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RESUMO 

 

Avaliação do perfil anti-inflamatório agudo de Lippia origanoides 

 
 

Gabriella dos Santos Marinho Figueiredo 

 

Orientadora: Dra. Patrícia Dias Fernandes. 

 

Resumo da dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação 

em Farmacologia e Química Medicinal, Instituto de Ciências Biomédicas, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários 

à obtenção do título de Mestre em Ciências. 

 

Lippia origanoides Humboldt Bonpland Kunth (L. origanoides) é um arbusto 

aromático conhecido como “salva-de-marajó”. As partes áreas são utilizadas para tratar 

problemas gastrointestinais e por parteiras de Oriximiná (PA, Brasil) para tratar 

sangramentos pós-parto (“para limpar a mulher por dentro”) e outras inflamações 

uterinas. Embora existam dados etnofarmacológicos, não há evidências cientificas sobre 

os mesmos. Este trabalho visa, portanto, avaliar, em modelos de inflamação, os efeitos 

do extrato etanólico (EB) das folhas de Lippia origanoides e também de uma mistura de 

flavonoides (MF), isolada do EB. Um voucher (CESJ39532) encontra-se depositado no 

herbário da Universidade Federal de Juiz de Fora/Brasil. As folhas foram secas, 

trituradas e extraídas por maceração com etanol (EB). A MF foi obtida a partir do EB 

através de cromatografia de contra corrente. O efeito anti-inflamatório foi avaliado no 

modelo da lambedura de pata induzida por formalina, no qual os extratos reduziram a 

resposta de lambedura na fase inflamatória. Nenhum efeito sobre a atividade locomotora 

foi observado para EB ou MF. No modelo da bolsa de ar subcutânea (BAS), os extratos 

reduziram a migração leucocitária. Além disso, o EB reduziu o extravasamento de 

proteínas plasmáticas, os níveis de TNF-α, óxido nítrico (NO) e espécies reativas de 

oxigênio (ROS, 50 µg/µL e 100 µg/µL) no exsudato. A MF foi capaz de reduzir o 

extravasamento de proteínas plasmáticas,  os níveis de TNF- α (5 mg/kg e 10 mg/kg), 

IL-1β e IL-10, além da produção de NO e ROS (10 µg/µL). Assim, concluímos que L. 

origanoides possui efeitos anti-inflamatórios e a MF pode contribuir para este efeito. 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: 1. Lippia origanoides 2. Produtos naturais 3. Plantas medicinais 4. 

Inflamação 5. Migração celular 
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ABSTRACT 

 

Evaluation of the acute anti-inflammatory profile of Lippia origanoides 

 
 

Gabriella dos Santos Marinho Figueiredo 

 

Orientadora: Dra. Patrícia Dias Fernandes. 

 

Abstract da dissertação de Mestrado submetida ao Programa de Pós-Graduação 

em Farmacologia e Química Medicinal, Instituto de Ciências Biomédicas, da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como parte dos requisitos necessários 

à obtenção do título de Mestre em Ciências. 

 

Lippia origanoides Humboldt Bonpland Kunth (L. origanoides) is an aromatic 

shrub known as “salva-do-marajó”. The aerial parts are used to treat gastrointestinal and 

respiratory problems and by Oriximiná (PA, Brazil) midwifes to treat postpartum 

bleeding (“to clean woman inside”) or women inflammation. Although there are 

Ethnobotanical data, there is no scientific evidence about these informations. In this 

regard, this work aimed to evaluate the effects of ethanolic extract, from the leaves of L. 

origanoides (collected at Embrapa Amazônia Ocidental), beyond the effects of a 

flavonoids mixture (MF), isolated from the extract, in models of inflammation. A 

voucher (CESJ39532) is deposited at herbarium of Federal University of Juiz de 

Fora/Brazil. Leaves were dried, triturated and extracted by maceration with ethanol 

(EB) in order to prepare the ethanolic extract. MF was obtained from the EB by 

countercurrent chromatography. Anti-inflammatory effect was evaluated in the formalin 

test, in which the extracts reduced the licking response during the inflammatory phase. 

We didn’t observe any effects on the locomotor performance for both extracts. In the 

subcutaneous air pouch (SAP), the extracts reduced the leukocyte migration. Still in 

SAP, the EB was capable to reduce plasma protein leakage and TNF-α exsudate levels, 

besides nitric oxide (NO) and reactive oxygen species (ROS) production (50 µg/µL and 

100 µg/µL). With respect to MF, it was also capable to reduce plasma protein leakage, 

TNF- α (5 mg/kg and 10 mg/kg), IL-1β and IL-10 exsudate levels. NO levels were also 

reduced, besides ROS (10 µg/µL). In this way, we concluded that L. origanoides has 

anti-inflammatory effects and the MF obtained from it may contribute to these effects. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: 1. Lippia origanoides 2. Natural products 3. Medicinal plants 4. 

