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Resumo 

 

Protium é o principal gênero pertencente à família Burseraceae e um dos gêneros mais 

comuns na América do Sul, sendo representativo na flora da Região Amazônica. Na 

medicina popular, gomas e óleo-resinas de espécies de Protium são utilizadas para 

diversas enfermidades, como tônico e estimulante, para o tratamento de ulcerações  e 

inflamações. O presente trabalho teve como objetivo investigar a atividade 

antiinflamatória dos compostos triterpênicos isolados de óleo-resina de Protium 

paniculatum Engler (Burseraceae). Foi avaliado o potencial citotóxico dos triterpenos 

pentacíclicos na linhagem de macrófagos murinos J774 pelo método Alamar Blue. As 

células foram tratadas com os triterpenóides e estimuladas com LPS após 24 horas e o 

sobrenadante celular foi coletado para avaliação da produção de óxido nítrico (NO
•
) 

pela reação de Griess, e das citocinas (TNF-α, IL-6, IL-10 e IFN-γ) por citometria de 

fluxo. A atividade antiinflamatória do triterpeno αβ-amirona foi evidenciada pela 

expressão da COX-2 pelo método de western blotting e no edema de pata em ratos 

induzido por carragenina. Na avaliação da citotoxicidade foi observado que os 

triterpernos pentacíclicos αβ-amirina, αβ-amirina acetilada, αβ-amirona e breína/ 

maniladiol não alteraram a viabilidade de macrófagos murino J774 (CI50 > 20 µg/mL), 

com exceção do triterpeno breína/maniladiol que apresentou atividade citotóxica 

moderada. Analisando os efeitos sobre a produção de mediadores inflamatórios, foi 

observado que os compostos triterpênicos na concentração de 10 µg/mL inibiram acima 

de 80% a produção de NO
•
, embora apenas os triterpenos α,β-amirina tenham 

apresentado a capacidade de inibir a produção de TNF-α (52,03±2,4%), todos os 

compostos triterpênicos analisados inibiram a produção de IL-6 e induziram a produção 

de IL-10 em macrófagos murino J774 estimulados por LPS. O triterpeno αβ-amirona 

inibiu a expressão de COX-2, da mesma forma em que inibiu a formação do edema de 

pata em ratos induzido por carragenina. Este estudo pode fornecer uma base para 

investigações futuras sobre o papel terapêutico da α,β-amirona no tratamento da 

inflamação. 

 

Palavras-chave: triterpenóides; inflamação; macrófagos, protium, amirona 
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ABSTRACT 

 

Protium is the main genus of the Burseraceae family and one of the most common 

genera in South America, being representative of the flora of the Amazon region. In folk 

medicine, gums and oil-resins Protium species are used for various diseases, as a tonic 

and stimulating, for the treatment of ulcers and inflammation. The present study aimed 

investigates the anti-inflammatory activity of triterpenes compounds isolated from oil-

resin of Protium paniculatum Engler (Burseraceae). Were evaluated the cytotoxic 

potential of pentacyclic triterpenes in murine J774 macrophage lines by Alamar Blue 

method. Cells were treated with triterpenoids and stimulated with LPS after 24 hours 

and the cell supernatant was collected for evaluation of nitric oxide (NO
•
) by Griess 

reaction and cytokines (TNF-α, IL-6, IL-10 and IFN-γ) by flow cytometry. In the 

assessment of cytotoxicity was observed that triterpenes pentacyclic αβ-amyrin, αβ-

amyrin acetylated, αβ-amyrone and brein/maniladiol did not alter the viability of murine 

J774 macrophages (IC50 > 20 µg/mL), with the exception of triterpene brein/maniladiol 

which showed moderate cytotoxic activity. Analyzing the effects on the production of 

inflammatory mediators, it was observed that the triterpene compounds at 10 µg/mL 

inhibited more than 80% production of NO
•
, although only α,β-amyrin was able to 

inhibit the production of TNF-α (52.03 ± 2.4%). All analyzed triterpenes compounds 

inhibited the production of IL-6 and induced the production of IL-10 in murine J774 

macrophages stimulated by LPS. The triterpene  αβ-amyrone inhibited the expression of 

COX-2 in the same way that inhibited the formation of paw edema in rats induced by 

carrageenan, producing a quick and immediated effect. This study may provide a basis 

for future investigations on the therapeutic role of α, β-amirona in treating 

inflammation. 

 

Keywords: triterpenes; inflammation; macrophages, protium, amyrone 
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1. Introdução 

 

As plantas medicinais têm sido utilizadas tradicionalmente para o tratamento 

de várias enfermidades. Além de seu uso na medicina popular com finalidades 

terapêuticas, têm contribuído ao longo dos anos para a obtenção de vários fármacos 

(SILVA; CARVALHO, 2004; CALIXTO, 2000). O potencial das plantas como fonte de 

novas drogas ainda oferece grande campo para investigação científica, das milhares de 

espécies conhecidas, uma pequena porcentagem já foi investigada fitoquimicamente e 

apenas uma fração destas já foram avaliadas quanto ao potencial farmacológico 

(RATES, 2001). Na última década, registrou-se um aumento expressivo no interesse em 

substâncias derivadas de espécies vegetais, evidenciado pelo crescimento de 

publicações dessa linha de pesquisa nas principais revistas científicas das áreas de 

química e farmacologia (CALIXTO, 2000).  

Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda não tem estudos para permitir 

a elaboração de monografias completas e modernas. Muitas espécies são usadas 

empiricamente, sem respaldo cientifico quanto à eficácia e segurança, o que demonstra 

que em um país como o Brasil, com enorme biodiversidade, existe uma enorme lacuna 

entre a oferta de plantas e poucas pesquisas. Desta forma, considera-se este um fator de 

grande incentivo ao estudo com plantas, visando sua utilização como fonte de recursos 

terapêuticos, visto que o reino vegetal representa um vasto celeiro de moléculas a serem 

descobertas (FOGLIO et al., 2006).  Como parte de vários projetos desenvolvidos pela 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e 

em parceria com outras instituições de pesquisa na área de química e atividade 

biológica, têm sido investigadas algumas plantas da flora brasileira usadas na medicina 

popular.  
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O processo inflamatório é fundamentalmente um mecanismo de proteção, com 

a função de livrar o organismo de agentes que causam danos em células e tecidos, além 

de remover restos celulares que foram danificados em conseqüência de uma injúria. No 

entanto, os processos de inflamação e reparo podem ser potencialmente danosos ao 

organismo quando sua intensidade ou duração ultrapassam o suficiente e necessário 

para conter o agente agressor (RANKIN, 2004). Por esta razão muitas drogas com a 

capacidade de interferir no processo inflamatório, atenuando sua intensidade ou 

reduzindo seu tempo de duração, são objeto de interesse e pesquisa (SOLEDADE, 

2008). 

O gênero Protium está amplamente distribuído na América do Sul e estima-se 

que mais de 80% das espécies da família Burseraceae pertencente a este gênero são 

encontradas na Região Amazônica (KHALID, 1983; SIANI et al., 1999; 

SIANI et al., 2004;). As óleo-resinas produzidas pelas espécies do gênero Protium são 

popularmente conhecidas nesta região como “breus”. Na medicina popular, são 

utilizadas para diversas enfermidades, como tônico e estimulante, para o tratamento de 

ulcerações e inflamações (SIANI et al., 1999; SIANI et al., 2004). Também existem 

relatos populares de usos como expectorante e cicatrizante (BANDEIRA et al., 2002) e 

como incensos em rituais religiosos (MAIA et al., 2000).   

A espécie Protium heptaphyllum é a mais estudada e existem diversos relatos na 

literatura sobre estudos fitoquímicos e farmacológicos desta espécie. A partir da resina 

de Protium heptaphyllum, misturas binárias de triterpenos já foram isoladas e 

caracterizadas sendo o constituinte majoritário a mistura de α,β-amirina (MAIA et 

al., 2000; SUSUNAGA et al., 2001). Este composto tem sido descrito como possuidor 

de propriedades antimicrobianas, antiinflamatórias, antinociceptivas, ansiolítica e 

antidepressiva, e gastroprotetoras (KATERERE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; 

OLIVEIRA et al., 2005; ARAGAO et al., 2006; LIMA-JUNIOR et al., 2006).  
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Vários são os estudos que mostram os efeitos famacológicos dos exsudatos 

resinosos (resina) coletado de diferentes espécies de Protium sp. Estes efeitos têm sido 

atribuídos especificamente pela presença dos triterpenóides pentacíclicos αβ-amirina, 

maniladiol e breína (OLIVEIRA et al., 2004). Dentres estes, a ação antiinflamatória de 

αβ-amirina tem sido comprovada em diferentes modelos de inflamação in vivo. Com 

base nesses dados, foram isolados de óleo resinas extraídos de Protium paniculatum 

misturas dos triterpenos breína/maniladiol e αβ-amirina. A partir do triterpeno αβ,-

amirina foram obtidos os derivados sintéticos αβ-amirina-acetilada e αβ-amirona. Este 

estudo teve como objetivo avaliar a atividade antiinflamatória dos triterpenóides 

naturais e sintéticos que foram isolados, considerando que de acordo com a literatura 

são poucos os estudos que mostram uma possível atividade biológica. 
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2.   Revisão da Literatura 

 

2.1  Inflamação 

 

A inflamação é uma resposta localizada e altamente regulada que o organismo 

dispõe para localizar, neutralizar e eliminar um agente agressor, assim como reparar os 

danos causados e promover a cicatrização (PAVLOV; TRACEY, 2006). Desta forma, a 

inflamação pode ser caracterizada pelo conjunto de fenômenos bioquímicos, 

morfológicos e fisiológicos, sucessivos, ativos e complexos, pelos quais se exterioriza a 

reação vascular e tissular dos tecidos vivos a qualquer agressão, promovendo alterações 

no sistema vascular, nos componentes líquidos e  celulares, visando 

destruir, diluir ou isolar o agente lesivo (ADER et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figura 1: Etapas do processo inflamatório – O processo inflamatório pode ser iniciado 

por mecanismos de disparo como: fatores imunológicos, biomecânicos e físicos. Estes 

induzem a uma resposta celular como: ativação de receptores, formação de espécies 

reativas de oxigênio, liberação de mediadores inflamatórios que levarão a alterações 

microvasculares como: sequestro de leucócitos nos capilares, redução da taxa de perfusão 

tecidual, adesão / rolamento e migração de leucócitos por meio de quimiotaxia. 

Simultaneamente ocorre síntese de fatores de crescimento, angiogênese e formação de 

tecido (cicatrização e remodulação). Este processo pode levar minutos, horas, dias e 

semanas, caracterizando desta forma a inflamação aguda. Caso o agente agressor ou os 

fatores envolvidos no processo não sejam eliminados, a inflamação pode evoluir para 

uma inflamação crônica. 

