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RESUMO

Introdução: O gênero Esenbeckia (Rutaceae) compreende cerca de 
30 espécies, sendo característico de regiões tropicais. A espécie 
Esenbeckia leiocarpa Engl. é conhecida popularmente no Brasil como 
guarantã, pau-duro, goiabeira ou guarataia. Espécies pertencentes ao 
gênero Esenbeckia têm sido utilizadas no tratamento de febre e/ou da 
malária por indivíduos da região amazônica. Estudos in vitro e in vivo
já demonstraram que espécies do gênero Esenbeckia possuem 
importantes ações farmacológicas, como atividade anticolinesterásica, 
antimalárica, anti-helmíntica e antimicrobiana. Objetivos: Estudar o 
efeito e o mecanismo de ação anti-inflamatória do extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH), frações, subfrações e compostos isolados da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. utilizando modelos experimentais in vivo
e in vitro. Materiais e Métodos: O efeito do EBH, frações n-hexano 
(Hex), acetato de etila (AcOEt) ou alcaloide (Alc), subfrações polar 
(Pol) e apolar (Apol), ou dos compostos di-hidrocorinanteol (DHC) e 
beta-sitosterol (-Sit) isolados do EBH foram investigados sobre 
migração de leucócitos, exsudação, mieloperoxidase (MPO), 
adenosina-desaminase (ADA), nitrato/nitrito (NOx), interleucina-1 
beta (IL-1), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-) e proteína 
inibitória kappa B-alfa (IB-) na inflamação induzida pela 
carragenina (Cg) no modelo da bolsa de ar, em camundongos. Ainda, 
o mecanismo de ação anti-inflamatória exercido pelo EBH, fração Alc 
e composto DHC foram avaliados sobre a apoptose de neutrófilos 
humanos, bem como sobre a adesão celular e diferentes funções 
neutrofílicas, como: fagocitose, degranulação, produção de espécies 
reativas de oxigênio (EROs) e citocinas/quimiocinas. Ainda, foi 
avaliado o efeito do -Sit sobre a captação de cálcio (Ca2+). 
Resultados: EBH, Alc, Pol, Apol, DHC e -Sit, foram efetivos em 
inibir a migração de leucócitos, a exsudação e as concentrações de 
MPO, ADA, NOx, IL-1 e TNF- (P < 0,05). As frações Hex e 
AcOEt inibiram todos os parâmetros inflamatórios estudados, exceto a 



exsudação. O composto DHC inibiu a degradação da proteína 
inibitória IB-. Ainda, EBH, Alc e DHC induziram a apoptose de 
neutrófilos humanos, quando comparados à apoptose espontânea (AE) 
(P < 0,05). EBH e Alc, mas não o DHC promoveram aumento 
significativo, tanto da fagocitose como do processo de adesão celular 
dos neutrófilos a células A549 (P < 0,05). EBH e Alc promoveram a 
degranulação, tanto de vesículas secretórias como de grânulos 
específicos/de gelatinase dos neutrófilos (P < 0,05). EBH, Alc e DHC 
promoveram também a degranulação de grânulos azurófilos de 
neutrófilos (P < 0,01). EBH, Alc e DHC inibiram significativamente a 
produção de EROs, assim como a produção de citocinas/quimiocinas, 
como interleucina-6 (IL-6), proteína inflamatória de macrófagos-1 alfa 
(MIP-1), proteína inflamatória de macrófagos-1 beta (MIP-1) e 
oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-) por neutrófilos 
ativados. -Sit promoveu aumento significativo na captação de Ca2+

de forma tempo- e concentração-dependente em neutrófilos ativados,
que foi prontamente inibido pela nifedipina, BAPTA-AM, LY294002 
e colchicina (P < 0,05). Conclusão: Este estudo demonstrou que a 
Esenbeckia leiocarpa Engl. possui potente efeito anti-inflamatório. 
Este efeito parece estar relacionado à inibição da migração de 
leucócitos, essencialmente de neutrófilos ativados, uma vez que a 
planta promoveu a degranulação destas células, inibiu as 
concentrações de enzimas relacionadas à atividade neutrofílica (MPO 
e ADA), assim como a produção de EROs, aumentou a adesão e a
fagocitose, além de induzir a apoptose de neutrófilos. Ainda, o 
material vegetal inibiu a exsudação, efeito este relacionado também à 
inibição das concentrações de .NO e de citocinas/quimiocinas de 
caráter pró-inflamatório: IL-1, TNF-, IL-6, MIP-1 e MIP-1 e 
GRO-. O DHC parece ser um dos responsáveis pelo efeito 
observado, uma vez que também demonstrou efeito anti-inflamatório 
por meio da inibição da migração de leucócitos, enzimas e 
citocinas/quimiocinas pró-inflamatórias, além de inibir a ativação do
NF-B. Ainda, o -Sit foi efetivo em inibir a resposta inflamatória de 
forma dependente da captação de Ca2+.

Palavras-chave: Esenbeckia leiocarpa Engl.; mecanismo de ação 
anti-inflamatória; modelo da bolsa de ar em camundongos; neutrófilos 
humanos.
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ABSTRACT

Introduction: The genus Esenbeckia (Rutaceae) includes about 30 
species, and is characteristic from tropical regions. Esenbeckia 
leiocarpa Engl. is popularly known in Brazil as “guarantã”, “pau-
duro”, “goiabeira” or “guarataia”. Esenbeckia species have been used 
for treatment of fever and/or malaria by inhabitants of Brazilian 
amazon region. In vitro and in vivo studies have already demonstrated 
that Esenbeckia species have important pharmacological actions, such 
as anticholinesterasic, antimalaric, anthelmintic and antimicrobial 
activities. Objectives: The aim of this work was to evaluate the effect, 
as well as the mechanism of anti-inflammatory action of the crude 
hydroalcoholic extract (CHE), fractions, subfractions, and isolated 
compounds from Esenbeckia leiocarpa Engl. using in vivo and in vitro
models. Materials and Methods: The effect of CHE,  fractions n-
hexane (Hex), ethyl acetate (AcOEt), and alkaloid (Alk), subfractions 
polar (Pol) and nonpolar (Nonpol), or isolated compounds
dihydrocorynantheol (DHC) and beta-sitosterol (β-Sit) isolated from 
CHE upon leukocyte migration, exudation, myeloperoxidase (MPO) 
adenosine-deaminase (ADA), nitrate/nitrite (NOx), interleukin-1 beta 
(IL-1β), tumour necrosis factor-alpha (TNF-α), and inhibitory kappa-
B-alpha protein (IB-) degradation in the inflammation induced by 
carrageenan (Cg) in the mouse air pouch model were investigated. 
Also, the mechanism of anti-inflammatory action of CHE, Alk and 
DHC on apoptosis of human neutrophil, as well as cell adhesion, and
different neutrophil functions, such as: phagocytosis, degranulation, 
reactive oxygen species (ROS) and cytokines/chemokines production
were evaluated. Also, the effect of -Sit on the calcium (Ca2+) uptake 
was evaluated. Results: The CHE, Alk, Pol, Nonpol, DHC and β-Sit,
inhibited leukocytes, exudation, MPO, ADA, NOx, IL-1β, and TNF-α 
(P < 0.05). The Hex and AcOEt fractions inhibited all of the 
proinflammatory parameters, except for the exudation. The compound 
DHC prevented the IB- degradation. Also, CHE, Alk, and DHC 



accelerated the spontaneous apoptosis of human neutrophils (P < 
0.05). CHE and Alk, but not DHC also increased both the 
phagocytosis and the adhesion exerted by neutrophils onto A549 cells 
(P < 0.05). CHE and Alk also promoted the degranulation of secretory 
vesicles and specific/gelatinase granules (P < 0.05). Also, CHE, Alk 
and DHC induced the degranulation of azurophilic granules (P < 
0.01). Moreover, CHE, Alk and DHC significantly inhibited the ROS 
production, as well as the production of cytokines/chemokines, such 
as interleukin-6 (IL-6), macrophage inflammatory protein-1 alpha 
(MIP-1), macrophage inflammatory protein-1 beta (MIP-1), and 
growth-related oncogene-alpha (GRO-) by activated neutrophils. -
Sit promoted a time- and dose-dependent increase of the calcium 
uptake in activated neutrophils that was promptly reversed by 
nifedipine, BAPTA-AM, LY294002, and colchicine (P < 0.05). 
Conclusion: This study showed that Esenbeckia leiocarpa Engl. has a 
potential anti-inflammatory effect. Such effect seems to be related to 
the inhibition of leukocyte migration, essentially activated neutrophils, 
since this herb promoted the degranulation on these cells, and 
inhibited the concentration of enzymes related to neutrophil activity 
(MPO and ADA), as well as the ROS production. It also increased 
both the phagocytosis and adhesion, besides inducing neutrophil 
apoptosis. Esenbeckia leiocarpa Engl. also inhibited the exudation, in 
a process related to the inhibition of .NO concentrations, as well as 
concentrations of proinflammatory cytokines/chemokines: IL-1, 
TNF-, IL-6, MIP-1 e MIP-1 e GRO-. DHC seems to be one of 
the most responsible for this effect, since it also showed an anti-
inflammatory effect by inhibiting leukocyte migration, enzymes and 
pro-inflammatory cytokines/chemokines, besides inhibiting NF-B 
activation. Also, -Sit was effective in inhibiting the inflammatory 
response in a Ca2+ uptake-dependent manner. 

Keywords: Esenbeckia leiocarpa Engl.; mechanism of anti-
inflammatory action; mouse air pouch model; human neutrophils.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. PLANTAS MEDICINAIS

Nos últimos anos, pesquisas relacionadas às propriedades 
químicas e farmacológicas de plantas medicinais estão voltadas à 
procura de substâncias com atividade biológica, no sentido de prover
uma base científica à utilização popular (GIORGETTI; NEGRIS; 
RODRIGUES, 2007; SILVA et al., 2011; KAROU et al., 2011), ou 
para a obtenção de novas estruturas químicas de interesse para a 
indústria farmacêutica, com propriedades farmacológicas específicas, 
podendo resultar em novos fármacos e/ou medicamentos fitoterápicos.

Muitas plantas já foram identificadas com potencial atividade 
anti-inflamatória, como por exemplo, a Salvia officinalis
(RODRIGUES et al., 2012), a Passiflora edulis (MONTANHER et 
al., 2007), a Solidago chilensis Meyen (GOULART et al., 2007; LIZ 
et al., 2008) e a Rosmarinus officinalis L. (NOGUEIRA DE MELO et 
al., 2011), e algumas delas são utilizadas na medicina popular para o 
tratamento de doenças inflamatórias, principalmente aquelas de 
caráter crônico, como a artrite reumatoide, o diabetes e a asma 
brônquica (KAPLAN et al., 2007; SINGH; SINGH; GOEL, 2011). 

A espécie Esenbeckia leiocarpa Engl., conhecida 
popularmente no Brasil como guarantã, pau-duro, goiabeira ou
guarataia, pertence ao gênero Esenbeckia e à família Rutaceae (Figura 
1). O gênero Esenbeckia (Rutaceae) compreende cerca de 30 espécies, 
sendo característico de regiões tropicais (KAASTRA, 1977). As 
espécies pertencentes a este gênero têm sido utilizadas no tratamento 
da febre causada pela malária por indivíduos da região amazônica 
(DOLABELA et al., 2008).
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Figura 1: Caules, folhas e inflorescências da Esenbeckia leiocarpa Engl.
Fonte:http://www.fazendacitra.com.br/dierberger/images/zoom/arvores/thumbs/es
enbeckia-leiocarpa.jpg; acesso em: 05/06/2008.

Estudos in vitro e in vivo já demonstraram que espécies do 
gênero Esenbeckia possuem importantes efeitos farmacológicos. 
Dentre elas, podem-se destacar: atividade anticolinesterásica 
(CARDOSO-LOPES et al., 2010), atividade antimalárica 
(CARVALHO et al., 1991; DOLABELA et al., 2008), anti-helmíntica 
(NAPOLITANO et al., 2004) e antimicrobiana (AGUILAR-
GUADARRAMA; RIOS, 2004). 

De maneira interessante, estudos fitoquímicos evidenciaram a 
presença de diferentes constituintes químicos para este gênero. Por 
exemplo, Nunes e colaboradores (2005) indicaram a presença de 
alcaloides (limonoides, acridonas e furoquinolinas) para Esenbeckia
sp. Mais especificamente, para a espécie Esenbeckia leiocarpa Engl., 
Delle Monache e colaboradores (1989) demonstraram a existência de 
alcaloides indólicos, triterpenos e lignanas em suas raízes. Da mesma 
forma, Nakatsu e colaboradores (1990) isolaram diferentes alcaloides 
desta espécie. 

Estas classes fitoquímicas poderiam direcionar os estudos 
desta pesquisa, uma vez que a literatura já publicada para o gênero 
Esenbeckia referencia estes compostos como sendo os constituintes 
majoritários. Além disso, estudos demonstraram que diferentes 
alcaloides promoveram importante efeito anti-inflamatório, o que 
pode ser verificado nos trabalhos referenciados a seguir.

Xiong e colaboradores (2007) demonstraram que o alcaloide 
ligustrazina inibiu a expressão do fator de transcrição ativador de 
células T helper 2 (GATA-3), bem como a síntese de interleucina-4 
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(IL-4), levando consequentemente à inibição da migração de 
eosinófilos para o tecido pulmonar, no modelo de asma induzido por 
ovalbumina (OVA), em ratos, desempenhando, desta forma,  
importante efeito anti-inflamatório. Ainda, estudos in vitro
evidenciaram que frações alcaloídicas foram efetivas em inibir a 
síntese de citocinas pró-inflamatórias, como fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-) e interferon-alfa (IFN-), em monócitos humanos 
infectados pelo vírus da dengue, caracterizando novamente uma 
atividade anti-inflamatória (REIS et al., 2008). 

Entretanto, até o presente momento, poucos estudos foram 
realizados objetivando avaliar o efeito anti-inflamatório da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. Neste sentido, Pozzatti e colaboradores (2011) 
demonstraram que a planta em questão foi efetiva em inibir a 
inflamação induzida pela carragenina, no modelo da pleurisia, em 
camundongos. Contudo, o mecanismo de ação anti-inflamatória 
exercido por esta planta permanece desconhecido. Desta forma, é 
importante estudar o efeito, bem como o mecanismo de ação anti-
inflamatória exercido pela Esenbeckia leiocarpa Engl., em modelos 
experimentais de inflamação tanto in vivo como in vitro, uma vez que 
estudos fitoquímicos indicaram a presença de compostos com 
potencial atividade biológica para esta espécie.

1.2. PROCESSO INFLAMATÓRIO

O processo inflamatório é uma resposta de defesa do 
organismo na tentativa de eliminar um eventual agente lesivo e, 
consequentemente, promover o reparo tecidual (MEDZHITOV, 2008). 
Esta resposta envolve uma série de eventos celulares, podendo-se 
destacar a ativação de diferentes enzimas, além da liberação de 
mediadores pró-inflamatórios, como .NO e diversas citocinas e 
quimiocinas pró-inflamatórias (KUBES, 1993; VAN DER VEEN; 
DE WINTHER; HEERINGA, 2009; KOBAYASHI, 2010;
BARLETTA; LEY; MEHAD, 2012). 

As citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias são liberadas por 
células sentinelas residentes, como, por exemplo, células dendríticas, 
macrófagos, mastócitos, células endoteliais ou células parenquimais 
(KUBES, 1993; PHILLIPSON; KUBES, 2011). Estes mediadores 
formam um gradiente de concentração, promovendo a quimiotaxia de 
células para o local da inflamação, primeiramente neutrófilos e 



28

posteriormente monócitos pelo endotélio de vênulas pós-capilares e 
(MEDZHITOV, 2008; MEDZHITOV; HORNG, 2009; KOH; 
DIPIETRO, 2011) (Figura 2). 

Figura 2: Processo de migração leucocitária. Inicialmente ocorre a 
marginalização e consequente rolamento dos neutrófilos sobre a parede do 
endotélio vascular. Estas células então aderem firmemente ao endotélio e, 
finalmente transmigram para o tecido-alvo. Fonte: 
http://www.crono.icb.usp.br/glandpineal.htm; acesso em: 15/03/2012.

Durante este processo, neutrófilos e posteriormente monócitos 
circulantes expressam moléculas de adesão, do tipo selectinas, como a
L-selectina, possibilitando a interação com ligantes presentes nas 
células endoteliais, como E- e P-selectinas, além da glicoproteína 
ligante da P-selectina-1 (PSGL-1), promovendo a marginalização e o 
consequente rolamento dos leucócitos pelo endotélio vascular. Este 
processo promove alterações conformacionais de moléculas de adesão 
do tipo integrinas, como a  integrina (very late antigen-4; VLA-
4), o antígeno associado à função de linfócitos-1 (LFA-1; 
CD11a/CD18) e o antígeno de macrófagos-1 (MAC-1; CD11b/CD18). 
Estas moléculas expressas nos leucócitos circulantes interagem com 
moléculas de adesão expressas nas células endoteliais, como 
moléculas de adesão intercelular-1 e -2 (ICAM-1 e -2), molécula de 
adesão de célula vascular-1 (VCAM-1) e molécula de adesão de célula 
vascular de mucosa-1 (MADCAM-1), levando à firme aderência dos 
leucócitos ao endotélio vascular. Finalmente, o processo de 
transmigração celular é diretamente mediado pela expressão de 
moléculas de adesão do tipo ICAM-2, molécula de adesão de célula 



29

endotelial e plaqueta-1 (PECAM-1), além de proteínas da família das 
moléculas de adesão juncionais (JAM) (ZARBOCK; LEY, 2009; 
WRIGHT et al., 2010).

A deficiência de moléculas de adesão leva a deficiência no 
recrutamento de leucócitos para o tecido lesado, como ocorre em 
pacientes com deficiência de adesão leucocitária (LAD), que 
apresentam infecções bacterianas recorrentes e, consequentemente, 
apresentam baixa expectativa de vida (ZARBOCK; LEY, 2009).
Ainda, a grande maioria das selectinas, além de integrinas e 
superfamília das imunoglobulinas já foram descritas no tecido sinovial 
de pacientes com artrite reumatoide (AGARWAL; BRENNER, 2006; 
SZEKANECZ; KOCH, 2008).

Com relação às principais células que participam da resposta 
inflamatória, pode-se destacar o sistema fagocítico mononuclear. Este 
sistema compreende os monócitos, que são leucócitos circulantes que, 
por sua vez, podem ser atraídos para o tecido lesado e, 
consequentemente diferenciados em células fagocíticas, como os 
macrófagos. Estas células desempenham diferentes funções, tanto na 
resposta imune inata, como adaptativa, em diferentes processos 
mediados pela expressão de grande variedade de receptores, incluindo 
receptores do tipo toll (TLRs), do tipo nod (NLRs) e de lectina do tipo 
C, além de modularem a formação do inflamassoma (MOSSER; 
EDWARDS, 2008). Desta forma, os macrófagos levam à destruição 
de partículas estranhas e bactérias pela geração de espécies reativas de
oxigênio (EROs) e citocinas pró-inflamatórias, como interleucina-1 
beta (IL-1) e TNF-, além de apresentarem atividade catabólica e 
proteolítica, e promoverem a fagocitose de restos celulares e o reparo 
tecidual (POLLARD, 2009; GALLI et al., 2011).

Com relação aos mediadores sintetizados, liberados ou que 
tenham receptores expressos por células mononucleares durante o 
processo inflamatório, pode-se destacar a adenosina. Este nucleosídeo
é liberado no meio extracelular e exerce uma ação pleiotrópica, 
podendo desempenhar um efeito pró- ou anti-inflamatório, 
dependendo de sua concentração, bem como dos receptores
envolvidos. Quatro receptores acoplados à proteína G já foram 
identificados para a adenosina, e são denominados receptores A1, A2A, 
A2B e A3 (LINDEN, 2011). A ligação deste nucleosídeo a estes
receptores promove diversos efeitos biológicos e algumas vezes 
opostos (LINDEN, 2011; BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012).  Os 
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receptores A1 e A3 são acoplados à proteína G inibitória (Gi/o) e 
apresentam alta afinidade pela adenosina.  Já os receptores A2A e A2B, 
que são acoplados à proteína G estimulatória (Gs), apresentam baixa 
afinidade por este nucleosídeo, e promovem aumento nas 
concentrações citosólicas de adenosina monofosfato cíclico (AMPc). 
O efeito anti-inflamatório predominante da adenosina parece ser 
mediado por sua ligação ao receptor A2A (LINDEN, 2011; 
BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012). 

Durante a resposta inflamatória, ocorre a formação de grandes 
quantidades de adenosina extracelular, que é degradada por meio da
reação de desaminação catalisada pela enzima adenosina-desaminase 
(ADA) (NOVAKOVA; DOLEZAL, 2011).

Além disso, estudos clínicos demonstraram que pacientes que 
não são capazes de expressar ADA normalmente apresentam 
imunodeficiência severa, decorrente de defeitos no desenvolvimento 
de linfócitos T, B e células natural killer (NK) (BOOTH et al., 2012).
Ainda, a quantificação da atividade desta enzima no soro tem sido 
utilizada como marcador preditivo de atividade de doença em 
pacientes com artrite reumatoide (ZAMANI; JAMALI; JAMALI, 
2012).

Outro grupo de células que desempenha um papel 
fundamental na imunidade inata e no estabelecimento do processo 
inflamatório são os neutrófilos. Estes são os leucócitos mais 
abundantes no sangue periférico humano, representando 40 a 60% dos 
leucócitos circulantes e constituindo a primeira linha de defesa contra 
patógenos, como bactérias, fungos, entre outros (LUO; LOISON, 
2008; KUMAR; SHARMA, 2010). Estas células são as primeiras a 
migrar para o local da inflamação, em um processo mediado 
diretamente por diferentes moléculas de adesão (WRIGHT et al., 
2010; WILLIAMS et al., 2011; SADIK; KIM; LUSTER, 2011).

Os neutrófilos são células efetoras, que não se diferenciam e 
normalmente apresentam meia-vida relativamente curta, de 8 a 20 h na 
circulação e de 1 a 4 dias no tecido. Nos humanos, a quantidade diária 
de neutrófilos eliminados da circulação é de aproximadamente 0,8-1,6 
x 109 células por quilograma de massa corpórea para a manutenção da 
homeostasia em condições fisiológicas (LUO; LOISON, 2008).