Inflammation 5. Cell migration 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1 Processo inflamatório 

 A inflamação pode ser definida como uma resposta não específica do sistema 

imune ao desequilíbrio homeostático, tendo como objetivo a detecção e eliminação dos 

fatores responsáveis por este desequilíbrio (Freire e Van Dyke, 2013; Ashley e cols., 

2012). Esta resposta compreende quatro componentes: o agente indutor da inflamação 

(bacteriano; viral; parasitário; danos estéreis, causados por agentes físicos, químicos ou 

por estresse tecidual), os sensores que o detectam, os mediadores inflamatórios 

induzidos por estes sensores e os tecidos alvos que são afetados por tais mediadores na 

tentativa de restaurar a homeostasia (Okin e Medzhitov, 2012). 

Uma vez desencadeado, o processo inflamatório agudo promove o aparecimento 

dos chamados sinais canônicos da inflamação (Figura 1) – rubor, edema, calor e dor –, 

observados primeiramente por Cornelius Celsius, no século I a.C. Mais tarde, no século 

IX, Augustus Waller e Julius Cohnheim conceituaram fisiologicamente estes sinais, ao 

relatarem a emigração de leucócitos a partir dos vasos sanguíneos e outras alterações 

vasculares agudas, como vasodilatação e extravasamento de plasma. Ainda no século 

IX, Rudolph Virchow adicionou o quinto sinal cardinal, presente nos eventos agudos e 

crônicos, conhecido como distúrbio da função (Medzhitov, 2010). 

 

Figura 1: Sinais canônicos da inflamação (adaptado de Lauwrence e cols., 2002). 
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O sucesso da resposta inflamatória aguda resulta não só da neutralização da 

causa da injúria, mas de uma fase de resolução que reverte os eventos celulares e 

vasculares, promove a produção de mediadores de resolução, diminui a produção de 

citocinas e o infiltrado leucocitário, além de controlar a apoptose de células e a 

fagocitose (Alessandri e cols., 2013). Se o processo de resolução falha, o dano persiste e 

pode resultar em inflamação crônica, caracterizada, dentre outros eventos, pela 

substituição de neutrófilos por macrófagos e outras células imunes (Ashley e cols., 

2012). Estas desordens crônicas são caracterizadas por uma duração prolongada 

(semanas, meses ou anos) em que uma inflamação ativa, destruição e tentativas de 

reparo tecidual estão ocorrendo simultaneamente (Kumar e cols., 2012). 

 

1.2 Vasodilatação e exsudação 

 A vasodilatação é mediada por substâncias como óxido nítrico (NO), 

prostaglandinas (PG), histamina, bradicinina e neuropeptídeos. Este evento é 

responsável por aumentar o fluxo sanguíneo no local da injúria, resultando em calor e 

rubor, e por facilitar a chegada de mediadores solúveis e células inflamatórias 

(Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Granger e Senchenkova, 2010). 

Com a dilatação dos vasos e maior fluxo sanguíneo no local, há elevação da 

pressão hidrostática no interior dos capilares que, somada ao aumento da 

permeabilidade dos vasos – devido à retração das células endoteliais e modificação de 

suas propriedades de barreira (causado por substâncias liberadas durante o processo 

inflamatório, como substância P, componentes do complemento, leucotrienos, 

bradicinina e outros mediadores inflamatórios), promovem o fluxo transvascular de 

proteínas do plasma, fluidos do sangue e outros componentes intravasculares, 

originando o exsudato, observado como um edema local. O extravasamento destes 
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componentes resulta em diminuição da pressão oncótica intravascular, favorecendo o 

processo (Sherwood e Toliver-Kinsky, 2004; Alessandri e cols., 2013). 

 

1.3 Migração leucocitária 

 Além dos eventos vasculares, a inflamação também é caracterizada pela 

migração leucocitária, sendo os neutrófilos (leucócitos polimorfonucleares) o primeiro e 

mais abundante tipo celular a chegar ao local da injúria. Estas células são recrutadas, 

inicialmente, por conta de alterações na superfície do endotélio, provocadas por 

moléculas oriundas de patógenos e/ou um gradiente de mediadores inflamatórios 

liberados por células sentinelas, como macrófagos e mastócitos residentes. 

Caracterizam-se por possuírem grânulos citoplasmáticos contendo proteínas pró-

inflamatórias e enzimas proteolíticas. Além disso, os neutrófilos também contêm 

vesículas secretoras, que podem ser facilmente recrutadas até a membrana plasmática. 

Tais vesículas, por sua vez, são preenchidas de moléculas necessárias à adesão e 

transmigração deste tipo celular (Kolaczkowska e Kubes, 2013). 