FONTE: adaptado pelo autor 

 

 

 



14 
 

Os  mecanismos  dos processos inflamatórios no corpo humano são 

extremamente complicados e não podem ser atribuídos a um único mediador ou fator 

(SÜLEYMAN et al., 2004). Desta forma a inflamação pode ser mais apropriadamente 

chamada de cascata inflamatória (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). 

A inflamação é caracterizada como aguda e crônica, como mostra a figura 1. A 

forma aguda se caracteriza por ter uma curta duração (minutos, horas ou até duas 

semanas), ter predomínio de neutrófilos e exibir fenômenos vasculares e exsudativos 

intensos. A de feição crônica possui longa duração (além de duas semanas), é mais 

específica, suas principais células são os linfócitos, plasmócitos e macrófagos e exibe 

fenômenos mais destrutivos e regenerativos do que o processo agudo (BRUNETTI et 

al., 2007). 

 

2.2  Mediadores da inflamação 

 

 

A exposição das células a agentes patogênicos ou a estímulos mecânicos, 

químicos e físicos resulta na ativação, produção e liberação de diversos mediadores 

responsáveis pelas características da área inflamada (COUTINHO et al., 2009). 

 A detecção de um agente patogênico está associada a padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs). Estas são moléculas associadas a grupos de agentes 

patogênicos que uma vez reconhecidos por células do sistema imune inato ativam uma 

resposta inflamatória. O lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias é considerado um 

exemplo típico de PAMP. Esta molécula constitui o principal componente encontrado 

na membrana externa das bactérias Gram-negativas e que contribui em grande parte 

para a sua integridade estrutural. Como PAMP este liga-se ao complexo de receptores 

CD14/TLR4/MD2 ativando a via de sinalização do TLR4 que por sua vez estimula 
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através da ativação da via do NF-kB, a expressão de citocinas pró-inflamatórias em 

muitos tipos de células, especialmente em macrófagos (MEDZHITOV, 2007). Durante 

a última década, o papel do fator de transcrição NF-κB na atividade inflamatória tem 

sido extensivamente investigado. Sendo atualmente considerado peça fundamental na 

gênese da inflamação e no processo de proliferação, desenvolvimento e apoptose celular 

(HAYDEN; GHOSH, 2008). 

Com a ativação da via do NF-kB desencadeia-se uma resposta inflamatória que é 

regra geral caracterizada pela expressão de mediadores pró-inflamatórios como 

citocinas ou interleucinas (IL), como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), ou a IL-

1β, moléculas de adesão, mediadores vasoativos, espécies reativas de oxigênio, entre 

outros (PAVLOV; TRACEY, 2006).  Os produtos dos genes regulados pelo NF-kB 

geram um efeito cíclico, pois, além de serem ativados pelo NF-kB, eles também o 

ativam em outras células após se ligarem a receptores específicos, perpetuando a 

resposta inflamatória (DUNDER,  2009). Enzimas inflamatórias como a ciclooxigenase 

– 2 indutiva (COX-2) e a óxido nítrico sintase (INOS) também são reguladas pelo NF-

kB (HAYDEN; GHOSH, 2008), como mostra a figura 2.  

Nos processos inflamatórios agudos diferentes leucócitos migram para os 

tecidos a diferentes tempos da resposta inflamatória. Regra geral, os neutrófilos são os 

primeiros leucócitos a migrar para o local da infecção permanecendo durante 6 a 24 

horas. A sua função centra-se na destruição e eliminação de agentes patogênicos. Por 

fim, e como resultado do seu processo de ativação, entram em apoptose e promovem 

subsequentemente a entrada de monócitos que se diferenciam em macrófagos. Com o 

infiltrado de macrófagos ocorre liberação de espécies reativas de oxigênio e de 

mediadores pró-inflamatórios como as prostaglandinas (PGE2), a bradicinina e a 

histamina. No começo da cascata inflamatória encontram-se as fosfolipases A2 (FOA2), 

enzimas da família das catalases com capacidade de hidrolisar fosfolipídios de 
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membrana. As FOA2 produzem ácidos de cadeia livre, em particular o ácido aracdônico 

(AA) (YEDGAR et al., 2006). 

O AA, por sua vez, apresenta papel fundamental na inflamação, pois pode ser 

metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase (COX-1 constitutiva, COX-2 indutiva) e 

lipoxigenase (15-LOX e 5-LOX), por vias diferentes, originando eicosanóides distintos 

como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos. Estas substâncias estão relacionadas 

aos processos patológicos de inflamação. A PGE2 é essencial para o controle do fluxo 

sanguíneo e dilatação das veias (LEVY et al., 2001).  

Outra via importante na produção de eicosanóides é a via das 5-LOX, que 

convertem o AA em leucotrienos (LT).  O papel principal dos LT na inflamação é de 

estimular a infiltração de neutrófilos e leucócitos pelas células endoteliais, amplificando 

a entrada de células no tecido lesionado (CLARKSON et al., 1998). 

Com a infiltração celular ocorre a liberação de óxido nítrico (NO
•
) induzido 

pela oxido nítrico sintetase (iNOS). A iNOS é ativada por vários estímulos 

imunológicos que levam à produção de grandes quantidades de NO, com atividade 

citotóxica contribuindo na inflamação aguda ou crônica (POKHAREL et al., 2006). 

Outra substância presente nos neutrófilos é a mieloperoxidades (MPO), uma enzima 

pertencente à superfamília das peroxidase, presente nos grânulos azurófilos de 

leucócitos polimorfonucleares (PMNs, neutrófilos), catalisa a reação H2O2+ Cl
-
       H2O 

+ ClO, originando espécies reativas de oxigênio (ROS). Os produtos gerados são 

bactericidas e, se liberados no tecido local ou na circulação sistêmica, podem induzir o 

estresse oxidativo, com variável graus de citotoxicidade (SCHWARZ et al., 2012; 

EIVAZI-ZIAEI; DASTGARI, 2004; NAUSEEF, 2007). 

Como resultado final do processo inflamatório a interação em conjunto de 

vários mediadores, conforme mostrado na figura 2, geram modificações morfológicas e 
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funcionais caracterizadas pelo eritema, rubor, edema, dor ocorrendo perda de função 

celular ou estrutural (ALENCAR et al., 2005; BALBINO et al., 2005). 

O restabelecimento da homeostasia nem sempre ocorre. Uma resposta 

inflamatória insuficiente pode resultar no aumento de susceptibilidade para infecções e 

câncer. Por outro lado, uma resposta excessiva está associada a doenças inflamatórias 

crônicas e autoimunes (LAWRENCE T., GILROY, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Fluxograma dos Mediadores da Inflamação 

 Fonte: adaptado de DUNDER, 2006. 
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2.3 Estudo do processo inflamatório baseado em modelos experimentais 

 

A evolução no entendimento dos aspectos moleculares da fisiopatologia da 

inflamação favoreceu o estabelecimento de novos sistemas de testes in vitro para a 

seleção de diversas substâncias que permitem a identificação de novos compostos 

antiinflamatórios (CARVALHO, 2004). Existem vários ensaios in vitro que são 

utilizados para testar a atividade antiinflamatória, porém o procedimento de triagem 

mais comum é a verificação da inibição da COX e/ou da 5-LOX.  

Extratos ou compostos isolados de várias plantas utilizadas na medicina 

tradicional demonstraram promover a inibição da COX e/ou 5-LOX, como a Clematis 

spp., Bacopa monniera, Lonicera japonica, Terminalia chebula, Platycladus orientalis  

(LI et al., 2006; VIJI; HELEN, 2008; LEE et al., 2009; REDDY et al., 2009; FAN et 

al., 2012). 

Outras plantas ou compostos isolados revertem o processo inflamatório por 

atuarem em outros alvos como, por exemplo, a quercetina e kaempferol, dois flavonóis 

amplamente distribuídos pelo reino vegetal apresentaram significativa ação 

antiinflamatória, que pode ser atribuída à inibição das enzimas fosfolipase A2, 

lipoxigenase, ciclooxigenase e inibição da produção de óxido nítrico, através da 

modulação da enzima iNOS (YOON; BAEK, 2005; SANTANGELO et al., 2007; 

COUTINHO et al., 2009). 

Outros modelos in vitro de inflamação consistem geralmente de estimulação de 

células isoladas com respectivos agentes patogênicos. Na prática, os macrófagos são as 

células mais estudadas nesse tipo de modelo experimental. Considerando a grande 

heterogeneidade entre diferentes populações de macrófagos, é essencial investigar 

macrófagos específicos de acordo com o sítio de inflamação. O isolamento de 

macrófagos peritoneais em animais de laboratório é um procedimento relativamente 
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simples, onde quase 100% de células isoladas são macrófagos que podem então ser 

colocados em placas para permitir sua aderência antes do processamento adicional, este 

procedimento é conhecido como cultura primária. Sua principal desvantagem  é o baixo 

rendimento, que quase invariavelmente requer um grande número de animais para obter 

um número suficiente de células. Uma alternativa notável para este procedimento são 

linhagens celulares disponíveis comercialmente, cujas características se assemelham 

com as encontradas nas células primárias. Muitos grupos fazem uso de linhagens de 

macrófagos, incluindo as de origem murína, tais como células RAW 264.7 e J774, ou de 

origem humana como U937 ou Mono-Mac1 (KNAPP, 2009). 

A linhagem J774 é uma linhagem celular de macrófagos murino estabelecida a 

partir de um tumor que surgiu numa fêmea de rato BALB/c. O seu crescimento é 

inibido por sulfato de dextrano, derivados de proteínas, e lipopolissacarídeos 

bacterianos purificados. As células J774 têm sido usadas para numerosos estudos 

bioquímicos voltados para a compreensão da fisiologia de monócitos-macrófagos. Esta 

linhagem sintetiza grandes quantidades de lisozima e exibe menor citólise, mas 

predominantemente fagocitose dependente de anticorpos. As células têm mostrado 

expressar o receptor de células ligadas para imunoglobulina e complemento. Quando 

estimuladas por INF-γ ou com baixas concentrações de lipopolissacarídeos bacterianos, 

estas células expressam níveis elevados da enzima óxido nítrico sintetase, produzindo 

grandes quantidades de óxido nítrico (LAM et al, 2009). 

Como já mencionado anteriormente, o ensaio de ativação de macrófagos é 

baseado pela exposição da célula a um determinado agente patogêncio, geralmente 

utilizado o lipopolissacarídeo (LPS). Nesse processo o macrófago modifica para seu 

estado ativado, o qual é caracterizado por sofrer mudanças bioquímicas e alterações na 

expressão de genes, por estímulos inflamatórios sucessivos à membrana macrofágica; 

alterando suas propriedades de locomoção, aderência, fagocitose e de síntese de 
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enzimas e substâncias antimicrobianas, citotóxicas, pró-inflamatórias, vasodilatadoras e 

imunomoduladoras (SELIGMANN, 2003). 

