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CAPÍTULO I - REVISÃO DA LITERATURA  
 
 
1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1 Plantas medicinais 

 Planta medicinal é toda planta, que administrada ao homem por qualquer 

via ou forma, exerce alguma ação terapêutica (LOPES, 2005). A utilização de 

plantas medicinais pela população, para o tratamento de várias doenças, tem 

sido uma prática comum há milhares de anos (DUTRA et al., 2016). Foi pela 

observação e da experimentação pelos povos primitivos que as propriedades 

terapêuticas de determinadas plantas foram sendo descobertas e propagadas 

de geração em geração, fazendo assim parte da cultura popular (DOS REIS 

TUROLLA; DE SOUZA NASCIMENTO, 2006). 

 O tratamento de diversas patologias pela da utilização de medicamentos 

cujos princípios ativos são exclusivamente de origem vegetal é denominado 

fitoterapia (ANVISA, 2010). As drogas derivadas de produtos naturais fizeram e 

podem continuar fazendo grandes contribuições para a saúde humana 

(KINGSTON, 2011). O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas é amplo 

(DOS SANTOS; DE LIMA; FERREIRA, 2008), simbolizando muitas vezes o 

único recurso terapêutico de muitas comunidades (MACIEL et al., 2002).  

 As plantas com potencial medicinal têm sido historicamente uma fonte rica 

para medicamentos de sucesso, levando ao um interesse científico para a 

descoberta de novos medicamentos a base de produtos naturais (ATANASOV 

et al., 2015). A conexão entre plantas e saúde é responsável pelo começo de 

uma nova geração de terapia, que integra fármacos derivados de plantas, o uso 

da própria planta ou de suas partes (CORRÊA; MELO; COSTA, 2008). 

Atualmente, a utilização dessas plantas está presente no combate a distúrbios, 

principalmente de caráter inflamatório (PIMENTA, 2012). 

 A presença de metabólitos secundários como polifenóis, flavonoides, 

terpenoides, alcaloides, antraquinonas, ligninas, polissacarídeos, saponinas e 

peptídeos estão relacionados à atividade anti-inflamatória de plantas medicinais 

(SPARG, LIGHT e VAN STADEN, 2004; WAN et al., 2004). Estudos indicam que 
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os flavonoides são os principais agentes anti-inflamatórios, podendo atuar no 

bloqueio da cascata do ácido araquidônico com inibição das vias de COX e de 

lipoxigenase (CHI et al., 2001; JANG et al., 2002). Plantas com potencial anti-

inflamatório têm sido disponibilizadas pelo Sistema Único de Saúde (SUS), entre 

essas Aloe vera, Schinus terebenthifolius e Uncaria tomentosa (MARMITT et al., 

2015). 

 O Brasil possui uma grande biodiversidade, incluindo plantas com grande 

interesse farmacológico (BREITBACH et al., 2013). Por isso, a Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA), o principal órgão responsável pela 

regulamentação de plantas medicinais e seus derivados no Brasil, realiza ações 

para garantir o registro de medicamentos, onde esses são avaliados quanto a 

sua segurança, eficácia e qualidade antes de serem expostos a venda para 

utilização pela população (CARVALHO et al., 2008). O sistema público de saúde 

do Brasil oferece fitoterápicos derivados de plantas, doze desses medicamentos 

são disponibilizados na rede pública de saúde (BRASIL, 2013). 

1.2 A importância dos produtos naturais encontrados na região Amazônica 

  A utilização de plantas como medicamento se perpetua em muitas 

sociedades tradicionais (LOPES; PANTOJA, 2013), favorecendo a pesquisa e o 

desenvolvimento de fitoterápicos no país (SILVA et al., 2013). Nas florestas 

tropicais encontram-se um vasto reservatório de espécies que podem ser usadas 

como medicamentos, fornecendo compostos químicos de produtos naturais de 

valor inestimável para o desenvolvimento de novas drogas (GURIB-FAKIM, 

2006). Por isso a importância de estimular a realização de estudos científicos, 

que comprovem o conhecimento popular existente sobre as plantas e a sua 

eficácia no tratamento das doenças (FEIJÓ et al., 2012). 

 A Amazônia, a maior floresta tropical do mundo, ocupa quase metade do 

continente sul-americano, e tem um grande potencial como fonte de novos 

produtos naturais (DE VARGAS et al., 2016) e de biomoléculas (REIS et al., 

2004). Grande parte da população do Amazonas, que vive na região, encontra 

na floresta as fórmulas para a cura dos seus males, onde as receitas à base de 

plantas medicinais (muitas aprendidas com os indígenas) são passadas de pais 

para filhos há gerações (PIMENTA, 2012). Muitas pesquisas estão sendo 
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desenvolvidas com o objetivo de obter mais conhecimentos do uso de plantas 

tradicionais da Amazônia (DE VARGAS et al., 2016). 

 Atualmente, observa-se na sociedade um renovado interesse pela 

química verde e uma utilização sustentável de produtos naturais (BOHLIN et al., 

2010). Nesse contexto, a Bacia Amazônica destaca-se como a região com maior 

potencial para aproveitamento econômico e sustentável dos produtos naturais 

voltados à produção de fitomedicamentos (PIMENTA, 2012). De acordo com 

estudos realizados por NEWMAN e CRAGG , entre os anos 1981 e 2011, grande 

número de moléculas que apresentaram potencial terapêutico era, direta ou 

indiretamente, de origem natural. 

 Várias espécies que ainda são essencialmente desconhecidas para a 

ciência têm sido utilizadas durante séculos pelas populações locais para tratar 

diversas doenças (DE VARGAS et al., 2016). Segundo BREITBACH et al., 2013, 

as utilizações tradicionais das plantas medicinais foram observadas em 

diferentes partes da Amazônia, principalmente em aldeias localizadas perto das 

margens dos rios Negro, Solimões, Japurá, Uaupés, Tocantins e Amazonas, 

bem como perto de cidades maiores, como Manaus, Belém e Santarém. 

Contudo, existe uma falta de investigação científica que pode contribuir para o 

conhecimento do potencial farmacológico da flora Amazônica (CARNEIRO et al., 

2008). 

 A existência de produtos farmacêuticos desconhecidos para a medicina 

moderna é uma das razões mais importantes para a proteção das florestas 

tropicais, assim que a alta taxa de extinção anual é alarmante (GURIB-FAKIM, 

2006). Na sua complexidade, ainda é mantido, uma razoável diversidade após 

cinco séculos de devastação, isso é observado na utilização de princípios 

bioativos das plantas medicinais existente na Amazônia (EVANGELISTA et al., 

2013). Dessa maneira, existe uma grande necessidade de buscar medidas 

alternativas para o desenvolvimento de medicamentos para o combate de 

doenças (SILVA et al., 2013). 

  Dentre as espécies vegetais usadas na medicina popular encontra-se a 

Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) B. Verlot, pertencente à família Bignoniaceae 

e popularmente conhecida no Amazonas como crajiru (COSTA et al., 2010). No 

Brasil, plantas dessa família podem ser encontradas desde a Região Amazônica 
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até o Rio Grande do Sul (LORENZI; MATOS, 2002). As folhas do crajiru são 

tradicionalmente utilizadas na medicina popular para a cicatrização de feridas, 

tratamento de inflamação, cólicas intestinais, anemias, entre outras 

enfermidades (JORGE et al., 2008; ZORN et al., 2001). 

1.3 Arrabidaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot 

 A espécie Arrabidaea chica pertence à família Bignoniaceae, a qual 

encerra 120 gêneros e 800 espécies (TAKEMURA et al., 1995). A classificação 

taxonômica da espécie foi realizada por CRONQUIST (1981) como pertencente 

à divisão Magnoliophyta, classe Magnoliopsida, subclasse Asteridae, ordem 

Scrophulariales, família Bignoniaceae, gênero Arrabidaea e espécie Arrabidaea 

chica. Os centros de distribuição geográfica da espécie Arrabidaea chica  são as 

Américas Central e do Sul, onde provavelmente o Brasil é a região onde a família 

apresenta-se com o maior número de espécies, principalmente na região 

Amazônica (Figura 1) (LORENZI; MATOS, 2002; PAULETTI; BOLZANI; 

YOUNG, 2003; CHAPMAN, et al 1927). 

 

 

 
FIGURA 1: Distribuição geográfica da espécie Arrabidaea chica. Fonte: Smithsonian Tropical 
Research Institute: 
http://biogeodb.stri.si.edu/herbarium/species/15406/?search_key=Arrabidaea+chica 

 

A espécie Arrabidaea chica  pode ter diversas denominações em várias 

regiões brasileiras, entre elas crajiru (Amazonas), carajiru, carajuru, capiranga, 

cajuru, crejeru, carajunu, chica, cipó-pau, cipó-cruz, pariri (Pará), paripari, crejer, 
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entre outras (CORRÊA, 1984; PAULETTI; BOLZANI; YOUNG, 2003). São 

descritas botanicamente como plantas lenhosas, arbustivas ou arbóreas e 

também trepadeiras.  Possuem folhas compostas bi ou trifoliadas, folíolos 

oblongo-lanceolados, cartáceos, medindo entre 8-13 cm de comprimento (JOLY, 

1993; LORENZI; MATOS, 2002).  

 

 

 
FIGURA 2: Foto das folhas de Arrabidaea chica Verlot. 

 

Na medicina popular as folhas de crajiru (Figura 2) são utilizadas como 

decocto na forma de chá com função adstringente, contra diarreias, anemia, 

leucemia, icterícia, albuminúria, para lavagens vaginais através de “banho de 

assento” ou na forma de tintura para uso tópico diretamente sobre lesões de pele 

ou ainda pomadas, cremes (BORRÁS, 2003) e na forma de sabonete tendo um 

efeito antiacne (TAKEMURA, 1995). Também é utilizada como anti-inflamatório, 

antioxidante, antidiabética e desinfetante (CORRÊA, 1984; LORENZI; MATOS, 

2002; JORGE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009a). Os indígenas da região 

Amazônica utilizam o corante preparado a partir das folhas de Arrabidaea chica,  

na pintura corporal, para tingir enfeites, utensílios e vestuários, e até como 

método profilático contra picada de mosquito (BARBOSA et al., 2008). 

 A espécie Arrabidaea chica  era comercializada, no início do século XX, 

pelo seu corante vermelho-escuro ou vermelho-tijolo (CHAPMAN et al., 1927) 

produzidos à partir da fermentação e manipulação  de suas folhas como anileiras 

(Indigofera spp.) (TAKEMURA, 1995). De acordo com ZORN et al., (2001) as 
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folhas de Arrabidaea chica  foram estudadas pela primeira vez por CHAPMAN e 

cols. (1927), onde isolaram dois pigmentos nomeados carajurina (pigmento 

principal) e carajurona como sendo os  principais responsáveis por proporcionar 

coloração avermelhada como característica dos extratos desse vegetal. Mais 

tarde, SCOGIN (1980) e HARBORNE & WILLIANS (2001) propuseram que a 

coloração vermelha adquirida pelas folhas após a coleta, se deve a formação de 

3-desoxiantocianidinas, e que ocorrência destes pigmentos na família 

Bignoniaceae poderia ser provavelmente restrita a Arrabidaea chica . 

