre preferencialmente nas posições C-4� (2) e C-7 (3). Ambos os 

radicais formados podem ter seu elétron rearranjado na estrutura para obter maior 

estabilidade. As estruturas de ressonância e a resultante gerada pelas ligações de hidrogênio 

estabilizam os radicais (4) e (5). 
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Figura 8: Mecanismo de estabilização do elétron desemparelhado do flavonoide. 

Fonte: BARREIROS, DAVID (2006). 

Os antioxidantes, quando presente em baixas concentrações em relação aos substratos 

oxidáveis, inibem ou atrasam o processo de oxidação. Assim, os antioxidantes têm um papel 

vital na manutenção da saúde humana e na prevenção de doenças causadas por radicais livres. 

Devido aos benefícios dos antioxidantes, produtos alimentares e produtos farmacêuticos são 

normalmente enriquecidos com antioxidantes sintéticos tais como BHA (butil hidroxi-anisol) 

e BHT (butil hidroxitolueno). No entanto, a aplicação destes antioxidantes sintéticos pode 

levar efeitos tóxicos, tais como carcinógeno. Assim, existe uma tendência para substituir os 

antioxidantes sintéticos pelos antioxidantes naturais (AKTUMSEK et al., 2013).  
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2.4 ASPECTOS GERAIS DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS PRODUTOS 

NATURAIS 

Desde a antiguidade, o homem tem utilizado as plantas para o tratamento de doenças 

infecciosas comuns. Assim sendo, espécies distintas vêm sendo aplicadas como opções 

terapêuticas alternativas no contexto das práticas habituais da medicina tradicional (RIOS, 

RÉCIO, 2005).  

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, 80% 

da população aplicam práticas tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85% utilizam 

plantas como tratamento na atenção primária. A Organização Mundial da Saúde (OMS), por 

sua vez, incentiva a introdução de plantas medicinais e medicamentos fitoterápicos nas 

Unidades de Saúde, reforçando a importância das plantas em trazer benefícios para a saúde da 

população (BRASIL, 2006b). 

Um grande avanço no Brasil é a Portaria do Ministério da Saúde de nº 971 de 03 de 

maio de 2006, que aprova a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

(PNPIC) no Sistema Único de Saúde (SUS) (BRASIL, 2006a). Essa política traz entre suas 

diretrizes para plantas medicinais e fitoterapia, a elaboração da Relação Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicas, bem como o provimento do acesso aos usuários do SUS. Ainda 

em 2006, o Decreto Federal de nº 5.813 de 22 de junho de 2006 instituiu a �Política Nacional 

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos�, que incentiva as pesquisas e dá diretrizes para 

implantação de serviços em caráter nacional pelas Secretarias de Saúde dos Estados, Distrito 

Federal e dos Municípios (BRASIL, 2006b), considerando assim a importância do 

fortalecimento na política de incentivo ao uso dos fitoterápicos. 

A atividade antimicrobiana de plantas medicinais tem sido pesquisada em diversas 

espécies principalmente em países que possuem uma flora diversificada e uma rica tradição na 

sua utilização como Brasil, Cuba, Índia, México e Malásia (DI STASI et al., 2002; 

NASCIMENTO et al., 2000). Várias pesquisas vêm sendo desenvolvidas e direcionadas no 

descobrimento de novos agentes antimicrobianos provenientes de extratos de plantas e outros 

produtos naturais, para serem aplicados em produtos farmacêuticos e cosméticos (RIOS, 

RECIO, VILLAR, 1988). 

Entre os aspectos microbiológicos, ressalta-se a resistência aos antimicrobianos. 

Segundo a OMS, a resistência antimicrobiana é aquela que ocorre quando um micro-

organismo resiste a um antimicrobiano a que estava anteriormente sensível. Amostras 

resistentes de bactérias, vírus e parasitas são, portanto, capazes de resistir a ataques por 
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antimicrobianos, tais como antibióticos, antivirais e antimaláricos, todos esses considerados 

ineficazes, gerando a persistência dessas infecções e causando a disseminação da resistência. 

De acordo com dados desta Organização, a resistência antimicrobiana é uma consequência, 

principalmente, do uso indevido desses medicamentos e se desenvolve quando um micro-

organismo sofre uma mutação ou adquire um gene de resistência (WHO, 2012). 

Sendo assim, a pesquisa de novos agentes antimicrobianos se faz necessária em 

virtude do aparecimento de micro-organismos resistentes e de infecções oportunistas fatais 

associadas à Síndrome da Imunodeficiência Adquirida� (SIDA/AIDS), quimioterapia 

antineoplásica e transplantes (PENNA et al., 2001). O estudo de novos antimicrobianos gera 

um imenso impacto, sendo ponto crucial em vários setores do campo farmacêutico. Como o 

Brasil detém uma grande biodiversidade, tais pesquisas contribuem significativamente para o 

desenvolvimento do campo da saúde, pois podem surgir substâncias mais eficazes e menos 

tóxicas contra micro-organismos resistentes (BARBOSA-FILHO et al., 2007; LEITÃO et al., 

2006; SAÚDE-GUIMARÃES, FARIA, 2007). Nesse contexto, a emergência da resistência 

antimicrobiana é um problema global que tem ocorrido tanto dentro dos hospitais, bem como 

no cenário da comunidade (KHALILI et al., 2011).��

Considerando-se especificamente os grupos bacterianos, mesmo com a 

disponibilização de novos antibióticos, o ritmo de desenvolvimento da resistência bacteriana 

nos diferentes patógenos, Gram-positivos e Gram-negativos, representa um constante desafio 

terapêutico. A seleção de antibióticos eficazes tem se tornado uma tarefa difícil e desafiadora 

(ROSSI, ANDREAZZI, 2005).  

De acordo com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST), um micro-organismo é considerado resistente quando existe uma alta 

probabilidade de falha na terapêutica (MACGOWAN, 2008). 

Em todo o mundo, principalmente no grupo dos países periféricos onde o Brasil se 

insere, os micro-organismos são um grande problema para a atenção à saúde. Por exemplo, os 

gêneros Staphylococcus e Streptococcus, dois importantes representantes de bactérias Gram-

positivas, são considerados como as principais causas de morbidade e mortalidade, causando 

doenças como infecção respiratória e sepse (APPELBAUM, JACOBS, 2005; COELHO et al., 

2004).  

Atualmente, a maioria dos antibióticos disponíveis para uso é de produtos naturais ou 

derivados deles. A utilização de Eucalipto (Eucalyptus spp.) como antisséptico e em afecções 

das vias respiratórias, ipê-roxo (Handroanthus impetiginosus) para afecções da pele e 

bactericida, romanzeira (Punica granatum) em diarreias de origem bacteriana e parasitária, e 
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outras plantas com amplos espectros de ação, como erva-cidreira-verdadeira (Melissa 

officinalis) e alho (Allium sativum) constituem opções na terapêutica das infecções (ABRÃO, 

2010; RIOS, RECIO, 2005). 

Os principais mecanismos pelos quais os constituintes antibacterianos agem contra os 

micro-organismos são: a) que afetam a síntese da parede celular, causando lise e morte; b) que 

danificam a membrana citoplasmática, afetando o seu funcionamento e causando o 

extravasamento de conteúdo intracelular; c) que afetam a síntese de ácidos nucleicos por 

diferentes mecanismos, impedindo sua replicação; d) que afetam a função ribossômica; e e) 

que afetam a síntese de ácido fólico (BURT, 2004).

Diferentes ferramentas laboratoriais podem ser utilizadas na pesquisa de constituintes 

antimicrobianos, bem como da atividade antimicrobiana e de prováveis mecanismos de ação. 

Os métodos de atividade antimicrobiana, tanto para detecção da ação contra bactérias ou 

fungos, podem ser classificados usualmente em três grupos: método de difusão em ágar, de 

diluição e bioautográfico (BURT, 2004). Os ensaios de bioautografia e difusão são 

conhecidos como técnicas qualitativas, uma vez que essas demonstram a presença ou ausência 

de substâncias com atividade antimicrobiana. Já os experimentos de diluição são considerados 

ensaios quantitativos, por determinarem a Concentração Inibitória Minima (CIM) (VALGAS 

et al., 2007).  

O teste de difusão do disco é o método habitual aplicável para avaliar o padrão de 

susceptibilidade antimicrobiana na maioria dos serviços de rotina de laboratórios das 

instituições e hospitais (KHALILI et al., 2011). Entretanto, essa técnica, apesar de oferecer 

limitações, ainda é utilizada por pesquisadores na investigação do potencial antimicrobiano de 

metabólitos especiais, extratos e frações obtidas de diferentes espécies vegetais em todo 

mundo. 

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode ser também avaliada através da 

determinação de uma pequena quantidade da substância necessária para inibir o crescimento 

do micro-organismo teste, ou seja, do estabelecimento da CIM. Considerando-se os fatores 

que podem gerar variações nos resultados obtidos através dessa determinação, destacam-se a 

técnica utilizada per si, as características das amostras de referência e a ser testada, a origem 

da planta, a época da coleta, as condições de preparo dos extratos (se preparados a partir de 

plantas frescas ou secas), e a quantidade de extrato testada.  

No teste de bioautografia utilizam-se placas de cromatografia em camada delgada. A 

placa pode ser pulverizada ou mergulhada em uma suspensão de bactérias ou fungos 
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(bioautografia direta), ou a placa pode ser recoberta com ágar inoculado com o micro-

organismo (bioautografia indireta) (DIAS et al., 2006). 

Dessa forma, não existe método padronizado para expressar os resultados de testes 

antimicrobianos de produtos naturais de forma 100% fidedigna (OSTROSKY et al., 2008).  

2.4.1 PLANTAS MEDICINAIS COMO ALVO DE NOVOS ANTIMICROBIANOS 

A Atividade antimicrobiana de várias plantas tem sido relatada na literatura científica 

(COWAN, 1999; DEWANJEE et al., 2007; YAKHLEF et al., 2011). Essas atividades estão 

diretamente relacionadas à presença de fitoconstituintes tais como cumarinas, flavonoides, 

alcaloides, taninos e triterpenoides que representam importantes oportunidades para a 

expansão de terapias modernas contra uma gama de micro-organismos (DEWANJEE et al, 

2007; SHER, 2009). Entre os aspectos que contribuem para a verificação das atividades 

antimicrobianas estão os estudos etnofarmacológicos baseados no uso popular das plantas 

medicinais para o tratamento de infecções (CASTRO, 2000; SIMÕES et al., 2007), nos quais 

caminhos para a busca de novos alvos terapêuticos podem ser encontrados (LOGUERCIO et 

al., 2005). A seguir, apresentaremos alguns importantes relatos que exemplificam, com 

sustentação científica, essa perspectiva. 

O extrato metanólico das flores de Pyrostegia venusta (Bignoniaceae) foi avaliado 

para atividade cicatrizante e microbiana contra doze micro-organismos. Os resultados 

indicaram uma potente capacidade de cicatrização e inibição antimicrobiana moderada contra 

os organismos: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, 

Streptococcus pyogenes, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, 

Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida tropicana e 

Aspergillus niger. Todas as amostras testadas foram obtidas de coleções do Departamento de 

Microbiologia da Universidade Barkatullah (ROY et al., 2012).  

O óleo da resina de Copaifera multijuga (Fabaceae) inibiu o crescimento de S. aureus,

E. coli e P. aeruginosa (MENDONÇA, ONOFRE, 2009), enquanto o óleo essencial das 

folhas de Lantana camara (Verbenaceae) mostrou considerável atividade antibacteriana frente 

às linhagens de S. aureus, E. coli e Proteus vulgaris (COSTA et al., 2009). A partir do extrato 

butanólico de Calycorectes psidiiflorus (Myrtaceae)� foi isolado o 8-hidroxicalameneno que 

produziu alta inibição frente a B. subtilis e S. aureus (DOMINGUES et al., 2010).  

Espécies do gênero Vernonia (Asteraceae) têm sido estudadas quanto ao seu potencial 

antimicrobiano. De acordo com Silva e outros (2012), o extrato metanólico de V. polyanthes
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foi capaz de inibir 16 amostras clínicas humanas de S. aureus e E. coli testadas, sendo que as 

linhagens de S. aureus foram mais susceptíveis do que as de E. coli. Temponi (2012) avaliou 

o extrato etanólico obtido a partir das folhas de V. polyanthes e as frações hexânica, 

diclorometânica, em acetato de etila e butanólica, e observou que as frações diclorometânica e 

butanólica foram capazes de inibir significativamente S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 

10536. Braga e outros (2007) observaram uma ação inibitória do extrato metanólico de V. 

polyanthes sobre L. amazonensis. O extrato de própolis de V. polyanthes foi ativo contra 

Paenibacillus larvae (BASTOS et al., 2008), enquanto extratos hidroalcoólicos das raízes 

dessa espécie foram avaliados contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv, produzindo uma 

ação antimicobacteriana significativa (OLIVEIRA et al., 2007).  

 Triterpenoides isolados de Vernonia auriculifera apresentaram atividade 

antibacteriana moderada contra B. subtilis ATCC 6051, S. aureus ATCC 25923, S. 

epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus saprophyticus ATCC 35552, Enterococcus 

faecium ATCC 19434, E. coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, P. 

aeruginosa ATCC 35032 e Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637. Essas substâncias 

demonstraram potencial para acoplamento sinérgico como agentes antimicrobianos, 

melhorando a eficiência terapêutica em face da crescente resistência bacteriana (KIPLIMO, 

KOORBANALLY, CHENIA, 2011). 

Extratos etanólicos das folhas de Hemionitis arifolia (Pteridaceae), testados pelos 

métodos de difusão em ágar e diluição, apresentaram considerável atividade antibacteriana, 

particularmente contra bactérias Gram-negativas como a E. coli MTCC-739 (KAMAKAR, 

MUKHOPADHYAY, 2011).  

Extratos hexânico, em acetato de etila e metanólico de Solanecio mannii (Asteraceae), 

Monodora myristica (Annonaceae), Albizia gummifera (Leguminosae) e Glyphaea brevis

(Malvaceae), tradicionalmente usados para o tratamento de hepatite, de parasitoses e outras 

doenças infecciosas, foram testados in vitro quanto à sua atividade antimicrobiana frente a 

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e duas espécies de Candida. Todos os extratos das 

espécies investigadas apresentaram propriedades antimicrobianas, corroborando, 

cientificamente, para o uso popular (MBOSSO et al., 2012). 

Finalmente, os extratos hidroalcoólicos obtidos a partir das folhas de Eugenia uniflora

(Myrtaceae), da casca do caule da Persea americana (Lauraceae), das cascas dos frutos do 

Citrus limon (Rutaceae) e Sicana odorifera (Cucurbitaceae) foram avaliados frente à 

Lactobacillus casei. Observou-se atividade antibacteriana para Eugenia uniflora e o extrato da 

Persea americana sobre o Lactobacillus casei (CASTRO et al., 2010). Também, propriedade 
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antimicrobiana da Sonneratia alba (Sonneratiaceae) foi observada contra o S. aureus, Bacillus 

cereus e E. coli (SAAD et al., 2012). 
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2.5 ESTRUTURA E FISIOLOGIA DA PELE 

A pele é o maior órgão do corpo e da interface entre o meio ambiente e nossa biologia 

interna. É constituído por três camadas principais: hipoderme, que é formada principalmente 

de tecido adiposo; a derme, que consiste em tecido conjuntivo e contém folículos capilares, 

glândulas sebáceas e glândulas apócrinas; e a epiderme, que contém células escamosas e 

células basais. A camada superior da epiderme, o estrato córneo, são os queratinócitos que 

estão firmemente unidos por desmossomos numa matriz hidrofóbica celular e proporciona 

uma barreira física contra agentes físicos, químicos e fatores biológicos (BERNARD, 

GALLO, 2011; CEVC, VIERL, 2010). Além disso, a pele é formada por tecidos de origem 

ectodérmica e mesodérmica (KEDE, SABATOVICH, 2004), dispostas e inter-relacionadas 

para adequar-se de maneira harmônica ao desempenho de suas funções (HAAKE, SCOTT, 

HOLBROOK, 2000; ROSS, REITH, ROMRELL, 1993; SAMPAIO, 2000).

Algumas substâncias atravessam as camadas da pele, com velocidade controlada e 

atingem os vasos sanguíneos e a circulação geral. A aplicação tópica é uma importante via de 

administração, permitindo a penetração de substâncias (LOPES et al., 2006). Para 

compreendermos como este processo ocorre, é necessário um conhecimento básico da 

organização da pele (FERREIRA, 2008). 

A pele desempenha várias funções no organismo, sendo sua função primária a de 

proteção, manutenção de fluidos biológicos, balanço eletrolíticos e como termostato na 

manutenção da temperatura do corpo, entre outras funções (PRISTA, 1995). É um órgão 

extenso e com importância funcional (Figura 9), onde a epiderme constitui a parte principal. 

Sob a epiderme, encontra-se a derme, que é vascularizada e fornece suporte e nutrição para as 

células da epiderme. A camada mais profunda é constituída pelo tecido gorduroso subcutâneo 

que é a hipoderme (SILVA, 2006). 

Figura 9: Esquema simplificado das camadas da pele

Fonte: FREINKEIL, WOODLEY (2000). 
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A estrutura, as propriedades e a composição da pele variam de acordo com a idade. O 

sistema tegumentar apresenta funções como barreira de proteção contra ataques físicos, 

químicos e micro-organismos; impede a perda da água; promove as sensações de dor, pressão, 

tato e temperatura; além de outras características peculiares que variam com sua localização e 

funções específicas. Desse modo, a pele é imprescindível para que haja existência de vida 

(ANTONIO, 2007; CHUONG et al., 2002; SHAEFER, REDELMEIER, 1996). 

A camada superior da pele é a epiderme e constitui-se de múltiplos tipos celulares que 

possuem diferentes origens embrionárias. Aproximadamente 80 a 85% é formada de 

queratinócitos, 10 a 13% de melanócitos, 4% de células de Langherans e 1% de células de 

Merckel (KOSTER, ROOP, 2004). A espessura apresenta variações topográficas ao longo do 

organismo. A principal função desta camada é produzir queratina, uma proteína fibrosa 

maleável. A epiderme possui quatro camadas de células que vão se achatando a medida que se 

tornam mais superficiais cada uma apresentando uma função distinta (Figura 10) (CANDI, 

SCHMIDT, MELINO, 2005; KEDE, SABATOVICH, 2004; SAMPAIO, CASTRO, 

RIVITTI, 2000). 

Figura 10: Camada da epiderme: estrato córneo, granuloso, espinhoso e germinativo. 

�

(a) Corte histológico transversal da região da epiderme e (b) representação esquemática do corte 
transversal da epiderme, demonstrando as quatro camadas. 
Fonte: MENDES (2009). 
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A camada córnea serve como proteção física e barreira química. Pode ser descrita 

como uma �parede de tijolos�, organizada em bicamadas e composta por ceramidas (45 a 

50%), colesterol (25%), ácidos graxos (10 a 15%) e lipídios (5%) (MADISON, 2003). 

O estrato granuloso é a camada que inicia o processo de cornificação, onde as células 

sofrem apoptose diferenciando-se em corneócitos. Os corneócitos são células alongadas e 

compactas e, na parte interna, são encontradas substâncias hidrofílicas de baixa massa 

molecular, como a queratina que fornece resistência (BOUWSTRA et al., 2003; ZATZ, 

1993). 

O estrato espinhoso é a camada onde os queratinócitos são responsáveis pela produção 

dos filamentos de queratina que, junta com os desmossomas, sintetiza agentes antioxidantes 

(glutationa redutase, peroxidase, catalase), citocinas, quimiocinas (HAAKE, SCOTT, 

HOLBROOK, 2000). 

