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RESUMO 

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli é uma planta reconhecida 
popularmente por seus efeitos medicinais e teve sua monografia descrita em 
2010 na 5ª edição da Farmacopeia Brasileira. Entretanto, apesar do uso de 
rizomas pela população, poucos são os estudos envolvendo esse órgão da 
planta. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade farmacológica de 
frações semi-purificadas do extrato bruto metanólico de rizomas de E. 
grandiflorus. Em princípio foi realizado o estudo de 8 cromatogramas em 
CLAE-UV obtidos de extratos brutos etanólicos de rizomas frescos e secos nas 
diferentes estações do ano. Após este estudo, foi obtido o extrato bruto 
metanólico de rizomas que, posteriormente, foi fracionado por partição líquido-
líquido (v/v) obtendo-se três frações distintas: fração em hexano/acetato de 
etila 9:1, fração em acetato de etila 100% e fração residual aquosa. O extrato 
bruto metanólico de rizomas assim como as frações, foram estudados através 
de análises por CLAE-UV e análise na literatura acerca dos constituintes 
químicos  e comparação com os já observados em folhas. A fração em acetato 
de etila 100% foi utilizada para a avaliação da atividade antinociceptiva e anti-
inflamatória in vivo. Foram realizados os testes de contorções abdominais, 
formalina e placa quente frente à ação antinociceptiva e os testes de edema de 
pata e pleurisia, ambos induzidos por carragenina, para avaliar a ação anti-
inflamatória. Foi realizado ainda, o teste de produção de óxido nítrico por 
células J774.A1, teste relacionado à ação anti-inflamatória das três frações 
semi-purificadas. A citoxidade das três frações testadas foi verificada no teste 
de MTT. Os resultados demonstraram que os extratos brutos etanólicos e o 
extrato bruto metanólico são constituídos principalmente por uma mistura de 
ácidos fenólicos derivados do ácido hidroxicinâmico, com maior produção de 
constituintes na primavera e no verão. As frações semi-purificadas 
apresentaram constituições químicas diferentes, com destaque para a fração 
em acetato de etila 100% que concentrou a mistura de ácidos fenólicos 
derivados do ácido hidroxicinâmico. A fração em acetato de etila 100% não 
apresentou ação analgésica central, uma vez que não agiu na primeira fase do 
teste de formalina e também não aumentou o tempo de latência ao estímulo 
térmico no teste da placa quente. Entretanto, apresentou ação anti-inflamatória, 
uma vez que foi capaz de inibir a formação de edema de pata e diminuiu o 
volume do exsudato e o número total de leucócitos no teste de pleurisia. 
Quanto à avaliação da produção de óxido nítrico, a fração em hexano 9:1 
acetato de etila inibiu de forma mais significativa a produção desse mediador 
inflamatório, porém as demais frações também demonstraram possuir essa 
atividade. As três frações não apresentaram ação citotóxica nas concentrações 
testadas.  

PALAVRAS-CHAVE: Echinodorus grandiflorus. 2. rizomas. 3. atividade 
anti-inflamatória



ABSTRACT 

Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli it is a plant popularly known 
by its effects medicinals and had described his monograph in 2010 in the 5th 
edition of the Brazilian Pharmacopoeia. However, despite the use the rhizomes 
the population there are few studies involving this plant organ. The purpose of 
this study was to evaluate the activity of pharmacological semi-purified fractions 
of the methanolic crude extract of the rhizomes of E. grandiflorus. The principle 
was carried out a study of eight chromatograms in HPLC-UV obtained from 
crude ethanol extracts of fresh and dried rhizomes in different seasons. After 
this study was obtained the methanolic crude extract of rhizomes which was 
subsequently fractionated by liquid-liquid partition (v/v) to obtain three different 
fractions: fraction in 9:1 hexane ethyl acetate, ethyl acetate fraction in 100% 
and residual aqueous. The methanolic crude extract of rhizomes and three 
semi-purified fractions  were studied by HPLC-UV analysis and review the 
literatue on the chemical constituents and comparison with literature reports 
with those observed in leaves. The fraction in ethyl acetate 100% was used to 
measure the antinociceptive and anti-inflammatory effect in vivo. Tests were 
performed abdominal writhing, formalin and hot plate before antinociceptive 
testing and paw edema and pleurisy induced by carrageenan both to  evaluate 
the anti-inflammatory action. It was conducted further testing production nitric 
oxide by J774.  A1 cells, test-related anti-inflammatory action of the three semi-
purified fractions. The cytotoxicity of the three fractions was found in the MTT 
assay. The results showed that the crude ethanolic and methanolic extract are 
mainly a mixture of phenolic acid derivative from the hidroxicicinâmic acid, with 
greater production of constituents in the spring and summer. The semi-purified 
fractions showed different chemical constitutions with emphasis on the fraction 
of ethyl acetate 100% to a concentrated mixture of phenolic acid derivative from 
the hidroxicicinâmic acid.  The fraction in ethyl acetate 100% showed no central 
analgesic action, since it did not act in the first phase of the formalin test and did 
not increase the latency time to the thermal stimulus in the hot plate test. 
However active-inflammatory action showed, since it was able to inhibit paw 
edema formation and decreased exudate volume and the total number of 
leukocytes in the pleurisy test. The assessment of NO production, the fraction in 
9:1 hexane ethyl acetate inhibited more significantly the production of 
inflammatory mediators, but the other fractions also showed have this activity. 
The three fractions showed no cytotoxic action at different concentrations.  

 
KEYWORDS: Echinodorus grandiflorus. 2. rhizomes. 3. anti-

inflammatory activity 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Segundo a Organização Mundial de Saúde, 85% da população mundial utiliza 

plantas medicinais no tratamento de doenças (OLIVEIRA et al., 2006). Assim, as 

políticas públicas tem buscado atender à demanda da população pelas plantas 

medicinais, como pode ser visto pela implementação de políticas voltadas para essa 

área, como a Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos e a Política 

Nacional de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Único de 

Saúde (SUS), por exemplo (Brasil, 2006). Segundo Maciel et al. (2002), as 

pesquisas científicas acerca de plantas medicinais são estudos interdisciplinares que 

procuram viabilizar de maneira segura a validação do uso terapêutico de plantas já 

utilizadas na medicina tradicional e são um caminho promissor e eficaz para a 

descoberta de novos fármacos. 

O estudo da química de produtos naturais tem por finalidade determinar os 

constituintes do metabolismo especial dos seres vivos, isso ocorre através do 

isolamento e elucidação estrutural das substâncias de interesse científico e 

econômico (MATOS, 1997). Entretanto, para que isso ocorra de forma racional é 

necessário o conhecimento das classes de constituintes químicos presentes na 

planta de interesse e assim correlacionar com os possíveis princípios ativos 

presentes na mesma (LÔBO et al., 2010). Dessa maneira, a prospecção permite 

determinar o comportamento químico dos extratos de interesse, podendo ser 

utilizado tanto na seleção da planta a ser estudada quanto no extrato com o qual se 

deverá trabalhar (RODRIGUES et al., 2010).  

No Brasil, uma expressiva parte da população utiliza plantas medicinais com o 

intuito de prevenir, tratar e curar as mais diversas doenças, dentre essas espécies 

utilizadas destaca-se Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli que, 

segundo Di Stasi et al. (2002) apresentou uma prevalência de 18% dentre as 114 

espécies de plantas medicinais de uso popular em um estudo realizado com 

moradores rurais e urbanos de três cidades na região do Vale do Ribeira, no estado 

de São Paulo. Além disso, o autor ressalta que esta é uma planta nativa do Brasil 

com ampla distribuição, importante recurso econômico para a população e com 

grande potencial para o desenvolvimento de novas drogas. Vale ressaltar ainda a 

utilização da mesma como constituinte de refrigerantes como Mineirinho® e Mate 
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Couro®, bebidas de grande utilização, comercializadas no Rio de Janeiro e Minas 

Gerais, respectivamente. Dessa forma, a pesquisa das propriedades farmacológicas 

E. grandiflorus vem de encontro a essa realidade. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Aspectos Botânicos e Químicos 

 

Duas espécies botânicas são referidas como “Chapéu de couro” e são 

popularmente reconhecidas por seus efeitos medicinais: Echinodorus macrophylus 

(Kunth) Micheli e Echinodorus grandiflorus (Cham. & Schltdl.) Micheli (PIMENTA, 

2002). Mesmo a literatura destinada à trazer informações acerca das pesquisas 

realizadas a partir da planta traz a denominação popular referindo-se às duas 

espécies (PIMENTA, 2005).  

Echinodorus Rich & Engelm ex. Gray possui controvérsias tanto no que diz 

respeito à delimitação do gênero quanto das próprias espécies. Isso se deve a 

enorme plasticidade fenotípica das plantas aquáticas, em conjunto com o número 

reduzido de suas estruturas morfológicas. Entretanto, através de estudos cladísticos, 

moleculares e morfológicos, admitiu-se que esse gênero pode ser polifilético 

(LEHTONEN & MYLLYS, 2008). Assim, além de serem propostas ainda algumas 

subespécies, as diferenças morfológicas entre as duas espécies citadas são 

mínimas, restritas a entendimento de taxonomistas especialistas (LEHTONEN, 

2008). 

Desde as primeiras citações destas plantas, observa-se a dúvida de se tratar 

de E. macrophyllus ou E. grandiflorus. E. macrophyllus foi citado na Farmacopeia 

Brasileira, na primeira (1926) e segunda (1959) edições, podendo ser considerado 

como fitoterápico tradicional e E. grandiflorus por sua vez teve sua monografia 

descrita apenas em 2010 na 5ª edição da Farmacopeia Brasileira (2010). Neste 

mesmo ano, a RDC no. 10 publicada no D.O.U. em 10 de março, que trata da 

notificação de drogas vegetais junto à Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), cita E. macrophyllus com a denominação popular de chapéu de couro e 

classifica a mesma como droga vegetal, porém utiliza literatura referente também a 

E. grandiflorus quando refere-se ao uso da mesma. A Resolução diz ainda que os 

produtos descritos no Anexo 1 da mesma, onde encontra-se a descrição de chapéu 

de couro, estão dispensados de prescrição médica uma vez que “sua efetividade 

encontra-se amparada no uso tradicional e na revisão de dados disponíveis em 

literatura relacionada ao tema”(Brasil, 2010).  
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Echinodorus grandiflorus (Chamisso & Schlechtendal) Micheli é uma das 26 

espécies do gênero, pertence à família Alismataceae, que no Brasil é basicamente 

representada pelos gêneros Sagittaria e Echinodorus (LESSA et al., 2008). Segundo 

a 5ª Edição Farmacopeia Brasileira (2010), suas folhas secas possuem odor 

característico e sabor amargo. A droga vegetal por sua vez é constituída pelas folhas 

secas contendo no mínimo 2,8% de derivados do ácido o-hidroxicinâmico que pode 

ser doseado através de espectrofotometria de absorção no visível e os dados 

obtidos expressos em porcentagem de verbascosídeo. 

E. grandiflorus é citada como planta medicinal em pesquisas etnobotânicas 

(SILVA et al., 2009; MAGALHÃES, 2010), estando até entre as dez espécies mais 

citadas em alguns estudos (KFFURI, 2008; MAGALHÃES, 2010). Segundo a cultura 

popular, a folha da planta pode ser utilizada no tratamento de problemas renais (DI 

STASI et al., 2002; LORENZI & MATOS, 2008; KFFURI, 2008; MAGALHÃES, 2010); 

infecção (SOUZA et al., 2004; KFFURI, 2008; SANTOS & LIMA, 2008); estomatite e 

gengivite (LORENZI & MATOS, 2008; BETTEGA et al., 2011); febre (MAGALHÃES, 

2010); problemas hepáticos (DI STASI et al., 2002; LORENZI & MATOS, 2008; 

KFFURI, 2008); no tratamento de inflamações e como agente diurético (TESKE & 

TRENTINI, 2001; LORENZI & MATOS, 2008; SOUZA et al., 2004; KFFURI, 2008;) e 

como agente hipolipidêmico (PIZZIOLO et al., 2011). Di Stasi e colaboradores (2002) 

descrevem ações sedativa, analgésica, além da utilização no controle de diabetes e 

de vermes. A analgesia também é citada por Lorenzi e Matos (2008) que ainda citam 

a utilização da planta para o combate à sífilis, doenças de pele e como depurativo do 

sangue. 

Ácidos fenólicos caracterizam-se por possuírem em um anel aromático, um 

grupo carboxila, um ou mais grupos hidroxila e/ou metoxila e são substâncias 

originadas a partir de duas rotas distintas, a do ácido cinâmico (Figura 1) e do ácido 

benzóico (ÂNGELO & JORGE, 2007). Estas substâncias participam de inúmeras 

atividades nas plantas que vão desde a utilização da água até o crescimento de 

raízes e folhas e podem ainda atuar sobre processos biológicos como síntese de 

proteínas, respiração celular, permeabilidade da membrana celular e na atividade de 

algumas enzimas (SOUSA, 2008). 

Os derivados do ácido hidroxibenzóico normalmente são constituintes de 

estruturas complexas, como a dos taninos hidrolisáveis, e raramente estão na forma 

livre (MANACH et al., 2005). São exemplos os ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, 
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vanílico e siríngico, com estrutura comum C6-C1 (ÂNGELO & JORGE, 2007). 

Quanto aos ácidos fenólicos derivados do ácido hidroxicinâmico (DAH), estes 

constituem substâncias aromáticas com uma cadeia lateral composta por três 

carbonos (C6-C3) e destacam-se entre eles os ácidos caféico, ferúlico, orto-, meta- e 

para-cumárico e sinápico (ÂNGELO & JORGE, 2007; SOARES 2002). 

 

 

Figura 1: Rota biossintética dos derivados do ácido hidroxicinâmico 

(IBRAHIM, 2001; DEWICK, 2008). 

 

Ácidos fenólicos derivados do ácido hidroxicinâmico podem ser sintetizados a 

partir da L-fenilalanina ou da L-tirosina, sendo esta última restrita à Poaceae. A L-

fenilalanina sofre uma reação de eliminação para a formação do ácido cinâmico que 

sofrerá reação de hidroxilação para a formação do ácido p-cumárico. A partir de 

então, este intermediário sofrerá uma série de hidroxilações e metilações 
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seqüenciais, através de enzimas específicas, para então dar origem aos ácidos 

caféico, ferúlico, hidroxiferúlico e sinápico (DEWICK, 2008).  

Ácidos fenólicos podem ser encontrados na forma livre ou conjugados a 

açúcares ou proteínas (CROFT, 1998). Para Duran e Padilla (1993), o ácido caféico 

e o ácido ferúlico estão entre os DAH mais comuns na natureza e geralmente são 

encontrados na forma de ésteres, de glicosídeos, ou ligados a proteínas e outros 

constituintes de parede celular, mas raramente como ácidos livres. Mira e 

colaboradoes (2008), ao estudarem os ácidos fenólicos presentes em amostras de 

arroz utilizando o método de CLAE-UV a fim de determiná-los, em um primeiro 

momento não conseguiram identificá-los, pois estavam conjugados, não havendo 

padrões comercialmente disponíveis para comparação, sendo possível a 

identificação somente após a hidrólise alcalina da fração.  

Pimenta (2002) descreveu a presença de ácidos ferúlico, caféico e isoferúlico 

(Figura 2) em folhas de E. grandiflorus, caracterizando a presença desses ácidos 

fenólicos como constituintes do metabolismo secundário da planta. Ainda nos 

extratos metanólicos, foi isolado o diterpeno clerodan-3, 13-dien-16-15-olido e os 

flavonoides isoorientina, isovitexina e swertisina. 

 

Figura 2: Ácidos fenólicos isolados por Pimenta (2002) a partir de folhas de E. 

grandiflorus.  