 A estrutura dos pigmentos presentes em Arrabidaea chica  foi elucidada 

por ZORN et al., (2001) e Devia et al., (2002) a partir de suas folhas, onde foi 

feito o isolamento e caracterização espectrometricamente das 3-

desoxiantocianidinas (Figura 3). As antocianinas possuem suas estruturas 

básicas formadas por agliconas que são antociadininas. As antocianidinas são 

instáveis conforme o pH, solventes, temperatura, luminosidade e outros fatores, 

no entanto, 3-desoxiantocianidinas, devido a sua estrutura química, apresentam 

maior estabilidade (WILLIAMS e GRAYER, 2004). 

 

      

FIGURA 3. Estrutura química das 3-desoxiantocianinas isoladas de Arrabidaea chica  

Verlot. a) 6,7,3 ', 4'-tetra-hidroxi-5-metoxi-flavílio; b) 6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-flavílio 

(carajurona); c) 6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavílio (carajurina). (ZORN et al., 2001; 

PAULA et al., 2013).  

  
 As antocianinas são flavonóides e estão distribuídos na natureza, 

pertencem ao grupo dos compostos fenólicos e são responsáveis pela coloração 

vermelho-escuro das folhas de A.chica (WANG; STONER, 2008). A partir de uma 

abordagem fitoquímica sobre Arrabidaea chica , foi possível detectar diversas 

classes metabólicas no extrato etanólico, tais como antocianidinas, antocianinas, 
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antraquinona, catequinas, ácidos orgânicos, açúcares redutores, esteróides, 

xantonas e taninos, flavanonóis e flavanona (BARBOSA et al., 2008). Já no 

extrato metanólico das folhas foi também identificado a luteolina, um corante 

vegetal amarelo, derivado dos flavonoides (TAKEMURA et al., 1995). 

1.4 Atividades biológicas da Arrabidaea chica  

 Pesquisas realizadas in vitro e in vivo demonstraram uma forte atividade 

anti-inflamatória do extrato de Arrabidaea chica e de seus constituintes 

(TAKEMURA et al.,1995; ZORN et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2009b). A atividade 

anti-inflamatória da carajuflavona e da luteolina isoladas do extrato da A.chica 

foi utilizada para testes in vitro em neutrófilo de coelho, onde observou-se que a 

luteolina mostrou uma alta capacidade de inibir a liberação de enzimas e 

produção de superóxido por neutrófilos estimulados por peptídeo FMLP 

(formylmethionil-leucyl-phenylalanine) (TAKEMURA et al., 1995). Esse peptídeo 

ativa a NADP oxidase que está localizada na membrana plasmática e leva a 

produção de ânion superóxido que é fonte de todas as outras espécies reativas 

de oxigênio geradas na explosão respiratória do neutrófilo (FILHO, 2006). 

 O experimento desenvolvido por ZORN et al., 2001 utilizando o extrato 

lipofílico (200 µg/mL) das folhas de Arrabidaea chica  mostrou ação anti-

inflamatória in vitro pela inibição do Fator de Transcrição  Nuclear kappa B (NF-

κB, do inglês, nuclear fator-kB). O NF-κB regula a transcrição de genes que 

codificam diversas citocinas pró-inflamatórias, enzimas inflamatórias, entre 

essas iNOS, COX-2 e 5-LOX, além de ser considerado um mediador central da 

resposta imune em seres humanos, portanto, sua inibição pode modular o 

processo inflamatório. Observou-se que tanto a carajurina isolada (500 µM) 

quanto o extrato lipofílico inibiram completamente o NF-κB, o que indica que 

além das 3-desoxiantocianidinas, outras substâncias presentes no extrato que 

ainda não foram identificadas são responsáveis pela atividade anti-inflamatória 

(ZORN et al., 2001). 

Foram realizados estudos para avaliar o efeito do extrato aquoso de 

Arrabidaea chica  sobre o edema induzido por serpentes Bothrops atrox e 

Crotalus durissus ruruima em camundongos albinos por três vias diferentes: oral, 

intraperitoneal e subcutânea. Os resultados mostraram que o extrato possui 



22 

 

substâncias com ação anti-inflamatória ao serem administrados pelas vias 

subcutânea (10,6g/kg peso) e intraperitoneal (2,5g/kg peso), não tendo efeito por 

via oral. Pela análise histopatológica foi demonstrado que houve a inibição do 

infiltrado de granulócitos e da miocitólise induzidos pelas toxinas das serpentes 

(OLIVEIRA et al., 2009b). 

A avaliação das propriedades de cicatrização do extrato metanólico das 

folhas de Arrabidaea chica  foram realizados in vitro e in vivo por JORGE e cols. 

(2008), onde os experimentos in vitro demonstraram que Arrabidaea chica  

estimulou o crescimento de fibroblastos de uma forma dependente da 

concentração (EC50 = 30 µg/mL), além do aumento da produção de colágeno 

que indicaram a capacidade antioxidante moderada do extrato. Os resultados 

dos experimentos in vivo, indicaram que o extrato metanólico administrados por 

via oral é capaz de reduzir em 96% o efeito ulcerativo do etanol em modelo 

murínico (JORGE et al., 2008). A ação antioxidante do extrato corrobora o uso 

popular do crajiru, podendo está possivelmente relacionada à presença de 

antocianidinas (JORGE et al., 2008) e à presença de luteolina (AMARAL et al., 

2002). 

O desenvolvimento de testes in vitro com o extrato etanólico 70% (v/v) das 

folhas de Arrabidaea chica  (10-500 µg/mL) demonstraram o efeito anti-

hipertensivo e vaso-relaxante em modelos de artérias mesentéricas de ratos 

Wistar (CATARGENES, 2009). A partir dos resultados pode ser sugerido que 

esse efeito venha ser mediado por uma via independente de endotélio que 

parece envolver o bloqueio de influxo de cálcio (Ca+2) com ação sobre os 

receptores de rianodina na membrana citoplasmática. Foram realizados também 

testes in vivo em ratos Wistar espontaneamente hipertensos, comprovando 

assim sua atividade anti-hipertensiva, onde observou-se que houve a diminuição 

da resistência vascular periférica com possível envolvimento do influxo de Ca+2 

através dos canais tipo L operadores por voltagem (CATARGENES, 2009). 

 Pesquisas realizadas por BARBOSA e colaboradores (2008) utilizando o 

extrato etanólico das folhas de Arrabidaea chica  demonstraram seu potencial na 

inibição total de crescimento do fungo Trichophyton mentagrophytes, em uma 

concentração de 3,1 mg/ml. O efeito visto foi associado a presença de quinonas 

e flavonoides no extrato da planta. O extrato etanólico não apresentou toxicidade 
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relevante aguda, mesmo quando avaliado a uma dose de 1000 mg/kg. Outra 

pesquisa in vitro realizada por MEDEREIROS e cols. (2011) avaliando a 

atividade anti-hepatotóxica do extrato etanólico a 70%(v/v) das folhas de crajiru 

em ratos Wistar, mostraram que a administração oral do extrato (doses de 300, 

500 ou 600 mg/kg) por 7 dias foi capaz de inibir os danos no fígado causados 

por tetracloreto de carbono.  

 Foram realizados trabalhos demonstrando a utilização das folhas frescas 

de crajiru como corante natural, obtido pela fervura e fermentação. O resultado 

indicou, que o corante de crajiru devido a sua natureza ácida (técnica de fervura: 

pH 5,5; método por fermentação: pH 6,4) apresentou maior afinidade por 

componentes acidofilos dos tecidos, corando em rosa o citoplasma das células  

e fibras colágenas. Portanto, o crajiru pode ser utilizado como corante ácido em 

técnicas de coloração em histologia (SOUZA; FREITAS HIDALGO; CHAVES, 

[s.d.]). 
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RESUMO 

 
A espécie amazônica Arrabidaea chica Verlot (Bignoniaceae), conhecida como 

crajiru, é muito utilizada na medicina tradicional, devido ao seu potencial 

antioxidante e anti-inflamatório. O objetivo deste estudo foi investigar o potencial 

antienvelhecimento e anti-inflamatório de cinco extratos da espécie Arrabidaea 

chica: extratos aquosos brutos por infusão e decocção, acetato de etila, hexânico 

e etanólico. Foi realizada a quantificação de citocinas para avaliar o efeito na 

inflamação, e foi avaliada a ação contra o envelhecimento por meio da produção 

de espécies reativas de oxigênio intracelular (iROS), potencial de membrana 

mitocondrial, teste do cometa e citometria. Os extratos aquosos reduziram o 

TNF-α (IC 50% = 35 μg / mL) e aumentaram a IL-10 (EC 50% = 31 μg / mL) com 

Zymosan dose-dependente em macrófagos J774, demonstrando a atividade 

anti-inflamatória. A capacidade antienvelhecimento foi demonstrada em todos os 

extratos pela redução da produção de iROS (p<0.0001) e aumento do potencial 

de membrana mitocondrial (p<0.0001) quando comparado com o controle de 

estaurosporina em macrófagos THP-1. Além disso, os extratos de Arrabidaea 

chica protegeram a fita dupla de DNA contra a ação da doxorrubicina (p <0,0001) 

em células THP-1 e protegeram as células da apoptose (p <0,0001), destacando 

o efeito principal promovido pelo acetato de etila (95% CI 83,60 – 123,1; 

p<0.0001)  e extratos aquosos (95% CI 6,278 – 7,655; p<0.0001), 

respectivamente. A espécie Arrabidaea chica (crajiru) é de fácil acesso e sugere-

se que seja explorada como agente terapêutico contra o envelhecimento celular 

e processos inflamatórios. Este trabalho foi apoiado pela Fundação de Amparo 

a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM). 

 

 

 

Palavras-chave: Arrabidaea chica, medicina tradicional, anti-inflamatório, 

antienvelhecimento, macrófago. 
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ABSTRACT 

 

The amazonian species Arrabidaea chica Verlot (Bignoniaceae), known as 

crajiru, are useful in traditional medicine, because of antioxidant and anti-

inflammatory potential. The aim of this study was to investigate the anti-aging and 

anti-inflammatory potential of five extracts from Arrabidaea chica species: crude 

aqueous extracts by infusion and decoction, ethylic acetate, hexanic and 

ethanolic. It was performed the cytokines quantification to evaluate the effect on 

inflammation, and was assessed the action against aging by intracellular reactive 

oxygen species (iROS) production, mitochondrial membrane potential, comet test 

and cytometry. The aqueous extracts reduced TNF-α (IC 50% = 35 μg/mL) and 

increased IL-10 (EC 50% = 31 μg/mL) with dose-dependent Zymosan in J774 

macrophages, demonstrating the anti-inflammatory activity. The anti-aging ability 

was demonstrated in all the extracts by reduction of iROS production (p<0.0001) 

and enhancement of the mitochondrial membrane potential (p<0.0001) when 

compared to the staurosporine control in THP-1 macrophages. Furthermore, the 

extracts from Arrabidaea chica protected the double-stranded of DNA against 

doxorubicin action (p<0.0001) in THP-1 cells and protected the cells from 

apoptosis (p<0.0001), highlighting the major effect promoted by ethylic acetate 

extract (95% CI 83,60 – 123,1; p<0.0001) and aqueous extracts (95% CI 6,278 – 

7,655; p<0.0001), respectively. The species Arrabidaea chica (crajiru) is easily 

accessible and we suggest that it should be explored  as a therapeutic agent 

against cellular aging and inflammatory processes. This work was supported by 

Fundação de Amparo a Pesquisa do Estado do amazonas (FAPEAM). 
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1 INTRODUÇÃO 

 A população idosa mundial continua crescendo em um ritmo acelerado (HE; 

GOODKIND; KOWAL, 2016) e segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), 

atualmente 841 milhões de pessoas em todo o mundo tem mais de 65 anos e esses 

números deverão aumentar para dois bilhões até 2050.  A disfunção mitocondrial 

está relacionada à morte celular e ao surgimento de várias doenças, entre elas, 

distúrbios relacionados à idade, diabetes e neurodegeneração (VAFAI; 

MOOTHA, 2012). Inúmeros trabalhos evidenciam que o envelhecimento celular 

está relacionado à diminuição do metabolismo mitocondrial (SILVA; FERRARI, 

2011), resultante da produção excessiva de espécies reativas de oxigênio, do 

acúmulo de mutações no DNA mitocondrial, da fosforilação oxidativa, assim 

como da desigualdade de expressão de enzimas antioxidantes (WANG et al., 

2013). Estão sendo desenvolvidas alternativas que possam proteger as células 

do envelhecimento, por exemplo, os antioxidantes naturais encontrados em 

plantas da região Amazônica (ZONG et al., 2015).  