O estrato germinativo ou basal é a camada mais profunda responsável pela 

proliferação celular. Nela existe uma população celular mitoticamente ativa que tem a 

capacidade de autorrenovação tanto sob condições homeostáticas como em condições nocivas 

(HAAKE, SCOTT, HOLBROOK, 2000). 

Para a manutenção do número de células na epiderme, é essencial o balanço entre 

proliferação e morte celular dos queratinócitos, diferenciação e apoptose, respectivamente. 

Nos queratinócitos, este controle ocorre pela comunicação parácrina e autócrina via 

hormônios, fatores de crescimentos e citocinas, ou por comunicação intercelular via célula-

célula e célula-matrix de adesão, ou ainda pela comunicação intercelular na região da �gap 

junction� (HAAS, HERLYN, 2005). É muito importante a regulação do processo de 

proliferação dos queratinócitos, pois possíveis distúrbios no crescimento podem ser 

responsáveis pela patogênese de diversas doenças de pele, como por exemplo, psoríase, lesões 

crônicas e câncer de pele (GNIADECKI, 1998). A renovação epidérmica em condições 

normais exibe uma diferenciação celular progressiva, através do processo de queratinização e 

cornificação, a partir da camada basal em direção à superfície (CANDI, SCHMIDT, 

MELINO, 2005; FUCHS, RAGHAVAN, 2002).  

Uma ou duas fileiras de células, situadas na base da camada germinativa ou basal são 

responsáveis pela atividade mitótica da epiderme. As células resultantes da divisão celular são 

empurradas para as camadas mais superiores, sofrem modificações da estrutura pela 

diferenciação celular, com alterações morfológicas nesta progressão, vindo a constituir as 

camadas espinhosa, granulosa e córnea. Esta última camada acaba por descamar na superfície 

(KEDE, 2004). Ao se aproximarem da superfície, ou seja, na camada córnea, os 
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queratinócitos já apresentam a morfologia totalmente alterada, já não possuem mais núcleo e 

assim morrem e descamam. Essa migração e diferenciação que ocorrem constantemente na 

epiderme a tornam uma estrutura bastante dinâmica (GARTNER, HIATT, 1999; 

GNIADECKI, 1998). As propriedades estruturais e funcionais dos queratinócitos presentes na 

epiderme de humanos e pequenos mamíferos são semelhantes (CHAN, 2004).  

A conexão entre epiderme e derme é formada por uma zona de membrana basal pela 

junção dermoepidérmica (JDE), fornecendo resistência contra forças externas. As JED servem 

como suporte para epiderme, determina a polaridade do crescimento, direcionam a 

organização do citoesqueleto nas células basais, desencadeiam sinais de desenvolvimento e 

funcionam como uma barreira semipenetrável (FITZPATRICK, 2005). 

A derme, que fica localizada sob a epiderme, é um tecido conjuntivo que contém 

fibras proteicas, vasos sanguíneos, terminações nervosas, órgãos sensoriais e glândulas. Sua 

espessura é superior a da epiderme, conferindo assim elasticidade, força e resistência 

mecânica (BARRY, 2002; SMITH, MALBACH, SUBER, 2000).�De origem mesodérmica, é 

dividida em dois componentes: a porção papilar, que é a camada mais próxima da epiderme, e 

a porção reticular, que é formada por um tecido conectivo denso e constitui a maior parte da 

derme (NORRIS, 2004). A derme é formada por fibras colágenas, fibras elásticas e substância 

amorfa, todas produzidas pelos fibroblastos (ROSS, 1993; SAMPAIO, CASTRO, RIVITTI, 

2000). A derme tem como funções prover o suporte de nutrientes para a epiderme e realizar a 

termorregulação. Além disso, as células dessa camada têm papel fundamental em processos 

inflamatórios e cicatriciais (MAKRANTONAKI, ZOUBOULIS, 2007). Ocorre aumento da 

proliferação e da atividade de fibroblastos devido a ação de alguns mediadores pró-

inflamatórios como a interleucina 1� (IL-1�) e interleucina 1� (IL-1�) durante um processo 

inflamatório ou de cicatrização (FREINKEL, WOODLEY, 2000). 

Por fim, a camada mais interna da pele, a hipoderme, atua como isolante térmico, 

reduzindo o movimento de calor para dentro ou para fora do corpo; reserva energética e na 

proteção contra choques mecânicos. Esta camada participa ativamente do metabolismo 

energético (BARRY, 2002; FITZPATRICK, 2005; SMITH, MALBACH, SUBER, 2000). 

A sintonia entre os diferentes tipos celulares presentes nas camadas da pele permite 

que este órgão responda, pronta e constantemente, a uma variedade de estímulos nocivos que 

ocorrem na interface do organismo com o meio externo, como a ação de toxinas, organismos 

patogênicos, radiação UV e extremos de temperatura, garantindo assim a manutenção da 

homeostasia cutânea (BURBACH, ANSEL, ARMSTRONG, 2000; WILLIAMS, KUPPER, 

1996). 
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2.5.1 ASPECTOS GERAIS DA INFLAMAÇÃO CUTÂNEA 

A pele está diretamente relacionada com o meio externo, estando sujeita a lesões e 

invasão tais como patógenos, agentes mecânicos, agentes químicos e resposta autoimune. 

Estes estímulos desencadeiam uma resposta imediata de proteção ao organismo, denominada 

resposta inflamatória (BECKER, 1997; FIRESTEIN, 2004). O estudo da inflamação tem uma 

história antiga e rica. Celsus 30 a.C. a 38 d.C., descreveu os quatro sinais da inflamação: 

rubor, tumor, calor e dor. John Hunter (1728 a 1793) entendia a inflamação como um 

processo benéfico e de proteção. Julius Cohnheim (1839 a 1884) realizou as primeiras 

descrições microscópicas da inflamação, a sequência dos eventos vasculares: dilatação, estase 

do sangue, marginalização e migração de leucócitos. Virchow (1858) relatou o quinto sinal da 

inflamação: perda da função (MOVAT, 1985). 

A palavra inflamação significa �estado de se estar inflamado�. Inflamar denota 

�colocar fogo� o que implica na cor vermelha, na capacidade de aquecimento e na geração de 

dor (TROWBRIGDE, EMLING, 1996). A resposta inflamatória é uma resposta benéfica e 

fisiológica pela qual o organismo se defende e repara danos teciduais ou perda de funções 

(LAWRENCE, WILLOUGHBY, GILROY, 2002). Ocorre nos tecidos em resposta a lesões 

traumáticas, pós-isquêmicas, tóxicas, autoimunes e em processos infecciosos 

(MONTENEGRO, FRANCO, 2008). 

Um processo inflamatório, para ser desencadeado, pode envolver múltiplas causas e de 

natureza variável. Os agentes biológicos (como bactérias, vírus, protozoários); químicos 

(como ácidos, álcalis, formaldeído, carragenina, substâncias cáusticas); físicos (frio ou calor 

exagerado, radiação UV e ionizante) e imunes (exposição a antígenos provocando ativação da 

resposta imunológica do hospedeiro) (CARVALHO, 2004; LIEW, 2003).  

Quando se utiliza o critério temporal, o processo inflamatório se divide em duas 

categorias: inflamação aguda e crônica. A inflamação aguda apresenta um dos mais 

importantes mecanismos de defesa contra patógenos invasores. É de curta duração (horas a 

dias), caracterizada por vasodilatação arteriolar e venular, edema e migração de células 

inflamatórias, sendo primariamente os neutrófilos (CHIU et al., 2011). 

A inflamação crônica é sempre precedida pela inflamação aguda e apresenta uma 

duração mais longa (semanas, meses ou até anos). Caracteriza-se por migração leucocitária, 

principalmente monócitos, linfócitos, plasmócitos, fibroblastos, proliferação de vasos e tecido 

conjuntivo, além de sinais de regeneração e reconstrução da matriz conjuntiva (FERGUSON, 

2010).  
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As alterações vasculares iniciam-se imediatamente e desenvolvem-se durante as 

primeiras horas após o estímulo inflamatório. Elas consistem em vasodilatação, aumento do 

fluxo sanguíneo, aumento da permeabilidade vascular e exsudação de plasma (LIMA et al., 

2007). Em condições normais, a microcirculação apresenta baixíssima permeabilidade a 

macromoléculas. As proteínas plasmáticas circulam muito lentamente entre sangue e tecidos, 

e retornam ao sangue através dos vasos linfáticos. Durante o processo inflamatório, esta 

situação muda drasticamente, a microcirculação torna-se permeável a macromoléculas e 

fluídos vindos do sangue, causando edema tecidual (Figura 11) (GILROY et al., 2004; LIMA 

et al., 2011). Dor e incapacidade funcional seguem-se como resultado do edema tissular e 

liberação de mediadores químicos (KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2005). 

A vasodilatação e o edema formados vêm acompanhados de marginação, adesão e 

migração leucocitária. O processo de migração de neutrófilos do espaço intravascular para o 

interstício ocorre a princípio nas vênulas pós-capilares da circulação sistêmica e capilares 

(Figura 11). Ocorre saída das células circulantes da luz do vaso e a migração de leucócitos 

(principalmente neutrófilos e monócitos) para o sítio inflamatório. Todas estas etapas do 

processo de migração leucocitária são dependentes da expressão pelos leucócitos e pelas 

células endoteliais (KELLY, KWANG, KUBES, 2007). 

Figura 11: Comparação entre a circulação periférica no tecido vascular normal/inflamação aguda. 

Fonte: http://leapato.blogspot.com/, acessado em 27 de Agosto de 2012. 
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Essas etapas ocorrem com aumento no tráfego de células para o local da inflamação 

pela expressão de moléculas de adesão nas células inflamatórias e nas células endoteliais. As 

células inflamatórias que chegam até o local da lesão são, principalmente, leucócitos 

polimorfonucleares, que eliminam e fagocitam as bactérias e os componentes danificados da 

matriz. Essas células são mais atuantes nos estágios iniciais da inflamação. As células 

mononucleares, como os monócitos, que se transformam em macrófagos no local da lesão, 

são mais atuantes na resolução da inflamação. Os macrófagos estão entre as células 

reguladoras mais importantes da inflamação, fagocitando, digerindo e eliminando organismos 

patogênicos, além de remover os restos teciduais e destruir os neutrófilos remanescentes. (Li 

CHEN, 2007; SINGE, CLARK, 1999).  

Tanto os macrófagos e os mastócitos teciduais desempenham função de sinalizadores 

primários, agem como sentinelas no tecido. Ao sofrerem ativação e degranulação, essas 

células liberam uma gama de mediadores inflamatórios incluindo citocinas, quimiocinas, 

mediadores lipídicos assim como aminas vasoativas. Esses mediadores, ao exercerem suas 

funções, promovem a atração e ativação de células inflamatórias e também a formação de 

edema. Entre as substâncias liberadas estão histamina, eicosanoides e triptases que são os 

principais responsáveis pela geração da resposta vasomotora local (ANDRADE et al., 2011; 

LAWRENCE, WILLOUGHBY, GILROY, 2007; NATHAN, 2002). As respostas dos 

mastócitos aos alérgenos são reguladas por uma variedade de fatores endógenos e exógenos 

(ANDRADE et al., 2011). A mudança da permeabilidade celular ocorre para facilitar a 

disponibilidade de células e mediadores inflamatórios para os locais de lesão (ALLER et al., 

2006).  

Figura 12: Eventos celulares na inflamação.  

Fonte: http://www.canstockphoto.com/inflammationresponse-6235012.html, acessado em 28 de 
Agosto de 2012. 
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Uma célula residente na epiderme são os queratinócitos que também desempenha um 

papel ativo na resposta imune inata por secretar uma variedade de citocinas e quimiocinas. 

Estes armazenam grande quantidade de IL-1 em seu citoplasma, podendo liberá-la quando 

danificados, iniciando uma cascata inflamatória. A liberação de citocinas pró-inflamatórias é 

necessária para ativar a resposta imune (DONNARUMMA et al., 2011). Em resposta, os 

queratinócitos vizinhos liberam mais IL-1�, assim como IL-1�, fator de necrose tumoral 

(TNF- �) e IL-6, amplificando o sinal inicial. Simultaneamente, os queratinócitos produzem 

quimiocinas, incluindo IL-8 e fatores de crescimento, como IL-7 e IL-15, que facilitam sua 

sobrevivência e induzem à ativação de leucócitos em resposta às quimiocinas (SPELLBERG, 

2000). Entretanto, entre todas as citocinas produzidas pelos queratinócitos, somente as 

primárias (IL-1�, IL-1-� e TNF-�) ativam um número suficiente de mecanismos efetores 

capazes de desencadear uma resposta inflamatória cutânea (KUPPER, 1990).  

Em resposta à invasão microbiana, os queratinócitos montam eficazes defesas da 

imunidade inata, através da ativação de uma grande variedade de receptores de tipo Toll 

(TLR) (MCINTURFF, MODLIN, KIM, 2005; POTAPOVICH et al., 2011). Além dos 

queratinócitos, outras células residentes na epiderme e derme, como fibroblastos, células 

endoteliais, melanócitos também produzem diversas citocinas mediante um estímulo 

(BURBACH, ANSEL, ARMSTRONG, 2000). A exposição da pele a uma variedade de 

estímulos, tais como citocinas (interferon-c, fator de necrose tumoral-alfa), radiação UV e 

acetato de 13-forbol-12-O-tetradecanoila (TPA) leva à produção excessiva de espécies 

reativas de oxigénio (ROS), direta ou indiretamente, as quais desempenham um papel crítico 

no desenvolvimento de várias doenças inflamatórias da pele, tais como a dermatite atópica 

(OTUKI et al., 2011). 

A função coordenada da população celular presente na derme e epiderme permite que 

ocorra uma resposta rápida e efetiva frente à variedade de estímulos que ocorrem na interface 

entre o organismo e o meio externo (WILLIAMS, KUPPER, 1996). 

2.5.2 MEDIADORES ENVOLVIDOS NA INFLAMAÇÃO 

Os mediadores pró-inflamatórios liberados durante o processo inflamatório, tanto 

pelas células residentes do tecido cutâneo quanto pelas células transientes (neutrófilos, 

linfócitos, monócitos), aminas vasoativas (histamina (His), serotonia (5-HT)), metabólitos do 

ácido araquidônico (Prostaglandinas (PGs), tromboxano e leucotrienos), citocinas (interferons 

(IFN)), óxido nítrico (NO), numerosas interleucinas (IL), o fator de necrose tumoral (TNF), 
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EROs,  entre outros (HOFSETH, 2008; SIMMONS, 2006), segue abaixo informações sobre 

alguns mediadores: 

Aminas vasoativas: Histamina e Serotonia 

A His e a 5-HT são especificamente importantes porque estão disponíveis em reservas 

pré-formadas e estão entre os primeiros mediadores a serem liberados durante a inflamação 

(MACGLASHAN, 2003).  

A His desempenha uma ação importante durante o processo inflamatório cutâneo, pois 

ela atua em muitos processos fisiológicos celulares, mas também intervêm nas reações 

alérgicas e na inflamação, sendo esse um dos principais motivos dos mastócitos estarem 

estrategicamente localizados na microvasculatura dos tecidos que estão em contato com o 

meio externo como a pele, os pulmões e intestinos. A liberação da His ocorre pelo processo 

de exocitose durante as reações inflamatórias ou alérgicas, através da interação de fatores do 

sistema complemento e de antígenos com anticorpos IgE fixados nos mastócitos. Após a 

degranulação dos mastócitos, a His atua em receptores específicos (receptores 

histaminérgicos), promovendo a constrição do músculo liso, vasodilatação e aumento da 

permeabilidade vascular (SCHARAMM, THORLACIUS, 2004; SHERWOOD, TOLIVER-

KINSKY, 2004; SILVA, CARVALHO, 2004). 

A 5-HT é o segundo mediador vasoativo pré-formado com ações semelhantes da His. 

Está presente nas plaquetas e nos mastócitos, promove o aumento da permeabilidade e 

vasoconstrição. A liberação de 5-HT das plaquetas é estimulada quando ocorre à agregação 

plaquetária após contato com colágeno, adenosina difosfato (ADP) e complexos antígeno-

anticorpo (GOADSBY, LIPTON, FERRARI, 2002).  

Derivados do Ácido Araquidônico  

O Ácido Araquidônico (AA) é liberado pelos fosfolipídios das membranas celulares 

através de alguns estímulos (químicos, inflamatórios, traumáticos e miogênicos) e/ou por 

mediadores, a partir da ativação da enzima fosfolipase A2 (PLA2), sendo o que irá gerar 

vários eicosanoides. Existem duas vias que o AA pode seguir simultaneamente após ser 

sintetizado: via ciclooxigenases 1, 2 e 3 (COX-1, COX-2 e COX-3) e via das lipoxigenases 

(HILÁRIO, TERRERI, LEN, 2006; YEDGAR et al., 2007).  

Na pele normal, a COX-1 está distribuída em toda a epiderme, enquanto a COX-2 se 

localiza principalmente nos queratinócitos supra-basais, sendo rapidamente induzida frente a 

um estímulo inflamatório (LEE et al., 2003; SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 2004). 
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As lipoxigenases, que estão presentes principalmente no citosol, são encontradas nos 

pulmões, plaquetas, mastócitos e leucócitos. A principal enzima do grupo é a 5-lipoxigenase 

(5-LOX), que atua sobre o AA, produzindo o ácido 5- hidroperoxieicosatetraenóico, que é 

convertido em leucotrieno A4 (LTA4). O LTA4 pode ser convertido em leucotrieno B4 

(LTB4) ou em uma série de cisteinil leucotrienos (LTC4, LTD4 e LTE4). O LTB4 é 

produzido principalmente por neutrófilos e macrófagos (MURI, SPOSITO, METSAVAH, 

2009), enquanto os cisteinil leucotrienos, principalmente por eosinófilos, mastócitos, 

basófilos e macrófagos (BELCH, HILL, 2000). 

A prostaglandina E2 (PGE2) é a principal prostaglandina presente no tecido cutâneo e 

é responsável pela modulação de vários eventos inflamatórios, como o aumento da 

permeabilidade vascular e vasodilatação, contribuindo para formação do edema e na adesão e 

diapedese dos neutrófilos e monócitos (LEE et al., 2003; SHERWOOD, TOLIVER-KINSKY, 

2004). 

Óxido Nítrico  

O NO é produzido a partir da L-arginina, através da ação do óxido nítrico sintase 

(NOS) (CHIU et al., 2011; VALLANCE, CHAN, 2001). É uma molécula de sinalização 

envolvida em vários processos fisiológicos e patológicos. O NO é sintetizado por um dos três 

tipos de NO sintase (NOS), NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS), e NOS induzível 

(iNOS), todas as quais são expressas na pele (CALS-GRIERSON, ORMEROD, 2004; 

MENDES et al., 2012). Na pele, o NO tem numerosas funções homeostáticas, incluindo a 

proliferação de queratinócitos, melanogênese, a angiogênese, a cura de feridas, o fluxo de 

sangue, a regulação do tónus vascular, neurotransmissão, a agregação de plaquetas, o 

aquecimento e outros mecanismos homeostáticos. O NO também está envolvido em 

condições patológicas, como doenças imuno-mediadas, pele e outras doenças inflamatórias, 

incluindo as queimaduras solares, necrose, psoríase e lúpus eritematoso cutâneo (MENDES et 

al., 2012). 

Citocinas 

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, liberadas localmente 

durante a inflamação pelos queratinócitos (NIU, RO, 2011). Algumas citocinas podem ter 

ações pró ou anti-inflamatória de acordo com o microambiente no qual estão localizadas. As 

citocinas pró-inflamatórias são as interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL7 e o TNF. As citocinas 

anti-inflamatórias são IL-4, IL-10, IL-13 e fator transformador de crescimento � (FTC�).  Não 
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é possível classificar as citocinas quanto à célula de origem ou quanto à função biológica, elas 

foram agrupadas em IL 1 a IL 35 sequencialmente, TNF, quimiocinas (citocinas 

quimiotáticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento mesenquimal (OLIVEIRA et al., 

2011). 

