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RESUMO 
 

Introdução: Novos compostos para o tratamento doenças de caráter 
inflamatório, incluindo o diabetes são muito estudados, pois apesar de 
haver fármacos específicos, estes muitas vezes não são suficientemente 
efetivos ou são muito caros. O estudo farmacológico de plantas 
medicinais abre um caminho não apenas para fundamentar 
cientificamente o uso destas na medicina popular, como também é fonte 
para obtenção novos medicamentos fitoterápicos ou novos compostos 
com potencial efeito farmacológico. Por exemplo, a Acmella ciliata 
(H.B.K.) Cass. é uma planta herbácea, perene, da família Asteraceae 
conhecida como Jambú, na região norte do Brasil e é muito utilizada na 
medicina popular para o tratamento de dor de dente, inflamação, lesões 
superficiais, entre outros. No entanto, existem poucos estudos científicos 
sobre a farmacologia desta espécie. Objetivo geral: Estudar a ação 
farmacológica do extrato bruto, fraçcões e ou compostos isolados de 
diversas plantas utilizadas na medicina popular. Objetivos específicos: 
1) Realizar uma revisão sistemática sobre compostos isolados de plantas 
utilizadas na medicina popular com potencial efeito antidiabético e 2) 
Estudar o efeito anti-inflamatório in vivo da espécie A. ciliata. Métodos: 
Na revisão sistemática os artigos foram selecionados por busca e análise 
da literatura nas bases de dados: PUBMED/MEDLINE e SCOPUS na 
literatura publicada em inglês, no período de 01/01/2005 a 31/12/2015, 
utilizando-se como descritores: plant, isolated, compounds, antidiabetic, 
in vitro e in vivo. No estudo farmacológico da A. ciliata as partes aéreas 
da planta foram maceradas, para a obtenção do extrato bruto 
hidroalcoólico (EB). O EB foi liofilizado e particionado, sob extração 
líquido-líquido, em frações: hexano (Hex), diclorometano (CH2Cl2), 
acetato de etila (AcOEt) e aquosa (Aq). Os compostos foram isolados da 
fração Hex por cromatografia líquida à vácuo e cromatografia em 
coluna, e identificados por espectrometria de massas e RMN (1H, 13C, 
HSQC e HMBC). Para a avaliação do efeito anti-inflamatório, 
utilizaram-se camundongos albinos Swiss. A pleurisia foi induzida pela 
carragenina e foram avaliados os seguintes parâmetros inflamatórios no 
lavado da cavidade pleural: leucócitos, exsudação, mieloperoxidase 
(MPO), adenosina-desaminase (ADA) e citocinas pró-inflamatórias 
(TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-17A), bem como fator de transcrição NF-κB e 
proteína p38 da via MAPK. Os leucócitos foram avaliados por 
equipamento automatizado, a exsudação e as enzimas por testes 
colorimétricos e as citocinas por citometria de fluxo (Cytometric Bead 
Array - CBA). Já as proteínas p65 do NF-κB e a p38 da via MAPK 



 

foram analizadas por técnicas imunoenzimática (ELISA). Resultados: 
No estudo da revisão sistemática, a maioria dos artigos utilizaram 
ensaios in vitro para inferir a atividade antidiabética dos compostos. 
Estudos em modelos in vivo utilizaram animais geneticamente 
modificados para a doença diabetes ou animais diabéticos induzidos por 
estreptozotocina (STZ), aloxana e/ou dieta rica em gorduras (HFD). 
Estudos em modelos in vitro utilizaram as linhagens celulares: 3T3-L1, 
L6, C2C12, HepG-2, H4IIE e investigaram enzimas e receptores, 
incluindo: α-glicosidase, α-amilase, PTP1B, DPP-4, GLUT4, PPAR, IR, 
AMPK, PKB, PI3K e IRS-1 para determinar as propriedades 
antidiabéticas. As espécies em destaque com ação anti-diabética foram: 
Momordica charantia, Morus alba, Tinospora crispa e Pongamia 
pinnata e os principais compostos foram: quercetina, ácido oleanólico, 
cânferol, ácido ursólico, rutina, β-sitosterol, e mangiferina. No estudo 
sobre a ação anti-inflamatória da A. ciliata, o EB (100–200 mg/kg), as 
frações Hex (50-100 mg/kg) e Aq (100 mg/kg), e os compostos AC1 (10 
mg/kg), AC2 (20 mg/kg) e AC3 (10 mg/kg) inibiram os leucócitos, 
MPO, ADA, TNF-α, IFN-γ, IL-6 e IL-17A (p < 0,05). Os compostos 
isolados inibiram a fosforilação de NF- κB e p38 MAPK (p < 0,05). 
Conclusão: Estes estudos contribuem no campo da etnofarmacologia, e 
poderiam impactar em estratégias para o desenvolvimento de novos 
fármacos para o tratamento da diabetes ou de outras doenças 
inflamatórias que ameaçam a saúde pública mundial. 
 
Palavras-chave: Plantas medicinais, estudo farmacológico, Acmella 
ciliata, compostos isolados, efeito anti-inflamatório, efeito anti-
diabético, ensaios in vivo e in vitro, revisão sistemática. 
 



 

ABSTRACT 
 
Introduction: New compounds for the treatment of inflammatory 
diseases, including diabetes, are very studied. Despite the existence of 
specific drugs they are often not effective enough or are very expensive. 
The pharmacological study of medicinal plants opens a way not only to 
scientifically substantiate their use in folk medicine, but also to obtain 
new phytomedicines or new compounds with pharmacological potential 
effect. For exemple, Acmella ciliata (H.B.K.) Cass is a herb from 
Asteraceae family and it is known as Jambú in northern Brazil, it is also 
widely used in folk medicine for the treatment of toothache, 
inflammation, superficial lesions, among others. However, there are just 
few scientific studies upon the pharmacology of this species. General 
Objective: To study the pharmacological action of crude extract, 
fractions and  or compounds isolated from several plants used in folk 
medicine. Specific Objectives: 1) To carry out a systematic review of 
isolated plant compounds used in folk medicine with potential 
antidiabetic activities and 2) To study the in vivo anti-inflammatory 
effect of Acmella ciliata (H.B.K) Cass. Methods: In the systematic 
review, the articles were selected by search and analysis of the literature 
found in PUBMED/MEDLINE and SCOPUS databases, including just 
articles published in English, from 01/01/2005 to 12/31/2015, using the 
keywords: plant, isolated, compounds, antidiabetic, in vitro and in vivo. 
In the pharmacological study of A ciliata, aerial parts of the plant were 
macerated to obtain the crude hydroalcoholic extract (EB). The EB was 
lyophilized and partitioned under liquid-liquid extraction into: hexane 
(Hex), dichloromethane (CH2Cl2), ethyl acetate (AcOEt) and aqueous 
(Aq) fractions. The compounds were isolated from the Hex fraction by 
liquid chromatography under vacuum and column chromatography, and 
identified by mass spectrometry and NMR (1H, 13C, HSQC and 
HMBC). For the evaluation of the anti-inflammatory effect, Swiss 
albino mice were used. The pleurisy was induced by carrageenan and 
the following inflammatory parameters obtained from the pleural cavity 
lavage were evaluated: leukocytes, exudation, myeloperoxidase (MPO), 
adenosine deaminase (ADA) and proinflammatory cytokines (TNF-α, 
IFN-γ, IL-6 and IL-17A), as well as transcription factor NF-κB and p38 
protein of the MAPK pathways. Leukocytes were evaluated by 
automated equipment, exudation and enzymes by colorimetric tests and 
cytokines by Cytometric Bead Array (CBA). Total and phosphorylated 
p65 NF-κB and p38 MAPK were analyzed by imunoenzimatic assay 
(ELISA). Results: In the systematic review study, most of the articles 



 

used in vitro assays to analyze the antidiabetic activity of the 
compounds. In vivo models used genetically modified animals for 
diabetes or diabetic animals induced by streptozotocin (STZ), alloxan 
and/or high-fat-diet (HFD). In vitro models used the cell lines: 3T3-L1, 
L6, C2C12, HepG-2, H4IIE and investigated enzymes and receptors, 
including α-glycosidase, α-amylase, PTP1B, DPP-4, GLUT4, PPAR, 
AMPK, PKB, PI3K and IRS-1 to determine the anti-diabetic properties. 
The highlighted species with anti-diabetic action were: Momordica 
charantia, Morus alba, Tinospora crispa and Pongamia pinnata and the 
main compounds were: quercetin, oleanolic acid, kaempferol, ursolic 
acid, rutin, β-sitosterol, and mangiferin. In the study upon the anti-
inflammatory action of A ciliata, the EB (100-200 mg/kg), Hex (50-100 
mg/kg) and Aq (100 mg/kg) fractions, and AC1 (10 mg/kg) AC2 (20 
mg/kg) and AC3 (10 mg/kg) compounds inhibited leukocytes, MPO, 
ADA, TNF-α, IFN-γ, IL-6 and IL-17A (p <0.05). The isolated 
compounds inhibited the phosphorylation of NF-κB and p38 MAPK (p 
<0.05). Conclusion: These studies contribute in the field of 
ethnopharmacology, and could impact on strategies for the development 
of new drugs for the treatment of diabetes or other inflammatory 
diseases that threaten global public health. 
 
 
Keywords: Medicinal plants, pharmacological study, Acmella ciliata, 
isolated compounds, anti-inflammatory effect, anti-diabetic effect, in 
vivo and in vitro assays, systematic review. 
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SCD1 Estearoil-CoA desaturase 
SD Ratos Sprague-Dawley 
SGLT Co-transportador de glicose dependente de sódio  
SOCS Supressor de sinalização de Citocinas 
SOD Superóxido dismutase 
SREBP Proteína de Ligação a Elemento Regulador de Esterol 
STZ Estreptozotocina 
T.A. Tratamento agudo 
TG Triglicerídeos 
TGF-β Fator transformador de crescimento beta  
Th Linfócito T helper  
TNF-α Fator de necrose tumoral α 
TTGip Teste de tolerância à glicose intraperitoneal 
TTIip Teste de tolerância à insulina intraperitoneal 
TTOG Teste de tolerência oral à glicose 
TTOS Teste de tolerância oral à sucrose 
UPLC Cromatografia líquida de ultra eficiência 
v.o. Via oral 
VCAM-1 Proteína de adesão celular vascular 1 
VLDL-c Lipoproteínas de baixa densidade 
WAT Tecido adiposo amarelo 
ZnT8 Transportador de zinco 8. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Ao longo da história da humanidade, produtos naturais, como as 
plantas, foram utilizados para fins medicinais e ainda hoje continuam a 
ter um papel essencial nos cuidados à saúde sendo o uso de plantas 
extensivamente documentado em diversas culturas (CRAGG; 
NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2016; DUTRA et al., 2016). 

Do século passado aos dias atuais, as plantas tem sido uma das 
principais fontes de compostos químicos, contribuindo para a descoberta 
de novos fármacos. Novos medicamentos derivados de produtos naturais 
ou sinteticamente modificados foram desenvolvidos com sucesso para o 
uso clínico (CRAGG; NEWMAN, 2013; NEWMAN; CRAGG, 2016; 
DUTRA et al., 2016). 

Alguns produtos naturais entre tantos exemplos relevantes são: a 
quelina derivada da espécie Ammi visnaga, pela qual foi desenvolvido o 
medicamento cromoglicato dissódico, um estabilizador da  membrana 
de mastócitos utilizado antigamente no tratamento da asma; a galegina 
obtida da Galega officinalis que foi modelo para a síntese da 
metformina e outras bisguanidas utilizadas no tratamento da diabetes; a 
papaverina provinda da Papaver somniferum pela qual foi desenvolvido 
o medicamento verapamil utilizado no tratamento da hipertensão, além 
de ter sido fonte para o desenvolvimento de analgésicos como a morfina 
e a codeína; e o Taxol®, isolado da Taxus brevifolia que causou um 
impacto importante na terapia contra o câncer (BUTTERWECK; 
NAHRSTEDT, 2012; NEWMAN; CRAGG, 2016). 

Atualmente, quase 40% das novas moléculas aprovadas pela 
agência regulatória americana Food and Drug Administration (FDA) é 
oriunda ou derivada de compostos obtidos a partir de produtos naturais 
(PATRIDGE et al., 2016). Apesar do número e da relevância de 
moléculas obtidas de produtos naturais como protótipo para um novo 
fármaco, o potencial ainda é muito pouco explorado, visto a imensurável 
biodiversidade existente na fauna e flora mundial, especialmente de 
plantas superiores das quais estima-se haver entre 250 a 500 mil 
espécies com cerca de 10 mil espécies de plantas sendo utilizadas na 
medicina popular em diferentes culturas do mundo (BUTTERWECK; 
NAHRSTEDT, 2012).  

Muitas plantas medicinais tem sido objeto de estudos na área da 
química e da farmacologia utilizando-se modelos experimentais tanto in 
vitro como in vivo com o intuito de fundamentar cientificamente o uso 
na medicina popular, mas também na tentativa de obter-se novos 
medicamentos fitoterápicos ou novas moléculas com potencial efeito 
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farmacológico (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; DUTRA 
et al., 2016).  

Apesar do crescente número de artigos científicos publicados que 
reportam a atividade biológica de extratos e de compostos obtidos de 
produtos naturais, especialmente de plantas, isto não necessariamente 
reflete no aumento da quantidade de novos fármacos sendo estudados 
além da fase pré-clínica, gerando uma sensação de ineficiência nesse 
campo de estudo. Em realidade, a maioria dos estudos publicados sobre 
a atividade biológica de produtos naturais não ultrapassam além dos 
estudos em modelos experimentais in vitro (BUTTERWECK; 
NAHRSTEDT, 2012).  

Os estudos in vitro são indispensáveis na triagem de novas 
moléculas, bem como na definição dos mecanismos de ação de um 
composto. Estes deveriam ser encaminhados para os estudos in vivo, 
para que se possa avaliar a ação da molécula num sistema 
fisiopatológico, considerando-se a individualidade, o metabolismo, a 
farmacocinética e os possíveis efeitos tóxicos que a molécula possa 
promover em um organismo vivo complexo. Ainda, este estudo deve 
seguir os critérios da fase pré-clínica de forma que as moléculas 
promissoras possam ser testadas em estudos clínicos envolvendo todas 
as fases destes estudos (BUTTERWECK; NAHRSTEDT, 2012). 

Com o intuito de organizar e filtrar os diversos estudos sobre a 
atividade farmacológica de produtos naturais, de forma que plantas e 
moléculas promissoras sejam melhor visualizadas dentre tantos artigos 
publicados, e que possam ser melhor estudadas, discute-se a importância 
da realização de revisões sobre as ações biológicas específicas de 
espécies e de compostos com potencial efeito farmacológico 
(ALBUQUERQUE; MEDEIROS, 2012; SHARMA; GUPTA, 2015; 
GAGLIOTTI VIGIL DE MELLO; FRODE, 2018; MUNHOZ; FRODE, 
2018). 

Estas revisões, se feitas de forma sistemática, podem nortear o 
pesquisador tanto para o desenvolvimento de novos estudos em modelos 
in vitro e/ou in vivo afim de complementar os dados já publicados na 
literatura quanto para enfatizar plantas ou compostos com maior 
potencial farmacológico. 

Nesta linha de raciocínio, insere-se a proposta do presente 
trabalho, no qual pretende-se: 1) Realizar uma revisão sistemática de 
compostos isolados de plantas utilizadas na medicina popular com 
potencial efeito antidiabético, afim de promover uma visão geral sobre 
as principais plantas e compostos isolados, bem como os principais 
métodos utilizados e parâmetros analisados, com o intuito de ajudar 
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pesquisadores interessados neste campo da etnofarmacologia e 2) 
Verificar a hipótese da ação anti-inflamatória in vivo da espécie Acmella 
ciliata (H.B.K) CASS, uma planta nativa do Brasil, utilizada na 
medicina popular no mundo como anestésico e anti-inflamatório.  

Desta forma, esse estudo será apresentado em dois capítulos, o 
primeiro que tratará da revisão sistemática de compostos isolados de 
plantas com potencial atividade antidiabética e o segundo que trata do 
estudo da ação anti-inflamatória da planta A. ciliata no modelo da 
pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. 
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2 CAPÍTULO 1 - REVISÃO SISTEMÁTICA DE COMPOSTOS 
ISOLADOS DE PLANTAS COM ATIVIDADE ANTIDIABÉTICA 
UTILIZANDO-SE MODELOS IN VIVO E IN VITRO. 
 
2.1 REVISÃO DA LITERATURA 
 

O termo diabetes, postulado por Araeteus (séc. II E.C.), é 
derivado da antiga palavra grega diabainen que significa “passar 
através”, para exprimir a condição de poliúria presente como um dos 
principais sintomas da doença. Apenas no século XVII E.C. incluiu-se o 
termo mellitus que significa “doce”, relacionado ao fato de que a urina 
de pacientes com diabetes mellitus (DM) contém quantidade 
significativa de açúcar, diferenciando-se assim a condição da diabetes 
insipidus (ZACCARDI et al., 2016). 

A origem da patogênese da diabetes mellitus (DM) começou a ser 
esclarecida apenas em 1889, quando Minkowski e Von Mering 
observaram que cães pancreatomizados desenvolviam sintomas da 
doença, e portanto pela primeira vez associando a DM a um órgão 
específico. A partir disso, em 1910, Sharpey e Schafer observaram que 
pessoas com diabetes eram deficientes numa substância produzida pelas 
ilhotas pancreáticas (ilhotas de Langerhans) a qual denominaram de 
“insulina”, esses estudos permitiram o isolamento da insulina por 
Banting, Best e Collip em 1921 e posteriormente o início de sua 
aplicação clínica (ZACCARDI et al., 2016). 

Atualmente, o conhecimento sobre as bases fisiopatológicas da 
DM está bem estudado conhecendo-se as bases moleculares dos 
diferentes tipos de diabetes, que se distinguem de acordo com suas 
diferentes etiologias. A DM pode ser classificada clinicamente em: 
diabetes mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes 
mellitus gestacional, diabetes mellitus monogênica, diabetes mellitus 
induzida por agentes químicos ou fármacos e doenças exócrinas do 
pâncreas (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2015). 

A DM1 é atualmente classificada como uma doença autoimune 
mediada por linfócitos T envolvendo especificamente a destruição das 
células β pancreáticas, o que por fim acarreta na absoluta deficiência na 
produção de insulina. A doença, que perfaz 5 a 10% dos casos de 
diabetes, possui fator genético associado ao antígeno leucocitário 
humano (HLA) nos alelos DQA e DQB, além de ser possivelmente 
desencadeada por algum fator ambiental indutor de respostas 
autoimunes como o vírus Coxsackie (AMERICAN DIABETES 
ASSOCIATION, 2015; ATKINSON et al., 2015).  
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Os marcadores autoimunes incluem um ou mais dos seguintes 
autoanticorpos: autoanticorpos para as ilhotas pancreáticas, para 
insulina, para ácido glutâmico descarboxilase (GAD), para tirosina 
fosfatase IA-2 e IA-2β e para o transportador de zinco 8 (ZnT8) 
(ATKINSON et al., 2015; DREXHAGE et al., 2016). 

Quando 85 a 90% das células β pancreáticas são comprometidas 
aparecem os sintomas da doença, o que progressivamente acarreta a 
total falência na produção de insulina pelo pâncreas. Evidências 
apontam também que o DM1 costuma ser mais severo quando se 
desenvolve em pacientes na faixa entre 0 e 14 anos, se comparado à 
faixa etária entre 15 e 39 anos (AMERICAN DIABETES 
ASSOCIATION, 2015; ATKINSON et al., 2015). 