 Antes de efetivamente alcançarem o ambiente inflamado extravascular, é 

necessário que estas células migrem do centro do fluxo sanguíneo para a periferia dos 

vasos, caracterizando o processo de marginação. Em seguida, inicia-se o processo de 

rolamento, um movimento rotacional dos leucócitos pela parede do vaso. Tanto a 

marginação quanto o rolamento são interações fracas leucócito-endotélio e dependentes 

de glicoproteínas chamadas selectinas (Sherwood e Toliver-Kisnky, 2004). Existem três 

tipos de selectinas, incluindo L-selectina, E-selectina e P-selectina, sendo a primeira 

encontrada na superfície de leucócitos. Já nas células endoteliais são encontradas as P-

selectinas. Este é o subtipo expresso em maior proporção na superfície do endotélio 
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durante o processo inflamatório e é substituído temporalmente pelas E-selectinas (Kelly 

e cols., 2007) 

 Com o progresso do rolamento, tais células interagem com selectinas, citocinas, 

quimiocinas e produtos de patógenos. Isto resulta na expressão de integrinas da família 

β2 na superfície dos neutrófilos, permitindo o desenvolvimento de uma interação de alta 

afinidade com moléculas de adesão intercelular (ICAM-1, do inglês, endothelial 

intercellular adhesion molecule-1) expressas pelo endotélio. Esta interação mais forte e 

o estímulo quimiotático contínuo são importantes para que ocorra a migração destas 

células através do endotélio (Amulic e cols., 2012) (Figura 2). Uma vez ativados e 

presos ao endotélio, os neutrófilos iniciam a transmigração. Este processo ocorre através 

de junções entre as células endoteliais, por meio da via paracelular ou transcelular 

(Sadik e cols., 2011). A via transcelular é mediada por moléculas de adesão endotélio-

plaqueta (PECAM-I, do inglês, platelet/endothelial cell adhesion molecule 1), expressas 

tanto na superfície dos neutrófilos, quanto na superfície lateral do endotélio. À medida 

que estas moléculas se ligam umas às outras, a interação entre integrinas e ICAM-I fica 

mais fraca e, assim, a diapedese é favorecida (Sherwood e cols., 2004); já a via 

paracelular é caracterizada quando os neutrófilos se “espremem” em movimentos 

ameboides por entre as junções das células endoteliais (Muller, 2014). 

 

Figura 2:Eventos e ações da migração leucocitária (adaptado de Amulic e cols., 2012). 
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 No caso de um dano estéril, os neutrófilos auxiliam na remoção de células 

mortas e debris, além de secretarem citocinas e quimiocinas que promovem 

upregulation de moléculas de adesão, favorecendo o recrutamento celular (Chen e 

Nuñez, 2010). Na infecção, os neutrófilos podem eliminar os patógenos através de 

fagocitose, degranulação de vesículas contendo enzimas proteolíticas ou imobilização 

dos patógenos através de redes extracelulares de neutrófilos (NETs, do inglês,  

neutrophil extracellular traps) (Kolaczkowska e Kubes, 2013). 

 Com o progresso da resposta inflamatória aguda, os neutrófilos deixam de ser 

predominantes e são gradualmente substituídos por monócitos (Figura 3). No tecido, 

estas células se diferenciam em macrófagos e são responsáveis por promover a 

fagocitose de restos celulares e patógenos, além de liberarem substâncias a fim de 

combatê-los (Lawrence e cols., 2002). Existem evidências in vivo de que nos casos de 

inflamação estéril, os neutrófilos que uma vez migraram para o sítio inflamado podem 

retornar à vasculatura (Kolaczkowska e Kubes, 2013). 

 

 

Figura 3: Cinética celular da resposta inflamatória aguda (adaptado de Freire e Van 

Dyke, 2013). 
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1.4 Mediadores inflamatórios 

 Durante o processo inflamatório, o tecido inflamado, leucócitos e demais células 

presentes no local da injúria produzem mediadores inflamatórios que atuarão sobre os 

tecidos e órgãos, gerando estímulos pró e anti-inflamatórios. Estas moléculas podem ser 

encontradas no interior dos tipos celulares envolvidos – como histamina – ou circulando 

pelo plasma como precursores inativos – como fragmentos do complemento, cininas ou 

componentes da cascata de coagulação (Medzhitov, 2008). 

 Enquanto mediadores pró-inflamatórios coordenam e amplificam a resposta 

inflamatória, aqueles ditos anti-inflamatórios tentam reverter as alterações vasculares, 

controlar a migração e ativação leucocitária, além de sinalizarem para a apoptose e 

fagocitose das células inflamatórias (Lawrence e cols., 2002).  

 

1.4.1 Classificação dos mediadores inflamatórios e suas ações 

De acordo com as suas propriedades bioquímicas, os mediadores inflamatórios 

podem ser agrupados da seguinte forma: aminas vasoativas, peptídeos vasoativos, 

componentes do complemento, citocinas, quimiocinas, enzimas proteolíticas e 

mediadores lipídicos (Medzhitov, 2008). 