As citocinas também podem diretamente sensibilizar nociceptores e aumentar a 

sensibilidade neuronal ao calor, estímulos mecânicos e químicos. As citocinas inflamatórias, 

tais como o fator de necrose de interleucina (IL-1�) e tumoral (TNF-�), contribuem para a dor 

e hiperalgesia indiretamente através da indução da produção de agentes inflamatórios que 

sensibilizam os nociceptores. Além disso, as citocinas inflamatórias são potentes moduladores 

da expressão dos receptores envolvidos na dor e analgesia (NIU, RO, 2011). As respostas 

imune e inflamatória são reguladas pelas citocinas, de forma autócrina e parácrina, através da 

interação com receptores específicos presentes nos queratinócitos, fibroblastos, células de 

Langerhans, células endoteliais e linfócitos T infiltrados, promovendo a mobilização de 

leucócitos a partir do sangue e a ativação de outras células do tecido cutâneo (RANG et al., 

2007; UCHI et al., 2000). 

Todos esses eventos são dinâmicos, culminando na resolução o que caracteriza o 

processo agudo. Entretanto, em certas ocasiões, o processo se perpetua passando a inflamação 

a deixar de ser um processo de proteção, mudando para agressão ao organismo como acontece 

com doenças inflamatórias autoimunes (SHIRASAKI, KANAIZUMI, HIMI, 2009). 

2.5.3 AGENTES FLOGÍSTICOS 

Óleo de Croton  

Óleo de Cróton é um composto natural proveniente das sementes do arbusto Croton 

tiglium (Euphorbaceae), cultivado na India e no Arquipélago Indonésio. O composto é um 

líquido viscoso com sabor ácido, coloração amarelo-pálida a castanha e transparente. 

Antigamente, era usado como um purgante potente na medicina humana e veterinária, mas 

devido a sua toxicidade o uso medicinal foi desconsiderado e atualmente é utilizado como 

padrão farmacológico para indução de inflamações (MARSON et al., 2011). 

Ele age como agente flogístico induzindo processo inflamatório com edema 

intracelular, proliferação e infiltração celular, dermatite tópica e irritação vascular com 

infiltração leucocitária de polimorfonucleares. O modelo de aplicação tópica de óleo de cróton 
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para indução do edema de orelha é vantajoso por ter bom prognóstico para a triagem da 

atividade antiinflamatória tópica e a sensibilidade por drogas esteroidais (LIMA, 2008; 

OLIVEIRA, VERDE, PINHEIRO, 2009).  

O TPA é um dos principais ésteres de forbol presentes no óleo de cróton, a aplicação 

tópica desse agente está associada com resposta inflamatória, estresse oxidativo, proliferação 

e ativação de oncogenes nucleares, gerando uma resposta inflamatória aguda que apresenta 

vasodilatação, infiltração de leucócitos polimorfonucleares para o tecido e formação de edema 

(GARBOR, 2000; GARG, RAMCHANDANI, MARU, 2008). Segundo Lima (2008), ocorre 

degranulação de mastócitos na fase inicial da inflamação, e nos roedores esses grânulos têm 

mediadores inflamatórios com predominância de serotonina. 

De acordo com estudos que buscam elucidar o mecanismo de ação do TPA na pele de 

camundongos, a aplicação deste agente promove alteração de diversos processos incluindo 

crescimento, diferenciação e morte celular, além da resposta inflamatória. Todos esses efeitos 

parecem ser provenientes da ativação direta da proteína quinase C (PKC). Embora uma 

variedade de cascatas de sinalização intracelulares seja ativada em resposta ao TPA, parece 

que o primeiro local de ação desse éster de forbol é a membrana celular onde ativa a PKC por 

mimetizar seu ativador natural, o diacilglicerol, ligando-se em sítios específicos de seu 

domínio regulatório (GARG et al., 2008).  

Assim, a indução da inflamação com TPA promove o aumento da atividade da PKC e 

sua ativação gera conseqüentemente um aumento na atividade da enzima PLA2, aumentando 

a liberação de AA dos fosfolipídios de membrana, o que leva ao subsequente aumento de seus 

metabólitos como leucotrienos e prostaglandinas (GARG, RAMCHANDANI, MARU, 2008). 

Esses metabólitos são conhecidos por agirem como mediadores das vias inflamatórias 

desencadeadas pela atividade das enzimas COX e LOX. Produtos do metabolismo do AA 

como prostaciclina e leucotrieno B4 (LTB4) agem de forma a aumentar a permeabilidade 

vascular, o que sustenta a formação de edema durante o processo inflamatório (BRALLEY et 

al., 2007; GARBOR, 2000). Portanto, nesse modelo o edema está intimamente associado com 

o aumento no conteúdo de eicosanoides como PG e LTB4. Assim, não só os inibidores de 

COX e LOX, mas também os antagonistas de LTB4 são capazes de inibir o edema induzido 

por TPA. Isso sugere que os eicosanoides possuem importante função na inflamação de pele 

induzida por TPA (MURAKAWA et al., 2006). 

 Além da indução da produção de eicosanóide, o TPA induz também, a expressão de 

citocinas inflamatórias, como IL-1� e TNF-�, as quais participam ativamente no processo 

inflamatório cutâneo como peças centrais (LEE et al., 2009; MURAKAWA et al., 2006). A 
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IL-1� ativa uma via que irá resultar na transcrição de uma série de genes que levarão a 

expressão de diversas moléculas importantes para o processo inflamatório como moléculas de 

adesão, quimiocinas, citocinas secundárias, a enzima oxido nítrico sintase e cicloxigenase 

(OTUKI et al., 2005). O TNF-� também é responsável pela indução da expressão de diversos 

genes que irão sustentar a resposta inflamatória cutânea. Além disso, o TNF-� ativa a via de 

sinalização de transdução que irá ativar o NF-kB, o que leva um �feedback� pró-inflamatório 

positivo (AMIGÓ et al., 2007).  

 O TPA também promove o aumento da expressão da enzima COX-2 a qual é 

responsável por catalisar a biossíntese das PG. A expressão de COX-2 induzida pela aplicação 

de TPA é regulada por diferentes fatores de transcrição incluindo NF-kB e AP-1. Estudos 

demonstram que a aplicação tópica de TPA facilita a translocação nuclear e a ligação ao DNA 

do NF-kB, através da fosforilação do IkB. Essa fosforilação, por sua vez, é mediada por 

proteínas quinases como IkB quinase (IKK), quinase reguladora de sinal extracelular (ERK) 

1/2 ou p38 MAPK (KUNDU et al., 2009). A transcrição de citocinas como IL-1� e TNF-� e 

muitos outros efetores como moléculas de adesão e enzimas, é regulada pelo fator de 

transcrição NF-kB (DE VRY et al., 2005). A atividade transcricional do NF-kB é regulada por 

uma série de eventos de transdução e sinalização intracelular, bastante elaborados, sendo que 

p38 MAPK e ERK parecem ser as principais quinases reguladoras da ativação do NF-kB 

(PARK et al., 2008). Assim, compostos capazes de inibir a atividade das enzimas PLA2, 

COX e LOX, antagonizar os efeitos dos eicosanóides, bloquear a ativação de fatores de 

transcrição como NF-kB ou modular a atividade de quinases como MAPK e ERK1/2, podem 

ser identificados nesse modelo, uma vez que são capazes de diminuir ou inibir o processo 

inflamatório induzido por TPA (KUNDU et al., 2009). Ao inibir o edema, o extrato está 

provavelmente interagindo especificamente com alguma dessas vias acima descritas e pode, 

portanto, ser um interessante alvo para o desenvolvimento de novos agentes terapêuticos anti-

inflamatórios (GARBOR, 2000).  

Ácido Araquidônico 

O ácido araquidônico é um constituinte dos fosfolipídeos de membrana e, por isso, a 

síntese dos eicosanóides inicia-se com a liberação desse ácido graxo, através de hidrólise, 

catalisada por fosfolipases específicas (GUYTON, HALL, 1997; LEHNINGER, NELSON, 

COX, 1995). Todas as células são capazes de liberar ácido araquidônico, mas os produtos 

enzimáticos, predominantes e assim formados, são altamente específicos no nível celular 
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(MARZZOC, TORRES, 1999). Em resposta a um estímulo hormonal, ou a outros, uma 

fosfolipase específica, presente na maioria dos tipos celulares de mamíferos, hidrolisa os 

fosfolipídeos de membrana, liberando o ácido araquidônico (WYNGAARDEN, SMITH, 

BENETT, 1993). A fosfolipase A2 e a fosfolipase C, e, possivelmente, a diacilglicerolipase 

estão envolvidas na liberação de ácido araquidônico. As fosfolipases são de relevância 

particular para a formação de eicosanóides, porque os ácidos graxos precisam estar na forma 

livre para serem utilizados como substratos da ciclooxigenase e lipoxigenase 

(WYNGAARDEN, SMITH, BENETT, 1993). 

Um grupo de enzimas, presentes no retículo endoplasmático liso, converte o ácido 

araquidônico em prostaglandinas, em um processo que se inicia com a formação de um 

endoperóxido, o PGH2, precursor imediato de muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. 

A enzima da sintase de tromboxano, presente nas plaquetas sangüíneas, converte PGH2, em 

tromboxano A2 e dela outros tromboxanos são derivados. Os tromboxanos induzem à 

constrição dos vasos sangüíneos e à agregação das plaquetas, os primeiros passos, na 

coagulação do sangue (WYNGAARDEN, SMITH, BENETT, 1993). 

A prostaciclina (PGI2), produto predominante do ácido araquidônico através da ação 

da ciclooxigenase, é formada pelo endotélio vascular e também pelo subendotélio. Esta inibe 

a aderência das plaquetas e dos neutrófilos a superfícies estranhas e ao endotélio lesado, e 

dilata tanto a musculatura lisa, brônquica quanto a vascular (MARZZOCO, TORRES, 1999).  

O ácido araquidônico também está amplamente sujeito a reações de lipoxigenação, o 

que leva à formação de compostos denominados leucotrienos. O primeiro passo na formação 

dos leucotrienos é a clivagem do ácido araquidônico dos fosfolipídeos de membrana. A 

síntese dos leucotrienos começa com a ação de várias lipoxigenases, que catalisam a 

incorporação de oxigênio molecular no ácido araquidônico. Essas enzimas são encontradas 

nos leucócitos, coração, cérebro, pulmão e baço (PETERSDORF et al., 1984). O primeiro 

leucotrieno a ser formado é o A4 que, por sua vez, é metabolizado ou a leucotrieno B4 (LT 

B4) ou leucotrieno C4 (LTC4). O LTC4 produz grande broncoconstrição pulmonar 

(KINSELLA, 1991).    

Então, o ácido araquidônico é um importante ácido graxo que serve como precursor de 

prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos, os quais são potentes mediadores 

intracelulares, que controlam uma variedade de processos complexos no organismo. No passo 

intermediário da formação desses compostos, prostaglandina endoperóxidos (PGH2 e PGG 

são formados pela ação da enzima prostaglandina endoperóxido sintetase, uma enzima com 

atividade de ciclooxigenase - produzindo PGG2 a partir de ácido araquidônico). Durante a 
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atividade de peroxidase, radicais livres e orgânicos são produzidos, os quais dão origem à 

formação de intermediários reativos de oxigênio e peroxidação lipídica patológica. 

Figura 13: Estrutura molecular do Ácido Áraquidônico 

Fonte: http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=444899, acessado em 27 de maio 
de 2013.  

2.5.4 PLANTAS MEDICINAIS COMO ALVO DE NOVOS ANTI-

INFLAMATÓRIOS TÓPICOS  

O Brasil apresenta uma vasta biodiversidade, possibilitando a população brasileira o 

uso da fitoterapia na terapêutica dos processos inflamatórios. Na maioria das vezes, o uso de 

plantas como tratamento ocorre de forma empírica. Como exemplos, são citadas 35 espécies 

utilizadas pela população no nordeste brasileiro para processos inflamatórios ou para o 

tratamento de outras doenças, sendo que somente 12 delas apresentam comprovação científica 

através de ensaios pré-clínicos (OLIVEIRA GISELE, OLIVEIRA, ANDRADE, 2010). Em 

2005, foi lançado o primeiro fitoterápico brasileiro utilizado como anti-inflamatório em forma 

de creme: o Acheflan® obtido da Cordia verbenacea (Boraginaceae) (PASSOS  et al., 2007). 

Diante disso, vários grupos de pesquisas brasileiros vêm se dedicando ao estudo de 

plantas medicinais e inúmeras plantas utilizadas na medicina tradicional demonstraram 

promover a inibição da resposta inflamatória tópica in vivo, sendo que algumas delas já 

tiveram os compostos responsáveis por tal atividade isolados e caracterizados.

De acordo com os resultados de Rauh e outros (2011), o extrato etanólico de Vernonia 

scorpioides (Asteraceae) é eficaz para o processo inflamatório agudo e crônico da pele, bem 

como reação de hipersensibilidade retardada e hiperproliferação de queratinócitos. Estudos 

demonstram que os constituintes fenólicos como o eugenol, o timol, o carvanol podem agir 
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como análogos estruturais dos derivados salicílicos, sendo seu mecanismo anti-inflamatório 

provável a inibição da ciclooxigenase (CARVALHO, 2004).  

A atividade inibitória do extrato em acetato de etila de Garcinia hanburyi (Clusiaceae) 

sobre a inflamação aguda foi verificada em modelo de edema de orelha induzido por 

etilfenilpropiolato de etila (EPP) em ratos. A aplicação tópica de 1mg/orelha desse extrato 

inibiu o edema em 93% após 30 minutos da indução do processo. Sugeriu-se esse efeito à 

inibição da biossíntese das prostaglandinas (PANTHONG et al., 2007).  

Os inventores da patente 7803409 desenvolveram técnicas para crescimento e colheita 

das sementes de Vernonia galamensis (Asteraceae) e descobriram que o óleo e a cera 

recuperados a partir das sementes, podem ser utilizados no tratamento de várias doenças de 

pele. A administração tópica do óleo de V. galamensis pode tratar vários tipos de lesões como: 

feridas, úlcera de pele, infecção bacteriana, viral ou fúngica (psoríase, dermatite, eczema). 

Este óleo pode ser utilizado para tratamento profilático, de forma a reduzir ou prevenir a 

recorrência de uma lesão na pele (MCCLORY, ATKINSON, 2010). 

O óleo resina de Copaifera duckei (Caesalpiniaceae), cuja composição terpenoidal é 

bem caracterizada, apresentou atividade anti-inflamatória quando aplicado topicamente em 

modelo de dermatite induzida por óleo de cróton, onde há participação de mediadores obtidos 

pela via das cicloxigenases. A redução do edema foi dose-dependente, com inibição de 52%, 

58% e 62% nas doses utilizadas, sendo semelhante ao efeito produzido pela dexametasona 

(CARVALHO et al., 2005). Utilizando esse mesmo modelo, os óleos das sementes de 

Helianthus annus (girassol) e Vitis vinífera (uva), ricos em ácidos graxos insaturados ômega-6 

(linoleico), apresentaram efeito antiedematogênico tópico, sendo esse efeito potencializado 

quando se associou esses óleos vegetais aos triglicerídeos de cadeia curta, ácidos cáprico e 

caprílico (NABAS et al., 2009) 

Há um grande interesse nos polifenóis de plantas para proteção da pele no tratamento 

de processos inflamatórios, mesmo não conhecendo os mecanismos pelos quais estes produtos 

naturais exercem os seus efeitos benéficos. Os benefícios da pele através dos polifenóis de 

plantas têm sido amplamente atribuídos à sua atividade antioxidante (KORKINA et al., 2009). 

A atividade de Chrysanthemum indicum (Asteraceae) sobre a resposta inflamatória 

aguda e crônica foi avaliada em modelo de edema de orelha induzido por TPA. A aplicação 

tópica do extrato etanólico das flores dessa planta inibiu o edema através da redução da 

espessura e peso das orelhas tratadas, bem como do infiltrado inflamatório e outros 

indicadores histológicos, semelhante aos efeitos produzidos pela indometacina. Além disso, 

houve redução significativa dos níveis de IL-1� e TNF-�, bem como da atividade da 
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mieloperoxidase. Esses resultados sugerem C. indicum como agente anti-inflamatório em 

potencial (LEE et al., 2009). 

Extratos ou substâncias isoladas de plantas utilizadas na medicina tradicional tais 

como Achillea millefolium (Asteraceae), Echinacea angustifólia (Asteraceae), Echinacea 

purpurea (Asteraceae), Hamamelis virginiana (Hamamelidaceae), Juniperus communis 

(Cupressaceae), Ledum palustre (Ericaceae), Polygonum aviculare (Polygonaceae), 

Sanguinaria canadensis (Papaveraceae) e Tanacetum vulgare (Asteraceae) demonstraram 

promover a inibição da COX e/ou 5-LOX (BORCHERS et al., 2000). A Arnica montana

(Asteraceae), por sua vez, inibe um alvo central do processo inflamatório, o fator de 

transcrição NF-kB, que suprime a transcrição gênica de alguns mediadores pró-inflamatórios 

(MERFORT, 2003). 

A aplicação tópica do extrato hidroalcóolico e frações de Serjania erecta

(Sapindaceae) revelaram atividade significativa sobre o processo inflamatório, causando uma 

redução dose-dependente do edema de orelha induzido por óleo de cróton. Além disso, houve 

diminuição da atividade da mieloperoxidase tissular, parâmetro indicativo do influxo de 

polimorfonucleares. As frações diclorometano, acetato de etila e hexânica demonstraram 

inibição máxima de 81%, 78% e 83% para o edema de orelha e 56%, 52% e 69% para 

atividade da mieloperoxidase, respectivamente (GOMIG et al., 2008). 

Miricitrina, um flavonóide do subgrupo flavonol, tem sido descrita pela sua ação 

antioxidante, anti-inflamatória, �lixeiro� de radicais livres, antitumoral e anti-

hipercolesterolêmica (EDENHARDER, GRUNHAGE, 2003). Além disso, a miricitrina é 

capaz de inibir proteínas quinases, inibe a ativação do NF-kB, diminui a produção de NO e a 

superexpressão da enzima iNOS (CHEN, YANG, LEE, 2000). 

O efeito do extrato hidroalcóolico obtido das partes aéreas Solidago chilensis

(Asteraceae) sobre a inflamação aguda foram verificados através do edema de orelha induzido 

pela fração clorofórmica do extrato-látex de Euphorbia milii (Euphorbiaceae) em ratos. A 

administração tópica ou intraperitoneal do extrato de S. chilensis reduziu a formação do 

edema, entretanto a via tópica foi mais efetiva, produzindo efeito similar à dexametasona. Por 

outro lado, as doses testadas (12,5 - 50 mg/kg) não inibiram a formação do edema quando o 

extrato foi administrado oralmente, sendo equivalente ao edema do grupo controle negativo 

tratado com salina. Sugeriu-se a inibição da interação leucócito-endotélio como importante 

mecanismo de ação do extrato (TAMURA et al., 2009).

Calendula officinalis (Asteraceae), tem seu uso medicinal registrado desde o século 12 

como antipirético, anti-inflamatório e reguladora do ciclo menstrual (CARVALHO, 2004). 
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Dados publicados conferem sua atividade anti-inflamatória sistêmica e tópica, produzida 

pelos triterpênicos presentes na planta (NEUKIRCH et al., 2005). Segundo Zanella (2005), o 

creme contendo o extrato hidroalcoólico de Mandevilla illustris (Apocynaceae) gerou uma

inibição do edema de forma dose-dependente e a adição de adjuvantes de permeação na 

composição do creme não aumentou o efeito farmacológico. Como observado, o mesmo perfil 

farmacológico obtido com o creme foi verificado quando se trocou a base farmacotécnica para 

gel. 