O processo de ativação dos neutrófilos é mediado por 
segundos mensageiros intracelulares. Dentre estes, pode-se destacar o 
cálcio (Ca2+). Este cátion é essencial tanto para o processo de ativação, 
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como para funções efetoras dos neutrófilos na resposta inflamatória, 
como a produção de radical ânion superóxido (O2

.-), a adesão ao 
endotélio vascular, a degranulação, a ativação da enzima fosfolipase 
A2 (PLA2) e da 5-LOX citosólicas, assim como a síntese de
interleucina-8 (IL-8) (TINTINGER et a., 2009a; 2009b).  Este 
processo de ativação ocorre pela interação das células neutrofílicas 
com moléculas quimioatrativas, como n-formil-metionil-leucil-
fenilalanina (fMLP), fator do sistema complemento C5a (C5a), 
leucotrieno B4 (LTB4), fator ativador plaquetário (PAF) ou IL-8 
(TINTINGER et al., 2009a).

Uma vez ativados, os neutrófilos migram para o local da 
inflamação, onde liberam uma grande quantidade de EROs, enzimas
proteolíticas e peptídeos antimicrobianos, que são armazenados 
basicamente em quatro tipos de grânulos (SIMARD; GIRARD; 
TESSIER, 2009). As vesículas secretórias são formadas por 
endocitose e contêm a maior concentração de proteínas plasmáticas e 
receptores de membrana, sendo essenciais para a resposta inflamatória 
mediada pelos neutrófilos (SOEHNLEIN; ZERNECKE; WEBER, 
2009). Os grânulos de gelatinase ou terciários são facilmente liberados 
e constituem uma fonte de metaloproteinases. Ainda, Os grânulos 
específicos ou secundários são ricos em lisozimas, lactoferrinas e 
colagenases e, consequentemente, desempenham um papel 
fundamental na atividade microbicida dos neutrófilos (WRIGHT et 
al., 2010). Finalmente, os grânulos azurófilos ou primários possuem 
grande quantidade de enzimas lisossomais, como a elastase, a 
catepsina G, a proteinase-3 e a enzima mieloperoxidase (MPO)
(CHAM; GERRARD; BAINTON, 1994; SOEHNLEIN; ZERNECKE; 
WEBER, 2009). 

A MPO é sintetizada principalmente por neutrófilos, e 
pertence à superfamília das hemeproteínas. Esta é uma proteína 
catiônica que se liga a moléculas aniônicas presentes na parede celular 
bacteriana, componentes da matriz extracelular e membranas 
celulares, incluindo as células endoteliais e os próprios neutrófilos.
Esta enzima está relacionada à defesa do hospedeiro. No entanto, em 
algumas situações pode contribuir para o processo de lesão tecidual
(VAN DER VEEN; DE WINTHER; HEERINGA, 2009). 

A MPO catalisa a formação do ácido hipocloroso (HClO), um 
dos grandes responsáveis pelo efeito microbicida dos neutrófilos 
(MALLE et al., 2007; VAN DER VEEN; DE WINTHER; 
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HEERINGA, 2009; MONTESEIRÍN, 2009). Esta reação ocorre a 
partir da liberação de íons cloreto (Cl-) e de H2O2 presentes nos 
fagossomas. O H2O2, por sua vez, é principalmente proveniente do 
processo de metabolismo oxidativo também denominado burst 
respiratório, por meio de uma reação catalisada pela enzima 
nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase 
(MALLE et al., 2007). 

Ainda, a MPO está associada a efeitos fisiopatológicos tanto 
em fagócitos, como em células endoteliais, contribuindo para o 
processo inflamatório em pacientes com aterosclerose (CHEN et al., 
2011a). Da mesma forma, diversos estudos já demonstraram o papel 
desta enzima em diferentes doenças de caráter inflamatório, como 
doença de Parkinson, artrite reumatoide, doença inflamatória 
intestinal, entre outras (CHOI et al., 2005; VAN DER VEEN; DE 
WINTHER; HEERINGA, 2009).

Durante a resposta inflamatória, o controle da morte dos 
granulócitos e a eliminação dos corpos apoptóticos ocorrem, 
principalmente pela fagocitose destas células por macrófagos 
residentes. Este processo é fundamental não só para a homeostasia 
tecidual, mas também para a resolução da inflamação e o reparo 
tecidual (FOX et al., 2010; KOH; DIPIETRO, 2011). Em condições 
fisiológicas, a apoptose dos neutrófilos ocorre por um processo 
conhecido como apoptose espontânea ou constitutiva (LUO; LOISON, 
2008; BORREGAARD, 2010; GEERING; SIMON, 2011). Já no local 
da inflamação, os neutrófilos podem entrar em apoptose 
espontaneamente, bem como terem a apoptose induzida pela ativação 
de receptores de morte, por ligantes, como o TNF- e a proteína Fas 
ligante (FasL) (FOX et al., 2010; GEERING; SIMON, 2011). 

Durante o processo de apoptose, ocorrem diferentes 
alterações bioquímicas nos neutrófilos, como a ativação de proteínas 
pró-apoptóticas da família Bcl-2, a perda do potencial transmembranar 
mitocondrial e a exposição de resíduos de fosfatidilserina na superfície 
e a ativação de diferentes caspases (GEERING; SIMON, 2011; 
BRATTON; HENSON, 2011).

As caspases são enzimas proteolíticas envolvidas 
principalmente na indução e na execução das diferentes fases da 
apoptose e na inflamação, bem como no processo de sobrevivência, 
proliferação e diferenciação celular (LAMKANFI et al., 2007;
HÄCKER; SISAY; GÜTSCHOW, 2011). Estas desempenham seu 
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papel na apoptose basicamente por duas vias: a via extrínseca, 
desencadeada pela ativação de um grupo de receptores de membrana 
pertencentes à superfamília dos receptores de TNF,  e a via intrínseca, 
ativada por estresse intra ou extracelular, desencadeado pela 
ausência/carência de fatores de crescimento específicos, danos no 
DNA, hipóxia ou ativação de oncogenes (GRIVICICH; REGNER; 
ROCHA, 2007).

Nos neutrófilos, a apoptose é diretamente mediada pela 
ativação de diferentes caspases efetoras tanto pela via intrínseca como 
pela via extrínseca. De fato, diversos estudos demonstraram que estas 
células expressam grande variedade destas proteases, incluindo 
caspase 1, 3, 4, 6, 7, 8, 9 e 14 (YAMASHITA et al., 1999; 
MOULDING et al., 2001; MURPHY et al., 2003; MAIANSKI et al., 
2004).

Outra importante função exercida por células fagocíticas, 
como macrófagos e neutrófilos, durante a resposta inflamatória é a 
fagocitose. Este processo é caracterizado pela internalização de um 
organismo ou partícula-alvo, pela emissão de pseudópodos, 
caracterizada por um rearranjo no citoesqueleto celular, levando a 
formação de fagossomas. Nos neutrófilos, a formação destes 
fagosomas é facilitada pela presença dos diferentes grupos de 
grânulos, que podem rapidamente fundir-se com o fagossoma 
formado, liberando grande quantidade de enzimas proteolíticas, EROs 
e peptídeos antimicrobianos (NORDENFELT; TAPPER, 2011).

Durante a fagocitose, há a ativação de receptores nas células 
fagocíticas, dentre os quais destacam-se os receptores Fc, (FcR) que 
reconhecem imunoglobulinas do tipo IgG. Nestas células, há a 
expressão constitutiva dos receptores FCRI (CD64), FcRIIa (CD32), 
FcRIIIb (CD16) e FcRIV, que são responsáveis pelo 
reconhecimento, fagocitose e morte intracelular de patógenos 
opsonizados (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 2007; THEPEN et al., 
2009). Além disso, algumas células fagocíticas, como os neutrófilos 
expressam receptores que podem reconhecer diretamente o patógeno, 
como os TLRs (HAYASHI; MEANS; LUSTER, 2003), os NLRs 
(EKMAN; CARDELL, 2010) e a dectina-I (KENNEDY et al., 2007). 

Estudos já demonstraram que a fagocitose desempenha papel 
central em inúmeras doenças neurodegenerativas de caráter 
inflamatório, como a doença de Alzheimer e a de Parkinson (NEHER; 
NENISKYTE; BROWN, 2012). Ainda, Paino e colaboradores (2011) 
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demonstraram que a fagocitose exercida por neutrófilos é essencial na 
patogênese de doenças reumáticas, como por exemplo, a artrite 
reumatoide.

Dentre as substâncias liberadas pelos neutrófilos, na tentativa 
de eliminar um agente lesivo, podem-se destacar o .NO e as EROs.

O.NO é um gás solúvel, relacionado a várias funções 
fisiológicas, incluindo transmissão neuronal, relaxamento vascular, 
imunomodulação e citotoxicidade (TSUCHIYA et al., 2007). Este 
mediador é sintetizado principalmente por células endoteliais, 
macrófagos e neutrófilos, a partir da reação de conversão da L-
arginina em L-citrulina, catalisada pela enzima óxido nítrico sintase 
(NOS) (FORTIN et al., 2010). Até o presente momento, três isoformas 
desta enzima são conhecidas: duas constitutivas, dependentes da 
concentração de Ca2+: NOS neuronal (nNOS/NOS1) e  NOS 
endotelial (eNOS/NOS3), além da iNOS/NOS2, independente da 
concentração de Ca2+ e  expressa a partir de um estímulo como a 
inflamação (MARIOTTO et al., 2007; KOBAYASHI, 2010; FORTIN 
et al., 2010). 

Durante a resposta inflamatória, a iNOS catalisa a formação 
de grandes quantidades de .NO levando, consequentemente à 
formação de outras espécies reativas de nitrogênio (ERNs), como o 
ânion peroxinitrito (ONOO-). Esta espécie reativa é formada a partir 
da combinação do .NO com o O2

.- proveniente do burst respiratório, 
em uma reação catalisada pela enzima NADPH oxidase. O ONOO-

formado, por sua vez, é responsável pela nitrosilação de proteínas e
promove a oxidação de diferentes moléculas biológicas, como 
aminoácidos e ácidos nucleicos, levando ao dano tecidual e ao 
processo inflamatório (FORTIN et al., 2010). Além disso, as espécies 
reativas formadas induzem a ativação do NF-B, levando a um 
aumento na expressão de vários mediadores pró-inflamatórios, como 
moléculas de adesão, COX-2, TNF-, IL-1, IL-6 e iNOS
(KELLEHER et al., 2007; MANTOVANI, 2010).

O .NO já foi descrito na patogênese de diferentes doenças 
inflamatórias, como por exemplo, sepse, lúpus eritematoso sistêmico e 
asma (FORTIN et al., 2010; LEE et al., 2012; AYTEKIN, M; 
DWEIK, 2012). Além disso, estudos demonstraram a participação de 
.NO em doenças reumáticas, como artrite reumatoide e osteoartrite
(PAINO et al., 2011)
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Com relação às EROs, estes são compostos altamente 
instáveis, gerados fisiologicamente pelo metabolismo celular, pela 
redução incompleta do oxigênio molecular (O2). As EROs consistem 
de moléculas que apresentam elétrons desemparelhados, como o (O2

.-) 
e o radical hidroxil (.OH), ou ainda de moléculas com características 
pró-oxidantes, como o H2O2, o ONOO- e o HClO (BOUEIZ; 
HASSOUN, 2009).

Durante a resposta inflamatória, as EROs são geradas em 
grande quantidade, predominantemente pela enzima NADPH oxidase. 
Nos neutrófilos, esta enzima está primeiramente inativa, tanto no 
citosol como na membrana plasmática. Quando ocorre a ativação 
celular, os componentes citosólicos da NADPH oxidase, como por 
exemplo, p47phox, p67phox e p40phox, deslocam-se principalmente para a 
superfície dos grânulos, onde se tornam cataliticamente ativos, 
desencadeando o processo de burst respiratório, com grande liberação 
destas espécies reativas (GEERING; SIMON, 2011). Uma vez que as 
EROs têm sido detectadas tanto no meio extra como intracelular, há 
evidências de que elas desempenham papel importante na sinalização 
celular em diferentes processos, como a apoptose, via indução da 
liberação de catepsina D dos grânulos azurófilos, levando à ativação 
das caspases 8 e/ou 3, em neutrófilos (FIALKOW; WANG; 
DOWNEY, 2007; GEERING; SIMON, 2011).

Com o estresse oxidativo e a consequente geração de grandes 
quantidades tanto de EROs, como de ERNs, como por exemplo,
ONOO- e .NO e O2

.-, ocorre a indução da apoptose em diversas 
células, incluindo os neutrófilos (FIALKOW; WANG; DOWNEY, 
2007). Da mesma forma, substâncias antioxidantes, como a n-
acetilcisteína e a enzima catalase (CAT), assim como o processo de 
hipóxia retardaram o processo de apoptose celular (SCHEEL-
TOELLNER et al., 2004).

Diferentes doenças inflamatórias são dependentes da 
produção de EROs. Estudos demonstraram que, em pacientes com 
doença de Parkinson, ocorre aumento na produção de EROs, 
principalmente pela enzima NADPH oxidase por células da micróglia 
(PETERSON; FLOOD, 2012). Ainda, Beltrán e colaboradores (2010) 
evidenciaram aumento na produção de EROs, como o H2O2 por 
células imunes de pacientes com doença inflamatória intestinal. 
Entretanto, a deficiência de EROs pode levar também a um efeito 
deletério no organismo. Por exemplo, pacientes com doença 
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granulomatosa crônica (CGD), uma imunodeficiência primária, 
caracterizada pela deficiência na expressão da NADPH oxidase, 
normalmente apresentam infecções bacterianas e/ou fúngicas 
recorrentes (BASSIRI-JAHROMI; DOOSTKAM, 2011).

Durante o processo inflamatório, ocorre a ativação de 
diferentes fatores de transcrição, tanto em células mononucleares, 
como em neutrófilos, como o fator de transcrição nuclear de células T 
ativadas (NF-AT) e a família de fatores de transcrição Rel/NF-B
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Dentre os fatores de 
transcrição mais estudados, pode-se destacar o NF-B, que 
desempenha papel fundamental na resposta inflamatória, bem como 
medeia a expressão gênica de moléculas diretamente envolvidas nos 
processos de sobrevivência, diferenciação e proliferação celular. 

Contudo, apesar de apresentar diferentes efeitos em condições 
fisiológicas, a desregulação deste fator de transcrição tem sido descrita 
em inúmeras doenças, como câncer, doenças neurodegenerativas e 
cardiovasculares, diabetes e doenças autoimunes (HAYDEN; 
GHOSH, 2012). Dentre estas doenças, pode-se destacar a artrite 
reumatoide, na qual o NF-B desempenha papel central na 
patogênese, uma vez que a ativação deste fator de transcrição já foi 
descrita no modelo de artrite induzida por colágeno, em ratos, bem 
como em pacientes com artrite reumatoide (LIU; LI; SHEN, 2010; LI 
et al., 2010).

Em células em repouso, o NF-B permanece retido no citosol, 
pela ligação a um grupo de proteínas inibitórias, conhecidas como 
IBs, podendo-se destacar IkB-, IkB- e IkB-. Estas proteínas 
inibem a translocação do NF-B para o núcleo, inibindo, desta forma, 
a síntese de mediadores, dentre eles aqueles de caráter pró-
inflamatório, como IL-1, TNF-, IL-6, COX-2 e iNOS
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009). Em células ativadas, as 
proteínas IBs são fosforiladas pelas IKKs, levando à degradação 
destas pelo proteossoma, promovendo então a transmigração do NF-
B para o núcleo, induzindo, desta forma, à síntese desses mediadores 
pró-inflamatórios (VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009; HAYDEN; 
GHOSH, 2012).

As principais citocinas pró-inflamatórias secretadas pelas 
células fagocíticas ativadas incluem a IL-1 e o TNF-. Estas 
citocinas, liberadas por leucócitos ativados, macrófagos residentes e 
células endoteliais, induzem a expressão de moléculas de adesão no 
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endotélio, como por exemplo, ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina, 
facilitando a transmigração e a infiltração leucocitária no sítio da lesão 
(KUMAR et al., 2009).  

Além disso, tanto a IL-1 como o TNF- induzem à 
fagocitose de patógenos por neutrófilos e macrófagos, além de 
promover a liberação de EROs e ERNs (NETEA et al., 2010). 

A IL-1 é uma citocina com atividade pró-inflamatória, sendo
produzida e liberada principalmente por monócitos e macrófagos
(DINARELLO et al., 2011a). Esta é formada a partir da pró-IL-1, um 
precursor inativo desta citocina, em resposta ao reconhecimento de
padrões moleculares associados a patógeno (PAMPs) (EDER, 2009; 
LOPEZ-CASTEJON; BROUGH, 2011). 

Esta citocina ativa a liberação de TNF- pelos macrófagos, 
células endoteliais, linfócitos e fibroblastos, e é capaz de induzir a 
liberação da citocina IL-6 pelos macrófagos e hepatócitos 
(DINARELLO, 2011a). Tanto o TNF- como a IL-1estimulam a 
produção e a liberação de IL-8, uma importante quimiocina
responsável pela quimiotaxia de neutrófilos (MONTESEIRÍN, 2009). 
A IL-1 está ainda envolvida em diversas doenças de caráter 
inflamatório, dentre elas citam-se doenças metabólicas, como o 
diabetes tipo 2 e a síndrome metabólica (MAEDLER et al., 2011), 
doenças autoimunes,  como o lúpus eritematoso sistêmico (DAVIS; 
HUTCHESON; MOHAN, 2011), doenças neurodegenerativas, como 
a doença de Alzheimer (SHAFTEL; GRIFFIN; O’BANION, 2008) e 
doenças inflamatórias, como a osteoartrite e a artrite reumatoide 
(DINARELLO, 2011a,b).

O TNF- é liberado principalmente por macrófagos ativados, 
monócitos, neutrófilos, linfócitos T e células NK, e atua pela ligação a 
dois receptores, o TNFR1, expresso na grande maioria das células 
nucleadas e o TNFR2, expresso principalmente por linfócitos e 
também por células endoteliais. A ligação do TNF- a seus receptores 
desempenha papel crucial nos processos de expressão gênica, morte 
celular, inflamação e câncer (PARAMESWARAN; PATIAL, 2010; 
WALCZAK, 2011). Esta citocina, além de induzir a liberação de 
outras citocinas, como IL-1, promove a ativação do NF-B, que, por 
sua vez, induz novamente à síntese e à liberação de diferentes 
mediadores pró-inflamatórios em um processo de retroalimentação 
(VALLABHAPURAPU; KARIN, 2009; HAYDEN; GHOSH, 2012). 
Como consequência, ocorre também a expressão de moléculas de 
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adesão no endotélio e nos leucócitos o que denota na quimiotaxia 
celular do vaso para o tecido lesado (KUMAR; SHARMA, 2010; 
PHILLIPSON; KUBES, 2011). 

Estudos têm demonstrado a participação do TNF-em 
diversas doenças de caráter inflamatório, como o lúpus eritematoso 
sistêmico (FARID et al., 2011), a colite ulcerativa (SANDBORN et 
al., 2012) a sepse (QIU et al., 2011), o diabetes (UNO et al., 2007;
FLYVBJERG, 2010), a obesidade (TZANAVARI; GIANNOGONAS; 
KARALIS, 2010), a aterosclerose (ZHANG et al., 2007), a psoríase 
(CHANNUAL; WU; DANN, 2009) e a artrite reumatoide 
(TOUSSIROT; WENDLING, 2007; SIMSEK, 2011; MARKATSELI 
et al., 2012).

No presente estudo, foram utilizados diferentes classes de 
fármacos, com o objetivo de conter a resposta inflamatória. Com 
relação a estes fármacos, pode-se destacar os anti-inflamatórios não-
esteroidais (AINEs). Esta classe de fármacos atua inibindo a síntese da 
prostaglandina E2 (PGE2) a partir do ácido araquidônico, pela inibição 
das enzimas ciclooxigenases (COX) (Figura 3). A PGE2 é um 
mediador lipídico presente em doenças de caráter inflamatório, como 
a artrite reumatoide e a osteoartrite, além de doenças inflamatórias 
cutâneas (SU et al., 2010).
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Figura 3: Mecanismo de ação dos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs). 
Fonte: http://dc152.4shared.com/img/t9Um3PnC/preview.html; acesso em 
27/03/2012.

Outra classe de fármacos utilizadas no presente estudo com o 
intuito de controlar o processo inflamatório, foi a dos glicocorticoides
(GCs). Estes anti-inflamatórios esteroidais são amplamente utilizados
no tratamento de doenças inflamatórias e autoimunes, assim como em 
transplante de órgãos e no câncer, uma vez que possuem um efeito 
imunossupressor e anti-inflamatório, dependendo da concentração 
utilizada (DE BOSSCHER; HAEGEMAN; ELEWAUT, 2010). O 
efeito imunomodulatório promovido por estes fármacos ocorre 
principalmente via ativação do receptor de glicocorticoides (GR), 
levando à modulação de fatores de transcrição, como NF-kB, AP-1 e 
de transdutores de sinal ativadores de transcrição (STATs) (KINO; 
SU; CHROUSOS, 2009; WHITEHOUSE, 2011) (Figura 4).

Ainda, em determinados grupos de células fagocíticas, como 
neutrófilos e macrófagos alveolares, ocorrem efeitos não-genômicos, 
consequentes à estimulação do GR pelos GCs, como por exemplo, a 
síntese de grandes quantidades de mediadores anti-inflamatórios, 
como a anexina-1, também conhecida como lipocortina-1, que inibe a 
atividade da enzima PLA2, inibindo desta forma, a formação de ácido 
araquidônico e, consequentemente de prostaglandinas por estas células 
(KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005; LIM; PERVAIZ, 2007) 
(Figura 4). 
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Figura 4: Mecanismo de ação dos glicocorticoides (GCs). Fonte: Modificado de 
Boldizsar e colaboradores (2010).

Para a avaliação do efeito anti-inflamatório in vivo de 
diferentes fármacos e plantas, há vários modelos de inflamação
descritos, como a pleurisia, o edema de pata, a artrite, o implante de 
esponjas embebidas em agentes irritantes, a bolsa de ar, entre outros
(SEDGWICK; WILLOUGHBY, 1985).

No presente estudo optou-se pelo modelo de inflamação 
induzida pela carragenina na bolsa de ar em camundongos, uma vez 
que esta técnica já estava padronizada em nosso laboratório, é 
altamente reprodutível, permite a quantificação de diferentes 
parâmetros inflamatórios, como migração celular, extravasamento de 
proteínas plasmáticas (exsudação), concentrações de diversos 
mediadores pró-inflamatórios, além de possibilitar a coleta de células 
para a realização de experimentos ex vivo. Este modelo foi descrito 
primeiramente por Okudaira e Schuwarz (1962), em ratos, e 
posteriormente foi padronizado em camundongos por Clark (1975). 