 

Folhas de E. grandiflorus foram estudadas por Schnitzler e colaboradores 

(2004) e após extração com diclorometano seguido de etanol 70% (v/v) e análises 

cromatográficas os autores isolaram ácido trans-acotínico, ácido caftárico, ácido 2-

orto-feruloil tartárico, ácido chicórico, ácido cafeoil feruloil tartárico, ácido di-feruloil 

tartárico, swertiajaponina, isoorientina-7, 3’-dimetil-éter além dos flavonoides 

isoorientina, swertisina e isovitexina (Figura 3), já descritos por Pimenta (2002).  
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Figura 3: Estrutura química dos flavonoides isoorientina, isovitexina e swertisina. 

 

Nos extratos etanólicos obtidos de folhas de E. grandiflorus e analisados 

através de técnicas cromatográficas e espectofotométricas, foi observado que os 

constituintes majoritários eram solidagolactona-I e isoorientina, quando verificado o 

espectro a 220 e 335 nm em CLAE-UV. Nos extratos aquosos, o ácido ferúlico era o 

constituinte majoritário a 335nm. O melhor marcador químico seria o diterpeno 

clerodânico solidagolactona-I, uma vez que foi verificado que os componentes 

fenólicos possuíam maior oscilação em relação à sazonalidade (PIMENTA et al., 

2002). 

Garcia e colaboradores (2010) confirmaram os estudos anteriores ao 

identificarem por CLAE os flavonoides isoorientina, isovitexina e os ácidos trans-

aconítico e chicórico, a partir dos extratos aquoso, diclorometânico e hidroalcoolicos 

(30, 50, 70 e 96% EtOH; v/v) de folhas de E.grandiflorus.  

Tanaka (2000) realizou o isolamento e identificação dos metabólitos especiais 

presentes em pecíolos e folhas de E. grandiflorus e obteve onze diferentes tipos de 

substâncias, sendo eles o fitol, ácido hardwíckico, ácido echinólico, quatro derivados 

clerodânicos, dois derivados esteroidais e dois ácidos graxos. Esclareceu ainda que 

ao comparar por CG/EM os extratos metanólicos brutos de E. grandiflorus, E. 

macrophyllus, E. tenellus, E. longipetalus e E. aschersonianus que os clerodanos e 

cembranos (Figura 4) se mostraram como metabólitos característicos de E. 

grandiflorus, uma vez que, nos demais extratos analisados, essas substâncias foram 

encontradas em menor quantidade ou apenas como traços, fato esse corroborado 
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por Costa e colaboradores (1999), que isolaram de folhas de E. grandiflorus um 

derivado clerodânico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Estrutura química dos diterpenos Clerodano e Cembrano.  

 

Pimenta e colaboradores (2006) pesquisaram os constituintes dos óleos 

essenciais de folhas obtidos de duas populações distintas de E. gradiflorus e 

identificaram 17 componentes distintos. Destes, o fitol foi o principal componente em 

ambas as populações, o ácido echinólico aparece como segundo metabólito com 

maior produção (Figura 5) e dentre os sesquiterpenos, os principais representantes 

são o (E)-cariofileno, α-humuleno e (E)-nerolidol. Ainda, segundo os autores, a 

planta pode ser fonte de fitofármacos, uma vez que o fitol tem sido considerado 

como responsável por importantes atividades terapêuticas. 

 

Figura 5: Estrutura química dos componentes majoritários do óleo essencial 

de Echinodorus grandiflorus detectados por Pimenta e colaboradores (2006). 

 

 O fitol também foi descrito como constituinte do extrato hexânico de folhas da 

espécie, onde também foram caracterizados o ácido palmítico, esteroides e o 

diterpeno clerodan-3, 13-dien-16-15-olido (PIMENTA, 2002). 
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Algumas das ações farmacológicas de E. grandiflorus já foram comprovadas 

através de experimentos científicos, como a ação anti-hipertensiva (LESSA et al., 

2008), vasodilatadora (TIBIRIÇÁ et al,. 2007); antimicrobiano (SOUZA et al. 2004); 

ação analgésica e anti-inflamatória (DUTRA et al., 2006; CARDOSO et al., 2003); 

modulação da inflamação pulmonar alérgica com potencial para agente terapêutico 

da asma  (BRUGIOLO et al. 2011).  

Quanto à toxidez dos extratos de E. grandiflorus, Brugiolo e colaboradores 

(2010) realizaram estudo frente à reprodução em ratos. Demonstraram que o extrato 

aquoso das folhas na concentração intermediária (500mg/Kg), acarretou alterações 

nos órgãos internos levando a reação inflamatória localizada  no fígado, diminuição 

no espaço capsular dos rins e hemossiderina no baço, enquanto na concentração 

mais elevada (1000mg/Kg) produziu, ainda, anemia. Entretanto não houve qualquer 

alteração nos parâmetros reprodutivos e na morfologia do feto ou da placenta.  

Na revisão de literatura não foram encontradas caracterizações químicas de 

rizomas de chapéu de couro, mesmo a população fazendo uso desse órgão vegetal,  

como citado por Lorenzi e Matos (2008) quando descrevem que os rizomas são 

utilizados em cataplasmas para o tratamento de hérnias. Quanto à pesquisas 

farmacológicas envolvendo os rizomas, Dutra e colaboradores (2006) ao 

investigarem a possível ação analgésica e anti-inflamatória do extrato metanólico de 

rizomas de E. grandiflorus, observaram ação analgésica central e periférica, 

antiedematogênica dependente da dose e ação anti-inflamatória semelhante a 

indometacina. 

Echinodorus é uma planta aquática emergente perene devido ao 

desenvolvimento de rizomas, que mantém sua propagação vegetativa, independente 

da produção de sementes ou da produção de brotos vegetativos nos nós do escapo 

floral, que são outras duas formas de propagação da planta. A utilização de rizomas 

obriga a retirada de toda a planta do solo, porém, pode-se separar sua porção apical 

para replantio, utilizando-se o restante do rizoma, até 90% de seu comprimento, para 

a produção de extratos. A prática de coleta de rizomas apresenta a desvantagem de 

tornar o recurso natural não renovável, caso não ocorra replantio, porém, no uso 

tradicional de plantas medicinais ou na busca de novas substâncias bioativas, várias 

plantas apresentam essa característica não renovável, tais como o uso de cascas de 

árvores Hortia brasiliana Vand. Ex DC., Tabebuia heptaphylla (Vellozo) Toledo e 

Stryphnodendron barbatiman Mart., ou mesmo rizomas e raízes Pffafia spp, Zingiber 
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officinalis L. e Valeriana officinalis L. (LORENZI, 1991; PANIZZA, 1997; BEVILAQUA 

& NEDEL, 2000; JOAQUIM 2000; LORENZI E MATOS, 2008; PIMENTA, 2002; 

PIMENTA, 2005).  

 

2.2. Aspectos Farmacológicos 

 

Os seres humanos possuem em seu organismo um complexo mecanismo de 

defesa. Dentre estes, está o processo inflamatório que ocorre como uma resposta à 

injúria celular. A injúria pode ser causada por agentes físicos (trauma, calor, radiação 

e frio), químicos (substâncias causticas, álcalis, irritantes entre outros) e biológicos 

(microorganismos, reações imunológica) e desencadeia um fenômeno complexo, 

dinâmico, multimediado que envolve o extravasamento celular, liberação de 

mediadores químicos, ativação enzimática, migração celular, sensibilização e 

ativação de receptores de lise e reparo tecidual (CARVALHO & LEMONICA, 1998). 

A inflamação é caracterizada por sinais clássicos como eritema, edema, dor 

(hiperalgesia) e calor (GOODMAN & GILMAN, 2005) além da possibilidade da perda 

da função do órgão afetado (OSADEB & OKAYE, 2003; WANNMACHER & 

FERREIRA, 2004). O processo inflamatório pode ser dividido em três fases: fase 

aguda, onde desencadeiam-se os processos vasculares, podendo ser observada a 

vasodilatação local e aumento da permeabilidade capilar, seguida da fase tardia com 

a migração e infiltração de leucócitos e células fagocíticas e por fim a fase chamada 

de proliferativa crônica, por se caracterizar pela degeneração tecidual e fibrose 

(GOODMAN & GILMAN, 2005; LESS et al., 2004), podendo ainda gerar dor através 

da ativação e sensibilização de nociceptores (LESS et al., 2004). Para Carvalho e 

Lemonica (1998), isto ocorre devido a alteração do mecanismo de transdução 

periférica do estímulo nociceptivo, aumentando a sensibilidade de transdução dos 

nociceptores, com redução no limiar de percepção do estímulo doloroso podendo 

levar a hiperalgia (resposta exagerada) ou alodínia (sensibilidade a estímulos antes 

inócuos).  

Além disso, a inflamação é muito complexa, podendo ainda ser classificada 

de acordo com o tempo de duração do processo ou de evolução do mesmo em 

inflamação aguda e inflamação crônica (BUSNARDO, 2007).  

A inflamação aguda é caracterizada por ter um início rápido e ser de curta 

duração, ocorrendo vasodilatação tanto dos vasos arteriolares quanto dos venulares, 
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seguido de exsudação de fluídos e proteínas plasmáticas, gerando o edema e por 

fim migração celular por quimiotaxia, em especial de neutrófilos que migram para o 

local da lesão após aderirem-se à parede do vaso, através de moléculas 

denominadas selectinas (LAU et al., 2004 IWALEWA et al., 2007). Para alguns 

autores, ainda há a ativação dos fatores da coagulação (SPLETTSTOESSER & 

SCHUFF-WERNER, 2002; CARRAWAY & WELTY-WOLF MILLER, 2003). A 

inflamação crônica, por sua vez, caracteriza-se por uma duração prolongada, por 

seu aspecto histológico com a presença de linfócitos, macrófagos, plasmócitos e 

fibroblastos e por evidências de regeneração do tecido, proliferação de vasos 

sanguíneos ou até mesmo fibrose e necrose tecidual (GUALILO et al., 2003; 

IWALEWA et al., 2007).  

Para Iwalewa e colaboradores (2007), a inflamação aguda seria responsável 

pela defesa do organismo a bactérias, vírus e parasitas, além de facilitar o reparo 

tecidual, enquanto a inflamação crônica persistente seria a responsável pelo 

aumento de doenças degenerativas como artrite reumatóide, arteriosclerose, doença 

de Alzheimer, entre outras, o que é reforçado por Liew (2003), ao afirmar que o 

processo inflamatório pode agir desde uma resposta frente a microorganismos, 

antígenos até uma resposta inflamatória descompensada gerando alterações 

fisiológicas, perda da função do órgão afetado até a morte do indivíduo.  

 

2.2.1 Vasodilatação e Edema 

 

 A vasodilatação, verificada clinicamente pelo eritema e pelo calor, é um dos 

processos característicos da inflamação e é responsável por fornecer uma 

quantidade maior de sangue ao local da lesão, na tentativa de potencializar a ação 

do sistema de defesa. Isto ocorre através de estase vascular, aumento da 

permeabilidade capilar, extravasamento de fluidos e proteínas além da liberação de 

mediadores e migração de leucócitos (HENSEN, 2005; ROTH et al., 2009). 

 A vasodilatação é originada pela liberação de mediadores químicos como o 

óxido nítrico (NO) e as prostaglandinas (PGs) vasodilatadoras, no local da injúria 

(BUSNARDO, 2007). O NO é sintetizado no organismo a partir do oxigênio 

molecular e da L-arginina, pela ação de um grupo de enzimas denominadas óxido 

nítrico sintases (NOS). Já foram descritas na literatura três isoformas diferentes de 

NOS, duas são constitutivamente expressas, sendo elas a neuronal (nNOS) e a 
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endotelial (eNOS), a terceira isoforma é induzida por estímulos inflamatórios e é 

denominada de NOS indutível (iNOS) (FLEMING & BUSSE, 1999; VALLANCE & 

CHAN; 2001; CIRINO et al., 2003). 

 As três isoformas de NOS possuem semelhança estrutural e necessitam de 

co-fatores para desempenharem sua função. As isoformas constitutivas (nNOS e 

eNOS) têm sua ação dependente da concentração de cálcio intracelular (BOGDAN, 

2001) e possuem semelhanças na cinética de liberação do NO (WEST et al., 2001). 

A isoforma indutível por sua vez não requer um aumento de cálcio intracelular para 

dar início à produção de NO (GRIFFITH & STUEHR, 1995), sendo apenas 

necessária a presença de L-arginina e a indução através de citocinas inflamatórias 

como INF- γ, TNF-α, IL-1 ou lipopolissacarídeos (LPS) de bactérias, que levarão a 

sua transcrição (XIE et al., 1994; HEBA et al., 2001; VALLACE & CHAN; 2001). 

 A quantidade de NO produzida pelas isoformas constitutiva e indutível são 

diferentes (COLEMAN, 2001). As isoformas constitutivas produzem baixos níveis de 

NO e assim possuem ação rápida e direta. Segundo Salvemini e colaboradores 

(2003) existem vários mecanismos pelos quais o NO age como um mediador pró-

inflamatório. No caso da vasodilatação o NO interage diretamente com a guanilil 

ciclase (GC), convertendo o trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de 

guanosina cíclico (GMPc), que por sua vez ativa enzimas quinases dependentes de 

GMPc, levando à redução de cálcio intracelular e assim levando ao 

vasorrelaxamento e aumento da permeabilidade celular (LUGNIER et al., 1999; 

COLEMAN, 2001). 

Por outro lado, as células do sistema imunológico responsáveis pela resposta 

inflamatória, como os macrófagos, expressam a forma indutível da enzima NO 

sintase. A concentração de NO produzida após sua ativação é elevada e pode 

ocasionar a morte da célula ou organismo alvo, uma vez que o NO produzido nessas 

circunstâncias liga-se às metalo-proteínas do sítio alvo, liberando seus íons 

metálicos e estes por sua vez são os responsáveis pela formação de oxigênio e 

hidroxila radicalar com alto potencial de oxidação (BARRETO et al., 2005). 

 As prostaglandinas são substâncias produzidas pela enzima ciclooxigenase 

(COX) a partir do ácido araquidônico, liberado pela reação da enzima fosfolipase A2, 

com os fosfolípideos liberados após uma lesão na membrana celular. Elas 

colaboram no desenvolvimento de diferentes reações do organismo, entre elas 

pode-se citar a vasodilatação, eritema, aumento do fluxo sanguíneo no local e 
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hiperalgesia (HILÁRIO et al., 2006). Para Tabernero e colaboradores (2003), a 

vasodilatação neste caso estaria ligada diretamente às prostaciclinas, 

prostaglandinas primárias como PGI2, PGD2, PGE2 e PGF2α. 

 Com o decorrer do processo inflamatório, haverá a formação do edema que 

se caracteriza pela saída do plasma. O estímulo para o aumento da permeabilidade 

celular e a exsudação plasmática pode ocorrer através de histamina, bradicinina, 

leucotrienos, complemento, substância P e fator ativador de plaquetas 

(DENZLINGER et al., 1985; FRIEDL et al., 1989). Dip e colaboradores (2004) 

afirmam ainda que a histamina seria a responsável pelo aumento da permeabilidade 

quando a lesão for considerada pequena e pelo próprio endotélio, quando a 

intensidade da lesão for maior. O fato é que o acúmulo das proteínas plasmáticas no 

interstício aumenta a pressão oncótica, fazendo com que não haja retorno da água 

para os vasos, gerando assim o edema (ALLER et al., 2006). 

  

2.2.2 Migração Leucocitária 

 

 A migração leucocitária consiste no evento determinante para que o processo 

inflamatório desencadeado após a agressão atinja seu objetivo primordial de 

proteção do organismo (ALON et al., 1996; ROSEN, 1993; SHINJI et al., 2003; HEIT 

et al., 2005, HEBEDA, 2008). 