A sabedoria popular, muitas vezes, é a fonte em que a ciência vai buscar 

inspiração para algumas de suas maiores descobertas (COSTA; NUNES; 

PERES, 2010). O uso de plantas medicinais no tratamento de diversas doenças 

ocorre a milhares de anos, onde as antigas civilizações já conheciam o poder 

medicinal de algumas plantas e as cultivavam, repassando os saberes a cada 

geração (FEIJÓ et al., 2012). Na fitoterapia, que é a área do conhecimento que 

busca a cura das doenças pelas plantas medicinais (DANTAS; GUIMARÃES, 

2007), destaca-se a importância do conhecimento popular e a necessidade de 

um envolvimento científico para melhor aplicabilidade e uso dessas espécies 

vegetais (MEDICINALES, 2011). 

O avanço da medicina convencional não inibiu o progresso das práticas 

curativas populares, que utilizam as plantas produzidas localmente para tratar 

suas enfermidades (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005; LOPES; PANTOJA, 

2013). A Amazônia é a maior floresta tropical do mundo e ocupa quase metade 

do continente sul-americano, sendo considerada uma fonte rica de biomoléculas 

com aplicações medicinais (CARNEIRO et al., 2008; REIS et al., 2004). Por essa 

razão, é fundamental realizar estudos científicos que comprovem o 

conhecimento popular existente sobre as plantas e a eficácia no tratamento das 

http://www.who.int/en/
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doenças, proporcionando aumento dos benefícios na utilização das plantas 

medicinais (FEIJÓ et al., 2012). 

Dentre as espécies de plantas medicinais utilizadas na Amazônia por 

apresentar atividade anti-inflamatória, encontra-se a Arrabidaea chica, 

pertencente à família Bignoniaceae (PAULETTI; BOLZANI; YOUNG, 2003b), 

sendo popularmente conhecida no Amazonas como crajiru. No Amazonas as 

folhas dessa planta são tradicionalmente utilizadas na medicina popular para a 

cicatrização de feridas, tratamento de inflamação, cicatrização, cólicas 

intestinais, hemorragia, leucorreia e anemia (JORGE et al., 2008; ZORN et al., 

2001). Os indígenas da região Amazônica além de utilizarem o corante 

preparado a partir das folhas de A. chica na pintura corporal, para tingir enfeites, 

utensílios e vestuários, também usam como método profilático contra picada de 

mosquito (BARBOSA et al., 2008). 

Uma melhor investigação científica pode proporcionar um conhecimento 

mais realista do potencial das espécies que fazem parte da biodiversidade 

Amazônica (CARNEIRO et al., 2008). Dentro do contexto exposto, o objetivo 

principal do nosso trabalho foi avaliar a atividade antienvelhecimento dos 

diferentes extratos obtidos a partir da espécie Amazônica Arrabidaea chica 

Verlot (Bignoniaceae), popularmente conhecida como crajiru (AM), sendo 

amplamente utilizada na medicina tradicional, por seu potencial antioxidante, 

anti-inflamatório, antimicrobiano, além da sua atividade eficaz como agentes 

anticancerígenos (JORGE et al., 2008; ZORN et al., 2001; MICHEL et al., 2015;  

TAFFARELLO et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 

 

2 METODOLOGIA 

2. 1 Avaliação Preliminar das Variedades Botânicas de Arrabidaea chica 

2.1.1 Origem do Material Vegetal para Avaliação Preliminar 

 Com o objetivo de verificar a variedade de Arrabidaea chica com melhor 

resultado para os experimentos, foram coletadas amostras de três tipos da 

espécie. As coletas das folhas de Arrabidaea chica Verlot tipos I, II e III, foram 

realizadas no mês de agosto/2015, no setor de plantas medicinais e hortaliças 

da Embrapa Amazônia Ocidental, na Rodovia AM 010, Km 29, com o auxílio do 

Prof. Dr. Francisco Célio M. Chaves. As mostras botânicas de crajiru (Arrabidaea 

chica) tipo I, foram depositadas em forma de exsicatas no Herbário EAFM do 

Instituto Federal do Amazonas – Zona Leste, com numeração de acesso de 

acesso EAFM 6791 (morfotipo I), EAFM 6792 (morfotipo II) e  EAFM  6793 

(morfotipo III). 

2.1.2 Obtenção dos Extratos Aquosos de Arrabidaea chica Verlot  

  O preparo dos extratos a partir das folhas de Arrabidaea chica tipos I, II e 

III foi baseado no preparo do uso popular. As folhas foram coletadas e secas a 

temperatura ambiente, na sombra, diminuídas por moinho de facas, resultando 

em 300g do pó das folhas de cada um dos tipos de crajiru. Adicionaram-se 3L 

de água a 100°C em 300g do pó das folhas dos respectivos tipos de crajiru, 

seguidamente as mesmas foram deixadas por infusão durante 15 minutos. Logo 

após a infusão, os líquidos foram filtrados e secos por nebulização em um 

equipamento de mini spray drier, sem qualquer uso de adjuvante de secagem. 

O rendimento final obtido dos extratos de Arrabidaea chica tipo I, II e III foi 0,3%.  

2.1.3 Preparo dos Extratos Vegetais Para Adição em Cultura Celular 

 Foram pesados 10mg dos extratos aquosos de Arrabidaea chica tipos I, II 

e III, incorporados em 1mL do meio de cultura RPMI 1640, suplementado com 

10% SFB e 0,01% de Dimetilsulfóxido (DMSO).  Em seguida, os extratos foram 

homogeneizados e devidamente identificados.  

2.1.4 Quantificação de Óxido Nítrico (NO) 
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Para testar a atividade antioxidante dos extratos aquosos de Arrabidaea 

chica tipos I, II e III, avaliou-se a produção de óxido nítrico (NO) pela dosagem 

de nitrito (NO2
-) pelo método colorimétrico de Griess. Os extratos de Arrabidaea 

chica foram utilizados na concentração de 20µg/mL em experimentos com 

macrófagos de camundongos da linhagem J774A.1 sobre a produção de NO. O 

plaqueamento da linhagem J774A.1 foi realizada em placas de 96 poços a uma 

densidade de 0,55 x 106 células/poço, cultivada em atmosfera úmida, a 37ºC, 

contendo 5% de CO2, durante 24h. Posteriormente realizou-se a troca do meio 

dos poços, adicionando-se 100µL de meio RPMI, suplementado com 1% de Soro 

Fetal Bovino. Logo após, foram adicionados 1μg/mL de lipopolissacarídeo (LPS) 

(Sigma-Aldrich, Alemanhã), os extratos aquosos de crajiru tipos I, II e III na 

concentração de 20µg/mL, meio RPMI 1640 com LPS (controle positivo) e meio 

RPMI 1640 sem LPS (controle negativo). Após 24h de incubação em atmosfera 

úmida, a 37ºC, contendo 5% de CO2 o sobrenadante foi recolhido para a análise 

de NO. Para a dosagem de nitrito (NO2
-) transferiu-se 50μL dos sobrenadantes 

para uma nova placa e adicionou-se 50μL de Sulfanilamida (Sigma-Aldrich, 

Alemanhã) a 1% em meio ácido, em seguida a placa foi incubada por 10 minutos 

para que ocorresse à reação do nitrito com a Sulfanilamida. Posteriormente foi 

adicionado o Naftil-1-etilenodiamina (Merck, Alemanhã) a 0,1%, que possui ima 

coloração púrpura, para a quantificação de nitrito em espectrofotômetro a 550nm 

(GREEN et al., 1982). 

2.2 Modelo de Estudo e Delineamentos Experimentais 

 Foi conduzido um estudo experimental in vitro com macrófagos THP1 

tratados com diferentes extratos (hexânico, acetato de etila, etanólico, aquoso 

por infusão e aquoso por decocção) em delineamento fatorial, considerando-se 

as concentrações 1µg/mL, 10µg/mL, 100µg/mL e 1000µg/mL dos extratos de 

Arrabidaea chica. Para os experimentos deste projeto foram realizados os 

seguintes delineamentos: terapêutico, profilático e ambos. Conforme o 

experimento, no delineamento terapêutico as células THP1 foram incialmente 

tratadas com estaurosporina (2,5µM) por 12h, logo após as mesmas foram 

tratadas com as diferentes concentrações dos extratos Arrabidaea chica por 36h. 

No delineamento profilático, as células THP1 foram tratadas inicialmente com as 
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diferentes concentrações dos extratos de Arrabidaea chica por 36h, e 

posteriormente foram tratadas com estaurosporina (2,5µM) por 12h. No 

delineamento com ambos, as células foram tratadas ao mesmo tempo com as 

diferentes concentrações dos extratos de Arrabidaea chica e estaurosporina 

(2,5µM) ou por 48h. 

2.3 Origem do Material Vegetal 

 As coletas das folhas de Arrabidaea chica Verlot Tipo I foram realizadas 

no mês de maio, do ano de 2016, no setor de plantas medicinais e hortaliças da 

Embrapa Amazônia Ocidental, localizada na Rodovia AM 010, Km 29, com o 

auxílio do Prof. Dr. Francisco Célio M. Chaves. As mostras botânicas de crajiru 

(Arrabidaea chica) tipo I, foram depositadas em forma de exsicatas no Herbário 

EAFM do Instituto Federal do Amazonas – Zona Leste, com numeração de 

acesso EAFM 6791. 

2.4 Preparo dos Extratos de Arrabidaea chica Verlot 

 Para este projeto foram preparados cinco tipos de extratos de Arrabidaea 

chica: extrato hexânico, extrato acetato de etila, extrato etanólico, extrato aquoso 

por infusão e extrato aquoso por decocção. As folhas de Arrabidaea chica 

coletadas e secas a temperatura ambiente e na sombra, foram cominuídas por 

moinho de facas, obtendo-se 500g do pó das folhas.  

2.5 Extrato Aquoso por Infusão e Decocção 

 Para a obtenção do extrato aquoso pelo método de infusão pesou-se 150g 

do pó das folhas e adicionou-se 150g do material vegetal e 1L de água destilada 

fervida em um Becker tampado por 30 minutos. Após a infusão, o extrato obtido 

foi filtrado e seco por nebulização através do equipamento de mini spray dryer 

(LABMAQ DO BRASIL LTDA) a temperatura de 90°C, sem qualquer uso de 

adjuvante de secagem. O rendimento final obtido do extrato aquoso por infusão 

foi 8.61%. Para a obtenção do extrato aquoso pelo método de decocção pesou-

se 150g do material vegetal seco e triturado e adicionou-se 150g do material 

vegetal e 1L de água destilada em um balão volumétrico de fundo redondo. O 

mesmo foi adicionado em uma manta aquecedora (EVEN) para atingir o ponto 
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de ebulição da água. O material vegetal foi deixado fervendo por 15 minutos. 