Atualmente, estudos têm considerado que o modelo da 
inflamação induzida pela carragenina na bolsa de ar mimetiza o 
processo inflamatório que ocorre na sinóvia de pacientes com artrite 
reumatoide, uma vez que, na cavidade sinovial, há a liberação de 
diferentes mediadores pró-inflamatórios, como .NO, IL-1, TNF-, 
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proteína inflamatória de macrófago-1IP-1), entre outros (LIZ et 
al., 2011; DUARTE; VASKO; FEHRENBACHER, 2012).

Posteriormente, optou-se por elucidar o mecanismo de ação 
anti-inflamatória do extrato bruto hidroalcoólico (EBH), da fração
alcaloide (Alc) e do composto isolado di-hidrocorinanteol (DHC) 
obtidos das raízes da Esenbeckia leiocarpa Engl.

Uma vez que o efeito anti-inflamatório observado para o 
material vegetal in vivo foi, essencialmente, à custa da inibição da 
migração e ativação de neutrófilos, optou-se por estudar o mecanismo 
de ação da planta em questão especificamente sobre estas células do 
sistema imune.

Para isto, decidiu-se trabalhar com neutrófilos, uma vez que
estas são as principais células envolvidas na inflamação induzida pela 
carragenina, no modelo experimental da bolsa de ar. Além disso, 
diversos estudos evidenciaram que os neutrófilos são essenciais na 
resposta inflamatória presente em inúmeras doenças, como asma 
(MONTESEIRÍN, 2009), doença de Alzheimer (NEHER; 
NENISKYTE; BROWN, 2012), osteoartrite e artrite reumatoide 
(PAINO et al., 2011). 

Modelos utilizando neutrófilos in vitro permitem avaliar 
diferentes funções exercidas por estas células, como o processo de 
apoptose celular, além da fagocitose, adesão e degranulação, bem 
como a produção de EROs e de citocinas/quimiocinas pelas células 
neutrofílicas, entre outras.

Desta forma, optou-se por avaliar o mecanismo de ação anti-
inflamatório do EBH, fração Alc e composto DHC sobre as diferentes 
funções de neutrófilos humanos, in vitro.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito e o mecanismo de ação anti-inflamatória do 
extrato bruto hidroalcoólico, frações, subfrações e compostos isolados 
da Esenbeckia leiocarpa Engl. utilizando modelos experimentais in 
vivo e in vitro.
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3. ESTUDOS IN VIVO

3.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

I. Estudar o efeito do material vegetal sobre a migração de 
leucócitos e a exsudação;

II. Verificar o efeito do material vegetal sobre as concentrações da 
mieloperoxidase (MPO) e da adenosina-desaminase (ADA);

III. Analisar o efeito do material vegetal sobre as concentrações de 
nitrito/nitrato (NOx), interleucina-1 beta (IL-1) e fator de 
necrose tumoral-alfa (TNF-);

IV. Verificar o efeito do material vegetal sobre a degradação da 
proteína inibitória kappa B-alfa (IkB-).
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3.2. MATERIAIS E MÉTODOS

3.2.1. Coleta do material vegetal

As cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram coletadas 
pela Dra. Danielle Fontana Pereira no Estado do Mato Grosso, 
município de Arenápolis. A identificação da espécie foi realizada pela 
bióloga Dra. Celice Alexandre, na Universidade Estadual do Mato 
Grosso (UNEMAT – Campus Tangará da Serra/MT). A exsicata do 
material vegetal foi depositada no herbário da Universidade Federal 
do Mato Grosso (UFMT – Cuiabá/MT) sob número de registro 38639.

3.2.2. Obtenção do extrato, frações, subfrações e compostos 
isolados

O extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (290 g) foi obtido a 
partir das cascas secas (9 kg) da Esenbeckia leiocarpa Engl. por 
maceração com etanol a 90% (24 h x 3). Parte do EBH (100 g) foi 
submetido ao processo de partição líquido-líquido com n-hexano e 
acetato de etila, resultando nas frações n-hexano (Hex) (9,9 g) e 
acetato de etila (AcOEt) (22 g), respectivamente. Outra parte do EBH 
(20 g) foi fracionada com acetato de etila e solução de ácido clorídrico 
(HCl) a 5%. A fração presente na fase ácida teve o pH ajustado para 9-
10 com solução de amônia (NH3) a 10% e foi extraída com acetato de 
etila, resultando na fração alcaloide (Alc) (5 g). Ainda, a fração Alc 
foi submetida a um processo de partição sólido-líquido com éter 
etílico, resultando em duas subfrações com diferentes polaridades, 
denominadas subfrações polar (Pol) (3,6 g) e apolar (Apol) (1,4 g). 
Parte da subfração Apol (1 g) foi adicionada a coluna de sílica gel 60 
CC (Vetec – 0,063-0,2) e submetida a eluição com clorofórmio 
(CHCl3), seguida por proporções crescentes de metanol (CH3OH) / 
CHCl3, resultando em 54 frações. O beta-sitosterol (-Sit) foi 
identificado como cristais incolores, com ponto de fusão entre 133 e 
135oC nas frações 2 a 5 (15 mg) e o di-hidrocorinanteol (DHC) foi 
identificado como compostos amorfos, com ponto de fusão entre 173 
e 176oC, principalmente nas frações 10 a 15 (70 mg).
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3.2.3. Isolamento dos compostos da Esenbeckia leiocarpa Engl.

Primeiramente, foi realizada cromatografia líquida de alta 
eficiência (HPLC) com auxílio do equipamento Varian ProStar® 310 
com detector ultravioleta/visível (UV/Vis) (monitoramento a 282 nm) 
(Walnut Creek, Califórnia, E.U.A.) e um injetor manual, com auxílio 
do programa StarFinder® versão 5,5. Para a técnica de HPLC, foi 
utilizada coluna C18 ChromSpher 5 (4,6 mm x 250 mm i.d.) (Walnut 
Creek, Califórnia, E.U.A.). Tampão fosfato (10 mM) (A) e 
acetonitrila (B) foram utilizados como fase móvel, com um fluxo de 
eluição de 0,75 mL por minuto, de acordo com o gradiente de 
eluição: 0-17 minutos, ponto isocrático, 65% do solvente A e 35% do 
solvente B; 17-25 minutos, gradiente linear, 50% do solvente A e 
50% do solvente B. O período de equilíbrio de 10 minutos foi 
utilizado entre as corridas, que foram realizadas a temperatura 
ambiente. 

O composto majoritário (DHC) foi isolado a partir da 
subfração Apol (1 g), por meio de cromatografia em coluna com sílica 
gel 60 CC (Vetec-0,063-0,2 mesh).

Os experimentos de separação e optimização foram 
conduzidos por meio do sistema de eletroforese capilar HP3DCE 
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, E.U.A), equipado com um 
detector diodo a 215 nm, à temperatura constante de 25oC. Os dados 
foram obtidos e processados pelo programa HP ChemStation®. As 
amostras de EBH, frações (n-hexano, acetato de etila e alcaloide) e 
subfrações (Pol e Apol) foram injetadas hidrodinamicamente (50 mbar 
por 3 s) e o sistema eletroforético foi operado em condições normais 
de polaridade e voltagem constante de +30 kV. Para todos os 
experimentos, foi utilizado capilar de sílica fundida (Polymicro, 
Phoenix, AZ, E.U.A.) 48,5 cm (40 cm de comprimento efetivo) x 50 
m de diâmetro interno x 375 m de diâmetro externo.

A benzilamina foi utilizada como controle interno. Os 
resultados foram expressos como porcentagem considerando a massa 
total do composto majoritário em relação à massa do EBH, frações e 
subfrações (% m/m).
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3.2.4. Elucidação estrutural dos compostos isolados da 
Esenbeckia leiocarpa Engl.

A estrutura química de cada composto isolado foi 
determinada com base em suas características físicas, dados 
espectroscópicos por análise de infravermelho (Perkin-Elmer FTIR 
16 PC, Beaconsfield, Inglaterra) e de ressonância magnética nuclear 
(RMN de 1H e 13C) (Varian AS-400, Palo-Alto, Califórnia, E.U.A.), 
com espectrômetro operando a 400 e 100 MHz, respectivamente. 
Ainda, realizou-se cromatografia de camada delgada (CCD) em 
placas de sílica gel 60 F254 (Macherey-Nagel, Düren, Alemanha). 
Finalmente, as estruturas dos compostos isolados foram confirmadas 
por comparação com dados previamente relatados na literatura 
(MASSARIOT et al., 1987; KOELZER et al., 2009; RANI et al., 
2010; ZARROUK et al., 2010).

Ainda, foi empregada espectroscopia de massa com 
ionização eletrospray (ESI-MS) [M + H]+ com o objetivo de auxiliar 
na elucidação da estrutura do composto majoritário presente tanto no 
EBH, como nas frações e subfrações isoladas das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. Este sistema consiste de um 
espectrômetro de massa híbrido com captura de íons linear/triplo-
quadrupolo QTrap 3200 (Applied Biosystems/MDS Sciex, Concord, 
ON, Canadá), acoplado a uma bomba de infusão 11 Plus (Holliston, 
MA, E.U.A.) para infusão da amostra.

A espectrometria de massa foi calibrada nos modos de íons 
negativos e positivos por infusão com solução de polipropilenoglicol. 
Os experimentos foram conduzidos utilizando fonte TurbolonSpray®

(ionização eletrospray) no modo íons positivos. A tensão aplicada ao 
capilar foi de 5500 V e o potencial de desagregação foi mantido a 56 
V. Ar sintético ultrapuro foi utilizado como gás nebulizador (GS1) 
com pressão de 15 psi. Nitrogênio a 10 psi foi utilizado na interface 
como gás de dessolvatação.  Uma solução da amostra de DHC foi 
diluída a 5,0 mg/mL em uma solução metanol/água (50/50, v/v) e 
infundida em uma taxa de 10 mL/min.
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3.2.5. Animais

Camundongos albinos suíços foram utilizados nos 
experimentos e acondicionados a temperatura ambiente (22 ± 2ºC) 
com um ciclo de luz claro/escuro em períodos de 12 h, umidade 50-
60% e foram alimentados com ração e água ad libitum. Este estudo foi 
aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA -
PP00294/CEUA) na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.2.6. Protocolo experimental

Neste protocolo experimental, diferentes grupos de animais 
receberam uma injeção de 1,5 mL de ar por três dias alternados para 
induzir a formação da bolsa de ar. No sexto dia, os animais receberam 
carragenina (Cg a 1%), um agente flogístico amplamente utilizado em 
modelos experimentais de inflamação (BRITO et al., 1989).  Após 24 
h da administração da Cg por via subcutânea (s.c.), os animais foram 
eutanasiados por meio de overdose de pentobarbital (180 mg/kg) por 
via intraperitoneal (i.p.). Estes foram fixados em uma mesa cirúrgica e 
foi realizada uma incisão na região dorsal para a perfuração da bolsa. 
A cavidade da bolsa de ar foi lavada com 1,0 mL de PBS estéril (pH 
7,6, composição mM: NaCl 130, Na2HPO4 5, KH2PO4 1, em água 
destilada contendo heparina (20 UI/mL) (BENINCÁ et al., 2007). A 
determinação da migração celular, exsudação, concentrações das 
enzimas mieloperoxidase (MPO) e adenosina-desaminase (ADA),
bem como as concentrações de nitrato/nitrito (NOx), interleucina-1 
beta (IL-1β) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) foram avaliados 
24 h após a indução da inflamação pela Cg. A indometacina (Indo) (5 
mg/kg) e a dexametasona (Dexa) (0,5 mg/kg) foram utilizados como 
fármacos de referência e foram administrados por via i.p. 0,5 h antes 
da indução da inflamação pela Cg. 

Para o estudo da curva dose-resposta, diferentes grupos de 
animais foram tratados (0,5 h antes) com diferentes doses de EBH 
(100-400 mg/kg), Hex (5-50 mg/kg) AcOEt (10-50 mg/kg), Alc (5-50 
mg/kg), Pol (2-10 mg/kg), Apol (1-5 mg/kg), DHC (0,5-2 mg/kg) ou 
-Sit (0,5-2 mg/kg) por via i.p.. A migração celular e a exsudação 
foram analisadas 24 h após a administração de Cg. 

Em outros experimentos, para estabelecer o perfil temporal, 
diferentes grupos de animais foram tratados previamente com uma das 



48

doses descritas anteriormente em diferentes períodos de tempo (0,5, 1 
ou 2 h) e os mesmos parâmetros inflamatórios foram avaliados 24 h 
após a indução da inflamação. De acordo com os resultados as doses 
de EBH (200 mg/kg), Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), Alc (10 
mg/kg), Pol (10 mg/kg), Apol (1 mg/kg), DHC (1 mg/kg) ou -Sit (1 
mg/kg), administrados 0,5 h antes da Cg foram utilizadas para a  
análise do material vegetal sobre as concentrações de MPO, ADA, 
NOx, IL-1β e TNF-α.

3.2.7. Contagem total e diferencial de leucócitos 

No dia dos experimentos, após a morte dos animais e abertura 
das cavidades, alíquotas do lavado da bolsa de ar (200 μL) foram 
reservadas para a contagem total de leucócitos, utilizando-se líquido 
de Türk (1:20) e câmara de Neubauer com auxílio de microscópio 
óptico comum (aumento 400 vezes). Os esfregaços celulares foram 
realizados para a contagem diferencial dos leucócitos. Após o preparo 
dos esfregaços em citocentrífuga (Wescor-Cytopro, Logan, Utah, 
E.U.A.), estes foram corados pelo método de May-Grünwald-Giemsa. 
A contagem celular diferencial (neutrófilos e mononucleares) também 
foi realizada em microscópio óptico comum, com auxílio de objetiva 
de imersão (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células por 
lâmina. Os resultados foram expressos em número total de células (x 
106).

3.2.8. Coloração dos esfregaços celulares

A metodologia consiste na coloração sucessiva com uma 
mistura de eosinato de azul-de-metileno (May-Grünwald) e de azul-
eosina (Giemsa). As lâminas contendo o sedimento celular dos 
lavados da bolsa de ar foram centrifugadas em citocentrífuga 
(Cytopro® cytocentrifuge Wescor, modelo: 7620, E.U.A.) e secas em 
posição horizontal a temperatura ambiente. Em suporte de coloração 
apropriado, as lâminas foram cobertas com 1 mL do corante May-
Grünwald e mantidas em contato com o sedimento celular por 2 
minutos. A seguir adicionou-se água deionizada (1 mL), com auxílio 
de pipeta automática com capacidade de 1 mL. Após 3 minutos, o 
corante foi removido e cobriu-se a lâmina com o corante Giemsa 
(diluído 1:20 em água deionizada) por 15 minutos. A seguir, as 
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lâminas foram lavadas com água deionizada e secas à temperatura 
ambiente. Os resultados foram expressos em número total de células 
x106.

3.2.9. Determinação da exsudação 

Para avaliação indireta da exsudação os animais receberam o 
corante azul de Evans (25 mg/mg) por via endovenosa (e.v.) 10 min 
após a indução da inflamação. Em seguida, 24 h após a administração 
da Cg, os animais foram eutanasiados por overdose de pentobarbital 
(180 mg/kg, i.p.) e uma alíquota (200 L) do lavado da bolsa de ar foi 
reservada para a determinação da concentração de azul de Evans com 
auxílio de uma leitora de microplacas de enzimaimunoensaio (ELISA) 
(Organon-Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) para leitura da 
densidade óptica, em comprimento de onda 620 nm, de acordo com a 
metodologia descrita por Saleh, Calixto, Medeiros (1996). Para a 
quantificação das concentrações de azul de Evans, curvas padrão com 
concentrações previamente conhecidas deste corante (0,1 - 25 μg/mL) 
tiveram suas densidades ópticas determinadas em 620 nm, permitindo 
a quantificação dos valores desconhecidos. Os valores das 
concentrações de azul de Evans foram expressos em g/mL, com o 
auxílio da equação da reta.

3.2.10. Determinação das concentrações da mieloperoxidase 

Neste grupo de experimentos, imediatamente após a morte 
dos animais, uma amostra do lavado da bolsa de ar foi coletada e 
processada para a quantificação das concentrações da enzima MPO. 
Volumes de 20 μL do lavado da cavidade da bolsa de ar ou do padrão 
(MPO de neutrófilos humanos (0,7 - 140 mU/mL)) foram transferidos 
para as placas de ELISA e a reação enzimática iniciada com a adição 
de 180 μL de solução (0,167 mg/mL de -dianisidina 2HCl e 0,0005% 
de H2O2). Após 15 minutos de incubação, à temperatura ambiente, a 
reação foi interrompida com a adição de 30 μL de azida sódica (1%) 
(RAO et al., 1993). Em seguida, as placas contendo as amostras foram 
lidas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica, 
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 450 nm. Curvas-padrão com 
concentrações conhecidas da MPO (0,7 - 140 mU/mL) também 
tiveram suas densidades ópticas determinadas, permitindo a 
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quantificação dos valores desconhecidos. Os valores das 
concentrações da MPO foram expressos em mU/mL, com o auxílio da 
equação da reta.

3.2.11. Determinação das concentrações da adenosina-desaminase 

Inicialmente, amostras com concentrações conhecidas 
(volume final 2500 μL) de NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O 
(15 mM) e NH3SO4 (15 mM) foram preparadas para a obtenção de
uma curva-padrão (10-50 U/L). As amostras do lavado da bolsa de ar 
contendo a enzima adenosina-desaminase (ADA) (20 μL) foram 
transferidas para cubetas e a reação enzimática iniciou-se com a 
adição da solução de tampão fosfato (pH 6,5, 500 μL, composição: 
NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O (15 mM) e adenosina (0,5 
mM)). Após período de incubação de 1 h a 37ºC, a reação foi 
bloqueada pela adição da solução (1000 μL) de fenol (1 mM), 
nitroprussiato de sódio (0,17 mM) e tampão fosfato (1000 μL: NaOCl: 
11 mM) (GIUSTI; GALANTI, 1984). Esta solução também foi 
adicionada às cubetas contendo as diferentes concentrações da curva-
padrão (volume final 2500 μL). As absorbâncias das amostras foram 
lidas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica, 
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 620 nm. As concentrações da 
enzima ADA foram determinadas e expressas em U/L, com auxílio da 
equação da reta.

3.2.12. Determinação das concentrações de nitrato/nitrito

O .NO foi quantificado por meio da formação de seus 
metabólitos: nitrato (NO3

-) e nitrito (NO2
-), utilizando-se a reação de 

Griess (GREEN et al., 1982). As amostras do lavado da bolsa de ar
(300 μL) foram submetidas à desproteinização com 20 μL de solução 
de sulfato de zinco a 20%. Estas foram incubadas em banho de gelo 
por 60 minutos. As amostras foram centrifugadas (2.500 rpm por 15 
minutos), obtendo-se um sobrenadante límpido. A seguir, 100 μL do 
sobrenadante foram transferidos para uma cubeta e diluídos em 
solução contendo 200 μL de cloreto de vanádio (VaCl3) (0,8%) (p/v) e 
HCl (3%) (p/v). Nesta mesma cubeta foram adicionados 300 μL de 
solução de Griess: sulfanilamida (1%) (p/v), ácido fosfórico (5%) 
(v/v) e N-(1-naftil) etilenodiamina (0,1%) (p/v) e incubados durante 
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40 minutos, a 37oC (MIRANDA et al., 2001). A reação de NO2
- com 

esse reagente produz uma coloração rósea, que foi quantificada por 
meio da leitura das densidades ópticas em leitora de microplacas de 
ELISA (Organon - Tecknica, Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 540 
nm. Curvas-padrão com concentrações conhecidas de NO2

- (0-150 
μM) também tiveram suas densidades ópticas determinadas, 
permitindo desta forma, com auxílio da equação da reta, a 
quantificação das concentrações de nitrato/nitrito no lavado da bolsa 
de ar, em μM.

3.2.13. Determinação da degradação da proteína inibitória kappa 
B-alfa


Para a avaliação da degradação da proteína IB-, amostras 

do lavado da cavidade da bolsa de ar foram coletadas e incubadas a 
37oC por 30 min com solução salina balanceada de Hanks (HBSS), 
contendo: dimetilsulfóxido (DMSO 1%) (controle negativo), EBH 
(500 g/mL), Hex (100 g/mL), AcOEt (100 g/mL), Alk (100 
g/mL), Pol (100 g/mL), Apol (100 g/mL),  DHC (50 g/mL) ou 
-Sit (50 g/mL), em um volume final de 100 L. A seguir, a 
estimulação foi interrompida adicionando-se tampão Laemmli (4x) 
(35 L), conforme descrito por Girard e colaboradores (1995) e 
Pelletier e colaboradores (2001). Amostras correspondentes a 1 x 106

céls/mL foram transferidas para um gel de eletroforese com 
paracrilamida-dodecil-sulfato de sódio (SDS-PAGE) a 10% e 
transferidos posteriormente para membranas de nitrocelulose 
(Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ., E.U.A.). Sítios 
não-específicos foram bloqueados com albumina sérica bovina a 3% 
em tampão TBS-Tween (25 mM Tris-HCl, pH 7,8, 190 mM NaCl, 
0,15% Tween-20) e a reação de Western blot foi realizada conforme 
descrito por Pelletier e colaboradores (2002). O anticorpo primário 
monoclonal anti-IB- de camundongos (Santa Cruz Biotechnology, 
CA, E.U.A.) na diluição de 1:200 foi incubado overnight com as 
membranas. Posteriormente, estas foram lavadas 3 vezes com TBS-
Tween e foram incubadas por 1 h com o anticorpo secundário de cabra 
anti-camundongo (IgM + IgG) conjugado à peroxidase (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, Inc., West Grove, PA, E.U.A.) na 
diluição de 1:20.000, contendo leite em pó desnatado a 3%. Ainda, as 
membranas foram incubadas com o tampão Stripping (100 mM 2-
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mercaptoetanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris, pH 6,7) para extração dos 
anticorpos aderidos. As membranas foram novamente lavadas 3 vezes 
com TBS-Tween e incubadas com novo anticorpo primário anti--
tubulina de camundongos (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, E.U.A.), 
seguido por lavagens sucessivas com TBS-Tween e por nova 
incubação com anticorpo secundário de cabra anti-camundongo (IgM 
+ IgG) (1:20.000) conjugado à peroxidase (Jackson ImmunoResearch 
Laboratories, Inc., West Grove, PA, E.U.A.). Por ser uma proteína 
constitutiva, a beta-tubulina (-tub) foi utilizada como controle 
positivo da reação. A degradação de IB- foi determinada com 
auxílio de um revelador quimiluminescente. Os resultados foram 
expressos pela comparação de intensidade de banda com o controle 
positivo -tub.