 A vasodilatação e o aumento da permeabilidade celular levam a saída do 

líquido rico em proteínas para o interstício resultando no aumento da concentração 

de eritrócitos no vaso e aumento na viscosidade sanguínea o que deixa o fluxo mais 

lento, levando a estase que favorecerá o movimento dos leucócitos para a periferia 

do vaso (BLIXT et al., 1985; PERRY & GRANGER, 1991; MITCHELL et al., 2006). A 

migração inicia-se com a formação de agregados de eritrócitos no interior dos vasos, 

ficando estes maiores que os leucócitos, ocorrendo inversão do fluxo normal 

vascular. Sabe-se que as células maiores, leucócitos, concentram-se normalmente 

no centro do vaso e as células menores, eritrócitos, na periferia do vaso (CHIEN, 

1982; RAMPART, 1994; WIEDLE et al., 2001; OKAYAMA & KAWAKAMI, 2006). 

 Após a marginalização, os neutrófilos começam um movimento de rolamento 

sobre o endotélio dos microvasos (BLIXT et al., 1985; PERRY & GRANGER, 1991).  

O rolamento só é possível a partir de uma série de processos de adesão mediados 

por moléculas chamadas selectinas, que se ligam a carboidratos específicos, a L-



 34 

selectina (LECAM – Leukocyte Endothelial Cell Adhesion Molecule), presente em 

leucócitos, a E-selectina (ELAM - Endothelial Leukocyte Cell Adhesion Molecule) no 

endotélio e P-selectina nas plaquetas e no endotélio, em um processo dependente 

de cálcio (SPERANDIO, 2006). A interação entre a L-selectina e a P-selectina 

promove o processo de rolamento, uma vez que elas estão frouxamente ligadas 

(YOSHIDA, 1996; MOURA et al., 2001; SILVEIRA & YOSHIDA, 2004; MITCHELL et 

al., 2006).  

 As integrinas, por sua vez, são proteínas transmembrana responsáveis pela 

adesão entre os leucócitos e as células endoteliais, quimiotaxia e fagocitose (SHINJI 

et al., 2003; HEIT et al., 2005). Dessa forma, após a adesão dos leucócitos ao 

endotélio, sabe-se que o processo de diapedese e quimiotaxia são necessários ao 

desenvolvimento da resposta inflamatória e ocorre mediado pelas integrinas (ALON 

et al., 1996; ROSEN, 1993; SHINJI et al., 2003; HEIT et al., 2005). Essas moléculas 

são naturalmente expressas por todos os leucócitos, ocorrendo uma mudança em 

suas subunidades, α e β, para um status de alta afinidade pelo respectivo ligante 

após um processo de ativação da célula, por interação com mediadores endógenos 

e por estímulos inflamatórios (CARLOS & HARLAN, 1990; YANG et al., 2004; 

JAKUS et al., 2007).  

 As integrinas ligam-se a moléculas presentes no endotélio, denominadas 

imunoglobulinas, das quais fazem parte as Moléculas de Adesão Intercelulares 

(ICAMs) e as Moléculas de Adesão Vascular (VCAMs), as mais importantes são 

conhecidas como ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 e PECAM-1 (ROTHLEIN et al., 1991; 

HERBEDA, 2008) 

 Os eventos de adesão e diapedese são afetados por mediadores 

inflamatórios, especialmente IL-1 e TNF-α, que possuem efeito quimiotático e de 

amplificar os fatores estimulantes (POBER & COTRAN, 1991; FRANCISCHETTI et 

al., 2010). Francischetti e colaboradores (2010) afirmam que a quimiotaxia está 

diretamente relacionada a ligação de agentes quimiotáticos à receptores ligados a 

proteína G, que ativa, então a via da fosfoinositol-3quinase (IP-3K) que causará 

aumento na concentração de cálcio intracelular, ativação das guanosinas 

trifosfatases (GTPases) que levarão a formação de pseudópodes e o movimento 

leucocitário.  

 Quando a adesão leucócito-célula endotelial, com a posterior diapedese, 

ocorre de maneira efetiva, à ação dos leucócitos é otimizada, pois permite que os 
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mesmos liberem seus mecanismos de defesa, como produção de metabólitos do 

ácido araquidônico, desgranulação e secreção de enzimas lisossômicas, secreção 

de citocinas, assim como maior expressão de moléculas de adesão e maior 

exposição de integrinas, de maneira intensa e no foco da inflamação (NAGATA et 

al., 1998; FRANCISCHETTI et al., 2010). 

 

2.2.3 Mediadores Inflamatórios 

 

Para que o processo inflamatório ocorra, é necessário que uma série de 

substâncias químicas sejam produzidas e entrem em contato com seu alvo. Assim, 

são descritos como mediadores da inflamação: histamina e serotonina, ambas 

consideradas aminas vasoativas; prostaglandinas, leucotrienos e lipoxinas, 

provenientes do metabolismo do ácido araquidônico; proteínas plasmáticas 

provenientes dos sistemas complemento, das cininas e da coagulação; fator de 

ativação de plaquetas (PAF), citocinas, óxido nítrico (NO), componentes lisossômico 

dos leucócitos e RLO (FRANCISCHETTI et al., 2010). 

Entre os primeiros mediadores químicos da inflamação, estão à histamina e a 

serotonina. A histamina é encontrada na forma de grânulos pré-formados em 

mastócitos, basófilos e plaquetas, sendo que a liberação por mastócitos ocorre após 

a interação com a imunoglobulina IgE, fragmentos do complemento C3a e C5a, 

citocinas (IL-1, IL8), neuropeptídios (substância P) entre outros, já a liberação pelas 

plaquetas é ocorre após o contato com o colágeno, trombina, difosfato de adenosina 

(ADP), complexos antígeno-anticorpo e fatores ativadores de plaqueta (RANG et al., 

2007; FRANCISCHETTI et al., 2010; CRUVINEL et al., 2010). 

A histamina é responsável pela contração da musculatura lisa de vários 

órgãos e aumento da permeabilidade dos capilares venosos produzindo lacunas 

venulares (COTRAN et al., 2006; RANG et al., 2007; CRUVINEL et al., 2010). 

Segundo Lees (2003), a histamina também é capaz de estimular nociceptores. 

Essas atividades relacionadas a histamina se devem à ligação da mesma a quatro 

diferentes receptores: H1, H2, H3 e H4, presentes nas células alvo. O receptor H1 

está relacionado diretamente aos efeitos sobre a microcirculação. A ativação dos 

receptores H2, por sua vez, aumentam a liberação de ácido gástrico e promove o 

relaxamento da musculatura lisa. H3 é o responsável pelo feedback negativo da 
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síntese de histamina e H4 é responsável pela quimiotaxia de mastócitos (RANG et 

al., 2007; CRUVINEL et al., 2010). 

A serotonina está presente em plaquetas, mastócitos, basófilos 

(FRANCISCHETTI et al., 2010) e células enterocromafins (COTRAN et al., 2006; 

RANG et al., 2007). Sua liberação ocorre durante a agregação plaquetária. Ao ser 

liberada após estímulos inflamatórios, possui efeitos semelhantes à histamina no 

que tange a vasculatura, aumento da permeabilidade e vasodilatação (COTRAN et 

al., 2006; RANG et al 2007), além de estar diretamente relacionada a sensibilização 

das fibras nervosas durante a inflamação. Acredita-se que esse efeito possa ocorrer 

de maneira direta ou indireta, seja pela ativação direta de receptores 5-HT3, 

produzindo nocicepção, seja pelo estímulo de receptores 5-HT1 e 5-HT2 por 5-HT 

periférica, potencializando os efeitos vasculares e aumentando o fluxo de 

mediadores inflamatórios, como os eicosanóides presentes no sangue (SOMMER, 

2004; TAMBELLI et al., 2006). 

Os eicosanóides são produzidos após a metabolização do ácido araquidônico 

e são capazes de atuar em uma série de processos biológicos que vão desde a 

manutenção da homeostasia à inflamação (KUMAR et al., 2008; COTRAN et al., 

2006). Após uma lesão na membrana celular, ocorre a exposição dos fosfolipídios 

presentes na membrana, estes sofrerão a ação da fosfolipase A2. A enzima está 

presente em leucócitos e plaquetas e é ativada por citocinas levando a produção de 

ácido araquidônico (HILÁRIO et al., 2006). 

O ácido araquidônico pode ser metabolizado pela ação de duas enzimas 

distintas, a ciclooxigenase (COX) que dará origem as prostaglandinas, tromboxanos 

e a lipoxigenase (LOX) que é capaz de produzir os leucotrienos e as lipoxinas 

(MITCHELL et al., 2006; ABBAS et al., 2008). Sabe-se que a ciclooxigenase é 

encontrada ao menos em duas isoformas, COX1 e COX2, que desempenham 

papéis distintos no organismo (LEES et al., 2004). A primeira é considerada 

constitutiva, por estar presente em quase todos os tipos de células e por sintetizar 

prostaglandinas diretamente relacionadas as funções de manutenção da 

homeostase (LESS et al., 2004; FRANCO et al., 2006). A COX2 é considerada uma 

isoforma indutiva, uma vez que só é detectável após o estímulo inflamatório como 

IL1-α e β, IL-2, TNF-α, IFN-γ, LPS, entre outros, sendo então detectada em células 

migratórias (macrófagos, monócitos, mastócitos), tecidos lesados (epitélio, endotélio, 

músculo liso) (HERCHMAN, 1996; MORITA, 2002; KUMMER & COELHO, 2002; 
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FRANCO et al., 2006; STEAGALL et al., 2009) e no sistema nervoso central, 

mediando dor e febre (HILÁRIO et al., 2006). As prostaglandinas produzidas durante 

a inflamação possuem importantes efeitos pró-inflamatórios, pois dilatam arteríolas 

aumentando o fluxo sanguíneo local, eritema, possuem ação sinérgica com outros 

mediadores no aumento da permeabilidade capilar, aumento da sensibilidade à dor 

e a febre e incremento da inflamação (LEES, 2003; HILÁRIO et al., 2006). 

Além das prostaglandinas, também são sintetizados o Tromboxano A2 (TxA2) 

nas plaquetas. Ele é capaz de causar vasoconstrição e agregação plaquetária, além 

de agir como quimiotático para neutrófilos, promover ativação e adesão dos mesmos 

ao endotélio (YOSHIBA, 1996; MITCHELL et al., 2006; HILÁRIO et al., 2006). 

A lipoxigenase catalisa uma reação de oxigenação estereoespecífica do ácido 

araquidônico, com a finalidade de sintetizar os leucotrienos e lipoxinas. Esses 

metabólitos podem ser gerados por três diferentes tipos de LOX (COTRAN et al., 

2006), sendo que a mais importante é a 5-lipoxigenase, que ao final da reação dará 

origem ao leucotrieno A4 (LTA4), que por sua vez pode ser convertido em leucotrieno 

B4 ou em LTC4, LTD4, LTE4, chamados cisteinil-leucotrienos (GOODMAN et al., 

2009).  Esses últimos agem sobre o fluxo sanguíneo e na perfusão por ação direta 

na microcirculação (YOSHIBA, 1996; MITCHELL et al., 2006), além disso, causam 

contração do músculo brônquico (BERTOLINI et al., 2002). O leucotrieno B4 (LTB4) é 

capaz de se ligar a receptores na superfície dos leucócitos e desencadear reações 

que vão desde a ativação do sistema de adesão, através das integrinas β2 e 

aderência a célula endotelial à estimulação de proliferação de macrófagos e 

linfócitos, além da produção de citocinas por essas células (YOSHIBA, 1996; 

MITCHELL et al., 2006; GOODMAN et al., 2009).  

Além dos mediadores lipídicos descritos acima, ainda há a produção dos 

fatores de ativação de plaqueta (PAF) que são gerados a partir do ácido 

lisofosfatídico, gerado previamente durante a reação da fosfolipase A2 com os 

fosfolipídeos de membrana. O PAF é capaz de gerar vasodilatação, aumento da 

permeabilidade celular e ativação de plaquetas (HIGGS et al., 1984; SERHAN, 

2007). 

As citocinas são hormônios protéicos responsáveis pela fase efetora da 

imunidade, seja ela inata ou específica. São produzidas por vários tipos celulares 

como fagócitos mononucleares e linfócitos T. As secretadas pelos fagócitos 

mononucleares provocam reações inflamatórias com grande número de neutrófilos, 
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na tentativa de impedir ou erradicar infecções microbianas. As produzidas por 

linfócitos T agem principalmente regulando o crescimento e a diferenciação de várias 

populações linfocitárias, ativando células inflamatórias como fagócitos 

mononucleares, neutrófilos e eosinófilos. Ambas são capazes de produzir as 

citocinas, chamadas de fatores estimulantes de colônia (CSFs) que são 

responsáveis por estimular o crescimento e a diferenciação de leucócitos imaturos 

na medula óssea, que irão substituir as células consumidas durante a inflamação 

(ABBAS et al., 2008). 

Receptores podem ser do tipo imunoglobulinas, receptores classe I 

(receptores das hematopoietinas), receptores classe II (receptores de interferons), 

receptores de TNF e por fim receptores de quimiocinas. A maioria desses receptores 

contém duas subunidades: α, pertencente à família das tirosina quinases, 

relacionada diretamente à ligação com a citocina e a transdução do sinal, e β, que 

age no desenvolvimento da cascata de sinalização (BILATE, 2007). 

Dessa maneira, após a ligação com os receptores na célula-alvo, ocorre a 

transdução dos sinais no interior da célula culminando na ação desejada. Estão, 

entre as ações dessas moléculas, a ativação e regulação da resposta imune celular 

e humoral (TGF-β, IL-10), a regulação da hematopoiese (fatores de crescimento) e a  

diferenciação celular (IL-12, INF-γ, IL-4) (BILATE, 2007), além da ativação do 

endotélio e de leucócitos com geração da resposta de fase aguda (HUME, 2006). 

São exemplos importantes desses mediadores inflamatórios a IL-1, que é 

capaz de gerar febre, neutrofilia, liberação de proteína C reativa, indução de 

moléculas de adesão e indução da produção de outras citocinas; a IL-6 está 

relacionada à produção e liberação de mediadores de fase aguda, indução de febre 

e liberação de hormônio adrenocorticotrófico e a IL-8 que é um potente quimiotático 

e causa a degranulação dos neutrófilos (MOURA et al., 2001). 

As quimiocinas, por sua vez, são um subgrupo das citocinas, consistindo-se 

de polipeptídeos pequenos que se ligam à receptores transmembrana acoplados a 

proteína G, gerando a transdução do sinal que levará a ativação de integrinas em 

leucócitos e posterior adesão a parede do endotélio, geração de radicais livres por 

fagócitos, liberação de histamina por basófilos e ativação de proteases de neutrófilos 

(BILATE, 2007). 

As enzimas proteolíticas possuem diferentes papéis na inflamação, que vão 

desde a degradação da matriz extracelular e da membrana basal até defesa do 
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organismo, a migração de leucócitos e remodelação do tecido (JIANG et al., 2003). 

Um exemplo disso é a desgranulação de neutrófilos ativados por TNF-α ou pelo fator 

XIIa, que liberam elastase e colagenase que destruirão moléculas responsáveis pela 

integridade do endotélio vascular (MOURA et al., 2001; MITCHELL et al., 2006). As 

proteínas lisossômicas de neutrófilos e monócitos como a lisozima, colagenase, 

gelatinase, lactoferrina, ativador de plaminogênio, histaminase, mieloperoxidase, 

lisozima, defensinas e outras hidrolases ácidas podem contribuir para a inflamação, 

uma vez que podem degradar proteínas e bactérias dentro dos fagolisossomas, 

aumentar a permeabilidade vascular e contribuir para quimiotaxia (MITCHELL et al., 

2006). 