Após o processo de decocção, o extrato obtido foi filtrado e seco por nebulização 

no mini spray dryer a 90°C , sem qualquer uso de adjuvante de secagem. O 

rendimento final obtido do extrato aquoso por decocção foi 9.04%.  

2.6 Extrato Hexânico, Acetato de Etila e Etanólico 

 Para a preparação dos extratos com os solventes hexano, acetato de etila 

(BIOTEC Reagentes Analíticos) e etanol (Nuclear), a partir da extração sólido-

líquido, utilizou-se 150g do pó das folhas em 500mL dos respectivos solventes 

separadamente em um balão de fundo redondo (1000mL). Em seguida, 

montaram-se as secções do aparelho Soxhlet (VIDROLEX®) e acoplou-se a 

manta aquecedora (Fisatom) dando início a extração. O processo de extração 

ocorreu à aproximadamente 40⁰C por 4h. Os extratos obtidos foram filtrados em 

papel de filtro e concentrados em evaporador rotativo (IKA® HB 10 basic) a 

temperatura de 40⁰C e vácuo (BUCHI V-850) de aproximadamente 425mbar, 

recuperando-se todos os solventes dos seus respectivos extratos. 

Posteriormente, os extratos puros obtidos foram adicionados em recipientes de 

vidro (pesado anteriormente) e levados para uma capela de exaustão 

(OXICAMP). Após a secagem, os recipientes de vidro com os extratos foram 

retirados da capela de exaustão e pesados, em seguida, calculou-se o 

rendimento de cada extrato. Os rendimentos dos extratos obtidos foram 3.99% 

do extrato hexânico, 2.01% do extrato acetato de etila e 4.51% do extrato 

etanólico.  

2.7 Prospecção Química dos Extratos de Arrabidaea chica Verlot 

Soluções estoque (1mg.mL-1) dos extratos foram preparadas em metanol. 

Alíquotas (5µL) das soluções estoque foram posteriormente diluídas a  5µg.mL-

1, sendo as soluções resultantes analisadas por infusão direta no espectrômetro 

de massas. Todos os espectros de massas foram registrados em modo de 

monitoramento contínuo (Thermo LCQ Fleet Tune application) utilizando-se um 

equipamento LCQ Fleet, equipado com fonte de ESI e operando no modo 

positivo de aquisição para as análises de ESI-MS e ESI-MSn Os espectros foram 

obtidos a partir da média de pelo menos 10 espectros adquiridos. As amostras 
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foram infusionadas na fonte de ESI através da bomba seringa do equipamento 

(10μL.min-1). As condições analíticas da análise foram as seguintes: spray 

voltage, 5 kV; sheath gas, 10arb; auxiliary gas, 5 arb; sweep gas, 0 arb; capillary 

temp, 200 ºC; capillary voltage, 40 V; tube lens, 115 V; mass range, m/z 200 a 

400; colision gas, He. Os espectros de ESI-MSn foram obtidos a partir da 

aplicação de energia de 20 a 30%. 

2.8 Ancoragem Molecular  

 O método de ancoragem molecular foi realizado com a estrutura 

cristalográfica da proteína Ciclooxigenase-2 (COX-2), complexada com o ligante 

Rofecoxib (RCX) inibidor específico da COX-2. A proteína COX-2, de origem 

humana (Homo sapiens), está disponível no banco de dados Protein Data Bank 

(PDB) (código: 5KIR), com resolução de 2,7Å. (Orlando & Malkowski, 2016). As 

estruturas tridimensionais (3D) dos ligantes da carajurona, 6,7,4'-tri-hidroxi-5-

metoxi-flavílio, carajurina e Rofecoxib (RCX) foram geradas a partir do software 

Marvin Sketch (ChemAxon, 2017). A otimização geométrica de todos os ligantes 

foi feita pelo método semi-empírico PM7 (Stewart, 2013) disponível no software 

MOPAC2016 (Stewart, 2016). A preparação do receptor e dos ligantes foi 

alcançada através do software Autodock tools (Morris et al., 2009), sendo o grid 

box definido em relação ao sítio ativo ocupado pelo ligante RCX. O procedimento 

de ancoragem foi então realizado pelo software Autodock Vina (Trott & Olson, 

2010). Os resultados foram processados com o auxilio do software Discovery 

Studio (Discovery Studio Visualizer, 2016). 

2.9 Preparo dos Extratos Vegetais para Adição em Cultura Celular 

 Foram pesados 5mg/mL dos extratos secos de Arrabidaea chica 

incorporados em 50µL de Dimetilsufóxido (DMSO). Logo após, adicionou-se 

950µL do meio de cultura RPMI 1640 (Gibco®, Life Technologies, EUA) 

suplementados com 10% de SFB (Gibco®, Life Technologies, EUA), (1%) 2mM 

de L-glutamina, penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco®, Life Technologies, 

EUA), em seguida a solução foi homogeneizada. Logo após, o material foi filtrado 

(filtro de seringa com poro 0.22 µm) e utilizado nas concentrações 1µg/mL, 

10µg/mL, 100µg/mL e 1000µg/mL nos diferentes experimentos.  
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2.10 Preparo das Células THP-1 em Cultura 

 A linhagem celular de monócitos humanos derivados de leucemia 

monocítica THP-1 foram cultivadas em atmosfera úmida, a 37ºC, contendo 5% 

de CO2, em meio RPMI 1640 (Gibco®, Life Technologies, EUA) suplementados 

com 10% de SFB (Gibco®, Life Technologies, EUA), (1%) 2mM de L-glutamina, 

penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco®, Life Technologies, EUA). Para induzir a 

diferenciação dos monócitos em macrófagos (células aderentes), as células 

foram ressuspensas em meio novo contendo forbol 12-miristato-13-acetato 

(PMA) a 200ng/mL. De acordo com o experimento, as células foram plaqueadas 

em placas de 24 ou 96 poços, a uma densidade de 600.000 ou 100.000 

células/poço respectivamente e incubadas por 48h. Após 48h, os macrófagos 

foram lavados com meio RPMI e deixados em repouso por mais 48h, realizando-

se a troca do meio diariamente.  

2.11 Determinação da IC50% para Toxicidade dos Extratos Arrabidaea 

chica pelo Método de MTT 

 Para determinar a toxicidade dos diferentes extratos de Arrabidaea chica 

sobre os macrófagos THP-1 foi utilizado o método de avaliação colorimétrica de 

brometo de 3(4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazólio (MTT), descrito por 

Mosmann (1983). A solução de MTT em células viáveis interage com as 

desidrogenases mitocondriais, resultando na redução da solução de MTT a um 

composto chamado formazan (coloração púrpura), cuja absorbância pode ser 

determinada por medição espectrofotométrica. A viabilidade celular é apontada 

pela quantificação da produção de cristais de formazan conforme a presença de 

desidrogenases ativas. A determinação da Concentração Inibitória 50% (IC50%) 

do extrato foi realizada após o plaqueamento das células THP1 (veja no item 

5.6.2), utilizando-se concentrações crescentes do extrato de Arrabidaea chica 

(1µg/mL, 10µg/mL, 100µg/mL e 1000 µg/mL) por 48h. Após 48h os 

sobrenadantes foram desprezados e as células foram expostas a solução de 

MTT (10µL) na concentração de 5mg/mL em meio RPMI 1640 (90µL) durante 

3h. Posteriormente removeu-se a solução de MTT da placa, adicionou-se 100µL 

de DMSO aos poços. A placa foi mantida sob agitação por 20 minutos para total 
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dissolução dos cristais de formazan. As análises foram realizadas em leitor de 

ELISA, com absorbância de 560nm. Sendo linearmente proporcional ao número 

de células viáveis. A viabilidade celular foi calculada usando a equação: 

Viabilidade celular em % = (Absamostra x 100 / Abscontrole), onde a Absamostra é a 

absorvância de células tratadas com os extratos e o Abscontrole é a absorvância 

das células só com o meio de cultura. Os resultados obtidos foram calculados 

em escala logarítmica e analisados no software GraphPad Prisma 7.0 para 

obtenção das curvas de IC50%, potência máxima e dose IC50%.  

2.12 Detecção de Espécies Reativas de Oxigênio Intracelular (iROS) 

 Os níveis de iROS foram analisados pela sonda fluorescente 2'7'-Acetato 

Diclorofluoresceína (DCFDA). O DCFDA difunde-se pela membrana celular e é 

hidrolisado por esterases intracelulares, formando a diclorofluoresceína (DCF 

não fluorescente), que reage com H2O2 intracelular, formando a 

diclorofluoresceína oxidada (oxDCF, fluorescente), medindo-se os níveis de 

fluorescência. As células THP-1 foram plaqueadas (veja no item 2.2) e tratadas 

com as concentrações dos diferentes extratos de Arrabidaea chica (1µg/mL, 

10µg/mL e 100µg/mL) e estaurosporina (2,5μM) durante 48h de acordo com o 

delineamento experimental (veja no item 5.6.2). Após os tratamentos desprezou-

se o sobrenadante e adicionou-se DCFDA (25µM) às culturas por 45 minutos, a 

37ºC em 5% de CO2, ao abrigo da luz. As placas foram raspadas e os níveis de 

fluorescência foram medidos em leitor de placas (Chameleaon™ V 

Multitecnológico) com emissão de 450nM e excitação 535nM.  

2.13 Determinação do Potencial de Membrana Mitocondrial (∆m) 

 O Iodeto de 3,3'-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3)) (Sigma, Brasil) 

é um corante lipofílico que permite avaliar o potencial das membranas 

citoplasmática e mitocondrial gerada pela diferença de concentração de íons no 

interior e exterior das membranas. As células THP-1 foram plaqueadas (veja no 

item 2.10) e tratadas com as concentrações dos diferentes extratos de 

Arrabidaea chica. (1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL) e estaurosporina (2,5μM) 

durante 48 horas de acordo com os delineamentos experimentais (veja no item 

2.2). Após os tratamentos, os sobrenadantes foram desprezados e as células 
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foram incubadas com DiOC6 (2µM) por 12 minutos a 37ºC em 5% de CO2. 

Posteriormente as células foram retiradas da placa (raspagem) e lavadas três 

vezes com 100µL de PBS 1X. Logo após os níveis de florescências foram 

medidos em leitor de placas (Chameleaon™ V Multitecnológico) com emissão 

de 450nM e excitação 500nM. 