3.2.14. Determinação das concentrações de interleucina-1 beta e 
fator de necrose tumoral-alfa

Neste grupo de experimentos, imediatamente após a morte 
dos animais, amostras do lavado da bolsa de ar foram coletadas e 
processadas para a realização da técnica de ELISA fase sólida, método 
sanduíche. Neste protocolo foram utilizados anticorpos específicos. 
Padrões com concentrações conhecidas foram também realizados de 
acordo com as instruções dos fabricantes, IL-1β (Immuno Biological 
Laboratories Co. Ltd. Japan - Cat. № 27193) e TNF-α (BD -
Biosciences Pharmingen, São Diego, Califórnia, E.U.A. - Cat. № 
559732).

As sensibilidades identificadas dos kits foram: IL-1β = 1,67 
pg/mL e TNF-α = 5,00 pg/mL. Os coeficientes de variação (CV) intra 
e interensaios observados foram: CV intra: IL-1β = 6,2 ± 0,4% e TNF-
α = 7,8 ± 0,9%; CV inter: IL-1β = 5,1 ± 0,6% e TNF-α = 9,6 ± 2,1%. 
Curvas-padrão com concentrações conhecidas de IL-1β (11,72 –
750,00 pg/mL) e TNF-α (5,00 – 2.300,00 pg/mL) também tiveram 
suas densidades ópticas determinadas, permitindo a quantificação dos 
valores desconhecidos com o auxílio da equação da reta. As leituras 
das citocinas IL-1 e TNF- e suas respectivas curvas-padrão foram 
realizadas em leitora de microplacas de ELISA (Organon-Tecknica, 
Roseland, New Jersey, E.U.A.) em 450 nm. Os valores foram 
expressos em pg/mL.
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3.2.15. Fármacos e reagentes

Para os estudos in vivo, foram utilizados os seguintes 
reagentes: dexametasona (Prodome Química e Farmacêutica Ltda., 
Campinas, SP, Brasil), carragenina-λ (grau IV), hidróxido de sódio 
(NaOH), mieloperoxidase de neutrófilos humanos, indometacina, -
dianisidina 2HCl (3,3’dimetoxibenzidina), azida sódica, sulfato de 
cobre (penta-hidratado) (CuSO4.5H2O),  ácido tartárico (C4H4O6K2), 
dodecil sulfato de sódio (SDS), solução fenólica Folin  Ciocalteu’s,  
cloreto de vanádio (III) (VCl3), sulfanilamida (C6H8N2O2S) (Sigma 
Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.), peróxido de hidrogênio (H2O2

30 %) (Biotech, São Paulo, SP, Brasil), adenosina (C10H13N5O4) 
(Fluka, Ronkonkoma, Nova York, E.U.A.), heparina (Liquemine®, 
Roche, São Paulo, SP, Brasil), fosfato de sódio (NaH2PO4.H2O), 
sulfato de zinco (ZnSO4) (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), fenol 
(C6H5OH), fosfato de hidrogênio dissódico dodecahidratado 
(Na2HPO4.12H2O) (Reagen, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), nitroprussiato 
de sódio (C5FeN5Na2O.2H2O) (Nuclear, São Paulo, SP, Brasil), 
sulfato de amônio ((NH4)2SO4) (Labsynth, São Paulo, SP, Brasil), 
carbonato de sódio (Na2CO3) (MicroBioquímica, Lorena, SP, Brasil), 
HCl (Synth, Diadema, SP, Brasil), líquido de Türk, May-Grünwald 
(Newprov, Pinhais, PR, Brasil), Giemsa (Laborclin, Pinhais, PR, 
Brasil), Azul de Evans (C34H24N6O14S4Na4) (Acros-Organics, Geel, 
Antwerp, Belgium); di-hidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina
(C12H16Cl2N2) (Merck, Frankfurter, Darmstadt, Alemanha). Kits de 
enzimaimunoensaio (ELISA) para quantificação de IL-1β de 
camundongos (IBL: Immunobiological laboratories Co. Ltd., Fujioka, 
Gunma, Japão) e de TNF-α de camundongos (BD - Biosciences 
Pharmingen, São Diego, Califórnia, E.U.A.). Anticorpo monoclonal 
anti-IB- de camundongos (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, E.U.A.), anticorpo monoclonal anti--tubulina de camundongos 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, E.U.A.), anticorpo de cabra anti-
camundongos (IgM + IgG) conjugado à peroxidase (Jackson 
ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA, E.U.A.). Tris-
HCl, NaCl, Triton X-100, e SDS foram adquiridos de Fisher Scientific 
(Pittsburgh, PA, USA). Outros sais com grau de pureza analítica 
foram adquiridos por diferentes fontes comerciais.
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3.2.16. Análise estatística

Os resultados dos parâmetros inflamatórios estudados in vivo
(migração celular, exsudação, MPO, ADA, NOx, IL-1β, TNF-α e IB-
α) foram expressos utilizando-se a média ± erro padrão da média 
(E.P.M.), e estes resultados foram analisados pelo programa de 
estatística GraphPad Prism® versão 5,01 (San Diego, CA, E.U.A.). As 
diferenças estatísticas dos parâmetros analisados entre os grupos 
controle e tratados com o material vegetal foram realizados por meio 
do teste de variância ANOVA (teste paramétrico) bicaudal. Quando 
necessário utilizou-se o teste t de Student (não-pareado).  Para todas as 
análises estatísticas, valores de P menores que 0,05 foram 
considerados significativos.

3.3. RESULTADOS 

3.3.1. Análise fitoquímica

O fracionamento da subfração Apol das cascas da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. resultou em um alcaloide indólico e um esterol, que 
ainda não haviam sido relatados para esta espécie: composto 1: di-
hidrocorinanteol (DHC) (Figura 5A) e composto 2: beta-sitosterol (-
Sit) (Figura 5B). Os compostos foram identificados por métodos 
espectroscópicos, como ressonância magnética nuclear (RMN) de 1H e 
13C, ou ainda por comparação com dados na literatura (MASSIOT et 
al., 1987; KOELZER et al., 2009).

3.3.2. Cromatografia líquida de alta eficiência da Esenbeckia 
leiocarpa

A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para o 
EBH, a fração Alc e a subfração Apol foi avaliada a 282 nm (Figura 
6). O perfil cromatográfico do EBH demonstrou a presença de um 
pico significante, com um tempo de retenção de 20,71 minutos, 
representando 9,36% da área total deste cromatograma (Figura 6A). 
Um segundo cromatograma foi obtido para a fração Alc, e 
demonstrou a presença de um pico majoritário, com o mesmo tempo 
de retenção (20,71 minutos), representando 48,22% da área total do 
cromatograma em questão (Figura 6B). Um terceiro cromatograma, 



55

relativo à subfração Apol confirmou a presença de um pico 
majoritário com o mesmo tempo de retenção do EBH e da fração Alc 
(20,71 minutos), representando 56,07% da área total deste 
cromatograma (Figura 6C). Este pico, presente tanto no EBH, como 
na fração Alc e na subfração Apol foi identificado como DHC 
(Figura 5A). Ainda, o -Sit (Figura 5B) também foi isolado da 
subfração Apol, contudo, no comprimento de onda de 210 nm.
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Figura 5: Estrutura química do composto 1: di-hidrocorinanteol (DHC) (A) e do 
composto 2: beta-sitosterol (-Sit) (B) isolados da subfração apolar das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl.
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Figura 6: Perfil cromatográfico (HPLC) do extrato bruto hidroalcoólico (A), fração 
alcaloide (B) e subfração apolar (C) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl. 
O pico 1 representa o composto majoritário, identificado como di-hidrocorinanteol   
(DHC).
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3.3.3. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a migração de 
leucócitos e a exsudação

O EBH extraído das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
reduziu a migração de leucócitos (200 mg/kg:  30,7  7,7% e 400 
mg/kg:  48,4  9,3%) (P < 0,01) (Figura 7A), de neutrófilos (EBH: 
200 mg/kg: 43,9  10,9% e 400 mg/kg: 62,7  6,0%) (P < 0,05) 
(Figura 7B) e a exsudação (EBH: 200 mg/kg: 19,8  6,6% e 400 
mg/kg: 24,9  6,0%) (P < 0,05) (Figura 7C). 

A fração Hex (10-50 mg/kg) inibiu a migração leucocitária 
(10 mg/kg: 12,7  4,6%, 25 mg/kg: 27,6  8,5% e 50 mg/kg: 32,7 
6,5%) (P < 0,05) (Figura 8A) e de neutrófilos (10 mg/kg: 30,6  3,6%, 
25 mg/kg: 41,1  6,8% e 50 mg/kg: 52,5  2,5%) (P < 0,01) de forma 
dose-dependente (Figura 8B). 

A fração AcOEt (25 e 50 mg/kg) inibiu a migração de 
leucócitos nas doses de 25 mg/kg: 45,1  11,3% e 50 mg/kg: 37,7 
7,7% (P < 0,01) (Figura 9A) e de neutrófilos: 25 mg/kg: 53,4  9,4% e 
50 mg/kg: 56,7  2,8% (P < 0,01) (Figura 9B). Contudo as frações 
Hex e AcOEt não foram efetivas em inibir a exsudação (P > 0,05) 
(Resultados não mostrados).

A fração Alc (10-50 mg/kg) inibiu os leucócitos: 10 mg/kg: 
26,1  4,2%, 25 mg/kg: 21,0  8,8% e 50 mg/kg: 22,3  1,6% (P < 
0,05) (Figura 10A), os neutrófilos: 10 mg/kg: 29,9  5,9%, 25 mg/kg: 
31,0  4,9% e 50 mg/kg: 32,9  0,6% (P < 0,05) (Figura 10B) e a 
exsudação (10 mg/kg: 22,0  12,1%; 25 mg/kg: 31,6  3,9%; 50 
mg/kg: 39,4  5,4%) (P <  0,05) (Figura 10C) . 

A subfração Pol (10 mg/kg) reduziu os leucócitos em 21,8 
6,7% (P < 0,05) (Figura 11A) e os neutrófilos em 33,7  5,6% (P < 
0,05) (Figura 11B). Ainda, esta subfração inibiu a exsudação nas 
doses de 5 mg/kg (17,7  4,3%) e 10 mg/kg (19,6  6,2%) (P < 0,05) 
(Figura 11C). 

Já a subfração Apol (1-5 mg/kg), inibiu os leucócitos (1 
mg/kg: 21,9  7,4%, 2 mg/kg: 23,0  5,4% e 5 mg/kg: 29,5  5,9%)
(P < 0,05) (Figura 12A) e os neutrófilos (1 mg/kg: 30,2  7,8%, 2 
mg/kg: 33,9  3,2% e 5 mg/kg: 38,9  5,6%) (P < 0,05) (Figura 12B). 
Ainda, a subfração Apol, inibiu a exsudação nas doses de 2 mg/kg 
(19,0  4,9%) e 5 mg/kg (16,8  3,0%) (P < 0,05) (Figura 12C).

Com relação aos compostos isolados, o DHC (1 e 2 mg/kg) 



59

inibiu a migração de leucócitos (1 mg/kg: 43,5  7,3% e 2 mg/kg: 22,9 
 4,4%) (P < 0,01) (Figura 13A) e de neutrófilos (1 mg/kg: 49,4 
7,6% e 2 mg/kg: 33,5  3,2%) (P < 0,01) (Figura 13B). Além disso, o 
DHC inibiu a exsudação nas doses de 0,5 mg/kg (15,9  3,8%), 1 
mg/kg (16,0  4,0%) e 2 mg/kg (26,2  3,4%) (P < 0,05) (Figura 
13C). 

O -Sit (1 e 2 mg/kg) foi efetivo em inibir a migração 
leucocitária (1 mg/kg: 33,0  9,3% e 2 mg/kg: 26,8  6,7%) (P < 0,01) 
(Figura 14A) e a migração de neutrófilos (1 mg/kg: 49,4  1,6 e 2 
mg/kg: 50,4  4,5%) (P < 0,01) (Figura 14B). Contudo, -Sit não foi 
efetivo em inibir a exsudação (P > 0,05) (Resultados não mostrados).

Como esperado, a indometacina e a dexametasona inibiram 
todos os parâmetros inflamatórios estudados (P < 0,01) (Figuras 7 a 
14). 

Após o estudo curva dose e tempo-resposta, verificou-se que 
EBH (200 mg/kg), Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg), Alc (10 
mg/kg), Pol (10 mg/kg), Apol (1 mg/kg), DHC (1 mg/kg) e -Sit (1 
mg/kg) da Esenbeckia leiocarpa Engl. inibiram a inflamação quando 
administrados somente 0,5 h antes da indução da inflamação pela Cg. 
Desta forma, estas doses e tempos de tratamento prévio foram 
utilizadas para avaliar o efeito da planta sobre outros parâmetros da 
inflamação descritos a seguir.
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Figura 7: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (100-400 mg/kg, i.p.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no 
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do EBH sobre: A) Leucócitos, B) 
Neutrófilos, C) Exsudação. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 
0,95%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = 
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = 
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As 
colunas verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças 
estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 
0,01.



61

C Cg Indo Dexa 5 10 25 50

0

5

1 0

1 5

* *

* *

    H e x  (m g / k g )

* ** *
*

L
eu

có
ci

to
s 

(x
10

6
) A

C Cg Indo Dexa 5 10 25 50

0

5

1 0

1 5

* *
* *

* *
* *

    H e x  (m g / k g )

* *

N
eu

tr
ó

fi
lo

s 
(x

10
6 )

B

Figura 8: Efeito da fração n-hexano (Hex) (5-50 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h 
antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de 
ar, em camundongos Efeito da Hex sobre: A) Leucócitos, B) Neutrófilos. C = 
animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), Cg = animais 
tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais tratados previamente 
com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais tratados previamente 
com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas verticais representam a 
média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e teste t de 
Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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Figura 9: Efeito da fração acetato de etila (AcOEt) (10-50 mg/kg, i.p.) 
administrada 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no 
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito da AcOEt sobre: A) Leucócitos, 
B) Neutrófilos. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, 
i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. ** P < 0,01.
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Figura 10: Efeito da fração alcaloide (Alc) (5-50 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h 
antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de 
ar, em camundongos Efeito da Alc sobre: A) Leucócitos, B) Neutrófilos, C) 
Exsudação. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), 
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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Figura 11: Efeito da subfração polar (Pol) (2-10 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h 
antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de 
ar, em camundongos Efeito da Pol sobre: A) Leucócitos, B) Neutrófilos, C) 
Exsudação. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), 
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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Figura 12: Efeito da subfração apolar (Apol) (1-5 mg/kg, i.p.) administrada 0,5 h 
antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no modelo da bolsa de 
ar, em camundongos Efeito da Apol sobre: A) Leucócitos, B) Neutrófilos, C) 
Exsudação. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), 
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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Figura 13: Efeito do composto 1: di-hidrocorinanteol (DHC) (0,5-2 mg/kg, i.p.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no 
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do DHC sobre: A) Leucócitos, B) 
Neutrófilos, C) Exsudação. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 
0,95%, i.p.), Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = 
animais tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = 
animais tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As 
colunas verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças 
estatísticas (Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 
0,01.
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Figura 14: Efeito do composto 2: beta-sitosterol (-Sit) (0,5-2 mg/kg, i.p.) 
administrado 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%/cav.) no 
modelo da bolsa de ar, em camundongos Efeito do -Sit sobre: A) Leucócitos, B) 
Neutrófilos. C = animais tratados somente com salina estéril (NaCl 0,95%, i.p.), 
Cg = animais tratados somente com carragenina (1%/cav.), Indo = animais 
tratados previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), Dexa = animais 
tratados previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.; 0,5 h), As colunas 
verticais representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e teste t de Student), n = 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01.
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3.3.4. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as 
concentrações da MPO

O tratamento prévio dos animais com EBH (200 mg/kg) 
e suas frações Hex (10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) e Alc (10 
mg/kg), assim como as subfrações Pol (10 mg/kg) ou Apol (1 
mg/kg) ou ainda os compostos isolados DHC (1 mg/kg) ou -Sit 
(2 mg/kg) inibiram as concentrações da enzima MPO (% de 
inibição: EBH: 47,5 ± 8,6, Hex: 38,3 ± 3,8, AcOEt: 46,5 ± 7,8, 
Alc: 50,3 ± 7,4, Pol: 34,5 ± 3,0, Apol: 34,6 ± 16,3, DHC: 31,0 ± 
4,6, -Sit: 39,5 ± 14,8) (P < 0,05) (Figura 15). Os fármacos de 
referência indometacina e dexametasona inibiram as 
concentrações da MPO (P < 0,01) (Figura 15).
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Figura 15: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 200 mg/kg), fração 
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou 
fração alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfração polar (Pol: 10 mg/kg), subfração 
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol   (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (-Sit: 2 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%) 
sobre as concentrações da mieloperoxidase (MPO). C = animais tratados 
apenas com solução salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados 
apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com 
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média ± 
e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e Teste t de 
Student), N = 5 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01.
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3.3.5. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as 
concentrações da ADA

A administração de EBH (200 mg/kg) e suas frações Hex 
(10 mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) e Alc (10 mg/kg), assim como as 
subfrações Pol (10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg) ou ainda os 
compostos isolados DHC (2 mg/kg) ou -Sit (1 mg/kg) inibiram 
as concentrações da ADA (% de inibição: EBH: 74,8  4,9, Hex: 
76,9 ± 8,8, AcOEt: 64,5 ± 3,3, Alc: 54,8 ± 7,2, Pol: 60,5 ± 15,6, 
Apol: 71,9 ± 12,3, DHC: 23,2 ± 3,3, -Sit: 48,3 ± 9,5) (P < 0,01) 
(Figura 16). Tanto indometacina como dexametasona inibiram as 
concentrações da ADA (P < 0,01) (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 200 mg/kg), fração 
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou 
fração alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfração polar (Pol: 10 mg/kg), subfração 
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol   (DHC: 2 mg/kg) ou beta-
sitosterol (-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%) 
sobre as concentrações da adenosina-desaminase (ADA). C = animais 
tratados apenas com solução salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais 
tratados apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados 
previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e Teste t de Student), N = 5 animais. * P < 0,05 e ** P < 
0,01.
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3.3.6. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as 
concentrações de NOx

Tanto o EBH (200 mg/kg), como as frações Hex (25 
mg/kg), AcOEt (50 mg/kg) e Alc (10 mg/kg), as subfrações Pol 
(10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg) ou os compostos isolados DHC (1 
mg/kg) ou -Sit (1 mg/kg) inibiram significativamente as 
concentrações de NOx (% de inibição: EBH: 56,9 ± 5,2, Hex: 
43,6 ± 11,2, AcOEt: 40,2 ± 7,9, Alc: 75,6 ± 4,2: 40,3 ± 4,4, Pol: 
57,5 ± 4,9, Apol: 64,6 ± 9,2, DHC: 60,0 ± 1,8, -Sit: 44,1 ± 7,2) 
(P < 0,01) (Figura 17). Tanto indometacina como dexametasona 
inibiram as concentrações de NOx (P < 0,01) (Figura 17).
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Figura 17: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 200 mg/kg), fração 
n-hexano (Hex: 25 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 50 mg/kg) ou 
fração alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfração polar (Pol: 10 mg/kg), subfração 
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol   (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%) 
sobre as concentrações de nitrato/nitrito (NOx). C = animais tratados apenas 
com solução salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados apenas com 
carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com 
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média ± 
e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e Teste t de 
Student), N = 5 animais. ** P < 0,01.
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3.3.7. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a degradação 
da IB-α

Uma vez que o NF-B desempenha papel fundamental 
na síntese de mediadores inflamatórios, como .NO, IL-1 e TNF-
, para elucidar o mecanismo de ação anti-inflamatória do EBH, 
frações, subfrações e compostos isolados da Esenbeckia 
leiocarpa Engl., foi avaliado o efeito destes sobre a degradação 
da proteína IB- induzida pela Cg no modelo da bolsa de ar, em 
camundongos. Tanto o EBH (500 g/mL), como as frações Hex 
(100 g/mL), AcOEt (100 g/mL), Alk (100 g/mL), as 
subfrações Pol (100 g/mL) e Apol (100 g/mL), ou o composto 
-Sit (50 g/mL) não foram efetivos em inibir a degradação de 
IB- (Figura 18). 

No entanto, o composto DHC (50 g/mL) foi efetivo em 
inibir a degradação do IB- no modelo de inflamação estudado 
(Figura 18).
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Figura 18: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a degradação da IkB-
 na inflamação induzida pela carrgenina, em camundongos. Os animais 
foram tratados com solução salina estéril (NaCl 0,9%) (banda 1) ou com Cg 
(1%/cav) (bandas 2 a 10) e foram mortos após 24 h. A cavidade da bolsa de 
ar foi lavada com PBS estéril (1,0 mL) (pH 7,4, contendo NaCl (130 mM), 
Na2PO4 (5 mM) e KH2PO4 (1 mM) em água destilada contendo heparina (20 
UI/mL). Os leucócitos foram coletados e incubados ex vivo por 30 min com 
solução HBSS contendo DMSO a 1% (bandas 1 e 2), extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH: 500 g/mL) (banda 3), fração n-hexano (Hex: 100 
g/mL) (banda 4), fração acetato de etila (AcOEt: 100 g/mL) (banda 5), 
fração alcaloide (Alc: 100 g/mL) (banda 6), subfração polar (Pol: 100 
g/mL) (banda 7), subfração apolar (Apol: 100 g/mL) (banda 8), di-
hidrocorinanteol   (DHC: 50 g/m L) (banda 9) ou beta-sitosterol (-Sit: 50 
g/mL) (banda 10). A degradação de IB-foi avaliada 24 h após a indução 
da inflamação pela carragenina. Acima: IB-: Degradação de IB-. 
Abaixo: -tub: anticorpo anti-beta-tubulina representando o controle 
positivo das bandas. N = 5 animais.