Diferentemente, o DM2 ocorre pela progressiva deficiência na 
secreção da insulina pelas células β-pancreáticas associada à resistência 
à insulina em tecidos sensíveis como hepático, muscular e adiposo, 
promovendo concentrações elevadas de glicose sanguínea. Isto porque o 
metabolismo da glicose ocorre a partir de um mecanismo de feedback 
entre as células β pancreáticas e os tecidos sensíveis à insulina, ou seja, 
a resistência à insulina caracterizada pela diminuição da captura de 
glicose nos tecidos muscular e adiposo provome o acúmulo de glicose 
no sangue e também aumento da produção de glicose pelo fígado, o que 
ao longo do tempo acarretará em disfunção das células β-pancreáticas 
(CHEN; MAGLIANO; ZIMMET, 2011; ZHENG; LEY; HU, 2017). 

A resistência à insulina característica do DM2 está associada a 
fatores como por exemplo: envelhecimento, predisposição genética, 
epigenética, urbanização, falta de atividade física, dietas ricas em 
açúcares e gorduras, alto consumo de álcool e tabaco e demais 
características de estilo de vida que acarretam em sobrepeso e obesidade 
(ZHENG; LEY; HU, 2017). 

A obesidade, especialmente no acúmulo de gordura visceral, 
aumenta a chance do desenvolvimento da síndrome metabólica, que é 
uma doença caracterizada por resistência à insulina e hiperglicemia, 
além de dislipidemia e hipertensão. Outra característica observada no 
desenvolvimento de DM2 associada à obesidade e síndrome metabólica 
é o surgimento de um processo inflamatório de baixo grau, porém 
crônico, caracterizado pelo aumento de marcadores da inflamação como, 
por exemplo, citocinas pró-inflamatórias: fator de necrose tumoral alfa 
(TNF-α), interleucina (IL)-1β e IL-6 (ESSER et al. 2014). 

Os números relativos à prevalência de DM são alarmantes; 
estima-se que em 2017 451 milhões de pessoas no mundo tinham 
diabetes, sendo a DM2 relativa a cerca de 90% dos casos, e 5 milhões de 
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mortes foram associadas à doença. Adiciona-se que o custo global da 
DM em 2017 foi estimado em 850 bilhões de dólares. A estimativa para 
2045 é que este número aumentará para 693 milhões de diabéticos em 
todo o mundo, com o maior aumento ocorrendo em países de baixa e 
média renda (CHEN; MAGLIANO; ZIMMET, 2011; CHO et al., 2018).  

O aumento na prevalência da DM2 tem estimulado o 
desenvolvimento de diversas novas abordagens para tratar a 
hiperglicemia com o intuito de manter as concentrações de glicose o 
mais próximo dos valores de referencia e para prevenir o 
desenvolvimento de comorbidades. Até o momento, diversos 
medicamentos de diversas classes e mecanismos de ação estão 
disponíveis na terapêutica da diabetes, seja administrado por via oral, 
incluindo as biguanidas, sulfonilureias, meglitinidas, agonistas do 
receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPAR-γ) 
(glitazonas), inibidores da α-Glicosidase, inibidores de dipeptidil 
peptidase 4 (DPP-4), inibidores de co-transportador de glicose 
dependente de sódio 2 (SGLT2), agonistas de dopamina, ou por via oral, 
incluindo agonistas de peptídeo 1 tipo glucagon (GLP-1), análogos da 
amilina, e da insulina (KAHN; COOPER; DEL PRATO, 2014; 
INZUCCHI et al., 2015; CHAUDHURY et al., 2017) (Quadro 1). 
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Quadro 1. Classes e mecanismos de ação de fármacos antidiabéticos disponíveis 
na clínica para o tratamento do diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes 
mellitus tipo 2 (DM2). 

Classe dos Fármacos Mecanismo de Ação Tipo 

Biguanidas ↑ Atividade de AMPK, ↓ Produção de 
glicose hepática 

DM2 

Sulfonilureias ↓ Canais de K+ em células β, ↑ 
Secreção de insulina 

DM2 

Meglitinidas ↓ Canais de K+ em células β, ↑ 
Secreção de insulina 

DM2 

Agonistas PPAR-γ 
(glitazonas) 

↑ Atividade de PPAR-γ, ↑ 
Sensibilidade à insulina 

DM2 

Inibidores de α-
Glicosidase 

Inibição da α-Glicosidase, ↓ 
Absorção/digestão de carboidratos 

DM2 

Inibidores de DPP-4 Inibição da DPP-4, ↑ GLP-1, ↑ 
Insulina, ↓ Glucagon 

DM2 

Inibidores de SGLT2 Inibição de SGLT2, ↓ Reabsorção de 
glicose nos rins 

DM2 

Agonistas de Dopamina-
2  

↑ Receptores dopaminérgicos, ↑ 
Sensibilidade à insulina, Modula a 
regulação hipotalâmica do metabolismo 

DM2 

Agonistas de GLP-1 ↑ Atividade de GLP-1, ↑ Secreção de 
insulina, ↓ Secreção de glucagon, ↓ 
Esvaziamento gástrico, ↑ Saciedade 

DM2 

Análogos da Amilina ↑ Atividade de receptores da amilina, ↓ 
Secreção de glucagon, ↓ Esvaziamento 
gástrico, ↑ Saciedade 

DM2 

Insulina e análogos ↑ Receptores de insulina, ↑ Glicose 
disponível, ↓ Glicose hepática 

DM1, 
DM2 

AMPK: Quinase ativada por AMP, DPP-4: Dipeptidil Peptidase 4, GLP-1: 
Peptídeo tipo 1 do Glucagon, PPAR-γ: Receptor ativado por proliferador de 
peroxissoma gama, SGLT2: Co-transportador 2 de sódio/glicose, DM1: 
Diabetes mellitus tipo 1, DM2: Diabetes mellitus tipo 2. Os símbolos 
representam: ↑ Aumenta, ↓ Diminui. 
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Apesar do número de fármacos disponíveis para o controle da 
hiperglicemia e complicações do diabetes, a pesquisa em busca de novos 
fármacos que poderiam ser eficazes no tratamento do diabetes é 
importante, não só considerando a possibilidade de fármacos que atuam 
em novos alvos terapêuticos, como particularmente nos casos em que os 
fármacos disponíveis não têm sido suficientemente efetivos, 
considerando as variantes genéticas na população e as perspectivas na 
medicina personalizada (KLEINBERGER; POLLIN, 2015). 

Considerando-se a inestimável biodiversidade e o incontável 
número de metabólitos secundários, plantas, animais, fungos, micro-
organismos e outras fontes naturais têm sido uma rica fonte na pesquisa 
de novos fármacos (DAVID; WOLFENDER; DIAS, 2015; NEWMAN; 
CRAGG, 2016). Por exemplo, a síntese da metformina, bem como os 
fármacos da classe das biguanidinas, foram obtidos a partir do composto 
galegina isolado da espécie vegetal Galega officinalis L. (Fabaceae), e é 
atualmente um dos fármacos mais utilizados no tratamento da DM2 no 
mundo (CRAGG; NEWMAN, 2013; TURNER et al., 2014). 

Atualmente, a identificação de plantas utilizadas em diferentes 
sistemas da medicina tradicional (etnomedicina), particularmente na 
forma de chás (infusões), ao redor do mundo, é uma importante 
ferramenta para os estudos bioguiados, isolamento e identificação de 
novos compostos que demonstram propriedades farmacológicas a nível 
pré-clínico em uma diversidade de modelos de diabetes tanto em ensaios 
in vitro e in vivo (SHARMA; GUPTA, 2015). 

O crescente número de artigos publicados a cada ano demonstra o 
grande interesse e a importância dos produtos naturais para o 
descobrimento de novos fármacos, por outro lado, esta grande 
quantidade de artigos demanda dos pesquisadores uma análise mais 
criteriosa da literatura visto que muitas informações importantes sobre 
compostos e ações farmacológicas podem acabar diluindo-se em meio à 
toda literatura disponível atualmente nas bases de dados. 
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2.2 OBJETIVOS 
 

Realizar uma revisão sistemática sobre compostos isolados de 
plantas que apresentam ação antidiabética em modelos de estudo pré-
clínico in vitro e in vivo a partir da busca de artigos científicos 
publicados nas bases de dados Pubmed/Medline e Scopus no período 
entre 01/01/2005 e 31/12/2015. 
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2.3 METODOLOGIA 
 

Os dados para a presente revisão foram selecionados por busca 
nas bases de dados: PUBMED/MEDLINE e SCOPUS, na literatura 
publicada em inglês, no período de 01/01/2005 a 31/12/2015, utilizando-
se como descritores: plant, compounds, isolated, antidiabetic, in vitro, e 
in vivo.  

Na busca, selecionou-se primeiramente os artigos a partir dos 
títulos e seus resumos, para consequentemente obter os artigos na 
íntegra e selecionar os que se enquadraram nos critérios de inclusão 
desse estudo. 

O critério para seleção dos artigos incluiu estudos com compostos 
isolados obtidos de espécies de plantas que foram avaliados quanto a sua 
ação antidiabética a partir de modelos experimentais in vivo e/ou in 
vitro. Os critérios de exclusão incluíram: títulos, resumos, e/ou 
manuscritos que não mencionavam ação 
antihiperglicêmica/antidiabética, estudos com compostos de plantas 
obtidos comercialmente ou aqueles que incluíram apenas extratos, 
frações ou mistura de compostos, sem testar compostos isolados. 
Também não se incluíram os estudos in vivo que utilizaram animais não-
diabéticos, ou aqueles que avaliaram apenas atividade antioxidante, ou 
ainda os que apenas reportavam atividade antiglicante ou o tratamento 
de comorbidades sem estar relacionada com ação antihiperglicêmica 
(Quadro 2). 
  
Quadro 2. Critérios de inclusão e exclusão de artigos obtidos nas bases de dados 
Pubmed/Medline e Scopus entre 01/01/2005 e 31/12/2015. 
Critérios de Inclusão Critérios de Exclusão 
Base de dados Pubmed/Medline e 
Scopus 

Revisões 

Artigos originais Compostos obtidos comercialmente 
Publicação em inglês Ação de extratos, frações ou 

misturas 
Publicação entre 01/01/2005 a 
31/12/2015 

Uso de animais não diabéticos 

Compostos isolados de plantas Apenas ação antioxidante 
Ação antidiabética Apenas ação antiglicante 
Modelos experimentais pré-clínicos 
in vivo e/ou in vitro 

Tratamento de comorbidades sem 
apresentar ação antihiperglicêmica 
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Neste estudo foram analisados 6.474 títulos, considerando-se 
todos os artigos, baseado nos termos da busca. Utilizando-se os critérios 
de exclusão, primeiramente selecionaram-se 677 potenciais artigos de 
acordo com os títulos e posteriormente os resumos. Desses, 
selecionaram-se 391 artigos originais, excluindo-se duplicatas, que 
estavam de acordo com todos os aspectos dos critérios de inclusão 
(Figura 1). 

 
Figura 1. Fluxograma de seleção de artigos obtidos nas bases de dados 
Pubmed/Medline e Scopus no período entre 01/01/2005 e 31/12/2015. 

 
 

Os dados obtidos foram analisados através da criação de dois 
quadros que resumiram as informações relevantes de cada artigo 
selecionado. Os artigos foram divididos em dois grupos que 
corresponderam a dois quadros: um grupo considerando-se os estudos in 
vivo (Quadro 3) e outro grupo considerando-se os estudos in vitro 
(Quadro 4). Alguns artigos apresentaram tanto estudos in vitro quanto 
estudos in vivo e foram inseridos em ambos os quadros. As informações 
contidas nos quadros 3 e 4 foram organizadas de forma que se pudesse 
aplicar uma análise estatística descritiva adequada. 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015. 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 

 



59 

Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 

 



64 

Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 

 



70 

Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 

 



75 

Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 3. Estudos in vivo selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (conclusão). 

 
11β-HSD 1: 11β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1, ACP: fosfatase ácida, 
AGE: produtos finais de glicação avançada, ALP: fosfatase alcalina, ALT: 
alanina aminotransferase, AMPK: proteína quinase ativadora de AMP, AST: 
aspartato aminotransferase, BUN: nitrogênio ureico no sangue, C/EBPα: 
proteína estimuladora de ligação CCAAT, CAT: catalase, CK: creatina quinase, 
CPT: carnitina pamitoil transferase, CRP: proteína C-reactiva, CT: colesterol 
total, FAS: ácido graxo sintase, FBPase: frutose-1-6-bifosfatase, FFA: ácido 
graxo livre, G6Pase: glucose-6-fosfatase, G6PDH: glucose-6-fosfate 
deidrogenase, GGT: gamma-glutamil transpeptidase, GK: glicoquinase, GK 
rats: ratos Goto-Kakizaki, GLUT1: receptor transportador de glicose, GPx: 
glutationa peroxidase, GR: receptor de glucagon, GSH: glutationa reduzida, 
HbA1c: hemoglobina glicada, HDL-c: lipoproteina de densidade alta, HFD: 
dieta rica em gordura, HFrD: dieta rica em frutose, HK: hexoquinase, i.p.: 
intraperitoneal, TTGip: Teste de tolerância a glicose intraperitoneal, TTIip: 
teste de tolerância à insulina intraperitoneal, IR: receptor de insulina, IRS: 
substrato do receptor de insulina, JNK: quinase c-jun N-terminal, LDH: lactate 
desidrogenase, LDL-c: lipoproteína de densidade baixa, MCP-1: proteína 
quimiotática de monócitos, MDA: malonildialdeído, NAD: nicotinamida 
adenina dinucleotídeo, NTD: nicotinamida, OBIR: camundongo obeso 
resistente à insulina, T.A: tratamento agudo, TTOG: teste de tolerância oral à 
glicose, TTOS: teste de tolerância oral à glicose, v.o.: via oral, PEPCK: 
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, PFK: fosfofrutoquinase, PI3K: 
fosfatidilinositol-3 quinase, PKB: proteína quinase B, PKC: proteína quinase C, 
PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma, SD: ratos Sprague-
Dawley, SOCS: suppressor de sinalização de citocina, SOD: superoxido 
dismutase, SREBP: Proteína de Ligação a Elemento Regulador de Esterol, 
STZ: etreptozotocina, , TG: triglicerídeos, TGF-β1: fator transformador de 
crescimento beta 1, VLDL-c: lipoproteína de densidade muito baixa, WAT: 
tecido adiposo amarelo, ↑: aumenta, ↓: diminui. 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015. 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 5. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 6. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (continuação). 
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Quadro 4. Estudos in vitro selecionados nas bases de dados Pubmed/Medline e 
Scopus no período de 01/01/2005 a 31/12/2015 (conclusão). 

 
11β-HSD 1: 11 β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1, ACC: acetil-coA carboxilase, 
AGE: produtos finais de glicação avançada, aP2: proteína 2 de adipócito, C/EBPα: 
proteina estimuladora de ligação a CCAAT, CHO/IR: célula de ovário de hamster 
chinês que expressa receptor de insulina humana, CPT-1: carnitina 
palmitoiltransferase 1, DGAT: diacilglicerol transferase, DPP-4: dipeptidil peptidase 
4, FAS: ácido graxo sintase, GSK-3β: glicogênio sintase quinase 3 beta, HMGA1: 
proteína de grupo de alta mobilidade gancho AT 1, INS-1: insulinoma de rato, IR: 
receptor de insulina, MMCs: células mesangiais de camundongos, PAI-1: inibidor do 
ativador de plasminogenio 1, PTP1B: proteína tirosina fosfatase 1B, rhAR: aldose 
redutase recombinante humana, RLAR: aldose reductase de cornea de rato, SCD1: 
estearoil-CoA desaturase, ↑: aumenta, ↓: diminui. 
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
2.4.1 Famílias, espécies e material vegetal mais frequentes 
 

Um total de 391 artigos foram selecionados, e destes, 254 (65%) 
utilizaram apenas modelos in vitro, 102 (26,1%) apenas modelos in vivo, 
e 35 (8,9%) utilizaram tanto modelos in vivo quanto in vitro para avaliar 
a atividade antidiabética dos compostos isolados de plantas. 

Dos 391 artigos, encontraram-se 109 famílias e 296 espécies 
apresentando compostos com atividade antidiabética. As famílias mais 
frequentemente estudadas foram: Asteraceae perfazendo 6,9% do total 
de artigos, seguido das famílias Fabaceae (5,1%), Cucurbitaceae (4,9%), 
Leguminosae (3,6%), Rosaceae (3,6%), Myrtaceae (3,1%), Rutaceae 
(2,8%), Aracliaceae (2,8%), Apiaceae (2,6%), Lamiaceae (2,6%), 
Moraceae (2,3%), Anacardiaceae (2,0%), Combretaceae (1,8%), 
Gentianaceae (1,8%), Menispermaceae (1,8%), Euphorbiaceae (1,5%), 
Lauraceae (1,5%), Polygonaceae (1,5%), Verbanaceae (1,5%) e 
Zingiberaceae (1,5%). Cada uma das demais 88 famílias, foram 
encontradas em frequência menor que 1,5% no total dos artigos 
selecionados (Figura 2). 

As espécies mais estudadas foram: Momordica charantia (2,8%), 
Morus alba (1,5%), Tinospora crispa (1,5%), Pongamia pinnata 
(1,3%), Mangifera indica (1,0%), Punica granatum (1,0%), Aegle 
marmelos (0,8%), Angelica keiskei (0,8%), Aralia taibaiensis (0,8%), 
Averrhoa carambola (0,8%), Coptis chinensis (0,8%), Cornus officinalis 
(0,8%), Edgeworthia gardneri (0,8%), Embelia ribes (0,8%), Garcinia 
kola (0,8%), Gynostemma pentaphyllum (0,8%), Salacia chinensis 
(0,8%), Scoparia dulcis (0,8%), Syzygium aromaticum (0,8%), 
Terminalia chebula (0,8%) e Trigonella foenum graecum (0,8%). As 
demais 275 espécies foram objeto de estudo em menos de 0,8% dos 
artigos selecionados (Figura 3). 

As partes utilizadas como material vegetal para a extração e o 
isolamento de compostos ativos devem refletir o uso etnofarmacológico 
das plantas, direcionando os pesquisadores a escolher as partes 
específicas com a maior probabilidade de se encontrar o composto ativo. 
No presente estudo, 23,7% dos 391 artigos selecionados da literatura 
utilizaram as folhas para o isolamento dos compostos ativos, seguido 
por frutas (12, 3%), raízes (11,2%), sementes (9,7%), partes aéreas 
(8,2%), plantas inteiras (8,2%), flores (4,9%), rizomas (4,1%), cascas do 
caule (4,1%), caules (3,8 %), cascas das raízes (2,8%), e somente cascas 
(2,3%). Outras partes específicas utilizadas foram: cernes, galhos, 
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resinas e vagens as quais apareceram em frequência menor que 1% do 
total de artigos escolhidos (Figura 4). 
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Figura 2. Percentual de frequência das famílias botânicas mais utilizadas para 
obtenção de compostos com atividade antidiabética. 
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Figura 3. Percentual de frequência das espécies mais utilizadas para obtenção de 
compostos com atividade antidiabética. 

 
 



157 
 

Figura 4. Percentual de frequência do material vegetal utilizado para a extração 
e o isolamento de compostos com atividade antidiabética. 
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2.4.2 Modelos in vivo 
 

A pesquisa de fármacos a nível pré-clínico é principalmente 
conduzida com roedores, devido a diversas vantagens como tamanho 
pequeno, criação rápida, fácil disponibilidade e baixo custo (ISLAM; 
LOOTS, 2009; BRYDA, 2013). Na presente revisão, dos 137 artigos, 
102 artigos apresentaram somente estudos in vivo e 35 artigos 
apresentaram ambos estudos in vivo/in vitro. Destes, 97,8% utilizaram 
roedores (62,0% ratos, 31,4% camundongos e 4,4% ambos). Um estudo 
utilizou hamster dourado (0,7%), e dois estudos utilizaram embriões de 
galinha (1,5%) (Figura 5A). 