2.14 Efeito dos extratos de Arrabidaea chica na Inibição de Apoptose em 
Macrófagos 

 
 A detecção de apoptose em células tratadas com os extratos de 

Arrabidaea chica foi realizada por marcação celular de Anexina V/APC (DB 

PharmingenTM), sendo muito utilizada na marcação de células apoptóticas. A 

Anexina V possui afinidade pelo fosfolípideo de membrana fosfatidilserina, que 

se encontra na parte interna da membrana celular, sendo exposto apenas 

durante o estágio inicial da apoptose. As células THP-1 foram plaqueadas (item 

2.10) e cultivadas em uma densidade de 1x106 células/poço, utilizando-se os 

seguintes estímulos: estaurosporina a 2,5μM (controle positivo), meio RPMI 

1640 (controle negativo) e a concentração de 50 µg/mL dos extratos de 

Arrabidaea chica  por 48h, realizando-se o tratamento ambos, conforme descrito 

no item 2.2. Após o tratamento as células foram retiradas da placa e transferidas 

para tubos de citometria, lavadas duas vezes com PBS 1X gelado e fixadas com 

paraformaldeído 2% (20 minutos a 4ºC). O processo de lavagem das amostras 

foi repetido por mais duas vezes, posteriormente foram marcadas com Anexina 

V/APC (4µL) e incubadas por 45 minutos em estufa a 37ºC em 5% de CO2, ao 

abrigo da luz. Posteriormente as amostras foram lavadas e analisadas em 

citômetro de fluxo FACSCanto™ II (BD Bioscience) e em software Flowing 2.5.1. 

2.15 Ensaio para Detecção de Danos no DNA (Cometa) 

O ensaio do teste do cometa ou ensaio de eletroforese em gel de célula 

única é uma técnica capaz de detectar de forma rápida e quantitativa danos no 

DNA. Trata-se de um ensaio de grande sensibilidade que permiti avaliar danos, 

por exemplo, quebras de fitas duplas ou simples, danos oxidativos e ligações 

cruzadas. O presente experimento foi realizado em pH neutro que avalia 
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diretamente as quebras de fitas duplas do DNA , conforme metodologia descrita 

por SINGH et al., (1988) com modificações. 

2.15.1 Plaqueamento, Tratamento e Preparo das Células THP-1 

  As células THP-1 foram plaqueadas a uma densidade de 3 x 105 

células/poço em placas de 24 poços, tratadas com PMA (200ng/mL) e incubadas 

a 37ºC em 5% de CO2 por 48 horas. Posteriormente as células descansaram por 

72h, realizando-se a troca do meio diariamente. Em seguida foram adicionados 

os diferentes extratos de Arrabidaea chica na concentração de 50µg/mL, DMSO 

0,1% e meio RPMI (controle negativo) por 48 horas. Após 48 horas as células 

foram tratadas com DOXO a 63µM por 3 horas. Ao término do tratamento as 

células foram centrifugadas a 25°C, 1500 rpm durante 5 minutos.  

2.15.2 Montagem das Lâminas  

 Após a centrifugação as células foram ressuspensas em agarose baixo 

ponto de fusão (LMP) e transferidas para lâminas previamente cobertas com 

agarose ponto de fusão normal (NMP), sobrepondo sobre as mesmas lamínulas 

para espalhar o conteúdo celular. A solidificação ocorreu a 4°C durante 3 

minutos. Posteriormente retiraram-se as lamínulas delicadamente e as lâminas 

foram adicionadas em uma cuba contendo solução de lise por 1 hora. A solução 

de lise leva a desnaturação da parede celular e nuclear da célula, resultando 

apenas o DNA que ocupou o espaço que antes seria do núcleo celular. Após a 

adição da solução de lise, as lâminas foram mantidas no escuro para impedir 

qualquer dano no DNA causado pela iluminação fluorescente. 

2.15.3 Eletroforese na Ausência de Luz 

 Desprezou-se a solução de lise contida na cuba com as lâminas e 

adicionou-se solução de neutralização por 15 minutos a temperatura de 4ºC. 

Logo após, as lâminas foram dispostas horizontalmente na cuba de eletroforese 

preenchida com solução alcalina (cometa alcalino) e posteriormente preenchida 

com solução neutra (cometa neutro), ambas por 20 minutos para o processo de 

ambientação. A eletroforese foi conduzida na ausência de luz a 25V e corrente 
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de 300mA por 20 minutos. Ao término da corrida de eletroforese as lâminas 

foram lavadas com solução de neutralização por 15 minutos e em seguida 

fixadas com etanol a 100%. 

2.15.4 Análise das Lâminas 

 Após a eletroforese, as lâminas foram analisadas em microscópio de 

fluorescência em filtro GFP-L, objetiva de 20x, utilizando 40µL de Syber Green 

diluído 1:1000 em TBE. Foram realizadas contagens de 150 células (três 

contagens de 50) por lâmina no total. Utilizou-se para análise o padrão de escore 

de 0-4 de acordo com tamanho e intensidade da cauda do cometa, que 

representa o nível de fragmentação de DNA, indicando o grau de lesão sofrido 

pelas células.  

2.16 Quantificação de Citocinas  

As células J774 (macrófagos de camundongo) foram plaqueadas em meio 

de cultura DMEM-I (Gibco-Aldrich, EUA) a uma densidade de 0.5 x 106 

células/poço, em placa de 96 poços, incubada a 37ºC em 5% de CO2 por 2h. 

Logo após, retirou-se o sobrenadante dos poços e adicionaram-se 100µl das 

concentrações de 25µg/mL, 50µg/mL e 100µg/mL do extrato aquoso de 

Arrabidaea chica tipo I, nos seus respectivos poços, além dos controles positivo 

(DMEM-I com Zymosan) e negativo (DMEM-I sem Zymosan). A placa foi 

incubada a 37ºC em 5% de CO2 por 2 horas. Em seguida, adicionou-se nos 

poços 100µl de Zymosan (100ng/mL) por 24h, totalizando em um volume final de 

200µL/poço. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C 

até o momento do experimento de quantificação de citocinas. Os sobrenadantes 

de cultura obtidos anteriormente foram utilizados para as dosagens das 

citocinas: TNF-α e IL-10 (R&D, EUA). Primeiramente, foram adicionados em 

placa de 96 poços os anticorpos monoclonais de alta afinidade (Kasvi, EUA) 

(primários) de captura (100μL/poço), por 18h à temperatura ambiente. Logo 

após, a placa foi lavadas 3 vezes com PBS 1x + Tween 0,05% (200uL/poço); e 

adicionado 200μL de Tampão Bloqueio (PBS + BSA 1%) por 1 h. Em seguida, a 

placa foi lavada novamente, e 50μL das amostras foram adicionadas aos poços 
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em duplicata e incubados por 2h em temperatura ambiente. Após uma nova 

lavagem, os anticorpos de detecção (secundário) conjugados com biotina (R&D, 

EUA) foram adicionados (100μL/poço), e a placa foi incubada novamente por 2h. 

Em seguida a uma nova lavagem, foi adicionado aos poços a enzima peroxidase 

(100μL/poço) (R&D, EUA) e as placas foram incubadas por mais 20min. 

Posteriormente a esta etapa, as placas foram lavadas novamente e o substrato 

(OPD – Dicloridrato  de o- fenilenodiamina) (Thermo Scientific Pierce, EUA) 

diluído em água Milli-Q (100μL/poço) foi adicionado aos poços para a revelação 

colorimétrica. A reação da enzima com o substrato foi parada com a adição de 

50 μL de ácido sulfúrico (H2SO4 - 1M). A leitura de absorbância foi feita em 

450nm em espectrofotômetro de microplacas (SpectraMax- Molecular Devices, 

EUA). 

 

2.17 Análise Estatística 

 Utilizou-se Análise de Variância com um fator ou dois fatores (ANOVA 

One-Way ou Two-Way), de acordo com o delineamento experimental, utilizando-

se o teste de Tukey para comparação pós-teste. A correção de Bonferroni foi 

aplicada para correção de comparações múltiplas. As curvas de IC50% foram 

obtidas por regressão não-linear. Os dados foram expressos como média e 

desvio padrão, nível de significância adotado de 5%. 
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3 RESULTADOS 

3.1 Quantificação de Óxido Nítrico (NO) em células J774 

 A atividade antioxidante de Arrabidaea chica é a atividade biológica mais 

bem documentada desta espécie vegetal. No entanto, não encontramos na 

literatura a descrição da variedade utilizada para avaliar diferentes atividades 

biológicas de Arrabidaea chica.  Neste experimento, foi avaliada a atividade 

antioxidante das três variedades de Arrabidaea chica. Observou-se (Figura 1) a 

quantidade de NO detectada foi maior para o Tipo I quando comparado ao 

controle negativo e LPS. Além disso, na concentração utilizada, Tipo I 

apresentou maior atividade redutora sobre NO quando comparado ao Tipo II e 

Tipo III. Em razão destes resultados selecionou-se a variedade I para o restante 

dos experimentos. 

 
 
 
Figura 1. Efeito dos extratos aquosos de Arrabidaea chica tipo I, II e III na 
produção de Óxido Nítrico (NO) por macrófagos J774. As células J774A.1 
foram tratadas com 20µg/mL dos extratos de Arrabidaea chica e 1μg/mL LPS 
por 24h. A produção de óxido nítrico (NO) pela dosagem de nitrito (NO2

-) foi 
realizada pelo método colorimétrico de Griess em espectrofotômetro a 550nm. 
O extrato Tipo I apresentou maior atividade redutora sobre NO quando 
comparado ao Tipo II e Tipo III.Os dados são representados como média e 
desvio padrão. As médias foram comparadas por ANOVA.  
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3.2 Rendimentos dos Extratos de Arrabidaea chica Verlot 

Os rendimentos dos extratos de Arrabidaea chica estão expressos na 

Tabela 1 de acordo com o método de secagem. A secagem dos extratos acetato 

de etila, hexânico e etanólico foi realizada por evaporação na capela de 

exaustão, enquanto a secagem dos extratos aquosos por infusão e aquoso por 

decocção ocorreu por nebulização, através do equipamento de mini spray dryer.  

 

Tabela 1. Rendimento percentual dos extratos de Arrabidaea chica Verlot.  

Extrato Método de secagem Rendimento (%) 

Acetato de etila 

Hexânico 

Etanólico 

Aquoso (infusão) 

Aquoso (decocção) 

Evaporação 

Evaporação 

Evaporação 

Nebulização 

Nebulização 

2.01% 

3.99% 

4.51% 

8.61% 

9.04% 

Os rendimentos percentuais dos extratos foram calculados através de regra de três 
simples, onde os extratos aquosos por infusão e por decocção apresentaram um maior 
rendimento em comparação aos demais extratos. 
 