Entre os mediadores inflamatórios está o óxido nítrico (NO). Quando os 

leucócitos são ativados por estimulos inflamatórios, estes passam a produzir a 

enzima óxido nítrico sintase indutível (iNOS), que passará a produzir NO por um  

mecanismo de produção enzimática envolvendo a participação do oxigênio 

molecular e da L-arginina. O NO produzido tanto terá ação citotóxica e citostática, 

afim de destruir microorganismos parasitas e células tumorais (DUSSE et al., 2003), 

quanto juntamente com as prostaglandinas causará vasodilatação, uma vez que 

além da produção de NO pela isoforma indutível, as isoformas constitutivas da NOS 

estarão aumentadas pelo influxo de cálcio. Dessa maneira, o NO causará 

relaxamento do músculo liso por um mecanismo dependente de guanosina mono 

fosfato cíclico (GMPc) (MONCADA et al., 2004). Após a vasodilatação, seguida da 

formação do edema, ocorre então a migração leucocitária, evento esse fundamental 

na resposta inflamatória (HEBEDA, 2008). A migração leucocitária ocorre pela 

expressão de moléculas de adesão pelo endotélio previamente ativado por 

mediadores inflamatórios (CRUVINEL et al., 2010). O óxido nítrico tem um papel 

importante neste processo, entretanto há divergências sobre essa atividade. Há 

estudos que demonstram que na ausência de óxido nítrico seja pela inibição das 

enzimas NOS, seja pela utilização de animais Knockout, ocorre um aumento do 

recrutamento de leucócitos para o local da inflamação, aumento do comportamento 

de rolamento e da aderência dos leucóctos ao endotélio, o que indica que o NO teria 

um papel anti-inflamatório (KUBES et al., 1991; SUEMATSU et al., 1994; NIU et al., 

1994; SANZ et al., 2001; VALLANCE et al., 2004; SECCO et al., 2004). Por outro 

lado, há pesquisas que indicam a ação pró inflamatória do NO, uma vez que ao inibir 

de forma inespecífica a NOS, ocorre a redução da migração de células para o local 
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da inflamação (SALVEMINI et al., 1996; MARZOCCO et al., 2004). Em testes 

utilizando animais Knockout para iNOS, houve diminuição de leucócitos em coração 

de animais com septicemia (CUENCA et al., 2006), mesmo após a inibição da iNOS, 

em modelo de inflamação pulmonar os dados apontaram para diminuição 

significativa da migração celular quando comparadas aos animais sem tratamento 

(REN et al., 2006; PARRISH e ULLOA, 2007; HEBEDA, 2008). 

O NO pode ainda reagir com outros componentes celulares produzindo 

substâncias com capacidade microbicida como o peroxinitrito, o S-nitrosotiol e o 

dióxido de nitrogênio que são espécies altamente oxidantes (GRACE, 1994; 

YOSHIDA, 1996; MITCHELL et al., 2006). 

Ainda no contexto dos mediadores inflamatórios, destacam-se 

neuropeptídeos, substância P, neurocinina A, VIP (vasoactive intestinal peptide), 

CGRP (calcitonin generelated peptide), somatostatina e encefalinas (HARRISON & 

GEPETTI, 2001).  

 

2.3. Dor  

 

A dor é definida pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) 

como sendo uma sendo “uma experiência sensorial e emocional desagradável a 

qual está associada a lesões teciduais reais ou potenciais ou descrita em termos de 

tais lesões” (MERSKEY & BOGDUK, 1994), entretanto Lopes (2003) adapta esse 

conceito em seu livro, determinando que dor é “uma experiência multidimensional 

desagradável, envolvendo não só um componente sensorial mas também um 

componente emocional, e que se associa a uma lesão tecidular concreta ou 

potencial, ou é descrita em função dessa lesão”. Ainda ocorre a dor psicogênica, que 

se refere a uma sensação de dor que não está relacionada a um estímulo ou uma 

lesão aparente.  

Entretanto, o sistema nervoso central desenvolveu uma maneira de detectar 

quando um estímulo é potencialmente nocivo. Assim, apenas os estímulos capazes 

de desenvolver um alto limiar são transmitidos ao sistema nervoso central 

(WALTERS, 1994). Portanto, a dor é o resultado da ativação de neurônios aferentes 

(nociceptores) por uma lesão ou por uma disfunção dos nociceptores ou do próprio 

sistema nervoso central (LOPES, 2003). 
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A dor pode ser classificada em aguda e crônica quando se leva em 

consideração apenas a questão temporal e em nociceptiva ou neuropática quando o 

referencial for à origem do problema (KLAUMANN et al., 2008). Assim, a dor gerada 

por estímulos diretos nos nociceptores presentes na pele e outros tecidos quando de 

uma lesão acompanhada de inflamação é chamada de nociceptiva e quando a 

origem for uma disfunção dos sistemas nervosos central ou periférico, a dor é 

chamada neuropática (MERSKEY & BOGDUK, 1994). 

Os nociceptores são neurônios aferentes de elevado limiar, cujo corpo está 

localizado nos gânglios das raízes dorsais da medula espinhal, de onde projetam-se 

dois prolongamentos, o primeiro dirige-se ao corno dorsal da medula espinhal e o 

segundo constituirá as fibras sensitivas, uma vez que irão terminar em diversos 

órgãos e tecidos. As fibras sensitivas são divididas em Aβ, Aδ e fibra C. A fibra Aβ 

possui maiores diâmetro e velocidade de condução do estímulo, além de ser 

mielinizada; Aδ é uma fibra intermediária já que possui mielinização fina, diâmetro 

médio e uma velocidade de condução do estímulo inferior a Aβ e superior à fibra C, 

que é desmielinizada, possui pequeno diâmetro e baixa velocidade de condução do 

estímulo quando comparada às demais (LOPES, 2003). Apenas as fibras Aδ e C são 

capazes de conduzir estímulos nociceptivos (CARVALHO & LEMÔNICA, 1998). Aδ é 

responsável pela dor aguda imediatamente após a lesão, em seguida após a 

ativação da fibra C, que é mais lenta, ocorrerá a dor difusa (BELMONTE & 

CERVERO, 1996). 

Durante a inflamação são produzidas substâncias que atuarão também na 

sensibilização dos nociceptores. Entre esses estão bradicinina, acetilcolina, 

prostaglandinas, histamina, serotonina, leucotrieno, tromboxanos, PAF, radicais 

ácidos e íons potássio. Essas substâncias são consideradas algiogênicas, uma vez 

que são responsáveis pela hiperalgesia termo-mecânica observada em lesões 

inflamatórias, traumáticas e isquêmicas (TEIXEIRA, 2001).  

A substância P e a neurocinina A são liberadas na medula espinhal após o 

estímulo nociceptivo. A substância P contribui para a transmissão facilitada do 

estímulo, uma vez que produz uma despolarização prolongada dos neurônios do 

corno dorsal. A neurocinina A parece estar envolvida na dor aguda, já que age nos 

receptores NK-2, os receptores NK-1 são ativados pela substância P e parecem 

estar envolvidos na hiperalgesia inflamatória (CARVALHO & LEMÔNICA, 1998). 
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Segundo ROCHA e colaboradores (2007), as prostaglandinas, em especial a 

PGE2, e a bradicinina reduzem o limiar necessário para a transdução do sinal pela 

fibra nervosa, por alterar receptores específicos, reduzindo o tempo de pós-

hiperpolarização. Estudos demonstram que o NO também possui alguma ação sobre 

a transmissão do estímulo nociceptivo prolongado, sugerindo que assim um 

importante papel na dor crônica e neuropática (DICKENSON,1995). 

Para Mendel (1996), a dor inflamatória ocorre devido à maciça estimulação da 

fibra C, de condução lenta, levando a soma dos estímulos. Essa somação por sua 

vez acarretará em uma sensibilização dos neurônios do corno dorsal manifestando-

se como uma redução no limiar de estimulação, o que então acarretará em uma 

resposta exagerada a estímulos somatosensoriais, mecânicos e térmicos. Esse 

mecanismo fica evidente pelo aumento na condutividade de canais de sódio e cálcio 

ou pela redução do influxo de potássio ou cloro para o meio intracelular (WRIGHT, 

1999). Os mediadores inflamatórios como a acetilcolina, bradicinina, leucotrienos, 

substância P, PAF, prostaglandinas, tromboxanos, citocinas e o Fator de 

Crescimento Nervoso (NGF) são capazes de ativar as fibras nervosas Aδ e C 

causando hiperalgesia (exacerbação do estímulo doloroso) ou a alodínia 

(sensibilidade a estímulos antes inócuos). 

Em resumo, qualquer estímulo inflamatório como, por exemplo, lesão tecidual, 

que levar ao desenvolvimento da resposta inflamatória com produção de 

eicosanóides e outros mediadores inflamatórios causará a ativação direta das fibras 

nervosas seguido do processo de sensibilização das fibras C com aumento da 

resposta a estímulos nociceptivos (KLAUMANN et al., 2008).  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil químico e a atividade farmacológica de frações semi-

purificadas do extrato bruto metanólico de rizomas de Echinodorus grandiflorus 

(Cham. & Schltdl.) Micheli.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Obter o perfil químico por CLAE-UV dos extratos brutos etanólicos de rizomas 

de Echinodorus grandiflorus, avaliando a variabilidade de seus constituintes. 

Obter o perfil químico por CLAE-UV da fração em acetato de etila 100% 

proveniente do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus, contribuindo 

para maior controle de qualidade, pela obtenção de marcador(es) químico(s). 

Investigar as atividades antinociceptiva e anti-inflamatória in vivo da fração em 

acetato de etila 100% do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus.  

Avaliar a produção de óxido nítrico e a viabilidade celular in vitro de frações 

semi-purificadas do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

4.1. Perfil químico de extratos etanólicos brutos d e rizomas de E. grandiflorus . 

 

A padronização de folhas de E. grandiflorus foi estudada por Pimenta (2002) 

com esse mesmo objetivo o autor coletou rizomas da planta nas mesmas condições 

ambientais e épocas das folhas, entretanto apenas os dados referentes às folhas 

foram publicados .  

As amostras de rizomas foram coletadas sazonalmente no início do outono 

(07 de abril), do inverno (01 de julho) e da primavera (08 de outubro) de 1999, e do 

verão (05 de janeiro) de 2000, em um campo de cultivo de folhas para a produção 

do refrigerante Mineirinho® no município de Tanguá no estado do Rio de Janeiro. A 

partir dessas coletas foram obtidos oito extratos brutos etanólicos de rizomas que 

posteriormente foram analisados por CLAE-UV.  

Os extratos etanólicos foram obtidos por maceração estática a partir de 

rizomas secos e frescos nas quatro estações do ano. Para comparação química 

entre folhas, que apresentam estudos mais detalhados do ponto de vista químico, e 

rizomas, com poucos estudos, os cromatogramas obtidos dos extratos de rizoma 

foram avaliados quanto aos seus constituintes.  

 

4.1.1 Análise dos cromatogramas 

 

Para os cromatogramas em CLAE-UV, obtidos a partir dos extratos brutos 

etanólicos de rizomas nas quatro estações do ano foi utilizado um cromatógrafo 

líquido Shimadzu class-LC10, equipado com duas bombas LC10AT, um detector de 

UV com varredura de espectros SPD-M10A, um detector espectrofluorimétrico RF-

10A e um injetor Rheodyne n° 7725i. Foi utilizada uma coluna em fase reversa do 

tipo Supelcosil C-18 e uma pré-coluna CLC-SIL e o sistema para a análise foi 

acetonitrila:água, partindo de 100% de água e terminando com 20% de água, após 

80 minutos, com um fluxo de 1 ml por minuto, em coluna C-18 fase reversa. 

O perfil cromatográfico foi obtido por detecção a 220 nm e 335nm e assim foi 

possível correlacionar o tempo de retenção (em minutos), tempo em que as 

substâncias levam para sair da coluna, com os comprimentos de onda absorvidos 
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durante a irradiação com ultravioleta. Desse sistema são obtidos dois gráficos: o 

cromatograma da amostra (tempo de retenção versus intensidade de absorção) e o 

espectro de absorção no UV para cada sinal (Canela, 1999). 

O sistema utilizado na análise qualitativa foi o mesmo utilizado por Pimenta 

(2002) na caracterização química de extratos obtidos de folhas de E. grandiflorus, 

assim, o tempo de retenção de cada substância detectada correspondeu a 

proporção de acetonitrila:água no sistema. 

A análise dos cromatogramas obtidos por CLAE a 220 e 335 nm e dos 

espectros de ultravioleta (UV) dos componentes dos extratos em estudo, foi feita em 

comparação com espectros de substâncias padrão, a partir de literatura pertinente, 

bem como com a padronização de extratos obtidos de folhas já publicados (Pimenta, 

2002). 

 

4.2. Obtenção do extrato bruto metanólico de rizoma s de E. grandiflorus 

 

4.2.1 Material Vegetal 

 

Os rizomas de E. grandiflorus foram coletados em novembro de 2010 de na 

área de cultivo para a produção do refrigerante Mineirinho®, no município de 

Tanguá/RJ.  

Foram colhidos indivíduos de Echinodorus grandiflorus (Chamisso & 

Schlechtendal) Micheli, cuja identificação botânica foi realizada pela Dr. Érika Santos 

Guimarães, com a coleta atual confirmada pelo Dr. Daniel Sales Pimenta. A exsicata 

encontra-se depositada sob o número 30.707 no Herbário CESJ da Universidade 

Federal de Juiz de Fora. 

Foram coletados 90% de cada rizoma, sendo os 10% restantes, referentes à 

porção apical, replantados no local da coleta. Após 24 horas, relativas ao transporte 

entre a área de coleta e o Laboratório de Fitoquímica do Departamento de 

Botânica/UFJF, os rizomas foram rapidamente lavados para retirada da terra e 

raízes, sendo posteriormente cortados em pequenos pedaços de aproximadamente 

um centímetro cúbico. Parte da amostra foi seca em estufa de secagem com 

circulação e renovação de ar Cienlab modelo CE-22/480, com temperatura 

controlada de 40°C e ventilação forçada até peso constante, para obtenção do teor 

de umidade de toda a amostra. 
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Este material vegetal foi submetido à extração por maceração estática com 

metanol P.A., Merck S/A Indústrias Químicas, com troca periódica do solvente. Para 

garantir a exaustão do processo, os rizomas foram triturados em liquidificador 

industrial TRON 2L, após oito extrações, e novamente submetidos à maceração 

estática com três trocas de solventes.  

O solvente foi eliminado do extrato através de evaporador rotatório Fisatom, 

modelo 802, a 40° C. 

 

4.2.2. Perfil químico do extrato bruto metanólico d e rizomas de E. grandiflorus   

 

Uma alíquota de 30 mg do extrato bruto metanólico de rizoma foi enviada 

para análise por cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) na Plataforma 

Analítica de Farmanguinhos, FIOCRUZ/RJ. O perfil químico do extrato metanólico 

bruto de rizomas de E. grandiflorus  (EBMRE) foi obtido por CLAE – UV, em 

equipamento Shimadzu com 2 bombas LC-10AD, desgaseificador DGU-12A, injetor 

automático SIL-10AD, forno de colunas CTO-10A e detector por arranjo de diodos 

SPD-M10AVP. Os dados foram adquiridos por interface SCL-10A. Aquisição de 

dados e controle pelo software Shimadzu CLASS-VP versão 6.13 SP2.  