Em resposta à ativação por mediadores inflamatórios, os macrófagos 

aumentam o seu conteúdo enzimático e a secreção de produtos biologicamente ativos no 

meio extracelular, liberando mais de 100 compostos; entre os numerosos produtos 

secretados, além de várias citocinas, estão também compostos inorgânicos com alto 

grau de reatividade química como os intermediários reativos do oxigênio (ROS), 

incluindo o peróxido de hidrogênio (H2O2) e do nitrogênio (RNS), incluindo o óxido 

nítrico (NO) (FRIEDL et al., 2004). Desta forma extratos ou compostos isolados de 

plantas podem ser testados quanto a sua capacidade em inibir a ativação de macrófagos 

e consequentemente inibir a produção de citocinas pró-inflamatórias, sendo as mais 

estudas TNF-α, IL-1β e IL-6. 

Além disso, os macrófagos ativados sintetizam nitrito (NO2
-
) e nitrato (NO3

-
), 

formas estáveis oxidadas do NO, cuja produção reflete o grau de inflamação, e 

conseqüentemente indica uma medida dos efeitos de drogas na terapia antiinflamatória 

(MARQUES, 2006). 

Vários  pesquisadores  têm  utilizado  esse  modelo  para  avaliação  de  extratos 

ou compostos isolados de plantas,  como por exemplo podemos citar o trabalho 

realizado por Abdelwahab e seus colaboradores (2012) no qual avaliaram a 

atividade  antiinflamatória  da columbina, uma furanolactona diterpenóide, isolada pela 

primeira vez a partir de planta da espécie Tinspora bakis, observaram que este composto 

foi capaz de inibir a produção de NO na linhagem RAW 264.7 estimulada com LPS-

interferon-γ, sem afetar a viabilidade celular.  

Modelos in vivo de inflamação são definitivamente as melhores ferramentas 

para estudar o papel biológico, porque nenhuma outra abordagem permitirá a 
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investigação simultânea de células e mediadores que interagem durante o processo 

inflamatório. Além disso, a disponibilidade de números crescentes de estirpes de ratos 

transgênicos permite a determinação da contribuição in vivo de moléculas selecionadas 

para defesa do hospedeiro. A geração de ratos quiméricos usando transplante de medula 

óssea permite aos investigadores delinear o papel distinto de celúlas derivadas da 

medula óssea. Além disso, camundongos knock-out podem ser utilizados para 

compreender a função específica de receptores dentro de populações celulares 

selecionadas (KNAPP, 2009). 

Uma das técnicas mais comumente utilizadas para avaliar a atividade de  

fármacos antiinflamatórios estão baseada na habilidade de inibir o edema produzido na 

pata traseira de rato  por  injeção  de  um  agente  flogístico. Os materiais flogísticos mais 

frequentemente utilizados são carragenina, formalina, dextrano, albumina de ovo e 

lêvedo de cerveja (LE BARS et al., 2001). 

O uso da carragenina como agente flogístico apresenta inúmeras vantagens,  

como eficácia em níveis não tóxicos, baixa variabilidade e produção de uma curva dose-

resposta com  fármacos  de conhecida eficácia terapêutica, sendo o modelo de edema de 

pata considerado um modelo padrão para ensaios de determinação da atividade de 

fármacos anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) (VAJJA et al., 2004). 

Por fim, modelos de estudos baseados na modelagem matemática de sistemas 

complexos estão emergindo como uma abordagem pela qual se domina o aparentemente 

imprevisível comportamento dos fenômenos biológicos buscando o entendimento das 

interações conhecidas e desconhecidas entre as diferentes vias biológicas. Um modelo 

matemático que capta as interações dinâmicas entre os vários componentes-chave da 

resposta inflamatória aguda pode fornecer novas percepções com conseqüências globais 

envolvendo (1) resultados sobre diferentes condições iniciais, (2) manipular os 
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componentes individuais de inflamação, e de (3) modulação de vários componentes da 

inflamação simultaneamente ou em sequência (VODOVOTZ et al., 2006). 

Os modelos denominados in silico de simulação estão cada vez mais 

reconhecidos como instrumentos valiosos, que são principalmente utilizados para o 

desenvolvimento de drogas. Mais recentemente, essa abordagem foi progressivamente 

adotada para estudar processos imunológicos, incluindo a resposta inflamatória ao 

patógeno associado a moléculas (KNAPP, 2009).  

A seguir a tabela 1, mostra uma comparação entre diferentes aspectos dos 

modelos experimentais utilizados para o estudo da inflamação. 

 

Tabela 1: Comparação entre modelos experimentais de inflamação 

 

Modelos in vitro Modelos in vivo Modelos in silico 

Vantagens   

- Fornece informações sobre 

o papel das células 

selecionadas 

- Resultados reprodutíveis 

- Independente de 

instalações para animais 

- Custo efetivo baixo 

- Método muito reprodutível 

- Confiável (imita a doença clínica) 

- Disponibilidade de animais 

transgênicos 

- Efeitos de drogas 

em modelagem de 

vias de resposta 

inflamatória. 

Desvantagens   

- Não reflete a complexa 

situação in vivo 

- Necessário instalação para animais 

- Custos mais elevados 

- Requer perícia pelos investigadores 

- Validade do 

modelo depende de 

mecanismos já 

conhecidos  

Melhor uso   

- Delinear achados de células 

específicas 

-High-throughput screening 

- Entender o significado biológico 

- Testar drogas in vivo 

- Previsão de 

efeitos de drogas e 

efeitos adversos 

 

Fonte: KNAPP, 2009. 

 

 

 



23 
 

2.4     O uso de plantas com propriedades antiinflamatórias 

 

Com base nos acontecimentos moleculares que levam à inflamação, alguns 

trabalhos sugerem que o processo inflamatório que acompanha doenças crônicas pode 

ser melhorado e possivelmente até mesmo impedido pelo uso de fitoterápicos. A origem 

das propriedades anti-inflamatórias dos vários fitomedicamentos, pode ser explicada 

pela presença de substâncias como fitoestrogênios, flavonóides, fitoesterol, ácido 

ascórbico, tocoferol, cumarina, genisteína, que agem como inibidores dos alvos 

moleculares e de mediadores pró-inflamatórios em respostas inflamatórias (IWALEWA 

et al., 2007). 

Triterpenóides de diferentes grupos estruturais foram estudados e descritos 

como agentes antiinflamatórios e imunomoduladores através da sua capacidade de inibir 

tanto os fatores de transcrição implicados nestes processos, como os mediadores 

produzidos pela sua ativação. Um exemplo é o triterpenóide celastrol extraído da 

espécie Celastrus orbiculatus, e a pristimerina seu derivado análogo, têm sido estudados 

como inibidores do fator de transcrição NF-κB. Celastrol impede não só a expressão do 

iNOS e TNF-α, mas também a produção de NO e TNF-α em linhagem de macrófagos 

RAW 264.7 estimulada com LPS (RIOS, 2010). 

Da mesma forma, vários relatos da literatura têm mostrado a eficácia de α,β-

amirina, principal componente da resina de plantas do gênero Protium em  estudos com 

modelos de inflamação (MEDEIROS et al., 2007). 

 

2.5   Estudo de plantas pertencentes ao gênero Protium 

 

A família Burseraceae é composta por 21 gêneros distribuídos em três tribos: 

Bowellieae (8 gêneros), Canarieae (9 gêneros) e Protieae (4 gêneros) (KHALID, 1983) 
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e possui aproximadamente 800 espécies espalhadas por regiões tropicais e subtropicais 

do planeta (BANDEIRA et al., 2002). 

A tribo Protieae está distribuída em três gêneros: Garuga, Tetragastris e 

Protium (OLIVEIRA et al., 2005). Este último, que possui aproximadamente 135 

espécies, é o principal e mais importante gênero da família. O gênero Protium está 

amplamente distribuído na América do Sul e estima-se que mais de 80% das espécies da 

famíla Burseraceae encontradas na região Amazônica pertencem a este gênero (SIANI 

et al., 1999; SIANI et al., 2004; KHALID, 1983). 

Todas as espécies de Protium exsudam por incisão do tronco um óleo-resina de 

tom branco-esverdeado e de aroma agradável, que endurece quando em contato com o 

ar, denominado de almécega, resina de almécega, breu-branco e breu burceráceas. É um 

tipo de incenso usado na indústria de perfumaria, farmacêutica e de defumadores 

místicos. Seu sabor é distintamente pungente, mesmo quando velha e seca, é de odor 

característico e bem mais forte quando queimado. Suas propriedades são similares aos 

seus análogos “frankincenso” ou “olibanum” da Índia e África, obtidos de árvores da 

mesma família (PARNET, 1972).  

Quimicamente, a resina é formada por uma mistura natural de 30% de 

protamirina, 25% de protelemicica e 37,5% de proteleresina (SCHULTES; RAFFAUF, 

1990), constituídas de triterpenos, principalmente das séries oleano, ursano e eufano, 

com óleo essencial rico em compostos mono e sesquiterpênicos, semelhante ao 

encontrado em suas folhas (CRAVEIRO et al., 1981).  

A resina coletada do seu tronco é um agente curativo eficaz, dotado de 

propriedades analgésicas e antiinflamatórias (SIANI et al., 1999). O principal 

componente desta resina é um triterpeno pentacíclico, denominado α e β-amirina (uma 

mistura isomérica), os quais juntos correspondem a 45,3% da constituição química da 

resina, seguido pela mistura de breína e maniladiol, que respondem por 9,5% (VIEIRA 
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et al., 2005), conforme mostra a figura 3. Os compostos αβ-amirona foram obtidos pela 

oxidação da αβ-amirina por meio de síntese química. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Com base em pesquisa bibliográfica a amirina foi descrita contendo várias 

atividades farmacológicas, conforme mostra a tabela 2, o qual resume as principais 

publicações envolvendo plantas desse gênero. 

Figura 3: Estrutura dos principais constituintes da resina de Protium spp. 

 

α-amirina β-amirina 

α-amirona β-amirona 

breína 
maniladiol 
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Tabela 2 - Atividades farmacológicas de plantas do gênero Protium 

 

Espécie Tipo de estudo Resultados Referências 

Espécies do 

gênero 

Protium. 

 

- Seleção de espécies vegetais para 

atividades antiparasitárias  

- Participação de metabólitos secundários da classe dos  

diterpenos como os possíveis responsáveis por essas 

atividades. 

FOURNET et al., 1992 

DEHARO et al., 2001 

WENIGER et al., 2001 

SANCHEZ et al., 2006 

Protium  kleinii - Avaliação da atividade 

antinociceptiva.   

- Isolamento do triterpeno breína. 