O extrato acetato de etila obtido das folhas de Memecylon edule (Memecylaceae), 

apresentou maior estimulação da produção de IL-10 in vitro, e redução do edema de orelha 

induzido por EPP em camundongos, o qual foi dose-dependente. As concentrações de 

1mg/orelha (47,8%) e 2 mg/orelha (50,2%) promoveram inibição similar àquela produzida 

pela indometacina (62,4%) e dexametasona (70%) após 4 horas da aplicação dos extratos 

(NUALKAEW et al., 2009). 

As propriedades anti-inflamatórias dos flavonoides obtidos do extrato butanólico de 

Cayaponia tayuya (Cucurbitaceae) foram avaliadas, utilizando-se modelo de edema de orelha 

induzido por dose única (inflamação aguda) ou múltiplas (inflamação subcrônica) de TPA, 

com ênfase na indução de enzimas pró-inflamatórias e mediadores peptídicos. Os flavonoides 

dessa planta inibiram o edema agudo em 66%, enquanto no modelo subcrônico essa inibição 

foi de 37%. Em testes in vitro com macrófagos, a produção de óxido nítrico foi reduzida 

(42%), mas não houve efeitos sobre a produção de TNF-�. Além disso, houve inibição da 

expressão de iNOS e COX-2 em 98% e 42%, respectivamente (AQUILA et al., 2009).  

Dentre as frações do extrato etanólico de Egiron multiradiatus, que possui flavonoides 

como principais componentes, a fração butanólica mostrou ser mais efetiva contra o processo 

inflamatório. Essa fração quando administrada oralmente na dose de 400mg/kg, em modelo 

de edema de orelha induzido por xileno em camundongos, produziu uma maior inibição da 

resposta inflamatória (52,94%) quando comparada à dexametasona (44,12%) (LUO et al., 

2008). 

Os efeitos anti-inflamatórios tópicos de Heliopis longipese (Asteraceae) e seus 

principais constituintes bioativos foram avaliados pela primeira vez, utilizando-se modelos de 

inflamação de orelha induzido por ácido araquidônico e acetato de forbol mirístico. O extrato 

etanólico da raiz dessa planta aplicado topicamente reduziu o edema de orelha de maneira 

dose-dependente, sendo o efeito anti-inflamatório máximo observado na concentração de 

3mg/orelha. Esta inibição foi de 91,3% e 80,3% nos modelos do AA e PMA, respectivamente. 
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Resultados similares foram observados para os constituintes afinina e isobutil-decanamida 

(HERNÁNDEZ et al., 2009). 

No Brasil, uma das estratégias de tratamento de infecções prevê a utilização de 

plantas. Podemos exemplificar essa conduta com a recomendação feita pela Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA), através da RENISUS (Relação Nacional de Plantas 

Medicinais de Interesse ao SUS), da aplicação de V. polyanthes. Essa espécie é indicada, 

terapeuticamente, para uso interno na forma de infusão no tratamento de bronquite e tosse 

persistente e, externamente, no caso de dores musculares.  

O Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos foi instituído pela 

crescente recorrência do uso de produto de origem natural pelo Ministério da Saúde do Brasil 

e outros nove ministérios através da Portaria interministerial n° 2.960/2008. Com o objetivo 

que visa a garantir à população brasileira o aceso seguro e o uso racional de plantas medicinal 

e fitoterápico, promovendo o desenvolvimento da indústria nacional (BRASIL, 2008a). O 

Ministério da Saúde do Brasil, em Janeiro de 2009, divulgou uma lista com 71 plantas que 

podem ser utilizadas como medicamento fitoterápico e nesta lista consta a planta em estudo, a 

V. polyanthes. 

Estes resultados demonstram possibilidades da utilização de plantas medicinais e seus 

metabólitos secundários como agentes anti-inflamatórios tópicos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 GERAL 

O presente estudo teve como objetivo geral realizar a caracterização química e avaliar 

as atividades antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória tópica dos extratos hexânico, em 

acetato de etila e etanólico obtidos das folhas de Vernonia polyanthes Less. (Asteraceae), com 

o intuito de corroborar com o uso popular e oferecer subsídio científico para uma nova opção 

de terapêutica medicinal.  

�

3.2. ESPECÍFICOS 

�

 A partir dos extratos hexânico, em acetato de etila e etanólico obtido das folhas de V. 

polyanthes Less.: 

-Quantificar os teores de fenóis totais e flavonoides totais; 

-Avaliar o potencial antioxidante por meio dos ensaios de DPPH, poder de redução do ferro, 

�-caroteno/ácido linoleico; 

-Caracterizar quimicamente os constituintes; 

-Avaliar a atividade antibacteriana por meio do Teste de Susceptibilidade aos 

Antimicrobianos (TSA) através da difusão em ágar e da determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) usando o método de microdiluição de acordo com as orientações do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI); 

-Avaliar a atividade anti-inflamatória tópica usando modelos de edema de orelha induzido em 

camundongos; 

-Avaliar os parâmetros de inflamação (edema) através da análise histológica das orelhas 

obtidas do modelo de edema de orelha induzido pela aplicação tópica de óleo de crotón. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

Folhas de V. polyanthes foram coletadas da planta cultivada no Horto Medicinal da 

Faculdade de Farmácia de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais. Uma exsicata 

(CESJ nº 10.329) encontra-se depositada no Herbário Leopoldo Krieger (CESJ), Instituto de 

Ciências Biológicas, UFJF. 

A coleta foi realizada pela manhã, entre as 08h00min e 09h00min, no dia 29 de Março 

de 2012. As folhas foram separadas dos galhos, pesadas e colocadas para secagem em estufa 

sob ventilação forçada até perda de 90 a 95% da umidade. Após secagem, o material foi 

triturado em liquidificador industrial e peneirado em tamise nº 18 para preparo dos extratos. 

�

4.2 OBTENÇÃO DOS EXTRATOS DA Vernonia polyanthes 

�

O material pulverizado (hum quilo) foi submetido à extração com hexano P.A. por 

maceração estática a temperatura ambiente até exaustão (três meses). O extrato foi filtrado e 

concentrado a pressão reduzida utilizando-se evaporador rotatório para obtenção do extrato 

hexânico (EHEX). O material resultante foi submetido à nova extração com acetato de etila 

nas mesmas condições, obtendo-se o extrato em acetato de etila (EAE). Um novo 

procedimento extrativo foi repetido utilizando etanol como solvente e adquirindo-se o extrato 

etanólico (EE).  

Figura 14: Esquema representativo do método de extração.�

�

Fonte: Os Autores (2013). 
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4.3 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE FENÓIS TOTAIS 

 A determinação dos teores de derivados fenólicos pode ser realizada por diversas 

técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu é a mais citada na literatura 

(BONOLI et al., 2004; ROGINSKY, LISSI, 2005). O reagente consiste da mistura dos ácidos 

fosfomolibídico e fosfotunguístico, no qual o molibdênio e o tungstênio encontram-se no 

estado de oxidação 6 que na presença de substâncias redutoras, como as substâncias  

fenólicos, formam-se os chamados molibdênio azul e tungstênio azul. A média do estado de 

oxidação dos metais está entre 5 e 6 cuja coloração permite a determinação da concentração 

das substâncias redutoras (IKAWA et al., 2003; NACZK, SHAHIDI, 2004).�

Os teores de fenóis totais foram determinados por espectrofotometria na região do 

visível utilizando o método de Folin�Ciocalteu (SOUSA et al., 2007). Para a elaboração da 

curva de calibração utilizou-se o ácido gálico como padrão. Uma solução-estoque de ácido 

gálico 1 mg/mL em água foi preparada seguida de diluições com concentrações entre 2 a 7,6 

µg/mL ácido gálico, sendo colocadas em tubo de ensaio em triplicata. A cada tubo foram 

adicionados 500 �L de Folin-Ciocalteu com 6 mL de água destilada e agitado por 1 minuto 

em vortex. Em seguida, 2 mL de carbonato de sódio a 15% (Na2CO3) foram adicionados à 

mistura e agitada por 30 segundos, acertando o volume para 10 mL com água destilada. Após 

duas horas, a varredura espectrofotométrica foi realizada entre os comprimentos de ondas de 

600 a 900 nm, obtendo-se o espectro com o pico máximo de absorção em 783 nm. As 

absorbâncias das soluções de ácido gálico foram determinadas para montagem da curva de 

calibração e por meio de análise de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados 

obteve-se a equação da reta e o coeficiente de determinação (R2). 

A quantificação dos fenóis totais nos extratos EHEX, EAE e EE foi feita usando o 

mesmo procedimento analítico. Para cada extrato as medidas foram realizadas em triplicata. A 

absorbância obtida de cada solução foi substituída na equação da reta do padrão e a 

concentração foi ajustada em teor de fenóis totais.

�

4.4 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS 

Os teores de flavonoides totais foram determinados por método espectrofotométrico na 

região do visível (LEITE, 2002; SOBRINHO et al., 2008), com pequenas modificações.  

Para obtenção da curva de calibração utilizou-se a rutina como padrão, preparando 

uma solução-estoque de 0,5 mg/mL em etanol. Soluções diluídas entre 2 a 60 µg/mL foram 
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obtidas a partir da solução-estoque, sendo colocadas em tubo de ensaio em triplicata. Em cada 

tubo foi adicionado 0,4 mL de etanol, 0,12 mL de ácido acético, 2 mL de piridina a 20% em 

etanol e 0,5 mL de cloreto de alumínio a 8% em etanol, completando para 5 mL com água 

destilada. Após 30 minutos de reação, um espectro de absorção, obtido por varredura 

espectrofotométrica entre 300 a 600 nm, apresentou um pico de absorção em 407 nm. As 

absorbâncias das soluções de rutina foram determinadas e através de análise de regressão 

linear pelo método dos mínimos quadrados, a reta de calibração e o coeficiente de 

determinação (R2) foram obtidos.  

Soluções-estoque de 1 mg/mL dos extratos EHEX, EAE, EE foram preparadas em 

etanol para análises das amostras. As soluções-estoque (5 mL) foram submetidas à 

semipurificação com hexano (adiciona-se 2 mL de hexano e 3 mL de água destilada) que após 

homogeneização, foram centrifugadas por 2 minutos, até completa separação de fases. Em 

seguida, a camada superior foi retirada com auxílio de uma pipeta de Pasteur e alíquotas de 

0,4 mL, em triplicata, da fase hidroalcólica foram transferidas para tubos de ensaio, para a 

realização da reação e leitura das mesmas conforme descrita para o padrão. 

As amostras foram analisadas em triplicata no comprimento de onda 407 nm. As 

absorbâncias de cada solução foram substituídas na equação da reta do padrão e a 

concentração foi ajustada em teor de flavonoides totais em equivalência de rutina. 

�

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

4.5.1 MÉTODO DO RADICAL 1,1-DIFENIL-2-PICRILIDRAZILA  

 Por ser um método rápido e altamente sensível, o ensaio do 1,1-difenil-2-picrilidrazila 

(DPPH) tem sido frequentemente utilizado no estudo dos antioxidantes naturais, sendo 

baseado na teoria de que um doador de hidrogênio é um antioxidante. O princípio do método 

é a redução do radical livre estável orgânico de nitrogênio (2,2-difenil-1-picrilidrazil), o qual 

apresenta o máximo de absorção entre 515 a 520 nm na coloração violeta. Ao retirar um 

radical hidrogênio do antioxidante, observa-se uma diminuição da absorbância e da coloração 

passando da cor violeta para o amarelo (Figura 15) (MOLYNEUX, 2003).  
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Figura 15: Estrutura química do radical DPPH e reação de estabilização com um antioxidante. 

Fonte: MOON, SHIBAMOTO (2009). 

 O DPPH, quando em solução, tem uma coloração violeta com forte absorção em torno 

de 515 a 517 nm e apresenta paramagnetismo conferido pelo elétron não emparelhado. Assim, 

ao receber um elétron, passa a ser pareado, tornando-se uma molécula diamagnética e a 

absorção característica desaparece. A descoloração resultante está relacionada 

estequiometricamente com o número de elétrons aceitos e, assim, a atividade antioxidante 

pode ser expressa em função da sua capacidade de provocar um decréscimo na absorção 

(BRAND-WILLIAMS, CUVELIER, BERSET, 1995). 

 Para o ensaio da atividade antioxidante dos extratos das folhas de V. polyanthes 

usando o DPPH, foi preparada uma solução de cada extrato na concentração 1 mg/mL em 

etanol (MENSOR et al., 2001). A partir desta solução inicial foram preparadas soluções em 

concentrações finais variadas. Para a amostra do EHEX foram preparadas soluções nas 

concentrações de 25, 50, 125, 250, 500, 700 e 1000 �g/mL. Para os extratos EAE e EE foram 

preparadas soluções nas concentrações de 5, 10, 25, 50, 125 �g/mL. O controle positivo foi 

feito com rutina a partir de soluções nas concentrações de 1, 3, 5, 10, 15 e 30 �g/mL. Além 

disso, uma solução de DPPH (PM = 394,32g/mol) a 0,3 mM em etanol, protegida da luz, foi 

preparada e posteriormente usada como reagente. 

 Alíquotas de 2,5 mL de cada uma das soluções dos extratos foram transferidas para 

tubos de ensaio protegidos da incidência de luz, em triplicata, e adicionado 1 mL da solução 

de DPPH 0,3 mM.  

 O controle do ensaio foi preparado com 1 mL da solução de DPPH 0,3 mM a 2,5 mL 

de etanol, enquanto os brancos de cada solução da amostra foram aacrescidos de 1 mL de 

etanol sem DPPH.  

 Em seguida, os tubos foram mantidos ao abrigo da luz por 30 minutos e, então, foram 

feitas as leituras das absorbâncias em 515 nm. �
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 A partir das leituras das absorbâncias das amostras, determinou-se a porcentagem de 

atividade antioxidante (% AA) que corresponde à quantidade de DPPH reduzida pelas 

mesmas utilizando a seguinte fórmula:  

�������������	�
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���������
�
��������������
��������

Onde: Abscontrole corresponde à absorbância de 2,5 mL de etanol + 1 mL da solução de DPPH; 

Absamostra corresponde à absorbância de 2,5 mL da solução do extrato + 1 mL da solução DPPH e 

Absbranco correspondem à absorbância de 2,5 mL da solução do extrato + 1 mL de etanol. 

 Após obtenção da atividade antioxidante, a concentração efetiva 50% (CE50) dos 

extratos foi obtida através da análise de regressão linear pelo método dos mínimos quadrados, 

obtendo-se a equação da reta e o coeficiente de determinação (R2). A abscissa do gráfico 

correspondeu à concentração do extrato testado e a ordenada à percentagem da atividade 

antioxidante. Assim, quanto maior a redução do DPPH por uma amostra, menor a 

concentração efetiva 50% (CE50) e maior a atividade antioxidante. 

4.5.2 DETERMINAÇÃO DO PODER DE REDUÇÃO DO FERRO 

O poder de redução dos extratos EHEX, EAE e EE foi determinado pelo método 

descrito por Oyaizu (1986). Soluções-estoque a 1 mg/mL em água destilada de cada extrato, 

seguida por diluições com concentrações variadas, foram preparadas.  Diluições do EHEX nas 

concentrações de 50, 150, 300, 450, 600, 750, 900 e 1000 �g/mL, foram feitas para a 

realização do teste. O EAE foi diluído para obter concentrações de 25, 50, 100, 150, 250, 350, 

450, 550 e 700 �g/mL, enquanto que para o EE preparou-se soluções nas concentrações de 1, 

25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, 250, 300, 350, 400 �g/mL. O controle positivo foi realizado 

com rutina, com soluções nas concentrações de 75, 100, 125, 200, 250, 300, 400 e 500 

�g/mL. Todas as soluções foram feitas em água destilada. 

Além disso, uma solução tampão fosfato de potássio 200 �M, pH 6,6 foi preparada 

com fosfato monobásico de potássio (PM = 136,09 g/mol) e fosfato dibásico de potássio (PM 

= 174,18 g/mol), corrigindo o pH com solução de hidróxido de sódio a 0,1 M. 

Aos tubos Falcon, foram adicionados 2,5 mL do tampão fosfato de potássio e 2,5 mL 

de ferrocianeto de potássio a 1% [K3Fe(CN)6], sendo mantidos a 50 °C por 20 minutos. Em 

seguida, foram adicionados 2,5 mL de ácido tricloroacético 10% seguida de centrifugação a 

4000 rpm por 8 minutos. Retirou-se 2,5 mL da camada superior transferindo para tubos de 
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ensaio e adicionou-se 2,5 mL de água destilada e 0,5 mL de cloreto férrico (FeCl3). O branco 

foi realizado sem cloreto férrico, com 0,5 mL de água destilada. A absorbância foi medida a 

700 nm em espectrofotômetro. Todas as leituras foram realizadas em triplicata.  

A concentração efetiva 50% (CE50) foi calculada a partir da curva absorbância versus

concentração por regressão linear, obtendo a equação da reta e o coeficiente de determinação 

(R2).  

4.5.3 TÉCNICA DA BIOAUTOGRAFIA COM DPPH 

A atividade antioxidante dos extratos EHEX, EAE e EE foi também avaliada em 

cromatoplacas em camada delgada, em gel de sílica, utilizando DPPH (2,2'-difenil-1-

picrilhidrazila) como reagente. Foi preparada uma solução estoque das amostras a uma 

concentração de 10 mg/mL e aplicados 10 µL nas cromatoplacas. As placas do EHEX foram 

eluidas com hexano:acetato de etila (6:4), enquanto para o EAE utilizou-se 

diclorometano:metanol (9:1) e o EE foi eluido com  butanol:água:ácido acético (6:3:1). Após 

a eluição e evaporação do solvente, as placas foram nebulizadas com DPPH a 2,54 mM. 

Decorridos 30 minutos, foi realizada a leitura da placa, em que halos brancos ou amarelados 

no ponto de aplicação, sobre o fundo violeta, foram considerados presença de substâncias 

antioxidantes (CAVIN et al., 1998). 

Cromatoplacas de referência foram desenvolvidas em sílica gel, com as mesmas fases 

móveis de acordo com a amostra a fim de se identificar quais as classes de constituintes 

bioativos estavam presentes. Foram utilizados os seguintes reveladores: ácido sulfúrico: 

vanilina, como revelador universal; KOH 10% (reativo de Borntrager), para identificação de 

cumarinas; NP/PEG, para flavonoides; Liebermann-Burchard, para esteroides e triterpenos e 

cloreto férrico, para compostos fenólicos. O fator de retenção (Rf) foi calculado para cada 

banda que apresentou zonas brancas ou amareladas, isto é, que reagiram com o DPPH.  
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4.5.4 MÉTODO DE COOXIDAÇÃO DO �-CAROTENO/ÁCIDO LINOLEICO 

 O método de oxidação do �-caroteno/ácido linoleico avalia a atividade de inibição de 

radicais livres gerados durante a peroxidação do ácido linoleico. O método está fundamentado 

em medidas espectrofotométricas da descoloração (oxidação) do �-caroteno induzida pelos 

produtos de degradação oxidativa do ácido linoleico. Este método determina a atividade de 

uma amostra ou substância de proteger um substrato lipídico da oxidação (DUARTE-

ALMEIDA et al., 2006). 

 A atividade antioxidante dos extratos EHEX, EAE e EE foi determinada pelo método

de cooxidação do �-caroteno/ácido linoleico descrito por Koleva e outros (2002). Preparou-se 

uma solução de �-caroteno a 0,2 mg/mL em clorofórmio e 1 mL dessa solução foi adicionada 

a um balão, contendo ácido linoleico (25 µL) e Tween 40 (200 mg) e submetido à 

rotaevaporação em banho de água a 40º C, durante 15 minutos, para remoção do clorofórmio. 