Para isso, 5 mg de amostra foram diluídas em 500 µL de metanol e injetados 

em coluna Supelcosil - C18 - 25cm X 4,6mm - 5 µm, na presença de coluna guarda 

do tipo supelcoguard : LC 18 - 2cm. Foi utilizado um sistema com gradiente linear 

que consistiu de uma fase móvel: TFA 0,05% em água (A) e acetonitrila (B), com 

fluxo de fase a 1 mL/min, partindo no tempo zero com 5% de acetontrila chegando a 

65% em 60 minutos. Entre 60 e 70 min a concentração de B subiu de 65 para 100%, 

ao atingir os 70 minutos até os 80 min foi mantido os 100% de B, retornando 

linearmente entre 80 e 83 min a 5% B e mantendo-se por mais 15 min. Foi realizado 

um monitoramento utilizando-se o detector UV em varredura entre 200 a 400 nm, 

sendo selecionadas as leituras a 220, 270, 335 e 360 nm, das quais posteriormente 

foram priorizados para comparação química os comprimentos de onda 220 e 335nm. 

 

4.2.3 Fracionamento do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus 

 

Para a obtenção das frações semi-purificadas, uma alíquota de 15 g do 

extrato bruto metanólico de rizomas foi ressuspenso em água destilada e fracionado 
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em funil de separação utilizando um processo cromatográfico do tipo partição 

líquido–líquido (v/v) com solventes de polaridade crescente, a saber: hexano 9:1 

acetato de etila e acetato de etila 100%, como demonstrado no Figura 6. Foram 

obtidas assim três frações semi-purificadas (hexânica 9:1 acetato de etila - FHAc, 

acetato de etila 100% - FAc, e a resíduo aquoso final - FRA) que então foram 

testadas para monitoramento farmacológico. 

Além disso, foram retirados 3 g do extrato bruto metanólico de rizomas e 

aplicados em uma coluna cromatográfica com Sephadex LH-20 como fase 

estacionária e metanol P.A. como eluente. As frações obtidas foram enviadas para 

análises cromatográficas e espectrométricas na Plataforma Analítica de 

Farmanguinhos, FIOCRUZ/RJ. 

O fracionamento forneceu 300 frações que, posteriormente, foram 

reagrupadas em 26 frações utilizando-se cromatografia em camada delgada em 

cromatoplacas em gel de sílica 60 G F254, eluídas em acetato de etila e metanol na 

proporção 8:2 (v/v), tendo sido visualizadas utilizando-se câmara escura Biothec 

254/365 NM em comprimentos de onda de 254 e 365nm e reveladas com iodo 

ressublimado.  

 

 

Figura 6: Esquema de fracionamento do extrato bruto metanólico de rizomas de 

Echinodorus grandiflorus. 
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4.2.4 Perfil químico da fração em acetato de etila 100% obtida a partir do 

extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus 

 

Uma alíquota de 2 mg da FAc foi submetida a análises por CLAE-UV 

utilizando os mesmos parâmetros descritos no item 4.2.2. Para a obtenção dos 

espectros de UV foi utilizado-se uma solução da amostra na concentração de 2mg / 

mL em metanol, filtrados em membrana de 0,22µm - Durapore (Millipore). 

Após a confirmação da presença de ácidos fenólicos derivados do ácido 

hidroxicinâmico nesta fração semi-purificada por CLAE-UV, foi realizado um 

processo de cromatografia em coluna utilizando-se Sephadex LH-20 de uma 

amostra de 600 mg da fração. 

Foram obtidas 340 frações que foram novamente agrupadas em 35 frações 

utilizando-se cromatografia em camada delgada em cromatoplacas com gel de sílica 

60 G F254 , eluídas em acetato de etila e metanol na proporção 8:2 (v/v), tendo sido 

visualizadas utilizando-se câmara escura Biothec 254/365 NM em comprimentos de 

onda de 254 e 365nm e reveladas com iodo ressublimado. 

 

4.3. Investigação Farmacológica 

 

 4.3.1. Avaliação farmacológica in vivo 

 Os testes in vivo foram realizados no Laboratório de Farmacologia de 

Produtos Naturais da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Juiz de 

Fora. 

 

4.3.1.1 Animais 

 

Neste trabalho foram utilizados camundongos Swiss machos com 32 dias de 

vida (18g) e ratos machos Wistar com 80 dias de nascido (160g). Todos os animais 

foram provenientes do Centro de Biologia da Reprodução da UFJF e foram mantidos 

em gaiolas de polipropileno com ração e água ad libitum a temperatura ambiente 

(22°C) e com luminosidade controlada gerando ciclos claro/escuro de doze horas, 

sendo privados de ração apenas doze horas antes da realização dos experimentos.  
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Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CEEA) da Universidade Federal de Juiz de Fora através 

dos processos n° 42 e 43/2011 (Anexos 1 e 2). 

 

4.3.1.2 Atividade Antinociceptiva 

 

4.3.1.2.1 Teste de Contorções Abdominais 

 

A atividade antinociceptiva de FAc foi avaliada através do Teste de 

Contorções Abdominais induzidos por ácido acético segundo Collier e colaboradores 

(1968). 

Para o teste de contorções abdominais foi realizado um planejamento 

estatístico e os grupos continham oito animais. FAc foi administrada nas 

concentrações de 100, 50 e 25 mg/kg peso, por via oral uma hora antes da 

aplicação do agente indutor.  

Passado o tempo de latência (1 hora), 10 ml/Kg peso de ácido acético 0,6% 

em salina estéril foram administrados intraperitonealmente em cada camundongo e o 

número de contorções abdominais foi contabilizado entre o 10° e o 30° minuto. Os 

grupos controle negativo e positivo receberam 10 ml/Kg peso de salina e Ácido 

acetilsalicilico 200 mg/Kg peso, respectivamente por via oral. 

Ao final do procedimento experimental, foram administrados 2,5 mg/kg de 

morfina a cada 4 horas durante 24 horas por via subcutânea para inibir o processo 

doloroso e os animais voltaram a consumir ração e água normalmente.  

 

4.3.1.2.2 Teste da Formalina 

 

Após sete dias do teste de contorções abdominais, os mesmos animais foram 

utilizados no Teste de Formalina, uma vez que se tratavam dos mesmos extratos a 

serem estudados e a administração ocorreu em dose única. O Teste da Formalina 

foi realizado conforme Hunskaar e Hole (1987).  

Assim, para esse teste, foram injetados 20 µL de formalina 2,5%, solubilizada 

em salina estéril, no espaço subplantar da pata direita dos camundongos e a 

duração do tempo de reação foi determinada de 0 a 5 minutos (1ª fase – Dor 

Neurogênica) e 15 a 30 minutos (2ª fase – Dor inflamatória) contados após a 
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aplicação da formalina. FAc foi testada nas concentrações de 100, 50 e 25 mg/kg 

peso e foram administrada, por via oral, 1 hora antes do início do procedimento. Os 

grupos controle negativo e positivo receberam 10 mL/kg peso de salina e 

indometacina 10 mg/Kg peso por via oral e Morfina 1 mg/kg por via subcutânea, 

respectivamente. 

 

4.3.1.2.3 Teste da Placa Quente 

 

Quatro grupos de oito camundongos foram tratados com FAc ou salina (100, 

50 ou 25 mg/kg, v.o.; 0,1 mL/10 g). Os animais foram colocados em placa quente 

aquecida a 55±1 ºC (EDDY & LEIMBACH, 1953). As medidas foram realizadas nos 

tempos zero, 30, 60 e 90 minutos após administração do extrato, com tempo máximo 

de permanência sobre a placa quente de 30 segundos. A morfina (5 mg/kg, s.c.), foi 

usada como controle positivo. 

 

4.3.2.2. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória 

 

4.3.2.2.1 Teste de Edema de Pata Induzido por Carra genina 

 

A capacidade de inibir o processo inflamatório de FAc foi avaliada através do 

Teste de Edema de Pata Induzido por Carragenina. Segundo o planejamento 

estatístico realizado, os ratos foram separados em grupos de seis animais cada. 

O procedimento teve início com a anestesia dos animais que participaram do 

procedimento, para isto foi aplicado por via intraperitoneal uma solução de cetamina 

e xilazina nas concentrações de 60 mg/kg peso e 10 mg/kg peso, respectivamente. 

O edema de pata foi induzido pela injeção de 0,2 mL de carragenina, na 

concentração de 1% p/v em salina estéril, administrada na região subplantar da pata 

direita dos ratos Wistar. Entretanto, uma hora antes os animais receberam por via 

oral, como preconizado por Winter e colaboradores. (1962), a FAc, previamente 

solubilizada em  0,1% deTween 80 e salina estéril, nas concentrações de 100, 50 e 

25 mg/Kg peso e o anti-inflamatório Indometacina na concentração de 10mg/Kg 

peso, como controle positivo. A pata esquerda dos animais foi utilizada como 

controle negativo e nela foi injetada 0,1 mL de salina. 
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A medida do edema em pletismômetro e o cálculo da diferença entre o 

volume deslocado pela pata direita e pela pata esquerda foi realizado a partir da 

primeira hora de teste, finalizando na quarta hora após a injeção de carragenina. 

 

4.3.2.2.2 Teste de Pleurisia Induzida por Carrageni na 

 

A pleurisia foi induzida em ratos Wistar pela injeção intrapleural de 0,4 mL, 

entre a terceira e a quinta costela do lado direito do mediastino, de uma suspensão 

de carragenina 1% em solução salina estéril (VINEGAR et al., 1973). Grupos de seis 

ratos foram tratados com FAc (100, 50 ou 25 mg/kg, v.o.), indometacina (10 mg/kg, 

v.o.) ou salina (10 mL/kg, v.o.) uma hora antes da aplicação do agente inflamatório. 

Quatro horas após a indução da inflamação, foi realizado um procedimento de 

aprofundamento da anestesia com cloridrato de cetamina (120 mg/kg) e cloridrato de 

xilazina (20 mg/kg) e assim eutanasiados. Uma incisão foi feita entre a terceira e 

quinta costela em cada lado do mediastino. O exsudato pleural foi coletado, 

transferido a um tubo cônico de centrífuga e o volume foi determinado. Uma solução 

com de 20 µL do exsudato acrescido de 40 µL de líquido de Turck foi utilizada para 

determinar a contagem total de leucócitos em câmara de Neubauer. 

 

4.3.2.3 Análise dos Dados 

 

Os dados obtidos foram demonstrados através da média ± desvio padrão. A 

análise estatística foi feita por ANOVA seguida de teste de Student Newman-Keuls, 

que foi utilizado para medir o grau de significância.   

 

4.3.3 Avaliação farmacológica in vitro 

 

 Os testes in vitro foram realizados no Laboratório de Imunologia do Instituto 

de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Juiz de Fora. 

 

4.3.3.1 Preparação dos extratos para cultura 

 

As FHAc, FAc e FRA obtidas a partir do extrato bruto metanólico de rizomas 

de Echinodorus grandiflorus foram diluídas nas concentrações de 0,0001; 0,001; 
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0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1000 µg/mL, sendo a concentração máxima em DMSO 1% 

(v/v), com diluição seriada para as concentrações subsequentes. 

 

4.3.3.2 Linhagem celular e cultura 

 

Macrófagos J774A.1 (2x105 células/mL) foram cultivados em placas de 96 

poços em RPMI-1640 suplementado com 2 mM L-glutamina, 100 µg/mL de 

antibiótico (estreptomicina e penicilina), 5% de soro fetal bovino (SFB), mantido a 

37°C em 5% de CO2. Os macrófagos foram cultivados por 48 horas na presença ou 

ausência dos extratos nas concentrações de 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 

1000 µg/mL e estimulados ou não com LPS (1µg/mL) e IFN-γ (0,9 ng/mL) em 

triplicata. Como controle negativo foram utilizados células não estimuladas com LPS 

e IFN-γ e não tratadas. Como controle positivo foram utilizadas células estimuladas 

com LPS e IFN-γ e tratadas apenas com DMSO 1%. 

 

4.3.3.3 Determinação da produção de NO 

 

A concentração de NO (indiretamente determinada pela dosagem de nitrito) 

foi medida pela Reação de Griess (GREEN et al., 1982), no sobrenadante de 48 

horas de cultura nos poços estimulados com LPS e IFN-γ. Para realização do teste 

100 µL de sobrenadante de cada poço foram transferidos para placas de 96 poços. 

Posteriormente, foi acrescentado igual volume de reagente de Griess (1% de 

sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)-etileno diamina hidroclorida, 5% H3PO4, Sigma, 

St. Louis, MO, USA). A concentração de NO foi determinada por comparação com 

uma solução padrão de nitrito de sódio a 200 µM. A absorbância foi medida a 540 

nm. A porcentagem de inibição da produção de NO foi calculada pela fórmula       

100 - [( x 1 - x 3) / ( x 2 - x 3) * 100], considerando x 1, x 2 e x 3 a média da 

concentração de NO (µM) nos poços de células estimuladas e tratadas com os 

extratos, células estimuladas e não tratadas, e células não estimuladas e não 

tratadas, respectivamente. 
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4.3.3.4 Avaliação da citotoxidade 

 

A viabilidade dos macrófagos J774A.1 foi determinada pelo método 

colorimétrico do MTT  (REILLY et al., 1998). Para o teste, após o tempo de cultura 

de 48 horas nos poços não estimulados com LPS e IFN-γ, os sobrenadantes foram 

descartados e, a seguir, 100 µL de RPMI foram adicionados em todos os poços 

contendo as células. Em seguida, 10 µL de uma solução a 5 mg/mL de MTT(corante 

Thiazol Blue Tetrazolium Bromido - Sigma, St. Louis, MO, USA) foram 

acrescentados a cada poço. A placa foi incubada à 37°C em estufa com 5% de CO2. 

Transcorrido o período de 4 horas, a reação foi finalizada com o acréscimo de 100 

µL de álcool isopropílico acidificado com HCl 0,4%. A absorbância foi lida a 570 nm 

e a citotoxidade (%) obtida pela fórmula 100 – [( x 1 / x 2) * 100], considerando x 1 e 

x 2 a média da OD (570 nm) nos poços de células tratadas com os extratos e células 

não tratadas, respectivamente. 

   

   

4.3.3.5 Perfil químico das frações obtidas por part ição líquido-líquido testadas 

in vitro 

 

Para a avaliação da eficácia do processo de fracionamento do extrato bruto 

metanólico, realizado através de processo cromatográfico do tipo partição líquido–

líquido (v/v), foi realizada a análise em CLAE-UV do EBMRE e das frações FHAc, 

FAc e FRA no Laboratório de Bioquímica do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade Federal de Juiz de Fora utilizando cromatografo líquido Agilent 1200 

séries (Waldbronn, Alemanha).  

Para tanto 6 mg do EBMRE e da FRA foram solubilizados em 0,5 mL de água 

Miliquê, previamente filtrada, e as frações FHAc e FRA foram solubilizadas em 

metanol grau HPLC marca Tedia Company (Fairfield, EUA) nesta mesma 

concentração. Uma alíquota de 20 µL foi aplicada utilizando injetor automático em 

coluna Zorbax SB - C18 - 25cm X 4,6mm - 5 µm. Foi utilizado um sistema com 

gradiente linear que consistiu de uma fase móvel: água (A) e acetonitrila (B), com 

fluxo de fase a 1 mL/min, partindo no tempo zero com 5% de acetontrila chegando a 

65% em 60 minutos. Foi realizado um monitoramento utilizando o detector UV em 
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varredura entre 190 a 400 nm, sendo selecionadas as leituras a 220, 270, 335 e 360 

nm, das quais posteriormente foram priorizados para comparação química os 

comprimentos de onda 220 e 335nm. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Perfil químico dos extratos brutos etanólico e metanólico de rizomas de E. 

grandiflorus por CLAE-UV 

 

Com a intenção de conhecer as substâncias presentes nos rizomas de E. 

grandiflorus e assim relacioná-las com a ação descrita por Dutra et al. (2006), 

promoveu-se a análise dos extratos brutos etanólicos e metanólico através de CLAE-

UV, observando que nos comprimentos de onda de 220 e 335 nm os sinais 

presentes nos cromatogramas corresponderam principalmente a derivados do ácido 

hidroxicinâmico (DAH).  