- Atividade antinociceptiva considerável e dose-dependente 

nos métodos de contorções abdominais, de dor induzida e 

em ambas as fases do método de irritação induzida por 

formalina.   

OTUKI et al., 2001 

Protium 

heptaphyllum 

- Isolamento e caracterização de 

misturas binárias de triterpenos na 

resina. 

- Constituinte majoritário a mistura α e β-amirinas. MAIA et al., 2000 

SUSUNAGA et  al., 

2001 

Protium 

heptaphyllum 

- Relato pela primeira vez de 

metabólitos secundários diferentes de 

terpenos na espécie. 

- Isolamento  de um monoterpeno triidroxilado, e os 

triterpenos α e β-amirinas, e breína. 

- A  resina  e  a catequina apresentaram atividade de 

inibição da acetilcolinesterase in  vitro. 

 

BANDEIRA et al., 

 2002 

Protium 

heptaphyllum 

-Modelos utilizando etanol/HCl como 
indutores de úlceras gástricas em ratos. 

- Presença de triterpenos pentacíclicos responsáveis pelas 

atividades antiinflamatória e de gastroproteção.  

 

OLIVEIRA et  al., 

2004a 

Protium 

heptaphyllum 

- Avaliação do efeito hepatoprotetor 

contra lesão induzida por acetaminofeno 
- Diminuição do estresse oxidativo e  da formação de 
metabólitos tóxicos como provável mecanismo de 

hepatoproteção. 

OLIVEIRA et al., 2005 
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Espécie Tipo de estudo Resultados Referências 

Protium  kleinii - Avaliação da atividade 

antiinflamatória tópica, utilizando 

o modelo de edema de orelha. 

- Nos estudos farmacológicos, o extrato e a  α-amirina 

apresentaram considerável atividade antiinflamatória dose-

dependente. 

OTUKI et al., 2005 

Protium 

heptaphyllum 

- Avaliação da atividade ansiolítica e 

antidepressiva. 

- Efeitos sedativo e ansiolítico podem estar relacionados a 

ação em receptores do tipo benzodiazepínicos e efeito 

antidepressivo onde mecanismos noradrenérgicos 

provavelmente estão envolvidos.  

ARAGÃO et al., 2006 

Protium  kleinii - Avaliação da atividade 

antiinflamatória tópica da α-amirina 

- Pode estar associada a supressão na pele dos níveis de 
PGE-2 provavelmente por mecanismos envolvendo a  
supressão da COX-2.  

MEDEIROS et al.,  
2007 

Protium  

bahianum 

- Avaliação da atividade antiacaricida - Apenas a resina envelhecida induziu repelência a 

Tetranychus urticae 

PONTES et al., 2007 

Protium 

heptaphyllum 

- Síntese e identificação de 5 derivados 

dos triterpenos αβ-amirina. 

- Avaliação da atividade antinociceptiva 

pelo modelo de nocicepção induzida 

pelo ácido acético  

- Três desses derivados foram mais potentes que a mistura 

de αβ-amirinas. 

- Um desses compostos também teve significativa 

atividade analgésica na fase II do teste de formalina.  

SOLDI et al., 2008 

 

Triterpeno α,β-

amirina 

Modelo de colite em rato - α,β-amirina é capaz de inibir a translocação de p65, 

sugerindo fortemente que a inibição da ativação de NF-kB 

é um mecanismo-chave através do qual estes triterpenos 

pentacíclicos naturais modulam a 

inflamação intestinal. 

VITOR et al., 2009 

Triterpeno α,β-

amirina 

Modelo de pancreatite aguda em ratos - αβ-amirina atenua o desenvolvimento da pancreatite 

aguda pela redução da infiltração de neutrófilos, diminui a 

geração de respostas inflamatórias inibindo a produção de 

citocinas e a expressão de iNOS. 

MELO et al., 2010 

Triterpeno α,β-

amirina 

Modelo de dor neuropática persistentes 

em camundongos 

- αβ-amirina exibe duradouras propriedades antinociceptiva 

e antiinflamatória em modelos de nocicepção persistente 

através da ativação dos receptores de canabinóides. 

SIMÃO DA SILVA et 

al., 2011 
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Como vimos, vários relatos da literatura têm mostrado a eficácia de α,β-

amirina em  estudos com modelos de inflamação (MEDEIROS et al., 2007). 

Diferentemente destes últimos, são escassos os trabalhos abrangendo as atividades 

relacionadas a outros triterpenos também isolados a partir da resina de Protium sp. Com 

base nesses dados, foi decidido investigar os efeitos farmacológicos dos triterpenos 

breína/maniladiol e de compostos sintetizados a partir da α,β-amirina, como é o caso da 

α,β-amirina acetilada e a α,β-amirona. 
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3. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Avaliar a atividade antiinflamatória dos compostos triterpênicos isolados de 

óleo-resina de Protium paniculatum Engler (Burseraceae). 

 

Objetivos Específicos 

 

- Verificar o efeito dos compostos triterpênicos sobre viabilidade celular; 

 - Estudar a influência de triterpenos sobre a produção de mediadores 

inflamatórios; 

        - Verificar o efeito dos compostos triterpênicos sobre a expressão de proteínas 

envolvidas no processo inflamatório. 

- Avaliar a atividade antiinflamatória de compostos triterpenóides in vivo 

utilizando o modelo de edema de pata. 
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4. Materiais e Métodos 

 

4.1 Matéria-prima vegetal 

 

A amostra constituída pelo óleo-resina foi coletada na Reserva Florestal Adolfo 

Ducke (INPA) localizada na Rodovia AM 010 (Manaus – Itacoatiara), Km 26, Manaus, 

Amazonas. Foi extraída da espécie Protium paniculatum var. “NOVA”, a qual faz parte 

do Projeto Flora da Reserva Ducke, onde se encontra identificada e catalogada sob o 

registro de exsicata INPA – 191303. Após o processo de extração e isolamento os 

compostos triterpenóides α,β-amirina, α,β-amirina acetilada, breína/maniladiol, α,β-

amirona foram cedidos gentilmente pelo prof. Dr. Florencio Valdir da Veiga Junior. 

 

4.2     Procedimentos de cultivo e manutenção de células 

  

Neste estudo foi utilizado macrófagos murinos da linhagem J774 que foi 

gentilmente cedido pela Dra. Leda Quercia Vieira (Laboratório de Nutrição e 

Gnotobiologia, UFMG, MG, Brasil). Essa linhagem teve as condições de cultivo 

adaptadas para o Laboratório de Atividade Biológica II (BIOPHAR II) da Universidade 

Federal do Amazonas (UFAM). As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 

contendo 10% de soro fetal bovino (FBS), 50 U/mL de penicilina e 50 µg/mL de 

estreptomicina (Invitrogen) a 37°C em estufa a 5% de CO2. O LPS foi preparado como 

uma solução-estoque de 1 mg/mL em água esterilizada e armazenado a -20°C. Os 

compostos triterpenóides foram adicionados juntamente com o LPS. 
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4.3 Ensaios em cultura de células 

 

4.3.1 Ensaio de viabilidade celular 

 

Antes de realizar os ensaios em cultura de célula foi verificado a citotoxicidade 

dos compostos, e determinada as concentrações não tóxicas que foram testadas nos 

ensaios subseqüentes. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de alamar blue 

segundo NAKAYAMA et al. (1997). Neste ensaio foram utilizados macrófagos da 

linhagem J774. Os macrófagos foram cultivados na concentração de 5 x 10
3 

células/poço em placas de 96 poços. Após 24 horas de incubação e aderência das 

células, as mesmas foram tratadas com os compostos triterpenóides nas concentrações 

de 20, 10, 5 e 2,5 µg/mL. As células foram tratadas em triplicata para cada período de 

tratamento (24, 48 e 72 h). Como controle positivo de morte, foi avaliada a 

citotoxicidade da Doxorrubicina (5 μg/mL) e controle negativo somente meio de 

cultura. Para avaliar a influência do diluente DMSO, foi realizado um controle contendo 

somente DMSO. Após o período de tratamento (24, 48 e 72 horas) foi adicionado 10 μL 

de resazurina 0,4% (diluída 1:20). Após o tempo de metabolização da resazurina 

padronizado, que compreendeu de 2 horas, foi realizada a leitura da fluorescência. A 

viabilidade foi calculada conforme a fórmula abaixo, onde Ft= (fluorescência da célula 

+ meio + substância + resazurina) e ΔFb= (fluorescência da célula + meio + resazurina). 

      

  % viabilidade = Ft x 100 

                                Fb 
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4.3.2  Inibição da ativação de macrófagos por LPS 

 

Macrófagos da linhagem J774 foram plaqueados na densidade 1 x 10
6 

células/mL em placas de 96 poços seguindo-se adesão por 24 h a 37ºC, em atmosfera 

com 5% de CO2. Após aderência, o meio foi retirado e adicionado meio de cultivo 

RPMI suplementado com 1% de SFB com volume de 100 μL/poço. As células foram 

estimuladas pela adição de lipopolissacarídeo - LPS (concentração final 1 μg/mL) e 

tratadas juntamente com compostos triterpenóides nas concentrações de 2,5; 5 e 10 

µg/mL. Para o experimento controle as células foram cultivadas apenas com meio de 

cultivo. Em seguida, as células foram incubadas por mais 24 horas a 37ºC, 5% de CO2, 

e o sobrenadante celular foi coletado para a análise de NO e alíquotas foram congeladas 

(-20ºC) para posterior análise das citocinas. 

 

 4.3.3  Quantificação de nitrito 

  

A produção de óxido nítrico foi medida pela dosagem de seus produtos de 

degradação, nitrito, mais estáveis, utilizando o reagente de Griess. Neste método, o 

nitrito primeiramente reage com a sulfanilamida em meio ácido para formar um 

composto intermediário, o sal de diazônio. Em seguida, este sal reage com N-naftil-

etilenodiamina (NED) formando um composto azo estável de coloração púrpura, 

podendo assim ser quantificado espectrofotometricamente a 550 nm (GREEN et al., 

1982). Para a determinação da produção de NO
•
, 100 µL do sobrenadante celular foi 

submetido a reação com igual volume do reagente de Griess. Para o preparo deste 

reagente, foram utilizadas soluções estoques de cloreto de naftiletilenodiamina (0,1%) 

dissolvido em H3PO4 (5%) e de sulfanilamida a 1% dissolvida em H3PO4 (5%). Pouco 
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antes do uso, as soluções foram adicionados na proporção 1:1, formando o reagente de 

Griess propriamente dito. Após o período de incubação de 10 minutos as amostras 

foram lidas em leitor de microplacas (DTX 800, Beckman) a 560 nm. O cálculo das 

concentrações de nitrito foi realizado com base em curvas padrões utilizando diferentes 

concentrações de NaNO3 (15 μM até 1000 μM).  