Animais diabéticos, cuja diabetes foi induzida por agentes 
químicos, foram utilizados em 87,6% dos estudos in vivo, enquanto 
9,5% utilizaram linhagens de animais diabéticos espontâneos (animais 
que nascem ou desenvolvem diabetes espontâneamente) e 2,9% 
utilizaram ambos animais diabéticos induzidos e animais diabéticos 
espontâneos (Figura 5B). 

Os principais ratos diabéticos induzidos por agentes químicos 
utilizados foram Wistar (69,3%) e Sprague-Dawley (27,3%), e 3,4% de 
outras linhagens. Já as principais linhagens de camundongos diabéticos 
quimicamente induzidos foram ICR (22,2%), seguida por C57BL/6 
(22,2%), Swiss (13,9%), Kunmig (13,9%) e DDY (5,6%), versus 22,2% 
de estudos que utilizaram outras linhagens. Em relação aos ratos 
espontaneamente diabéticos, encontrou-se que a linhagem Goto-
Kakizaki foi a única utilizada (100%) nos estudos selecionados. No caso 
dos camundongos espontaneamente diabéticos, as linhagens utilizadas 
foram db/db (69,2%), KKAy (23,1%), e NOD (7,7%) (Figura 5B). 

Os métodos para a indução de diabetes em animais não diabéticos 
é descrito em detalhes em diversos artigos (CHATZIGEORGIOU et al., 
2009; KING, 2012; KUMAR et al., 2012). Os agentes químicos 
propiciam modelos de diabetes simples e de baixo custo em roedores, de 
acordo com a dose administrada. Estes agentes mimetizam a DM1 ou 
DM2 (KING, 2012). Sendo assim, a presente revisão demonstrou alta 
porcentagem no uso de agentes como a estreptozotocina (STZ) (62,9%) 
e menor no uso da aloxana (12,9%). Ainda, utilizou-se a STZ associada 
com nicotinamida (NTD) (8,9%) para induzir a diabetes, não 
insulinodependente. Outro método frequentemente utilizado para induzir 
a diabetes não insulinodependente, principalmente em modelos 
crônicos, foi o da dieta rica em gordura, do inglês high-fat diet, (HFD) 
(10,5%) e também HFD associada a baixas doses de STZ (4,8%) (Figura 
5B). 
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A diabetes mellitus é uma doença crônica, portanto, agentes com 
atividade antidiabética são fármacos de uso contínuo. Na presente 
revisão, encontrou-se que 64,2% dos artigos estudaram a ação de 
compostos utilizando modelos crônicos, versus 25,5% que estudaram os 
compostos em modelos agudos e 10,3% que utilizaram ambos modelos. 
Além disso, 89,0% dos estudos escolheram a via oral para administrar 
os compostos, versus 9,5% que optaram pela via intraperitoneal. 
Estudos realizados por Sivajothi e Dakappa (2014) (1,5%) injetaram os 
compostos em ovos, para os experimentos realizados com embriões de 
galinha (SIVAJOTHI; SHRUTHI, 2013; SIVAJOTHI; DAKAPPA, 
2014) (Figura 5A).Vários parâmetros foram utilizados para estimar a 
piora ou a melhora do quadro da diabetes nos estudos in vivo.  

Com relação aos parâmetros sanguíneos na clínica, as dosagens 
de glicose, insulina, hemoglobina glicada A1c (HbA1c), perfil lipídico, 
marcadores inflamatórios, adiponectina e enzimas hepáticas são 
comumente utilizados no monitoramento da doença (FLOEGEL et al., 
2013). Assim sendo, um bom composto deveria diminuir ou melhorar 
estes parâmetros em modelos de diabetes in vivo (Figura 6). 

Para os 137 estudos in vivo selecionados na presente revisão, a 
ação dos compostos com atividade hipoglicemiante foi testada em 
animais diabéticos através da análise das concentrações de glicose 
sanguínea (55,4%) ou testes de tolerância à glicose (8,8%), ou ambos 
(35,8%). Além disso, 46,7% dos estudos analisaram as concentrações de 
insulina e 36,5% avaliaram o peso como parâmetros essenciais para 
avaliação da ação de um composto como agente antidiabético (Figura 
6).  

A avaliação do perfil lipídico associado com a condição diabética 
é muito comum; 36,5% dos estudos mensuraram as concentrações de 
colesterol total (CT), triglicerídeos (TG) (35,0%), lipoproteínas de alta 
densidade (HDL-c) (23,3%), lipoproteínas de baixa densidade (LDL-c) 
(21,9%), lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL-c) (8,7%), e 
ácidos graxos livres (FFA) (5,1%) (Figura 6). 

Outros parâmetros bioquímicos importantes frequentemente 
avaliados na diabetes foram as concentrações de: glicogênio hepático e 
muscular (21,9%), hemoglobina glicada (18,2%), proteínas totais 
(7,3%), peptídeo-c (4,4%), albumina sérica (3,6%), adiponectina (3,6%), 
leptina (2,9%), assim como as concentrações de: creatinina (15,3%), 
uréia (8,8%), bilirrubina (3,6%) e ácido úrico (3,6%) (Figura 6). 

Diversas enzimas que podem estar em concentrações elevadas na 
diabetes também foram avaliadas, incluindo: alanina aminotransferase 
(ALT) (21,9%), aspartato aminotransferase (AST) (21,2%), fosfatase 
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alcalina (ALP) (13,9%), glicose-6-fosfatase (G6Pase) (11,7%), frutose-
1,6-bifosfatase (FBPase) (6,6%), glicoquinase (GK) (6,6%), lactato 
desidrogenase (LDH) (6,6%), glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 
(5,8%), hexoquinase (HK) (5,8%), fosfoenolpiruvato carboxiquinase 
(PEPCK) (4,4%), e enzimas envolvidas no estresse oxidativo como a 
superóxido dismutase (SOD) (7,3%), catalase (CAT) (4,4%) e glutationa 
peroxidase (GPx) (3,7%) (Figura 6).  

Alguns estudos utilizaram modelos in vivo para avaliar alvos 
direcionados às vias de absorção da glicose, incluindo as concentrações, 
a expressão e/ou translocação de: transportadores de glicose (GLUT) 
como GLUT4 (5,8%), GLUT2 (3,0%), GLUT1 (1,5%), proteína quinase 
B (PKB/Akt) (4,4%), receptores de insulina (IR) (3,7%), 
fofatidilinositol-3 quinase (PI3K) (3,0%), substrato 1 do receptor de 
insulina (IRS-1) (2,2%), proteína quinase ativadora de AMP (AMPK) 
(0,7%), receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama (PPARγ) 
(3.7%), e alfa (PPARα) (2.2%) (Figura 6). 

Sendo a diabetes uma doença crônica que envolve várias 
alterações metabólicas, o DM também promove inflamação, portanto a 
avaliação de marcados inflamatórios é importante em modelos de 
diabetes. Alguns estudos na literatura avaliaram as concentrações de 
citocinas e quimiocinas como por exemplo: fator de necrose tumoral 
alfa (TNF-α) (4.4%), interleucina 6 (IL-6) (4,4%), interleucina 1β (IL-
1β) (3,0%), proteína quimiotática de monócitos 1 (MCP-1) (1,4%), fator 
nuclear kappa B (NF-κB) (1.4%), fator transformador de crescimento 
beta 1 (TGF-β1) (1.4%), molécula de adesão intracelular 1 (ICAM-1) 
(0,7%) e óxido nítrico sintase induzida (iNOS) (0,7%) (Figura 6). 
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Figura 5. Percentual de frequência das espécies de animais (A), tipo de indução 
e linhagens utilizadas (B) em modelos in vivo de diabetes. 
 

 
 

C57BL/6: camundongo C57 black 6, db/db: camundongo obeso receptores de 
leptina deficiente, DDY: camundongo Deutschland, Denken, and Yoken, HFD: 
dieta altamente lipídica, ICR: camundongo do Institute of Cancer Research, 
KKAy: camundongo amarelo glicose intolerante e insulina resistente, NOD: 
camundongo diabético tipo-1 não obeso, NTD: nicotinamida, STZ: 
estreptozotocina. 
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Figura 6. Percentual de parâmetros mais frequentemente utilizados para avaliar 
a ação antidiabética em modelos in vivo. 

 
ALP: fosfatase alcalina, ALT: alanina aminotransferase, AMPK: proteína 
quinase ativadora de AMP, AST: aspartato aminotransferase, CAT: catalase, 
CT: colesterol total, FBPase: frutose-1,6-bifosfatase, FFA: ácidos graxos livres, 
G6Pase: glicose-6-fosfatase, G6PDH: glicose-6-fosfato desidrogenase, GK: 
glicoquinase, GLUT: transportador de glicose, GPx: glutationa peroxidase, 
HbA1c: hemoglobina glicada, HDL-c: lipoproteína de densidade alta, HK: 
hexoquinase, ICAM-1: molécula de adesão intracelular 1, IL: interleucina, IR: 
receptor de insulina, IRS-1: substrato 1 do receptor de insulina, LDH: lactato 
desidrogenase, LDL-c: lipoproteína de densidade baixa, MCP-1: proteína 
quimiotática de monócitos 1, NF-κB: fator nuclear kappa B, PEPCK: 
fosfoenolpiruvato carboxiquinase, PI3K: fofatidilinositol-3 quinase, PKB: 
proteína quinase B, PPAR: receptor ativado por proliferador de peroxissoma, 
SOD: superóxido dismutase, TG: triglicerídeos, TGF-β1: fator transformador de 
crescimento beta 1, TNF: fator de necrose tumoral alfa, TTG: teste de tolerância 
à glicose, VLDL-c: lipoproteína de densidade muito baixa. 
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2.4.3 Modelos in vitro 
 

Modelos in vitro para avaliar novos compostos com propriedades 
antidiabéticas são ferramentas importantes na triagem de estudos 
bioguiados e para a elucidação de mecanismos de ação de um composto 
ativo. Dos 391 artigos selecionados, 254 (64,9%) foram estudos 
realizados somente em testes in vitro, enquanto 35 (8,95%) foram 
aqueles que utilizaram ambos os testes in vivo/in vitro, totalizando 289 
artigos que utilizaram algum modelo in vitro para testar a atividade 
antidiabética dos compostos isolados (Figura 7).  

Há também de se ressaltar que as enzimas são um alvo 
farmacológico comum para o estabelecimento de mecanismos de ação 
de novos fármacos. Dessa forma, para os compostos isolados de plantas 
as enzimas mais utilizadas como alvo farmacológico para ação 
antidiabética foram: α-Glicosidase (45,3%), seguido da PTP1B (13,8%), 
α-amilase (9,7%), DPP-4 (1,4 %) e 11β-hidroxiesteroide desidrogenase 
tipo 1 (11β-HSD1) (1,0 %) (Figura 7).  

A análise de enzimas, receptores, vias de sinalização e expressão 
de proteínas em modelos in vitro é comum para a avaliação do 
mecanismo de ação de compostos (AGARWAL et al., 2014). Estudos 
com linhagens celulares corresponderam a 47,7% dos 289 artigos que 
utilizaram ensaios in vitro e alguns in vivo. As linhagens celulares mais 
prevalentes identificadas na presente revisão foram de células do tipo: 
3T3-L1 (13,5%), L6 (10,0%), C2C12 (6,6%), HepG2 (5,2%), H4IIE 
(2,1%), bem como células primárias de mamíferos de murinos e de 
porcos (9,5%) (Figura 7). 

Em relação as células citadas anteriormente, os principais 
parâmetros avaliados foram: a absorção de glicose (28,0%), seguido da 
regulação de parâmetros relacionados à absorção da glicose como 
concentrações, expressão e/ou translocação de: GLUT4 (9,7%) e PPAR 
(9,6%), insulina (8,0%), AMPK (7,6%), proteína quinase B (PKB/Akt) 
(5,8%), IR (4,5%), adiponectina (4,5%), PI3K (3,5%), IRS-1 (2,4%) e 
glicogênio sintase quinase 3 beta (GSK-3β) (2,1%). Outros parâmetros 
como Acetil-CoA carboxilase (ACC), proteína aP2, proteína CCAAT-
enhancer-binding (C/EBP-α), diacilglicerol O-acetiltransferase 
(DGAT), quinase reguladora 1 e 2 (ERK1/2) e proteína quinase C 
(PKC) foram estudados em menos de 1,0% dos artigos selecionados 
(Figura 7). 

Os ensaios in vivo e in vitro são complementares. Os mecanismos 
de ação de novos compostos propostos em células demonstram que 
menos variáveis interferem no sistema in vitro. Já os modelos in vivo 
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demonstraram o que realmente ocorre in locus e também no ambiente 
sistêmico do organismo, com todos os mediadores sendo liberados 
praticamente ao mesmo tempo. Os fármacos antidiabéticos até hoje 
estudados, incluindo os disponíveis na clínica, geralmente agem via 
mecanismos de liberação de insulina ou via absorção de glicose pelas 
células. 
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Figura 7. Percentual de enzimas, células e parâmetros mais frequentemente 
utilizados para avaliar ação antidiabética em modelos in vitro. 
 

 
11β-HSD1: 11β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1, 3T3-L1: linhagem de 
pré-adipócitos de camundongo, AMPK: proteína quinase ativada por AMP, 
C2C12: linhagem de mioblasto de camundongo, DPP4: dipeptidil peptidase 4, 
GLUT: receptor transportador de glicose, GSK-3β: glicogênio sintase quinase 3 
beta, H4IIE: linhagem celular de hepatoma de rato, HepG2: linhagem celular de 
carcinoma hepático humano, IR: receptor de insulina, IRS-1: substrato 1 do 
receptor de insulina, L6: linhagem de mioblasto de rato, PI3K: fosfoinositídeo 3 
quinase, PKB: proteína quinase B, PPAR: receptor ativado por proliferados de 
peroxissomo, PTP1B: proteína tirosina fosfatase 1B. 
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2.4.4 Compostos antidiabéticos isolados de plantas 
 

Na presente revisão, 1.073 compostos promissores foram 
descritos com alguma ação antidiabética, sendo 182 (17%) avaliado por 
testes in vivo e 891 (83%) em ensaios in vitro. Os compostos estudados 
com maior frequência foram: quercetina (4,6%), ácido oleanólico 
(3,1%), cânferol (2,8%), ácido ursólico (2,6%), rutina (1,8%), luteolina 
(1,5%), β-sitosterol (1,5%), mangiferina (1,5%), isovitexina (1,5%), 
ácido ferúlico (1,3%), ácido betulínico (1,3%), ácido 3,4-
dicafeoilquínico (1,0%), berberina (1,0%), lupeol (1,0%), apigenina 
(1,0%), miricetina (1,0%) e ácido cafeico (1,0%) (Figura 8). 

Observou-se também a partir dos artigos selecionados nessa 
revisão, que além desses compostos acima citados há outros compostos 
cuja estrutura química é semelhante e que também possuem potencial 
efeito antidiabético. Estes efeitos estão relacionados à diminuição dos 
níveis de glicêmicos em modelos in vivo e à inibição de vias de 
sinalização demonstrados em modelos in vitro.  

Nesse contexto, reafirma-se a ideia de que os compostos obtidos 
a partir de produtos naturais servem como fonte para o desenvolvimento 
de novos fármacos, incluindo-se os antidiabéticos, visto que além da 
vasta biodiversidade e o incontável número de metabólitos secundários, 
estes tem a característica essencial de exibirem uma ampla gama de 
grupos farmacóforos e um alto grau de estereoquímica que contribuem 
para a atividade farmacológica mesmo para os alvos mais difíceis e até 
mesmo desconhecidos (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). 
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Figura 8. Estrutura química dos compostos estudados com maior frequência. 
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ÁCIDO 3,4-DICAFEOILQUÍNICO 
 

Alguns estudos relataram o ácido 3,4-dicafeoilquínico como um 
candidato interessante no tratamento de DM2 devido ao seu potencial 
efeito de inibição das atividades tanto da enzima α-Glicosidase quanto 
da PTP1B (OOI et al., 2011; ZHOU et al., 2012; NURUL ISLAM et al., 
2013; CHEN et al., 2014a; XU et al., 2015a). 
 
ÁCIDO BETULÍNICO 
 

Relatou-se que esse composto exibe atividade antihiperglicêmica 
quando administrado em ratos diabéticos induzidos por STZ (SHUKLA 
et al., 2010). Como outros triterpenos estudados por Ha et al. (2009), o 
ácido betulínico aumentou a absorção de glicose por meio da ativação 
da via do AMPK via fosforilação da glicogênio sintase quinase 3 beta 
(GSK-3β) e ACC (HA et al., 2009). Além disso, em estudos in vitro, o 
ácido betulínico também inibiu a atividade das enzimas α-glicosidase e 
α-amilase (KUMAR; GHOSH; PAL, 2013; LÓPEZ et al., 2015). 
 
ÁCIDO CAFEICO 
 

Lin et al. (2011) relataram que o ácido cafeico aumentou a 
absorção de glicose no músculo sóleo de ratos e inibiu a expressão da 
PEPCK, em linhagem celular de hepatoma de rato (células H4IIE). 
Ademais, observou-se que o ácido cafeico diminuiu a apoptose de 
células β, o que é importante para a prevenção no avanço da diabetes 
(LIN et al., 2011). Em outros estudos, o ácido cafeico também inibiu a 
atividade da enzima α-Glicosidase (JABEEN et al., 2013; MA et al., 
2015). 
 
ÁCIDO FERÚLICO 
 

Relatou-se que esse composto demonstrou ação 
antihiperglicêmica em ratos diabéticos induzidos pela dieta rica em 
gordura (HFD). Nesse modelo, o ácido ferúlico também diminuiu as 
concentrações dos marcadores inflamatórios (IL-1β, IL-6, TNF-α) e da 
fetuína A, uma proteína associada a ambos: tecido adiposo inflamado e 
resistência à insulina. No mesmo estudo, Gogoi e colaboradores (2014) 
observaram que esse composto aumentou a absorção de glicose e 
diminuiu a resistência à insulina em linhagem celular de mioblasto de 
ratos (células L6). Essa ação foi associada ao aumento na atividade do 
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receptor beta de insulina (IRβ) e da fosforilação de tirosina quinase 
através da via de sinalização envolvendo IRS-1, PI3K, piruvato 
desidrogenase quinase 1 (PDK1) e PKB/Akt, além da inibição da 
expressão de proteínas do grupo de alta mobilidade AT-1 (HMGA1) 
(GOGOI et al., 2014). 

Em outros estudos, o ácido ferúlico aumentou a absorção de 
glicose em células HepG2 e FL83B (CHEN et al., 2012; CHANG et al., 
2014). Ademais, Chang et al. (2014) demonstraram que o ácido ferúlico 
também aumentou a absorção de glicose em células FL83B pela 
ativação da via do AMPK e pela fosforilação de ACC-1 e IRS-1. Por 
último, estudos in vitro também demonstraram que o composto acima 
citado inibiu a atividade da enzima α-glicosidase (NILE; PARK, 2014).  
 
ÁCIDO OLEANÓLICO 
 

O ácido oleanólico demonstrou ação antihiperglicêmica em ratos 
diabéticos induzidos por STZ; essa ação deve estar associada à 
capacidade deste em diminuir a atividade de transportadores de glicose 
2 (GLUT2) e co-transportadores de glicose dependentes de sódio 1 
(SGLT1) no intestino delgado de ratos. Ainda, este composto inibiu a 
atividade de enzimas como α-glicosidase e α-amilase em ensaios in vitro 
(HOU et al., 2009; TIWARI et al., 2010; KHATHI; MASOLA; 
MUSABAYANE, 2013; KHATHI et al., 2013; JABEEN et al., 2013; 
THAO et al., 2014b; LÓPEZ et al., 2015; SRISURICHAN; 
PORNPAKAKUL, 2015). 