3.3.8. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as 
concentrações de IL-1β 

O EBH (200 mg/kg), suas frações Hex (10 mg/kg), 
AcOEt (25 mg/kg) ou Alc (10 mg/kg), assim como suas 
subfrações Pol (10 mg/kg) ou Apol (2 mg/kg), ou ainda os 
compostos DHC (2 mg/kg) ou -Sit (1 mg/kg) inibiram as 
concentrações de  IL-1β (% de inibição: EBH: 83,4 ± 0,2, Hex: 
54,7 ± 3,1, AcOEt: 28,8 ± 1,4, Alc: 65,8  0,4, Pol: 43,0  3,7, 
Apol: 52,5  4,0, DHC: 66,3 ± 2,7, -Sit: 53,1 ± 0,1) (P < 0,01) 
(Figura 19). A indometacina e a dexametasona foram efetivas em 
inibir as concentrações de IL-1 (P < 0,01) (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 200 mg/kg), fração 
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou 
fração alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfração polar (Pol: 10 mg/kg), subfração 
apolar (Apol: 2 mg/kg), di-hidrocorinanteol   (DHC: 2 mg/kg) ou beta-
sitosterol (-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%) 
sobre as concentrações de interleucina-1 beta (IL-1). C = animais tratados 
apenas com solução salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = animais tratados 
apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados previamente com 
indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados previamente com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais representam a média ± 
e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas (Newman-Keuls e Teste t de 
Student), N = 5 animais. ** P < 0,01.

3.3.9. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as 
concentrações de TNF-α

Tanto o EBH (200 mg/kg) como suas frações Hex (10 
mg/kg), AcOEt (25 mg/kg) ou Alc (10 mg/kg), assim como suas 
subfrações Pol (10 mg/kg) ou Apol (1 mg/kg), ou ainda os 
compostos DHC (1 mg/kg) ou -Sit (1 mg/kg) inibiram as 
concentrações de   TNF-α (% de inibição: EBH: 90,8  0,1, Hex: 
72,3 ± 1,2, AcOEt: 67,9 ± 1,8, Alc: 85,3  0,5, Pol: 91,4  0,1, 
Apol: 48,2  2,6, DHC: 64,4 ± 1,5, -Sit: 54,5 ± 1,2) (P < 0,01) 
(Figura 20). Novamente, os fármacos de referência inibiram as 
concentrações desta citocina pró-inflamatória (P < 0,01) (Figura 
20).
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Figura 20: Efeito do extrato bruto hidroalcoólico (EBH: 200 mg/kg), fração 
n-hexano (Hex: 10 mg/kg), fração acetato de etila (AcOEt: 25 mg/kg) ou 
fração alcaloide (Alc: 10 mg/kg), subfração polar (Pol: 10 mg/kg), subfração 
apolar (Apol: 1 mg/kg), di-hidrocorinanteol   (DHC: 1 mg/kg) ou beta-
sitosterol (-Sit: 1 mg/kg) isolados das cascas da Esenbeckia leiocarpa Engl.
e administradas 0,5 h antes da indução da inflamação pela carragenina (1%) 
sobre as concentrações de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-). C = 
animais tratados apenas com solução salina estéril (NaCl 0,95%). Cg = 
animais tratados apenas com carragenina (1%/cav). Indo = animais tratados 
previamente com indometacina (5 mg/kg, i.p.). Dexa = animais tratados 
previamente com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas verticais 
representam a média ± e.p.m e os asteriscos as diferenças estatísticas 
(Newman-Keuls e Teste t de Student), N = 5 animais. ** P < 0,01.

Após a avaliação dos resultados in vivo, observou-se que 
tanto o EBH, como a fração Alc e o composto DHC apresentaram 
efeito anti-inflamatório mais significativo nos experimentos in 
vivo, uma vez que foram efetivos em inibir o maior número de 
parâmetros inflamatórios, em uma dose menor. Além disso, foi 
observado que o composto DHC foi o composto majoritário para 
a Esenbeckia leiocarpa Engl. (Figura 6). Desta forma, o EBH, a 
fração Alc e o composto DHC foram escolhidos para a realização 
dos ensaios in vitro. 
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4. ESTUDOS IN VITRO

4.1. OBJETIVOS ESPECÍFICOS

I. Avaliar a atividade exercida pelo material vegetal sobre a 
apoptose de neutrófilos humanos;

II. Investigar o efeito do material vegetal sobre a fagocitose 
exercida por neutrófilos humanos; 

III. Verificar o efeito promovido pelo material vegetal na adesão 
de neutrófilos a células da linhagem A549; 

IV. Avaliar o efeito do material vegetal sobre a degranulação 
das vesículas secretórias, grânulos específicos/de gelatinase 
e/ou grânulos azurófilos de neutrófilos humanos;

V. Analisar a atividade do material vegetal sobre a produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) nos meios intra e 
extracelular de neutrófilos humanos; 

VI. Avaliar o efeito do material vegetal sobre a produção de 
citocinas e/ou quimiocinas por neutrófilos humanos;

VII. Estudar o efeito do composto beta-sitosterol sobre a 
captação de Ca2+ em neutrófilos murinos ativados.
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4.2. MATERIAIS E MÉTODOS

4.2.1. Material vegetal

O material vegetal foi isolado conforme descrito 
anteriormente (págs. 44 - 46, item 3.2. - Materiais e Métodos). 
Para os estudos in vitro, foram avaliados o EBH, a fração Alc e o 
composto DHC, uma vez que, além do EBH, a fração Alc 
demonstrou possuir a melhor atividade anti-inflamatória dentre as 
frações e subfrações avaliadas, e o composto DHC foi o 
composto majoritário para a Esenbeckia leiocarpa Engl. Além 
disso, foi avaliado o efeito do composto -Sit sobre a captação de 
cálcio (Ca2+) em neutrófilos murinos ativados, uma vez que este 
composto pareceu também ser um dos responsáveis pelo efeito 
inibitório promovido pelo material vegetal in vivo.

4.2.2. Isolamento de neutrófilos humanos

Os neutrófilos foram isolados do sangue venoso de 
doadores voluntários saudáveis, que apresentavam idade igual ou 
superior a 18 anos e que concordaram em assinar o Termo de 
Consentimento Livre aprovado pelo Comitê de Ética na Pesquisa 
com Seres Humanos do INRS-Instituto Armand-Frappier, 
Universidade de Quebec (LAVASTRE et al., 2002). 

A viabilidade celular foi avaliada por coloração com azul 
de trypan. Os neutrófilos viáveis foram centrifugados e corados 
com auxílio do kit de coloração Hema 3 (Biochemical Sciences 
Inc., Swedesboro, NJ, E.U.A.). 

4.2.3.  Avaliação da citotoxicidade

Para a avaliação da citotoxicidade in vitro promovida 
pela Esenbeckia leiocarpa Engl., foi avaliado o efeito do EBH em 
neutrófilos humanos. Para isto, estas células foram isoladas e 
incubadas in vitro com HBSS (pH 7,4) (controle – Ctrl) ou com 
EBH (1-1000 g/mL) por diferentes períodos de tempo (0-24 h) e 
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a necrose celular foi avaliada pela exclusão de azul de trypan
conforme descrito por Girard e colaboradores (1996).

4.2.4. Determinação da apoptose celular

Para avaliação da apoptose de neutrófilos humanos, estes 
foram isolados e incubados (10 x 106 céls/mL) com HBSS (pH 
7,4) (controle de apoptose espontânea - AE), ou com diferentes 
concentrações do EBH, fração Alc ou composto DHC (1-500 
g/mL) em meio RPMI 1640-HEPES-penicilina/estreptomicina 
suplementado com 10% de soro autólogo inativado. As células 
foram então centrifugadas, coradas (Hema 3 - Biochemical 
Sciences Inc., Swedesboro, NJ, E.U.A.), e a leitura realizada em 
microscópio óptico (Leica Microsystems, Richmond Hill, 
Canadá) em aumento de 400 x. Os neutrófilos apoptóticos foram 
definidos como células contendo um ou mais núcleos picnóticos 
característicos. Os resultados foram expressos como porcentagem 
de células apoptóticas e os grupos tratados foram comparados 
com o grupo AE (GIRARD et al., 1996). 

Para a avaliação do mecanismo de indução da apoptose, 
neutrófilos humanos (10 x 106 céls/mL) foram incubadas com 
HBSS (pH 7,4) ou com EBH (500 g/mL), Alc (100 g/mL) ou 
DHC (50 g/mL), na presença ou ausência dos seguintes 
agonistas e/ou inibidores: catalase (CAT) (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, MI, E.U.A.), inibidor da p38 MAPK SB203580 (Sigma-
Aldrich, St Louis, MI, E.U.A.), inibidor das caspases 1, 3, 4 e 7, 
N-ben-ziloxicarbonil-V-A-D-O-metilfluorometilcetona (z-VAD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor da caspase 3 
z-Asp(OMe)-Gln-Met-Asp(OMe)-FMK (z-DQMD-FMK) 
(Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversível da 
caspase 6 z-Val-Glu(OMe)-Ile-Asp(OMe)-FMK (z-VEID-FMK) 
(Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversível da 
caspase 9 z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-FMK (z-LEHD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.) ou trióxido de arsênio 
(As2O3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, E.U.A.), um agente 
indutor da apoptose, conforme descrito previamente (BINET; 
GIRARD, 2008). Novamente, os resultados foram expressos 
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como porcentagem de células apoptóticas e os grupos tratados 
foram comparados com o grupo AE (GIRARD et al., 1996). 

4.2.5. Determinação da fagocitose por neutrófilos

Para a avaliação da fagocitose pelos neutrófilos, 
eritrócitos de carneiro (20 x 106 céls/mL) foram opsonizados com 
anticorpos de coelho do tipo IgG anti-eritrócitos de carneiro por 
meio de incubação sob agitação constante em estufa a 37oC por 
15 min (ENNACIRI; GIRARD, 2009). Os neutrófilos humanos 
isolados (4 x 106 céls/mL) foram mantidos em meio RPMI 1640 e 
incubados com o diluente (DMSO a 1% em HBSS)  (controle 
negativo) (Ctrl), fator estimulador de colônia de granulócitos e 
macrófagos (GM-CSF) (65 ng/mL), EBH (500 g/mL), fração 
Alc (100 g/mL), ou DHC (50 g/mL) por 30 min. A seguir, os 
neutrófilos foram incubados com os eritrócitos de carneiro 
opsonizados por 45 min. As amostras foram centrifugadas e os 
sobrenadantes descartados. Os eritrócitos de carneiro não 
fagocitados foram lisados por lavagens consecutivas com água 
destilada, seguidas por adição de tampão PBS gelado. As 
amostras foram lavadas com PBS gelado e o pellet final foi 
ressuspendido. As células foram centrifugadas e coradas com 
Hema 3 (Biochemical Sciences Inc., Swedesboro, NJ, USA). A 
fagocitose foi quantificada em microscópio óptico comum (Leica 
Microsystems, Richmond Hill, Canadá). Os resultados foram 
expressos em porcentagem de neutrófilos capazes de fagocitar um 
ou mais eritrócitos de carneiro opsonizado (ENNACIRI; 
GIRARD, 2009).

4.2.6. Determinação da adesão de neutrófilos

A avaliação da adesão dos neutrófilos humanos foi 
avaliada conforme descrito por Pelletier e Girard (2005). Para 
isto, verificou-se a adesão dos mesmos a células de 
adenocarcinoma de laringe humano da linhagem A549 (ATCC), 
mantidas em meio RPMI 1640-HEPES-penicilina/estreptomicina 
na presença de soro fetal bovino. As mesmas foram dispostas em 
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lamínulas de vidro e lavadas duas vezes com HBSS (pH 7,4). Os 
neutrófilos (10 x 106 céls/mL) foram isolados e incubados com o 
diluente (DMSO a 1% em HBSS) (controle negativo) (Ctrl), 
TNF- (10 ng/mL), EBH (500 g/mL), Alc (100 g/mL), ou 
DHC (50 g/mL) em estufa a 37oC por 30 min. Os neutrófilos 
foram então incubados com calceína-AM (5 M) a temperatura 
ambiente por 30 min no escuro, para marcação das células 
viáveis. Uma suspensão de neutrófilos foi obtida e alíquotas de 
500 L foram adicionadas a uma microplaca de 12 poços. As 
lamínulas contendo as células A549 foram dispostas de maneira 
confluente sobre os poços e deixadas em repouso. As lamínulas 
foram então lavadas e dispostas sobre lâminas para posterior 
leitura da adesão neutrofílica em microscópio de fluorescência 
(Leica Microsystems, Richmond Hill, Canadá). Para esta leitura, 
foram contados ao menos 5 campos aleatórios. Os resultados 
foram expressos como índice de adesão, que foi determinado pela
razão do valor absoluto de células fluorescentes na amostra pelo 
valor absoluto do grupo Ctrl. 

4.2.7. Avaliação da degranulação de neutrófilos

Para avaliação da degranulação dos diferentes grânulos 
de neutrófilos, foi monitorada a expressão de CD35 (vesículas 
secretórias), CD66b (grânulos secundários/específicos e/ou 
terciários/de gelatinase) e CD63 (grânulos primários/azurófilos) 
por citometria de fluxo, conforme metodologia previamente 
descrita (JOG et al., 2007). Para bloqueio de ligações não-
específicas dos anticorpos, as células foram incubadas por 30 min 
em banho de gelo com 20% de soro autólogo, previamente 
inativado (56oC por 30 min). A seguir, foram realizadas 3 
lavagens com PBS e o anticorpo primário ou um controle 
isotípico IgG1 foram adicionados na concentração de 1 g/mL 
em HBSS por 30 min em banho de gelo. As células foram então 
lavadas 2 vezes em HBSS e incubadas com 1 g/mL de anticorpo 
de cabra anti-camundongo conjugado ao isotiocianato de 
fluoresceína (FITC) por 30 min em banho de gelo. Após esta 
etapa, foram realizadas mais 3 lavagens, e as células foram 
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ressuspendidas em HBSS e a leitura realizada em um FACScan 
(Biosciences, San Jose, CA, E.U.A.). Os resultados foram 
expressos como média da intensidade de fluorescência (JOG et 
al., 2007).

4.2.8. Determinação das concentrações intracelulares e 
extracelulares de espécies reativas de oxigênio

Primeiramente, para determinar as concentrações
intracelulares de EROs, os neutrófilos (1 x 106 céls/mL) foram 
incubados por 3 h com HBSS (pH 7,4), EBH (500 g/mL), Alc 
(100 g/mL), ou DHC (50 g/mL), na presença ou na ausência 
do agonista forbol-12-mirostato-13-acetato (PMA) (10-7 M). As 
concentrações intracelulares de EROs foram detectadas com o 
auxílio da sonda 2’,7’-diclorofluoresceína diacetato (H2DC-
FDA), sonda esta permeável e não fluorescente, como descrito 
por Miyajima e colaboradores (1997). Após a estimulação, as 
células foram lavadas com HBSS e marcadas com H2DC-FDA (5 
g/mL) em estufa a 37oC por 15 min. A H2-diclorofluoresceína é 
rapidamente oxidada pelas EROs à diclorofluoresceína, emitindo 
fluorescência. Como grupo controle positivo, a intensidade de 
fluorescência nos neutrófilos foi mensurada na presença de H2O2

(30 M).
A quantificação das concentrações extracelulares de 

EROs, foi representada pela determinação das concentrações
extracelulares do radical ânion superóxido (O2

.-), realizada por 
método colorimétrico, pela redução do ferrocitocromo c, 
conforme descrito por Herndon e colaboradores (2003). 
Neutrófilos humanos (1 x 106 céls/mL) foram isolados e mantidos 
em tampão HBSS suplementado com cloreto de cálcio (CaCl2)
(1,6 mM) na presença ou na ausência da enzima superóxido 
dismutase (SOD) (10 g/mL). Estas células foram então 
incubadas simultaneamente com HBSS (7,4), EBH (500 g/mL), 
Alc (100 g/mL) ou DHC (50 g/mL), e com ferrocitocromo c
(150 M) (Sigma-Aldrich) em estufa a 37oC por 5 min,  na 
presença ou na ausência de PMA (10-7 M). A absorbância foi 
mensurada a 550 nm. Os resultados foram expressos como 
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concentração de O2
.- (nmol) por 106 células, utilizando um 

coeficiente de extinção molar de 21,1 (HERNDON et al., 2003).

4.2.9. Produção de citocinas/quimiocinas por neutrófilos

Para a quantificação das citocinas/quimiocinas
sintetizadas e liberadas pelos neutrófilos humanos, foram 
utilizadas membranas contendo um conjunto de anticorpos 
específicos contra um painel contendo 36 citocinas/quimiocinas
humanas: fator do sistema complemento C5a (C5a), CD40 ligante 
(CD40L), fator estimulador de colônia de granulócitos (G-CSF), 
fator estimulador de colônia de granulócitos e macrófagos (GM-
CSF), oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-), 
proteína quimiotática para monócitos 1-309 (1-309), molécula de 
adesão intercelular-1 (ICAM-1), interferon- (IFN-), 
interleucina-1 alfa (IL-1), interleucina-1 beta (IL-1), 
antagonista do receptor de interleucina-1 (IL-1ra), interleucina-2 
(IL-2), interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5), interleucina-6 
(IL-6), interleucina-8 (IL-8), interleucina-10 (IL-10), 
interleucina-12p70 (IL-12p70), interleucina-13 (IL-13), 
interleucina-16 (IL-16), interleucina-17 (IL-17), interleucina-17E 
(IL-17E), interleucina-23 (IL-23), interleucina-27 (IL-27), 
interleucina-32 alfa (IL-32), proteína-10 induzida por 
interferon-gama (IP-10/CXCL10), quimiotático-alfa de células T 
induzível por interferon (I-TAC/CXCL11), proteína quimiotática 
de monócito-1 (MCP-1/CCL2), fator inibitório de migração de 
macrófagos (MIF), proteína inflamatória de macrófagos-1 alfa 
(MIP-1/CCL3), proteína inflamatória de macrófagos-1 beta 
(MIP-1/CCL4), serpina E1 ou inibidor do ativador do 
plasminogênio (Serpina E1/PAI-1), quimiocina RANTES 
(Regulated upon Activation, Normal T cell Expressed, and 
Secreted) (RANTES/CCL5), fator derivado de célula estromal-1 
(SDF-1), TNF- e receptor de desencadeamento expresso em 
células mieloides-1 (TREM-1), (R&D Systems Inc. Minneapolis, 
MN, E.U.A.). As reações de detecção foram realizadas 
simultaneamente para todos os analitos testados, duas semanas 
após a coleta e o isolamento das células, conforme instruções do 
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fabricante. Estudos prévios realizados no Laboratório de Pesquisa 
em Inflamação e Fisiologia de Granulócitos, Instituto Armand-
Frappier-INRS, Laval, Canadá, utilizando neutrófilos isolados de 
dois doadores de sangue saudáveis estimulados com LPS 
demonstraram que os resultados são reproduzíveis (dados não 
mostrados). Desta forma, foi obtido um pool dos sobrenadantes 
dos neutrófilos isolados (n = 3 experimentos diferentes) e estas 
células foram tratadas com HBSS (controle – Ctrl), LPS (1000 
g/mL) (controle positivo), EBH (500 g/mL), Alc (100 g/mL) 
ou DHC (50 g/mL), ou ainda EBH + LPS, Alc + LPS ou DHC + 
LPS. A emissão de quimiluminescência relativa a cada analito foi 
detectada pelo revelador Kodak X OMAT-RA (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, E.U.A.). A intensidade do sinal 
quimiluminescente de cada analito (em duplicata) foi corrigida 
por comparação com os controles positivos internos de cada 
membrana. Os resultados foram expressos como valores 
integrados de densidade (IDV). As membranas foram então 
escaneadas e foi realizada uma análise densitométrica, com 
auxílio do programa Multi-Analyst (Bio-Rad, Hercules, CA, 
E.U.A.).

4.2.10. Efeito do beta-sitosterol sobre a captação de cálcio 
por neutrófilos ativados

Neutrófilos murinos ativados (106 céls/tubo) foram 
coletados da cavidade da bolsa de ar de camundongos 
previamente tratados com Cg por 24 h. Estas células foram 
incubadas previamente em tampão Krebs Ringer-bicarbonato 
(KRb) (122 mM de NaCl; 3 mM de KCl; 1,2 mM de MgSO4; 1,3 
mM de CaCl2; 0,4 mM de KH2PO4; 25 mM de NaHCO3) (pH 
7,4) em um incubador metabólico Dubnoff a 37oC por 15 min em 
uma atmosfera de O2:CO2 (95:5; v/v). Após esta etapa, as células 
foram centrifugadas (1.000 x g) por 2 min. O sobrenadante foi 
descartado e as células foram ressuspendidas em tampão KRb 
fresco, contendo 0,1 Ci/mL de 45Ca2+ pelos períodos de 15, 30, 
45 e 60 min para determinação do equilíbrio de cálcio. Para a 
quantificação da captação de Ca2+, foi avaliada uma curva tempo-
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resposta, em que os neutrófilos foram incubados por 1, 5 e 15 
min, na ausência (controle) ou na presença do composto beta-
sitosterol (-Sit) (10-7 M). Após a obtenção do melhor tempo de 
indução da captação de Ca2+ (1 min), foi verificada a curva dose-
resposta, na qual as células foram incubadas por 1 min com 
diferentes concentrações de -Sit (10-9, 10-8, 10-7, 10-6 M). 

Em determinados experimentos, a nifedipina (1 M), um 
bloqueador de canais de Ca2+ voltagem-dependente do tipo L,  o 
BAPTA-AM (50 M), um quelante de Ca2+ intracelular, a 
colchicina (1 M), um desestabilizador da rede de microtúbulos, 
ou  o composto LY294002 (10 M), um inibidor da enzima 
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K) foram incubados 15 min antes 
da estimulação das células com -Sit (ZAMONER et al., 2005, 
2007, 2008; MENEGAZ et al., 2010a, b; BOURAÏMA-LELONG 
et al., 2010).

Para a determinação das concentrações extracelulares de 
45Ca2+ nos neutrófilos, estas células foram lavadas com NaCl 
(127,5 mM), KCl (4,6 mM), MgSO4 (1,2 mM), HEPES (10 mM), 
glicose (11 mM) e LaCl3 (10 mM) (pH 7,4) por  30 min. As 
células foram então homogeneizadas com NaOH (0,5 M) e 
alíquotas de 100 L foram adicionadas ao líquido de cintilação. A 
leitura foi realizada em um espectrômetro de cintilação LKB rack 
beta modelo LS 6500 (Multi-Purpose Scintilatino Counter-
Beckman, Boston, MA, E.U.A.) (HUNG; YEN, 2001; 
ZAMONER et al., 2008; MENEGAZ et al., 2010a). Finalmente, 
alíquotas de 50 L foram utilizadas para a quantificação de 
proteínas totais pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951). Os 
resultados foram expressos como pmol de 45Ca2+ por g de 
proteínas (ZAMONER et al., 2005, 2007, 2008; MENEGAZ et 
al., 2010a).