As aminas vasoativas compreendem histamina – presente, dentre outros tipos 

celulares, em basófilos e mastócitos – e serotonina – encontrada em células 

enterocromafins, plaquetas e mastócitos. A histamina, a partir da degranulação de 

mastócitos e/ou basófilos, promove vasodilatação das arteríolas e contratura do músculo 

liso bronquial. Nas vênulas, promove vasoconstrição, aumentando a permeabilidade do 

endotélio vascular. Por sua vez, a serotonina, dentre outras ações pró-inflamatórias, 

como a ativação de monócitos, também aumenta a permeabilidade vascular (Larsen e 

Henson, 1983; Qin e cols., 2013). 
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 Os mediadores lipídicos compreendem os eicosanoides – metabólitos do ácido 

aracdônico (AA), produzidos a partir da clivagem deste pelas enzimas lipoxigenase 

(LOX) e ciclo-oxigenase (COX). A clivagem pela LOX gera as lipoxinas, que detêm 

ação anti-inflamatória e promovem reparo tecidual, mas também leucotrienos, que 

exercem ação quimiotática. Já a COX produz prostanoides, como as prostaglandinas E2 

(PGE2) – que promovem vasodilatação, febre, e, sinergicamente com histamina e 

bradicinina, atuam sensibilizando nociceptores e induzindo a formação de exsudato –, 

prostaciclinas (PGI2) – envolvidas na vasodilatação e na inibição da agregação 

plaquetária – e tromboxanos (TxA2), produzido por leucócitos e plaquetas, com efeitos 

opostos (Figura 4). A partir dos fosfolipídeos de membrana, além do AA, também 

ocorre a formação do ácido lisofosfatídico, que origina os fatores de ativação 

plaquetária (PAF, do inglês platelet activating factor). Estes mediadores são 

responsáveis pelo recrutamento de leucócitos, vasodilatação, vasoconstrição e aumento 

da permeabilidade vascular (Kalter, 1984; Medzhitov, 2008). 

 

Figura 4: Síntese de prostanoides e leucotrienos (adaptado de Ricciotti e FitzGerald, 

2011). 

 Isomerases tecido-específicas 
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As citocinas são moléculas proteicas, de curta meia-vida plasmática, secretadas 

por todas as células nucleadas mediante ativação de receptores acoplados à proteína G 

(GPCRs, do inglês G protein coupled receptors). Uma vez secretadas, podem atuar de 

forma autócrina, justácrina, parácrina, endócrina ou intracelular (Schimitz e cols., 

2011). Dentre citocinas atuantes no processo inflamatório, podem ser citadas 

interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral α (TNF-α, do inglês, tumor necrosis 

factor-α) e interleucina-10 (IL-10). A família IL-1 é composta por onze citocinas, dentre 

as quais se destaca a interleucina-1β (IL-1β), cuja secreção ocorre através de diversos 

tipos celulares como macrófagos e neutrófilos. IL-1β não se encontra constitutivamente 

expressa, sendo induzida por diversos estímulos pró-inflamatórios, como aqueles 

estéreis (por exemplo, células mortas) ou oriundos de patógenos. Dentre seus efeitos 

majoritários encontra-se a regulação positiva de mediadores inflamatórios, incluindo 

PGs, através da indução da expressão de COX-2 (Turner e cols., 2014; Kono e cols., 

2014; Nonato e cols., 2011). TNF-α é um potente mediador inflamatório, podendo agir 

em sinergismo com IL-1β. Encontra-se envolvida na indução de vias apoptóticas e não-

apoptóticas, na expressão de outras citocinas pró-inflamatórias e produção de PG, na 

ativação das enzimas LOX e fosfolipase A2 (PLA2, do inglês, phospholipase A2), 

resultando na produção de AA e leucotrienos e também na migração de leucócitos 

(Sedger e McDermott, 2014). IL-10 é uma citocina pleiotrópica reconhecida pelo seu 

papel anti-inflamatório, do qual se destaca a inibição da produção de citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas por macrófagos.  Pode ser produzida por diversos tipos 

celulares, como monócitos, macrófagos, células T e mastócitos a fim de limitar a 

infiltração de leucócitos e o processo inflamatório de forma geral (Kotenko, 2002; Conti 

e cols., 2003; Akdis e cols., 2011). Alguns autores classificam as citocinas em pró ou 
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anti-inflamatórias. Contudo, segundo Kushner (1998), esta classificação não deve partir 

de uma análise individual das mesmas. Por exemplo, ainda que algumas citocinas sejam 

classificadas como anti-inflamatórias, são todas componentes intrínsecos de uma 

resposta inflamatória, onde se faz presente uma combinação de mediadores cujos efeitos 

dependerão do contexto em que se encontram inseridas. 

 As quimiocinas são uma classe de citocinas envolvidas no tráfego de células 

imunes, podendo uma mesma molécula atuar em mais de um receptor e este ligar mais 

de uma quimiocina, caracterizando uma relação de redundância (Koelink e cols., 2012). 

Encontram-se envolvidas tanto em funções homeostáticas, como maturação de 

leucócitos e a regeneração dos circulantes, quanto naquelas inflamatórias, como o 

recrutamento de células para as regiões inflamadas (Jin e cols., 2008). 