Além do mais, o ácido olenólico aumentou a absorção de glicose 
em testes in vitro. Ha e colaboradores (2009) demonstraram que este 
composto aumentou a absorção de glicose, e que esse efeito foi 
associado a ativação da via do AMPK pela fosforilação de: AMPK, 
GSK-3β e ACC em células HepG2. Ainda, Lin e colaboradores (2011) 
demonstraram através da absorção de glicose, em músculo sóleo de 
ratos, que o composto possui uma ação que mimetiza a insulina, e 
também inibe a transcrição do RNAm de PEPCK, em células H4IIE 
(LIN et al., 2011). Outros mecanismos que explicam a atividade 
hipoglicêmica do ácido oleanólico foi proposta por Kuroda e 
colaboradores (2012) que relataram a capacidade deste composto em se 
ligar a receptores do tipo PPARγ (KURODA et al., 2012). 

O ácido oleanólico também diminuiu a apoptose de células β 
pancreáticas pela inibição de citocinas (IL-1β e interferon gama (INF-γ) 
e a produção de óxido nítrico (NO) (LIN et al., 2011). A inibição de 
síntese de glicogênio também foi observada tanto em estudos in vitro 
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quanto in vivo (HA et al., 2009; KHATHI; MASOLA; 
MUSABAYANE, 2013). 
 
ÁCIDO URSÓLICO 
 

Esse composto exibiu ação antihiperglicêmica quando 
administrado em camundongos diabéticos induzidos por aloxana (GAO 
et al., 2008b). Diferentes mecanismos antihiperglicêmicos foram 
associados ao efeito antidiabético desse composto como: atividade de 
inibição da: α-glicosidase (KANG; SONG; ZHANG, 2011; RANI et al., 
2014; THAO et al., 2014b; SRISURICHAN; PORNPAKAKUL, 2015) 
e PTP1B (NA et al., 2006a). Além do mais, o ácido ursólico aumentou a 
absorção de glicose em células HepG2 e L6, ativando a via do AMPK 
através da fosforilação de: AMPK, GSK-3β e ACC. Ainda, este 
composto aumentou a síntese de glicogênio (HA et al., 2009; LEE; 
THUONG, 2010) e inibiu as concentrações de glicação proteica em 
testes in vitro (RANI et al., 2014). 
 
APIGENINA 
 

Estudos demonstraram que este composto aumentou a 
translocação de GLUT4 em células 3T3-L1, facilitando o transporte de 
glicose através da membrana celular, ainda, este composto aumentou a 
absorção da glicose nesta mesma linhagem celular (LI et al., 2007; LAI 
et al., 2014). Liu e colaboradores (2014) relataram que a apigenina, em 
células Hek-293, funcionou como um agonista de PPARγ, e inibiu a 
atividade da enzima α-glicosidase em ensaios in vitro (LIU et al., 2014). 
Além disso, em células pancreáticas de ratos, a apigenina aumentou a 
liberação de insulina e diminuiu o acúmulo de nitratos (ESMAEILI; 
ZOHARI; SADEGHI, 2009). 
 
BERBERINA 
 

Esse composto aumentou a absorção de glicose tanto em cálulas 
HepG2 quanto em C2C12 (CHEN et al., 2012; YANG et al., 2015a). 
Ainda, a berberina também foi descrita como sendo um potencial agente 
inibidor da PTP1B (ALI et al., 2013; CHOI et al., 2015). 
 
CANFEROL 
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Esse composto aumentou a absorção de glicose em células 3T3-
L1 e HepG2 (FANG; GAO; ZHU, 2008; CHEN et al., 2010). Neste 
estudo, o canferol agiu como agonista parcial do receptor PPARγ, assim 
como é a rosiglitazona. No mesmo estudo, Fang, Gao e Zhu (2008) 
observaram que o canferol induziu a adipogênese quando associado à 
roziglitazona. Ademais, o composto diminuiu a produção de NO, em 
macrófagos ativados por lipopolissacarídeos (LPS) que expressam o 
receptor PPARγ. 

Outro mecanismo de ação que demonstra o potencial do cânferol 
como agente antidiabético foi a capacidade desse composto em inibir a 
atividade das enzimas: α-glicosidase e α-amilase em ensaios in vitro 
(KANG; SONG; ZHANG, 2011; WANG et al., 2010; 
MOSIHUZZMAN et al., 2013; AJISH et al., 2015; LÓPEZ et al., 2015; 
MA et al., 2015). 
 
ISOVITEXINA 
 

Folador et al. (2010) relataram que a isovitexina demonstrou ação 
antihiperglicêmica no tratamento de ratos diabéticos induzidos por 
aloxana. O estudo relatou um aumento na secreção de insulina em testes 
in vivo, como também o aumento da absorção de glicose e de glicogênio 
muscular (FOLADOR et al., 2010). Outros estudos atribuíram ação de 
inibição da enzima α-Glicosidase como um mecanismo antidiabético 
desse composto tanto em modelos in vitro quanto in vivo (YAO et al., 
2011; CHOO et al., 2012; CHANG; HO; LEE, 2015; COSTA et al., 
2015). 
 
LUPEOL 
 

O lupeol inibiu o PTP1B e a α-glicosidase (YU et al., 2014; 
JEONG et al., 2015; SRISURICHAN; PORNPAKAKUL, 2015). Ainda, 
observou-se que o lupeol inibiu a enzima dipeptidil peptidase (DPP-4) 
(SALEEM et al., 2014). A ação inibitória dessas três enzimas demonstra 
que o lupeol pode ser um novo fármaco promissor no tratamento de 
DM2 e na deficiência de insulina. 
 
LUTEOLINA 
 

Esse composto inibiu as enzimas: α-glicosidase e α-amilase em 
diversos estudos in vitro (REDDY et al., 2005; AHMED et al., 2014; 
YANG et al., 2015a; SALTOS et al., 2015; SEO et al., 2015). 
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MANGIFERINA 
 

A mangiferina exibiu ação antihiperglicêmica quando 
administrada em ratos diabéticos induzidos tanto por STZ 
(MURUGANANDAN et al., 2005; PAL; SINHA; SIL, 2014) como por 
aloxana (AMRAN et al., 2013). O composto também diminuiu as 
concentrações de HbA1c, TG, CT, e LDL-c e aumentou as 
concentrações de insulina e HDL-c, assim como melhorou a perda de 
peso dos ratos diabéticos (MURUGANANDAN et al., 2005). 

Ademais, a mangiferina alterou as concentrações de enzimas 
hepáticas metabolizadoras de carboidratos. Em estudos in vivo a 
mangiferina aumentou as concentrações das enzimas hexoquinase (HK), 
piruvato quinase, G6PD e diminuiu as concentrações de: LDH, G6Pase 
e FBPase demonstrando-se a capacidade desse composto em melhorar o 
metabolismo da glicose e a sua utilização pela célula. Nesses mesmos 
estudos, a mangiferina aumentou o glicogênio hepático por diminuir as 
concentrações de glicogênio fosforilase e aumentar as de glicogênio 
sintase (SELLAMUTHU et al., 2009; 2012). 

Além de estudar os efeitos antihiperglicêmicos in vivo, Pal, Sinha 
e Sil (2014) estudaram a capacidade da mangiferina em atenuar a 
nefropatia em ratos diabéticos. Esses autores observaram que a 
mangiferina melhorou os parâmetros bioquímicos urinários de ratos 
diabéticos pela diminuição nas concentrações de: creatinina, ácido úrico, 
albumina urinária e nitrogênio uréico sanguíneo (BUN). Além disso, o 
composto aumentou a atividade de enzimas antioxidantes: SOD, CAT e 
GPx, e diminuiu a peroxidação lipídica e as proteínas glicadas. Os 
mesmos autores observaram ainda que a mangiferina diminuiu a 
ativação de marcadores pró-inflamatórios: NF-κB, PKCs e MAPK (p38, 
ERK1/2, JNK), todos estes efeitos observados nestes estudos in vivo 
foram correlacionados com a diminuição da nefrotoxicidade. Esse 
composto também inibiu a ação da enzima α-glicosidase in vitro (LUO 
et al., 2013). 
 
MIRICETINA 
 

Esse composto inibiu a atividade das enzimas α-Glicosidase, α-
amilase e glicogênio fosforilase em testes in vitro (HOU et al., 2009; 
WANG et al., 2010; LI et al., 2011). 
 
QUERCETINA 
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A quercetina exibiu ação antihiperglicêmica em modelo de 
camundongos diabéticos induzidos por STZ + NTD (KUMAR; 
GHOSH; PAL, 2013). A ação in vivo pode estar relacionada em inibir a 
atividade da enzima α-Glicosidase, em estudos in vitro (IWAI et al., 
2006; WANG et al., 2010; LI et al., 2011; ESCANDÓN-RIVERA et al., 
2012; ZHOU et al., 2012; MORADI-AFRAPOLI et al., 2012; KUMAR; 
KUMAR; PRAKASH, 2013; NURUL ISLAM et al., 2013; TAN et al., 
2013; WANG et al., 2013; LÓPEZ et al., 2015; MA et al., 2015). Já em 
estudos in vitro a quercetina inibiu as enzimas: glicogênio fosforilase 
(LI et al., 2011) e a PTP1B (NURUL ISLAM et al., 2013; JIANG et al., 
2015). A quercetina também aumentou a absorção de glicose em células 
C2C12 pelo estímulo da via AMPK através da fosforilação da ACC. 
Esse composto também demonstrou ser um agonista parcial de 
receptores PPARγ em células 3T3-L1 (FANG; GAO; ZHU, 2008; EID 
et al., 2010). 
 
RUTINA 
 

A rutina exibiu ação antihiperglicêmica quando administrada em 
ratos diabéticos induzidos por STZ (HUNYADI et al., 2012). Essa 
atividade pode estar associada com a inibição da atividade da enzima α-
Glicosidase, em ensaios in vitro (TAN et al., 2013; PHAM et al., 2014; 
MA et al., 2015), e o aumento da secreção de insulina observado em 
estudo com ilhotas pancreáticas de ratos (ESMAEILI; ZOHARI; 
SADEGHI, 2009). Além disso, a rutina aumentou a absorção da glicose, 
em experimentos in vitro utilizando-se células HepG2. 
 
β-SITOSTEROL 
 

Esse composto exibiu atividade antihiperglicêmica quando 
administrado em camundongos diabéticos induzidos por STZ + NTD 
(KUMAR; KUMAR; PRAKASH, 2013).  
A inibição de: α-Glicosidase e α-amilase foi descrita como um 
mecanismo de sua ação antidiabética (KUMAR; KUMAR; PRAKASH, 
2013; HAMID et al., 2015; NA et al., 2016). O composto também inibiu 
a atividade da PTP1B (NA et al., 2016) e aumentou a absorção de 
glicose em ensaios in vitro. Com uma estrutura triterpênica, similar à do 
ácido oleanólico, o β-sitosterol também ativou a via do AMPK através 
da fosforilação de AMPK, GSK-3β e ACC, em células HepG2. 
Ademais, esse composto inibiu a transcrição do RNAm da PEPCK, em 
células H4IIE, bem como reduziu a apoptose de células β, e aumentou a 
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síntese de glicogênio em células HepG2 (HA et al., 2009; LIN et al., 
2011). 
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2.5 CONCLUSÃO 
 

A DM é uma epidemia global emergente em todo o mundo, sendo 
que a pesquisa e o desenvolvimento de novos fármacos na terapêutica, 
que sejam mais específicos e eficientes, e com boa relação custo-
benefício.  

Os produtos naturais, especialmente as espécies vegetais, e seus 
compostos isolados tendem a ser uma rota mais rápida para a descoberta 
de novos fármacos, especialmente quando já existe um uso popular de 
determinada espécie para o tratamento da doença em questão. Isto dá-se 
tanto pelo fato da inumerável quantidade de novas moléculas que podem 
ser descobertas, quanto pelo fato de que estas moléculas costumam ter 
grupos farmacóforos que podem interagir com receptores, enzimas e 
demais moléculas das vias bioquímicas do organismo. 

Baseando-se na análise sistemática da literatura, o presente 
trabalho demonstrou que a maioria das pesquisas que testaram 
compostos isolados de plantas foram conduzidos em ensaios in vitro. 
Enquanto os modelos in vivo utilizaram predominantemente animais 
cuja diabetes foi induzida (geralmente por estreptozotocina ou dieta 
altamente lipídica), e mensuraram parâmetros utilizados na prática 
clínica como glicemia, insulina, perfil lipídico, entre outros, os modelos 
in vitro utilizaram predominantemente as linhagens de células 3T3-L1, 
L6, C2C12, HepG-2 e H4IIE para mensurar não somente a utilização de 
glicose pela célula como também para mensurar a ação dos compostos a 
nível molecular em alvos como GLUT4, PPAR, IR, AMPK, PKB, 
PI3K, IRS-1, além de ensaios para inibição de α-glicosidase, α-amilase, 
PTP1B, DPP-4 e 11β-HDSD1. 

Além disso, o presente trabalho também destacou as principais 
espécies contendo compostos ativos com propriedades antidiabéticas, 
incluindo Momordica charantia, Morus alba, Tinospora crispa e 
Pongamia pinnata, sendo os principais compostos: quercetina, ácido 
oleanólico, canferol, ácido ursólico, rutina, β-sitosterol, e mangiferina 
(Figura 9). 

Esta revisão sistemática traçou um perfil dos estudos in vitro e in 
vivo que têm sido realizados para a descoberta de novos compostos 
antidiabéticos, bem como destacou os compostos que são estudados com 
maior frequência, visando contribuir com o campo da etnofarmacologia 
e impactar no desenho de novas estratégias na busca de novos 
compostos no tratamento do diabetes. 
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Figura 9. Resumo gráfico da revisão sistemática sobre compostos isolados de 
plantas com ação antidiabética. 
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3 CAPÍTULO 2 - EFEITO ANTI-INFLAMATÓRIO DE Acmella 
ciliata (H.B.K) Cassini UTILIZANDO-SE O MODELO DE 
INFLAMAÇÃO NEUTROFÍLICA, INDUZIDA POR 
CARRAGENINA, EM CAMUNDONGOS. 
 
3.1 REVISÃO DA LITERATURA 
 
3.1.1 Família Asteraceae 
 

A família Asteraceae (Compositae) é formada por plantas 
herbáceas, arbustos e menos comumente árvores e são indiscutivelmente 
a maior família de plantas angiospermas, contendo cerca de 1.600 
gêneros e 23.000 espécies caracterizadas por flores de tamanho reduzido 
e organizadas dentro de um invólucro na forma de cabeça ou capítulo 
(KENNY et al., 2014). 

Devido ao seu grande poder de adaptação ambiental, pode ser 
encontrada nos mais diversos habitats, preferencialmente em ambientes 
campestres, e em condições climáticas variadas, em regiões tropicais, 
subtropicais e temperadas. A família perfaz cerca de 20% da flora de 
algumas regiões andinas estendendo-se da Patagônia à região 
Amazônica (CANCELLI et al., 2010). 

As Asteraceae são conhecidas pelas propriedades terapêuticas, 
cosméticas e aromáticas. Na literatura é relatado o uso medicinal de 
espécies dessa família como anti-helmíntico, anti-inflamatório, 
adstringente, colestérico, anti-hemorrágico, antimicrobiano, diurético, 
analgésico e antiespasmódico (FABRI et al., 2011).  

Por apresentarem as bioatividades acima descritas, os compostos 
produzidos em espécies da família botânica Asteraceae tem sido 
importantes para a indústria farmacêutica. A família Asteraceae consta 
entre as cinco famílias de plantas (Fabaceae, Ephedraceae, 
Papaveraceae, Asteraceae, e Solanaceae) com maior número de 
fármacos aprovados pelo Foods and Drugs Administration (FDA) para 
comercialização (ZHU et al., 2011). 
 
3.1.2 Gênero Acmella 
 

O gênero Acmella é constituído por 30 espécies herbáceas, 
geralmente caracterizadas como ervas, eretas ou decumbentes, sendo a 
caracterização morfológica detalhadamente descrita por Jansen (1985) 
(SILVA; SANTOS, 2011). 
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As espécies do gênero Acmella já foram consideradas como 
pertencentes ao gênero Spilanthes, o que mais tarde foi revisto por 
Jansen (1985), porém, a nomenclatura da Acmella é confusa não sendo 
incomum encontrar autores que ainda utilizam nomenclatura referente 
ao gênero Spilanthes (SILVA; SANTOS, 2011). 

Esse gênero é pantropical, com espécies que ocorrem em 
praticamente todos os continentes. Quase a metade das espécies 
existentes são nativas do território brasileiro: Acmella bellidioides, A. 
brachyglossa, A. ciliata, A. decumbens var. decumbens, A. leptophylla, 
A. oleracea, A. psilocarpa, A. pusilla, A. serratifolia, A. uliginosa, A. 
alba, A. oppositifolia, A. paniculata e A. marajoensis (CHUNG et al., 
2008; SILVA; SANTOS, 2011). 

Alguns estudos mostraram que as espécies do gênero Acmella 
apresentam diversos efeitos farmacológicos, tais como: anti-obesidade 
(EKANEM et al., 2007), antiplasmodica (MBEUNKUI et al., 2011; 
SILVEIRA et al., 2016), gastroprotetora (MARIA-FERREIRA et al., 
2014; NASCIMENTO et al., 2013), vasodilatadora e antioxidante 
(WONGSAWATKUL et al., 2008), diurética (RATNASOORIYA et al., 
2004), hepatoprotetora (SUJA; RAJASEKHARAN; 
PUSHPANGADAN, 2003), entre outras. 

No entanto, os efeitos farmacológicos mais relatados para este 
gênero são as ações analgésica e anti-inflamatória. A maioria destes 
estudos, tanto in vitro como in vivo, são principalmente focados na 
espécie Acmella oleracea (CHAKRABORTY et al., 2004; 
RATNASOORIYA; PIERIS, 2005; MARIA-FERREIRA et al., 2014; 
KIM et al., 2018). 

Os efeitos biológicos das espécies de Acmella estão relacionados 
às diferentes classes de fitoquímicos relatados, como alcamidas, 
terpenóides. cumarinas e compostos fenólicos (MARTIN; BECKER, 
1984, 1985; KASPER; MELZIG; JENETT-SIEMS, 2010; PAULRAJ; 
GOVINDARAJAN; PALPU, 2013). A ação anti-inflamatória é 
freqüentemente associada à presença de compostos da classe das 
alcamidas, principalmente devido ao composto majoritário denominado 
de espilantol (WU et al., 2008; HERNÁNDEZ et al., 2009; BARBOSA 
et al., 2016). 
 
3.1.3 Acmella ciliata 
 

A espécie Acmella ciliata (H.B.K) Cass. (sin. Spilanthes ciliata) 
(Figura 10) é uma planta herbácea, perene, com características 
morfológicas semelhantes às da A. oleracea (CHUNG et al., 2008). 
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Figura 10. Acmella ciliata (H.B.K) Cass. 

 
Fonte: (KEIPERT, 2009) 

 
Devido às semelhanças com a espécie Acmella oleracea, no 

Brasil também é conhecida como jambú, agrião ou jambre e é utilizada 
como condimento no preparo de alimentos típicos da região amazônica. 
Esta planta de caráter medicinal, utiliza-se de suas folhas e 
inflorescências para o tratamento de inflamações em geral, pneumonia, 
gripe, tuberculose e como estimulante do apetite (KASPER; MELZIG; 
JENETT-SIEMS, 2010; OLIVEIRA; BARROS; MOITA NETO, 2010). 
Quando mastigadas, suas inflorescências e folhas proporcionam uma 
sensação anestésica local, devido ao princípio ativo do espilantol, sendo 
por isso o uso para a dor de dente (VULPI et al., 2007). Na Alemanha, 
um fitoterápico para uso tópico chamado Spolera® contendo o extrato de 
A. ciliata é utilizado no tratamento de ferimentos superficiais de pele e 
torções (KASPER; MELZIG; JENETT-SIEMS, 2010). 