4.2.11. Fármacos e reagentes

Para a realização dos estudos in vitro, foram utilizados os 
reagentes descritos a seguir: dimetilsulfóxido (DMSO), forbol-
12-mirostato-13-acetato (PMA), fator de necrose tumoral-alfa 
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(TNF-), n-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) e 
lipopolissacarídeo (LPS) foram adquiridos de Sigma-Aldrich (St. 
Louis, MO, E.U.A.). Ainda, fator estimulador de colônia de 
macrófagos e granulócitos (GM-CSF) (Pepro Tech Inc., Rocky 
Hill, NJ, E.U.A.), anticorpo monoclonal anti-CD35 (clone E11) e 
anti-CD63 (clone H5C6) (BD PharMingen, São Diego, CA, 
E.U.A.), anticorpo monoclonal anti-CD66b (clone 80H3) 
(AbDSerotec, Raleigh, NC, E.U.A.), inibidor das caspases 1, 3, 4 
e 7, N-ben-ziloxicarbonil-V-A-D-O-metilfluorometilcetona (z-
VAD-FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor da 
caspase 3 z-Asp(OMe)-Gln-Met-Asp(OMe)-FMK (z-DQMD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversível 
da caspase 6 z-Val-Glu(OMe)-Ile-Asp(OMe)-FMK (z-VEID-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), inibidor irreversível 
da caspase 9 z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-FMK (z-LEHD-
FMK) (Calbiochem, La Jolla, CA, E.U.A.), trióxido de arsênio 
(As2O3), nifedipina, 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N,N,N’,N’-
ácido tetra-acético tetrakis (acetoximetil éster) (BAPTA-AM), 
colchicina e LY294002 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, E.U.A.), 
[45Ca]CaCl2 (sp. act. 321 KBq/mg Ca2+) e líquido de cintilação 
biodegradável Optiphase Hisafe III (PerkinElmer, Boston, MA, 
E.U.A.). Outros sais e reagentes, de grau de pureza analítica, 
foram obtidos de diferentes fontes comerciais.

4.2.12. Análise estatística

As diferenças estatísticas dos parâmetros analisados entre 
os grupos controle e tratados com o material vegetal foram 
realizados por meio de análise de variância ANOVA (teste 
paramétrico) bicaudal. Quando necessário utilizou-se o teste t de 
Student (não-pareado).  Para as análises densitométricas, utilizou-
se o programa Fluor S MultiImager, Quantity One®, versão 4.6.6 
(Bio-Rad, Hercules, CA, E.U.A.). Ainda, os dados relativos à 
captação de cálcio foram expressos como pmol de 45Ca2+/g de 
proteína ou como porcentagem do controle. Para estas análises, 
diferenças significativas entre os grupos foram determinadas pelo 
teste Kruskal-Walles, seguido por teste post hoc (teste de Dunn). 
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Para todas as análises estatísticas, valores de P menores que 0,05 
foram considerados significativos.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Avaliação da citotoxicidade da Esenbeckia leiocarpa
Engl.

O EBH (1-500 g/mL), a fração Alc (50 e 100 g/mL) e 
o composto DHC (10 e 50 g/mL) promoveram necrose celular 
em menos de 3% dos neutrófilos quando incubados por 24 h 
(resultados não mostrados). Ainda, a necrose celular foi inferior a 
5% quando as células foram incubadas com EBH (1000 g/mL), 
Alc (500 g/mL) ou DHC (100 g/mL) (por períodos de tempo 
curtos (< 1 h). Finalmente, para as células incubadas por 24 h 
com EBH (> 1000 g/mL), Alc (> 500 g/mL) ou DHC (> 100 
g/mL) a necrose celular foi de até 15% (resultados não 
mostrados). 

4.3.2. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a apoptose 
celular

O EBH, nas doses de 500-1000 g/mL, foi efetivo em 
induzir significativamente a apoptose de neutrófilos humanos (% 
de células apoptóticas: 500 g/mL: 79,0 ± 6,0, 750 g/mL: 92,4 ± 
2,9, 1000 g/mL: 94,6 ± 1,5), quando comparados ao grupo 
apoptose espontânea (AE: 56,7 ± 3,7%) (P < 0,01) (Figura 21A).

Já a fração Alc nas doses de 100 e 500 g/mL aumentou 
significativamente a apoptose dos neutrófilos humanos (% de 
células apoptóticas: 100 g/mL: 72,3 ± 5,2 e 500 g/mL: 85,0 ± 
4,0), quando comparada ao grupo AE (56,3 ± 3,3%) (P < 0,05) 
(Figura 21B).

Com relação ao composto isolado DHC, o mesmo nas 
doses de 50 e 100 g/mL induziu significativamente a apoptose 
de neutrófilos humanos (% de células apoptóticas: 50 g/mL: 
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74,0 ± 2,6 e 100 g/mL: 87,3 ± 2,3) quando comparado ao grupo
AE (54,0 ± 1,5%) (P < 0,01) (Figura 21C). Desta forma, EBH 
(500 g/mL), Alc (100 g/mL) e DHC (50 g/mL) foram as 
concentrações escolhidas para os experimentos in vitro
subsequentes.

Para a avaliação do mecanismo indutor da apoptose de 
neutrófilos, primeiramente estudou-se a participação de diferentes 
caspases neste processo.  A indução da apoptose pelo EBH (500 
g/mL), pela fração Alc (100 g/mL) e pelo composto DHC (50 
g/mL) foi revertida significativamente pela adição do inibidor 
das caspases 1, 3, 4 e 7 (z-VAD-FMK) (% de células apoptóticas: 
EBH: 70,0 ± 2,1, Alc: 71,7 ± 2,7 e DHC: 69,7 ± 1,2) (P < 0,05) 
(Figura 22). Ainda, a indução da apoptose promovida pelo DHC 
(50 g/mL), mas não pelo EBH (500 g/mL) ou pela fração Alc 
(100 g/mL), foi revertida significativamente pelos inibidores 
seletivos para caspase 3 (z-DQMD-FMK) (DHC: 54,3 ± 5,9%), 
caspase 6 (z-VEID-FMK) (DHC: 39,7 ± 6,1%) ou caspase 9 (z-
LEHD-FMK) (DHC: 48,3 ±  4,2%) (P < 0,01) (Figura 22C).
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Figura 21: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a apoptose de 
neutrófilos humanos. Neutrófilos humanos (10 x 106 céls/mL) foram 
isolados e incubados com o diluente (HBSS – DMSO 1%), grupo apoptose 
espontânea (AE), ou com extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (1-1000 
g/mL) (A), fração alcaloide (Alc) (50-500 g/mL) (B) ou  di-
hidrocorinanteol (DHC) (10-100 g/mL) (C) por 24 h. Células apoptóticas 
foram determinadas pela presença de núcleos picnóticos, por leitura em
microscópio óptico comum. Os resultados foram expressos como média ± 
e.p.m. (n ≥ 3). AE = apoptose espontânea (células incubadas apenas com o 
diluente). *, P < 0,05, **, P < 0,01 versus AE pelo teste t de Student.
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Figura 22: Envolvimento das caspases na apoptose induzida pela Esenbeckia 
leiocarpa Engl. Neutrófilos (10 x 106 céls/mL) foram incubados com o diluente 
(HBSS – DMSO 1%), grupo apoptose espontânea (AE), ou com extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH) (500 g/mL) (A), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) (B) 
ou di-hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL) (C), na presença (+) ou na ausência (-
) dos seguintes inibidores: z-VAD-FMK (caspases 1, 3, 4 e 7), z-DQMD-FMK 
(caspase 3), z-VEID-FMK (caspase 6), ou z-LEHD-FMK (caspase 9) por 24 h. 
Células apoptóticas foram determinadas pela presença de núcleos picnóticos, por 
leitura em microscópio óptico. Os resultados foram expressos como média ± 
e.p.m. (n = 4). AE = apoptose espontânea (células incubadas apenas com o 
diluente). *, P < 0,05, **, P < 0,01 versus AE; ##, P < 0,01 versus EBH (A), Alc 
(B) ou DHC (C) (teste t de Student).
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Posteriormente, foi avaliada a participação de espécies 
reativas de oxigênio no processo de aceleração da apoptose 
espontânea (AE) induzida pela Esenbeckia leiocarpa Engl. em 
neutrófilos humanos. Como demonstrado na Figura 21, tanto o 
EBH, como a fração Alc e o composto DHC foram efetivos em 
induzir a apoptose em relação à AE. Desta forma, foi adicionada 
a enzima CAT, que degrada o H2O2, inibindo, desta forma, a AE 
(Figura 23). Com relação à apoptose induzida pelo EBH (500 
g/mL), esta foi inibida significativamente pela CAT (EBH: 26,7 
± 10,8%) (P < 0,01) (Figura 23A).  Da mesma forma, a apoptose 
induzida pela fração Alc (100 g/mL) foi significativamente 
revertida pela CAT (Alc: 15,7 ± 5,3%) (P < 0,01) (Figura 23B). 
Ainda, com relação à apoptose induzida pelo composto DHC (50 
g/mL), esta também foi revertida significativamente pela CAT 
(DHC: 17,7 ± 1,7%) (P < 0,01) (Figura 23C).
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Figura 23: Envolvimento das espécies reativas de oxigênio (EROs) na 
apoptose induzida pela Esenbeckia leiocarpa Engl. Neutrófilos (10 x 106

céls/mL) foram incubados com o diluente (HBSS – DMSO 1%), grupo 
apoptose espontânea (AE), ou com extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (500 
g/mL) (A), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) (B) ou di-hidrocorinanteol 
(DHC) (50 g/mL) (C), na presença (+) ou na ausência (-) da enzima 
catalase (CAT) por 24 h. Células apoptóticas foram determinadas pela 
presença de núcleos picnóticos, por leitura em microscópio óptico comum. 
Os resultados foram expressos como média ± e.p.m. (n = 4). AE = apoptose 
espontânea (células incubadas apenas com o diluente). **, P < 0,01 versus 
AE; ##, P < 0,01 versus EBH (A), Alc (B) ou DHC (C) (teste t de Student).
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4.3.3.  Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a fagocitose 
de neutrófilos

Posteriormente, avaliou-se o efeito do EBH, fração Alc e 
composto DHC sobre a fagocitose de eritrócitos de carneiro pelos 
neutrófilos. O EBH (500 g/mL), a fração Alc (100 g/mL) e o 
composto DHC (50 g/mL) foram efetivos em aumentar 
significativamente a fagocitose (EBH: 61.7 ± 3.2% e Alc: 65.3 ± 
8.4%) quando comparados ao grupo controle negativo (Ctrl) 
(43.0 ± 5.6%) (P < 0,05) (Figura 24). Já o composto DHC não 
alterou significativamente a fagocitose de eritrócitos de carneiro 
opsonizados exercida pelos neutrófilos (P > 0,05) (Figura 24).
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Figura 24: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a fagocitose exercida 
pelos neutrófilos. Neutrófilos humanos (4 x 106 céls/mL) foram isolados e 
previamente incubados por 30 min com o diluente (HBSS – DMSO 1%) 
(controle negativo – Ctrl), fator estimulador de colônias de granulócitos e 
macrófagos (GM-CSF) (65 ng/mL) (controle positivo), ou com extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH) (500 g/mL), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) ou  
di-hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL), e então incubados com eritrócitos 
de carneiro opsonizados (20 x 106 céls/mL) por 45 min. Neutrófilos 
fagocíticos foram determinados pela presença de um ou mais eritrócitos de 
carneiro no interior da célula, por leitura em microscópio óptico comum. Os 
resultados foram expressos como média ± e.p.m. (n ≥ 3). *, P < 0,05 versus 
Ctrl (teste t de Student).
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4.3.4.  Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a adesão de 
neutrófilos 

O EBH (500 g/mL) induziu adesão de neutrófilos a 
células da linhagem A549 (477,3 ± 0,8%) (P < 0,01) (Figura 24). 
Da mesma forma, a fração Alc (100 g/mL) foi efetiva em 
induzir a adesão neutrofílica a células A549 (140 ± 0,1%) (P < 
0,05) (Figura 25). Ainda, o composto DHC (50 g/mL) não 
alterou significativamente a adesão de neutrófilos a células da 
linhagem A549 (P > 0,05) (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a adesão de 
neutrófilos a células da linhagem A549. Neutrófilos humanos (10 x 106

céls/mL) foram isolados e incubados previamente com o diluente (HBSS –
DMSO 1%) (controle negativo – Ctrl), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
) (10 ng/mL) (controle positivo), ou com extrato bruto hidroalcoólico 
(EBH) (500 g/mL), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) ou di-
hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL) por 30 min. Os neutrófilos foram 
marcados com calceína-AM e incubados com uma camada confluente de 
células A549 por 30 min. O quadro à esquerda ilustra o grupo Ctrl 
comparado ao grupo TNF- 30 min após estimulação. Os resultados foram 
expressos pelo índice de adesão (razão do valor absoluto de células 
fluorescentes na amostra pelo valor absoluto do grupo Ctrl).
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4.3.5. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a 
degranulação de neutrófilos

Com relação à degranulação dos neutrófilos, foi avaliada 
a expressão de três moléculas conhecidas por serem expressas em 
diferentes tipos de grânulos: CD35 (vesículas secretórias), CD66b 
(grânulos específicos/de gelatinase) e CD63 (grânulos azurófilos) 
(BINET; GIRARD, 2008; JOG et al., 2007). O EBH (500 g/mL) 
e a fração Alc (100 g/mL) promoveram significativamente a 
degranulação das vesículas secretórias, conforme evidenciado 
pelo aumento da expressão de CD35, embora tenha sido menos 
potente que o agonista fMLP (10 nM), utilizado como controle 
positivo (% de inibição: EBH: 62,2 ± 21,1, Alc: 63,2 ± 17,5) (P < 
0,05) (Figura 26A). Já o composto DHC não foi efetivo em 
induzir a degranulação destes grânulos (P > 0,05) (Figura 26A). 
Com relação aos grânulos específicos/de gelatinase, nas mesmas 
doses, o EBH e a fração Alc, mas não o composto DHC, foram 
efetivos em induzir a degranulação destes grânulos (% de 
inibição: EBH: 43,1 ± 37,2, Alc: 46,4 ± 32,2) (P < 0,05) (Figura 
26B). Finalmente, com relação aos grânulos azurófilos, nas 
mesmas concentrações, o EBH, a fração Alc e o composto DHC 
promoveram a degranulação destes grânulos (% de inibição: 
EBH: 412,6 ± 13,4, Alc: 470,9 ± 12,9, DHC: 163,9 ± 4,2) (P < 
0,01) (Figura 26C). 

4.3.6. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produção 
de EROs por neutrófilos

Com relação à produção de EROs, primeiramente
avaliou-se o efeito do EBH (500 g/mL), da fração Alc (100 
g/mL) e do composto DHC (50 g/mL) sobre as concentrações 
intracelulares destas espécies reativas, quantificados pela 
oxidação da sonda fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceína 
diacetato H2DC-FDA (MIYAJIMA et al., 1997). O EBH (500 
g/mL) foi efetivo em inibir significativamente as concentrações 
basais de EROs 5 a 30 min após o tratamento com o extrato (% 
de inibição: 5 min: 60,0 ± 0,2; 15 min: 59,7 ± 0,6; 30 min: 53,5 ± 
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1,2 (P < 0,05) (Figura 27A). A fração Alc não alterou as 
concentrações intracelulares basais de EROs, quando comparados 
ao grupo controle negativo (Ctrl) (P > 0,05) (Figura 27A). Já o 
composto DHC, aumentou significativamente a produção 
intracelular de EROs de 5 a 30 min após o tratamento (% de 
aumento: 5 min: 765,4 ± 2,8; 15 min: 770,8 ± 5,1; 30 min: 761,3 
± 4,9) (P < 0,01) (Figura 27A). Posteriormente, foi verificado se 
o EBH (500 g/mL), a fração Alc (100 g/mL) e/ou o composto 
DHC (50 g/mL) foram efetivos em reverter a produção 
intracelular de EROs induzida pelo forbol-12-miristato-13-
acetato (PMA) (10-7 M), um agonista clássico para neutrófilos. 
Tanto o EBH (500 g/mL), como a fração Alc (100 g/mL) 
foram efetivos em reverter este processo: EBH (% de inibição: 5 
min: 91,5 ± 1,0; 15 min: 93,3 ± 2,4; 30 min: 95,3 ± 1,4) e Alc (% 
de inibição: 5 min: 47,8 ± 5,7; 15 min: 42,9 ± 10,3; 30 min: 59,9 
± 11,8) (P < 0,05) (Figura 27B). Ainda, o composto DHC (50 
g/mL) não foi efetivo em reverter este processo (P > 0,05) 
(Figura 27B).
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Figura 26: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl sobre a degranulação de 
neutrófilos. Neutrófilos (10 x 106 céls/mL) foram isolados e incubados com 
o diluente (DMSO 1% em HBSS - Ctrl), com o agonista n-formil-metionil-
leucil-fenilalanina (fMLP) (10 nM) (controle positivo), extrato bruto 
hidroalcoólico (EBH) (500 g/mL), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) ou  
di-hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL), e a degranulação foi avaliada por 
citometria de fluxo, por meio da expressão de CD35 (vesículas secretórias) 
(A), CD66b (grânulos específicos) (B) e CD63 (grânulos azurófilos) (C). Iso 
= controle isotípico de anticorpo IgG1. MFI = intensidade de fluorescência
média. Resultados foram expressos como média ± E.P.M. (n = 3) (teste t de 
Student).
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Uma vez que a CAT inibiu o processo de apoptose 
induzido pelo EBH, pela fração Alc e pelo composto DHC e, 
tendo em vista que esta enzima degrada o H2O2 presente no meio 
extracelular, verificou-se o efeito do material vegetal sobre as 
concentrações extracelulares de EROs. Para isto, determinaram-
se as concentrações de O2

.- no meio extracelular, uma vez que 
este radical é rapidamente convertido em H2O2 por ação da 
enzima SOD. Após 5 min de estimulação, o EBH (500 g/mL) 
aumentou significativamente as concentrações de O2

.- (% de 
aumento: 66,4 ± 0,7) (P < 0,05) (Figura 27C). Ainda, a fração Alc 
(100 g/mL) e o composto DHC (50 g/mL) não alteraram 
significativamente as concentrações extracelulares de O2

.- (P > 
0,05) (Figura 27C). Por outro lado, nas mesmas doses estudadas, 
o EBH, a fração Alc e o composto DHC reduziram 
significativamente a produção de O2

.- induzida pelo PMA (10-7

M) no tempo  de 5 min (% de inibição: EBH: 66,2 ± 0,3; Alc: 
76,9 ± 0,2; DHC: 80,8 ± 0,3) (P < 0,01) (Figura 27C).

4.3.7. Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produção 
de citocinas/quimiocinas por neutrófilos

Dentre as 36 citocinas/quimiocinas analisadas, 12 
(33,3%) tiveram o sinal de quimiluminescência detectados 
quando os neutrófilos foram estimulados com LPS (1000 g/mL) 
(Figura 28). Quando estimulados com EBH (500 g/mL), fração 
Alc (100 g/mL), ou composto DHC (50 g/mL) a produção de 
citocinas/quimiocinas pelos neutrófilos não foram alteradas 
quando comparados ao grupo Ctrl (resultados não mostrados). No 
entanto, tanto o EBH (500 g/mL), como a fração Alc (100 
g/mL) e o composto DHC (50 g/mL) foram efetivos em inibir 
a produção de IL-6, MIP-1 e MIP-1 por neutrófilos 
estimulados por LPS (Figura 28). Ainda, o composto DHC inibiu 
a síntese de GRO- estimulada por LPS nos neutrófilos (Figura 
28).



97

0

10

20

100

200
Ctrl

PMA

EBH

5 15 30

Alc

DHC

* * *

** ** **

** ** **

A

Tempo  (min)

P
ro

d
u

ç
ã

o
 d

e
 E

R
O

s
  

(G
M

e
a

n
)

0

1

2

3

4

5

**

##

EBH

PMA -
- -

+ -

+ +
+

Alc - - - -

-

-
+

+

+
-

##

*

- +

- -
- -

+ +- - - - - -DHC

##

C

Â
n

io
n

 s
u

p
e

ró
x

id
o

(n
m

o
l/

1
0

6
 c

é
ls

)

Figura 27: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl sobre as concentrações 
intracelulares (A,B) e extracelulares (C) de espécies reativas de oxigênio 
(EROs) em neutrófilos. Neutrófilos (1 x 106 céls/mL) foram incubados com 
o diluente (DMSO 1% em HBSS - Ctrl), com o agonista forbol-12-miristato-
13-acetato (PMA) (10-7 M) (controle positivo), extrato bruto hidroalcoólico 
(EBH) (500 g/mL), fração alcaloide (Alc) (100 g/mL) ou di-
hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL) (A), ou ainda com PMA + EBH, PMA 
+ Alc ou PMA + DHC (B) por 5, 15 e 30 min. A produção intracelular de 
EROs foi avaliada por citometria de fluxo através da oxidação da sonda 
fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceína diacetato H2DC-FDA (A,B). As 
concentrações extracelulares de EROs foram determinados pela 
quantificação das concentrações extracelulares do ânion superóxido (O2

.-) 5 
min após tratamento com PMA e/ou EBH, Alc ou DHC (C). Os resultados 
foram expressos como média ± e.p.m. (n = 4). *, P < 0,05, **, P < 0,01 
versus Ctrl; # P < 0,05, ##, P < 0,01 versus PMA (teste t de Student).
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Figura 28: Efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre a produção de 
citocinas/quimiocinas por neutrófilos. Neutrófilos humanos (10 x 106 céls/mL) 
foram isolados e incubados previamente com o diluente (HBSS – DMSO a 1%) 
(controle negativo – Ctrl), lipopolissacarídeo (LPS) (1000 g/mL) (controle 
positivo), ou com extrato bruto hidroalcoólico (EBH) (500 g/mL), fração 
alcaloide (Alc) (100 g/mL) ou di-hidrocorinanteol (DHC) (50 g/mL) na 
presença ou ausência de LPS por 30 min. Um pool de amostras de cada grupo 
testado foi adicionado às membranas contendo um conjunto de anticorpos contra 
36 citocinas/quimiocinas diferentes. As seguintes citocinas/quimiocinas foram 
detectadas: quimiocina CCL5 (RANTES), antagonista solúvel do receptor da 
interleucina-1 (IL-1ra), oncogene-alfa relacionado ao crescimento (GRO-), 
interleucina-16 (IL-16), fator inibitório de macrófago (MIF), proteína 
inflamatória de macrófago-1 alfa (MIP-1), molécula de adesão intercelular-1 
solúvel (sICAM-1), proteína inflamatória de macrófago-1 (MIP-1), 
interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8), fator do sistema complemento C5a 
(C5a) e Serpina-E1/ inibidor do ativador do plasminogênio-1 (Serpina E1/PAI-
1). Os resultados foram expressos como valores integrados de densidade (IDV). 
(A) Membranas com o sinal quimiluminescente referente aos analitos detectados. 
(B) Gráficos com a IDV correspondente a cada uma das citocinas/quimiocinas
detectadas pelo teste.
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4.3.8. Efeito do beta-sitosterol sobre a captação de cálcio por
neutrófilos ativados

Uma vez que o -Sit foi um dos compostos que 
demonstrou melhor atividade anti-inflamatória in vivo, avaliou-se 
o papel do Ca2+ no efeito induzido por este composto.  Para isto, 
primeiramente objetivou-se obter o equilíbrio do Ca2+ em 
neutrófilos murinos ativados coletados da cavidade da bolsa de 
ar. Desta forma, a captação basal de 45Ca2+ (0,1 Ci/mL) foi 
monitorado por 15, 30, 45 e 60 min na ausência do composto -
Sit. Neste protocolo experimental, foi demonstrado que houve 
aumento na captação basal de 45Ca2+ nos períodos de 30 e 45 min 
e que o equilíbrio dinâmico entre o influxo e o efluxo de 45Ca2+

ocorreu com 45 min de incubação (Figura 29). Desta forma, para 
os experimentos subsequentes, foi determinado período de 
incubação prévia de 45 min com o 45Ca2+ para o estabelecimento 
do equilíbrio no fluxo de Ca2+ antes da incubação com o -Sit. 
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Figura 29: Curva tempo-resposta da captação basal de 45Ca2+ em neutrófilos 
murinos ativados coletados da cavidade da bolsa de ar após estimulação com 
Cg (1%/cav) por 24 h. Os resultados foram expressos como média ± e.p.m.
de 3 experimentos independentes realizados em quadriplicata. *P < 0,05 
comparados ao grupo 15 min (teste t de Student). Tempo de incubação
prévia: 15 a 60 min na presença de 45Ca2+ (0,1 Ci/mL).
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Após a obtenção do equilíbrio na captação basal de Ca2+, 
foi realizada a avaliação das curvas tempo- e dose-resposta da 
captação de Ca2+. Com relação à curva tempo-resposta, o -Sit 
(10-7 M) foi efetivo em aumentar a captação de 45Ca2+ após 
estimulações por 1 e 5 min, e não teve efeito após estimulação 
por 15 min (resultados não mostrados). Ainda, com relação à 
avaliação da curva dose-resposta em células estimuladas com -
Sit (10-9 a 10-6 M), foi observado aumento significativo com a 
dose de 10-7 M, quando comparado ao grupo controle (resultados
não mostrados). Desta forma, a dose de 10-7 M no período de 1 
min foi utilizada nos experimentos subsequentes.