Em seguida, 50 mL de água destilada, oxigenada por borbulhamento através de uma bomba 

de ar, foram adicionadas ao balão lentamente e sob agitação constante, para formação de uma 

emulsão. Paralelamente ao preparo da emulsão, foram feitas soluções dos extratos a 25 µg/mL 

em etanol e dos controles positivos (BHT, rutina e quercetina) a 250 µg/mL. Alíquotas de 30 

µL das soluções das amostras e dos controles positivos foram adicionadas nos poços da 

microplaca, em triplicata, seguido da adição de 250 µL da emulsão. Esse procedimento foi 

realizado rapidamente, para evitar a evaporação do etanol e a oxidação prévia do �-caroteno. 

O controle negativo também foi realizado em triplicata, adicionando-se aos poços 30 µL de 

etanol e 250 µL da emulsão. O branco constituiu-se de 280 µL de etanol. 

 A primeira leitura (t0) das absorbâncias foi feita imediatamente após a adição das 

alíquotas de emulsão na microplaca e em seguida, a microplaca foi incubada em estufa a 50º 

C por 15 minutos. Após incubação, foi realizada a segunda leitura (t15) e esse procedimento 

repetiu-se por mais seis vezes obtendo-se ao final oito leituras (t0, t15, t30, t45, t60, t75, t90 e t105), 

para monitoramento da oxidação do �-caroteno, que resulta no clareamento e 

consequentemente na redução gradual da absorbância das soluções. As medidas das 

absorbâncias foram realizadas em leitor de microplacas (Thermoplate®, TP-READER) a 492 

nm (definido através de varredura espectrofotométrica da emulsão de �-caroteno e ácido 

linoleico entre 200 e 600 nm). 

 As absorbâncias obtidas em t0, t15, t30, t45, t60, t75, t90 e t105, foram usadas para montar 

o gráfico de decaimento da absorbância (média ± erro padrão) em função do tempo e 
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determinar a porcentagem de inibição da oxidação do �-caroteno (% I), utilizando a seguinte 

fórmula:  

��� � � �����	
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Onde: ����	
���� � ����
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��� e ������
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���, sendo que A controle: 

controle negativo e A amostra: extratos e controles positivos (BHT, rutina e quercetina). 

4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA  

 Para a avaliação da atividade antibacteriana foram realizados ensaios com dois 

propósitos: 1) de triagem ou screening, utilizando o método de difusão em ágar; 2) de 

determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), empregando o método de 

microdiluição. Os procedimentos seguiram as recomendações descritas nos documentos 

elaborados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2009a, 2009b, 

2012). 

 Para os experimentos microbiológicos foram utilizadas as seguintes amostras de 

referência, representativas de grupos bacterianos Gram-positivos e Gram-negativos: 

Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 10536, Salmonella 

typhimurium ATCC 13311 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. 

4.6.1 TESTE DE DIFUSÃO EM AGAR 

Para a triagem da avaliação da atividade antibacteriana, foram utilizados os extratos 

EHEX, EAE e EE. As soluções-teste foram preparadas a partir dos extratos, dissolvendo-os 

em dimetilsulfóxido (DMSO) até obter-se uma solução com concentração final de 500 

mg/mL. 

Suspensões bacterianas das amostras de referência a serem investigadas previamente 

ativadas (cepas de bactérias cultivadas em ágar Müeller-Hinton, 16-18 horas, a 35 � 2 °C, em 

aerobiose), foram preparadas a partir de cinco Unidades Formadoras de Colônias (UFC) em 4 

mL de solução salina esterilizada (0,9% de NaCl), comparadas e ajustadas à escala padrão 0,5 

de McFarland. Em seguida, com auxílio de um swab esterilizado, foram inoculadas em 

superfície de uma placa de Petri contendo ágar Müeller-Hinton em três sentidos (diagonal, 
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vertical e horizontal), para obtenção de crescimento homogêneo. Após as inoculações, 20 µL 

das soluções de antibióticos-controle e dos extratos foram aplicadas em poços de 6 mm. As 

placas foram incubadas em estufa a 35 ± 2 °C por 16-18 horas em aerobiose. 

Após o período de incubação, as zonas de inibição de crescimento bacteriano foram 

medidas com auxílio de halômetro e registradas em milímetros de diâmetro. Como controles 

positivos foram utilizados soluções de cloranfenicol 30 µg e ampicilina 10 µg e como 

controle negativo DMSO. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

Figura 16: Fluxograma do método da avaliação da atividade antibacteriana pelo método de difusão 
em ágar. 

�

Fonte: TEMPONI (2012). 
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4.6.2. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

Para a determinação da CIM foi utilizado o método de microdiluição em caldo 

conforme preconizado pelo CLSI (CLSI, 2009b). Todos os testes foram realizados 

empregando caldo Müeller-Hinton (CMH). A partir de soluções-estoque de 12,5 mg/mL em 

DMSO 1% foram preparadas diluições sucessivas de 5,0 a 0,0025 mg/mL dos extratos EHEX, 

EAE e EE em microplacas de 96 poços (Figura 17). Para isso, foram transferidos 160 �l 

dessas soluções para os poços que já continham 200 �L de CMH na primeira fileira (A) de A1 

a A9. A partir da fileira B, todos os poços continham 180 µl de CMH. Após homogeneização 

utilizando pipeta multicanal, foram transferidos 180 µL da fileira A para a B, e assim 

sucessivamente, até a H, procedendo-se à diluição seriada. Em seguida, foram descartados 

180 �L dos poços da fileira H. Para realizar o teste e completar o volume final de 200 �L, 

foram adicionados 20 �L dos inóculos bacterianos previamente padronizados em todos os 

poços, inclusive nos controles positivo e negativo. As suspensões bacterianas previamente 

ativadas (cepas de bactérias cultivadas em ágar Müeller-Hinton, 16-18 horas, a 35 � 2 °C, em 

aerobiose) foram preparadas a partir de cinco Unidades Formadoras de Colônias (UFC) em 4 

mL de solução salina esterilizada (0,9% de NaCl), comparadas e ajustadas à escala padrão 0,5 

de McFarland. Finalmente, as placas foram incubadas por 16-20 horas, a 35 � 2 °C, em 

aerobiose.  

 Os testes controles foram realizados simultaneamente, sendo que o cloranfenicol foi 

utilizado como composto de referência em concentrações de 500 a 0,24 �g/mL. A CIM foi 

calculada como a menor diluição que apresentou completa inibição da cepa testada. Todos os 

testes foram realizados em duplicatas. 

A leitura foi feita pela observação da presença ou ausência de turbidez indicativa de 

crescimento bacteriano. Para melhor visualização dos resultados foi utilizada solução de 

iodonitrotetrazolium (INT), na concentração de 2 mg/mL. Essa solução foi aplicada 10 µl 

sobre cada poço das placas e, após incubação, foram observados poços com coloração 

avermelhada indicativa de crescimento bacteriano, e poços que mantiveram a cor original, ou 

seja, sem crescimento. 
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Figura 17: Esquema da placa de 96 poços para determinação da CIM. 

�

Br: Branco (Caldo Mueller-Hinton + extrato); B1: (Caldo MHB + extrato + S.aureus);  B2: (MHB + extrato + P. 

aeruginosa); B3 (MHB + extrato +  S. typhimurium); B4 (MHB + extrato + E.coli); V: (poço vazio); C1: MHB; 
C2: MHB + DMSO; C3: MHB + DMSO + S.aureus; C4: MHB + DMSO + P. aeruginosa; C5: MBH + DMSO + 
S. typhimurium; C6: MBH + DMSO + E. coli. 

Fonte: TEMPONI (2012). 

4.6.3 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA 

A determinação da concentração bactericida mínima (CBM) foi realizada em placa de 

Petri contendo ágar Müeller-Hinton. A placa de Petri contendo o meio de cultura foi 

previamente demarcada de acordo com as posições das diluições dos extratos na placa de 

microdiluição. Uma alíquota do conteúdo dos poços da placa de microdiluição foi transferida 

com o auxílio de uma alça estéril para o local correspondente na placa de Petri. A placa foi 

incubada em estufa a 35 ± 2 ºC de 16 a 18 horas.  Foi determinada como CBM a menor 

concentração do extrato que não permitiu o desenvolvimento dos micro-organismos. 

4.7 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

(CLAE) 

 Os extratos EHEX, EAE e EE, foram avaliados por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência (CLAE) (Agilent®, 1200 series) com detector UV DAD. As análises foram 

realizadas em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 

isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila 

(8:2) acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%; concentração das amostras de 1 mg/mL, 
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volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna de 25 ºC. A análise de cada amostra teve 

duração de 30 min, com pós time de 2 min entre as amostras. Os cromatogramas foram 

obtidos nos comprimentos de onda de 210, 230, 254, 280 e 330 nm e os espectros UV foram 

obtidos por varredura entre 190 a 400 nm. 

 Para a detecção de substâncias nos extratos das folhas de V. polyanthes Less., foram 

utilizados os padrões químicos (Sigma-Aldrich®): ácido gálico, rutina, quercetina, canferol, 

luteolina, luteolina 7-O-�-D-glicosídeo e apigenina 7-O-�-D-glicosídeo. Nas análises dos 

padrões foram empregadas as mesmas condições cromatográficas, incluindo a obtenção dos 

espectros por varredura no UV (190 a 400 nm). Após obtenção dos cromatogramas e 

espectros UV, a detecção das substâncias foi realizada por análise e comparação dos tempos 

de retenção (tr) dos cromatogramas e dos espectros UV. 

Tabela 3: Padrões químicos utilizados para detecção no extrato hexânico, em acetato de etila e 
etanólico das folhas de V. polyanthes em CLAE-UV.  

Ácido gálico Quercetina  

Rutina Canferol 

� �
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Luteolina Luteolina 7-O-�-D-glicosídeo 

Apigenina 7-O-�-D-glicosídeo 

�

Fonte: Os Autores (2013). 

4.8 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA GASOSA/ESPECTROMETRIA DE 

MASSA (CG/EM) 

 O extrato EHEX foi adicionalmente submetido à análises de cromatografia com fase 

gasosa acoplada ao espectrômetro de massas (CG/EM),  foram realizadas na Plataforma 

Analítica de Farmanguinhos, Fiocruz, utilizando-se um cromatógrafo com fase gasosa 

Hewlett Packard 6890 e MS HP5972, munido de um banco de dados WILEY 7n.1. Foi usada 

uma coluna capilar do tipo HP5MS com 0,25 �m de espessura do filme, de 30 m de 

comprimento e 250 �m de diâmetro interno. O gás de arraste foi hélio (1 mL/min) e as 

separações foram realizadas com injetor a 250 ºC, detector a 280 ºC e a seguinte programação 

de temperatura: 70 ºC aumentando 2 ºC por minuto até 290 ºC. Os parâmetros da operação de 

EM foram 70 eV, fonte iônica 250 ºC, impacto de elétrons. 
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4.9 ANIMAIS  

Foram utilizados camundongos Swiss (25-30 g), provenientes do Centro de Biologia 

da Reprodução da Universidade Federal de Juiz de Fora. Os animais foram mantidos em 

gaiolas de polipropileno (47 x 34 x 18 cm), com ração e água ad libitum em temperatura 

ambiente (22 ± 2 °C), durante 3 dias no ciclo claro/escuro de 12 horas (claro de 06:00 às 

18:00h).  

Os animais não foram privados de alimentação antes da realização dos experimentos. 

Conforme as normas internacionais para estudos com animais de laboratório, o número de 

animais por grupo experimental foi o mínimo (n = 8) necessário para se obter resultados 

estatísticos (ZIMERMANN, 1983). O protocolo utilizado foi aprovado pela Comissão de 

Ética na Experimentação Animal (CEEA) desta Instituição (nº 106/2012) (ANEXO A). 

Todos os experimentos foram complementados por grupos controle, nos quais os 

animais foram submetidos exatamente aos mesmos procedimentos que os grupos tratados. 

4.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA TÓPICA EM 

MODELO DE EDEMA DE ORELHA 

O modelo de edema de orelha é bastante útil na avaliação da atividade anti-

inflamatória tópica, uma vez que é uma metodologia bastante simples e que permite verificar 

a atividade de substâncias no edema induzido por diferentes agentes irritantes, e ainda 

identificar substâncias que tenham a capacidade de penetrar na pele (GARBOR, 2000; 

WINYARD, 2003). 

 A atividade anti-inflamatória tópica dos extratos EHEX, EAC e EE foi avaliada pelo 

modelo de edema de orelha em camundongos. Os agentes flogísticos, extratos, dexametasona 

e indometacina foram dissolvidos em um volume de 20 µL de acetona e aplicados 

topicamente na parte interna da orelha direita de cada animal. Na orelha esquerda, foi 

aplicado 20 µL de acetona (veículo). Cada ensaio foi constituído por cinco grupos, todos com 

8 indivíduos (n = 8): controle negativo (sem tratamento), controle positivo (dexametasona ou 

indometacina) e os extratos (0,1 mg/orelha, 0,5 mg/orelha e 1,0 mg/orelha). 

O edema foi avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha dos camundongos. 

Após determinado tempo da indução do processo inflamatório, os animais foram anestesiados 

e eutanasiados por deslocamento cervical, e discos de 6 mm de diâmetro de ambas as orelhas 

foram coletados através de um punch e pesados em balança analítica (SHIMADZU®/AUY). 
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O aumento da massa da orelha foi obtido pela diferença entre as massas das orelhas direita e 

esquerda. Para minimizar variações referentes às técnicas, os experimentos foram realizados 

sempre pelo mesmo experimentador. 

4.10.1 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR ÓLEO DE CRÓTON 

 A atividade anti-inflamatória tópica dos extratos EHEX, EAE e EE foi avaliada pelo 

método do edema de orelha induzido por óleo de cróton descrito por Schiantarelli e outros 

(1982). Aplicou-se topicamente 20 µL de solução de óleo de cróton 2,5% (v/v) em acetona na 

parte interna da orelha direita de cada camundongo. Após este procedimento, os animais 

receberam tratamento tópico para a avaliação dos extratos nas seguintes concentrações 0,1 

mg, 0,5 mg e 1,0 mg em 20 µL de acetona/orelha. O mesmo volume de dexametasona (0,1 mg 

em 20 µL de acetona/orelha) e acetona (20 µL/orelha) foram utilizados como controle 

positivo e controle negativo (veículo) respectivamente. Quatro horas após o desafio com o 

agente flogístico, os animais foram anestesiados e eutanasiados por deslocamento cervical e o 

edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) da orelha dos camundongos, conforme 

descrito no item 4.10. Amostras das orelhas dos camundongos (discos de 6 mm de tecido), 

após avaliação do edema, foram conservadas em formol e submetidas à análise histológica. 

4.10.2 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO POR ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 

O Ácido Araquidônico (AA) e seus metabólitos estão envolvidos na patogênese de 

muitas doenças inflamatórias da pele, como verificada na dermatite atópica e psoríase 

(GABOR, 2000).  Quando aplicado topicamente, o AA é metabolizado em vários mediadores 

como prostaglandinas e leucotrienos, que promovem a formação do edema, consequência do 

processo inflamatório instalado (HUMES, OPAS, BONNEY, 1986). Assim, substâncias que 

inibem o metabolismo do AA são identificadas neste modelo. 

A atividade anti-inflamatória tópica dos extratos EHEX, EAE e EE foi avaliada pelo 

método do edema de orelha induzido por AA descrito por Gábor (2003). O AA (2 mg/orelha 

solubilizado em 20 µL de acetona) foi administrado topicamente, na parte interna da orelha 

direita de cada camundongo. Em seguida, foram aplicados topicamente os extratos (0,1 mg, 

0,5 mg e 1,0 mg em 20 µL de acetona/orelha). O controle positivo foi a indometacina (2 

mg/orelha) também dissolvidos em 20 �L de acetona e a acetona como controle negativo 

(veículo). Após 1 hora do desafio com o agente flogístico, os animais foram anestesiados e 
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eutanasiados por deslocamento cervical e o edema avaliado quanto ao aumento da massa (mg) 

da orelha dos camundongos, conforme descrito no item 4.10 (CRUMMEY et al., 1987; 

YOUNG et al., 1984). 

4.11 ANÁLISE HISTOLÓGICA 

As amostras dos tecidos das orelhas (discos de 6 mm) foram coletadas dos 

camundongos submetidos ao modelo de edema de orelha induzido pelo óleo de cróton. Os 

tecidos foram conservados em solução de formol 10%. Para o preparo das lâminas 

histológicas, as amostras foram fixadas em solução ALFAC (85 mL de álcool 80%, 10 mL de 

formol 40% e 5 mL de ácido acético glacial) em um período de 16 horas, e em seguida 

conservadas em álcool 70% até início do processo de desidratação. Os materiais histológicos 

foram posteriormente desidratados, emblocados em parafina, seccionados em cortes de 5 �m 

em um micrótomo e corados com hematoxilina e eosina. O edema (espessura do corte 

histológico), infiltração de leucócitos, vasodilatação e espessura da epiderme e derme foram 

avaliadas em áreas representativas com aumento de 10x e 20x. Nesses mesmos aumentos, 

foram realizadas fotografias dos cortes histológicos utilizando microscópio (Olympus BX41) 

acoplado a câmera fotográfica digital utilizando o software Image Pro-Plus 4.5 (Media 

Cybernetics).  

4.12. ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Análise 

de variância (ANOVA), seguida do teste de Student Newman-Keuls ou Tukey, foi utilizada 

para medir o grau de significância para p < 0,05. Os cálculos foram realizados utilizando os

softwares estatísticos GraphPad Prism e o Sigma-Plot. 
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5. RESULTADOS 

5.1 TEORES DE FENÓIS TOTAIS E FLAVONOIDES 

 Para expressar os resultados obtidos na quantificação dos derivados fenólicos do 

EHEX, EAE e EE em equivalente em ácido gálico (g EAG/100g amostra) foi construída uma 

curva de calibração do ácido gálico em 783 nm (Figura 18).  A equação da reta utilizada foi y 

= 0,1113x + 0,0533, onde os valores das absorbâncias das amostras foram adicionados em y 

para obtenção da concentração inicial (x). 

Figura 18: Curva de calibração do ácido gálico. 

Fonte: Os Autores (2013). 

O comprimento de onda em 407 nm foi utilizado para obtenção da reta de calibração e 

determinação dos flavonoides totais (Figura 19). A equação da reta utilizada foi y = 0,0234x + 

0,014, onde os valores das absorbâncias das amostras foram adicionados em y para obtenção 

da concentração inicial (x). 

Figura 19: Curva de calibração da rutina. 

Fonte: Os Autores (2013).  
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Na Tabela 3 estão representados os teores de fenóis e flavonoides totais equivalentes 

ao ácido gálico e à rutina, respectivamente. Os teores de fenóis totais variaram de 0,53 a 22,93 

g/100g. Os extratos apresentaram teores de flavonoides totais entre 0,18 a 8,23 g/100g. É 

observado também que o extrato EE apresentou maior quantidade de fenóis totais e 

flavonoides. 

Tabela 4: Teores de fenóis e flavonoides totais no extrato hexânico, em acetato de etila e etanólico das 
folhas de V. polyanthes. 

Extrato Teor (g/100 g) 

Fenóis totais Flavonoides totais 

Extrato hexânico 0,53 ± 0,02 0,18 ± 0,005 

Extrato em acetato de etila 18,16 ± 0,05 6,94 ± 0,01 

Extrato etanólico 22,93 ± 0,04 8,23 ± 0,01 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. As médias são diferentes entre si após aplicação da 
ANOVA seguida de teste de Tukey para p < 0,001.  
Fonte: Os Autores (2003). 