Em relação aos metabólitos secundários, nas inflorescências da A. 
ciliata encontram-se diversos compostos da classe das alcamidas como 
o espilantol (MARTIN; BECKER, 1984, 1985; SILVEIRA et al., 2016). 
Mejía, Osorio e Vázquez (2010) utilizaram a técnica de cromatografia 
gasosa acoplada a espectrômetro de massas (CG-MS) para analisar a 
composição do óleo essencial nas folhas e flores dessa espécie e 
constataram que sesquiterpenos, terpenos oxidados, monoterpenos 
cíclicos e acíclicos são a classe de compostos voláteis predominantes. 

Ainda, estudos fitoquímicos realizados com as folhas e flores da 
planta demonstraram, além de terpenos e amidas, a presença 
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significativa de compostos fenólicos como flavonóides e derivados do 
ácido cafeoilquínico (KASPER; MELZIG; JENETT-SIEMS, 2010).  

Apesar do uso popular da espécie como planta medicinal, raros 
estudos são encontrados na literatura no que concerne ao seu potencial 
efeito farmacológico. Silveira et al. (2016) demonstraram o efeito 
antiplasmódico das partes aéreas desta espécie. O óleo essencial obtido 
das folhas e flores apresentou ação antimicrobiana para cepas de 
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, além de não 
apresentar toxicidade no ensaio realizado com Artemia salina (MEJÍA; 
OSORIO; VÁZQUEZ, 2010). Outro estudo demonstrou o potencial 
efeito hepatoprotetor da planta, em um modelo de intoxicação hepática 
induzida por paracetamol em ratos, bem como a capacidade em inibir a 
peroxidação lipídica em estudos in vitro (SUJA; RAJASEKHARAN; 
PUSHPANGADAN, 2003). 
 
3.1.4 Processo inflamatório 
 

O processo inflamatório pode ser caracterizado, como uma 
cascata de eventos envolvendo o sistema imunológico e vascular em 
resposta a um estímulo nocivo, trauma ou infecção. Esse processo é 
altamente heterogêneo, envolvendo diferentes tipos de células e 
mediadores, podendo ter característica aguda ou crônica, local ou 
sistêmica. Tipicamente, no processo inflamatório são observados 
agentes indutores da inflamação (químico, físico, microorganismos, etc), 
leucócitos, mediadores e tecidos alvo (NEWTON; DIXIT, 2012; OKIN; 
MEDZHITOV, 2012; NETEA et al., 2017). 

O início do processo inflamatório ocorre através do 
reconhecimento dos agentes indutores da inflamação, como padrões 
moleculares associados à patógenos (PAMPs) e padrões moleculares 
associados ao dano (DAMPs), por receptores de reconhecimento de 
padrões (PRRs), específicos de leucócitos, macrófagos, células 
dendríticas e neutrófilos, que respondem contra esse agente indutor 
nocivo via fagocitose, bem como produzindo mediadores (OKIN; 
MEDZHITOV, 2012; NETEA et al., 2017).  

Após o reconhecimento do agente nocivo e liberação dos 
mediadores celulares, inicia-se uma resposta aguda que possui duração 
variável. Observa-se uma vasodilatação e aumento da permeabilidade 
microvascular local, seguido pela adesão e infiltração de leucócitos do 
tipo polimorfonucleares (PMNs), principalmente neutrófilos, e 
mononucleares no tecido lesionado. Estas células são atraídas pela ação 
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de diferentes mediadores com a função de quimiotaxia (BUCKLEY; 
GILROY; SERHAN, 2014). 

Os neutrófilos são as primeiras células a serem recrutadas para o 
local onde iniciou-se o processo inflamatório e são responsáveis, junto 
com os macrófagos, pela destruição do agente causal por meio da 
fagocitose, liberação de enzimas proteolíticas, espécies reativas de 
oxigênio (EROs) e armadilhas extracelulares (NETs). No citoplasma dos 
neutrófilos encontram-se três tipos de grânulos: grânulos primários 
(azurófilos), secundários (específicos) e os terciários (gelatinase), além 
de vesículas secretoras. Nos grânulos primários, a enzima 
mieloperoxidase (MPO) destaca-se como um dos principais 
componentes do sistema microbicida dos neutrófilos (MAYADAS; 
CULLERE; LOWELL, 2014; SOEHNLEIN et al., 2017). 

A MPO é descrita como uma enzima com propriedades pró-
inflamatórias expressa principalmente em neutrófilos (cerca de 5%). 
Essa enzima peroxidase tem como função primordial a conversão do 
peróxido de hidrogênio (H2O2) em ácido hipocloroso (HOCl), um 
composto com ação antimicrobiana importante liberado durante a 
resposta imune inata. No entanto, a ativação contínua do sistema MPO-
H2O2-HOCl pode promover uma lesão tecidual, isto porque o HOCl é 
capaz de iniciar reações de oxidação em lipídeos, no ácido 
desoxirribonucleico (DNA) e em lipoproteínas (KLEBANOFF, 2005; 
NAUSEEF, 2014; ODOBASIC et al., 2014; KATO, 2016). 

O estudo sobre a MPO é uma ferramenta útil para a avaliação 
indireta da presença de neutrófilos ativados no sítio do processo 
inflamatório, sendo que esta enzima pode ser encontrada em 
enfermidades respiratórias graves como a asma e na doença pulmonar 
obstrutiva crônica (DPOC) (ZHU et al., 2014). 

Outras células importantes no processo inflamatório são os 
monócitos e os macrófagos, os quais desempenham importante função 
na imunidade inata como: apresentação de antígenos, fagocitose e 
imunomodulação. Os monócitos, após migrarem para o tecido, se 
diferenciam em macrófagos, e quando ativadas tem a capacidade de 
secretar citocinas, óxido nítrico sintase (NOS) e, ainda, aumentar a 
atividade da adenosina-deaminase (ADA). As interações entre 
neutrófilos e monócitos / macrófagos permitem que o hospedeiro se 
defenda eficientemente e elimine patógenos estranhos. No entanto, é 
cada vez mais claro que essas interações podem ser prejudiciais para o 
organismo se não forem rigidamente reguladas. (AUFFRAY; 
SIEWEKE; GEISSMANN, 2009; PRAME KUMAR; NICHOLLS; 
WONG, 2018). 
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A ADA é uma enzima que cataliza irreversivelmente a 
desaminação da desoxiadenosina e adenosina em desoxinosina e 
inosina, respectivamente, e também possui papel importante na 
maturação e na ativação de monócitos e de linfócitos, podendo ser 
utilizada como marcador da atividade de células mononucleares 
(KRENKE; KORCZYŃSKI, 2010; ANTONIOLI et al., 2018). 

A adenosina é um mediador endógeno com ação pleiotrópica e 
desempenha efeitos anti-inflamatórios ou pró-inflamatórios, dependendo 
do tipo de receptor ativado, da célula envolvida e da sua concentração 
no sítio inflamatório. Para tanto, já foram identificados quatro receptores 
para adenosina, sendo todos estes acoplados à proteína G: A1, A2A, 
A2B e A3, sendo a atividade anti-inflamatória da adenosina mediada 
principalmente pela ativação do receptor A2A. Estes receptores podem 
ser encontrados em praticamente todas as células do sistema imune 
como macrófagos, mastócitos, neutrófilos e eosinófilos (ANTONIOLI et 
al., 2014, 2018; YAGO et al., 2015). 

 Neste contexto, a atividade da ADA é importante na regulação 
das concentrações extracelulares de adenosina e, consequentemente, no 
controle da estimulação do receptor, desempenhando assim um papel 
central na modulação da resposta inflamatória em doenças pulmonares 
crônicas, artrite reumatóide, doenças inflamatórias intestinais e sepse, 
pois a atividade da ADA encontra-se elevada no lavado pleural de 
pacientes com tuberculose, DPOC e no líquido sinovial de pacientes 
com artrite reumatoide (NALESNIK; NIKOLIĆ; BUĆMA, 2012; 
ANTONIOLI et al., 2014, 2018). 

A liberação de mediadores inflamatórios é uma etapa essencial na 
consolidação da inflamação. Uma das substâncias também em destaque 
é o óxido nítrico (NO), que é um gás solúvel, liberado principalmente 
por células endoteliais e macrófagos, que participa de diversos 
processos biológicos como a regulação do tônus vascular, a inflamação, 
a neurotransmissão e a apoptose (LO FARO et al., 2014). 

Além dos mediadores já citados, destacam-se as citocinas. Estas 
são proteínas solúveis de baixo peso molecular, secretadas por diversas 
células, tais como: neutrófilos, linfócitos, monócitos, macrófagos, 
mastócitos, células: natural killer (NK), dendríticas, endoteliais, 
epiteliais, entre outras. Essa liberação é dependente da ativação de 
fatores de transcrição gênica como: o fator de transcrição nuclear kappa-
B (NF-κB) e o ativador proteico-1 (AP-1). De modo geral, as citocinas 
estão relacionadas a funções de crescimento, diferenciação e ativação 
celular, e desta forma, auxiliam na manutenção da homeostasia e 
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determinam o tipo de resposta imune a ser ativada (MURALIDHARAN; 
MANDREKAR, 2013; STOW; MURRAY, 2013) 

Ainda, com base na secreção de citocinas e na resposta frente aos 
patógenos, os linfócitos T auxiliares, do inglês helpers, podem se 
diferenciar em diferentes subgrupos, sendo os principais estudados: o 
linfócito T auxiliador 1 (Th1), linfócitos T auxiliador 2 (Th2), linfócitos 
T auxiliador 17 (Th17) e os linfócitos T reguladores (Tregs). Esta 
diferenciação é importante, visto que esses linfócitos promovem a 
modulação da reposta imune, o que acarretará na liberação de citocinas 
específicas dependendo do tipo do patógeno e do local da lesão 
(ZHANG; WU; WU, 2011; MACIVER; MICHALEK; RATHMELL, 
2013). 

A resposta Th1, denota na liberação de citocinas que são 
produzidas pelos linfócitos T do tipo Th1 como por exemplo a 
interleucina-(IL) 2, interferon γ (IFN)-γ, e fator de necrose tumoral α 
(TNF-α). Nesta resposta estão envolvidas células como macrófagos e 
neutrófilos que atuam na proteção contra patógenos intracelulares como 
protozoários, bactérias e vírus, outras citocinas pró-inflamatórias como 
IL-6 e IL-1β também estão envolvidas nesta resposta. Desequilíbrios 
nesse sistema costumam ser a causa de doenças autoimunes de caráter 
inflamatório (ZHANG; WU; WU, 2011; VAHEDI et al., 2013; 
RAPHAEL et al., 2015). 

Já a resposta Th2, promove a liberação de citocinas produzidas 
por linfócitos T do tipo Th2 e ativação de outras células como 
mastócitos, basófilos e eosinófilos. Dentre as citocinas destacam-se: IL-
4, IL-5, IL-9 e IL-13. Estas citocinas são responsáveis pela ativação de 
células B, imunidade humoral, proteção contra helmintos, na patogênese 
da asma e da alergia (VAHEDI et al., 2013; RAPHAEL et al., 2015; 
WYNN, 2015) 

Além da resposta produzida por células Th1 e/ou Th2, há a 
ativação da resposta mediada pelos linfócitos T do tipo Th17. Estas 
células liberam como principal citocina, a IL-17 que está associada ao 
recrutamento e a ativação de neutrófilos no sítio inflamatório, além da 
ativação do sistema imune inato e adaptativo. Esta citocina exerce 
potente papel pró-inflamatório e, durante uma infecção, esta é necessária 
para eliminar bactérias e fungos extracelulares, induzindo peptídeos 
antimicrobianos, como a defensina. Por outro lado, a IL-17 também está 
diretamente associada à patogênese de várias doenças inflamatórias e 
autoimunes como artrite reumatoide, esclerose múltipla, espondilite 
anquilosante, psoríase entre outras, e até mesmo câncer (NOACK; 
MIOSSEC, 2014; RAPHAEL et al., 2015; KUWABARA et al., 2017). 
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Independentemente se a inflamação é microbiana ou não, a carga 
letal promovida pelos neutrófilos não é somente destrutiva contra 
agentes invasores ou células mortas, mas também é perigoso para o 
tecido do hospedeiro. Portanto, a remoção dos neutrófilos no sítio 
inflamatório, após a eliminação do agente estranho, é um fator 
importante na resolução da inflamação. Para isso, os neutrófilos 
acumulados no sítio inflamatório desencadeiam o processo de apoptose 
e os seus restos celulares são rapidamente removidos por macrófagos e 
monócitos (fenótipo M2). A deficiência no processo de apoptose e a não 
remoção celular dessas células no sítio inflamatório promove a 
inflamação crônica, que é a base de diversas doenças como a DPOC e as 
doenças autoimunes (WANG; ARASE, 2014). 

Em oposição à resposta pró-inflamatória dos subtipos Th1/Th17 
está o subtipo Treg. Estes linfócitos são responsáveis pela supressão 
imunológica por meio de citocinas anti-inflamatórias como a IL-10 e o 
fator de crescimento transformador β (TGF-β) que contribuem na 
promoção da apoptose celular e inibem o recrutamento e a ativação de 
novas células no sítio inflamatório, garantindo a manutenção da 
homeostase imunológica frente à uma ativação exacerbada do sistema, 
impedindo assim que a inflamação avance para um caráter crônico 
(BUCKLEY; GILROY; SERHAN, 2014; RAPHAEL et al., 2015). 

Além de células e mediadores, fatores de transcrição como o fator 
de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) estão envolvidos no processo 
inflamatório, modulando as cascatas de sinalização celular que 
promovem diferentes respostas biológicas, tais como apoptose, 
sobrevivência, diferenciação, proliferação e/ou migração celular 
(NAPETSCHNIG; WU, 2013; LIU et al., 2017). 

O NF-κB é fundamental na inflamação, na imunidade e na 
apoptose, regulando a atividade de diversos genes, dentre os quais se 
pode destacar os genes envolvidos na ativação, produção e liberação de 
enzimas como: a oxido nítrico sintase induzível (iNOS) e a 
ciclooxigenase 2 (COX-2), além das citocinas pró-inflamatórias como: 
fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interferon gama (IFN-γ), IL-6 e 
IL-17 e das moléculas de adesão: E-selectina, molécula de adesão 
intercelular 1 (ICAM-1) e proteína de adesão celular vascular 1 
(VCAM-1) (NAPETSCHNIG; WU, 2013; LIU et al., 2017). 

O NF-κB pode ser estimulado por diversos fatores, tais como: 
neurotransmissores, citocinas, ésteres de forbol, ceramidas, produtos 
provenientes de vírus e bactérias, radiação ultravioleta, produtos 
decorrentes da ativação enzimática da iNOS e da COX-2. Quando não 
estimulado, o NF-κB encontra-se no citoplasma ligado à proteína 
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inibitória kappa B (IκB) que impede a translocação do NF-κB para o 
núcleo. Para que haja a ativação do NF-κB e sua posterior translocação 
para o núcleo, é necessário que ocorra a fosforilação e a degradação da 
proteína IκB (NAPETSCHNIG; WU, 2013; LIU et al., 2017). 

A ativação do NF-κB pode ocorrer pela via clássica, que é mais 
rápida e transiente, a qual depende da ativação do complexo protéico 
IKK (duas subunidades catalíticas IKKα e IKKβ) e uma unidade 
regulatória denominada de NEMO (IKKγ). Ou por via alternativa, que é 
mais lenta e persistente, na qual há ativação de outras proteína quinases 
indutoras, a NIK e a IKKα ativadas através de receptores da 
superfamília TNF como: CD40 encontrada na superfície de linfócitos B, 
receptor da linfotoxina β e receptor do fator ativador de linfócitos B 
(BAFFR) (NAPETSCHNIG; WU, 2013; LIU et al., 2017). 

O processo inflamatório agudo, assim como a patogênese de 
doenças de caráter inflamatório, tais como a asma, DPOC, DM 1 e 2, 
artrite reumatoide, esclerose múltipla e outras doenças autoimunes, 
assim como o câncer, envolvem a ativação contínua deste fator de 
transcrição, o que induz a expressão e a liberação de diversos 
mediadores inflamatórios, e o torna um alvo em potencial na terapêutica 
de condições inflamatórias (GOLAN-GOLDHIRSH; GOPAS, 2014; 
LIU et al., 2017; TILBORGHS et al., 2017). 

As proteínas-quinase ativadas por mitógenos (MAPKs) 
promovem a fosforilação protéica em cascata, que regulam várias 
atividades celulares como por exemplo: expressão gênica, proliferação, 
sobrevivência e morte celular. Em mamíferos, existem vias de MAPKs 
distintas, incluindo a via da quinase controlada pela sinalização 
extracelular (ERK), a via proteína quinase c-jun ativada pelo estresse 
(JNK), além da via da proteína quinase 38 (p38). Existem alguns 
componentes que são compartilhados por essas vias dependendo do tipo 
de estímulo que originou a ativação da cascata. A ativação de p38 e JNK 
está geralmente associada à apoptose, enquanto que a via da ERK 1 e 2 
atua na sobrevivência celular, inibindo a atividade da apoptose (SABIO; 
DAVIS, 2014). 

A p38, em especial o subtipo α, é a principal MAPK envolvida na 
produção de mediadores inflamatórios, incluindo fator de necrose 
tumoral-𝛼 (TNF-𝛼) e ciclooxigenase-2 (COX-2). É expressa tanto em 
macrófagos quanto em neutrófilos, portanto essa via de sinalização 
desempenha um papel essencial na regulação do processo inflamatório 
(YANG et al., 2014b).  

A p38 MAPK encontra-se ativada em células de pacientes com 
asma grave e DPOC, e vários inibidores seletivos demonstraram-se 
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eficazes na redução da inflamação pulmonar em modelos experimentais 
de asma e DPOC. Atualmente, o interesse na pesquisa de inibidores da 
p38 confirmam esta proteína quinase como um alvo importante na 
pesquisa de novos agentes anti-inflamatórios (YANG et al., 2014b; 
GROSS; BARNES, 2017). 
 
3.1.5 Modelo inflamatório da pleurisia induzida pela carragenina 
em camundongos 
 

Modelos animais vêm sendo utilizados para o estudo da 
inflamação e das doenças autoimunes há quase um século. Embora 
essenciais para o estudo das doenças, estes modelos podem apresentar 
diferenças em relação aos humanos. Um exemplo disto, é que várias 
doenças não acontecem naturalmente em roedores e devem ser 
induzidas quimicamente ou por modificação gênica para mimetizar as 
doenças que ocorrem em humanos. Ainda assim, os modelos com 
animais contribuem para o entendimento da fisiopatologia e para o 
desenvolvimento de novos tratamentos para diversas doenças (WEBB, 
2014; VAN MEER; GRAHAM; SCHUURMAN, 2015; BENSON et al., 
2018). 

Nos modelos de inflamação in vivo, busca-se mimetizar a 
resposta fisiopatológica que ocorre nas doenças inflamatórias, 
estudando-se por exemplo o influxo leucocitário, a liberação de 
proteínas de fase aguda, as enzimas, o estresse oxidativo, a destruição 
tecidual, a concentração de citocinas e outros parâmetros envolvidos na 
inflamação.  

Como já descrito, a inflamação aguda é caracterizada pela 
liberação de diversos mediadores. O modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina, em camundongos ou em ratos é útil para mimetizar as 
doenças relacionadas à injuria pulmonar. Este modelo é caracterizado 
pela infiltração leucocitária (principalmente neutrófilos) na cavidade 
pleural, liberação de mediadores relacionados ao estresse oxidativo: 
espécies reativas de oxigênio (EROs) e espécies reativas de nitrogênio 
(ERNs), liberação de citocinas, além da ativação de diferentes fatores de 
transcrição (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996; CUZZOCREA et 
al., 2001; IMPELLIZZERI et al., 2011; DA ROSA et al., 2017). 