Com relação ao envolvimento de canais de Ca2+

voltagem-dependentes, bem como das concentrações
intracelulares de Ca2+ no efeito estimulatório previamente 
observado do -Sit na captação de Ca2+, tanto a nifedipina, um 
bloqueador de canais de Ca2+ voltagem-dependente do tipo L, 
como o BAPTA-AM, um quelante de Ca2+ intracelular, foram 
efetivos em reverter o efeito estimulatório promovido pelo -Sit 
na captação de Ca2+ (P < 0,05) (Figura 30A). 

Finalmente, foi estudado o envolvimento da rede de 
microtúbulos, bem como a participação da enzima PI3K no efeito 
promovido pelo esterol em questão. Tanto a colchicina, um 
desestabilizador das redes de microtúbulos, como o LY294002, 
um inibidor seletivo da enzima PI3K reverteram a captação de 
Ca2+ promovido pelo -Sit (P < 0,05) (Figura 30B).



101

0

50

100

150

200

250

**

#

-Sit  (10-7 M)

Nifedipina (1M)

BAPTA-AM  (50 M)

-

-

- -
-

+

+ +
- -

+-

+ +

+-

- -

#

A

In
flu

xo
 d

e 
C

a2
+
 a

 1
 m

in
(%

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

)

0

50

100

150

200

250

**

#

-Sit  (10-7 M)

LY294002 (10 M)

Colchicina  (1 M)

-

-

- -
-

+

+ +
- -

+-

+ +

+-

- -

#

B

In
flu

xo
 d

e 
C

a2
+  a

 1
 m

in
(%

 d
o

 c
o

n
tr

o
le

)

Figura 30: Envolvimento dos canais de Ca2+ voltagem-dependente do tipo 
L, das concentrações intracelulares de Ca2+ (A), da enzima fosfatidilinositol-
3 quinase (PI3K) e da rede de microtúbulos (B) no efeito estimulatório do 
beta-sitosterol (-Sit) na captação de 45Ca2+ em neutrófilos murinos ativados. 
Tempo de incubação prévia: 45 min na presença de 45Ca2+ (0,1 mCi/mL). 
Tempo de incubação: 1 min na presença do -Sit e de 45Ca2+ (0,1 Ci/mL). 
Nifedipina (1 M), BAPTA-AM (50 M), colchicina (1 M) ou LY294002 
(10 M) foram adicionados 15 min antes da estimulação pelo -Sit. Os 
resultados foram expressos como média ± e.p.m. de 3 experimentos 
independentes realizados em quadriplicata, e foram expressos como % do 
controle, que representa uma média de 71,4 ± 13,6 pmol de 45Ca2+/g de 
proteína. ** P < 0,01, quando comparado ao grupo controle. # P < 0,05 
quando comparado ao grupo -Sit (teste t de Student). 
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5. DISCUSSÃO

No presente estudo, avaliou-se o efeito, bem como o 
mecanismo de ação anti-inflamatória do EBH, frações, 
subfrações e/ou compostos isolados das cascas da Esenbeckia 
leiocarpa Engl., utilizando modelos experimentais in vivo e in 
vitro. 

Neste estudo, foi demonstrado que tanto o EBH, como as 
frações, subfrações e/ou compostos isolados das cascas da 
Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentaram importante efeito anti-
inflamatório no modelo de inflamação induzida pela carragenina
na bolsa de ar, em camundongos, uma vez que o material vegetal 
foi efetivo em inibir a migração leucocitária e a exsudação neste 
modelo experimental. 

Com relação à migração leucocitária, observou-se que 
tanto o EBH, como as frações, subfrações e compostos isolados 
da planta em questão, foram efetivos em inibir este parâmetro 
inflamatório, sendo que a fração Alc, a subfração Apol e os 
compostos isolados DHC e -Sit apresentaram melhor efeito anti-
inflamatório, uma vez que em doses menores (10 mg/kg para a 
fração Alc e 1 mg/kg para a subfração Apol e os compostos 
isolados) inibiram o influxo de leucócitos para a cavidade da 
bolsa de ar na inflamação induzida pela carragenina, à custa de 
neutrófilos. Quando comparada aos fármacos de referência, o 
material vegetal demonstrou ser tão eficaz quanto os fármacos 
utilizados, indometacina e dexametasona, com relação a este 
parâmetro inflamatório. Além disso, é importante ressaltar que, 
mesmo em uma dose menor (1 mg/kg), tanto a subfração Apol, 
como os compostos isolados DHC e -Sit tiveram efeito 
equivalente ao da indometacina (5 mg/kg) em inibir a migração 
leucocitária. 

Diversos trabalhos realizados por nosso grupo de 
pesquisa demonstraram que, no modelo experimental da bolsa de 
ar, a inflamação induzida pela carragenina é mediada por 
significativa infiltração leucocitária, essencialmente de 
neutrófilos, quando comparada a animais tratados apenas com 
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solução salina estéril (grupo controle negativo) (BENINCÁ et al., 
2007; VIGIL et al., 2008; LIZ et al., 2008, 2011). 

Uma vez que, tanto o EBH como as frações, subfrações e 
compostos isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. foram efetivos 
em inibir in vivo a migração leucocitária, essencialmente de 
neutrófilos, foi verificado se o material vegetal seria capaz de 
modular o processo de adesão de neutrófilos, in vitro. Para isto, 
optou-se por avaliar o efeito do EBH, da fração Alc e do 
composto DHC sobre a adesão de neutrófilos humanos a células 
epiteliais de adenocarcinoma humano da linhagem A549. Neste 
protocolo experimental, observou-se que o EBH e a fração Alc, 
mas não o composto DHC foram efetivos em aumentar a adesão 
das células neutrofílicas às células A549. Estes resultados 
sugerem que, embora a expressão de moléculas de adesão não 
tenha sido determinada, constituintes químicos além do composto 
DHC, presentes tanto no EBH como na fração Alc, parecem 
exercer um efeito estimulatório na adesão dos neutrófilos a 
células A549, o que pode estar relacionado a um aumento na 
expressão de moléculas de adesão pelas células neutrofílicas, 
dentre elas selectinas, integrinas e/ou superfamília das 
imunoglobulinas. Um aumento constante na expressão destas
moléculas sem o devido processo de regulação pode promover a 
adesão constante dos neutrófilos ao endotélio vascular, podendo
levar, consequentemente, a uma diminuição no processo de 
migração leucocitária.

Os neutrófilos são células efetoras, que não se 
diferenciam, e que normalmente permanecem na circulação por 
um período médio de 12 h (LUO; LOISON, 2008; FOX et al., 
2010; BRATTON; HENSON, 2011). Ainda, estudos já haviam 
demonstrado que, quando incubados em meio de cultura RPMI, 
na presença de 10% de soro autólogo, 30-60% destas células 
entraram em apoptose espontaneamente após 24 h de incubação 
(SAVOIE et al., 2000). No presente estudo, foi verificado se o 
material vegetal seria capaz de alterar a AE de neutrófilos 
humanos.  De maneira interessante, foi demonstrado que, tanto o 
EBH como a fração Alc e o composto isolado DHC foram 
efetivos em acelerar a apoptose de neutrófilos in vitro, 
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demonstrando que este alcaloide parece ser um dos principais 
responsáveis pelo efeito promovido pelo material vegetal em 
neutrófilos humanos, in vitro.

A apoptose de neutrófilos não só regula o número de 
células circulantes e/ou presentes no local da inflamação, como 
também contribui para o processamento de eventuais bactérias 
fagocitadas anteriormente por essas células, levando à síntese de 
citocinas anti-inflamatórias e à eliminação dos corpos apoptóticos 
por macrófagos residentes. Entretanto, durante a resposta 
inflamatória, ocorre um atraso no processo de morte programada 
dos neutrófilos, podendo levar a uma situação de neutrofilia. A 
sobrevivência dos neutrófilos por um período maior de tempo 
devido à inibição da apoptose pode promover o acúmulo destas 
células no local da inflamação, levando a uma liberação excessiva 
de metabólitos como EROs e ERNs, que levam a um efeito 
deletério no tecido em questão (BRATTON; HENSON, 2011; 
GEERING; SIMON, 2011).

Uma vez que a Esenbeckia leiocarpa Engl foi efetiva em 
induzir a apoptose de neutrófilos humanos in vitro, decidiu-se 
avaliar o mecanismo de ação pelo qual o material vegetal 
promoveu este efeito. Para isto, primeiramente avaliou-se a 
participação de diferentes caspases neste processo, utilizando-se
de diferentes inibidores destas proteases.  Tanto a apoptose 
espontânea, como aquela induzida pelo EBH, fração Alc ou pelo 
composto DHC, foram revertidas significativamente pela adição 
do inibidor não seletivo de caspases z-VAD-FMK, demonstrando 
a participação efetiva destas enzimas proteolíticas neste processo
de inflamação. Contudo, quando foram adicionados os inibidores 
seletivos z-DQMD-FMK, para caspase 3, z-VEID-FMK, para 
caspase 6 e z-LEHD-FMK, para caspase 9, estes foram apenas 
efetivos em reverter a apoptose espontânea, mas não aquela 
induzida pelo EBH ou pela fração Alc. Por outro lado, os 
inibidores seletivos para caspases 3, 6 e 9 reverteram 
significativamente, tanto o processo de apoptose espontâneo, 
como aquele induzido pelo composto DHC, sugerindo que estas 
caspases participam efetivamente do processo de apoptose 
induzido por este alcaloide. Desta forma, estes resultados 
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comprovaram que diferentes constituintes químicos presentes no 
EBH, bem como na fração Alc, provavelmente induzem a 
apoptose de neutrófilos por vias distintas, uma vez que inibidores 
específicos para diferentes caspases não foram efetivos em 
reverter este processo. Alguns estudos têm demonstrado o 
envolvimento de uma via alternativa de apoptose de neutrófilos, 
caracterizada pelo estresse do retículo endoplasmático e ativação 
de caspase 4 (BINET; CHIASSON; GIRARD, 2010).

Outros estudos já demonstraram que determinados 
alcaloides induziram a apoptose celular por mecanismos 
dependentes de diferentes caspases. Chen e colaboradores (2009) 
demonstraram que o alcaloide berberina foi efetivo em promover 
a apoptose de células de glioma de ratos através da ativação das 
caspases 3, 8 e 9. Ainda, Nakamura-López e colaboradores 
(2009) demonstraram que o alcaloide estaurosporina induziu a 
apoptose de macrófagos da linhagem P388D1, via ativação das 
caspases 3 e 9, assim como aumentou as concentrações de TNF-
, via ativação de caspase 8. 

Em seguida, para melhor elucidação do mecanismo de 
ação pelo qual a planta promoveu a indução da apoptose de 
neutrófilos humanos, avaliou-se a participação das EROs neste 
processo, pela adição da enzima CAT, tanto na apoptose
espontânea, como naquela induzida pela Esenbeckia leiocarpa
Engl.. A CAT é uma enzima antioxidante responsável pela 
degradação do H2O2. De forma interessante, tanto na AE, como 
na apoptose induzida pelo material vegetal, o processo de 
apoptose celular foi completamente revertido pela adição da 
CAT, sugerindo que, em ambos os casos, as EROs desempenham 
papel importante para a indução da apoptose de neutrófilos. 
Estudos já haviam demonstrado que a produção de grandes 
quantidades de EROs, tanto pela enzima NADPH oxidase, como 
pela abertura de canais de K+ de pequena condutância ativados 
por Ca2+, medeiam o processo de apoptose nestas células (LUO; 
LOISION, 2008;  GEERING; SIMON, 2011). Por outro lado, 
Yang e colaboradores (2011) demonstraram que compostos 
tóxicos, como a hidroquinona induziram a apoptose de 
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neutrófilos, no processo mediado pelo aumento na produção 
intracelular de EROs.

Posteriormente, uma vez que a fagocitose tem um papel 
fundamental na internalização e na destruição de patógenos por 
células fagocíticas, como macrófagos e neutrófilos, decidiu-se 
avaliar o efeito do material vegetal sobre esta função exercida por 
neutrófilos, in vitro. Neste protocolo experimental, verificou-se 
que o EBH e a fração Alc, mas não o composto DHC,
aumentaram significativamente a fagocitose de eritrócitos de 
carneiro exercida por neutrófilos. A presença de diferentes 
compostos neste extrato e/ou fração pode estar relacionada a este 
efeito estimulatório. Ainda, o aumento na fagocitose exercida 
pelos neutrófilos ocorreu 30 min após a estimulação, o que pode 
demonstrar um processo de ativação celular relativamente rápido, 
promovido por constituintes químicos presentes no EBH e/ou na 
fração Alc. 

Embora possa ocorrer na ausência da opsonização do 
patógeno, a fagocitose é intensificada amplamente pela ativação 
dos FcR e receptores do complemento (CR), levando ainda à 
liberação de enzimas lisossomais e promovendo o burst
respiratório (SIMARD et al., 2011).

De maneira interessante, estudos demonstraram que a 
resposta gerada pela ativação destes receptores depende da 
presença de EROs e/ou de proteases, como a MPO, a elastase, a 
catepsina G e a proteinase-3. Estas, por sua vez, são liberadas 
pela fusão de grânulos azurófilos aos fagolisossomas, o que 
confere potencial atividade microbicida aos mesmos (FIALKOW; 
WANG; DOWNEY, 2007; STANDISH; WEISER, 2009; 
VONK; NETEA; KULLBERG, 2012). 

Alguns estudos avaliaram o papel dos grânulos azurófilos 
dos neutrófilos humanos na eliminação do agente lesivo. 
Nordenfelt e colaboradores (2009), utilizando tanto neutrófilos 
isolados de sangue periférico humano, como os diferenciados a 
partir da linhagem pró-mielocítica HL-60, que contêm apenas 
grânulos azurófilos em seu citoplasma, demonstraram 
inicialmente que, durante o processo de formação e maturação 
dos fagossomas, a secreção de grânulos azurófilos ocorre 
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dependentemente da concentração de Ca2+ intracelular. 
Entretanto, em uma fase tardia, a secreção destes grânulos ocorre 
de maneira independente das concentrações de Ca2+.

Uma vez que tanto o EBH como a fração Alc foram 
efetivos em aumentar a fagocitose exercida pelos neutrófilos e 
que esta função está diretamente envolvida com a liberação do 
conteúdo dos grânulos destas células, decidiu-se avaliar o efeito 
do material vegetal sobre a degranulação de neutrófilos, in vitro. 
Neste protocolo experimental, verificou-se o efeito do EBH, 
fração Alc ou composto DHC sobre a expressão de moléculas de 
superfície específicas para os grânulos: vesículas secretórias, 
grânulos específicos/de gelatinase e grânulos azurófilos. Neste 
estudo, observou-se que o EBH e a fração Alc, mas não o 
composto DHC, promoveram aumento significativo na
degranulação celular. Este efeito parece estar diretamente 
relacionado a um aumento nos processos de fagocitose e adesão 
celular. De forma interessante, o composto DHC induziu também 
a degranulação de grânulos azurófilos, demonstrando um efeito 
estimulatório distinto daquele observado para os constituintes 
químicos presentes no EBH e/ou na fração Alc. 

A degranulação celular promovida pelo EBH e pela 
fração Alc foi evidenciada em diferentes tipos de grânulos. Com 
relação às vesículas secretórias, a degranulação destas ocorre no 
início da resposta inflamatória, durante a interação dos 
neutrófilos com as células endoteliais. Estas vesículas endocíticas
contêm grande quantidade de moléculas de adesão, como a 2 
integrina Mac-1 (SIMARD et al., 2010). Desta forma, o aumento 
da degranulação destas vesículas promovido pelo EBH e pela 
fração Alc parece estar diretamente relacionada ao aumento da 
adesão celular promovido por este extrato ou fração. 

A secreção de grânulos específicos/de gelatinase
desempenha um papel primordial no remodelamento tecidual, 
destruição da cartilagem, bem como no processo de 
transmigração celular. A liberação de enzimas como a gelatinase 
e a metaloproteinase-9 da matriz (MMP-9) promove a degradação 
da matriz extracelular pela destruição do colágeno, elastina, 
fibronectina e laminina (O’REILLY; GAGGAR; BLALOCK, 
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2008). Finalmente, a liberação do conteúdo dos grânulos 
azurófilos em resposta a um determinado estímulo inflamatório 
pode ocorrer tanto no espaço extravascular, como no interior dos 
fagolisossomas, pela fusão àqueles grânulos (FIALKOW; 
WANG; DOWNEY, 2007; SOEHNLEIN; ZERNECKE; 
WEBER, 2009). Portanto, o efeito promovido pelo material 
vegetal sobre a degranulação de grânulos específicos/de 
gelatinase e azurófilos parece estar diretamente relacionado ao 
aumento promovido pelo EBH ou fração Alc na fagocitose 
exercido pelos neutrófilos humanos.

Além disso, outros estudos demonstraram que o processo 
de degranulação pode ser induzido diretamente por proteínas 
intracelulares presentes nos neutrófilos. Simard e colaboradores 
(2010) demonstraram que a proteína S100A9, mas não S100A8 e 
S100A12 foi efetiva em aumentar a degranulação de vesículas 
secretórias, bem como de grânulos específicos/de gelatinase, 
além de aumentar a liberação de albumina e MMP-9 no 
sobrenadante de neutrófilos humanos, in vitro em um processo 
dependente das vias da p38, ERK1/2 e JNK MAPKs, 
evidenciando a participação de diferentes vias de sinalização 
celular neste processo. 

O processo de degranulação de neutrófilos promove a 
liberação de uma grande variedade de enzimas, sendo que uma 
das principais delas é a MPO. Desta forma, decidiu-se avaliar o 
efeito da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as concentrações 
desta enzima no modelo de inflamação estudado. No presente 
estudo, verificou-se que o material vegetal foi efetivo em inibir as 
concentrações da MPO, in vivo. Esta enzima catalisa a reação de
formação do HClO, que tem um papel fundamental nas 
propriedades microbicidas exercidas por essas células (VAN 
DER VEEN; DE WINTHER; HEERINGA, 2009; 
MONTESEIRÍN, 2009 SÓRIA-CASTRO et al., 2010). 

A MPO está diretamente associada ao processo de 
ativação dos neutrófilos e sua expressão é regulada por 
mecanismos intracelulares, incluindo ativação de diferentes 
MAPKs (LORIA et al., 2008; SÓRIA-CASTRO et al., 2010). De 
forma interessante, apesar de o EBH, a fração Alc e o composto 
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DHC terem aumentado a degranulação de diferentes grânulos in 
vitro, incluindo os grânulos azurófilos, estes foram efetivos em 
reduzir as concentrações de MPO, in vivo. Estes resultados 
demonstraram que o efeito inibitório promovido pela Esenbeckia 
leiocarpa Engl., in vivo, pode estar relacionado diretamente à 
inibição da síntese desta enzima, uma vez que, in vitro, foi
verificado aumento na secreção dos grânulos azurófilos. Ainda, 
com relação à inibição das concentrações desta enzima, foi 
demonstrado que o DHC parece ser um dos principais 
responsáveis por este efeito, uma vez que este composto foi 
efetivo em inibir as concentrações da MPO in vivo, em doses 
menores (1 mg/kg), quando comparado ao fármaco de referência 
indometacina. Outros estudos in vivo evidenciaram que 
diferentes alcaloides foram efetivos em inibir a atividade da 
MPO. Li e colaboradores (2011a) demonstraram que o alcaloide 
sofocarpina foi efetivo em inibir, tanto a migração de neutrófilos, 
como a atividade de MPO na lesão induzida por isquemia-
reperfusão, em ratos, demonstrando importante efeito anti-
inflamatório para esta classe de compostos. Ainda, Yan e 
colaboradores (2012) demonstraram recentemente que o alcaloide 
berberina inibiu a atividade de MPO, bem como as concentrações
de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-, IFN-, quimiocina 
de queratinócitos (KC) e IL-17, no modelo de lesão intestinal e 
colite induzida por dextran sulfato de sódio (DSS), em 
camundongos.