5.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE  

5.2.1 ENSAIO DO RADICAL 1,1-DIFENIL-2-PICRILIDRAZILA (DPPH) 

 A atividade antioxidante dos extratos EHEX, EAE e EE frente ao radical DPPH, 

demonstrada pela concentração efetiva 50% (CE50), encontra-se apresentada na Tabela 5. Pela 

análise desta Tabela observa-se que o EHEX, com CE50 acima de 1000 µg/mL, não 

demonstrou atividade antioxidante nas concentrações testadas. Os valores de CE50 dos 

extratos EAE e EE foram 2,29 ± 0,07 e 3,12 ± 0,01 µg/mL, respectivamente, sendo cerca de 

três a quatro vezes mais ativos que a rutina, controle positivo, com CE50 igual a 9,15 ± 0,01 

µg/mL. A Figura 20 apresenta os valores da porcentagem de inibição do DPPH dos extratos 

EHEX, EAE e EE nas diferentes concentrações investigadas. É observado que, a partir da 

concentração de 25 µg/mL, o extrato etanólico foi capaz de inibir o DPPH cerca de 70%, 

demonstrando possuir um potente efeito antioxidante. Quanto maior o consumo de DPPH 

pela amostra, menor será a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante.  
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Tabela 5: Atividade antioxidante do extrato hexânico, em acetato de etila e etanólico das folhas de V. 

polyanthes pelo teste de DPPH. 

Extrato CE50 (µg/mL) 

Extrato hexânico > 1000 

Extrato em acetato de etila 3,12 ± 0,01 

Extrato etanólico 2,29 ± 0,07 

Rutina 9,15 ± 0,01 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. As médias são diferentes entre si após aplicação da 
ANOVA seguida de teste de Tukey para p < 0,001.  
Fonte: Os Autores (2013). 

Figura 20: Atividade antioxidante dos extratos hexânico, em acetato de etila e etanólico das folhas de 
V.polyanthes em diferentes concentrações pelo método do DPPH. 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. As médias são diferentes entre si após aplicação da 
ANOVA seguida de teste de Tukey para p < 0,001.  
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.2.2 AVALIAÇÃO PELO MÉTODO PODER DE REDUÇÃO DO FERRO 

Na Tabela 6 é mostrada a atividade antioxidante dos extratos pelo teste de poder de 

redução do ferro. A concentração efetiva 50% (CE50) variou de 31,20 ± 0,01 a 499,96 ± 1,15 

µg/mL. É observado que o extrato EE foi o mais efetivo na capacidade de redução do Fe+3. 

Este extrato foi tão potente quanto a rutina (controle positivo). 

Tabela 6: Atividade antioxidante do extrato hexânico, em acetato de etila e etanólico das folhas de V. 

polyanthes pelo método de Poder de Redução do Ferro. 

Extrato CE50 (µg/mL) 

Extrato hexânico 499,96 ± 1,15 

Extrato em acetato de etila 45, 39 ± 0,01a

Extrato etanólico 31,20 ± 0,01 

Rutina 44,38 ± 0,02a

Os valores correspondem à média ± E.P.M. Letras iguais na mesma coluna associam resultados 
amostras/controles cujas médias não foram diferentes entre si após análise de variância seguida do 
teste de Tukey para p < 0,05. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.2.3 AVALIAÇÃO PELO MÉTODO DE BIOAUTOGRAFIA 

Na Figura 21, são mostradas placas de cromatografia em camada delgada, contendo as 

amostras dos extratos, reveladas com cloreto férrico e DPPH. As bandas escuras circuladas, 

reveladas pelo cloreto férrico, são indicativas de constituintes fenólicos, enquanto as bandas 

amareladas, reveladas com DDPH, são sugestivas de substâncias antioxidantes pertencentes 

aos constituintes fenólicos. Os extratos EAE e EE evidenciaram quantidades mais expressivas 

de constituintes fenólicos e substâncias antioxidantes como pode ser observado. 

Figura 21: Bioautografia dos extratos hexânico, em acetato de etila e etanólico das folhas de V. 

polyanthes em cromatografia em camada delgada revelada com cloreto férrico e DPPH. 

EH: extrato hexânico, EA: extrato em acetato de etila e EE: extrato etanólico. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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As amostras também foram reveladas com NP/PEG frente à luz UV 365 nm com 

bandas nas cores amarela e laranja indicativas da presença de flavonoides. A presença de 

flavonoides foi mais expressiva no extrato EAE e no EE conforme observado na Figura 22. 

As bandas reveladas com NP/PEG correspondem às bandas reveladas com DPPH, sugerindo 

atividade antioxidante dos constituintes das amostras analisadas. 

Figura 22: Bioautografia do extrato hexânico, acetato de etila e etanólico das folhas de V. polyanthes

em cromatografia em camada delgada revelada com NP/PEG e DPPH. 

EH: extrato hexânico, EA: extrato em acetato de etila e EE: extrato etanólico. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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Na Figura 23 são mostradas a bioautografia dos extratos EHEX, EAE e EE com 

reagente de Lieberman-Bouchard e DPPH. O reagente Lieberman-Bouchard indica a presença 

de terpenoides e esteroides com bandas violeta e castanho-esverdeada. No extrato EHEX é 

observado que os constituintes terpenoídicos e esteroídicos ficaram retidos no final da placa, 

entretanto, produzindo baixa atividade antioxidante após revelação com DPPH. Os extratos 

EAE e EE revelaram a presença de terpenoides e esteroides com pequena intensidade. 

Figura 23: Bioautografia do extrato hexânico, em acetato de etila e etanólico das folhas de V. 

polyanthes em cromatografia em camada delgada revelada com Lieberman-Bouchard e DPPH.

EH: extrato hexânico, EA: extrato em acetato de etila e EE: extrato etanólico. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.2.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO MÉTODO DE 

COOXIDAÇÃO DO �-CAROTENO/ÁCIDO LINOLEICO 

 A ação antioxidante dos extratos EHEX, EAE e EE pelo sistema �-caroteno/ácido 

linoleico variaram de 19,69 a 22,68%, como mostrado na Tabela 7. Este método avalia o 

poder de inibição que um antioxidante exerce sobre os radicais formados durante a 

peroxidação do ácido linoleico. A atividade antioxidante por este método é muito útil 

especialmente na investigação de antioxidantes lipofílicos (DUARTE-ALMEIDA et al., 

2006). 

Tabela 7: Atividade antioxidante dos extratos de V. polyanthes pelo método de cooxidação do �-
caroteno/ácido linoleico.  

Extrato /Controle % Inibição da peroxidação lipídica 

Extrato hexânico 19,69 ± 2,25a

Extrato em acetato de etila  20,52 ± 0,34a

Extrato etanólico 22,68 ± 4,01a

BHT 61,29 ± 0,99 

Quercetina 24,40 ± 2,27a

Rutina 17,04 ± 0,53a

Os valores correspondem à média ± E.P.M. Letras iguais na mesma coluna associam 
amostras/controles cujas médias não foram diferentes entre si após análise de variância seguida do 
teste de Tukey para p < 0,05. 
Fonte: Os Autores (2013). 

Na Figura 24, são mostradas as leituras obtidas das absorbâncias nos tempos t0, t15, t30, 

t45, t60, t75, t90 e t105 dos extratos e dos controles (BHT, rutina e quercetina). É observado o 

decaimento das absorbâncias em função do tempo em decorrência da oxidação do �-caroteno. 

Quanto menor o decaimento, maior a inibição da peroxidação lipídica e consequentemente da 

oxidação do �-caroteno. Os extratos apresentaram menor variação no decaimento, 

demonstrando maior inibição da peroxidação lipídica. Entre os controles positivos testados, o 

BHT foi mais ativo, produzindo um menor decaimento das absorbâncias. 
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Figura 24: Decaimento da absorbância em função do tempo para os extratos das folhas de V. 

polyanthes pelo método da cooxidação do �-caroteno/ácido linoleico.  

Os valores correspondem à média ± E.P.M. As médias diferem em relação ao controle negativo após 
análise de variância seguida do teste de Tukey para p < 0,05.
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.3 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA 

5.3.1 MÉTODO DE DIFUSÃO 

A Tabela 8 apresenta os resultados preliminares da atividade antibacteriana obtida por 

meio do método de difusão em ágar. Pela análise desta Tabela, observa-se que os extratos 

EAE e EE foram ativos frente a S. aureus ATCC 25923. Considerando-se as cepas E. coli 

ATCC 10536, S. typhimurium ATCC 13311 e P. aeruginosa ATCC 27853, os extratos 

mostraram-se inativos. 

Tabela 8: Atividade antibacteriana dos extratos das folhas de Vernonia polyanthes pelo método de 
difusão em ágar. 

Amostra testada Diâmetro de inibição do crescimento (mm) 

S. aureus 

ATCC 25923 

E. coli 

ATCC 10536 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

S. typhimurium 

ATCC 13311 

Extrato hexânico - - - - 

Extrato em acetato de etila 16 - - - 

Extrato etanólico 10 - - - 

Cloranfenicol 23 27 -* 31 

Ampicilina 36 26 -* 34 

DMSO - - - - 

Os valores correspondem à média dos halos e a concentração da solução estoque dos extratos utilizada 
foi de 500mg/mL. *: Resultado de acordo com CLSI para esta amostra de referência bacteriana - 
Controle de qualidade negativo 
Fonte: Os Autores (2013).  

5.3.2 CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA 

Os dados obtidos da Concentração Inibitória Mínima (CIM) estão apresentados na 

Tabela 9. Os extratos EHEX, EAE e EE revelaram valores de CIM que variaram de 1,25 a 2,5 

mg/mL. Nas concentrações testadas, todos os três extratos inibiram o crescimento das 

bactérias avaliadas.
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Tabela 9: Atividade antibacteriana dos extratos das folhas de V. polyanthes pelo método da 
Concentração Inibitória Mínima. 

Amostra testada Concentração Inibitória Mínima  

S. aureus 

ATCC 25923 

E. coli 

ATCC 10536 

P. aeruginosa 

ATCC 27853 

S. typhimurium 

ATCC 13311

Extrato hexânico 1,25 1,25 1,25 1,25 

Extrato em acetato de etila 2,5 2,5 1,25 2,5 

Extrato etanólico 2,5 1,25 1,25 1,25 

Cloranfenicol* 0,062 0,015 0,015 0,001 

As concentrações dos extratos variaram de 5,0 a 0,039 mg/mL. 
Cloranfenicol foi usado como antibiótico de referência em concentrações de 0,5 a 0,024 mg/mL 
*Resultados validados por Temponi (2012), Silva (2012) e foram também obtidos no presente estudo. 
Fonte: Os Autores (2013). 

5.3.3 CONCENTRAÇÃO BACTERICIDA MÍNIMA 

 A partir dos resultados da CIM, foi avaliada a Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) dos extratos EHEX, EAE e EE sendo descrita como atividades bactericida e/ou 

bacteriostática (Tabela 10). Considerando os dados da Tabela 10, o EHEX apresentou 

atividade bactericida frente a P. aeruginosa ATCC 27853, produzindo CBM igual a 2,5 

mg/mL, enquanto a atividade bacteriostática foi observada para todas as outras cepas 

bacterianas testadas com CBM de 1,25 mg/mL. Os valores de CBM variaram de 1,25 a 5,00 

mg/mL para o extrato EAE que apresentou atividade bactericida contra S. aureus ATCC 

25923, E.coli ATCC 10536 e S. typhimurium ATCC 13311. A atividade bactericida do 

extrato EE foi determinada para E.coli ATCC 10536 e P. aeruginosa ATCC 27853, enquanto 

a atividade bacteriostática foi revelada para S. aureus ATCC 25923, S. typhimurium ATCC 

13311 e P. aeruginosa ATCC 27853 que produziu CBM variando de 1,25 a 2,50 mg/mL. 
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Tabela 10: Atividades bactericida e bacteriostática dos extratos das folhas de Vernonia polyanthes

através do método da Concentração Bactericida Mínima. 

Amostra testada Cepa Testada CBM (mg/mL) Atividade 

S. aureus 1,25 Bacteriostático 

Extrato hexânico P. aeruginosa 1,25 Bacteriostático 

2,5 Bactericida 

S. typhimurium 1,25 Bacteriostático 

E. coli 1,25 Bacteriostático 

5,00 Bactericida 

S. aureus 2,50 Bacteriostático 

Extrato em acetato de etila P. aeruginosa 1,25 Bacteriostático 

S. typhimurium 2,50 Bactericida 

E. coli 2,50 Bacteriostático 

5,00 Bactericida 

S. aureus 2,50 Bacteriostático 

Extrato etanólico P. aeruginosa 1,25 Bacteriostático 

2,50 Bactericida 

S. typhimurium 1,25 Bacteriostático 

E. coli 1,25 Bactericida 

Fonte: Os Autores (2013).  
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5.4 ANÁLISES EM CLAE 

A Figura 25 mostra os cromatogramas em CLAE do extrato EHEX nos comprimentos 

de onda de 254 nm (A), 330 nm (B), 210 nm (C), 230 nm (D) e 280 nm (E). O sinal 1 em 254 

nm é a luteolina, identificada com base na comparação de injeção de padrão, com semelhantes 

tempo de retenção (tr = 8,86) e espectro UV (Figura 26). O sinal 2 em 254 nm e o sinal 3, em 

210 nm pela observação do espectro de UV é sugestivo  de  ser flavonoides (Figura 26). 

Figura 25: Perfil cromatográfico do extrato hexânico das folhas de V.polyanthes. 

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%; concentração da amostra de 1 mg/mL, volume de 
injeção de 50 µL e temperatura da coluna de 25ºC.  
Fonte: Os Autores (2013). 
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Figura 26: Espectros UV dos sinais 1, 2 e 3 do cromatograma do extrato hexânico das folhas de V. 

polyanthes e do padrão luteolina.

Fonte: Os Autores (2013). 

Na Figura 27 estão representados os cromatogramas do extrato EAE nos 

comprimentos de onda de 254 nm (A), 330 nm (B), 210 nm (C), 230 nm (D) e 280 nm (E). O 

sinal 1 em 254 nm é a luteolina, identificada com base na comparação de injeção de padrão, 

com semelhante tempo de retenção (tr = 8,86) e espectro UV (Figura 28) e através da 

coinjeção do EAE com a luteolina (Figura 29). O sinal 2 em 254 nm, é a rutina, identificada 

com base na comparação de injeção de padrão, com semelhante tempo de retenção (tr = 6,28) 

e espectro UV (Figura 28) e através da coinjeção do extrato EAE com o este padrão (figura 

30). O sinal 4 em 330 nm, é a apigenina, identificada com base na comparação de injeção de 

padrão, com semelhante tempo de de retenção (tr = 14,72) e espectro UV (Figura 28) e através 

da coinjeção do EAE com a apigenina (Figura 31). Os espectros de UV das coinjeção estão 

demonstrados na Figura 32, respectivamente. O sinal 3 em 254 nm pelo espectro de UV é 

sugestivo  de  ser um flavonoide (Figura 28).  
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Figura 27: Perfil cromatográfico do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes.

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%; concentração da amostra de 1 mg/mL, volume de 
injeção de 50 µL e temperatura da coluna de 25ºC. 
Fonte: Os Autores (2013).  

Figura 28: Espectros UV dos sinais 1, 2, 3 e 4 do cromatograma do extrato em acetato de etila das 
folhas de V. polyanthes e dos padrões luteolina, rutina e apigenina. 
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Fonte: Os Autores (2013).  

Figura 29: Coinjeção do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes com o padrão 
luteolina.

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%, volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna 
de 25ºC.A seta mostra um aumento no sinal referente à coinjeção do padrão de luteolina.  
Fonte: Os Autores (2013).  
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Figura 30: Coinjeção do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes com o padrão 
rutina. 

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%, volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna 
de 25ºC. A seta mostra um aumento no sinal referente à coinjeção do padrão de rutina.  
Fonte: Os Autores (2013).  

Figura 31: Coinjeção do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes com o padrão 
apigenina. 

Perfil cromatofráfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%, volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna 
de 25ºC. A seta mostra um aumento no sinal referente à coinjeção do padrão de apigenina.  
Fonte: Os Autores (2013).  
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Figura 32: Espectro UV das coinjeções. 

A: Espectro UV do sinal representado pela seta do extrato em acetato de etila com o padrão luteolina. 
B: Espectro UV do sinal representado pela seta do extrato em acetato de etila com o padrão rutina. 
C: espectro UV do sinal representado pela seta do extrato em acetato de etila com o padrão apigenina. 
Fonte: Os Autores (2013).  

 Na Figura 33, estão representados os cromatogramas em CLAE do extrato EE nos 

comprimentos de onda de 254 nm (A), 330 nm (B), 210 nm (C), 230 nm (D) e 280 nm (E). O 

sinal 1 em 254 nm é a luteolina, identificada com base na comparação de injeção de padrão, 

com semelhante tempo de retenção (tr = 8,86) e espectro UV (Figura 34) e através da 

coinjeção do extrato EE com a luteolina (Figura 35).  O sinal 2 em 254nm é a rutina, 

identificada com base na comparação de injeção de padrão, com semelhates tempo de 

retenção (tr = 6,28) e espectro UV (Figura 34) e através da coinjeção do EE com o padrão de 

rutina (Figura 36). Os espectros das coinjeções estão demonstrados na Figura 37, 

respectivamente. O sinal 3 em 254 nm pelo espectro de UV é sugestivo  de  ser um flavonoide 

(Figura 34). 
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Figura 33: Perfil cromatográfico do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes. 

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%; concentração da amostra de 1 mg/mL, volume de 
injeção de 50 µL e temperatura da coluna de 25ºC. 
Fonte: Os Autores (2013).  

Figura 34: Espectros UV dos sinais 1, 2 e 3 do cromatograma do extrato etanólico das folhas de V. 

polyanthes e dos padrões luteolina e rutina. 

�
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Figura 35: Coinjeção do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes com o padrão luteolina. 

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%, volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna 
de 25ºC. A seta mostra um aumento no sinal referente à coinjeção do padrão de luteolina.  
Fonte: Os Autores (2013).  
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Figura 36: Coinjeção do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes com o padrão rutina. 

Perfil cromatográfico em coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 cm x 5 µm); eluição em modo 
isocrático, fluxo de 0,6 mL/min, de fase móvel composta pela mistura de água:acetonitrila (8:2) 
acidificada com ácido fosfórico (H3PO4) 0,5%, volume de injeção de 50 µL e temperatura da coluna 
de 25ºC. A seta mostra um aumento no sinal referente à coinjeção do padrão de rutina.  
Fonte: Os Autores (2013).  

Figura 37: Espectros UV das coinjeções. 

A: Espectro UV do sinal representado pela seta do extrato em acetato de etila com o padrão luteolina. 
B: Espectro UV do sinal representado pela seta do extrato em acetato de etila com o padrão rutina. 
Fonte: Os Autores (2013).  
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5.5 ANÁLISE POR CG/EM 

O extrato EHEX foi analisado por CG/EM. O cromatograma obtido mostra três sinais 

majoritários (96,31% de área do cromatograma) que, pela análise de espectrometria de 

massas, sugere a presença de três triterpenos, além de hidrocarbonetos minoritários (Figura 

38). O sinal em 50,57 minutos, com 14,12% de área do cromatograma, apresenta 426 u.m.a., 

m/z 408, e sua fragmentação sugere a presença do triterpeno �-amirina (Figura 39). O sinal em 

51,09 minutos, com 13,01% de área do cromatograma e o sinal em 51,79 minutos, 69,18% de 

área do cromatograma, ambos com 468 u.m.a, m/z 453, indicam a presença de dois triterpenos 

derivados do ácido ursólico (Figura 40 e 41). 

Figura 38: Perfil cromatográfico do extrato hexânico das folhas de V. polyanthes obtido por CG/EM. 