 

4.3.4 Quantificação de TNF-α, IL-6, IL-10 e IFN-γ em sobrenadantes de 

cultura de células J774 

 

Macrófagos da linhagem J774 foram cultivados, estimulados e tratados com 

compostos triterpenóides conforme descrito no item 4.3.2. No final do período de 

cultivo. Alíquotas do meio de cultura foram coletadas para avaliação das concentrações 

de TNF-α, IL-6, IL-10 e IFN-γ utilizando o kit BD Cytometric Bead Array - CBA - 

Mouse Inflammation. A metodologia empregada foi por citometria de fluxo e o 

procedimento realizado de acordo com as recomendações do fabricante. Os resultados 

obtidos para essas citocinas foram representados como média de pelo menos três 

experimentos e expresso em ng/mL, com exceção da IL-10 que foi expressa em pg/mL.  

 

4.3.5 Ensaio de avaliação da expressão de proteínas 

 

Este ensaio foi empregado para visualizar a expressão da proteínas COX-2. 

Macrófagos da linhagem J774 na concentração de 1x10
6 

células/mL foram tratados com 

compostos triterpênicos nas concentrações de 10; 5 e 2,5 µg/mL durante 24 horas. Após 

o período de tratamento as células foram lisadas em 50 µL de tampão de lise [Tris-HCl 

50 mM, pH 7,4), acrescido de 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM MgCl2, 0,5% (v/v) 
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nonidet NP-40, 10% glicerol e inibidores de proteinases (coquetel de inibidores de 

proteases EDTA-free, da Roche; 1mM PMSF), por 30 minutos sob agitação a 4
o
C. 

Após centrifugação por 10 minutos a 10 000g o sobrenadante foi separado e a proteína 

foi dosada utilizando o método de BRADFORD (1976). A curva de calibração foi feita 

com albumina na concentração de 0 a 5 µg/mL de proteína e a leitura foi realizada em 

espectrofotomêtro após 10 minutos de incubação com o bradford a 595 nm.  

O ensaio de SDS-PAGE foi realizado conforme (LAEMMLI, 1970) com 

modificações. 10 µg de proteína celular foi solubilizada em tampão de amostra (62 mM 

Tris-HCl pH 6,8; 10% glicerol; 2% SDS; 5% -mercaptoetanol; 0,01% azul de 

bromofenol). A solução de proteína foi fervida por 5 minutos e submetidas à 

eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (12% gel de resolução) a 120 mA até 

que as bandas do marcador molecular estivessem bem resolvidas.  

Para o western blotting, os géis tiveram as suas proteínas transferidas para uma 

membrana de nitrocelulose. O tampão de transferência utilizado foi Tris base (48 mM), 

pH 8,3; Glicina (39 mM); SDS (0,037% p/v) e metanol (20% v/v);  a transferência foi 

realizada no aparelho semi-dry (Bio Rad), a 10 V durante 50 min. Após a transferência, 

a membrana foi corada com Ponceau para visualização das bandas de proteínas e 

certificação de sua tranferência. Em seguida, foi realizado o procedimento para 

revelação por Western Blot. Brevemente, a membrana passou por 3 lavagens, de 10 

minutos cada, com tampão TBS (Tris Buffered Saline – Tris HCl 50 mM, NaCl 150 

mM, pH 7,5), em seguida foi bloqueada, durante duas horas, com 5% de leite desnatado 

em tampão TBST (TBS acrescido de Tween
®

 20 0,05% p/v). Logo após, a membrana 

foi lavada 3 vezes com TBST e incubada, overnight, com o anticorpo primário (COX-2 

- ABCAM 1/2000 em TBST e 0,1% de leite desnatado p/v). A membrana foi 

novamente lavada com TBST e incubada, durante 1 hora, com o anticorpo secundário 
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(anticorpo secundário policlonal anti-IgG de coelho, 1/2500 em TBST e 0,1% de leite 

desnatado p/v). Por fim, a membrana foi lavada 3 vezes com TBST e foi revelada 

utilizando o kit Pierce para reação de  quimioluminescência. Em seguida, para detecção 

do padrão interno, a membrana foi submetida a stripping em tampão Tris 50 mM 

contendo 2% SDS, 100 mM beta-mercaptoetanol, 50°C, durante 30 minutos. Após 

abundante lavagem em TBST, a membrana foi rebloqueada e foram realizadas as 

mesmas etapas já descritas. Entretanto, o anticorpo primário foi anti-β-actina (diluição 

1:1000 em TBST e 0,1% de leite desnatado p/v). 

 

4.4 Avaliação da atividade antiinflamatória de compostos triterpenóides in vivo 

 

4.4.1 Animais  

 

Foram utilizados para realização deste estudo, ratos Wistar fêmeas, pesando 

entre 180-200 g, provenientes do Biotério da Universidade Federal do Amazonas 

(UFAM). Os animais foram mantidos em gaiolas, à temperatura ambiente (25 ± 3°C) 

com ciclo claro/escuro de 12 horas, mantidos na Sala de Experimentação Animal da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Federal do Amazonas, tratados 

com alimentação e água “ad libitum”. Oito horas antes do início dos experimentos, os 

animais foram mantidos somente com água “ad libitum”. Os animais permaneceram na 

sala de experimentação por um período de adaptação de pelo menos 1 hora antes da 

realização dos experimentos. O manuseio e uso de animais foram de acordo com as 

normas institucionais, aprovado pelo Cômite de Ética de Experimentos com Animais, 

protocolo n
o
.116/2012, em anexo. 
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4.4.2 Administração das drogas 

 

Os triterpenos αβ-amirona (10 mg/mL) foram dissolvidos em salina e Tween-

80 3%. Os grupos controles negativos receberam o mesmo veículo utilizado para 

solubilizar as substâncias. As drogas utilizadas ao longo dos experimentos tais como, 

carragenina 1% e indometacina (10 mg/kg) foram dissolvidas e diluídas diretamente em 

solução fisiológica a 0,9%. O volume total de solução administrada, por via oral, foi de 

no máximo 400 µL, e quando administrada por via intraplantar, o volume total de 

solução foi de 100 µL/pata. 

 

4.4.3 Edema de pata induzido por carragenina 

 

O modelo de edema de pata em ratos foi realizado de acordo com WINTER et 

al. (1962), com algumas modificações. O edema foi induzido pela injeção intraplantar 

de 100 μL de carragenina à 1% na pata direita de ratos da linhagem Wistar. Grupos de 

animais foram tratados com α-β amirona (10 e 5 mg/kg, v.o.), indometacina (10 mg/kg, 

v.o) e o grupo controle foi tratado somente com veículo, após 60 minutos receberam 

injeção intraplantar de carragenina na pata posterior direita. Depois das injeções o 

desenvolvimento do edema da pata direita foi avaliado com auxílio de pletismômetro, e 

foram medidos nos tempos de 1, 2, 3, 4 e 5 horas após a injeção intraplantar de 

carragenina. 
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4.5 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± D.P.M. (Desvio Padrão da 

Média). Os ensaios foram analisados pelo teste de comparações múltiplas (Tukey – p < 

0,05 = nível de significância) e a análise de variância (ANOVA) para comparação de 

mais de duas médias.  
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5. Resultados e Discussão 

 

A inflamação é um dos processos mais importantes envolvido na defesa de um 

organismo, porém muitas vezes progride para doenças crônicas que necessitam de 

tratamento farmacológico. Produtos naturais, incluindo os derivados de plantas têm ao 

longo dos anos contribuído para o desenvolvimento de drogas terapêuticas modernas 

(CALIXTO et al., 2003).  

Estudos anteriores realizados com exsudatos resinosos (resina) coletado de 

Protium heptaphyllum, um remédio popular usado no Brasil para tratar condições 

inflamatórias e para acelerar a cicatrização de feridas, demonstraram que esta resina 

possui propriedades antiinflamatórias, gastroprotetores, anti-alérgicas e 

antinociceptivas.  Estes efeitos têm sido atribuídos especificamente pela presença dos 

triterpenóides pentacíclicos αβ-amirina, maniladiol e breína (OLIVEIRA et al., 2004). 

O triterpeno α-amirina possui um esqueleto de base do tipo ursano e o triterpeno 

β-amirina possui um esqueleto de base do tipo oleanano, a única diferença entre eles é a 

posição de um  metil no anel E. Ao examinar a estrutura triterpenóide pentacíclica da 

amirina, uma explicação possível para a sua atividade farmacológica valiosa é a 

presença dos sistemas de anéis perihidro-aromáticos, os quais tornam a molécula muito 

semelhante as drogas esteróides (SOLDI et al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estrutura dos principais constituintes da resina de Protium spp. 

 

Estrutura em comum dos 

esteróides 

Figura 4: Semelhança estrutural entre compostos triterpêncios pentacíclicos e os 

esteróides 

 

α-amirina β-amirina 



39 
 

Com base na evidência de que espécies de Protium sp. acumulam compostos 

triterpenóides principalmente tetracíclicos/pentacíclicos (SIANI et al., 2012) foram 

isolados de óleo resinas extraídos de Protium paniculatum misturas dos triterpenos 

breína/maniladiol e αβ-amirina. A partir dos triterpenos αβ-amirina foram obtidos os 

derivados sintéticos αβ-amirina-acetilada e αβ-amirona. Neste estudo, foi avaliada a 

atividade antiinflamatória dos triterpenóides naturais (breína/maniladiol) e dos 

triterpenóides obtidos de forma sintética (αβ-amirina-acetilada e αβ-amirona). 

Os triterpenos αβ-amirona já foram identificados em várias espécies de plantas: 

Beilschmiedia sp, Anacolosa pervilleana, Ficus microcarpa, Ficus pandurata, 

Cyclocarya paliurus (BOURJOT et al., 2012), porém na espécie Protium paniculatum 

apresentou baixo rendimento e por esse motivo foi obtida a partir de uma reação de 

oxidação da αβ-amirina. Considerando que de acordo com a literatura pequenas 

modificações na estrutura de uma molécula poderia inibir a sua eficácia, uma vez que 

alterações estruturais podem alterar a absorção, distribuição e excreção do composto 

(farmacocinética), bem como a especificidade da molécula para alguns alvos 

(farmacodinâmica), neste último caso, pode-se encontrar uma substância mais eficaz 

com menos efeitos colaterais (SOLDI et al., 2008). 