A resposta inflamatória desencadeada pela administração 
intrapleural (i.pl) da carragenina, em camundongos é do tipo bifásica. 
Em um primeiro momento (4 horas após administração da carragenina) 
uma resposta aguda é estabelecida e caracterizada pela migração 
neutrofílica para cavidade pleural, além do aumento da exsudação 
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devido ao aumento da permeabilidade vascular causada pela liberação 
de mediadores responsáveis pelo processo inflamatório. Seguindo esta 
fase inicial, o modelo ainda oferece o estudo de uma fase tardia (48 
horas após administração da carragenina), onde ocorre o início do 
remodelamento tecidual com a inversão no perfil leucocitário, ou seja, 
aumento de células do tipo mononucleares, porém ainda com grande 
aumento da exsudação (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). 

A carragenina, um polissacarídeo altamente sulfatado obtido de 
algas vermelhas (Rodophyceae) tem a capacidade de ativar a resposta 
imune inata através da ativação da via de sinalização do TLR4 e pela 
formação extracelular de EROs. Ainda não se sabe exatamente qual o 
mecanismo de interação da carragenina com o TLR4, mas evidências 
demonstram que este agente flogístico interage diretamente estimulando 
e ativando a proteína intracelular Bcl-10 que por sua vez ativa o fator de 
transcrição NFκB e as MAPKs. Além disso, a carragenina também é 
capaz de alterar as concentrações da proteína de choque térmico 27 
(Hsp27) através da formação de EROs. A diminuição da Hsp27 está 
envolvida na ativação de quinases que por sua vez também estão 
relacionadas com a ativação do NFκB e das MAPKs (DONG et al., 
2006; BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN, 2008; 
BHATTACHARYYA et al., 2013). 

 No lavado da cavidade pleural de animais com pleurisia induzida 
pela carragenina é possível quantificar leucócitos, exsudação 
(proteínas), enzimas relacionadas ao processo inflamatório, metabólitos 
do NO e citocinas. Além disso, devido o estresse tecidual que a 
carragenina causa na cavidade pleural ainda é possível avaliar o dano 
tecidual no pulmão através de análise histológica (LUZ et al., 2016; 
PEREIRA DOS SANTOS NASCIMENTO et al., 2016; DA ROSA et 
al., 2017). 
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3.2 HIPÓTESES 
 

H0: A espécie Acmella ciliata (H.B.K) Cass., suas frações e os 
compostos isolados não possuem atividade anti-inflamatória em ensaios 
in vivo. 

H1: A espécie Acmella ciliata (H.B.K) Cass., suas frações e os 
compostos isolados possuem atividade anti-inflamatória em ensaios in 
vivo. 
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3.3 OBJETIVOS 
 
3.3.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar o efeito anti-inflamatório do extrato bruto, frações e 
compostos isolados obtidas da espécie Acmella ciliata (H.B.K) Cass., 
administrados sistemicamente utilizando-se o modelo da pleurisia 
induzida pela carragenina, em camundongos. 
 
3.3.2 Objetivos específicos 
 

- Avaliar o efeito do material vegetal (extrato bruto, frações e 
compostos isolados) sobre a migração dos leucócitos, em especial de 
neutrófilos, na cavidade pleural; 

- Avaliar o efeito do material vegetal sobre a exsudação na 
cavidade pleural; 

- Avaliar o efeito do material vegetal sobre as concentrações das 
enzimas MPO e ADA no lavado pleural; 

- Avaliar o efeito do material vegetal sobre as concentrações das 
citocinas TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-10 e IL-17 no lavado pleural; 

- Avaliar o efeito dos compostos isolados sobre a ativação do NF-
κB no tecido pulmonar; 

- Avaliar o efeito dos compostos isolados sobre a ativação da p38 
MAPK no tecido pulmonar. 
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3.4 METODOLOGIA 
 
3.4.1 Material vegetal 
 
3.4.1.1 Coleta do material vegetal 
 

As partes aéreas de A. ciliata foram coletadas na Associação dos 
Funcionários Fiscais de Santa Catarina (-27°26'15.7" -48°27'28.4"), 
Canasvieiras, Florianópolis, Santa Catarina, no mês de novembro de 
2013. A identificação botânica foi realizada pelo Prof. Dr. Marcos 
Sobral (Universidade Federal de São João del Rei) e uma exsicata 
representativa está depositada no Herbário do Instituto de Pesquisas 
Jardim Botânico do Rio de Janeiro sob o número RB 612273. 
 
3.4.1.2 Obtenção do extrato bruto de A. ciliata 
 

Todo o processo de obtenção do extrato bruto (EB), 
fracionamento e obtenção de compostos da planta foram realizadas pela 
doutoranda Narjara Silveira, no Laboratório de Farmacognosia da 
UFSC, sob orientação da professora Dra. Maique Weber Biavatti. 

As partes aéreas coletadas (2.524,6 g) foram trituradas e 
maceradas com 8 L de etanol (EtOH) a temperatura ambiente, por 7 
dias. Este processo repetiu-se por mais duas vezes. Após a extração, o 
extrato hidroetanólico foi filtrado e seco em evaporador rotatório sob 
pressão reduzida a 40 °C e posteriormente liofilizado, obtendo-se 81,8 g 
(3,24%) de extrato bruto (EB) da A. ciliata. 
 
3.4.1.3 Obtenção das frações de A. ciliata 
 

O EB liofilizado foi disperso em 200 mL de solução de EtOH-
H2O (5:95, v/v) e submetido à extração líquido-líquido, em funil de 
separação, sob agitação manual, com os solventes hexano, 
dicloromentano e acetato de etila, resultando nas respectivas frações: 
hexano (Hex) (12 g), diclorometano (CH2Cl2) (1,1 g), acetato de etila 
(AcOEt) (860 mg) e resíduo aquoso (Aq) (não liofilizado) (Figura 11).  

A extração líquido-líquido foi acompanhada por cromatografia 
em camada delgada (CCD) e, de acordo com os perfil observado, a 
fração hexano foi escolhida para o fracionamento cromatográfico, com o 
objetivo de se obter as alcamidas da A. ciliata. 
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Figura 11. Extração líquido-líquido do extrato bruto hidroetanólico de Acmella 
ciliata. 
 

 
AcOet: acetato de etila, CH2Cl2: diclorometano, EB: extrato bruto. 
 
3.4.1.4 Fracionamento da fração hexano do extrato bruto de Acmella 
ciliata e obtenção dos compostos. 
 

A fração hexano (10 g) foi submetida à cromatografia líquida a 
vácuo (CLV), utilizando-se gel de sílica 60 (0,04 – 0,063 mm) 
Silicycle® como fase estacionária e um sistema gradiente de solventes 
composto por hexano e AcOEt, em polaridade crescente, como fase 
móvel. Desse processo obtiveram-se 10 subfrações as quais foram 
avaliadas via CCD para a seleção da subfração 5 e subfração 8. A 
subfração 5 (555 mg) e 8 (619 mg) foram submetidas a outros 
fracionamentos em coluna cromatográfica com gel de sílica 60 (0,04 – 
0,063 mm) Silicycle® (h=35 cm; Ø=2,0 cm) como fase estacionária e 
um sistema gradiente de solventes compostos por hexano e AcOEt, em 
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polaridade crescente, como fase móvel. Da subfração 5 obtiveram-se os 
compostos AC1 (128 mg) e AC3 (35,5 mg), e da subfração 8 obteve-se 
o composto AC2 (13,7 mg) (Figura 12). 
 
Figura 12. Fracionamento da fração hexano e obtenção das alcamidas da espécie 
Acmella ciliata. 

 
AcOEt: acetato de etila, AC1: espilantol, AC2: 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-
nonodiinamida  AC3: (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-decadienamida. 
 
3.4.1.5 Estudo do perfil fitoquímico do extrato bruto da Acmella ciliata 
 

A análise do extrato bruto etanólico da A. ciliata e a obtenção do 
cromatograma foi realizada pela doutoranda Narjara Silveira e pelo 
professor Dr. Louis P. Sandjo que utilizaram um sistema cromatografia 
líquida de ultra eficiência (UPLC) Acquity equipado com detector de 
arranjo de diodos (PDA), amostrador automático, sistema quaternário de 
solventes e uma coluna cromatográfica Acquity BEH C18 (50 x 1,0 mm 
e 1,7 µm) (Waters) da Central de Cromatografia, do Departamento de 
Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal de Santa Catarina 
(UFSC). A coluna cromatográfica foi mantida a 40 °C, enquanto a 
bandeja com as amostras permaneceu a temperatura de 20 °C.  

O sistema UPLC estava acoplado ao Espectrômetro de massas 
MS/MS Xevo G2-S QTof (Waters) com ionização por electrospray 
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(ESI) operando nos modos positivo (ESI+) e negativo (ESI-). Os 
parâmetros do sistema foram: fluxo do gás do cone 60 L/h; fluxo do gás 
de dessolvatação 900 L/h; voltagem no cone 40 V; voltagem na fonte 
80V. O argônio foi utilizado como gás de colisão e o nitrogênio como 
gás de nebulização, dessolvatação e de cone. A solução de Leucina 
encefalina foi utilizada como padrão de referência.  

Os EB foi solubilizado em solvente metanol ultrapuro (grau 
HPLC), na concentração de 0,5 mg/mL e filtrado em membrana filtrante 
de politetrafluoretileno expandido (PTFE) com poro de 0,22 μm e 
diâmetro de 13 mm. 

A fase móvel empregada foi um sistema gradiente de eluição 
utilizando os solventes água/ácido fórmico (0,1%) (v/v) na bomba A e 
acetonitrila na bomba B nas seguintes proporções: 0–5 min, 95% A e 
5% B; 5–7 min, 50% A e 50% B; 7–7,2 min, 20% A e 80% B; 7,2–9,7 
min, 10% A e 90% B; 9,7–15 min, 95% A e 5% B. O volume de injeção 
foi de 2 µL e o fluxo manteve-se em 0,3 mL/min.  

Os espectros de massas foram adquiridos no modo positivo na 
faixa de varredura de 100 – 800 m/z. Os dados foram processados e 
armazenados utilizando-se o software MassLynxTM V4.1 Mass 
Spectrometry (Waters, USA). 
 
3.4.1.6 Elucidação estrutural dos compostos 
 

Os compostos isolados foram submetidos a análises de 
Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H, 13C e bidimensionais 
(Correlação quântica heteronuclear single - HSQC e Correlação 
heteronuclear de múltipas ligações - HMBC).  

Os experimentos foram realizados em espectrômetros Bruker 
modelo AC 200 (200 MHz para 1H e 50 MHz para 13C) na Central de 
Análises (Departamento de Química/UFSC), modelo Fourier 300 (300 
MHz para 1H e 75 MHz para 13C) na Central Analítica do 
Departamento de Ciências Farmacêuticas da UFSC,  em parceria com a 
Profa. Dra. Maique Weber Biavatti e a Dra. Narjara Silveira, assim 
como em modelo Ascend 600 (600 MHz para 1H e 150 MHz para 13C) 
no laboratório de Ressonância Magnética Nuclear do Departamento de 
Química da Universidade Federal do Paraná (UFPR), Curitiba/PR, em 
parceria com o Prof. Dr. Andersson Barison. 

Os compostos analisados foram dissolvidos em aproximadamente 
0,6 mL de clorofórmio e/ou acetona deuterados com Tetrametilsilano 
(TMS), utilizado como referência interna. Os dados adquiridos foram 
processados nos software ACD lab (SpecManager®) e TopSpin 3.1 
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(Bruker®). Os deslocamentos químicos foram mensurados em partes por 
milhão (ppm) da frequência aplicada e as constantes de acoplamento (J) 
mensuradas em Hertz (Hz) e os resultados foram comparados com 
dados disponíveis na literatura (MARTIN; BECKER, 1984, 1985). 

Os compostos isolados também foram caracterizados por 
Espectrometria de Massas. Os experimentos foram realizados em 
espectrômetros de massas ESI-Q-TOF Bruker, modelo micrOTOF-Q II 
10243, no Laboratório Central de Biologia Molecular (CEBIME), da 
UFSC e Xevo G2-XS QTOF Waters, da Central de Cromatografia, no 
Departamento de Ciências Farmacêuticas da UFSC, em parceria com o  
Prof. Dr. Louis P. Sandjo. 
 
3.4.2. Experimentos in vivo 
 
Delineamento do estudo: Estudo experimental prospectivo e controlado. 
 
3.4.2.1 Animais 
 

Neste protocolo experimental, utilizaram-se camundongos 
albinos Swiss com 4-5 semanas de vida, fêmeas, pesando entre 22-25 g, 
todos fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os animais foram 
ambientados por pelo menos 1 semana antes dos protocolos 
experimentais em instalações próprias no Laboratório de Pesquisa em 
Imunologia (LAPI/UFSC) com ciclos de luz alternados (12/12 horas), 
temperatura controlada 20 ± 2º C e acesso a ração e água tratada ad 
libitum. 

Os procedimentos utilizados foram aprovados pelo Comitê de 
Ética no Uso de Animais (CEUA/UFSC) sob protocolos de números 
PP00757 e 4720140616. 
 
3.4.2.2 Procedimento anestésico e morte indolor assistida 
 

Para os procedimentos onde a anestesia foi necessária, os animais 
foram anestesiados com uma solução de 0,05 ml de xilazina (15 mg/kg) 
e quetamina (75 mg/kg) administrados por via intraperitoneal (i.p.). Os 
experimentos foram realizados após a anestesia profunda dos animais. 

Para a morte indolor assistida, os animais foram inicialmente 
anestesiados com os mesmos anestésicos e após o devido 
aprofundamento da anestesia, receberam uma overdose (2 x dose 
anestésica i.p.) destes mesmos anestésicos administrados pela veia 
submandibular (intravenosa, i.v.). 
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3.4.3 Protocolo experimental 
 
3.4.3.1 Desenho experimental e indução da pleurisia com carragenina 
 

A pleurisia foi induzida através de uma injeção intrapleural (i.pl) 
de 0,1 mL de solução de carragenina-λ (Cg) a 1% de acordo com o 
modelo descrito por Saleh, Calixto e Medeiros (1996). 

Inicialmente definiu-se uma curva dose-resposta. Para isto, no dia 
dos experimentos os animais foram randomizados e divididos em 
diferentes grupos experimentais (n = 5-6 por grupo): 

- Controle basal: animais saudáveis e tratados apenas com 
veículo (90% NaCl 0,95%, 5% DMSO, 5% Tween 20) administrado por 
via intraperitoneal (i.p.). 

- Controle negativo: animais inflamados com carragenina e 
tratados com veículo (90% NaCl 0,95%, 5% DMSO, 5% Tween 20) 
administrado por via i.p.; 

- Controle positivo: animais inflamados com carragenina e 
tratados com dexametasona 0,5 mg/kg administrado por via i.p.; 

- Grupos experimentais: animais inflamados com carragenina e 
tratados com diferentes doses do extrato bruto, frações ou compostos 
isolados de A. ciliata administrados por via i.p.  

A carragenina foi administrada na cavidade pleural direita através 
do espaço intercostal pela injeção i.pl de 0,1 mL após 30 minutos do 
tratamento com o material vegetal ou fármaco de referencia 
(dexametasona), exceto o grupo controle basal que ao invés da 
carragenina recebeu injeção i.pl. de NaCl 0,95% .  

Após 4 horas da administração do agente flogístico, procedeu-se 
a morte indolor assistida dos animais, como descrito no ítem 2.4.2.2. Em 
seguida, para obtenção do lavado pleural, a cavidade pleural foi exposta 
e lavada com 1 ml de solução salina tampão fosfato (PBS) [pH 7,6, 
composição NaCl (130 mmol/L), Na2HPO4 (5 mmol/L), KH2PO4 (1 
mmol/L)] em água destilada (1L) contendo heparina (20 IU/mL). 

As amostras do lavado pleural foram coletadas para a 
determinação da migração leucocitária (total e diferencial) e exsudação 
e consequente definição de uma curva dose-resposta. No estudo da 
curva dose-resposta para o EB, as frações e os compostos isolados de A. 
ciliata obteve-se a menor dose efetiva que foi capaz de diminuir 
significativamente as concentrações da migração de leucócitos e/ou 
exsudação. Essa menor dose encontrada foi utilizada para o estudo da 
curva tempo resposta, na qual uma única dose do extrato bruto foi 
administrada previamente à carragenina (30 min, 1 h e 2 h) em 
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diferentes grupos de animais. Decorridos 4 h da administração da 
carragenina os animais foram sacrificados e os parâmetros leucócitos e 
exsudação foram analisados. O menor tempo de tratamento que inibiu os 
leucócitos e ou a exsudação foi escolhido para a análise das 
concentrações de MPO, ADA, citocinas (TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17 e 
IL-10) no lavado pleural. O resultado da curva tempo-resposta obtido 
com o extrato bruto foi estendido para o estudo anti-inflamatório das 
fraçcões e dos compostos isolados da A. Ciliata. 

Para a avaliação indireta da exsudação, os animais foram tratados 
com uma solução do corante azul de Evans (25 mg/kg, 0,2 mL/animal), 
administrados por i.v.) 10 min antes da indução da pleurisia por 
carragenina (Figura 13) (SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). Na 
análise da MPO, ADA, citocinas e fatores de transcrição, os animais não 
recebem a injeção com azul de Evans, uma vez que este corante poderia 
interferir nas dosagens colorimétricas e enzimáticas empregadas para a 
quantificação desses parâmetros (Figura 14). 
 
Figura 13. Esquema para a obtenção do lavado pleural para determinação de 
leucócitos e da exsudação no modelo experimental da pleurisia induzida pela 
carragenina. 
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Figura 14. Esquema para a obtenção do lavado pleural e do tecido pulmonar 
para determinação de MPO, ADA, citocinas (lavado), NF-κB e MAPKs 
(pulmões) no modelo experimental da pleurisia induzida pela carragenina  

 
 
3.4.4 Técnicas utilizadas para a avaliação in vivo do efeito anti-
inflamatório do extrato bruto, frações e dos compostos isolados 
 
3.4.4.1 Determinação da contagem total e diferencial de leucócitos 
 

Na determinação da contagem total de leucócitos utilizou-se um 
contador veterinário automatizado de leucócitos com parâmetros 
calibrados para camundongos (MINDRAY, BC2800 Vet, Nanshan, 
Shenzhen, China).  

A contagem diferencial de leucócitos foi realizada com a 
confecção de lâminas realizadas com alíquotas de 50 µL dos lavados da 
cavidade pleural. As células do lavado foram concentradas por meio de 
centrifugação em citocentrífuga (Cytopro® cytocentrifuge Wescor, 
modelo: 7620, EUA), coradas com a coloração de May-Grünwald-
Giemsa e a contagem foi realizada em microscópio ótico comum e 
objetiva de imersão (aumento de 1000 vezes), contando-se 100 células 
por lâmina. 

Os resultados obtidos foram expressos em número total de 
leucócitos, neutrófilos e mononucleares (x 106/mL). 
 
3.4.4.2 Determinação da exsudação 
 

Para determinação indireta da concentração de exsudato, os 
animais foram tratados com uma solução do corante azul de Evans (25 
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mg/kg; 0,2 mL/animal; i.v.) 10 min antes dos tratamentos dos animais 
com o EB, frações ou compostos isolados, ou o fármaco dexametasona. 
O corante azul de Evans liga-se a proteínas plasmáticas como a 
albumina, desta forma é possível quantificar indiretamente a exsudação 
(SALEH; CALIXTO; MEDEIROS, 1996). 

No dia dos experimentos, uma alíquota (200 μL) do lavado da 
cavidade pleural foi coletada e mensurada por meio da densidade ótica 
das amostras em leitora de microplacas de enzimaimunoensaio (ELISA) 
(Organon Teknica, Roseland, New Jersey, EUA), em 620 nm. 
Determinou-se uma curva analítica com diferentes concentrações do 
corante azul de Evans (0,01 a 50 µg/mL) seguido pela regressão linear e 
análise de uma equação da reta para se estimar a concentração desse 
corante nas amostras.  
 