3.3 Perfil Químico dos Extratos de Arrabidaea chica Verlot 

 Na Figura 2 são apresentados quatro espectros relacionados ao perfil 

químico dos extratos aquoso (infusão), aquoso (decocção), etanólico e acetato 

de etila. Os espectros mostram os íons (substâncias, interferentes ou 

contaminantes) presentes em cada extrato.  De acordo com os espectros A e B 

os extratos aquosos são complexos e muito similares, já os extratos etanólico e 

acetato de etila, expressos nos espectros C e D, são extratos menos complexos 

e mais limpos (menor quantidade de íons com intensidades elevadas). O extrato 

acetato de etila é considerado o extrato mais puro, quando comparado aos 

outros extratos, sendo formado principalmente pelos íons 299 e 285. Os íons 

299 e 285 possuem intensidades elevadas em todos os extratos, por isso, foram 

selecionados para a realização do processo de fragmentação e determinação 

das substâncias. 
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Figura 2. Perfil químico dos extratos de Arrabidaea chica Verlot. As análises do perfil químico dos extratos de Arrabidaea chica 
ocorreram pela da solubilização dos extratos aquosos (infusão /decocção), etanólico e acetato de etila em metanol e análise por 
infusão direta no espectrômetro de massa. Os íons 299 e 285 foram identificados com intensidades elevadas em todos os extratos. 
Os espectros A e B mostraram uma complexidade e grande similaridade entre os extratos aquosos por infusão e por decocção. De 
acordo com a diminuição da intensidade elevada dos íons, observados nos espectros C e D, os extratos etanólico e acetato de etila 
são extratos mais limpos e menos complexos. O extrato acetato de etila (D) é considerado o mais puro quando comparado com os 
extratos aquosos (infusão/decocção) e etanólico.  
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3.4 Fragmentação dos íons com intensidades elevadas nos extratos de 
Arrabidaea chica 

 Na análise de identificação dos íons que apresentaram intensidades 

elevadas presentes em todos os extratos de Arrabidaea chica foram identificadas 

substâncias principais existentes na espécie Arrabidaea chica Verlot. O íon 299 

(A) é o pigmento conhecido como carajurina (componente principal da espécie 

Arrabidaea chica) e o íon 285 (B) que é chamado de carajurona, ambos são 

pigmentos pertencentes à espécie Arrabidaea chica, responsáveis por 

proporcionar a cor avermelhada após a coleta das folhas (Figura 3).  
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Figura 3. Identificação dos íons 299 e 285 presentes em todos os extratos 
de Arrabidaea chica Verlot. A fragmentação dos íons 299 e 285 presentes nos 
espetros de todos os extratos foram realizadas por meio da espectrometria de 
massa. Os íons 299 (a) e 285 (b) apresentaram-se com intensidades elevadas 
em todos os extratos, o íon identificado no espectro A é a carajurina, (pigmento 
principal encontrado na espécie Arrabidaea chica), no espectro B encontra-se o 
pigmento carajurona, ambos os pigmentos são os principais responsáveis pela 
presença da coloração avermelhada da espécie. 

 

 

 

Crajiru_1 #411-438 RT: 3.73-3.97 AV: 28 NL: 1.25E7
F: FTMS + p ESI Full ms2 299.10@hcd48.00 [50.00-330.00]

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

284

269
299

256241158 210 238 283135 185144115 171 227200 26612969 92 1078857 2989574 303
285

63

275

326320

[M+H]+

A) Carajurina (íon 299) 

[M+H]+

Crajiru_1 #10-27 RT: 0.09-0.24 AV: 18 NL: 7.95E6
F: FTMS + p ESI Full ms2 285.10@hcd50.00 [50.00-330.00]

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280

m/z

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

R
e

la
ti
v
e

 A
b

u
n

d
a

n
c
e

270

242 285
144 168 196 224213172 269121 158 186 253239115 1411326960 88 20092 27014757 84 107 24377 98

250

290

234

B) Carajurona (íon 285) 



49 

 

3.5 Ancoragem das Moléculas 3-desoxiantocianinas, pertencentes à 
espécie Arrabidaea chica, em Sítios Ativos da Proteína Ciclooxigenase-2 
(COX-2) 

 O procedimento da ancoragem molecular foi realizado pela energia de 

ligação das moléculas 3-desoxiantocianinas isoladas da espécie Arrabidaea 

chica em sítios ativos da proteína ciclooxigenase-2 (COX-2) com a estrutura 

cristalográfica. A COX-2 (proteína de origem humana) foi complexada com o 

ligante Rofecoxib (RCX), inibidor específico da COX-2, possuindo uma energia 

de -10,3 (kcal/mol), conforme ilustrado na Tabela 2. A molécula B, chamada 

carajurona (6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-flavílio), apresentou uma energia de 

ligação -8,0 (kcal/mol), possuindo a energia de ligação mais próxima do 

Rofecoxib (RCX) -10,3 kcal/mol, apresentando assim uma eficiência de ligação 

maior com a proteína ciclooxigenase-2 (COX-2) em comparação com as 

moléculas A T5MF (6,7,3 ', 4'-tetra-hidroxi-5-metoxi-flavílio) -7,6 kcal/mol e 

molécula C carajurina (6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavílio) -7,8 kcal/mol.  

 

 
Tabela 2. Energias de ligação para a ancoragem molecular entre os ligantes 
e o sítio ativo da COX-2. 

Ligante               Energia de ligação (kcal/mol) 

Rofecoxib -10,3 

Molecula B (Carajurona) -8,0 

Molecula C (Carajurina) -7,8 

 

 As energias de ligação foram calculadas pelo software AutoDock Vina 

para  a ancoragem molecular entre os ligantes e o sítio ativo da COX-2.  O ligante 

Rofecoxib (RCX) apresentou uma energia de ligação de -10,3 kcal/mol em sítios 

ativos da COX-2. A molécula B (6,7,4'-tri-hidroxi-5-metoxi-flavílio) apresentou 

uma energia de ligação de -8,0 kcal/mol, a qual mais se aproximou da energia 

de ligação apresentada pelo Rofecoxib (RCX), quando comparada com a 

energia de ligação da molécula C (6,7-di-hidroxi-5,4'-dimetoxi-flavílio) -7,8 

kcal/mol. 
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 A molécula de rofecoxib apresentou ligações hidrofóbicas LEU-352, ALA-

527, VAL-349, SER-353, VAL-523, PHE-518, além de duas interações de 

hidrogênio. A molécula de carajurona apresentou uma interação com hidrogênio, 

além de algumas ligações semelhantes à de rofecoxib, entre elas, VAL-523, 

ALA-527 e VAL-349. A molécula de carajurina apresentou duas ligações com 

hidrogênio, uma ligação com ARG-513 e algumas ligações hidrofóbicas 

semelhantes à de rofecoxib, como LEU-352, ALA-527, VAL-349 e VAL-523 

(Figura 4). 
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Figura 4.  Ancoragem das moléculas carajurina e carajurona isoladas da espécie Arrabidaea chica em sítios 
ativos da proteína Ciclooxigenase-2. O procedimento de ancoragem molecular foi realizado com a estrutura 
cristalográfica da proteína ciclooxigenase-2 (COX-2), complexada com o ligante rofecoxib (RCX). 
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3.6 Citotoxicidade dos Extratos de Arrabidaea chica Verlot 

 A avaliação da citotoxicidade dos extratos Arrabidaea chica sobre os 

macrófagos THP-1 (Figura 5), foi realizada após 48h de tratamentos com os 

extratos nas concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL, 100µg/mL e 1000µg/mL. O 

extrato acetato de etila apresentou maior toxicidade aos macrófagos THP-1 na 

concentração de 1000µg/mL (IC50%=264,5µg). Os demais extratos não 

atingiram 50% de efeitos nas concentrações testadas, desta forma, a IC50% não 

pôde ser estimada para esses extratos. Os extratos aquosos por infusão e por 

decocção, obtidos a base do conhecimento popular, apresentaram menor 

toxicidade e suas curvas ficaram sobrepostas. 

 

 

 
 
Figura 5. Toxicidade dos diferentes extratos de Arrabidaea chica em células 
THP-1. Os diferentes extratos de Arrabidaea chica foram utilizados nas 
concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL, 100µg/mL e 1000µg/mL por 48h. A 
toxicidade dos extratos aos macrófagos THP-1 foi avaliada através do ensaio 
colorimétrico de MTT. O extrato acetato de etila foi o único que apresentou 50% 
de toxicidade aos macrófagos THP-1. Os extratos hexânico, aquosos 
(infusão/decocção) e etanólico não apresentam 50% dos efeitos citotóxicos. Os 
extratos aquosos por infusão e por decocção causaram a menor toxicidade aos 
macrófagos THP-1. 
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3.7 Atividade antioxidante dos extratos de Arrabidaea chica Verlot sobre a 
produção de Espécies Reativas de Oxigênio intracelular (iROS)  

 A avaliação da atividade antioxidante dos extratos de Arrabidaea chica 

sobre a produção de iROS em macrófagos THP1 foi realizada de acordo com 

seus respectivos delineamentos pela sonda fluorescente 2'7'-Acetato 

Diclorofluoresceína (DCFDA) (Figura 6). As células THP1 foram tratadas com 

diferentes concentrações dos extratos de Arrabidaea chica e estimuladas com 

estaurosporina. Na Figura 6, observa-se que os extratos aquosos por infusão e 

por decocção apresentaram eficaz atividade antioxidante nos delineamentos 

terapêutico, profilático e ambos, quando comparados a produção de iROS do 

controle positivo (estaurosporina a 2,5µM). 
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Figura 6. Efeito dos extratos aquosos de Arrabidaea chica sobre a 
produção de iROS em macrófagos THP1. As células THP-1 foram tratadas 
com os extratos aquosos por infusão e decocção de Arrabidaea chica nas 
concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL, e estaurosporina a 2,5µM nos 
delineamentos terapêutico (p<0.0001), profilático (p<0.0001) e ambos 
(p<0.0001) por 48h. Para medir os níveis de iROS adicionou-se a sonda 
fluorescente DCFDA a 25µM.  A leitura foi realizada em leitor de placas 
(Chameleaon™ V Multitecnológico) com emissão de 450nM e excitação 535nM. 

 

 

 No delineamento terapêutico, conforme apresentado na Figura 7, os 

extratos acetato de etila, hexânico e etanólico nas concentrações de 1µg/mL, 

10µg/mL e 100µg/mL diminuíram a formação de iROS (atividade antioxidante) 

nos macrófagos THP1 após o estímulo com de estaurosporina a 2,5µM. 
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Figura 7. Efeito dos extratos acetato de etila, hexânico e etanólico de 
Arrabidaea chica sobre a produção de iROS em macrófagos THP1. As 
células THP-1 foram tratadas com os extratos acetato de etila, hexânico e 
etanólico de Arrabidaea chica nas concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL e 
100µg/mL, e estaurosporina a 2,5µM nos delineamentos terapêutico (p<0.0001), 
profilático (p<0.0001) e ambos (p<0.0001) por 48h. Para medir os níveis de iROS 
adicionou-se a sonda fluorescente DCFDA a 25µM.  A leitura foi realizada em 
leitor de placas (Chameleaon™ V Multitecnológico) com emissão de 450nM e 
excitação 535nM. 
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3.8 Efeito Protetor dos extratos de Arrabidaea chica Verlot sobre Potencial 

de Membrana Mitocondrial (∆m)  

 A avaliação do Potencial de Membrana mitocondrial após os tratamentos 

com as diferentes concentrações dos extratos de Arrabidaea chica e 

estaurosporina, ocorrerem através do corante lipofílico Iodeto de 3,3'-

dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6(3) por três delineamentos diferentes 

(terapêutico, profilático e ambos) (Figura 8 e 9). Após os tratamentos com os 

extratos aquosos (infusão e decocção) foi observado a eficácia dos mesmos, na 

proteção da membrana mitocondrial em todas as concentrações e delineamentos 

utilizados, conforme ilustrado na Figura 8.  
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Figura 8. Efeito protetor dos extratos aquosos de Arrabidaea chica sobre o 

Potencial de Membrana Mitocondrial (∆m). As células THP-1 foram tratadas 
com os extratos aquosos por infusão e decocção nas concentrações de 1µg/mL, 
10µg/mL e 100µg/mL, e estaurosporina a 2,5µM nos delineamentos terapêutico 
(p<0.0001), profilático (p<0.0001) e ambos (p<0.0001) por 48h. Posteriormente 
as células foram incubadas com o corante lipofílico DiOC6 (2µM) por 12 min. Os 
níveis de florescências foram medidos em leitor de placas (Chameleaon™ V 
Multitecnológico) com emissão de 450nM e excitação 500nM. 