Comparando os cromatogramas de folhas (PIMENTA, 2002) e rizomas sob as 

mesmas condições ambientais e sistema cromatográfico destacam-se que os 

extratos etanólicos de rizoma apresentaram maior produção de substâncias 

detectadas qualitativa e quantitativamente nas estações da primavera e verão, como 

observado em extratos de folhas. Porém, nos rizomas foram observadas diferenças 

quanto à sua obtenção, se rizomas secos ou frescos (Figuras 7 e 8). A partir de 

rizomas frescos é verificado um constituinte detectado a 220 nm, com TR de 

aproximadamente 13 minutos (13,28 – 13,96 min.) (Figura 8) que não foi detectado a 

partir de rizomas secos. Em folhas, há a presença de uma substância com TR e UV 

semelhantes, que ocorre em maior quantidade também em folhas frescas do que 

secas. A partir de rizomas frescos, bem como nas folhas, na detecção a 335 nm 

destaca-se um constituinte a aproximadamente 30 min. (29,34 – 30,27 min.) (Figura 

9) que pode ser o ácido ferúlico. Já a partir de rizomas secos destacam-se dois 

constituintes a 335 nm, o primeiro com TR de aproximadamente 32 min. (32,07 – 

32,40) e o segundo com TR de aproximadamente 37 min. (37,00 – 37,29). 

Na Tabela 1 são listados os DAH encontrados nos extratos etanólicos de 

folhas e rizomas e no extrato metanólico de rizomas. 
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A
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C 

 

D 

 

 

Figura 7: Espectros a 335 nm de extratos etanólicos brutos de rizoma seco de E. 

grandiflorus: A – Primavera; B – Verão; C – Outono e D  - Inverno. 
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A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

Figura 08: Espectros a 335 nm de extratos brutos etanólicos de rizomas frescos de 

E. grandiflorus: A – Primavera; B – Verão; C – Outono e D - Inverno.
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Tabela 1: Derivados do ácido hidroxicinâmico detectadas por UV de acordo com a 
concentração do sistema de eluição acetonitrila : água em CLAE, dos extratos 
etanólicos de folhas e rizomas e do extrato metanólico de rizomas de Echinodorus 
grandiflorus. 

Ext. Etanólico Folha 

(Pimenta, 2002) 

Ext. Etanólico Rizoma Ext. Metanólico Rizoma 

19 ACN : 81 H2O 19 ACN : 81H2O 19 ACN : 81H2O 
23 ACN : 77 H2O  -------- -------- 

-------- 25 ACN : 75 H2O -------- 
30 ACN : 70 H2O 30 ACN : 70 H2O 30 ACN : 70 H2O 

-------- -------- 31 ACN : 69 H2O 
-------- 32 ACN : 68 H2O 32 ACN : 68 H2O 

33 ACN : 67 H2O 33 ACN : 67 H2O 33 ACN : 67 H2O 
34 ACN : 66 H2O 34 ACN : 66 H2O 34 ACN : 66 H2O 

-------- 35 ACN : 65 H2O 35 ACN : 65 H2O 
37 ACN : 63 H2O 37 ACN : 63 H2O 37 ACN : 63 H2O 

-------- 38 ACN : 62 H2O 38 ACN : 62 H2O 
 

Em folhas, além da mistura de DAH, também foi verificado a ocorrência de 

flavonoides e substâncias apolares, com o isolamento de um terpenoide (PIMENTA, 

2002). Enquanto que nos rizomas foi verificado a mistura de DAH, que é mais 

complexa que a observada nos extratos de folha, havendo também a possibilidade 

da presença de ácido caféico e ácido ferúlico. Contudo, a utilização de 

espectrometria em UV impede a determinação das substâncias, porém indica 

classes químicas, dentre as quais estão os derivados do ácido hidroxicinâmico 

(DAH) e os flavonoides. Portanto, a Tabela 1 não determina a igualdade dos 

extratos, porém indica a possível semelhança entre eles (Figuras 9 e 10). 

Com base na presente comparação, o uso de folhas de E. grandiflorus, 

recurso mais renovável, não deve substituir o uso de rizomas, visto que os extratos 

são quimicamente diferentes. 
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Imagem adaptada de Canela (1999)   

Figura 09: Espectros de ultravioleta referente às substâncias detectadas a 335nm a partir do extrato bruto etanólico de rizomas 

frescos de E. grandiflorus – Primavera e padrões obtidos por Canela (1999). 

5 6 

7 
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O componente majoritário observado na Figura 11 é o mesmo em todos 

os comprimentos de onda estudados, uma vez que possui o mesmo tempo de 

retenção (TR: 24,65), que corresponde à concentração de eluição de 30 ACN : 

70 H2O. Conforme a Tabela 1, corresponde ao ácido ferúlico (Figura 12), tendo 

sido isolado por Pimenta (2002) no extrato bruto metanólico de folhas e 

localizado nos extratos brutos etanólicos, metanólicos e aquosos. 

Para tornar possível a comparação entre o perfil químico dos extratos 

etanólicos e o extrato metanólico estudado (Figura 11), foram utilizados 

sistemas cromatográficos semelhantes e detecção em UV a 220, 270, 335 e 

360 nm. Ainda de acordo com essa mesma Figura, pode-se comprovar que os 

comprimentos de onda de 220 e 335 nm detectaram um maior número de 

constituintes. 

O perfiil cromatográfico apresentado nas Figuras 09 e 10 realça a 

extração de substâncias mais polares, concentrando os constituintes entre 0 e 

40 minutos o que justifica o fracionamento do EBMRE proposto: FHAc que 

concentra as substâncias menos polares, FAc que concentra as frações 

medianamente polares, correspondendo ao intervalo de TR entre 

aproximadamente 20 a 40 minutos e a FRA que concentra substâncias mais 

polares. 

Foram coletados 1380g de rizomas frescos de E. grandiflorus, sendo 

que 100g foram levados a estufa até peso constante, o que determinou que os 

rizomas possuíam 60% de umidade. O cálculo de rendimento foi obtido com 

base no peso seco de 512g. Após redução, foram obtidos 23,63g de extrato 

metanólico bruto, determinando um rendimento de aproximadamente 4,6%. 

As frações obtidas a partir do fracionamento por partição líquido-líquido 

(v/v) de 15 gramas do extrato bruto metanólico tem seu rendimento mostrado 

na Figura 13. 
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B

C  

D  

 
Figura 10: Perfil cromatográfico do extrato bruto metanólico de rizomas de 
Echinodorus grandiflorus obtido por CLAE-UV e detectado a: A - 220, B - 270, 
C - 335 e D - 360 nm. 
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Figura 11: Expectros de ultravioleta da substância com concentração no 

sistema de 30% Acetonitrila : 70% Água, detectado a partir dos extratos 

etanólico de folha (A), etanólico (B) e metanólico (C) de rizomas de 

Echinodorus grandiflorus e espectro de ultravioleta do padrão de ácido ferúlico. 
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Figura 12: Rendimento das frações obtidas a partir da partição líquido-

líquido do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus. 

 

Os resultados de Dutra et al. (2006) justificam o biomonitoramento 

visando a obtenção de mistura semi-purificada e/ou substância(s) como 

marcardor(es) químico(s). A mistura de DAH, presumivelmente presente na 

FAc, pode ser considerada promissora, uma vez que já foram descritas 

atividades farmacológicas para diversas substâncias dessa classe química. 

Cotelle (2005), classificou o acido caféico como um potente inibidor da 

enzima lipoxigenase (5-LO), uma das responsáveis pela biossíntese dos 

leucotrienos, que são potentes mediadores químicos da inflamação. Assim, 

controlar sua biossíntese seria uma opção de tratamento de muitas doenças 

inflamatórias. Khan et al., (2007), por sua vez, verificaram que o éster fenetil do 

ácido caféico é capaz de inibir a inflamação e o estresse oxidativo causadores 

das lesões verificadas no acidente vascular cerebral. Nardini et al., (2000) 

citam o ácido caféico como uma substância capaz de influenciar os processos  
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celulares e portanto, pode ser considerado um antioxidante, anti-inflamatório, 

anti-mutagênico e anti-tumoral. A ação anti-inflamatória estaria diretamente 

ligada a inibição da migração celular, o que é confirmado por Molnar et al., 

(2005) ao concluir que esta substância é capaz de inibir o fator inibidor de 

macrófagos. 

Chao e Lin (2011) determinaram a presença de ácido ferúlico como 

constituinte de Angelica sinensis (Apiaceae) e lhe atribuíram as atividades anti-

inflamatória e imunomodulatória. Ma et al. (2010) concluíram que este mesmo 

ácido é capaz de inibir a expressão de moléculas de adesão, o que propiciaria 

a substância agir nas mais diversas doenças inflamatórias incluindo aquelas 

induzidas por radiação. Huang et al. (2011) demonstraram ainda que o ácido 

ferúlico é capaz de suprimir significativamente a produção de óxido nítrico, 

prostaglandina E2 e interleucina 1β, além de diminuir a óxido nítrico sintase tipo 

2 e a ciclooxigenase-2 nas células da micróglia, fato importante para estados 

de inflamação do tecido nervoso.  

O fenetil éster do ácido caféico mostrou-se um potente anti-inflamatório 

visto que foi capaz de modular a ação do fator nuclear Kappa-B, um importante 

mediador inflamatório responsável por estimular a produção de citocinas, 

proteases, moléculas de adesão e outros mediadores inflamatórios. Em testes 

in vitro o fenetil ester do ácido caféico diminuiu a viabilidade de células de 

defesa de maneira dependente da dose e  diminuiu a LD 50 da dexametasona, 

quando avaliada in vivo  em modelo de inflamação subcutânea induzida por 

carragenina. A substância foi capaz de induzir apoptose em leucócitos, reduzir 

o número de leucócitos no exsudato e de netrófilos e monócitos  no local da 

inflamação (ORBAN et al., 2000).  

Sousa (2008), ao analisar o efeito antioxidante e anti-inflamatório de três 

derivados sintéticos do ácido caféico, um ácido hidroxicinâmico, o ácido trans-

3-(3,4,5-triidroxifenil)-2-propenóico (THPPE) e os respectivos ésteres,     trans-

etil-(3,4,5-triidroxifenil)-2-propenoato (ETHPPE) e dietil-2-(3,4,5-

triidroxifenilmetileno) malonato (E2THPPE) verificou que as substâncias em 

estudo possuiam a capacidade de inibir tanto COX-1 quanto COX-2, entretanto 

requeriam concentrações mais elevadas que a Indometacina, utilizada como 

referência. Além disso, os resultados demonstraram que os mesmos são 
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capazes de inibir a enzima xantina oxidase, confirmando que os ácidos 

fenólicos possuem propriedades antioxidantes. 

Shin et al. (2004), por sua vez, avaliaram os efeitos anti-inflamatórios e 

antinociceptivos do ácido caféico, do metil éster do ácido caféico e do ácido di-

oacetilcaféico utilizando os modelos de edema de pata induzido por 

carragenina, testes de contorções abdominais e teste da placa quente 

respectivamente e demonstraram que o metil éster do ácido caféico, dentre as 

substâncias testadas, foi o que desempenhou melhor ação anti-inflamatória. Os 

autores investigaram o mecanismo de ação da substância e concluíram que a 

mesma é capaz de inibir de forma mais eficaz a produção de NO e 

prostaglandinas E2 e a liberação de TNF-α. Além disso, nas amostras testadas 

com metil éster do ácido caféico foram observados redução no RNAm da 

enzima óxido nítrico sintase indutível e de COX-2, ambos de forma dependente 

da dose e a mesma foi capaz de regular negativamente o mediador inflamatório 

NF-KB. Assim, os resultados sugerem que a ação anti-inflamatória do metil 

éster do ácido caféico seja resultante da inibição de iNOS, COX-2 e de TNF-α 

através da regulação de NF-KB. 

Hosoda et al. (2002) sintetizaram derivados do ácido ferúlico e 

verificaram que estes eram capazes de inibir COX-2. Os testes foram 

realizados utilizando um modelo de células de câncer de cólon humano, uma 

vez que uma possível super expressão de COX-2 com elevada produção de 

prostaglandinas pode estar envolvida neste tipo de câncer (ELDER & 

PARASKEVA). As substâncias estudadas podem até se tornar possíveis 

agentes quimiopreventivos (HOSODA et al., 2002) 

A partir de rizomas de Eremostachys glabra (Lamiaceae), foram isolados 

dois derivados do ácido ferúlico, o hexacosil-(E)-ferúlico e o leucosceptosídeo. 

Verificou-se que os mesmos possuíam atividade antioxidante, o que poderia 

contribuir para a atividade anti-inflamatória descrita tradicionalmente para E. 

glabra, visto que as espécies reativas de oxigêncio tem importante contribuição 

no mecanismo inflamatório. Além disso, outras substâncias estruturalmente 

semelhantes às identificadas já demonstraram propriedades anti-inflamatórias 

(Delazar et al. 2004). 
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5.2. Perfil químico da Fração em Acetato de Etila 1 00% obtida do extrato 

bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus . 

 

A fração escolhida para análise química e posterior investigação 

farmacológica foi FAc, visto que a polaridade do acetato de etila seria capaz de 

carrear as substâncias de interesse,ou seja, a mistura de DAH. 

As análises por CLAE-UV apresentada nas Figuras 14 e 15 confirmam a 

presença majoritária de DAH.  

A 

 
B 

 
C 

 
D  

 

Figura 13: Perfil cromatográfico por CLAE - UV da fração em acetato de etila 

100%, obtido do extrato bruto metanólico de rizomas de Echinodorus 

grandiflorus detectado a: A - 220, B - 270, C -335 e D - 360 nm. 
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As substâncias majoritárias também mudaram entre o EBMRE e FAc, 

sendo que nesta última podem ser detectados duas substâncias majoritárias 

(TR: 28,597 e TR: 33,557 min., UV relativos às substâncias 6 e 14 na figura 14 

respectivamente) em todos os comprimentos de onda. No perfil cromatográfico 

do extrato bruto metanólico, a substância majoritária possui tempo de retenção 

de 24,651 min., entretanto, pode-se inferir que este também pode ser 

visualizado no cromatograma da fração em acetato de etila 100%, com o tempo 

de 24,60 min. e espectro em UV semelhante ao detectado no extrato bruto 

(Figura 15 – substância 2). 

Como era esperado, ao realizar-se a partição do extrato bruto houve a 

concentração de substâncias com polaridade intermediária em FAc. Esse fato 

pode ser obsevado quando se comparam o cromatograma do extrato bruto 

metanólico de rizoma (Figura 10), com uma gama de substâncias com tempo 

de retenção entre 20 e 40 min. e o cromatograma de FAc (Figura 13 e Tabela 

2). 

 

Tabela 2: Derivados do ácido hidroxicinâmico detectadas por UV de acordo 
com a concentração do sistema de eluição ACN: H2O dos extratos etanólicos 
de folhas e rizomas, do extrato metanólico de rizomas e da fração em acetato 
de etila 100% obtida do extrato bruto metanólico de rizomas de Echinodorus 
grandiflorus. 