 

5.1 Efeito dos compostos triterpênicos sobre a viabilidade celular de macrófagos 

J774 

Muitos compostos derivados de plantas tem a capacidade de modular a 

proliferação celular, atuando como agentes citotóxicos, como é o caso de drogas com 

potencial antineoplásico. Por outro lado podem atuar por estimulação do crescimento 

celular, isto é, drogas com potencial para aplicação na cicatrização de feridas (BISKUP, 

2012). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bourjot%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22613073
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Primeiramente foi avaliada a capacidade dos compostos triterpênicos em 

interferir na viabilidade de macrófagos murino J774, ou seja, se estes apresentavam 

potencial citotóxico. Foi observado que todos os compostos triterpênicos testados não 

apresentaram redução significativa na viabilidade de macrófagos em comparação com o 

grupo contendo células não tratadas, apresentando CI50 > 20 µg/mL, com exceção do 

triterpeno breína/maniladiol que apresentou CI50 = 16,02 µg/mL (14,23-18,03) em 24 

horas de tratamento, conforme mostra a figura 5 (A).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

No trabalho realizado por Siani e seus colaboradores (1999) verificou-se que o 

oléo essencial bruto de várias espécies de Protium sp. na concentração de 100 µg/mL 

foi capazes de inibir a proliferação em diferentes linhagens celulares, inclusive 

Figura 4: Efeito de compostos triterpênicos sobre a viabilidade de macrófagos murino J774 

após 24 horas de tratamento. A CI50 foi calculada por regressão não-linear utilizando o 

programa GRAPhpad Prism 5.0 

 

20 µg/mL 

10 µg/mL 

5 µg/mL 

2,5 µg/mL 
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apresentando capacidade de inibir de 76 a 89% a proliferação de células da linhagem 

J774 após um período de 72 horas de exposição. Nota-se que de fato apesar de ter sido 

um estudo no qual estavam avaliando a atividade do óleo essencial bruto, a 

concentração utilizada de 100 µg/mL é considerada uma concentração muito alta, e 

provavelmente causaria morte celular. 

 Foi observado o efeito citotóxico dos triterpenos breína/maniladiol na linhagem 

de macrófagos J774. Da mesma forma, no trabalho realizado por Ukiya e seus 

colaboradores (2002) o triterpeno maniladiol mostrou atividade citotóxica moderada 

para o câncer renal e atividade acentuada para o câncer de mama. 

 Não foi observado efeito citotóxico do triterpeno αβ-amirona, o qual apresentou 

CI50 > 20 µg/mL. Esse resultado corrobora com o trabalho realizado por Cota e seus 

colaboradores (2011) no qual β-amirona demonstraram ausência de toxicidade contra 

leucócitos humanos após 48 horas de incubação na concentração de 20 μg/mL. 

 Neste estudo, utilizamos a linhagem J774 e o tempo previsto para o tratamento 

com os compostos triterpênicos era de no máximo 24 horas. Levando-se em conta que 

todos os compostos testados apresentaram CI50 > 15 µg/mL, considerou-se que 10 

µg/mL seria uma concentração segura para ser utilizada nos ensaios subsequentes. 

Embora alguns estudos mostrem que a amirina pode apresentar potencial 

citotóxico, como foi o caso do trabalho realizado por LIN e seus colaboradores (2011) 

no qual relata uma fraca atividade citotóxica de αβ-amirina quando utilizada em 

conjunto com cisplatina em linhagem tumoral. Por outro lado, há estudos que mostram 

que a α-amirina aumenta a taxa de proliferação celular, como foi o caso de induzir em 

até 18% a profiferação de queratinócitos humanos (linhagem HaCat) e portanto, 

representando um interessante candidato para a utilização na indústria cosmética como 

agente que promove a cicatrização de feridas e regeneração da pele (BISKUP, 2012). 
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 O isolamento dos constituintes ativos de plantas e a administração dos 

compostos puros é um modo pelo qual constituintes muito potentes podem ser 

transformados em produtos medicinais seguros de composição uniforme e consistente. 

Em outros casos, o objetivo pode ser melhorar a substância natural, aumentando suas 

propriedades desejáveis e minimizando os efeitos colaterais (PERTINO et al., 2007).  

Neste estudo, os compostos triterpênicos foram testados nas concentrações que variaram 

entre 2,5 µg/mL a 10 µg/mL. Estas concentrações estavam abaixo das concentrações 

consideradas tóxidas (CI50 > 20 µg/mL), mesmo assim os compostos triterpênicos foram 

capazes de mostrar atividade, o que pode representar uma vantagem em relação dose-

efeito e segurança quanto ao uso dessas substâncias. 

 

5.2 Efeito dos compostos triterpênicos sobre a produção de NO
•
 

O óxido nítrico (NO
•
), produzido pela NO sintase induzida (iNOS), é um dos 

mediadores importantes da inflamação e a produção excessiva de NO
•
 está associada 

consideravelmente a doenças graves, tais como choque séptico, artrite, derrames, 

doenças inflamatórias crônicas e doenças autoimunes. A determinação da taxa de 

produção de NO
•
 e a expressão da proteína iNOS em modelos celulares estimulados por 

LPS tem sido uma ferramenta muito utilizada na procura de fármacos antiin-

inflamatórios (SHIH et al., 2010). 

Neste estudo foi observado o efeito de compostos triterpênicos isolados da 

espécie Protium paniculatum sobre a produção de NO
•
 em macrófagos da linhagem 

J774 estimulados por LPS. Verificou-se que os triterpenos α,β-amirina, α,β-amirina-

acetilada, α,β-amirona e breína/maniladiol na concentração de 10 µg/mL inibiram a 

produção de NO
•
 em 98,34±0,9%;  96,05±0,8%; 99,86±1,1% e 75,43±2,8%, 

respectivamente e apresentaram CI50 de 4,96±0,2; 5,04±0,12; 4,61±0,08; 6,49±0,02 
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µg/mL, respectivamente. A porcentagem de inibição apresentada pelos compostos 

triterpêncios mostram-se melhores se comparadas com o padrão indometacina, o qual 

em 10 µg/mL apresentou inibição de (86,31±1,2%) sobre a produção de NO
•
, conforme 

mostra a figura 5. 

 Os resultados obtidos mostram-se melhores do que o observado no estudo 

realizado por SIANI e seus colaboladores (1999) o qual testou a atividade do óleo 

essencial bruto (100 µg/mL) obtido a partir de folhas e resinas de diferentes espécies de 

Protium sp, sendo que a espécie Protium heptaphyllum inibiu em 74%; P. strumosum 

46%; P. grandifolium 26%; P. hebetatum 1,65% enquanto que a espécie P. lewellyni foi 

capaz de aumentar em 49% a produção de NO em macrófagos peritoneais de ratos 

estimulados por LPS e coletados após 24 horas de indução de pleuresia. 

 As médias de CI50 dos compostos triterpênicos neste estudo, encontra-se 

compatíveis com as CI50 observadas no trabalho realizado por NIU e seus colaboradores 

(2011) no qual foram avaliados os triterpenóides olean-13(18)-ene-3,12,19-trione, δ-

amirona e acetato δ-amirina, quanto ao seu potencial para inibir a produção de NO 

induzido por LPS em linhagem de macrófagos RAW 264.7, os quais apresentaram 

valores de CI50 de 9,91 µM, 12,24 µM e 43,34 µM, respectivamente. 

Vários são os mecanismos que podem explicar o efeito inibitório de um 

determinado composto sobre a produção de NO
•
. Dentre esses mecanismos podemos 

enumerar (1) a capacidade do composto em inibir diretamente a atividade da enzima 

iNOS (2) inibir a expressão de iNOS (3) e por sequestro do radical NO
•
. 
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Inibição: 98,34±0,9% 

CI50=4,96±0,2 

Figura 5: Efeito de compostos triterpêncios na produção de NO em macrófagos murino J774 estimulados com LPS. Cada valor é a média 

± D.P.M. de três experimentos independentes. A análise estatística foi realizada usando o teste de comparações múltiplas Tukey – p < 

0,05, quando comparadas com o grupo não tratado. 

Inibição: 96,05±0,8% 

CI50= 5,04±0,12 

Inibição: 99,86±1,1% 

CI50= 4,61±0,08; 
 

Inibição: 75,43±2,8%, 

CI50= 6,49±0,02 

Inibição: 86,31±1,2% 

CI50=3,76±0,35 
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As atividades antiinflamatórias do ácido ursólico, um triterpeno pentacíclico 

natural, tem sido atribuída dentre outros fatores, a sua capacidade de inibir fortemente a 

produção de NO
•
. Da mesma forma em que o ácido ursólico já demonstrou atenuar a 

expressão de óxido nítrico sintase induzida pela via NF-κB em macrófagos murino 

RAW 264.7 (IKEDA et al., 2008). 

No trabalho realizado por SHIH e seus colaboradores (2010) foi demonstrado 

que o extrato de Euphorbia hirta L. e seu componente β-amirina foram capazes de inibir 

a expressão da proteína iNOS pela técnica Wersten blotting, porém não foram capazes 

de inibir a expressão de mRNA iNOS, avaliados pela técnica reação da polimerase em 

cadeia por transcrição reversa (RT-PCR). 

Neste estudo, foi possível verificar que os compostos triterpênicos testados 

inibem a produção de NO, embora não se tenha subsídios suficientes para afirmar pelos 

quais mecanismos atuam. Em particular, foram avaliados a influência dos triterpenos 

αβ-amirona sobre a expressão de mRNA iNOS pela técnica PCR em tempo real. 

Verificou-se que após 24 horas de tratamento com αβ-amirona não foi demonstrado 

diferença na expressão gênica de iNOS. Este estudo continuará pesquisando e avaliando 

a expressão gênica em tempos pré-determinados de 4 e 8 horas de tratamento, visto que 

trabalhos sugerem que a expressão de mRNA ocorre durante as primeiras horas após a 

ativação celular (DEFORGE; REMICK, 1991). 

 

5.3 Efeito dos compostos triterpênicos sobre a produção de citocinas 

  

 As citocinas são proteínas formadas no interior das células e, quando liberadas, 

interagem com receptores celulares (transmembrânicos) produzindo seu efeito 

biológico. Dependendo do local onde agem, podem exercer uma ação autócrina (quando 
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agem na própria célula que a produziu), parácrina (agem em células vizinhas) ou 

endócrina (agem à distância). Cada citocina possui múltiplas ações (efeito pleiotrópico) 

podendo agir em sinergismo ou antagonismo, como ocorre no sinergismo entre TNF-α e 

a interleucina 1 (IL-1), que são as principais citocinas liberadas no processo 

inflamatório (VITALE; RIBEIRO, 2007).  

 O TNF-α pode ser produzido por macrófagos ativados, linfócitos ou monócitos. 

O principal estímulo para a sua produção é a presença de lipopolissacarídeos que 

compõem a membrana das bactérias gram negativas. Após ser produzido e liberado, o 

TNF-α irá ligar-se a receptores específicos denominados de receptores de TNF (TNF-R) 

I e II, para que possa produzir o seu efeito biológico. Os receptores de TNF 

(principalmente o TNF-RII) podem, ainda, desencadear o gatilho para a apoptose. 