3.4.4.3 Determinação das concentrações da mieloperoxidase  
 

Os ensaios para a determinação das concentrações da MPO foram 
realizados de acordo com a metodologia descrita por Rao et al. (1993). 
Após a coleta, o lavado pleural foi inserido em eppendorfs e passou por 
processo de congelamento e descongelamento (freeze thaw). Neste 
lavado foi adicionado uma solução de brometo de 
hexadeciltrimetilamônio (HTAB) 0,5 % (Sorvall™ ST 40, Thermo 
Scientific®, Swedesboro, NJ, EUA). Esta mistura foi agitada em vortex 
e centrifugada 40.000 x G por 15 minutos a 4 ºC. O sobrenadante (20 
µL) foi coletado para a determinação das concentrações da MPO. Com 
este objetivo, os sobrenadantes foram transferidos para uma placa de 
ELISA de 96 poços onde foi adicionado 180 µL de solução de reação 
(0,167 mg/mL de o-dianisidina, 2 HCl e 0,0005% de H2O2). Após 
incubação de 15 min à temperatura ambiente, a reação enzimática foi 
interrompida com adição de 30 µL de azida sódica (NaN3, 1%). 
Finalmente, as placas de ELISA foram lidas em uma leitora de 
microplacas (Organon, Tecknica, Roseland, Nova Jersey, EUA) no 
comprimento de onda de 450 nm. Uma curva analítica com diferentes 
concentrações de MPO obtidas de neutrófilos humanos (0,7 à 140 
mU/ml), teve sua densidade ótica determinada, e desta forma através da 
equação da reta obteve-se a quantificação dos valores desconhecidos de 
MPO nas amostras do lavado pleural (RAO et al., 1993). 
 
3.4.4.4 Determinação das concentrações da adenosina-desaminase 
 



204 

A determinação das concentrações da ADA foi realizada como já 
descrito por Giusti e Galanti (1984). As amostras do lavado da cavidade 
pleural foram inseridas em eppenderfs e centrifugadas (300 x G por 5 
min a 4 ºC) (Sorvall™ ST 40, Thermo Scientific®, Swedesboro, NJ, 
EUA). Os sobrenadantes (10 µL) foram transferidos para tubos de 
ensaio onde a reação enzimática teve início com a adição de 250 µL de 
solução de fosfato adenosina [pH 6,5, composição: NaH2PO4.H2O (35 
mM), Na2HPO4.12H2O (15 mM), (NH4)2SO4 (15 mM) e adenosina (0,5 
mM)]. Após 1 h de incubação a temperatura de 37 ᴼC, a reação foi 
interrompida por meio da adição de 500 μL, solução de fenol (1 mM) 
com nitroprussiato de sódio (0,17 mM) e 500 μL de solução alcalina 
hipoclorito de sódio [(NaOCl (11 mM), NaOH (125 mM)]. 

Além disso, foi utilizada uma solução padrão de sulfato de 
amônio com concentração conhecida (20 U/L), e de composição: 
NaH2PO4.H2O (35 mM), Na2HPO4.12H2O (15 mM) e (NH4)2SO4 (15 
mM). A avaliação da atividade da ADA no lavado pleural foi analisada 
pela geração de amônia liberada pela quebra da adenosina que foi 
adicionada ao meio. A amônia gerada reage com o fenol e o hipoclorito, 
reação dependente de pH alcalino e catalisada pelo nitroprussiato de 
sódio, favorecendo a formação de um indofenol de coloração azul. A 
concentração de amônia é proporcional à concentração de indofenol 
produzido. 

Os resultados obtidos foram expressos em unidades (U) de ADA 
por L. 
 
3.4.4.5 Determinação das concentrações de citocinas  
 

Para a análise das concentrações de TNF-α, IFN-γ, IL-6, IL-17A 
e IL-10, imediatamente após a morte indolor assistida dos animais, 
alíquotas do lavado da cavidade pleural foram coletadas e centrifugadas 
para a quantificação das citocinas. Neste protocolo, as concentrações das 
citocinas foram mensuradas a partir da técnica de citometria CBA, 
cytometric beads array, utilizando-se kit comercial Mouse 
Th1/Th2/Th17 Cytokine (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, 
USA), de acordo com as instruções do fabricante. As dosagens foram 
realizadas em citômetro de fluxo FACSVerse (BD FACSVerse™, San 
Jose, CA, USA) e os resultados foram obtidos e analisados no software 
FCAP Array versão 3.0, fornecido pelo mesmo fabricante. O limite de 
detecção para cada citocina foi: 3,8 pg/mL para TNF- α, 3,7 pg/mL para 
IFN-γ, 2,4 pg/mL para IL-6, 18,9 pg/mL para IL-17A and 4,5 pg/mL 
para IL-10.  
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3.4.4.6  Determinação da proteína p65 do fator de transcrição nuclear 
(NF-κB) 
 

Neste ensaio, amostras do tecido pulmonar dos camundongos 
foram utilizadas para avaliar o efeito dos compostos isolados AC1, AC2 
e AC3 na fosforilação da proteína p65 (p-p65 NF-κB). Para isso, 
primeiramente utilizou-se o método de Lowry (LOWRY et al., 1951) 
para normalizar a quantidade de proteína de cada amostra para 60 μg. 
Após esta etapa, procedeu-se o ensaio com a técnica ELISA, utilizando-
se kits específicos para a detecção da p65 total (NF-κB p65 Total, 
InstantOne ELISA kit, eBioscience®, San Diego, CA, USA) e da p65 
fosforilada (PathScan®Phospho-NF-κB p65 Ser536, ELISA Kit, Cell 
Signalling Technology, Inc., Danvers, Massachusetts, USA) utilizando-
se anticorpos monoclonais de camundongos. Os experimentos foram 
conduzidos de acordo com os protocolos disponibilizados pelo 
fabricante. As absorbâncias foram medidas em uma leitora de placas de 
ELISA (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) em 450 nm.  

Os resultados foram expressos em fold change relativo ao grupo 
salina, que representou o nível basal das concentrações de NF-κB total e 
fosforilado.  
 
3.4.4.7 Determinação da proteína p38 das  cinases ativadas por 
mitógeno (p38-MAPK) 
 

Neste ensaio, analisaram-se amostras do tecido pulmonar de 
camundongos para estudar os efeitos dos compostos isolados AC1, AC2 
e AC3 sobre as concentrações da proteína p38 total e fosforilada. Para 
tanto, primeiramente procedeu-se à normalização das concentrações de 
proteínas para 60 μg (LOWRY et al., 1951). 

A concentração de p38-MAPK total foi analisada utilizando-se a 
metodologia de ELISA, kit comercial específico para camundongos 
(Invitrogen®, Camarillo, CA, USA). Ainda, analisou-se a concentração 
de p38-MAPK fosforilada com kit de ELISA também específico para 
camundongos (InstantOne® Phospho-p38 MAPK (Tyr180/Tyr182) 
ELISA kit (eBioscience®, San Diego, CA, USA)) de acordo com o 
protocolo proposto pelo fabricante.  

As absorbâncias foram medidas em uma leitora de placas de 
ELISA (Organon Teknika, Roseland, NJ, USA) em 450 nm.  

Os resultados foram expressos em fold change relativo ao grupo 
salina, que representou o nível basal das concentrações de p38-MAPK 
total e fosforilada. 
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3.4.5 Análise estatística 
 

Para as análises dos dados os softwares excel 2013, SPSS22 e 
Graphpad Prism 5.0 foram utilizados. Os resultados dos parâmetros 
analisados neste estudo foram representados por média ± erro padrão da 
média (e.p.m.) ou percentual de inibição. As distribuições dos dados 
foram analisadas para sua normalidade de distribuição através do teste 
de Komolgorov-Smirnov e variância através do teste de Bartellett. 
Todos os grupos seguiram distribuições gaussianas e homocedásticas. A 
comparação das médias dos grupos foi realizada por análise de variância 
de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo teste post hoc Newman-
Keuls. Todos os grupos experimentais consistiram de 5 ou 6 animais (n 
= 5-6 por grupo). Valores de p menores que 0,05 foram considerados 
significativos. 
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
3.5.1 Análise fitoquímica 
 
3.5.1.1 Cromatograma do extrato bruto de A. ciliata 
 

A partir do cromatograma obtido em UPLC-ESI-MS, observou-se 
que na composição do extrato bruto etanólico de Acmella ciliata houve 
significativa presença de compostos da classe das alcamidas, sendo o 
Espilantol (representado como AC1) o composto preponderante neste 
extrato (Figura 15). 
 
3.5.1.2 Isolamento e identificação dos compostos isolados de A. ciliata 
 

O estudo fitoquímico das partes aéreas de A. ciliata, utilizando-se 
métodos cromatográficos, resultou no isolamento caracterização 
estrutural de 3 alcamidas: AC1 = Espilantol, AC2 = 2,3-epoxi-N-
feniletilamida-6,8-nonodiinamida e AC3 = (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-
isobutil-2,7-decadienamida. As estruturas dos compostos isolados foram 
estabelecidas por meio da análise dos seus dados espectrais como 
descrito no item 2.4.1.5., comparados a dados obtidos da literatura 
(MARTIN & BECKER, 1984; MARTIN & BECKER, 1985), exceto 
para a substância AC3 que é uma substância inédita (Figura 16). 
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Figura 15. Cromatograma íon de pico base (BPI) do extrato bruto de Acmella 
ciliata obtido a partir da análise por UPLC-ESI-MS no modo de ionização 
positivo. 
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Figura 16. Estrutura química dos compostos isolados da fração hexânica obtida 
a partir do extrato bruto hidroetanólico de Acmella ciliata. 
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A característica distinta das plantas do gênero Acmella, como a 
pungência e o formigamento, diferente das pimentas, deve-se à presença 
de alcamidas, uma classe distinta de compostos naturais formados 
geralmente por ácidos alifáticos insaturados com várias aminas e ligação 
amida (GREGER, 2016). 

No presente estudo, o cromatograma do extrato bruto de A. ciliata 
evidenciou a presença de alcamidas com predomínio de espilantol em 
relação aos demais compostos. Não só o espilantol, mas as alcamidas 
em geral são relatadas como uma classe com ações analgésicas e anti-
inflamatórias (MÜLLER-JAKIC et al., 1994; HERNÁNDEZ et al., 
2009; BARBOSA et al., 2016; GREGER, 2016). 

Compostos derivados de: cravo, coentro, alho, gengibre, cebola, 
pimenta, açafrão e outras especiarias são extensamente descritas na 
literatura científica devido a suas propriedades farmacologicas nas vias 
envolvidas no processo inflamatório (KUNNUMAKKARA et al., 
2018). 
 
3.5.2 Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados de A. 
ciliata sobre a migração de leucócitos e exsudação. 
 

O extrato bruto hidroalcóolico (EB) de A. ciliata nas doses de 100 
e 200 mg/kg inibiu os leucócitos totais em 38,5 ± 3,5 % e 49,4 ± 3,2 %.  
Essa inibição foi associada às custas da diminuição do número de 
neutrófilos em 41,9 ± 3,3% e 53,6 ± 3,2% (p < 0,01) (Figura 17). No 
entanto, nas doses testadas não se observou diminuição significativa na 
concentração de exsudato (p > 0,05) (resultados não mostrados). 

A fração hexano (Hex) (50 e 100 mg/kg) inibiu os leucócitos 
totais em 21,0 ± 5,2% e 21,4 ± 6,5%, bem como inibiu os neutrófilos em 
27,4 ± 5,8% e 26,8 ± 6,9% (p < 0,05) (Figura 18). Assim como para o 
EB, a fração Hex não inibiu a exsudação em nenhuma das doses testadas 
(p > 0,05) (resultados não mostrados). 

A fração diclorometano (CH2Cl2) (25-100 mg/kg) e o acetato de 
etila (EtOAc) (25-100 mg/kg) não inibiram os parâmetros estudados (p 
> 0,05) (resultados não mostrados). 

A fração aquosa (Aq) (100 mg/kg) inibiu os leucócitos totais em 
28,8 ± 7,4% e esta inibição ocorreu às custas da inibição dos neutrófilos 
em 34,9 ± 7,3% (p < 0,05) (Figura 19). Assim como os resultados 
encontrados para o extrato bruto e as outras frações, esta fração não foi 
capaz de inibir significativamente a exsudação (p > 0,05) (resultados 
não mostrados). 
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O AC1 (10 mg/kg), assim como o AC3 (10 mg/kg) inibiram os 
leucócitos em 29,2 ± 4,4% e 32,7 ± 8,2% respectivamente, assim como 
inibiram os neutrófilos em 38,6 ± 3,6% e 38,2 ± 9,2% respectivamente 
(p <0,05) (Figura 20 e 21). Não houve inibição da exsudação (p > 0,05) 
(resultados não mostrados). 

O composto AC2 (20 mg/kg) inibiu os leucócitos totais em 37,7 ± 
8,3% e os neutrófilos em 42,3 ± 7,6% (p < 0,05). Ao contrário do EB, 
frações e outros compostos testados, este inibiu significativamente a 
exsudação em 19,9 ± 2,8% (p <0,05) (Figura 22). 

A dexametasona (0,5 mg/kg), utilizada como fármaco de 
referência, inibiu significativamente os leucócitos totais, os neutrófilos, 
bem como a exsudação na resposta inflamatória induzida pela 
carragenina (p < 0,05) (Figuras 17 a 22). 
 
Figura 17. Efeito o extrato bruto da Acmella ciliata sobre as concentrações de 
leucócitos totais e neutrófilos. 

 
Extrato bruto (EB) da Acmella ciliata (50-200 mg/kg, i.p.) administrado 30 min. 
antes da indução da inflamação no modelo da pleurisia induzida pela 
carragenina, em camundongos sobre leucócitos totais (A) e neutrófilos (B). S = 
grupo controle basal [animais tratados com veículo (Salina estéril (NaCl 
(0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados por via intraperitoneal (i.p.) 
e NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo controle negativo [animais 
tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) i.p. e 
carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle positivo [animais tratados com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina (1%) i.pl.]. As colunas 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas 
(ANOVA/Newman-Keuls). ** p < 0,01. 
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Figura 18. Efeito da fração hexano da Acmella ciliata sobre as concentrações de 
leucócitos totais e neutrófilos. 

 
Fração Hexano (Hex) da Acmella ciliata (10-100 mg/kg, i.p.) administrada 30 
min. antes da indução da inflamação pela Cg no modelo da pleurisia em 
camundongos sobre leucócitos totais (A) e neutrófilos (B). S = grupo controle 
basal [animais tratados com veículo (Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 
5% Tween 20) administrados por via intraperitoneal (i.p.) e NaCl 0,95% 
administrados por via i.pl. Cg = grupo controle negativo [animais tratados com 
veículo (Salina estéril (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina 
(1%) i.pl.], Dex = grupo controle positivo [animais tratados com dexametasona 
(0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina (1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± 
e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). * p 
< 0,05. 
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Figura 19. Efeito da fração aquosa de Acmella ciliata sobre a concentração de 
leucócitos totais e neutrófilos. 

 
Fração aquosa (Aq) da A. ciliata (25-100 mg/kg, i.p.) administrado 30 min. 
antes da indução da inflamação pela Cg no modelo da pleurisia em 
camundongos sobre leucócitos totais (A) e neutrófilos (B). S = grupo controle 
basal [animais tratados com veículo (Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 
5% Tween 20) administrados por via intraperitoneal (i.p.), NaCl 0,95% 
administrados por via i.pl. Cg = grupo controle negativo [animais tratados com 
veículo (Salina estéril (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina 
(1%) i.pl.], Dex = grupo controle positivo [animais tratados com dexametasona 
(0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina (1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± 
e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). * p 
< 0,05, ** p < 0,01. 
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Figura 20. Efeito do composto espilantol isolado de Acmella ciliata (AC1) sobre 
a concentração de leucócitos totais e neutrófilos. 

 
Composto espilantol (AC1, 1,0-5,0 mg/kg, i.p.) isolado de A. ciliata, 
administrado 30 min. antes da indução da inflamação pela Cg no modelo da 
pleurisia em camundongos sobre leucócitos totais (A) e neutrófilos (B). S = 
grupo controle basal [animais tratados com veículo (Salina estéril (NaCl 
(0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados por via intraperitoneal (i.p.), 
NaCl 0,95% administrados por via i.pl Cg = grupo controle negativo [animais 
tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) i.p. e 
carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle positivo [animais tratados com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina (1%) i.pl.]. As colunas 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas 
(ANOVA/Newman-Keuls). ** p < 0,01. 
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Figura 21. Efeito do composto 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-
nonodiinamida isolado de Acmella ciliata (AC2) sobre a concentração 
de leucócitos totais, neutrófilos e exsudação. 

 
Composto 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-nonodiinamida (AC2, 5,0-20 mg/kg, 
i.p.) isolado de A. ciliata, administrado 30 min. antes da indução da inflamação 
pela Cg no modelo da pleurisia em camundongos sobre leucócitos totais (A), 
neutrófilos (B) e exsudação (C). S = grupo controle basal [animais tratados com 
veículo (Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados 
por via intraperitoneal (i.p.), NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo 
controle negativo [animais tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% 
DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle 
positivo [animais tratados com dexametasona (0,5 mg/Kg) i.p.) e carragenina 
(1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as 
diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). * p < 0,05, ** p < 0,01. 
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Figura 22. Efeito do composto (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-
decadienamide isolado de Acmella ciliata (AC3) sobre a concentração de 
leucócitos totais e neutrófilos. 

 
Composto (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-decadienamida (AC3, 2,5-10 
mg/kg, i.p.) isolado de A. ciliata, administrado 30 min. antes da indução da 
inflamação pela Cg no modelo da pleurisia em camundongos sobre leucócitos 
(A) e neutrófilos (B). S = grupo controle basal [animais tratados com veículo 
(Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados por via 
intraperitoneal (i.p.) NaCl 0,95% administrados por via i.pl., Cg = grupo 
controle negativo [animais tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% 
DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle 
positivo [animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina 
(1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as 
diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). ** p < 0,01. 
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O estudo da curva dose-resposta demonstrou que as menores 
doses efetivas do EB, frações e compostos isolados de Acmella ciliata, 
que administrados 30 min antes da indução da inflamação, foram 
capazes de inibir a migração de leucócitos para o local da lesão  estão 
listadas na Tabela 1. Os resultados da curva tempo resposta para o EB 
foi 30 min de tratamento prévio. Este tempo foi utilizado também para o 
estudo das fraçcões e dos compostos isolados da Acmella ciliata. 
 
Tabela 1. Menores doses efetivas de extrato bruto, fração hexano, fração aquosa 
e compostos AC1, AC2 e AC3 obtidas da Acmella ciliata no estudo curva-dose 
resposta na pleurisia induzida pela carragenina em camundongos. 

Acmella ciliata Menor dose efetiva (mg/kg) 

EB 100 

Fração Hex 50 

Fração Aq 100 

AC1 10 

AC2 20 

AC3 10 

AC1: espilantol, AC2: 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-nonodiinamida, AC3: 
(2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-decadienamida Aq: aquoso, EB: extrato 
bruto, Hex: hexano. 
 

O presente estudo demonstra pela primeira vez, que a espécie A. 
ciliata possui potencial efeito anti-inflamatório, visto que o extrato 
bruto, as frações hexano, aquosa e os compostos AC1, AC2 e AC3 
foram efetivos em inibir parâmetros importantes relacionados ao 
processo inflamatório como a migração de leucócitos, principalmente os 
neutrófilos. 

A migração de leucócitos, em especial os neutrófilos, para o local 
da lesão é fator determinante para o início do processo inflamatório, 
estes desempenham papel central no início da inflamação, realizando 
além da função de fagocitose, a liberação de armadilhas extracelulares e 
a liberação de agentes pró-inflamatórios como enzimas e citocina. 
Assim, tanto os neutrófilos como seus agentes inflamatórios são 
considerados alvos para novos compostos com ação anti-inflamatória 
(SCAPINI; CASSATELLA, 2014; SOEHNLEIN et al., 2017). No 
presente estudo, demonstrou-se nos resultados que o EB, as frações 
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(Hex e Aq) e os compostos isolados da classe das alcamidas inibiram 
significativamente o influxo de leucócitos devido à inibição de 
neutrófilos na cavidade pleural do camundongo. 
 