Ext. Etanólico 

Folha 

Ext. Etanólico 

Rizoma 

Ext. Metanólico 

Rizoma 

Fração Acetato de 

Etila 100% 

19 ACN : 81 H2O 19 ACN : 81H2O 19 ACN : 81H2O -------- 
23 ACN : 77 H2O -------- -------- -------- 

-------- 25 ACN : 75 H2O -------- -------- 
30 ACN : 70 H2O 30 ACN : 70 H2O 30 ACN : 70 H2O 30 ACN : 70 H2O 

-------- -------- 31 ACN : 69 H2O -------- 
-------- 32 ACN : 68 H2O 32 ACN : 68 H2O -------- 

33 ACN : 67 H2O 33 ACN : 67 H2O 33 ACN : 67 H2O 33 ACN : 67 H2O 
-------- -------- -------- 33 ACN : 67 H2O 
-------- -------- -------- 33 ACN : 67 H2O 

34 ACN : 66 H2O 34 ACN : 66 H2O 34 ACN : 66 H2O 34 ACN : 66 H2O 
-------- -------- -------- 34 ACN : 66 H2O 
-------- -------- -------- 34 ACN : 66 H2O 
-------- 35 ACN : 65 H2O 35 ACN : 65 H2O -------- 
-------- -------- -------- 36 ACN : 64 H2O 
-------- -------- -------- 36 ACN : 64 H2O 

37 ACN : 63 H2O 37 ACN : 63 H2O 37 ACN : 63 H2O 37 ACN : 63 H2O 
-------- -------- -------- 37 ACN : 63 H2O 
-------- 38 ACN : 62 H2O 38 ACN : 62 H2O 38 ACN : 62 H2O 
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A Tabela 2 também mostra a capacidade de concentração de DAH em 

FAc, que apresenta maior quantidade (12) de substâncias dessa classe 

química. As duas substâncias majoritárias apresentadas na Figura 14 

correspondem na Tabela 2 às proporções 33 ACN : 67 H2O e 38 ACN : 62 H2O, 

ou seja, nesta mistura não foi detectado o ácido caféico (25 ACN : 75 H2O) e só 

se destaca o possível ácido ferúlico (30 ACN : 70 H2O) na leitura em 360 nm. 

No perfil cromatográfico referente a extratos brutos etanólicos (Figura 7 

e 8), foram apresentadas substâncias DAH como majoritárias. A partir de 

rizomas frescos, uma substância foi eluída na proporção 30 ACN : 70 H2O e, a 

partir de rizoma seco, uma substância foi eluída na proporção 32 ACN : 68 H2O 

e outra na proporção 37 ACN : 63 H2O. Avaliando-se a Figura 13, há a 

possibilidade destas substâncias majoritárias estarem dentre as majoritárias de 

FAc, o que seria esperado por este solvente carrear substâncias 

medianamente polares, independente da condição do rizoma estar seco ou 

fresco. Entretanto, para confirmar essa possibilidade, o isolamento das 

substâncias é necessário, e sua co-injeção no extrato bruto e em FAc, visto 

que as substâncias majoritárias observadas na Figura 13 eluem-se nas 

proporções de 33 ACN : 67 H2O e 38 ACN : 62 H2O e o sistema e eluição conta 

ainda com 0,5% de TFA que, segundo Pineli (2009), acidifica o meio, 

impedindo a ionização dos grupos fenólico e carboxílicos, alterando o tempo de 

retenção e melhorando a resolução do cromatograma. 
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Figura 14: Espectros de ultravioleta referente às substâncias majoritárias 

detectadas no perfil cromatográfico da fração em acetato de etila 100% do 

extrato bruto metanólico de Echinodorus grandiflorus a 335 nm.  
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5.3 Avaliação farmacológica da fração em acetato de  etila 100% obtida do 

extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus  

 

Com base na análise química dos extratos brutos etanólicos e do extrato 

bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus desenvolveu-se o 

biomonitoramento a partir da FAc, obtida a partir do extrato bruto metanólico de 

rizomas da planta, que apresentou os ácidos fenólicos derivados do ácido 

hidroxicinâmico. 

 

5.3.1. Avaliação farmacológica in vivo 

 

5.3.1.2 Atividade Antinociceptiva 

 

5.3.1.2.1 Teste de Contorções Abdominais 

 

 Após uma hora do tratamento com a FAc (25, 50 e 100 mg/Kg peso) o 

ácido acético foi aplicado e número de contorções abdominais foi contabilizado 

entre o 10° e o 30° minuto. FAc reduziu o número de contorções abdominais 

nas três doses testadas, sendo que na dose de 25mg houve a redução de 

18,75% (p<0,01), o mesmo ocorreu com a dose de 50 mg e na dose de 100 mg 

a redução foi de 17,18% (p<0,01). O ácido acetilsalicílico (AAS), utilizado como 

controle positivo foi mais efetivo, reduzindo 65,23% com p<0,001 (Tabela 3) 

 

Tabela 3: Efeito analgésico da fração em acetato de etila 100% (FAc) de 
Echinodorus grandiflorus sobre o número de contorções abdominais induzidas 
por ácido acético.   

Grupos Dose (mg/kg) Nº de contorções Inibição (%) 
Controle Salina       64,00±2,56 - 

 25       52,00±2,93** 18,75 
FAc 50       52,00±2,47* 18,75 

 100       53,00±3,05** 17,18 
AAS 200 22,25±2,18*** 65,23 
N = 8. *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001 após análise de variância seguido do 
teste Student-Newman-Keuls. 
 

No teste de contorções abdominais, FAc nas doses testadas 

demonstrou possuir ação analgésica, uma vez que houve diminuição 
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significativa do número de contorções quando comparadas ao controle 

negativo (Tabela 3). Segundo Lapa et al. (2003), a utilização do ácido acético 

como agente indutor torna o teste de contorções apenas responsável por uma 

triagem de substâncias com ação analgésica. Isso se deve à ação inespecífica 

do agente indutor uma vez que ativa vários eventos de neurotransmissão e 

neuromodulação que determinarão a nocicepção. Dessa forma, o modelo será 

sensivel tanto à substâncias de ação central quanto às de ação periférica 

dotadas dos mais variados mecanismos de ação. 

 

5.3.1.2.2 Teste da Formalina 

 

 Durante a primeira fase do teste de formalina, que é caracterizada pela 

presença de dor neurogênica, tanto FAc em todas as concentrações quanto 

indometacina não apresentaram capacidade de diminuir o tempo de lambida de 

pata. Somente a morfina foi capaz de reduzir de maneira significativa, com p< 

0,001, atingindo 74,54% de inibição (Tabela 4). 

 

Tabela 4: Teste de tempo de lambida da pata induzida por formalina 2,5%, 
primeira fase, após administração de 25, 50 e 100 mg/kg,por via oral, da fração 
em acetato de etila 100% (FAc) de Echinodorus grandiflorus 

Grupos Dose (mg/kg) Tempo (s) Inibição (%) 
Controle Salina 75,62±2,50 - 

 25 73,75±2,82 2,47 
FAc 50 73,12±2,60 3,31 

 100 72,62±2,21 3,97 
Morfina 5     19,25±2,08*** 74,54 
Indometacina 10 72,12±2,18 4,63 
.(n = 8). ***Significativo após análise de variância (ANOVA) seguido do teste de 
Student Newman-Keuls (p < 0,001).  
 

 Na segunda fase do teste, onde a nocicepção se relaciona à dor do tipo 

inflamatória, FAc nas doses de 50 mg/kg peso reduziu o tempo de lambida em 

12,02% (p<0,05%) e  a dose de 100 mg/Kg  reduziu em 26,48% com 

p<0,001%. A indometacina reduziu o tempo de lambida em 67,42% e a morfina 

em 71,68% ambos com p<0,001%. 
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Tabela 5: Teste de tempo de lambida da pata induzida por formalina 2,5%, 
segunda fase, após administração de 25, 50 e 100 mg/kg,por via oral, da fração 
em acetato de etila 100% (FAc) de Echinodorus grandiflorus.  

Grupos Dose (mg/kg) Tempo (s) Inibição (%) 
Controle Salina 82,12±2,15 - 

 25 79,25±3,56 3,49 
FAc 50  72,25±2,37* 12,02 

 100     60,37±2,24*** 26,48 
Morfina 5     23,25±1,67*** 71,68 
Indometacina 10     26,75±2,46*** 67,42 
(n = 8). Após análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Student 
Newman-Keuls *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001.  
 

O teste de Formalina é composto por duas fases distintas, a primeira 

onde se verifica nocicepção, devido a mecanismos relacionados ao sistema 

nervoso central e a segunda fase caracterizada pela dor relativa ao 

desenvolvimento de um processo inflamatório local (Shibata et al., 1989). Na 

primeira fase do teste, FAc nas doses testadas não apresentou diminuição no 

tempo de lambida de pata (Tabela 4), na segunda fase do teste, a dose de 25 

mg/Kg peso não diminuiu o tempo de lambida. Entretanto, as doses de 50 

mg/Kg peso (p<0.,05) e 100 mg/Kg peso (p<0,001) demonstraram diminuição 

do tempo de lambida dependente da dose (Tabela 5). Esse  resultado sugere 

que FAc não possui ação central, já que foi incapaz, nas doses testadas, de 

diminuir o tempo de lambida de pata na fase do teste onde a dor é 

neurogênica. Contudo, a redução do quesito testado na segunda fase 

demonstra a ação anti-inflamatória da fração, já que esta fase é caracterizada 

pela dor gerada a partir da produção de mediadores inflamatórios.  

 

5.3.1.2.3 Teste da Placa Quente 

 

Para confirmar a ausência de ação central visualizada durante a primeira 

fase do Teste de Formalina foi realizado o Teste da Placa Quente, onde 

segundo Lapa et al. (2003) a resposta a placa quente decorre de uma resposta 

operante de integração central. O teste foi realizado avaliando-se os tempos 0, 

30, 60 e 90 min após a administração da FAc nas doses de 100, 50 e 25 mg/Kg 

peso (Tabela 6) e não foi observado aumento no tempo de latência para o 

desenvolvimento de uma resposta nociceptiva ao estimulo térmico. Esse 

resultado reforça os dados observados na primeira fase do teste de Formalina 
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indicando que a FAc, nas doses testadas, não apresenta ação analgésica 

central. 

 A morfina, utilizada como controle positivo, não mostrou ação no tempo 

zero porém, em 30, 60 e 90 minutos causou um aumento significativo (p< 

0,001) no tempo de resposta ao estimulo térmico. 

 

Tabela 6: Tempo de latência ao estímulo térmico nociceptivo após a 
administração oral da fração em acetato de etila 100% (FAc) de Echinodorus 
grandiflorus.  

Tempo após a administração da droga Grupo Dose 
(mg/Kg) 0 min 30 min 60 min 90 min 

Controle Salina 5,90±0,50 6,12±0,42 6,21±0,31 6,23±0,37 
 25 6,06±0,48 5,92±0,34 6,26±0,38 6,25±0,34 

FAc 50 6,28±0,51 6,14±0,31 6,30±0,28 6,27±0,34 
 100 5,98±0,44 6,13±0,39 6,32±0,34 6,36±0,30 

Morfina 5 6,17±0,42 8,91±0,29*** 11,73±0,69*** 14,72±0,53*** 
Os valores apresentados para cada tratamento e em cada período estão 
expressos em segundos ± seu respectivo erro padrão. ***p<0,001 
 

 

5.3.2. Avaliação da Atividade Anti-inflamatória 

 

A investigação da ação anti-inflamatória observada através dos dados 

relativos a segunda fase do teste de Formalina foi avaliada através dos testes 

de Edema de Pata e Pleurisia ambos induzidos por carragenina. Segundo 

Dutra et al. (2006) a carragenina é um agente inflamatório por induzir a 

produção de prostaglandinas e o desenvolvimento de edema 

 

5.3.2.1 Teste de Edema de Pata Induzido por Carrage nina 

 

O Teste de Edema de Pata induzido por carragenina em ratos 

demonstrou que FAc foi capaz de reduzir o edema de maneira significativa em 

todas as dosagens testadas durante as quatro horas, com exceção da 

dosagem de 25 mg/Kg peso na primeira hora de teste.  
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Tabela 7: Efeitos da fração em acetato de etila 100% (FAc) de Echinodorus 
grandiflorus sobre o edema de pata induzido por carragenina.  

Volume deslocado (mL) Grupos Dose 
(mg/kg) 1 h 2 h 3 h 4 h 

Controle Salina 0,49±0,04 0,37±0,02 0,39±0,03 0,30±0,03 
 25 0,39±0,06 0,24±0,03** 0,28±0,03* 0,27±0,04* 

FAc 50 0,31±0,03* 0,25±0,01** 0,23±0,02** 0,23±0,01* 
 100 0,28±0,02** 0,20±0,02*** 0,22±0,04** 0,18±0,01* 

Indometacina 10 0,30±0,03* 0,21±0,04*** 0,21±0,03** 0,21±0,03* 
(n = 6). Indometacina (10 mg/kg) foi o fármaco de referência. Significativo após 
análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls ( * p 
< 0,05; ** p<0,01 e *** p< 0,001). 
 

Neste teste foram avaliados o volume deslocado pela pata edemaciada 

em comparação com a pata sem edema nas 1ª, 2ª, 3ª e 4ª horas após a 

administração de FAc, nas mesmas doses testadas anteriormente (Tabela 7). 

Apenas a dose de 25 mg/Kg peso não foi capaz de reduzir o edema na 

primeira hora de avaliação, nos demais tempos de teste, a FAc provocou 

inibição de maneira significativa do processo de edemaciamento dependente 

da dose, como também apresentou ação comparável com a Indometacina, 

controle positivo, na dose de 100 mg/Kg peso na 2ª hora de teste, nas doses 

de 50 e 100 mg/Kg peso na 3ª hora e em todas as doses testadas na 4ª hora 

analisada. 

O fato de FAc diminuir de forma muito significativa o edema no teste de 

Edema de Pata Induzido por carragenina indica que essa fração, nas doses 

testadas, possui ação anti-inflamatória promissora. O edema causado pela 

carragenina é devido ao aumento da permeabilidade celular, evento 

característico de reações inflamatórias, relacionado nas primeiras horas à 

liberação de histamina, bradicinina, serotonina, PAF, substância P e 

prostaglandinas (DI ROSA et al., 1971; POSADAS et al., 2004). A partir da 

quarta hora ocorre o aumento da expressão de iNOs e COX,  com aumento na 

formação de radicais  livres, NO e prostaglandinas (POSADAS et al., 2004) 

sendo que para alguns autores as prostaglandinas seriam as responsáveis pela  

manutenção do edema nesse momento (DI ROSA  e WILLOGHBY, 1971; 

TEIXEIRA et al., 1993). 

Segundo Lapa et al. (2003), se for observado ação no modelo de 

contorções abdominais, na segunda fase do teste de formalina e no teste de 

edema de pata induzida por carragenina, pode-se inferir que a droga testada 
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possui ação sobre a produção de prostaglandinas inibindo, por exemplo, a 

COX. Isso ocorre porque as protaglandinas estão envolvidas tanto no processo 

de dor inflamatória, por causarem hiperalgesia, quanto no processo de 

formação do edema, visto que as próprias prostaglandinas são um fator de 

potenciação do edema. É possivel, portanto, que a FAc, assim como observado 

no EBMRE (DUTRA et al., 2006), esteja modulando a biossíntese de 

protaglandinas.  

 

5.3.2.2 Teste de Pleurisia Induzida por Carragenina  

 

Considerando que FAc demonstrou possuir ação anti-inflamatória 

inibindo a formação de edema, o teste de pleurisia induzida por carragenina foi 

desenvolvido para avaliar se esta mesma fração era capaz de inibir o processo 

de migração de leucócitos. Esse processo é fundamental no desenvolvimento 

da inflamação. Nele, os macrófagos estimulados por mediadores inflamatórios, 

gerados durante a lesão, produzem citocinas como TNF-α e IL-1, que por sua 

vez induzem às celulas do endotélio a expressar moléculas de adesão, 

primeiro as selectinas que são responsáveis por uma adesão frouxa, seguida 

de integrinas que promovem uma adesão forte com produção de quimiocinas 

que ativam e estimulam a migração dos neutrófilos, monócitos e linfócitos T 

para o local da inflamação (CRUVINEL et al., 2010). A utilização do modelo de 

pleurisia induzida por carragenina permite que seja quantificado o volume do 

exsudato, assim como o número de leucócitos que migraram para a cavidade 

peritoneal (LAPA et al., 2003). 