 A resposta inflamatória também é mediada por proteases plasmáticas que se 

encontram inter-relacionadas – o sistema complemento e peptídeos vasoativos (como 

alguns componentes da cascata de coagulação, fibrinopeptídeos e cininas).  O sistema 

complemento é composto de proteínas séricas, produzidas, dentre outros, por 

hepatócitos, macrófagos e células epiteliais. Encontram-se envolvidas no clearance de 

patógenos e, dentre outras ações, podem regular a vasodilatação, o aumento da 

permeabilidade vascular, a contração do músculo liso e a quimiotaxia de neutrófilos e 

macrófagos (Noris e Remuzzi, 2013). A ativação da cascata de coagulação também se 

encontra envolvida com diversos eventos no processo inflamatório. Sua ativação 

depende principalmente da expressão e exposição de fator tecidual pelo endotélio e 

monócitos ao ambiente intravascular, culminando na ativação de trombina, envolvida 

com a expressão de moléculas de adesão, liberação de citocinas e aumento da 

permeabilidade vascular. Uma vez formada, a trombina é capaz de clivar o fibrinogênio 

insolúvel para a formação de um coágulo de fibrina, que contribui para a adesão de 
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macrófagos e aumento da permeabilidade vascular (Petäjä, 2011; Kumar e cols., 2012; 

Popović e cols., 2012). O fator XIIa, intermediário da cascata de coagulação, é 

responsável por iniciar a via das cininas, culminando na produção do peptídeo vasoativo 

bradicinina, a partir da calicreína e do cininogênio de alto peso molecular. A bradicinina 

é responsável por provocar vasodilatação arteriolar e por efeitos nociceptivos – oriundos 

de sua capacidade de ativar nociceptores e aumentar a descarga de fibras aferentes 

simpáticas (Regoli e cols., 1980; Moalem e Tracey, 2006; Kumar e cols., 2012). 

 Dentre as enzimas proteolíticas, podem ser citadas metaloproteinases de matriz e 

catepsinas. Algumas de suas ações compreendem degradação de proteínas da membrana 

basal, remodelamento tecidual, promoção da migração leucocitária e apoptose 

(Medzhitov, 2008). 

 

1.5 Espécies reativas de oxigênio 

 O metabolismo oxidativo, o enovelamento de proteínas e outras reações 

metabólicas geram, naturalmente, espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês 

reactive oxygen species), sendo este também um mecanismo de defesa contra infecções 

e outras injúrias (Lópes-Armada e cols., 2013). Estas espécies são geradas a partir da 

redução do oxigênio e compreendem o ânion superóxido, (O2
-
), peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical hidroxil (OH
●
). As ROS possuem elétrons desemparelhados, o que 

explica a sua alta reatividade, atacando componentes moleculares da célula para que 

consigam restituir o par de elétrons (Reczek e Chandel, 2015; Closa e Folck-Puy, 2004).  

 O processo inflamatório também pode ser amplificado pela geração de ROS 

(Figura 5). Os alvos destas espécies compreendem, por exemplo, a ativação do fator 

nuclear κB (NFκB, do inglês nuclear factor κB) e da via de MAP cinases (MAPK, do 

inglês mitogen-activated protein kinases), envolvidos com a transcrição de genes pró-
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inflamatórios; a indução da síntese de citocinas; e a ativação do endotélio, promovendo 

a expressão de moléculas de adesão e receptores celulares (Closa e Folck-Puy, 2004).  

 Diversas células inflamatórias, como neutrófilos, mastócitos e macrófagos 

também podem produzir ROS (Kundu e Surh, 2012). Em particular, os neutrófilos 

liberam estas espécies enquanto circulam e também quando se encontram aderidos ao 

endotélio. Os efeitos diretos das ROS incluem oxidação de proteínas, ligações cruzadas 

no código genético celular, peroxidação de membranas lipídicas ricas em colesterol, 

além de danos aos componentes da mesma, como a receptores e transportadores (Closa 

e Folck-Puy, 2004).  

 

Figura 5: Amplificação da resposta inflamatória por ROS (adaptado de Closa e Folch-

Puy, 2004). 

  

1.6 Óxido nítrico 

 O NO é um radical livre produzido a partir da oxidação do aminoácido L-

arginina pelas enzimas óxido nítrico sintases (NOS, do inglês nitric oxide synthases), na 

presença de diversos cofatores. Três subtipos de NOS já foram identificados – as 

constitutivas, neuronal (nNOS) e endotelial (eNOS), e a induzida (iNOS), inicialmente 

identificada em macrófagos, mas que pode ser expressa em qualquer célula ou tecido, 
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conquanto o estímulo inflamatório esteja presente (Lo Faro e cols., 2014; Duarte e cols., 

2014). 