3.5.3 Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados da A. 
ciliata nas concentrações da mieloperoxidase e da adenosina 
deaminase. 
 

Assim como o resultado obtido com o fármaco dexametasona 
(0,5 mg/kg), o tratamento com EB (100 mg/kg), frações Hex. (50 
mg/kg) e Aq. (100 mg/kg), e compostos AC1 (10 mg/kg), AC2 (20 
mg/kg) e AC3 (10 mg/kg) diminuiram significativamente a 
concentração da MPO (% inibição de EB: 36,3 ± 5,9%, Hex: 32,5 ± 
4,8%, Aq: 28,1 ± 5,3%, AC1: 35,2 ± 4,2%, AC2: 28,4 ± 2,8%, AC3: 
29,2 ± 3,8%) (p < 0,01) (Figura 23).  

Nas mesmas doses também inibiram a ADA: EB: 40,5 ± 6,3%, 
Hex: 29,2 ± 6,8%, Aq: 25,8 ± 7,7%, ACN1: 33,2 ± 6,0%, ACN2: 28,4 ± 
2,8% e ACN3: 31,0 ± 2,4% (p < 0,05) (Figura 24). 
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Figura 23. Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados de 
Acmella ciliata sobre a concentração da enzima mieloperoxidase. 

 
Extrato bruto (EB, 100 mg/kg), fração Hexano (Hex: 50 mg/kg), fração Aquosa 
(Aq.: 100 mg/kg), espilantol (AC1, 10 mg/kg), 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-
nonodiinamida (AC2, 20 mg/kg) e (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-
decadienamida (AC3, 10 mg/kg) obtidos de A ciliata sobre a concentração da 
mieloperoxidase (MPO). S = grupo controle basal [animais tratados com 
veículo (Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados 
por via intraperitoneal (i.p.), NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo 
controle negativo [animais tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% 
DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle 
positivo [animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina 
(1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as 
diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). ** p < 0,01. 
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Figura 24. Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados de Acmella 
ciliata sobre a concentração da adenosina desaminase. 

 
Extrato bruto (EB, 100 mg/kg), fração Hexano (Hex: 50 mg/kg), fração Aquosa 
(Aq.: 100 mg/kg), espilantol (AC1, 10 mg/kg), 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-
nonodiinamida (AC2, 20 mg/kg) e (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-
decadienamida (AC3, 10 mg/kg) obtidos de A ciliata sobre a concentração da 
adenosina deaminase (ADA). S = grupo controle basal [animais tratados com 
veículo (Salina estéril (NaCl (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados 
por via intraperitoneal (i.p.), NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo 
controle negativo [animais tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% 
DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle 
positivo [animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina 
(1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as 
diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). * p < 0,05, ** p < 0,01. 



221 

A inibição do influxo de neutrófilos pode influenciar diretamente 
nas concentrações  de MPO. Como a MPO é considerada um importante 
marcador de atividade de neutrófilos, os resultados apresentados neste 
estudo, demonstram que a planta A. ciliata inibiu o influxo de 
neutrófilos, e por consequência também diminuiu as concentrações de 
mieloperoxidase no local inflamado. Essa ação é importante porque a 
ativação contínua da célula associado ao aumento exacerbado das 
concentrações da MPO pode promover danos aos tecidos do organismo, 
amplificando o processo inflamatório. 

Da mesma forma, Kim et al. (2018) demonstraram que tanto os 
neutrófilos quanto a enzima MPO foram inibidos em camundongos 
tratados com o extrato metanólico de Acmella oleracea (basônimo 
Spilanthes acmella), espécie do mesmo gênero e extensivamente 
relacionada à Acmella ciliata, utilizando um modelo de inflamação 
pulmonar neutrofílica induzida por lipopolissacarídeo (LPS) (KIM et al., 
2018). Em outro estudo, demonstrou-se que uma ramnoglicana também 
isolada de Acmella oleracea reduziu as concentrações de MPO em um 
modelo de lesões gástricas agudas, em ratos (MARIA-FERREIRA et al., 
2014). 

A ADA além de estar presente em células mononucleares, 
também está presente em neutrófilos e pode ser liberada no sítio 
inflamatório (IMPELLIZZERI et al., 2011; HOEGL et al., 2015). 
Assim, a redução nas concentrações de ADA neste estudo pode ser 
explicada, em parte, pela redução do influxo de leucócitos para a 
cavidade pleural após o tratamento prévio dos animais com o EB, 
frações (Hex e Aq) e/ou as alcamidas isoladas da planta.  

Esta enzima é importante no processo inflamatório pois promove 
a depleção de adenosina produzindo inosina. A adenosina disponível no 
sítio inflamatório atua especialmente nos receptores A2A dos 
neutrófilos e macrófagos e assim regula negativamente a expressão de 
proteínas de adesão e diminui a degranulação celular e a atividade do 
estresse oxidativo, desta forma diminuindo a resposta inflamatória 
(BARLETTA; LEY; MEHRAD, 2012; ANTONIOLI et al., 2014; 
YAGO et al., 2015; WELIHINDA et al., 2016). 
 
3.5.4 Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados da A. 
ciliata na concentração de citocinas. 
 

Neste estudo, observou-se que a espécie Acmella ciliata 
apresentou efeito inibitório sobre as concentrações de citocinas pró-
inflamatórias.  EB (100 mg/kg; % de inibição de TNF-α: 52,5 ± 8,7, 
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IFN-δ: 70,2 ± 3,4, IL-6: 36,1 ± 7,2 e IL-17A: 44,3 ± 7,4); fração Hex 
(50 mg/kg; % de inibição de TNF-α: 42,3 ± 6,0, IFN-δ: 61,0 ± 10,1, IL-
6: 23,9 ± 2,1 e IL-17A: 50,7 ± 7,3); fração Aq (100 mg/kg; % de 
inibição de TNF-α: 29,0 ± 7,2, IFN-δ: 63,3 ± 7,1, IL-6: 21,4 ± 3,3 e IL-
17A: 46,6 ± 8,2) (Figura 25). 

Os compostos isolados apresentaram o mesmo efeito de inibição 
destes mediadores: AC1 (10 mg/kg; % de inibição de TNF-α: 63,3 ± 3,8, 
IFN-δ: 37,0 ± 9,6, IL-6: 20,1 ± 4,8 e IL-17A: 44,8 ± 8,9); AC2 (20 
mg/kg; % de inibição de TNF-α: 49,8 ± 4,4, IFN-δ: 51,5 ± 15,1, IL-6: 
22,9 ± 4,4 and IL-17A: 44,7 ± 4,9) e AC3 (10 mg/kg; % de inibição de 
TNF-α: 53,9 ± 3,8, IFN-δ: 55,4 ± 10,2, IL-6: 32,8 ± 9,2 e IL-17A: 60,5 
± 5,8) (p < 0.05) (Figura 25). 

Não houve modificação significativa nas concentrações de IL-10 
(p > 0,05) (resultados não mostrados). A dexametasona (0,5 mg/kg) 
reduziu as concentrações das citocinas pró-inflamatórias (% de inibição 
de TNF-α: 62,6 ± 6,5, IFN-δ: 72,1 ± 3,1, IL-6: 61,1 ± 3,6 e IL-17A: 91,7 
± 1,7) (p < 0.05), mas não modificou as concentrações de IL-10 (p > 
0,05) (resultado não mostrado). 

As citocinas são pequenas proteínas geradas por diferentes tipos 
de células e são a chave para a comunicação celular na inflamação. Um 
desequilíbrio entre as citocinas pró e anti-inflamatórias pode influenciar 
negativamente o processo inflamatório, promovendo inflamação crônica 
(STOW; MURRAY, 2013; RAPHAEL et al., 2015). A pleurisia 
induzida pela carragenina é um modelo inflamatório agudo que envolve 
principalmente a ativação de resposta de linfócitos Th1 /Th17 e a 
liberação de citocinas pró-inflamatórias, tais como: TNF-α, IFN-γ, IL-6 
e IL-17A (AHMAD et al., 2014). Assim, a inibição dessas citocinas pró-
inflamatórias pode ser uma abordagem interessante no tratamento da 
inflamação. 

No presente estudo, demonstrou-se que o EB, as frações Hex e 
Aq e alcamidas isoladas de A. ciliata foram capazes de diminuir as 
concentrações  de citocinas pró-inflamatórias Th1/Th17 enquanto a 
concentração de IL-10 permaneceu inalterada em relação ao grupo 
controle (Cg). Estes resultados são semelhantes aos estudos de Maria-
Ferreira et al. (2014) que encontraram redução nas concentrações de 
TNF-α, e concentrações inalterados de IL-10, que poderia em parte ser 
explicado pelo fato de que a secreção de IL-10 atinge um pico de 
concentração maior em um momento ligeiramente posterior ao das 
citocinas pró-inflamatórias (STOW; MURRAY, 2013). 
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Figura 25. Efeito do extrato bruto, frações e compostos isolados de Acmella 
ciliata sobre a concentração de citocinas pró-inflamatórias. 

 
Extrato bruto (EB, 100 mg/kg), fração Hexano (Hex: 50 mg/kg), fração Aquosa 
(Aq.: 100 mg/kg), espilantol (AC1, 10 mg/kg), 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-
nonodiinamida (AC2, 20 mg/kg) e (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-
decadienamida (AC3, 10 mg/kg) obtidos de A ciliata sobre a concentração de 
citocinas pró-inflamatórias: (A) TNF-α, (B) IFN-γ, (C) IL-6, (D) IL-17A. S = 
grupo controle basal [animais tratados com veículo (Salina estéril (NaCl 
(0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados por via intraperitoneal (i.p.), 
NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo controle negativo [animais 
tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) i.p. e 
carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle positivo [animais tratados com 
dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina (1%) i.pl.]. As colunas 
representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as diferenças estatísticas 
(ANOVA/Newman-Keuls). * p < 0,05, ** p < 0,01. 
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Além disso, Wu et al. (2008) demonstraram que o espilantol 
(AC1) inibiu as concentrações de TNF-α, IL-1β e IL-6, em um modelo 
in vitro de inflamação usando células RAW 264.7 estimuladas com 
LPS, resultado semelhante aos obtidos no presente estudo, pois como 
demonstrado no cromatograma (Figura 15), o espilantol é o principal 
composto presente na A. ciliata. Ainda, no mesmo estudo in vitro, Wu et 
al. (2008) observaram que o espilantol diminuiu a fosforilação das 
proteínas do NF-κB (WU et al., 2008).  

Em outro estudo, Cho et al. (2017) demonstraram o efeito anti-
inflamatório do extrato bruto metanólico da Acmella oleracea em 
ensaios in vitro. Os autores utilizaram macrófagos RAW 264.7 em um 
modelo de inflamação induzida por LPS e observaram que o extrato 
metanólico da espécie em estudo diminuiu as concentrações de NO 
através da inibição da expressão da NO sintase e inibição da produção e 
expressão de IL-6 e IL-1β. Ainda, neste estudo os autores também 
observaram que a inibição destes parâmetros inflamatórios está 
relacionada à inibição da ativação de MAPKs e NF-κB (CHO et al., 
2017). 
 
3.5.5 Efeito dos compostos isolados da A. ciliata sobre as 
concentrações de NF-κB e p38 MAPK total e fosforilada. 
 

Os compostos isolados (alcamidas) da Acmella ciliata 
reduziram significativamente as concentrações  da p65 NF-κB 
fosforilada (p-p65 NF-κB ): AC1 (10 mg/kg; % de inibição: 24,7 ± 2,7), 
AC2 (20 mg/kg; % de inibição: 14,8 ± 3,1), e AC3 (10 mg/kg; % de 
inhibição: 28,1 ± 2,5) (p < 0,01) (Figura 26). 

Da mesma forma, os três compostos também reduziram 
significativamente as concentrações da p38 MAPK  fosforilada (p-p38 
MAPK): AC1 (10 mg/kg; % de inibição: 29,2 ± 6,5), AC2 (20 mg/kg; % 
de inibição de: 18,1 ± 2,5) e AC3 (10 mg/kg; % de inibição: 28,2 ± 3,7) 
(p < 0,01) (Figura 26).  

A dexametasona (0,5 mg/kg) reduziu ambos os parâmetros (% 
de inibição p-p65 NF-κB: 29,6 ± 2,2 e p-p38 MAPK: 37,4 ± 3,5) (p < 
0,01) (Figura 26). 
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Figura 26. Efeito dos compostos isolados de Acmella ciliata sobre as 
concentrações das proteínas p-65 do NF-κB e da p38 MAPK fosforiladas. 

 
Espilantol (AC1, 10 mg/kg), 2,3-epoxi-N-feniletilamida-6,8-nonodiinamida 
(AC2, 20 mg/kg) e (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-2,7-decadienamida 
(AC3, 10 mg/kg) obtidos de A ciliata sobre a fosforilação do NF-κB e da p38 
MAPK. S = grupo controle basal [animais tratados com veículo (Salina estéril 
(NaCl (0,95%), 5% DMSO, 5% Tween 20) administrados por via 
intraperitoneal (i.p.), NaCl 0,95% administrados por via i.pl. Cg = grupo 
controle negativo [animais tratados com veículo (Salina estéril (0,95%), 5% 
DMSO, 5% Tween 20) i.p. e carragenina (1%) i.pl.], Dex = grupo controle 
positivo [animais tratados com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) e carragenina 
(1%) i.pl.]. As colunas representam a média ± e.p.m. e os asteriscos, as 
diferenças estatísticas (ANOVA/Newman-Keuls). ** p < 0,01. 
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O NF-κB é um dos mais importantes reguladores da expressão 
gênica pró-inflamatória. A síntese de citocinas, como TNF-α, IL-1β, IL-
6, IL-8, IFN-γ, IL-17A entre outras, é mediada via NF-κB. No presente 
estudo, demonstrou-se que as alcamidas AC1, AC2 e AC3 isoladas de 
Acmella ciliata também diminuíram as concentrações de fosforilação de  
proteínas do NF- κB em ensaios  in vivo. Em outro estudo, Kim et al. 
(2018) demonstraram que o extrato metanólico de Acmella oleracea 
também inibiu as concentrações de NF-κB em modelo de inflamação 
pulmonar, em camundongos (KIM et al., 2018). 

Além da inibição da fosforilação do NF-κB, os resultados do 
presente estudo demonstraram a capacidade dos compostos isolados de 
Acmella ciliata em diminuir a fosforilação da p38 MAPK, que é outra 
proteína chave para o desenvolvimento do processo inflamatório pela 
via das MAPKs. Esta ativação da p38 MAPK promove o desequilíbrio 
da inflamação com ativação do NF-κB e por conseguinte a transcrição 
de várias citocinas pró-inflamatórias (O’NEIL; AMMIT; CLARK, 
2018) 

Ainda que não hajam outros estudos in vivo sobre o potencial 
anti-inflamatório da espécie Acmella ciliata, os resultados obtidos no 
presente estudo podem ser correlacionados também com os estudos in 
vivo conduzidos por Chacraborty et al. (2004) que analizaram a Acmella 
oleracea e observaram que extrato bruto aquoso inibiu o edema de pata 
induzido por carragenina, em ratos (CHAKRABORTY et al., 2004). Em 
outro estudo conduzido pelos mesmos autores com a Acmella oleracea, 
demonstrou-se efeito antipirético da planta, em ratos Wistar albino após 
a injeção de leveduras (2%) pela via subcutânea (CHAKRABORTY et 
al., 2010). 

Outra espécie do mesmo gênero, a Acmella uliginosa, foi relatada 
com atividade anti-inflamatória. Paul et al. (2016) observaram num 
modelo de inflamação crônica de edema de pata induzido por adjuvante 
de Freund (FCA), em ratos, que a administração do extrato bruto aquoso 
das flores da espécie foi capaz de reduzir o edema de pata (PAUL et al., 
2016). 

Dentre as alcamidas isoladas no presente estudo, o espilantol já 
foi encontrado na espécie Heliopsis longipes (Asteraceae) e 
correlacionado à ação anti-inflamatória da planta, observada em modelo 
de edema de orelha, em camundongos (HERNÁNDEZ et al., 2009).  

Os resultados apresentados no presente estudo, e correlacionados 
com resultados encontrados na literatura evidenciam cientificamente e 
sustentam a hipótese de que a Acmella ciliata, que já é muito utilizada 
popularmente, é uma planta com excelente potencial anti-inflamatório. 
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Parte dessa ação anti-inflamatória pode ser seguramente atribuída à 
presença das alcamidas nesta espécie. 
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3.6 CONCLUSÃO 
 

No estudo experimental, demonstrou-se pela primeira vez que 
Acmella ciliata (HBK) Cass., uma planta brasileira com uso alimentício 
e medicamentoso, possui importantes efeitos anti-inflamatórios em 
ensaios in vivo. O extrato bruto, bem como as frações hexânica e aquosa 
e os compostos isolados da classe das alcamidas espilantol, 2,3-epoxi-N-
feniletilamida-6,8-nonodiinamida e (2E,7Z)-6,9-endoperoxi-N-isobutil-
2,7-decadienamida foram eficazes em diminuir importantes parâmetros 
da inflamação como leucócitos, enzimas e citocinas pró-inflamatórias. 
Além disso, também destacou-se efeito importante dos compostos 
isolados na inibição da fosforilação de proteínas das vias de sinalizaçcão 
MAPK e NF-κB, que desempenham um papel fundamental no processo 
inflamatório e podem ser, pelo menos em parte, responsáveis pelo efeito 
anti-inflamatório da espécie (Figura 27). 

 
Figura 27. Resumo gráfico do estudo experimental sobre o efeito anti-
inflamatório de Acmella ciliata (HBK) Cass. em ensaios in vivo. 
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4 CONCLUSÃO GERAL E PERSPECTIVAS 
 

A elaboração de revisões sistemáticas da literatura científica, 
como a descrita no presente trabalho, permite a compreensão do 
panorama geral das pesquisas já realizadas na área, bem como a análise 
das metodologias mais utilizadas e dos resultados obtidos, sintetizando 
informações importantes, que muitas vezes estão ofuscadas entre tantos 
artigos disponíveis (noisy data). Também possibilita um olhar mais 
amplo das deficiências e novas necessidades na área, o que poderia 
impactar positivamente em estratégias metodológicas para a fase pré-
clínica e mais perspectivas para o desenvolvimento de novos fármacos 
oriundos de produtos naturais. 

O estudo experimental desenvolvido no presente trabalho, é o 
primeiro trabalho científico que demonstra as propriedades anti-
inflamatórias da espécie Acmella ciliata e seus compostos isolados 
(alcamidas), frente a um modelo de inflamação (pleurisia) induzido pela 
carragenina em camundongos. Portanto, contribui cientificamente para o 
reconhecimento das propriedades anti-inflamatórias desta importante 
espécie vegetal, popularmente denominada de jambú, já que apesar de 
ser amplamente utilizada na gastronomia da região norte do Brasil e na 
medicina popular para o tratamento de dores e lesões, a literatura 
científica tratando dessa espécie é escassa. Mais estudos deverão ser 
realizados para que se possa avançar na compreensão do potencial de 
ação farmacológica dos compostos isolados. 

Por fim, ambos os estudos contribuem no campo da 
etnofarmacologia, evidenciando espécies vegetais e seus compostos 
isolados, que poderiam impactar no desenvolvimento de novos fármacos 
oriundos de produtos naturais para o tratamento da diabetes e/ou de 
doenças de caráter inflamatório, visto a crescente demanda da população 
global por tratamentos mais específicos e baratos potencial dos produtos 
naturais na descoberta de novas moléculas farmacologicamente ativas. 
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ANEXO C. Artigo Submetido: Effect of Acmella ciliata (H.B.K) 
Cass. (Jambu), a Brazilian spice, upon inflammatory process 
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