 De acordo com os delineamentos experimentais terapêutico, profilático e 

ambos, apresentados na Figura 9, os extratos acetato de etila, hexânico e 

etanólico apresentam atividade protetora aos macrófagos THP1 estimulados 

com estaurosporina. A proteção pelos extratos foi observada em todas as 

concentrações utilizadas, apresentando uma proteção mais eficaz por todos os 

extratos no delineamento ambos.  
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Figura 9. Efeito protetor dos extratos acetato de etila, hexânico e etanólico 

de Arrabidaea chica sobre o Potencial de Membrana Mitocondrial (∆m). As 
células THP-1 foram tratadas com os extratos acetato de etila, hexânico e 
etanólico nas concentrações de 1µg/mL, 10µg/mL e 100µg/mL, e estaurosporina 
a 2,5µM nos delineamentos terapêutico (p<0.0001), profilático (p<0.0001) e 
ambos (p<0.0001) por 48h. Posteriormente as células foram incubadas com o 
corante lipofílico DiOC6 (2µM) por 12 min. Os níveis de florescências foram 
medidos em leitor de placas (Chameleaon™ V Multitecnológico) com emissão 
de 450nM e excitação 500nM. 
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3.9 Atividade protetora dos extratos de Arrabidaea chica Verlot ao dano no 
DNA 

 Para avaliar o efeito protetor dos extratos de Arrabidaea chica sobre o do 

dano no DNA, utilizou-se a Doxorrubicina (DOXO) pelo do teste do cometa em 

pH Neutro. De acordo com o delineamento ambos os macrófagos THP-1 foram 

tratados com os extratos aquosos (infusão e decocção), acetato de etila, 

hexânico e etanólico, além da Doxorrubicina, por 48h. Na figura 10, estão 

apresentados os índices de danos totais por grupo. Todos os de extratos de 

Arrabidaea chica em pH neutro apresentaram atividade protetora da quebra de 

fita dupla do DNA, quando comparados ao controle com a Doxorrubicina 

(DOXO). 
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Figura 10. Avaliação do índice de dano em macrófagos THP-1. Apresentação 
percentual de danos totais em macrófagos THP-1 após os  tratamentos com os 
extratos aquosos (infusão e decocção), acetato de etila, hexânico e etanólico 
utilizados na concentração de 50µM e Doxorrubicina a 3,4 µM por 48h. Os dados 
foram expressos como média e desvio padrão, nível de significância adotado de 
5%.   
 
 
 Na frequência de dano, a eficiência de proteção ao DNA pelos extratos de 

Arrabidaea chica é observada pelo percentual dos níveis de dano causado pela 

doxorrubicina de acordo com o padrão de escore de 0-4, conforme ilustrados na 

Figura 11.  
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Figura 11: Avaliação da frequência de dano em macrófagos THP-1. 
Apresentação percentual de danos totais em macrófagos THP-1 após os  
tratamentos com os extratos aquosos (infusão e decocção), acetato de etila, 
hexânico e etanólico utilizados na concentração de 50µM e Doxorrubicina a 3,4 
µM por 48h. A análise do padrão de escore de 0-4 foi de acordo com tamanho e 
intensidade da cauda do cometa,  representando o nível de fragmentação de 
DNA, indicando o grau de lesão sofrido pelas células. Os dados foram expressos 
como média e desvio padrão, nível de significância adotado de 5%.   
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 As análises de fragmentação do DNA aos macrófagos THP-1, na versão 

neutra, ocorreu após o tratamento das células com os diferentes extratos de 

Arrabidaea chica e Doxorrubicina (Figura 12). As leitura das lâminas foram 

realizadas pelas contagens de 150 células (três contagens de 50) por lâmina no 

total e o DNA foi marcado em Syber Green 1:10000 em Tampão Borato de 

EDTA. Os controles com DMSO 0,1% apresentaram predominância de cometa 

de níveis 0 e 1, enquanto os controles com Doxorrubicina 3,4 µM  apresentaram 

em alta predominância cometas de níveis 3 e 4. O extrato acetato de etila 

conferiu maior proteção contra o dano específico da quebra de fita dupla do DNA, 

apresentando maior predominância de cometa de níveis 0 e 1. 
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Figura 12. Análise de fragmentação do DNA (Versão Neutra). Os macrófagos 
THP-1 foram tratados 48h com os extratos aquosos (infusão e decocção), 
acetato de etila, hexânico e etanólico na concentração de 50µM, Doxorrubicina 
a 3,4 µM e DMSO a 0,1% de acordo com o delineamento ambos (48h com os 
extratos mais doxorrubicina ao mesmo tempo). Baseado na leitura das lâminas, 
realizaram-se contagens de 150 células (três contagens de 50 células) no total 
por lâmina e o DNA foi marcado em Syber Green 1:10000, em Tampão Borato 
de EDTA e em uma Escala de 100μm.  
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3.10 Avaliação do Efeito Antiapoptotico de Arrabidaea chica Verlot 

 As populações das células THP1 de interesse foram delimitadas na área 

R1, de acordo com seu tamanho (FSC), tanto no controle negativo (A) quanto no 

controle positivo (B), ilustrados na Figura 13. A efetividade dos controles pode 

ser observada na permanência das células do controle negativo (A) do lado 

inferior esquerdo e no deslocamento das células tratadas com estaurosporina a 

2,5 µM para o lado inferior direito no controle positivo (B), resultando na 

marcação de células positivas para Anexina V. 
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Figura 13. Controles negativo e positivo utilizados no experimento com 

Anexina V. As células THP1 foram analisadas em citômetro de fluxo 

FACSCanto™ II (BD Bioscience) e em software Flowing 2.5.1. Ascélulas foram 

avaliadas em um gráfico de ponto (dot plot) e delimitadas na área R1. As células 

do controle negativo (A) não apresentaram deslocamentos permanecendo no 

lado inferior direito e as células do controle positivo (B) com estaurosporina a 2,5 

µM apresentaram deslocamento para o lado inferior esquerdo (células positivas 

para Anexina V), demonstrando a efetividade dos controles. 

 

 

 

 A marcação das células THP1 com Anexina V ocorreu após o tratamento 

ao mesmo tempo com os diferentes tipos de extratos de Arrabidaea chica e 
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estaurosporina, durante 48h. Nas Figuras 14 e 15, observa-se que as células 

THP1 de interesse foram delimitadas na área R1 de acordo com as análises 

individuais de cada um dos extratos de Arrabidaea chica. Foi observado que o 

tratamento com os diferentes extratos de Arrabidaea chica reduziu as marcações 

das células THP1 com Anexina V. Os extratos aquosos (infusão e decocção) 

conferiram uma maior proteção às células THP-1 contra a apoptose. Os 

resultados podem ser visualizados a partir das reduções dos deslocamentos das 

células THP1 para o lado inferior esquerdo, resultando na diminuição das células 

marcadas com Anexina V em relação às células do controle positivo onde houve 

um aumento das células marcadas com Anexina V. Sendo assim, ficou evidente 

que todos os extratos de crajiru utilizados protegeram as células da apoptose 

induzida por estaurosporina. 
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Figura 14. Marcação das células THP-1 tratadas com os extratos aquosos 
de Arrabidaea chica com Anexina V. Para marcação das células THP1 com 
Anexina V. foi realizado o delineamento ambos, onde as mesmas foram tratadas 
com os diferentes extratos de Arrabidaea chica  na concentração de 50 µg/mL e 
estaurosporina a 2,5 µM, por 48 h. A partir dos resultados do tratamento com os 
extratos (A) Acetato de etila, (B) Hexânico, (C) Aquoso por infusão, (D) Aquoso 
por decocção, (E) Etanólico e estaurosporina a 2,5 µM foi observado que os 
extratos protegeram as células THP1 da apoptose por estresse oxidativo 
induzida por estaurosporina. 
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Figura 15. Marcação das células THP1 tratadas com os extratos acetato de 
etila, hexânico e etanólico de Arrabidaea chica com Anexina V. Para 
marcação das células THP1 com Anexina V foi realizado o delineamento ambos, 
onde as mesmas foram tratadas com os diferentes extratos de Arrabidaea chica  
na concentração de 50 µg/mL e estaurosporina a 2,5 µM, por 48 h. A partir dos 
resultados do tratamento com os extratos (A) Acetato de etila, (B) Hexânico, (E) 
Etanólico e estaurosporina a 2,5 µM foi observado que os extratos protegeram 
as células THP1 da apoptose por estresse oxidativo induzida por estaurosporina. 
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  Os percentuais dos macrófagos THP1 positivos para Anexina V 

apresentam-se na Figura 16, conforme os tratamentos com os diferentes tipos 

de extratos de Arrabidaea chica . Todos os extratos na concentração de 50 

µg/mL apresentaram proteção dos macrófagos THP1 da apoptose induzida por 

estaurosporina (2,5 µM). Todos os extratos avaliados reduziram o percentual de 

células positivas  para Anexina V quando comparados ao controle com 

estaurosporina (p<0,0001). Os extratos acetato de etila, infusão e decocção 

foram os mais eficientes em reduzir o percentual de células em apoptose quando 

comparadas ao controle, respectivamente (2,87±0,38, 2,47±0,29, 2,64±0,25; 

p<0,0001). Não há diferença na eficiência desses extratos quando comparados 

entre si. O extrato acetato de etila apresentou efeito semelhante quando 

comparado ao extrato de infusão (2,87±0,38, 2,47±0,29; p=0,501) e decocção 

(2,87±0,38, 2,64±0,25; p=0,914). O extrato hexânico foi o de menor eficiência 

em proteger as células da apoptose quando comparado ao estaurosporina 

(6,49±0,44 e 9,44±0,65; p<0,0001) e ao extrato etanólico (5,50±0,10 e 

9,44±0,65; p=0,002). 
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Figura 16. Percentual dos macrófagos THP1 positivos para Anexina V/FITC. 
Os macrófagos THP-1 foram tratados com os extratos aquosos (infusão e 
decocção), acetato de etila, hexânico e etanólico utilizados na concentração de 
50 µg/mL, em conjunto com estaurosporina a 2,5µM por 48h. Todos os extratos 
de Arrabidaea chica  protegeram os macrófagos THP1 da apoptose induzida por 
estaurosporina. As análises foram realizadas por citometria de fluxo. Os dados 
estão expressos com média e desvio padrão.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

71 

3.11 Quantificação de citocinas por Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 Para a quantificação das citocinas TNF- e IL-10 no sobrenadante das 

células J.774, realizou-se os tratamentos com o extrato aquoso de Arrabidaea 

chica  tipo I nas concentrações de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL e 100 µg/mL, 

com e sem estímulos de Zymosan a 100ng/mL, por 24h. Conforme as ilustrações 

apresentadas na Figura 16, o extrato de crajiru tipo I foi eficaz na diminuição da 

produção de TNF- (citocina inflamatória) e no aumento da produção de IL-10 

(citocina reguladora). A eficácia pode ser observada à medida que as 

concentrações dos extratos aumentam.  
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Figura 17. A. Efeito de Arrabidaea chica sobre a produção de TNF- e IL-10 em células J.774 estimuladas com zymosan por 

24h, através do ensaio Imunoenzimático (ELISA). B. Cálculos para IC50% e EC50% para TNF- e IL-10 em células J.774, 

respectivamente. C. HeatMap das citocinas TNF- e IL-10.  O extrato de Arrabidaea chica  tipo I foi eficaz na diminuição da produção 

de TNF- (IC50%= 35 µg/mL) e no aumento da produção de IL-10 (EC50%= 31 µg/mL). 
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4. DISCUSSÃO 

 Devido ao aumento da população mais envelhecida, as doenças 

relacionadas à idade são as principais causas de morte em todo o mundo, entre 

essas, doenças cardiovasculares, câncer e doenças neurodegenerativas 

(KENNEDY et al., 2014; FERNANDES et al., 2016). O aumento do estresse 

oxidativo e a disfunção mitocondrial estão frequentemente associados ao 

envelhecimento e as doenças relacionadas à idade (Zong et al., 2015; LEE et 

al., 2015). Já existem estudos na literatura que relatam o uso de antioxidantes 

naturais encontrados em plantas da região Amazônica que podem prevenir o 

envelhecimento celular (FUNASAKI et al. , 2016). 