Cromatógrafo com fase gasosa Hewlett Packard 6890 e MS HP5972, munido de um banco de dados 
WILEY 7n.1. Coluna capilar do tipo HP5MS com 0,25 �m de espessura do filme, de 30 m de 
comprimento e 250 �m de diâmetro interno. O gás de arraste foi hélio (1 mL/min) e as separações 
foram realizadas com injetor a 250 ºC, detector a 280 ºC e a seguinte programação de temperatura: 70 
ºC aumentando 2 ºC por minuto até 290 ºC. Os parâmetros da operação de EM foram 70eV, fonte 
iônica 250 ºC, impacto de elétrons. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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Figura 39: Fragmentação sugere a presença de �-amirina. 

A: Fragmentação da substância com tempo de retenção 50,57 min., do extrato hexânico sugerindo a 
presença do triterpeno �-amirina.  
B: Fragmentação de �-amirina sugerida pelo banco de dados WILEY 7n.1 . 
Fonte: Os Autores (2013). 

Figura 40: Fragmentação da substância com tempo de retenção 51,09 minutos.  

A: Fragmentação da substância com tempo de retenção 51,09 min., do extrato hexânico sugerindo a 
presença de um triterpeno com esqueleto do tipo ursólico. 
B: Fragmentação de triterpeno sugerida pelo banco de dados WILEY 7n.1. 
Fonte: Os Autores (2013). 



�����

Figura 41: Fragmentação da substância com tempo de retenção 51,79 minutos. 

A: Fragmentação da substância com tempo de retenção 51,79, do extrato hexânico sugerindo a 
presença de um triterpeno com esqueleto do tipo ursólico.  
B: Fragmentação de triterpeno sugerida pelo banco de dados WILEY 7n.1. 
Fonte: Os Autores (2013).  
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5.6 ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA TÓPICA 

5.6.1 EFEITO DOS EXTRATOS DE V. polyanthes SOBRE O MODELO DE EDEMA 
DE ORELHA INDUZIDO PELO ÓLEO DE CRÓTON 

A aplicação tópica do óleo de cróton na orelha dos camundongos promoveu um 

aumento significativo da massa da orelha após a quarta hora do desafio com esse agente 

flogístico (Figura 42). Esse aumento foi significativamente reduzido pela aplicação tópica do 

EHEX nas concentrações de 0,1 mg/orelha, 0,5 mg/orelha e 1,0 mg/orelha. Na concentração 

de 0,5 mg do EHEX o edema foi inibido em 56% (p � 0,001), enquanto a concentração de 0,1 

mg/orelha reduziu em 52,6% (p � 0,001). O edema de orelha foi diminuído em 34% após 

aplicação de 1,0 mg deste extrato (p � 0,01). A dexametasona, controle positivo, inibiu o 

edema em 83% (p � 0,001) (Tabela 11).  

Figura 42: Efeito do extrato hexânico das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha induzido 
por óleo de cróton em camundongos. 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
diferem em relação ao controle negativo após análise de variância seguida do teste de Newman-Keuls. 
Valores significativos: *p < 0,001, **p < 0,01 vs grupo controle negativo (veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 
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Tabela 11: Porcentagem de inibição do extrato hexânico de V. polyanthes sobre o edema de orelha 
induzido por óleo de cróton em camundongos. 

Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Veículo (acetona) 20 µL/orelha 6,61 ± 0,76 0% 

 0,1 mg/orelha 3,13 ± 0,46* 52,6% 

Extrato hexânico  0,5 mg/orelha 2,90 ± 0,49* 56% 

 1,0 mg/orelha 4,36 ± 0,46** 34% 

Dexametasona 0,1 mg/orelha 1,12 ± 0,85* 83% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). *
p < 0,001, 

**p < 0,01, diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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 O extrato EAC não apresentou efeito anti-inflamatório nas concentrações testadas (0,1; 

0,5 e 1,0 mg/orelha) (Figura 43). Neste modelo, apenas o controle positivo, dexamentasona 

0,1 mg/orelha, demonstrou redução significativa quando comparado com o veículo, com 

efeito inibitório de 79,5% (p � 0,001) (Tabela 12). 

Figura 43: Efeito do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha 
induzido por óleo de cróton em camundongos. 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
dos tratamentos com o extrato não diferem em relação ao controle negativo após análise de variância 
seguida do teste de Newman-Keuls. Valores significativos: *p < 0,001, vs grupo controle negativo 
(veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 

Tabela 12: Porcentagem de inibição do extrato em acetato de etila de V. polyanthes sobre o edema de 
orelha induzido por óleo de cróton em camundongos. 

Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Veículo (acetona) 20 µL/orelha 5,31 ± 0,62 0% 

 0,1 mg/orelha 4,25 ± 0,46 19,9% 

Extrato acetato de etila  0,5 mg/orelha 4,11 ± 0,42 22,82% 

 1,0 mg/orelha 4,12 ± 0,53 22,35% 

Dexametasona 0,1 mg/orelha 1,08 ± 0,28* 79,5% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg); 
*p < 0,001, diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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Na Figura 44 estão representados os resultados obtidos com o EE no modelo de edema 

de orelha induzido pelo óleo de cróton. O edema foi efetivamente reduzido pela aplicação 

tópica do extrato EE nas concentrações testadas (0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha), Na concentração 

de 0,1 mg/orelha o EE foi bastante efetivo reduzindo o edema em 55,3% (p � 0,001). O EE 

inibiu o edema de orelha em 42% (p � 0,01) e 32% (p � 0,01) nas concentrações de 1,0 mg e 

0,5 mg/orelha, respectivamente. É observado que a dexamentasona reduziu o edema em 83,4 

% (p � 0,001) (Tabela 13).  

Figura 44: Efeito do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha induzido 
por óleo de cróton em camundongos. 
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Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
diferem em relação ao controle negativo após análise de variância seguida do teste de Newman-
Keuls.Valores significativos: *p < 0,001, **p < 0,01, vs grupo controle negativo (veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 

Tabela 13: Porcentagem de inibição do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes sobre o edema 
de orelha induzido por óleo de cróton em camundongos. 

Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Veículo (acetona) 20 µL/orelha 6,41 ± 0,84 0% 

 0,1 mg/orelha 2,61 ± 0,52* 55,36% 

Extrato etanólico  0,5 mg/orelha 4,35 ± 0,46** 32,16% 

 1,0 mg/orelha 3,71 ± 0,52* 42,10% 

Dexametasona 0,1 mg/orelha 1,06 ± 0,17* 83,4% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg); 
*p < 0,001, **p < 0,01, diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de 
Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.6.2 EFEITO DOS EXTRATOS DE V. polyanthes SOBRE O EDEMA DE ORELHA 
INDUZIDO PELO ÁCIDO ARAQUIDÔNICO 

 Neste modelo, o EHEX nas concentrações testadas (0,1; 0,5 e 1,0 mg/orelha) reduziu 

significativamente o edema de orelha (Figura 45). O efeito inibitório deste extrato pode ser 

considerado dose-dependente, pois a concentração de 1,0 mg/orelha foi a mais efetiva com 

56,8% (p � 0,001) na redução do edema. Seguida da concentração de 0,5 mg/orelha, o edema 

foi diminuido em 35% (p � 0,01), enquanto em 0,1 mg/orelha reduziu o edema em 21,6% (p �

0,05). A indometacina apresentou uma potente atividade anti-inflamatória com 80,2% (p �

0,001) de inibição do edema. 

Figura 45: Efeito do extrato hexânico das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha induzido 
por ácido araquidônico em camundongos. 
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Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
diferem em relação ao controle negativo após análise de variância seguida do teste de Newman-
Keuls.Valores significativos: *p < 0,001, **p < 0,01, ***p < 0,05  vs grupo controle negativo 
(veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 

Tabela 14: Porcentagem de inibição do extrato hexânico das folhas de V. polyanthes sobre o edema de 
orelha induzido por ácido araquidônico em camundongos. 

Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Veículo (acetona) 20 µL/orelha 6,25 ± 0,51 0% 

 0,1 mg/orelha  4,9 ± 0,36*** 21,6% 

Extrato hexânico  0,5 mg/orelha 4,06 ± 0,44** 35% 

 1,0 mg/orelha 2,7 ± 0,37* 56,8% 

Indometacina 0,1 mg/orelha  1,23 ± 0,30* 80,2% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). *p < 0,001, 
**p < 0,01, ***p < 0,05 diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de 
Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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 O extrato EAC demonstrou redução significativa no edema de orelha após 1 hora da 

aplicação do ácido araquidônico, quando comparados ao grupo controle (veículo) (Figura 46). 

A concentração de 0,1 mg/orelha do extrato reduziu o edema em 66,2% (p � 0,001). Enquanto 

em 0,5 mg/orelha produziu efeito inibitório de 53% (p � 0,001), na concentração de 1,0 

mg/orelha, também causou efeito significativo 37% (p � 0,01). A indometacina reduziu o 

edema em 80,2% (p � 0,001).  

Figura 46: Efeito do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha 
induzido por ácido araquidônico em camundongos. 
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Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
diferem em relação ao controle negativo após análise de variância seguida do teste de Newman-
Keuls.Valores significativos: *p < 0,001, **p < 0,01 vs grupo controle negativo (veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 

Tabela 15: Porcentagem de inibição do extrato em acetato de etila das folhas de V. polyanthes sobre o 
edema de orelha induzido por ácido araquidônico em camundongos. 
Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Controle (acetona) 20 µL/orelha 6,45 ± 0,61 0% 

 0,1 mg/orelha   2,11 ± 0,42* 66,2% 

Extrato acetato de etila  0,5 mg/orelha 2,93 ± 0,57* 53% 

 1,0 mg/orelha 3,93 ± 0,51** 37% 

Indometacina 0,1 mg/orelha 1,23 ± 0,30* 80,2% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). *p < 0,001, 
**p < 0,01, diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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 A Figura 47 mostra os resultados obtidos com o extrato EE no modelo de edema 

induzido pelo ácido araquidônico. O edema de orelha foi efetivamente reduzido pela 

aplicação tópica do EE se comparado com o controle negativo (veículo). Sendo que o extrato 

na concentração de 1,0 mg/orelha foi o mais efetivo, reduzindo o edema em 60,6% ( p �

0,001), seguido da concentração de 0,5 mg/orelha que reduziu o edema em 31% ( p � 0,01) e 

pela concentração de 0,1 mg/orelha reduzindo o edema em 21,2% ( p � 0,05). Já a 

indometacina reduziu o edema em 80,2% ( p < 0,001). Por ser um anti-inflamatório não-

esteróide a indometacina apresentou um potente efeito com redução do edema em 80,2% ( p �

0,001) (Tabela 16). 

Figura 47: Efeito do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes sobre o edema de orelha induzido 
por ácido araquidônico em camundongos. 
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Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). As médias 
diferem em relação ao controle negativo após análise de variância seguida do teste de Newman-
Keuls.Valores significativos: *p < 0,001, **p < 0,01, *** p � 0,05 vs grupo controle negativo 
(veículo). 
Fonte: Os Autores (2013). 

�

Tabela 16: Porcentagem de inibição do extrato etanólico das folhas de V. polyanthes sobre o edema 
de orelha induzido por ácido araquidônico em camundongos. 
Grupo Dose Massa do edema (mg) Inibição do edema (%) 

Controle (acetona) 20 µL/orelha 6,98 ± 0,63 0% 

 0,1 mg/orelha    4,92± 0,27*** 21,2% 

Extrato etanólico  0,5 mg/orelha 4,31 ± 0,56** 31% 

 1,0 mg/orelha 2,46 ± 0,37* 60,6% 

Indometacina 0,1 mg/orelha 1,23 ± 0,33* 80,2% 

Os valores correspondem à média ± E.P.M. da diferença de massa entre as orelhas (mg). *p < 0,001, 
**p < 0,01, *** p � 0,05, diferente do grupo controle após análise de variância seguida do teste de 
Newman-Keuls. 
Fonte: Os Autores (2013). 
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5.6.3 ANÁLISE HISTÓLOGICA 

    Os parâmetros da inflamação, como a infiltração leucocitária, edema e 

hiperproliferação celular, foram avaliados atráves da análise histológica. Os cortes 

histológicos das orelhas dos camundongos foram obtidos 4 horas após a aplicação tópica do 

óleo de cróton. A Figura 48 apresenta fotos dos controles, tanto controle negativo e positivo, 

quanto da orelha sem óleo de crotón. A Figura 48A representativa da orelha tratada somente 

com acetona e o controle negativo de referência (Figura 48B) apresentou um aumento do 

volume do edema, assim como uma quantidade maior de infiltrado leucocitário, 

principalmente de polimorfonucleares. Na Figura 48C é observado que o tratamento com 

dexametasona, controle positivo, inibiu expressivamente o volume do edema e o infiltrado 

leucocitário com redução dos polimorfonucleares. 
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Figura 48: Imagens representativas da histologia de cortes transversais do edema de orelha induzido 
pelo óleo de cróton em camundongos. 

Sem óleo de crotón/acetona (10x) Sem óleo de crotón/acetona (20x)

Óleo de crotón/acetona (10x) Óleo de crotón/acetona (20x)

Óleo de crotón/dexametasona (10x) Óleo de crotón/dexametasona (20x)

Grupos tratados com: (A) sem óleo de crotón/acetona, (B) óleo de cróton/acetona, (C) óleo de crotón/ 
dexamentasona. Coloração com hematoxilina/eosina, examinados no aumento de 10x (escala de 
100µm) e 20x (escala de 50µm), respectivamente. Leucócitos (seta azul); vasos sanguíneos (seta 
verde).Fonte: Os Autores (2013). 
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 Após tratamento com o extrato EHEX, é observado que houve inibição do edema e do 

infiltrado leucocitário com redução dos polimorfonucleares (Figura 49) nas concentrações de 

0,1 mg, 0,5 mg e 1,0 mg/orelha quando comparado ao grupo controle (Figura 48B). Sugere-se 

que as concentrações de 0,1 e 0,5 mg/orelha foram mais ativas em inibir os parâmentros da 

inflamação.  

Figura 49: Imagens representativas da histologia de cortes transversais do edema de orelha induzido 
pelo óleo de cróton em camundongos dos grupos tratados com o extrato hexânico das folhas de V. 

polyanthes. 

EHEX 0,1mg (10x) EHEX 0,1mg (20x)

EHEX 0,5mg (10x) EHEX 0,5mg (20x)
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EHEX 1 mg (10x)

Grupos tratados com: (A) extrato hexânico 0,1mg/orelha, (B) extrato hexânico 0,5mg/orelha, (C) extrato 
hexânico 1,0mg/orelha. Coloração com hematoxilina/eosina, examinados no aumento de 10x (escala 
de 100µm) e 20x (escala de 50 µm), respectivamente. Leucócitos (seta azul); vasos sanguíneos (seta 
verde). 
Fonte: Os Autores (2013). 

Na Figura 50 é representado o efeito do extrato EAE sobre o edema de orelha induzido 

pelo óleo de cróton. É observado que nas concentrações testadas de 0,1 mg; 0,5 mg e 1,0 

mg/orelha deste extrato reduziu o processo inflamatório, diminuindo o volume do edema e o 

infiltrado leucocitário. No entanto, este efeito não foi signigicativo quando comparado com a 

massa edematosa da orelha do grupo controle mostrado na Figura 48B.  
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Figura 50: Imagens representativas da histologia de cortes transversais do edema de orelha induzido pelo 
óleo de cróton em camundongos dos grupos tratados com o extrato em acetato de etila das folhas de V. 

polyanthes. 

EAE 0,1mg (10x) EAE 0,1mg (20x)

EAE 0,5mg (10x) EAC 0,5mg (20x)

EAE 1,0mg (10x) EAE 1,0mg (20x)

Grupos tratados com: (A) extrato em acetato de etila 0,1mg/orelha, (B) extrato em acetato de etila 
0,5mg/orelha, (C) extrato em acetato de etila 1,0mg/orelha. Coloração com hematoxilina/eosina, 
examinados no aumento de 10x (escala de 100 µm) e 20x (escala de 50 µm), respectivamente. 
Leucócitos (seta azul); vasos sanguíneos (seta verde).  
Fonte: Os Autores (2013). 
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 O tratamento do edema de orelha induzido pelo óleo de crotón com o extrato EE inibiu 

o edema e o infiltrado leucocitário com redução dos polimorfonucleares (Figura 51). Na 

concentração de 0,1 mg/orelha, a diminuição do processo inflamatório foi mais acentuada 

(Figura 51A). As concentrações de 0,5 mg e 1,0 mg/orelha demonstraram efeitos semelhantes 

(Figura 51B e Figura 51C).  

Figura 51: Imagens representativas da histologia de cortes transversais do edema de orelha induzido 
pelo óleo de cróton em camundongos dos grupos tratados com o extrato etanólico das folhas de V. 

polyanthes. 

EE 0,1mg (10x) EE 0,1mg (20x)

EE 0,5mg (10x) EE 0,5mg (20x)

0�
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EE 1,0mg (10x) EE 1,0mg (20x)

Grupos tratados com: (A) extrato etanólico 0,1mg/orelha, (B) extrato etanólico 0,5mg/orelha, (C) 
extrato etanólico 1,0mg/orelha. Coloração com hematoxilina/eosina, examinados no aumento de 10x 
(escala de 100µm) e 20x (escala de 50µm), respectivamente.  
Fonte: Os Autores (2013). 
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6 DISCUSSÃO 

 O gênero Vernonia possui diversas espécies que são largamente utilizadas na medicina 

popular para o tratamento de diversos males, incluindo processos inflamatórios e distúrbio 

associados à inflamação. O presente estudo avaliou os efeitos farmacológicos das folhas de V. 

polyanthes, uma planta medicinal brasileira usada popularmente por suas propriedades 

antiinflamatória, cicatrizante e antimicrobiana (ALVES, NEVES, 2003; SILVEIRA et al., 

2003). 

 A investigação das atividades biológicas da V. polyanthes se faz necessária para 

evidenciar cientificamente as aplicações terapêuticas, especialmente nas doenças 

inflamatórias, pois somente o uso tradicional não é suficiente para validar uma planta 

medicinal como um produto eficaz e seguro (LAPA et al., 2004). Além disso, a interação dos 

estudos químico/farmacológicos e as informações provenientes da abordagem 

etnofarmacológica junto às comunidades resultam numa estratégia bastante útil na 

investigação de novos fármacos a partir de plantas medicinais. Nesse contexto, o presente 

estudo investigou constituintes químicos e o efeito antioxidante, antibacteriano e anti-

inflamatório tópico dos extratos obtidos das folhas de V. polyanthes. 

Por meio da determinação dos teores de constituintes fenólicos foi possível verificar 

que o extrato EE apresentou-se com maior teor de fenóis e flavonoides totais. Além disso, 

através de métodos cromatográficos como CLAE e com o uso de substâncias padrão foram 

identificados componentes flavonoídicos. Substâncias fenólicas, tais como os flavonoides, 

têm sido investigadas por suas propriedades antioxidante (VAN ACKER et al., 1996), 

antimicrobiana (CUSHNIE, LAMB, 2006) e anti-inflamatória (ORHAN et al., 2006; TOKER 

et al., 2004). A luteolina, apigenina e rutina, por exemplo, identificadas neste estudo, 

apresentam atividade antioxidante (LIMA et al., 2001; OZGEN et al., 2011; XU et al., 2009).  

 A principal propriedade atribuída aos flavonoides é a atividade antioxidante, sendo 

essa atividade decorrente da capacidade desses compostos atuarem como seqüestradores de 

espécies reativas de oxigênio e de nitrogênio (SADIK et al., 2003). Além da propriedade 

antioxidante, vários estudos também demonstraram a ação dos flavonoides sobre os estágios 

iniciais do processo inflamatório, como a inibição da infiltração de leucócitos e diminuição da 

permeabilidade capilar (ALCARAZ, CARVALHO, 2004).  

 O potencial antioxidante de produtos naturais tem sido pesquisado, uma vez que a 

presença de radicais livres no organismo está relacionada a certas doenças crônicas, tais como 
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as autoimunes (artrite reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico), câncer, doença de Parkinson 

(CHUNG et al., 1998).  