 A atividade das enzimas nNOS e eNOS é dependente de cálcio. A produção de 

NO por estas encontra-se na faixa de concentração picomolar e responde por uma série 

de ações benéficas ao organismo como vasodilatação e inibição da agregação 

plaquetária. A primeira ocorre devido à difusão do NO para o músculo liso subjacente – 

após sua formação no endotélio –, onde estimula a enzima guanilato ciclase solúvel 

(GCs, do inglês soluble guanylate cyclase), resultando em produção aumentada de GMP 

cíclico (GMPc, do inglês guanosine monophosphate cyclic), a partir da guanosina 

trifosfato (GTP, do inglês guanosine triphosphate) (Figura 6). Este aumento de GMPc 

ativa a proteína cinase G, promovendo o relaxamento do músculo liso. A inibição da 

agregação plaquetária pelo NO também é dependente de GMPc e apresenta ação 

sinérgica com prostaciclinas (Lo Faro e cols., 2014; Moncada e Higgs, 1993). 

 

Figura 6: Relaxamento vascular mediado pelo óxido nítrico (adaptado de Moncada e 

Higgs, 1993). 

 O NO é um mediador fisiológico que pode atuar, por exemplo, regulando a 

respiração celular através da inibição reversível do complexo citocromo c oxidase. 

Contudo, pode se “transformar” em inflamatório, com propósito citostático e citotóxico. 
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A ativação de iNOS, independente de cálcio, garante que o NO seja produzido em 

quantidades aumentadas, por muitas horas ou até dias permitindo uma maior interação 

deste gás com ânions superóxidos, gerando peroxinitrito, com alto potencial oxidativo, 

que provoca uma inibição irreversível de enzimas importantes da cadeia transportadora 

de elétrons (Choudhari e cols., 2013; Moncada, 1999). 

 

1.7 Tratamento do processo inflamatório 

 Tradicionalmente, o tratamento do processo inflamatório é realizado com 

terapias que promovem o alívio sintomático das condições agudas ou crônicas, a partir 

da neutralização de níveis aumentados de mediadores pró-inflamatórios e/ou da inibição 

da ativação e do recrutamento leucocitário (Alessandri e cols., 2013).  

 Os fármacos mais utilizados para tratamento são os anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINES), incluindo também os inibidores seletivos da ciclo-oxigenase 2 

(COXibes), e os glicocorticoides (GC). Os AINES, através da inibição das isoformas da 

enzima COX, impedem a formação e liberação de prostanoides, reduzem a dor e 

também apresentam um efeito benéfico de inibição da agregação plaquetária, sendo 

utilizados adicionalmente na terapia anti-plaquetária. Contudo, respondem pelo 

aparecimento de efeitos adversos relacionados ao trato gastrointestinal, devido à 

inibição da isoforma COX-1, responsável pelas ações protetoras da mucosa gástrica, 

como síntese e secreção de muco e bicarbonato, e inibição da secreção ácida (Alessandri 

e cols., 2013; Patrignani e Patrono, 2014). Citocinas pró-inflamatórias, 

lipopolissacarídeos (LPS) e fatores de crescimento podem causar a supra-regulação da 

enzima COX-2, causando uma produção aumentada de prostanoides. Os COXibes 

previnem este efeito ao inibirem seletivamente esta isoforma, além de causarem efeitos 

colaterais muito menos severos na mucosa gástrica. Contudo, muitos foram retirados do 
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mercado devido a graves efeitos adversos causados no sistema cardiovascular, como 

angina, infarto do miocárdio e ataques isquêmicos. Sugere-se que estes efeitos se devam 

ao fato dos COXibes inibirem seletivamente a isoforma COX-2 – que tem como 

principal produto a PGI2, responsável pela vasodilatação no local da injúria durante o 

processo inflamatório, mas também por exercer efeitos opostos a mediadores que 

estimulam a agregação plaquetária, elevam a pressão arterial e aceleram a aterogênese, 

como o TxA2 derivado da isoforma COX-1 de plaquetas, cuja atividade não é afetada.  

Sendo assim, as ações deste último mediador prevalecem, favorecendo os efeitos 

adversos cardiovasculares (Fries e Grosses, 2005; Meirer e cols., 2014; Wang e cols., 

2014). Por sua vez, os GC contribuem para a resolução do processo inflamatório através 

de mecanismos que envolvem tanto a transcrição, quanto a transrepressão de genes. 