Além das enzimas presentes nos grânulos dos 
neutrófilos, outras enzimas pró-inflamatórias participam do 
processo inflamatório mediado por estas células. Dentre estas 
enzimas, destaca-se a ADA. Apesar de ser considerada um 
marcador da ativação de células mononucleares, a ADA está 
indiretamente relacionada à ativação de neutrófilos, uma vez que 
estas células liberam adenosina, além de expressar seus quatro 
receptores (A1, A2A, A2B e A3) (BARLETTA; LEY; MEHRAD, 
2012). Em nosso estudo, a Esenbeckia leiocarpa Engl. foi efetiva 
em inibir as concentrações da ADA, outra enzima relacionada ao 
processo inflamatório. Esta enzima participa do metabolismo das 
purinas, sendo responsável pela degradação da adenosina em 
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inosina, reduzindo desta forma a disponibilidade deste 
nucleosídeo biologicamente ativo (DESROSIERS et al., 2007). A 
adenosina endógena, por sua vez, apresenta uma ação 
pleiotrópica, podendo apresentar diferentes efeitos, dependendo 
do tecido em que atua, de sua concentração e, consequentemente 
do tipo de receptor envolvido (BROWN et al., 2008; LINDEN, 
2011). Alguns estudos demonstraram que a adenosina promove 
um efeito anti-inflamatório, principalmente pela ativação do 
receptor do tipo A2A. Sharma e colaboradores (2010) 
demonstraram que a ligação da adenosina a este receptor tanto em 
neutrófilos como em linfócitos T CD4+ inibiu a lesão pulmonar 
induzida por isquemia-reperfusão, em camundongos, além de 
inibir a liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, 
como TNF-, IL-17, KC, MCP-1, MIP-1 e RANTES (CCL5). 
Outros estudos demonstraram que a ligação da adenosina ao 
receptor A2B promoveu efeito pró-inflamatório, levando a 
liberação de citocinas e quimiocinas, como TNF-, IL-6, KC, 
RANTES e MCP-1, no modelo de inflamação pulmonar induzido 
por isquemia-reperfusão, em camundongos (ANVARI et al., 
2010). Ainda, a ativação dos receptores A1 e A3 promoveu a 
inibição da quimiotaxia de neutrófilos, bem como da atividade de
MPO e da liberação de TNF-, no modelo de inflamação 
pulmonar induzida por isquemia-reperfusão, em coelhos 
(GAZONI et al., 2010). Neste estudo, pôde-se destacar que, com 
relação à concentração das enzimas pró-inflamatórias MPO e 
ADA, tanto o EBH, como as frações, subfrações e compostos 
isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentaram perfil 
inibitório semelhante ao dos fármacos de referência.

Durante a resposta inflamatória, além da participação de 
células fagocíticas e dos inúmeros mediadores pró-inflamatórios 
liberados por elas, ocorrem também eventos vasculares, como a 
exsudação, que é caracterizada pelo extravasamento de proteínas 
plasmáticas, decorrente de um aumento na permeabilidade 
vascular e da vasodilatação (OCHOA; STEVENS, 2012). Desta 
forma, objetivou-se verificar também o efeito da Esenbeckia 
leiocarpa Engl., sobre a exsudação, no modelo da inflamação 
induzida pela carragenina, em camundongos. Com relação à este 
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parâmetro, enquanto que o EBH e a fração Alc inibiram este 
parâmetro in vivo, as frações Hex e AcOEt não demonstraram o 
mesmo efeito. Este fato pode ser explicado pelas diferentes 
características químicas dos compostos presentes em cada uma 
destas frações. Ainda, é relevante destacar que tanto o EBH e a 
fração Alc, como as subfrações Pol e Apol, além do composto
DHC tiveram um perfil de inibição semelhante aos fármacos 
indometacina e dexametasona. Além disso, a subfração Apol foi 
efetiva em inibir a exsudação em uma dose menor (2 mg/kg), 
quando comparada à indometacina (5 mg/kg). Ainda, o composto 
DHC inibiu a exsudação na mesma dose utilizada para a 
dexametasona (0,5 mg/kg).

Diversos eventos vasculares, como a vasodilatação estão
diretamente relacionados a um aumento na concentração de 
diferentes mediadores, como é o caso do .NO. Este é uma espécie 
reativa que, em condições fisiológicas é um dos responsáveis pela 
manutenção da homeostasia vascular. Contudo, durante a 
resposta inflamatória, o .NO é sintetizado em grandes quantidades 
pela enzima iNOS, podendo resultar na produção de diferentes 
EROs e ERNs (KOBAYASHI, 2010; FORTIN et al., 2010). 
Desta forma, uma vez que tanto o .NO como as EROs apresentam 
um papel primordial na eliminação do agente lesivo, ainda que 
estes promovam efeito deletério durante a resposta inflamatória, 
quando são sintetizados em excesso, optou-se por avaliar o efeito 
da Esenbeckia leiocarpa Engl. sobre as concentrações destas 
espécies reativas. Para isso, primeiramente verificou-se o efeito 
da planta em questão sobre as concentrações dos metabólitos do 
.NO, no modelo de inflamação estudado, in vivo. Neste estudo, o 
material vegetal foi efetivo em inibir as concentrações dos 
metabólitos de .NO induzidas pela carragenina, em camundongos. 
Esta inibição parece estar diretamente relacionada à inibição da 
exsudação promovida pelo material vegetal, uma vez que o .NO 
promove vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular
(KUBES, 1993; PHILLIPSON, KUBES, 2011). 

Outros estudos também já demonstraram a participação 
do .NO na resposta inflamatória. Elazar e colaboradores (2010) 
demonstraram que a síntese de .NO está diretamente relacionada 
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a um aumento no influxo de neutrófilos no modelo de mastite 
induzido por infecção com Escherichia coli, em camundongos. 
Além disso, Alves e colaboradores (2009) comprovaram também 
que a migração de leucócitos é mediada pelo .NO no modelo da 
peritonite induzido pela carragenina, em camundongos. Em 
relação à concentração dos metabólitos do .NO, novamente é 
interessante destacar que o material vegetal demonstrou, nos 
experimentos realizados in vivo, um perfil inibitório equivalente 
ao observado para a indometacina e a dexametasona.

Posteriormente, decidiu-se avaliar o efeito da Esenbeckia 
leiocarpa Engl. sobre a produção intra e extracelular de EROs 
por neutrófilos humanos. Neste trabalho, verificou-se que o EBH 
inibiu a produção basal de EROs, enquanto que a fração Alc não 
alterou este parâmetro. Interessantemente, o composto DHC 
promoveu aumento nas concentrações intracelulares de EROs,  
em neutrófilos humanos não estimulados. Este efeito pode ser 
atribuído à presença de diferentes compostos, tanto no EBH, 
como na fração Alc. Em seguida, quando os neutrófilos foram 
previamente estimulados com o agonista PMA, tanto o EBH, 
como a fração Alc e o composto DHC foram efetivos em reverter 
a produção intracelular de EROs. De maneira interessante, o 
material vegetal reverteu a produção intracelular de EROs por 
neutrófilos previamente ativados, o que parece sugerir que 
compostos presentes na planta foram efetivos em inibir 
especialmente concentrações elevadas de EROs liberadas pelas 
células neutrofílicas ativadas, o que demonstrou potencial efeito 
anti-inflamatório e/ou antioxidante para a Esenbeckia leiocarpa
Engl.

Além disso, optou-se por determinar o efeito do EBH, 
fração Alc e composto DHC sobre a produção de EROs no meio 
extracelular. Para isto, avaliou-se a produção extracelular de O2

.-

tanto em neutrófilos não estimulados, como naqueles estimulados 
por PMA. Primeiramente, verificou-se que apenas o EBH 
promoveu aumento na produção extracelular basal de O2

.-

(neutrófilos não estimulados) após um período de 5 min. 
Entretanto, de forma interessante, em neutrófilos estimulados 
com o agonista PMA, tanto o EBH, como a fração Alc e o 
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composto DHC foram efetivos em reverter a produção 
extracelular de O2

.-. Estes resultados evidenciaram que o material 
vegetal, aparentemente à custa do composto DHC, foi efetivo em 
inibir a produção excessiva de EROs induzida pelo agonista 
PMA, tanto no meio intra como extracelular de neutrófilos 
ativados. Alguns estudos já haviam evidenciado que a produção
de EROs pelos neutrófilos está diretamente relacionada à 
liberação de armadilhas extracelulares por estas células (NETs) 
(YOUSEFI et al., 2009; PALMER et al., 2012).

Alguns estudos têm demonstrado o efeito inibitório de 
alguns alcaloides sobre a produção de EROs. Zhao e 
colaboradores (2012) verificaram que alguns alcaloides fenólicos 
foram efetivos em reduzir a produção intracelular de EROs 
induzida por isquemia-reperfusão, tanto em cultura de córtex 
primário de ratos, como no modelo de oclusão da artéria cerebral, 
em ratos. Ainda, Bao e colaboradores (2011) demonstraram que o 
alcaloide rutaecarpina inibiu a produção intracelular de EROs, a 
expressão do RNAm para as proteínas Nox2, Nox4 e p47 (phox), 
bem como a liberação de lactato desidrogenase (LDH) e a 
atividade da NADPH oxidase induzidas por isquemia-reperfusão 
em células da musculatura cardíaca da linhagem H9c2.

Uma vez que a resposta inflamatória é mediada 
diretamente pela ativação de diferentes fatores de transcrição 
como, por exemplo, o NF-B, verificou-se o efeito do material 
vegetal sobre a ativação deste fator de transcrição, pela 
degradação da proteína IB. Para isto, avaliou-se o efeito da 
planta sobre a degradação da IB-neste modelo de inflamação. 
Com relação a este parâmetro, apenas o composto DHC foi 
efetivo em inibir a degradação da IB-, impedindo desta forma 
a ativação do NF-B. Desta forma, pode-se sugerir que, 
possivelmente, outros compostos presentes no EBH, e/ou nas 
demais frações e subfrações da Esenbeckia leiocarpa Engl., como 
o -Sit, podem mediar o efeito anti-inflamatório desta planta por
outros mecanismos de ação.

Outros estudos demonstraram que alguns alcaloides são 
capazes de inibir a ativação de NF-B, pela inibição da 
degradação de IB-. Zhao, Song e Deng, (2011) demonstraram 
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que a fração alcaloide da Sophora alupecuroides inibiu a 
fosforilação e consequente degradação da IB-, no modelo da 
colite crônica induzida por dextran sulfato de sódio (DSS), em 
camundongos. Ainda, Li e colaboradores (2011b) demonstraram 
que o alcaloide berberina foi efetivo em inibir a degradação da 
IB- no modelo de lesão intestinal induzido por LPS, em 
camundongos. Por outro lado, Valério e Awad (2011) 
demonstraram que o composto -Sit apresentou outro mecanismo 
de ação anti-inflamatória, uma vez que este foi efetivo em inibir a 
ativação dos fatores de transcrição NF-B e STAT-1 e, 
consequentemente a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 
como TNF-, IL-6, MCP-1 e IFN-, bem como promoveu um 
aumento nas concentrações de IL-10, no processo mediado pela 
ativação da tirosina fosfatase SHP-1 em macrófagos murinos da 
linhagem J774A,1. Desta forma, pode-se sugerir que outras vias 
de sinalização podem estar envolvidos no mecanismo de ação 
anti-inflamatório exercido por outros constituintes químicos 
presentes na Esenbeckia leiocarpa Engl.

A ativação de NF-B promove a síntese de uma grande 
quantidade de citocinas pró-inflamatórias. Desta forma para 
melhor compreensão do mecanismo de ação anti-inflamatória 
exercido pela planta em questão, foi avaliado o efeito do material 
vegetal sobre a concentração das citocinas pró-inflamatórias IL-
1 e TNF-.

Tanto o EBH, como as frações, subfrações e compostos 
isolados da Esenbeckia leiocarpa Engl. inibiram as concentrações 
de IL-1β e TNF-α. Uma vez que ambas as citocinas são 
sintetizadas essencialmente por macrófagos ativados, o efeito 
exercido pelo material vegetal parece estar relacionado também a 
inhibição da liberação de mediadores por macrófagos residentes 
ou ainda por células parenquimais presentes na cavidade da bolsa 
de ar. 

Além disso, outros estudos evidenciaram a relação entre 
estas citocinas pró-inflamatórias e outras funções celulares e/ou 
mediadores pró-inflamatórios. Por exemplo, Alves e 
colaboradores (2009) demonstraram que estas citocinas mediaram 
o processo de rolamento e adesão dos leucócitos às células
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endoteliais no modelo de peritonite induzido pela carragenina, em 
camundongos. Ainda, Oliveira e colaboradores (2008) 
demonstraram que a IL-1 e o TNF- estão diretamente 
relacionadas à exsudação, bem como à quimiotaxia leucocitária. 
Finalmente, Pasin e colaboradores (2010) comprovaram que a 
ativação destas citocinas promoveu um aumento no influxo 
leucocitário no modelo de febre induzida por leveduras ou por 
PGE2, em ratos.

Desta forma, pode-se destacar que a inibição das 
concentrações de IL-1 e TNF- promovida pelo material 
vegetal, parece estar diretamente relacionada à inibição da 
exsudação e da migração de leucócitos na inflamação induzida 
pela carragenina, em camundongos. Ainda, é relevante comentar 
que a subfração Apol e os compostos DHC e -Sit inibiram estes 
parâmetros em doses menores que aqueles animais tratados 
previamente com a indometacina (5 mg/kg), sugerindo um 
potente efeito inibitório para este parâmetro inflamatório.

Uma vez que foi demonstrado que o material vegetal foi 
efetivo em inibir as concentrações de citocinas in vivo, decidiu-se 
avaliar o efeito in vitro da planta em questão sobre as 
concentrações de citocinas e/ou quimiocinas sintetizadas por 
neutrófilos humanos estimulados por LPS. De maneira 
interessante, verificou-se que tanto o EBH, como a fração Alc e o 
composto DHC foram efetivos em inibir, in vitro, a produção da 
citocina IL-6, bem como das quimiocinas MIP-1 e MIP-1
induzidas por LPS, em neutrófilos humanos. Ainda, o composto 
DHC inibiu também a produção da quimiocina GRO- induzida 
por este agonista, nos neutrófilos humanos. Desta forma, foi 
demonstrado que, além de inibir as concentrações de citocinas 
pró-inflamatórios, liberadas possivelmente por macrófagos 
residentes in vivo, o material vegetal foi efetivo em inibir também 
a produção de citocinas e/ou quimiocinas por neutrófilos ativados
in vitro, demonstrando que a planta em questão promoveu potente 
efeito inibitório, possivelmente em diferentes células imunes.

Da mesma forma, alguns estudos evidenciaram que 
extratos contendo diferentes alcaloides foram efetivos em inibir a 
expressão e/ou síntese de diferentes citocinas/quimiocinas, in 



116

vitro. Wang e colaboradores (2012) demonstraram que uma 
fração etanólica rica em alcaloides foi efetiva em inibir tanto a 
expressão como a concentração das citocinas pró-inflamatórias 
IL-6, IL-1 e TNF-em macrófagos murinos da linhagem RAW
264,7 estimulados com LPS. Ainda, Chiou, Ko e Wei (2011) 
demonstraram que tanto o extrato etanólico, como os três 
alcaloides: diidroevodiamina, evodiamina e rutaecarpina inibiram 
a síntese das quimiocinas RANTES e MCP-1 em células 
epiteliais da linhagem A549 estimuladas pelo vírus influenza A 
(H1N1). Finalmente, Chen e colaboradores (2011b) verificaram 
que o sinomenina foi efetivo em inibir a liberação de citocinas e 
quimiocinas pró-inflamatórias, como IL-6, MCP-1 e CXCL8 (IL-
8) em sinoviócitos do tipo fibroblasto primário estimulados com 
TNF- e isolados de pacientes com artrite reumatoide.

Aparentemente, a atividade anti-inflamatória promovida 
pela Esenbeckia leiocarpa Engl., tanto in vivo como in vitro
deve-se, ao menos em parte, à presença do composto DHC.

Embora não haja estudos descrevendo quaisquer 
atividades biológicas para o DHC, alguns estudos têm 
demonstrado que outros alcaloides apresentaram propriedades 
anti-inflamatórias. Dentre eles, destacam-se os estudos realizados 
por Luo e colaboradores (2010), que demonstraram que a 
norisoboldina inibiu a resposta inflamatória induzida por 
colágeno no modelo de artrite, em camundongos. Ainda, outro 
alcaloide, a cefarantina foi efetivo em inibir tanto a ativação do 
NF-B como as concentrações de diferentes mediadores pró-
inflamatórios, como IL-6, TNF- e .NO, no modelo de peritonite 
induzido por LPS, em ratos (KUDO et al., 2011). 

Recentes estudos demonstraram que alcaloides indólicos 
como 16-formil-alfa-metoxistrictamina, picralinal e tubotaivina 
inibiram a exsudação, no modelo experimental do edema de 
orelha induzido por xileno, em camundongos. Ainda, estes 
alcaloides inibiram as concentrações de mediadores 
inflamatórios, como .NO, PGE2 e malonaldeído (MDA) na 
inflamação induzida pela carragenina, no modelo da bolsa de ar, 
em camundongos (SHANG et al., 2010).



117

Posteriormente, tendo em vista que, tanto na apoptose, 
como no processo de adesão dos neutrófilos ao endotélio 
vascular, bem como em praticamente todas as funções exercidas 
por estas células, como fagocitose, degranulação e produção de 
citocinas há a participação efetiva do Ca2+ decidiu-se avaliar, in 
vitro, o efeito do -Sit, uma vez que este composto apresentou 
efeito anti-inflamatório de maneira dose-dependente, inibindo as
concentrações das enzimas MPO e ADA, bem como de NOx, IL-
1 e TNF- nos experimentos realizados in vivo. Desta forma, foi 
avaliado se o efeito inibitório promovido por este composto foi
dependente da captação de Ca2+ em neutrófilos previamente 
ativados. 

Os resultados demonstraram que o -Sit promoveu 
aumento na captação de Ca2+ de forma dose- e tempo-dependente
e, este aumento foi revertido, tanto pela nifedipina, um inibidor 
dos canais de Ca2+ voltagem-dependente do tipo L, como pelo 
quelante de Ca2+ intracelular BAPTA-AM. Estes resultados 
sugerem que o -Sit promoveu aumento na captação de Ca2+ em 
neutrófilos ativados pela modulação dos canais de Ca2+ voltagem-
dependente do tipo L. 

Outros estudos têm demonstrado que o tempo necessário
para o processo de captação de Ca2+ está diretamente relacionado 
a funções efetoras, como a atividade de enzimas pró-oxidantes, 
nos neutrófilos (STEEL; ANDERSON, 2002). Tintinger e 
colaboradores (2007) demonstraram que a repolarização de 
membrana dependente de Ca2+ está implicada na atividade de 
enzimas com propriedades microbicidas, como a MPO. Tintinger 
e colaboradores (2009a) evidenciaram também que o clearance
de Ca2+ intracelular depende da ativação do receptor A2A pela 
adenosina, em um processo dependente da ativação de proteína 
quinase A (PKA), levando a um aumento nas concentrações de 
AMPc, em neutrófilos.

Resultados similares já haviam sido obtidos em 
miométrio de ratos, em que o aumento na captação de Ca2+

induzido pelo -Sit promoveu aumento nas contrações uterinas de 
ratas (PROMPROM et al., 2010). Ainda, o bloqueio na captação 
de Ca2+ pela utilização do quelante intracelular, demonstrou que 
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as concentrações intracelulares deste segundo mensageiro são 
necessárias para sua captação do meio extracelular.

Da mesma forma, foi demonstrado que, tanto a via da 
PI3K, como os microtúbulos estão envolvidos na captação de 
Ca2+ induzida pelo -Sit em neutrófilos ativados. A ativação da 
PI3K é necessária durante o processo de quimiotaxia leucocitária, 
e está relacionada à reorganização de proteínas do citoesqueleto 
celular, como aquelas presentes nos microtúbulos (AKIYAMA; 
KAMIGUCHI, 2010). 

Outros estudos já haviam demonstrado que o -Sit possui 
efeito anti-inflamatório. Loizou e colaboradores (2010) 
demonstraram que este esterol apresentou importantes 
propriedades anti-inflamatórias, inibindo a expressão das
moléculas de adesão VCAM-1 e ICAM-1, além de inibir a 
ativação do NF-B, em células endoteliais aórticas humanas 
estimuladas por TNF-. Ding e colaboradores (2009) 
demonstram que o -Sit reduziu a liberação de IL-6 e TNF-, em 
macrófagos da linhagem RAW 264,7, estimulados por LPS. 

Além disso, outros esteróis, como o (24-R)-5--stigmast-
3,6-diona, o 5--stigmast-23-eno-3,6-diona e o 3--hidroxi-5--
stigmast-24-eno foram efetivos em inibir a exsudação no modelo 
experimental do edema de orelha induzido por xileno, em 
camundongos (OKOYE et al., 2010). Islam e colaboradores, 
(2008) demonstraram que esteróis como fitosteril ferrulato 
inibiram a atividade de MPO assim como a ativação de NF-B 
em um modelo experimental de colite induzido por dextran 
sulfato de sódio, em camundongos. 
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6. CONCLUSÃO

A Esenbeckia leiocarpa Engl. apresentou importante 
efeito anti-inflamatório, que foi demonstrado em experimentos 
realizados tanto in vivo como in vitro (Figura 31). Este efeito 
parece estar relacionado com a inibição da migração de 
leucócitos, essencialmente de neutrófilos ativados, uma vez que a 
planta promoveu a degranulação destas células, inibiu as 
concentrações de enzimas relacionadas à atividade neutrofílica 
(MPO e ADA), bem como inibiu a produção de EROs, aumentou 
a adesão e a fagocitose, além de induzir a apoptose de neutrófilos. 
Ainda, o extrato, frações, subfrações ou compostos isolados da 
planta em questão inibiram a exsudação, efeito este que pode ser 
explicado pela inibição das concentrações de .NO e de
citocinas/quimiocinas de caráter pró-inflamatório, como: IL-1, 
TNF-, IL-6, MIP-1 e MIP-1 e GRO-. O DHC parecer ser
um dos responsáveis pelo efeito observado, uma vez que este 
composto também demonstrou efeito anti-inflamatório por meio 
da inibição da migração de leucócitos, enzimas e citocinas pró-
inflamatórias, além de inibir a ativação do NF-B. Ainda, o -Sit 
inibiu a resposta inflamatória de forma dependente da captação 
de Ca2+.
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Figura 31: Proposta de mecanismo de ação anti-inflamatória para a 
Esenbeckia leiocarpa Engl. 
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