Os métodos aplicados na pesquisa possuem metodologias simples, rápidas e sensíveis 

que correlacionam espectrofotometricamente a capacidade antioxidante de constituintes com 

o desaparecimento ou formação de cor por substâncias cromogênicas. O DPPH, por exemplo, 

é um cromóforo estável que gera formação de uma coloração violeta intensa (ARNAO, 2000; 

MENSOR et al., 2001), a qual diminui à medida que é reduzido por um antioxidante e seu 

elétron se torna emparelhado (BRAND, CUVELIER, BERSET, 1995). Baseado neste 

método, V. polyanthes possui atividade antioxidante, especialmente o extrato EE que produziu 

CE50 igual a 2,29 µg/mL. Esta atividade está correlacionada com os teores de fenóis totais e 

flavonoides (BROINIZI et al., 2007), pois este extrato também apresentou a maior quantidade 

desses constituintes com 22,93 mg/g e 8,23 mg/g, respectivamente. Além disso, os 

flavonoides, como a luteolina e a rutina, detectada neste extrato podem corroborar com essa 

atividade (OZGEN et al., 2011; XU et al., 2009).  

A atividade antioxidante foi ainda avaliada pela capacidade redutora com base na 

transformação do Fe+3/Fe+2 (OYAIZU, 1986). A habilidade redutora de uma substância 

também é utilizada como indicativo para a avaliação do seu potencial antioxidante. O extrato 

EE apresentou uma CE50 de 31,20 µg/mL, demonstrando melhor atividade antioxidante, com 

um melhor poder de redução. 

A peroxidação lipídica é um processo oxidativo iniciado pela reação de um radical 

livre com ácido graxo insaturado, resultando na formação de hidroperóxidos lipídicos e 

aldeídos (LIMA, ABDALLA, 2001). Dessa forma, o teste de oxidação do �-caroteno/ácido 

linoleico avalia o poder de inibição que um antioxidante exerce sobre os radicais livres 

gerados durante a peroxidação do ácido linoleico. A atividade antioxidante por este método é 

muito útil especialmente na investigação de antioxidantes lipofílicos (DUARTE-ALMEIDA, 

et al., 2006). Dos extratos avaliados, o extrato EE foi o que apresentou maior porcentagem de 

inibição (22,7%) em relação ao controle negativo, reduzindo a peroxidação do ácido linoleico. 

Essa redução da peroxidação lipídica também foi quantificada para os extratos EAE (20,5%) e 

EHEX (19,7%). 

Ao se comparar os resultados da metodologia de peroxidação lipídica com os da 

avaliação da atividade antioxidante pela redução do radical livre DPPH, pode-se observar que 

os extratos se comportaram de formas distintas. A provável explicação para esta diferença 

pode ser devido às particularidades que este método apresenta, ou seja, o meio reacional é 

composto por uma emulsão que apresenta simultaneamente, regiões polares e apolares.  
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A propriedade antioxidante dos fenólicos apresenta-se dependente da solubilidade do 

composto (FRANKEL et al., 1994). Segundo Porter e outros (1994), os antioxidantes solúveis 

em água tendem a ser mais efetivos do que os antioxidantes solúveis em lipídeos quando 

testados em óleo puro. Ao contrário, antioxidantes solúveis em lipídeos tendem a apresentar 

uma maior proteção para uma emulsão óleo em água do que os antioxidantes solúveis em 

água. Em emulsões lipídicas, os fenólicos geralmente encontram-se equilibrados em água 

emulsionada com Tween, formando micelas e aumentando sua propriedade hidrofílica. É 

possível que os constituintes fenólicos do extrato EHEX tenham atigindo este equilibrio, 

justificando assim a ação equivalente a do extrato EAE.  

Este fenômeno pode ser chamado de �paradoxo polar�, sendo baseado na suposição de 

que o início da oxidação de lipídeos está localizado na interface do sistema, ou seja, a 

oxidação do óleo puro ocorre na interface ar/óleo, onde os antioxidantes hidrofílicos estão 

concentrados, enquanto a oxidação de emulsões está localizada na interface água/óleo onde os 

antioxidantes lipofilicos encontram-se (HUANG, 1996).  

Em sistemas lipofílicos as taxas de reações de sequestro podem ser influenciadas pelo 

coeficiente de partição dos constituintes fenólicos entre as fases aquosas e lipídicas, e dessa 

forma, reduzir a reação dos fenólicos polares (RICE-EVANS, NICHOLAS, PAGANGA, 

1996).  

Segundo Koleva e outros (2002) a oxidação lipídica é um processo complexo em 

cadeia, no qual estão envolvidos vários tipos de radicais livres de diferentes reatividades, e, a 

ação antioxidante de um composto bioativo depende do substrato lipídico, da sua solubilidade 

e do seu mecanismo de ação. Assim, em ensaios que contém lipídios como substrato oxidável, 

a exemplo da oxidação acoplada �-caroteno/ácido linoleico, o papel protetor do antioxidante 

depende de sua solubilidade que determina sua distribuição na fase do sistema, incluindo 

localização e orientação.  

A complexa composição dos extratos pode provocar interações sinérgicas ou 

antagônicas entre os constituintes presentes, podendo, também, afetar sua partição nas fases 

do meio e, consequentemente, sua ação antioxidante. O exato mecanismo do antioxidante no 

sistema �-caroteno/ácio linoleico é difícil de ser explicado, especialmente ao se testar a ação 

de matrizes complexas, como é o caso dos extratos vegetais.  

Com base nos resultados encontrados, pode-se afirmar que os extratos EHEX, EAE e 

EE apresentam substâncias doadoras de elétrons e prótons, capazes de neutralizar radicais 

livres e torná-los produtos mais estáveis, além do poder de inibição sobre os radicais livres 

gerados durante a peroxidação do ácido linoleico.  
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Os resultados preliminares obtidos por meio do método de difusão em ágar mostraram 

que os extratos EAE e EE foram efetivos em inibir o crescimento de S. aureus ATCC 25923, 

demonstrando atividade antibacteriana. O maior halo de inibição foi do EAE (16 mm). O 

aumento crescente da frequência de S. aureus resistentes à oxacilina (ORSA) e resistentes à 

meticilina (MRSA), e da possibilidade do aparecimento de linhagens resistentes também à 

vancomicina, tornam relevantes o desenvolvimento de novas drogas com atividade anti-

estafilocócicas (SADER et al., 1993). Flavonoides, taninos, xantonas, ácidos triperpênicos, 

saponinas, substâncias fenólicas em geral, terpenos e esteroides são substâncias que 

apresentam atividade antimicrobiana (AKIYAMA et al., 2001; CUSHNIE, LAMB, 2006; 

MANDAL et al., 2005; SHER, 2009; SOLÍS et al., 2004).  

 Considerando-se que não existe correlação entre tamanho do halo de inibição e 

potencial antimicrobiano, os extratos que não inibiram o crescimento de micro-organismos 

pelo método de difusão, podem demonstrar atividade através da CIM. Essa variação pode ser 

justificada pela composição química das amostras, pois moléculas mais polares ou de maior 

massa molecular podem ser mais solúveis e de mais fácil dispersão em meio líquido 

(VALGAS et al., 2007). Neste sentido, utilizou-se o método de microdiluição para 

estabelecimento da CIM que determina a concentração mínima dos extratos capaz de inibir o 

crescimento das cepas bacterianas. 

A CIM mais significativa observada foi aquela obtida com o EHEX com valor de 1,25 

mg/mL frente a S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 10536, S. typhimurium ATCC 13311 e 

P. aeruginosa ATCC 27853 sendo considerado um moderado inibidor de acordo com a 

classificação de Aligiannis e outros (2001). A CIM do EAE foi de 1,25 mg/mL frente a P. 

aeruginosa ATCC 27853 e 2,5 mg/mL frente a S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 10536 

e S. typhimurium ATCC 13311, enquanto o EE apresentou uma CIM de 1,25 mg/mL frente E. 

coli ATCC 10536, S.typhimurium ATCC 13311 e P. aeruginosa ATCC 27853 e 2,5 mg/mL 

frente S.aureus ATCC 25923.  

Espécies do gênero Vernonia (Asteraceae) têm sido estudadas quanto ao seu potencial 

antimicrobiano. De acordo com Silva e outros (2012), o extrato metanólico de V. polyanthes

foi capaz de inibir 16 amostras clínicas humanas de S. aureus e E. coli testadas, sendo que as 

linhagens de S. aureus foram mais susceptíveis do que as de E. coli. Temponi (2012) avaliou 

o extrato etanólico e as frações hexânica, diclorometânica, em acetato de etila e butanólica 

obtidas a partir das folhas de V. polyanthes, e observou que as frações diclorometânica e 

butanólica foram capazes de inibir significativamente S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 

10536. Nota-se que atividade antibacteriana pode estar atribuída a presença de diversas 
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substâncias, especialmente os constituintes fenólicos, visto que nestes estudos os resultados 

foram mais ativos para extratos polares.  

Os resultados do presente estudo demonstraram que os extratos EHEX, EAE e EE, 

possuem atividade antibacteriana, o que pode contribuir para o entendimento do uso popular 

da espécie no tratamento de infecções e como cicatrizante. Além disso, as atividades 

antioxidante e antibacteriana podem ser devidas aos constituintes fenólicos, como taninos e 

flavonoides (BANERJEE et al., 2005; CHOI et al., 2006; EINBOND et al., 2004), descritos 

nessa espécie vegetal e determinados nesse estudo. 

Comparando o nível de atividade antibacteriana dos extratos, nota-se que o EHEX 

apesar de ser um extrato apolar apresentou a CIM mais significativa para todas as cepas 

testadas, este resultado pode ser justificado pela presença neste extrato de dois triterpenos 

derivados do ácido ursólico e �-amirina. De acordo com Zaletova e outros (1986) o ácido 

ursólico e seus derivados apresentam atividade antibacteriana, inibindo o crescimento de S. 

aureus. Presente em Rosmarinus officinalis (alecrim), o ácido ursólico é uma das substâncias 

responsável por inibir o crescimento de bactérias alimentares (COLLINS, CHARLES, 1987). 

Uma mistura de � e �-amirina mostrou boa atividade sobre S. aureus (SANCHES et al., 

2005). De acordo com Choi e outros (2012), a �-amirina apresentou-se como potente agente 

antibacteriano, principalmente contra E. coli e Helicobacter pylori.  

Entre as plantas com grande potencial anti-inflamatório estão incluídas as pertencentes 

à família Asteraceae. Plantas dessa família são vastamente estudadas e podem ser utilizadas 

para o desenvolvimento de novos fármacos (VERDI et al., 2005). O presente estudo 

investigou o efeito redutor de processos inflamatórios cutâneos pela ação do extrato EHEX, 

EAE e EE em modelos animais de inflamação cutânea. Entre os modelos de inflamação 

cutânea, destaca-se o edema de orelha que utiliza uma metodologia simples e, além disso, 

pode ser induzido por inúmeros agentes irritantes. Entre as vantagens desse modelo pode-se 

destacar o fato de necessitar de pouca quantidade de amostras para estudos in vivo, além de 

permitir a obtenção rápida de resultados. E quando o objetivo é o desenvolvimento de novos 

fármacos para uso tópico estas vantagens são ainda maiores, visto que substâncias com baixa 

absorção através da pele são identificadas rapidamente. Portanto, esse modelo constitui um 

método importante para a investigação de novos medicamentos para doenças inflamatórias 

que acometem a pele (BOUCLIER et al., 1990; GABOR, 2003; VANE, 2000).  

 O modelo do edema de orelha induzido pelo óleo de cróton ou por outros agentes 

flogísticos permite a avaliacão da atividade antiinflamátoria em nivel de pele, de extratos 

vegetais ou substancias isolada, quando administrados topicamente ou mesmo de maneira 
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sistêmica (GABOR, 2003). O óleo de cróton é uma mistura de lipídios extraídos da espécie 

Croton tiglium L. (Euphorbiaceae), nele contêm o 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) 

e outros esteres de forbol, responsáveis por sua atividade flogística. O TPA é ativador da 

proteina quinase C (PKC) que, por sua vez, ativa proteinas quinases ativadas por mitogenos 

(MAPK) e a enzima fosfolipase A2 (PLA2), a qual favorece a liberacão do fator de ativação 

plaquetária (PAF) e de ácido araquidônico (AA). Esses mecanismos induzem ao aumento da 

permeabilidade vascular, vasodilatação, migração leucocitária, liberação de histamina e 

serotonina, e producão de eicosanóides sintetizados pelas enzimas ciclooxigenase (COX) e 5-

lipoxigenase (5-LOX) (DE BERNARDIS et al., 1994; MURAKAWA et al., 2006; SARAIVA 

et al., 2010). 

 Os extratos das folhas de V. polyanthes reduziram o edema de orelha induzido pela 

aplicação tópica do óleo de cróton. O extrato EHEX 0,5 mg/orelha (56,14%) e o EE 0,1 

mg/orelha (55,36%) foram mais ativos nesse modelo. No caso do EHEX, a presença da �-

amirina e dos triterpenos derivados do ácido úrsólico, podem justificar a ação anti-

inflamatória (RODRIGUES et al., 1997). O efeito anti-inflamatório é uma característica 

comum dos triterpenos (MAHATO, SARKAR, PODDAR, 1988; PRICE et al., 1987). Existe 

um grande interesse pela classe dos triterpenos devido ao seu variado espectro de atividades 

farmacológicas (PATOCKA, 2003).  A propriedade anti-inflamatória é comum nas 

substâncias dessa classe, principalmente aqueles triterpenos da classe oleanano, ursano ou 

lupano (MÁÑEZ et al., 1997; SAFAYHI, SAILER, 1997). Triterpenos na forma de aglicona 

ou heterosídeos, inibem a enzima COX-2 e a produção do NO (SHIN et al., 2005), modulam a 

expressão de moléculas de adesão, via inibição de NF-kappa B (ZHANG et al., 2003), ou 

ainda inibem a isoenzima fosfodiesterase, um novo alvo intracelular para novas drogas anti-

inflamatórias (WENIGER et al., 2005). Portanto, os resultados indicam que os extratos 

apresentam atividade anti-inflamatória tópica.  

 A aplicação tópica do AA gera uma resposta inflamatória rápida caracterizada por 

intenso eritema e edema com pequeno acúmulo de neutrófilos, quando comparado com a 

migração celular verificada no modelo de óleo de cróton, cujos principais mediadores 

envolvidos são PGE2, LTC4, LTD4 (CRUMMEY et al., 1987; HUMES et al., 1986; YOUNG 

et al., 1983). 

  Os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs) inibem a via da COX, impedindo, 

portanto, a síntese das PGs (RANG et al., 2007). A indometacina, fármaco de referência, um 

AINE cuja ação anti-inflamatória está relacionada com a inibição não seletiva das isoformas 

da COX (COX-1 e COX-2), reverte efetivamente o edema induzido pela aplicação tópica do 
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AA (GABOR, 2000). Da mesma forma que a indometacina, todos os extratos inibiram o 

edema de orelha após aplicação tópica do AA, sendo mais efetivos nas concentrações de 1,0 

mg/orelha, 0,5 mg/orelha e 0,1 mg/orelha para o extrato EHEX e EE. Para o extrato EAE a 

concentração mais eficaz foi 0,1 mg/orelha, seguida por 0,5 e 1,0 mg/orelha. Anti-

inflamatórios não esteroidais (AINE) produzem os seus efeitos terapêuticos através da 

inibição da COX. Duas isoformas de cicloxigenase foram identificadas e são referidas como 

COX-1 e COX-2. A COX-1 é expressa constitutivamente e regula uma série de funções, tais 

como homeostasia vascular e gastroproteção, enquanto que COX-2 é induzível por 

mediadores, tais como fatores de crescimento, citocinas e endotoxinas, estando presente em 

locais de inflamação (KULKARNI et al., 2000). Portanto, os resultados indicam que os 

extratos podem inibir a cascata do AA, impedindo a formação de prostaglandinas ou 

leucotrienos.  

 De acordo com Souza e outros (2008), as folhas de V.polyanthes são ricas em 

alcaloides, cumarinas, flavonoides, saponinas glicosiladas, podendo assim justificar este 

resultado e também novamente pela presença dos constituintes terpênicos, pois estes 

apresentam importantes atividades farmacológicas, tais como, antitumoral (CARNESECCHI 

et al., 2004; DA SILVA et al., 2007), sedativa (DO VALE et al., 2002), analgésicas, anti-

inflamatórias (AHMAD et al., 2005; CARVALHO et al., 1996; IWAMOTO et al., 2001; 

KLEIN, NEWTON, 2007; KUPELI et al., 2003), ativadoras de proteína quinase A (RAJIC et 

al., 2000), cardioprotetoras (LIEBGOTT et al., 2000); bloqueadores dos canais de cálcio 

(WANG et al., 2002), antioxidantes (ZHANG et al., 1996), hipolipidêmica (SILVA et al., 

2001), relaxante da musculatura lisa vascular (TORRES et al., 2000), antimicrobiana 

(WALENCKA et al., 2007), antiulcerogênica (HIRUMA-LIMA et al., 2002), gastroprotetora 

(GUEDES, 2002; IZQUIERDO et al., 2007) e hepatoprotetora (OLIVEIRA et al., 2005).  

 Neste estudo, a análise histológica de amostras das orelhas após 4 horas da indução do 

edema por óleo de cróton evidenciou que o tratamento com todos os extratos das folhas de V. 

polyanthes diminuem, de maneira marcante, o infiltrado celular, a espessura da derme e da 

epiderme. O aumento do número de neutrófilos na pele tem grande relação com algumas 

doenças inflamatórias cutâneas como dermatites e psoríase (RANG et al., 2007; SCHAERLI 

et al., 2004). Desta forma, os resultados obtidos dão suporte à hipótese da ação anti-

inflamatória da V. polyanthes, uma vez que os extratos demonstraram, efetivamente, a 

capacidade de redução do edema.  

 Enfim, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que os extratos das folhas de 

V. polyanthes testados apresentam atividade antioxidante, antibacteriana e anti-inflamatória 



��������

tópica. No entanto, estudos adicionais são necessários para elucidar o mecanismo de ação pelo 

qual essa planta exerce seus efeitos e para assegurar a inexistência de toxicidade, garantindo a 

segurança de seu uso tópico em humanos.  
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7. CONCLUSÃO 

De acordo com os resultados apresentados, foi possível obter as seguintes conclusões: 

1. Os extratos em acetato de etila e etanólico das folhas V. polyanthes Less. possuem 

teores expressivos de constituintes fenólicos (fenóis totais e flavonoides) e podem ser 

alvos de investigação química para o isolamento e detecção de substâncias bioativas; 

2. A luteolina, apigenina, rutina, �-amirina e dois triterpenos derivados do ácido ursólico 

foram as principais substâncias detectadas nos extratos das folhas de V. polyanthes

Less. pelos método cromatográficos aplicados; 

3. Os extratos hexânico, em acetato de etila e o extrato etanólico das folhas de V. 

polyanthes inibiram o crescimento das bactérias testadas e apresentam potencial para a 

busca de novas substâncias antibacterianas; 

4. Os extratos das folhas de V. polyanthes Less. inibiram o edema de orelha induzido 

pelos agentes flogísticos testados, demonstrando efeito anti-inflamatório tópico; 

5. Os extratos das folhas de V. polyanthes Less. constituem potenciais candidatos para a 

busca de novos agentes antioxidante, antibacteriano e anti-inflamatório tópico para 

serem utilizados em diferentes enfermidades, especialmente relacionadas às doenças 

inflamatórias e infecções;  

6. Os resultados da presente investigação justificam o uso de V. polyanthes Less. na 

medicina popular. Entretanto, estudos clínicos e toxicológicos aprofundados são 

necessários para provar a segurança e eficácia e a utilização como fitomedicamento.  
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