Entretanto, o mecanismo que determinará qual efeito será dominante ainda não está 

totalmente esclarecido. Após ligar-se a seus receptores o TNF-α vai estimular a 

transcrição e a produção da enzima IkB quinase, a qual irá produzir o fator nuclear kB 

(NF-kB). O NF-kb, quando ativado, irá agir no núcleo da célula, induzindo a produção 

de diversas proteínas envolvidas nas respostas inflamatória e imunológica responsáveis 

pelas principais ações biológicas do TNF-α. Desta forma, o principal efeito fisiológico 

do TNF-α é promover a resposta imune e a inflamatória por meio do recrutamento de 

neutrófilos e monócitos para o local da infecção, além de ativá-los. O TNF-α, quando 

liberado em baixas concentrações, age nas células endoteliais promovendo 

vasodilatação e estimulando-as a secretarem um grupo de citocinas (denominadas 

quimioquinas) que tem ação quimiotáxica em relação aos leucócitos, promovendo, desta 

forma, um processo inflamatório local que possibilita o combate a quadros infecciosos. 

No hipotálamo ele age como pirógeno endógeno induzindo febre, enquanto que no 
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fígado vai estimular a produção das proteínas da fase aguda do processo inflamatório e 

de fibrinogênio (VITALE; RIBEIRO, 2007). 

 Substâncias com propriedades antiinflamatórias bem conhecidas, tais como 

glicocorticóides ou antiinflamatórios não esteróides (AINEs) exercem, pelo menos uma 

parte dos seus efeitos, pela inibição da atividade de NF-kB. Várias plantas medicinais 

com propriedades antiinflamatórias contêm também compostos estruturalmente 

diversos, que inibem a ativação do NF-kB. Exemplo disso, é o triterpenóide celastrol, 

principal componente isolado de Celastrus orbiculatus, e a pristimerina seu derivado 

análogo, têm sido estudados como inibidores do fator de transcrição NFκ-B, sendo 

demonstrado que celastrol inibe não só a produção de NO
•
 e TNF-α, mas também a 

expressão de iNOS e TNF-α em linhagem de macrófagos RAW 264.7 estimulada com 

LPS (RIOS, 2010). 

 Neste estudo, de acordo com a figura 6, foi verificado que dentre os compostos 

triterpênicos avaliados, apenas os triterpenos α,β-amirina inibiram a produção de TNF-α 

(52,03±2,4%) na concentração de 10 µg/mL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 6: Efeito de compostos triterpênicos sobre produção de TNF-α em macrófagos 

murino J774 estimulados com LPS, foi utilizado indometacina como padrão. Cada 

valor é a média ± D.P.M. de três experimentos independentes. A análise estatística foi 

realizada usando o teste de comparações múltiplas Tukey – p < 0,05, quando 

comparadas com o grupo não tratado. 
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 O resultado do presente estudo corrobora com vários trabalhos que demonstram 

os efeitos inibitórios de α,β-amirina sobre a produção de TNF-α em diferentes modelos 

de inflamação, foi o caso do modelo da pancreatite aguda em ratos (MELO et al., 2010); 

dor neuropática persistente em camundongos (SIMÃO DA SILVA et al., 2011); 

periodontite aguda em ratos (PINTO et al., 2008); inflamação tópica em ratos 

(MEDEIROS et al., 2007). 

 Apesar dos outros compostos triterpênicos não terem a capacidade de intervir 

sobre a produção de TNF-α, foram analisadas os efeitos desses compostos sobre a 

produção de outras citocinas envolvidas no processo inflamatório, como foi o caso da 

IL-6, IL-10 e IFN-γ.  

 A interleucina-6 (IL-6) é produzida no local da inflamação e desempenha um 

papel chave na resposta de fase aguda, sendo responsável pela produção de proteínas de 

fase aguda. As citocinas que são produzidas e que participam durante o processo 

inflamatório, são agentes estimulantes da produção de proteínas de fase aguda, entre 

estas citocinas estão a IL-6, IL-1β, TNF-α, interferon-γ, e possivelmente, IL-8, estes são 

produzidos por uma variedade de tipos de células, mas as fontes mais importantes são 

os macrófagos e monócitos nos locais de inflamação (GABAY, 2006). 

 A IL-6 em combinação com o seu receptor solúvel sIL-6Rα, liga-se a gp130 nas 

membranas de células do estroma, e ativa estas células em mecanismo denominado 

trans-sinalização. Da mesma forma, o complexo IL-6/sIL-6Rα pode ativar células 

endoteliais a segregar IL-8 e proteína quimioatractiva de monócitos (MCP -1), além de 

induzir a expressão de moléculas de adesão. Diante do exposto, a IL-6 tem um papel 

fundamental na transição entre a inflamação aguda e a inflamação crônica alterando a 

natureza da infiltração leucocitária (de neutrófilos  polimorfonucleares para monócitos/ 

macrófagos). Adicionalmente, a IL-6 estimula a produção de IL-1, que é um antagonista 
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do receptor sIL-6Rα, sendo portanto um mediador anti-inflamatório. IL-6 induz não só 

as reações de fase aguda, mas também o desenvolvimento da resposta imunidade celular 

e humoral específica, incluindo a fase final da diferenciação das células B, a secreção de 

imunoglobulina e a ativação das células T. Níveis de IL-6 tem se se mostrado um 

elemento chave na inflamação crônica. A expressão de IL-6 é realçada no local da 

inflamação, e o bloqueia na sinalização de IL-6 tem se mostrado eficaz na prevenção e 

tratamento em modelos de doenças inflamatórias (incluindo a artrite e colite) (GABAY, 

2006). 

 Neste estudo, os compostos triterpênicos foram avaliados quanto sua capacidade 

de inibir a produção de IL-6. Como apresentado na figura 6, todos os compostos 

triterpênicos testados, com exceção da α,β-amirina acetilada foram capazes de inibir a 

produção de IL-6. Verificou-se que α,β-amirina, α,β-amirona, breína/maniladiol e 

indometacina na concentração de 10 µg/mL inibiram a produção de IL-6 em 

67,81±2,8%;  61,43±3,2%; 61,27±5,1%, 64,24±2,8%, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 7: Efeito de compostos triterpênicos sobre produção de IL-6 em macrófagos 

murino J774 estimulados com LPS, foi utilizado indometacina como padrão. Cada 

valor é a média ± D.P.M. de três experimentos independentes. A análise estatística foi 

realizada usando o teste de comparações múltiplas Tukey – p < 0,05, quando 

comparadas com o grupo não tratado. 
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A presença de IL-6 nos tecidos não é uma ocorrência anormal, mas sua produção 

sem controle pode levar a exposições subsequentes a inflamação crônica e há uma forte 

associação com muitos tipos de câncer (HODGE et al, 2005).  

 No trabalho realizado por PATHAK e seus colaboradores (2007) foi 

demosntrado que o triterpeno pentacíclico ácido ursólico inibiu tanto a forma de IL-6 

constitutiva, quanto a forma IL-6 induzida e a ativação de STAT3 numa forma dose 

dependente do tempo em células de mieloma múltiplo. 

  No trabalho realizado por LEE e seus colaboradores (2012) foi demonstrado que 

 sete flavonoides (bakuchiol; bavachinina; neobavaisoflavona; corilifol A; corilina; 

 isobavachalcona; bavachina) isolados de sementes de P. corylifolia foram capazes de 

 inibir IL-6 induzida pela atividade do promotor STAT3 e pela fosforilação de STAT3 

 em células Hep3B.  

Neste estudo, com baseados nos resultados obtidos, os triterpêncios 

pentacíclicos  poderiam ser usado como pistas para o desenho de inibidores de STAT3, 

que também podem ser úteis para o tratamento de doenças inflamatórias. 

A interleucina-10 (IL-10) é produzido por macrófagos ativados e linfócitos T, 

desempenha um papel importante na resposta antiinflamatória, inibindo a produção de 

citocinas induzida por lipopolissacarídeo em macrófagos, incluindo o fator de necrose 

tumoral α, IL-6 e IL-12. Muitas tentativas têm sido feitas para elucidar o mecanismo 

pelo qual IL-10 inibe a produção de citocinas em macrófagos e vários modelos têm sido 

propostos. Estes incluem a inibição do fator nuclear κB (NF-κB); proteínas ativadas por 

mitógenos (MAP), e redução da transcrição e a estabilidade do mRNA de genes de 

citocinas. No entanto, o mecanismo exato pelo qual a IL-10 suprime a atividade de 

macrófagos ainda não está claro (KUWATA et al., 2003). 
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IL-10 também é capaz de inibir citoquinas produzidas por linfócitos em 

particular interferon gama (IFN-γ), produzido por linfócitos T e células natural Killer 

(NK). Como citado anteriormente, IL-10 também é capaz de inibir a produção de IL-12. 

IL-12 medeia a atividade biológica em células T e células NK isoladamente ou em 

sinergia com outros indutores, sendo um estimulador potente na produção de interferon 

gama (IFN-γ). Embora a IL-10 seja capaz de bloquear a produção de IL-12 tanto in vitro 

como in vivo, o mecanismo de inibição do IFN-γ pela IL-10 não pode ser explicada 

baseado apenas na inibição de IL-12 porque a IL-10 pode inibir parcialmente a 

produção de IFN-γ induzido por IL-12, como também a produção de IFN-γ em resposta 

a vários estímulos (D'ANDREA et al., 1993). 

 No presente trabalho verificou-se que os compostos triterpênicos, com exceção 

de breína/maniladiol apresentaram atividade indutora sobre a produção de IL-10, 

conforme mostra a figura 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Efeito de compostos triterpênicos sobre produção de IL-10 em macrófagos 

murino J774 estimulados com LPS, foi utilizado indometacina como padrão. Cada valor 

é a média ± D.P.M. de três experimentos independentes. A análise estatística foi 

realizada usando o teste de comparações múltiplas Tukey – p < 0,05, quando 

comparadas com o grupo não tratado. 
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Neste estudo, foi verificado também a influência dos compostos triterpêncios 

sobre a produção de IFN-γ em macrófagos murinos J774 ativados por LPS. Após 24 

horas de tratamento não foi identificada a presença de IFN-γ nas amostras. A ausência 

de IFN-γ pode ser explicada pela alta produção de IL-10. Como visto, IL-10 pode inibir 

a produção de IFN-γ em resposta a vários estímulos. Da mesma forma, a produção de 

IL-10 pode estar influenciando diretamente sobre a inibição de IL-6. 

Os resultados neste estudo foram parecidos com os resulatdos observados no 

trabalho realizado por SDZISINSKA e seus colaboradores (2003) no qual avaliaram as 

propriedades imunomoduladoras dos triterpenóides betulina e sua forma oxidada ácido 

betulínico como agentes indutores de citocinas examinando sangue total humano 

estimulado por mitógenos (PHA). Foi observado que o triterpenóide betulina induziu a 

produção de TNF-α de uma forma dose-dependente, mas não induziu a produção de IL-

10 e IFN-γ, estes resultados sugerem que a secreção de IFN-γ, IL-10 e TNF- α pode ser 

regulada por diferentes mecanismos ou que vários tipos de leucócitos presentes no 

sangue total diferem na sua sensibilidade à betulina. Ao contrário, o ácido betulínico 

não influenciou a produção de TNF-α, mas inibiu ligeiramente a produção de IFN-γ e 

aumentou a produção de IL-10. 