Quando ligado ao seu receptor, o GC se transloca para o núcleo, prevenindo a 

transcrição de genes como os de citocinas pro-inflamatórias, NO e prostanoides. Por 

outro lado, também pode promover a transcrição de genes como de IL-10 e do 

antagonista de IL-1β. Além disso, os GC regulam positivamente a síntese de anexina 

A1. Esta proteína encontra-se constitutivamente expressa em neutrófilos, monócitos e 

macrófagos, sendo secretada mediante ativação destes tipos celulares. Dentre suas ações 

podem ser destacadas a inibição da adesão e transmigração leucocitária (Perretti e 

D’Acquisto, 2009). Juntos, esses eventos resultam em diversos efeitos, como a inibição 

da vasodilatação e do aumento da permeabilidade vascular, da transmigração, 

distribuição e morte/sobrevivência de leucócitos. Entretanto, apesar de serem os 

fármacos anti-inflamatórios mais efetivos, o uso a longo prazo encontra-se associado a 

efeitos adversos como osteoporose, doenças metabólicas e cardiovasculares (Dejager e 

cols., 2014; Coutinho e Chapman, 2011). 
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 Ainda que a maioria dos anti-inflamatórios atuais promova a inibição da síntese 

de mediadores inflamatórios, fatores endógenos que muitas vezes participam da 

manutenção das condições fisiológicas também podem ser afetados, causando uma 

perturbação da homeostasia e, consequentemente, efeitos adversos. Assim, a busca de 

novos fármacos que resolvam o processo de forma homeostática, eficiente e bem 

tolerada pelos usuários é de grande importância (Alessandri e cols., 2013). 

 

1.8 Plantas medicinais: alternativa para novas terapias 

 Mais da metade dos novos fármacos introduzidos no mercado desde a década de 

90 podem ser atribuídos a produtos naturais, indicando que até hoje são vastamente 

pesquisadas e empregadas como fonte de novas terapias (Hao e cols., 2014). 

 O conceito de que o uso de plantas medicinais remete a uma terapia mais natural 

tem crescido entre a população, junto ao fato de que podem provocar, em alguns casos, 

efeitos adversos menos pronunciados e serem tão ou mais efetivas que medicamentos 

sintéticos. Isto graças à complexa composição dos extratos de produtos naturais, que 

pode influenciar os processos farmacocinéticos – como absorção, metabolização e 

excreção – de um único composto bioativo. Além disto, os componentes presentes 

podem atuar de forma sinérgica e em diversas etapas de uma mesma via de sinalização 

– diferente de fármacos sintéticos, que são desenhados em sua maioria para atuar em um 

alvo específico –, contribuindo para um melhor efeito biológico (Gosslau e cols., 2011). 

 De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), 70 – 95% da 

população mundial depende da medicina popular para a atenção primária em saúde, e a 

maioria destas práticas medicinais compreende o uso de produtos naturais (Carmona e 

Pereira, 2013).  
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1.9 Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kunth 

 As plantas do gênero Lippia compreendem aproximadamente duzentas espécies, 

que podem ser encontradas na forma de ervas, arbustos ou pequenas árvores e 

encontram-se distribuídas pela América Central e do Sul, além de alguns lugares da 

África. Pertencem à família Verbenaceae, caracterizada por abranger mais de setecentas 

espécies distribuídas entre as zonas tropicais e temperadas. Geralmente, aquelas 

encontradas em zonas tropicais caracterizam-se por serem aromáticas (Pascual e cols., 

2001; Maisch, 1985). 

 Na literatura, já existem descritos usos de espécies de Lippia contra distúrbios 

respiratórios (como L. Alba N.E. Brown, L. dulcis Trevir., L. chevalieri Moldenke, L. 

graveolens H.B.K., L. micromera, Schauer., L. microphylla Cham., L. multiflora 

Moldenke e L. nodiflora (L.) Michx) e gastrointestinais (como L. alba (Mill.) N.E. 

Brown, L. citriodora H.B.K. ou L. triphylla (L’Hér.) Kuntze, L. dulcis Trevir., L. 

micrômera Schau, L. origanoides H.B.K., L.reptans H.B.K., L. stoechadifolia H.B.K. 

eL. Turbinate Griseb; malária (L. chevalieri Moldenke,L. multiflora Moldenke eL. 

Nodiflora (L.) Michx); como antiespasmódica (como L. alba (Mill.) N.E.Brown, L. 

citriodora (Ort.) H.B.K. ou L. triphylla (L’Hér), L.dulcis Trevir., L. geminata H.B.K., L. 

graveolens H.B.K. e L. Nodiflora (L.) Michx); como adoçante em preparações 

culinárias (como L. alba (Mill.) N.E. Brown, L. citriodora (Ort.) H.B.K., L. graveolens 

H.B.K., L. micromera Schau) (Pascual e cols., 2001). 

 A Lippia origanoides Humboldt, Bonpland e Kunth (L. origanoides) é um 

arbusto aromático de até três metros de altura (Figura 7), distribuído nas regiões da 

Amazônia, Guianas, Venezuela e Colômbia, onde é conhecida como “orégano do 

monte”, e em países da América Central, como Cuba, Guatemala e México, neste 

reconhecida como substituta do orégano (Maisch, 1985; Pascual, 2001). Dentre as 
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atividades e usos descritos para a espécie, encontram-se atividade antimicrobiana do 

óleo essencial (Oliveira e cols., 2007; Barreto e cols., 2014); além do uso como remédio 

contra gripe, bronquite e asma, do uso das folhas como tempero alimentício e do 

decocto como estimulador de apetite (Pascual e cols., 2001). 