FAc na dose de 25 mg/Kg peso reduziu o volume do exsudato (P<0,05) 

e as doses de 50 e 100 mg/Kg peso reduziram de maneira muito mais 

significativa (P<0,001) o volume do mesmo, tendo uma ação semelhante a da 

indometacina. Ao se analisar o número de leucócitos totais, verificou-se que a 

dose de 25 mg/Kg peso não apresentou ação, mas em contrapartida, as doses 

de 50 e 100 mg/Kg peso tiveram ação relevante (P<0,001), atividade essa 

muito semelhante a da indometacina (Tabela 8). Pelos dados, observa-se, que 

FAc é capaz de atuar sobre a migração leucocitária de forma dependente da 

dose. Esse resultado confirma a ação anti-inflamatória demonstrada por FAc no 

teste de edema de pata. 
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Tabela 8: Efeitos da fração em acetato de etila 100% (FAc) de Echinodorus 
grandiflorus (FAc) sobre o volume e no número de leucócitos totais do 
exsudato da pleurisia induzida por carragenina.  

Grupos Dose 
(mg/kg) 

Volume do exsudato 
(mL) 

Leucócitos totais 
(x 103 células/mm3) 

Controle Salina 0,67±0,06 15,65±0,41 
 25 0,50±0,06* 14,87±0,66 

FAc 50 0,37±0,04*** 12,17±0,40*** 
 100 0,35±0,04*** 11,78±0,72*** 

Indometacina 10 0,27±0,03***   7,30±0,19*** 
(n = 6). Indometacina (10 mg/kg) foi o fármaco de referência.  Significativo após 
análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Student Newman-Keuls        
( * p < 0,05;** p<0,01 e *** p<0,001). 
 

A atividade anti-inflamatória verificada justifica a continuação do 

biomonitoramento para a determinação de marcador(es) químico(s) de extratos 

provenientes de E. grandiflorus, visto que a FAc apresentou atividade anti-

inflamatória mais significativa do que o extrato bruto metanólico testado 

anteriormente por Dutra et al. (2006) (Tabelas 9 e 10). As tabelas demonstram 

que a dose de 100 mg/Kg peso da FAc possui ação anti-inflamatória 

apresentando 40% de inibição do edema de pata na última hora de teste, 

enquanto que o EBMRE, nessa mesma dose, foi capaz de inibir apenas 

16,67% quando avaliado na mesma fase do teste. Quanto ao teste de pleurisia  

a menor dose do EBMRE, 100 mg/Kg peso, não foi capaz de reduzir de 

maneira significativa tanto o volume do exudato quanto o número total de 

leucócitos, entretanto quando avaliada essa mesma dosagem de FAc observa-

se que a mesma diminui de maneira significativa (p<0,001) os dois paramêtros 

analisados, tendo sua ação semelhante a da indometacina. 
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Tabela 9: Comparação entre os dados obtidos por Dutra et al. (2006) no teste 
de edema de pata a partir do extrato bruto metanólico de rizomas de E. 
grandiflorus e o resultado obtido nesta pesquisa.  

Volume do 
Edema (mL) 

Volume deslocado (mL)  
 
 
(Dutra et al., 2006) 
 

 
 

 
 

 
Grupos 

 
Dose 

(mg/kg) 

 
Média±EP 

 
Inibição 

(%) 

 
 

 
Dose 

(mg/kg)  

 
 
 

1 h 

 
 
 

2 h 

 
 
 

3 h 

 
 
 

4 h 

 
Controle 

 
- 

 
0,90±0,04 

 
- 

 
Salina 

 
0,49±0,04 

 
0,37±0,02 

 
0,39±0,03 

  
 0,30±0,03 

  
100 

 
0,75±±±±0,04* 

 
16,67 

 
25 

 
0,39±0,06 

 
0,24±0,03** 

 
0,28±0,03* 

  
0,27±0,04* 

 
Extrato/Fac 

 
200 

 
0,57±0,03* 

 
36,67 

 
50 

 
0,31±0,03* 

 
0,25±0,01** 

 
0,23±0,02** 

  
0,23±0,01* 

  
400 

 
0,45±0,04* 

 
50,00 

 
100 

 
0,28±0,02** 

 
0,20±0,02*** 

 
0,22±0,04** 

  
0,18±±±±0,01* 

 
Indometacina 

 
10 

 
0,40±0,03* 

 
55,56 

 
10 

 
0,30±0,03* 

 
0,21±0,04*** 

 
0,21±0,03** 

  
0,21±0,03* 

Significativo após análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Student 
Newman-Keuls (* p < 0,05; **p<0,01 e ***p< 0,001). 
 
Tabela 10: Comparação entre os dados obtidos por Dutra et al. (2006) no teste 
de pleurisia a partir do extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus e 
o resultado obtido nesta pesquisa.  

 
(Dutra et al., 2006) 

    

Grupos Dose 
(mg/kg) 

Volume do 
exsudato 

(mL) 

Leucócitos 
totais 
(x 103 

células/mm3) 

Dose 
(mg/kg) 

Volume do 
exsudato (mL) 

Leucócitos totais 
(x 103 células/mm3) 

Controle - 1,95±0,04 25,52±0,25 Salina      0,67±0,06        15,65±0,41 
 100 1,80±0,07 25,18±0,26 25 0,50±0,06*        14,87±0,66 

Extrato/ Fac 200 1,77±0,07 21,86±0,33* 50   0,37±0,04*** 12,17±0,40*** 
 400 1,47±0,06* 19,68±0,22* 100   0,35±±±±0,04*** 11,78±±±±0,72*** 

Indometacina 10 1,17±0,09* 12,14±0,22* 10   0,27±0,03***   7,30±0,19*** 
Significativo após análise de variância (ANOVA) seguido do teste de Student 
Newman-Keuls (* p < 0,05; **p<0,01 e ***p< 0,001). 

 

5.4 Relação entre a constituição química e a ação f armacológica da 

mistura de DAH 

 

 Os resultados in vivo são pertinentes com a composição FAc como pode 

ser observado pelas ações anteriormente descritas para DAH (ORBAN et al., 

2000; NARDINI et al., 2000; HOSODA et al., 2002; SHIN et al., 2004; 

DELAZAR et al., 2004; MOLNAR et al., 2005; COTELLE, 2005; KHAN et al., 

2007; SOUSA, 2008; MA et al., 2010; CHAO & LIN, 2011; HUANG et al., 2011). 
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 Com base nestes resultados, justifica-se a utilização de rizomas, visto 

que a fração testada apresenta uma mistura de DAH qualitativa e 

quantitativamente diferentes da mistura destes constituintes encontradas nas 

folhas de E. grandiflorus por Pimenta (2002). 

 Não foi possivel a determinação de marcador(es) químico(s), porém os 

resultados encontrados são relevantes para o controle de qualidade da espécie 

em estudo. Destacam-se, para rizomas, também os ácidos fenólicos derivados 

do ácido hidroxicinâmico, citados na Farmacopeia Brasileira (2010) como teor 

referente a qualidade de extratos obtidos de folhas.  

 

5.5. Avaliação farmacológica in vitro 

 

5.5.1 Determinação da Produção de NO 

 

O NO é um importante mediador inflamatório, o teste de determinação 

da produção de NO foi realizado para verificar se ação anti-inflamatória de FAc, 

verificada nos testes in vivo, estavam envolvidas com a inibição da produção 

desse mediador. As demais frações foram testadas quanto a produção de NO 

como uma maneira de avaliar se as mesmas apresentavam potencial anti-

inflamatório. O teste de determinação da produção de NO foi realizado pelo 

doseamento da concentração de nitrito através da Reação de Griess. Neste 

caso, o melhor resultado foi desenvolvido pela fração em hexano 9:1 acetato 

de etila, que inibiu de maneira significativa (p<0,05) nas concentrações de 1000 

e 100 µg/mL. FAc, assim como a fração residual aquosa, demonstraram 

atividade significativa (p<0,05) apenas na concentração de 1000 µg/mL (Tabela 

11). Esses dados demonstram que as frações testadas tem ação na inibição da 

produção de NO através de L-arginina, o que reforça os dados encontrados 

nas pesquisas in vivo e demonstra o potencial das demais frações. 
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Tabela 11: Avaliação dos efeitos das frações obtidas por partição líquido-
líquido de extrato metanólico bruto de E. grandiflorus na inibição da produção 
de Óxido Nítrico por células Macrófagos J774A.1 através do método de Griess. 

Inibição de NO (%) a Frações  
1000b 100 10 

Hexano 9 : 1Acetato de Etila 
 100,00±2,34* 56,90±10,75* - 

Acetato de Etila 
  91,83±4,41* - - 

Fração Residual Aquosa  
  44,77±7,98* - - 

a O percentual de inibição foi calculado em relação à média dos poços estimulados (LPS and 

IFN-γ) sem tratamento. Os resultados foram calculados usando a formula 100-(( x 1-A)/( x 2-

A))*100, considerando que x 1 e x 2 são as médias da concentração de NO (µM) nos poços 
contendo as frações do extrato e nos poços estimulados sem tratamento, respectivamente. “a” 
Concentração basal de NO no sobrenadante das células não estimuladas sem tratamento.  
b Concentração da fração do extrato (µg/mL). 
* p<0,05 em relação às células estimuladas sem tratamento. 
- Não significativo em relação às células estimuladas sem tratamento. 
 

Ao longo do desenvolvimento do presente trabalho, algumas limitações 

forçaram a priorização tanto da análise química quanto dos testes 

farmacológicos. Desta forma, priorizou-se a fração com mistura de DAH, que 

após confirmada por CLAE-UV, foi testada farmacologicamente. No entanto, a 

partir dos resultados apresentados na Tabela 11 observa-se a necessidade da 

análise química e avaliação farmacológica também das demais frações semi-

purificadas obtidas do extrato bruto metanólico de rizoma de E. grandiflorus. 

 

5.5.2 Avaliação da Citotoxidade 

 

Para avaliação da citotoxidade das frações testadas na inibição da 

produção de NO, foi realizado o teste de MTT, onde o brometo de 3-metil-[4-5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazólio sofre redução apenas em células 

metabolicamente ativas através das desidrogenases mitocondriais formando 

um cristal de cor roxa (REILLY et al., 1998). Através deste método verificou-se 

que as frações não demonstraram ação citotóxica nas concentrações avaliadas 

e, assim como as células que não receberam nenhum tratamento, controle 

negativo, apresentaram 100% de viabilidade celular. Estes resultados 

demonstram que a diminuição da produção de NO verificada no teste anterior 

não foi devido a redução na viabilidade das células. A ausência de citotoxidade 

corrobora com a utilização farmacológica das frações testadas (Tabela 12). 
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Tabela 12: Avaliação dos efeitos das frações obtidas por partição líquido-
líquido a partir do extrato bruto metanólico de rizoma de Echinodorus 
grandiflorus sobre a viabilidade celular. 

Viabilidade celular Frações 
1000b 100 10 

Hexano 9 : 1 Acetato de Etila 
 

100% 100% 100% 

Acetato de Etila 
 

100% 100% 100% 

Fração Residual Aquosa 
 

100% 100% 100% 

b Concentração da fração do extrato (µg/mL). 
 

5.6 Perfil químico das frações testadas in vitro 

 

O processo de fracionamento por partição líquido-líquido mostrou-se 

efetivo, uma vez que o extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandilflorus 

exibiu uma mistura de substâncias, com destaque para os ácidos fenólicos 

derivados do ácido hidroxicinâmico (DAH) e as frações do extrato metanólico 

apresentaram substâncias distintas quando avaliadas por CLAE-UV (Figura 15 

e 16). Excetuando-se um DAH que encontra-se majoritário nos cromatogramas 

do EBMRE e nas frações FAc e FRA, e como segundo majoritário na FHAc 

(Figura 16) 

A FRA é constituída de uma mistura de substâncias mais polares, 

destacando-se principalmente flavonoides e DAH. Os flavonoides já foram 

verificados em extratos de folhas tanto em Pimenta (2002) quanto em 

Schnitzler e colaboradores (2004), porém são distintos destes por 

apresentarem diferentes tempos de retenção.  

A FAc concentrou a mistura de DAH, aumentando tanto qualitativamente 

quanto quantitativamente a detecção dessas substâncias, quando comparada 

ao extrato bruto e às demais frações. Essa fração também apresentou a 

presença de flavonoides entre seus constituintes.  

A composição química da FRA e da FAc corroboram os resultados 

visualizados quanto à capacidade dessas frações em inibirem a produção de 

NO. Há descrições na literatura tanto da capacidade dos flavonoides (SILVÁN 

et al., 1996; NIJVELDT et al., 2001; YOON & BAEK 2005;  BIESALSKI, 2007; 

SANTANGELO et al., 2007; CAZAROLLI et al., 2008; BOOTS et al., 2008) 
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quanto dos DAH (SHIN et al. 2004; HUANG et al. 2011) em inibirem a óxido 

nítrico sintase. 

O fato de FAc só apresentar inibição da produção de NO na maior 

concentração testada, por um lado confirma os resultados obtidos nos testes in 

vivo realizados com FAc, porém sugerem que a ação anti-inflamatória não 

esteja relacionada somente a inibição da óxido nítrico sintase. 

A FHAc apresenta duas substâncias majoritárias distintas dos DAH, a 

primeira com tempo de retenção de 0,98 min. (Figura 15 - D) e a outra com 

tempo de retenção de 24.... (Figura 16 – D) Entretanto, foi detectada uma 

mistura de DAH, relativamente mais apolar, diferente das demais frações. A 

ação promissora apresentada pela FHAc no teste de determinação da 

produção de NO pode estar relacionada à substância majoritária encontrada, 

uma vez que tal substância foi detectada apenas nesta fração (Figura 16). 
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Figura 15: Comparação entre os cromatogramas a 335nm do extrato bruto 

metanólico de rizomas de Echinodorus grandiflorus – A, e as frações obtidas 

por partição líquido-líquido (v/v)do extrato bruto: B – fração residual aquosa;C – 

fração em acetato de etila 100% e D – fração em hexano 9:1 acetato de etila 

nos tempos de retenção entre 0 e 10 minutos de corrida.  

A 

B 

C 

D 
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Figura 16: Comparação entre os cromatogramas a 335nm do extrato bruto 

metanólico de rizomas de Echinodorus grandiflorus – A, e as frações obtidas 

por partição líquido-líquido (v/v) do extrato bruto: B – fração residual aquosa; C 

– fração em acetato de etila 100% e D – fração em hexano 9:1 acetato de etila 

nos tempos de retenção entre 10 e 40 minutos de corrida. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os extratos etanólicos e metanólico brutos de rizomas de E. grandiflorus 

são constituídos principalmente de uma mistura de DAH, com maior produção 

dos constituintes na primavera e no verão. 

Os extratos de folhas e de rizomas apresentam constituições químicas 

diferentes. 

A fração em acetato de etila 100%, obtida por partição líquido-líquido do 

extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus, apresenta uma mistura 

complexa de DAH.  

A fração acetato de etila 100% apresentou ação anti-inflamatória, porém 

não demonstrou ação analgésica central.  

A fração em hexano 9:1 acetato de etila apresentou ação anti-

inflamatória promissora ao inibir de forma significativa a produção de óxido 

nítrico por macrófagos J774A.1. 

As frações semi-purificadas obtidas por partição líquido-líquido do  

extrato bruto metanólico de rizomas de E. grandiflorus não apresentaram ação 

citotóxica nas concentrações avaliadas em macrófagos J774A.1. 
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