 

5.4 Efeito de α,β-amirona sobre a expressão de COX-2  

 

 Nos ensaios anteriores observamos que a acetilação de α,β-amirina não 

aumentou seu efeito sobre a inibição de NO
•
 e TNF-α. Apesar dos triterpenos 

breína/maniladiol apresentarem resultados que podem representar uma possível 

atividade antiinflamatória, estes apresentaram atividade citotóxica moderada na 

linhagem de macrófagos murinos J774. Além disso, trata-se de uma mistura que precisa 
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ser isolada para melhor ser caracterizada. Por esses motivos, esse estudo continuou 

avaliando a atividade apenas do triterpeno α,β-amirona sobre a expressão de COX-2, 

pela técnica de Western blooting. Conforme mostra a figura 9, o triterpeno α,β-amirona 

foi capaz de inibir a expressão de COX-2 de forma dose dependente, onde na 

concentração de 10 µg/mL houve inibição quase que total da expressão de COX-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 9: Efeito dos triterpenos αβ-amirona sobre a expressão de COX-2 em 

macrófagos murinos J774 estimulados por LPS. (A) Análise das bandas de werstern 

blotting referente a expressão de proteína COX-2 e β-actina. (B) Densidade relativa da 

proteína COX-2.  
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Com base nas evidências de estudos anteriores no qual mostraram a capacidade 

do triterpeno αβ-amirina em inibir a expressão de COX-2 utilizando diferentes modelos  

de inflamação, como foi o caso da inflamação tópica em ratos (MEDEIROS et al.,2007) 

e no modelo de colite (VITOR et al., 2009), neste trabalho mostramos que α,β-amirona 

também foi capaz de inibir a expressão de COX-2 nas concentrações de 5 e 10 µg/mL 

utilizando o modelo em cultura de células, mas especificamente a linhagem de 

macrófagos murinos J774 estimulados por LPS.  

 As concentrações utilizadas de α,β-amirona neste estudo são bem inferiores se 

comparamos com o trabalho realizado por DUDHGAONKAR e seus colaboradores 

(2009) no qual avaliaram em modelos celulares, linhagem de macrófagos murinos 

RAW 264.7 estimulados por LPS, o extrato triterpênico GLT composto pelos 

triterpenos: ácido ganodérico A, F, H, Mh, S1, ácido ganosporerico e ácido lucidenico 

B, D, D1, E1, L e G extraído de G. lucidum. Esse extrato demonstrou ser capaz de inibir 

a expressão de COX-2 nas concentrações de 30 e 50 µg/mL. 

 Estudos revelam que os mecanismos através dos quais α,β-amirina exerce a sua 

ação antiinflamatória parece estar relacionado com a modulação de citocinas locais e 

redução na expressão de COX-2, possivelmente através da inibição de NF-kB (VITOR 

et al., 2009).  

 Trabalhos mostram os efeitos de triterpenos pentacíclicos na supressão da 

resposta inflamatória em modelos de macrófagos ativados por meio da inibição da via 

NF-κB. Por exemplo, a ginsenoside Rh1, triterpeno isolado de Panax ginseng, inibiu a 

expressão de iNOS, COX-2 e a ativação do NF-kB em células RAW264.7. Extrato de 

Glossogyne tenuifolia, contendo ácido oleanólico, regulada negativamente a expressão 

de iNOS, COX-2, suprimido o libertação de TNF-α e IL-6 e ativação de NF-kB em 

células RAW264.7 após estímulo por LPS. Laxifolone A, triterpeno isolado a partir de 
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Euonymus laxiflorus, suprimiu a expressão de iNOS através da inibição de NF-kB, que 

foi mediada pela inibição de translocação nuclear de p65 em macrófagos estimulados. 

Momordina I, glicosídeo do ácido oleanólico isolados de Ampelopsis radix, 

marcadamente suprimi a atividade de NF-kB e AP-1 em macrófagos ativados. Celastrol, 

isolada a partir de Celastrus orbicutalus inibiu a expressão do mRNA de iNOS e TNF-

α, a produção de NO e de TNF-α em células RAW 264.7 estimulados por LPS 

(DUDHGAONKAR  et al., 2009). 

 De acordo com os resultados pré-liminares mostrados na figura 10, o triterpeno 

α,β-amirona foi capaz de inibir a produção de NO, IL-6 e expressão de COX-2, pode-se 

sugerir que o mecanismo pelo qual α,β-amirona exerce sua atividade antiinflamatória, 

seja o mesmo mecanismo pelo qual a αβ-amirina atua, ou seja, por inibição do fator de 

transcrição NF-kappa beta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

macrófago ativado 

Figura 10: Esquema representando os efeitos de αβ-amirona sobre macrófagos murino 

J774 estimulados por LPS. Observou-se redução na produção de NO; IL-6 e inibição 

da expressão de COX-2. 
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3.2 Efeito do triterpeno α,β-amirona no edema de pata induzido por carragenina 

 

 O modelo de edema de pata induzido por carragenina é um teste adequado  e 

amplamente utilizado para a avaliação da atividade antiinflamatória de diferentes 

compostos (AMDEKAR et al., 2012). 

 A carragenina é um agente flogístico que causa uma reação antiinflamatória 

reproduzível e facilmente mensuravél, fatos que tem contribuído para mante-la como 

principal ferramenta farmacológica para experimentos que envolvem a análise do 

processos inflamatórios (LAZZARINI, 2003). 

 O edema induzido por carragenina é um modelo bifásico com vários mediadores 

atuando em sequência para produzir a resposta inflamatória. Na fase inicial (0-1h) é 

caracterizada pela liberação de histamina, serotonina e bradicinina. A fase tardia (depois 

de 1 h), é sustentada principalmente por uma infiltração de células polimorfonucleares 

no local da inflamação, que induz a secreção de vários mediadores pró-inflamatórios 

tais como óxido nítrico, prostaglandinas e citocinas como o fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) e interleucina-1β (IL-1 β) (AMDEKAR et al., 2012). 

 Neste estudo, foi avaliada a atividade antiinflamatória do triterpeno α,β-amirona 

no modelo edema de pata induzido por carragenina utilizando as concentrações de 10 e 

5 mg/Kg. Observou-se um efeito rápido de inibição da inflamação na primeira hora 

(63,6±1,1%; 45,4±1,6%, respectivamente) se comparadas com as medidas de inibição 

da inflamação na terceira hora (27,7±0,4%; 0,5±1,3%). Conforme mostra a figura 10, 

houve uma diminuição do efeito à medida que passa o tempo, o que indica que a α,β-

amirona pode produzir um efeito rápido e instantâneo, podendo ser utilizada para o 

tratamento de inflamação aguda.  
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 Os resultados obtidos neste estudo são compatíveis com o trabalho realizado 

por SALAMA E AVENDAÑO (2005) no qual avaliaram a δ-amirona utilizando as 

concentrações de 30, 60 e 100 mg/Kg. O triterpeno α,β-amirona mostrou a mesma 

atividade nas concentrações de 10 e 5 mg/Kg exercendo atividade diferente da 

indometacina, já que α,β-amirona mostrou um efeito máximo na primeira hora após a 

administração da carragenina com um decréscimo em relação ao tempo, enquanto que a 

indometacina em doses de 10 mg/Kg mostrou uma atividade maior na terceira hora de 

indução da inflamação, tempo em que a carragenina começa a mostrar seu maior efeito 

inflamatório, diminuindo na quinta hora, o que indica um efeito mais rápido de α,β-

Figura 11: Efeito do tratamento com o triterpeno α,β-amirona nas doses de 5 e 10 mg/kg 

sobre o edema de pata induzido por carragenina até 5 horas. Cada barra equivale à média 

± D.P.M da diferença entre pata esquerda e direita de 5 animais. As diferenças estatísticas 

foram determinadas pelo ANOVA complementadas com o teste de Dunnett, sendo que as 

diferenças significantes indicam por p < 0,05 quando comparadas com o grupo não 

tratado. 
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amirona, devido talvez uma maior e mais rápida absorção do organismo, sendo isto uma 

consequência das características apolares típicas de compostos com natureza química 

triterpênica. 

 Neste trabalho foi possível verificar que os compostos triterpênicos α,β-amirina, 

α,β-amirina-acetilada, α,β-amirona e breína/maniladiol são capazes de induzir uma 

resposta imune. Em especial, o triterpeno α,β-amirona não apresentou potencial 

citotóxico sobre a linhagem de macrófagos murino J774 e exerce atividade 

imunomoduladora em baixas concentrações, caracterizada por efeitos inibitórios sobre a 

produção de mediadores pró-inflamatórios como NO
•
, IL-6, expressão de COX-2, 

indução da produção da citocina anti-inflamatória IL-10 e reduziu o edema de pata 

induzido por carragenina em ratos nas primeiras 2 horas. De acordo com a literatura, 

poucos são os estudos que relatam a atividade antiinflamatória do triterpeno α,β-

amirona. Este estudo pode fornecer uma base para investigações futuras sobre o papel 

terapêutico da α,β-amirona no tratamento da inflamação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



59 
 

 6. Conclusões 

 
 

Os compostos triterpênicos isolados de óleo resina de Protium paniculatum não 

apresentaram redução significativa na viabilidade de macrófagos murinos da linhagem 

J774 após 24 horas de tratamento, com exceção do triterpeno breína/maniladiol que 

apresentou potencial citotóxico moderado. 

Os triterpenos α,β-amirina, α,β-amirina-acetilada, α,β-amirona e breína/ 

maniladiol são capazes de induzir uma resposta imune. Embora apenas o triterpeno α,β-

amirina tenha sido capaz de inibir a produção de TNF-α, todos os outros compostos 

triterpênicos apresentaram efeitos inibitórios sobre a produção de mediadores pró-

inflamatórios como NO
•
, IL-6, IFN-γ e induziram a produção da citocina anti-

inflamatória IL-10 em macrófagos murinos da linhagem J774 estimulados por LPS. 

 O triterpeno α,β-amirona foi capaz de inibir a expressão de COX-2 de forma 

dose dependente. Da mesma forma, reduziu o edema de pata induzido por carragenina 

em ratos.  

 Este estudo trouxe informações sobre os efeitos antiinflamatórios dos triterpenos 

isolados de óleo resina de Protium paniculatum, em especial o triterpeno α,β-amirona 

que por induzir uma resposta imunomoduladora pode representar um futuro protótipo 

para o tratamento da inflamação. 
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