 A diminuição do metabolismo mitocondrial e a crescente produção de 

radicais livres e espécies reativas de oxigênio leva a indução do envelhecimento 

celular por estresse oxidativo (SILVA; FERRARI, 2011). É importante ressaltar 

que a defesa das células em relação ao estresse oxidativo está associada com 

os antioxidantes celulares (FERRARI et al., 2009). Para a sobrevivência ou 

adaptação das células no momento do processo de envelhecimento algumas 

ações ocorrem em repostas ao estresse oxidativo oriundo da disfunção 

mitocondrial, como a regulação de enzimas antioxidantes e o controle do nível 

de espécies reativas de oxigênio intracelular (WANG et al., 2013). Diante do 

exposto, avaliamos os efeitos dos extratos de Arrabidaea chica tipo I sobre o 

produção de espécies reativas de oxigênio intracelular e a proteção do potencial 

de membrana mitocondrial em macrófagos THP1 tratados com estaurosporina 

nesses exprimentos, observamos que tanto os extratos aquosos utilizados 

tradicionalmente pela população (infusão e decocção), quanto os extratos 

obtidos a partir dos solventes orgânicos apresentaram eficaz atividade 

antioxidante e de proteção da membrana mitocondrial em todas as concentrações 

utilizadas, quando comparados a produção de iROS do controle positivo, porém, 

não foi observada uma diferença significativa entre os delineamentos utilizados. 

Além de todos os extratos protegeram a mitocôndria deixaram as células 

metabolicamente mais ativas. Estes resultados são relevantes, uma vez que os 
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extratos brutos de Arrabidaea chica reduziram significativamente a produção de 

ROS intracelular e aumentaram do potencial de membrana mitocondrial dos 

macrófagos THP-1 tratados com estaurosporina. Nossos resultados corroboram o 

estudo realizado por FIGUEIREDO FILHO et al., [s.d.], onde foi observado que 

o extrato lipofílico da espécie Calycophyllum spruceanum (mulateiro), pode 

proteger as células humanas da senescência induzida pelo estresse (peróxido 

de hidrogênio). 

 Ao avaliarmos o efeito do extrato aquoso da espécie Arrabidaea chica 

morfotipo I, sobre a produção de citocinas (TNF- e IL-10) em macrófagos J774 

com e sem estímulo de zymosan, observamos que o extrato diminuiu a produção 

da citocina pró-inflamatória TNF- e aumentou a produção da citocina 

reguladora IL-10 tanto na presença quanto na ausência de zymosan, com 

concentração dependente. É importante ressaltar que o aumento da IL-10 é 

maior na presença de zymosan, isso quer dizer, que o papel do extrato aquoso 

de Arrabidaea chica nas mitocôndrias pode ser maior na inflamação devido esse 

diferencial da IL-10.  A produção de TNF- promove efeitos prejudicais sobre o 

envelhecimento, influenciando na diminuição cognitiva e em eventos 

cardiovasculares e neurológicos (MICHAUD et al., 2013). De acordo com IP et 

al., (2017) a IL-10 promove a eliminação das mitocôndrias apresentando baixo 

potencial de membrana e um elevado nível de espécies reativas de oxigênio, por 

meio do processo de mitofagia. Além disso, afirmam que ao utilizarem um 

modelo de doença inflamatória intestinal em ratos, observaram que na falta da 

sinalização realizada pela IL-10, os macrófagos acumulam mitocôndrias 

danificadas, resultando em ativação desregulada do inflamassoma NLRP3 e 

produção de IL-1β. A partir dos nossos resultados, sugerimos que o extrato 

aquoso de Arrabidaea chica pode ser potencialmente utilizado na proteção 

mitocondrial, além de prevenir danos relacionados ao envelhecimento, gerados 

com a produção de TNF-. 

 No perfil químico dos extratos brutos de Arrabidaea chica Verlot, utilizando 

a técnica de fingerpriting, por espectrometria de massas com infusão direta, 
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observou-se a presença dos íons 299 e 285 em todos os extratos analisados 

(aquoso por infusão, aquoso por decocção, etanólico e acetato de etila). Após 

análise de fragmentação, o íon 299 foi identificado como o pigmento carajurina 

e apresentou-se em maior intensidade, enquanto o íon 285 apresentou-se de 

maneira menos intensa e foi identificado como o pigmento carajurona. É 

importante ressaltar que a presença dos pigmentos carajurina e carajurona nos 

extratos aquosos, resulta em uma confiabilidade na forma de preparo do chá, 

por infusão e por decocção, tradicionalmente utilizada pela população. Estudos 

desenvolvidos por CABRAL et al., (2010), identificaram no extrato etanólico de 

Arrabidaea chica, o íon 285 (carajurona) com um sinal mais intenso em 

comparação ao íon 299 (carajurina). O fato pode ser explicado, pois as 

concentrações de carajurina e carajurona presentes na espécie de Arrabidaea 

chica podem variar de acordo com a região onde foi realizada a coleta das folhas. 

Foi visto ainda, que o pó obtido das folhas de Arrabidaea chica de coloração 

vermelha intenso possuíam maior intensidade do íon 299 (carajurina) e os outros 

com a coloração menos intensa apresentavam maior intensidade do íon 285 

(carajurona). Nossos resultados corroboram os experimentos realizados por 

CHAPMAN et al., (1927), ZORN et al., (2001) e DEVIA et al., (2002), que 

identificaram 3-desoxiantocianidinas isoladas das folhas de Arrabidaea chica 

Verlot, entre elas, a carajurina (componente principal) e a carajurona, 

responsáveis por proporcionar uma coloração avermelhada após a coleta das 

folhas, característica provavelmente restrita na família Bignoniaceae a espécie 

Arrabidaea chica (SCOGIN 1980; HARBORNE & WILLIANS, 2001). 

 Ao verificarmos os efeitos citotóxicos dos extratos brutos de Arrabidaea 

chica Verlot, sobre as células THP-1 (leucemia monocítica) por 48h, foi 

observado que os extratos aquosos (infusão e decocção) apresentaram a menor 

toxicidade, o extrato acetato de etila apresentou toxicidade na maior 

concentração utilizada e os extratos hexânico e etanólico não apresentaram 

toxicidade significativa. Os nossos resultados corroboram os dados publicados 

por DE CARVALHO RIBEIRO (2012), onde foi demonstrado que os extratos 
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aquosos não apresentaram atividade citotóxica significativa sobre as células 

leucêmicas humanas das linhagens Jurkat (leucemia linfóide) e HL60 (leucemia 

mielóide), no período de 48h.  

 É de grande importância a realização de estudos científicos que 

comprovem o conhecimento tradicional sobre as plantas medicinais que são 

comumente utilizadas pela população (FEIJÓ et al., 2012). A atividade 

antioxidante de Arrabidaea chica é a atividade biológica mais bem documentada 

desta espécie, porém não é comum na literatura a informação de qual morfotipo 

da espécie está sendo utilizado (morfotipo I, II ou III). Ao compararmos o efeito 

dos três morfotipos da espécie Arrabidaea chica sobre a produção de Óxido 

Nítrico (NO) em macrófagos murinos J774 tratados com LPS, observamos que 

morfotipo I reduziu significativamente a produção de NO em comparação aos 

morfotipos II, III e ao controle com LPS. Os nossos resultados corroboram os 

dados evidenciados na literatura, além disso, comprovam a utilização do chá das 

folhas da espécie Arrabidaea chica, amplamente usado como antioxidantes na 

população tradicional. 

 O experimento desenvolvido por ZORN et al., (2001) utilizando o extrato 

lipofílico das folhas de Arrabidaea chica mostrou a ação anti-inflamatória in vitro 

pela inibição do fator de transcrição NF-κB, o mesmo regula a transcrição de 

genes que codificam diversas enzimas inflamatórias, entre essas, a enzima 

Ciclooxigenase-2 (COX-2). De acordo com dados da literatura, alguns inibidores 

da COX-2 foram citados no tratamento de doenças neurodegenerativas, como 

na doença de Alzheimer (KALGUTKAR et al., 2001; PASINETTI et al., 1998). Ao 

investigarmos, por meio da análise in silico, a possível ancoragem das moléculas 

carajurina e carajurona isoladas da espécie Arrabidaea chica em sítios ativos da 

proteína Ciclooxigenase-2 (COX-2) complexada com o Rofecoxib (RCX), 

observamos que a molécula carajurina apresentou interações com os resíduos 

VAL-523 e ARG-513, que são apresentados na literatura como essências para 

a interação de inibidores seletivos para COX-2 (TSENG et al., 2016).  
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 Ao observarmos os efeitos protetores dos extratos de Arrabidaea chica 

sobre o dano na fita dupla do DNA, pelo teste do cometa em pH neutro, 

verificamos no índice de dano que o extrato acetato de etila apresentou-se mais 

eficiente em bloquear os efeitos danosos da Doxorrubicina, quando comparados 

aos extratos aquosos (infusão e decocção), hexânico e etanólico, embora todos 

os extratos tenham apresentado proteção ao DNA, quando comparadas ao 

controle com DOXO. Segundo BERTHIAUME et al., (2007) uma das causas que 

levam a toxicidade da doxorrubicina é a formação de espécies reativas de 

oxigênio, por isso, o grande interesse em estudos de moléculas que sequestrem 

as espécies reativas de oxigênio (BOHM; EDGE; TRUSCOTT, 2012). Além do 

mais, verificamos o efeito anti-apoptótico dos extratos Arrabidaea chica, 

realizada por meio da marcação das células THP-1 com Anexina V, onde foi 

observado que todos os extratos, aquosos (infusão e decocção), acetato de etila, 

hexânico e etanólico, apresentaram proteção aos macrófagos THP1 da apoptose 

induzida por estaurosporina. Nossos resultados sugerem que além dos extratos 

de Arrabidaea chica apresentarem proteção ao DNA do dano causado pela 

doxorrubicina, protegeram também as células THP-1 contra a apoptose induzida 

por estaurosporina.  
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5. CONCLUSÃO 

 

1. Todos os extratos de Arrabidaea chica morfotipo I reduziram 

significativamente a produção de ROS intracelular e aumentaram do 

potencial de membrana mitocondrial em macrófagos THP-1 tratados com 

estaurosporina. 

2. O extrato  aquoso bruto de Arrabidaea chica morfotipo I diminuiu a 

produção da citocinas pró-inflamatórias TNF- e aumentou a produção da 

citocina reguladora IL-10 tanto na presença quanto na ausência de 

zymosan, com concentração dependente, em macrófagos J774. 

3. Todos os extratos de Arrabidaea chica morfotipo I protegeram as células 

THP-1 do dano ao DNA causado pela doxorrubicina. 

4. Todos os extratos de Arrabidaea chica morfotipo I protegeram os 

macrófagos THP1 da apoptose induzida por estaurosporina.  
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