 

Figura 7: L. origanoides H.B.K. 

(https://www.flickr.com/photos/ignezmotta/8535627021, em 20 de maio de 2014). 

 

No Brasil, foi conduzido um estudo por Oliveira (2004) na cidade de Oriximiná, 

estado do Pará, onde a planta é conhecida como “salva-de-marajó”. Nele constatou-se o 

uso da infusão de folhas e flores de L. origanoides contra dores de estômago, cólicas, 

diarréia, inflamação uterina, corrimento vaginal, cólicas menstruais, febre, para “descer 

o sangue da mulher” (como é dito popularmente), além de anti-séptico. Em outro estudo 

realizado, observou-se que a planta constitui uma das principais espécies medicinais 

dentre aquelas utilizadas por comunidades quilombolas (Oliveira, 2014). 

 

 

 

 

  

https://www.flickr.com/photos/ignezmotta/8535627021/
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1.9.1 Constituição química 

 Ainda se conhece pouco acerca da constituição química desta espécie. Os dados 

da literatura analisam principalmente os componentes do óleo essencial de L. 

origanoides (Oliveira, 2014). Baseado nisto, Stashenko e cols. (2010) propuseram três 

quimiotipos (A, B, C) desta planta, ou seja, de plantas morfologicamente idênticas, 

porém com diferentes constituições químicas. O quimiotipo A, de aroma cítrico, 

apresenta majoritariamente p-cimeno – detentor de atividade antioxidante e 

neuroprotetora (Oliveira e cols., 2015) –, α- e β-filandreno – relacionados à redução da 

nocicepção e hiperalgesia (Lima e cols., 2012), bem como à atividade antimicrobicida e 

anti-oxidante (Martins e cols., 2014) – e limoneno – promotor de atividades inibitórias 

sobre a produção de óxido nítrico (NO), prostaglandinas E2(PGE2) e citocinas pró-

inflamatórias (Yoon e cols., 2010); os quimiotipos B e C, com fragrância de orégano, 

apresentam em sua maioria os terpenos fenólicos carvacrol e timol, respectivamente – 

responsáveis por atividades anti-inflamatórias, como redução de citocinas pro-

inflamatórias (Kara e cols., 2014) e do infiltrado leucocitário (Riella e cols., 2012). Um 

quarto quimiotipo, D, de sinonímia de Lippia schomburgkiana Schauer, também foi 

identificado (Silva e cols., 2009), possuindo o constituinte 1,8-cineol como majoritário, 

relacionado à atividade inibitória sobre a produção de ROS e a peroxidação lipídica 

(Porres-Martínez e cols., 2014). Além deste, foi identificado por Ribeiro e cols. (2014) 

o que seria o quimiotipo E, rico em (E)-metilcinamato – envolvido com ações 

antiespasmódicas e miorelaxantes (Lima e cols., 2014) – e (E)-nerolidol, com fragrância 

frutada/amadeirada e relacionado com atividade anti-bacteriana (Khaoukha e cols., 

2014) e anti-parasitária (Silva e cols., 2014). 

 Em relação aos componentes não voláteis, poucos já foram identificados. 

Contudo, na espécie L. origanoides já foi relatada a presença de duas naftoquinonas e 
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do flavonoide pinocembrina (Stashenko e cols., 2010; Oliveira e cols., 2014). As 

naftoquinonas pertencem à classe das quinonas, metabólitos secundários de plantas. Em 

relação às atividades farmacológicas destes compostos, encontram-se relatadas, dentre 

outras, propriedades microbicidas, anti-virais e antitumorais. Além disso, as 

naftoquinonas compreendem as vitaminas do tipo K, necessárias no processo de 

coagulação do sangue (Da Silva e cols., 2003). Nas raízes de L. origanoides já foram 

encontrados dois tipos de naftoquinonas – catalponol e tectoldimetil éter (Brieskorn e 

Pohlmann, 1976). Contudo, no levantamento bibliográfico realizado para este trabalho, 

não foram encontrados relatos acerca da atividade farmacológica destas naftoquinonas 

específicas. 

 Os flavonoides são compostos fenólicos encontrados nas folhas, floras, 

sementes, frutos, cascas e raízes, desempenhando funções de defesa e crescimento. 

Dentre as ações terapêuticas já descritas para estes componentes, encontram-se 

atividade antimicrobiana, anti-hipertensiva e anti-inflamatória, além de possuírem 

atividade sequestrante de radicais livres e inibirem a produção de prostaglandinas 

(Havsteen, 2002). A pinocembrina possui propriedades antioxidantes e antifúngicas já 

descritas, além de ser um agente promissor no tratamento de câncer e também na 

quimioprevenção. Este flavonoide pertence à classe das flavanonas, relacionadas com 

atividades antiproliferativa, anti-inflamatória, antifúngica e anticarcinogênica 

(Stashenko e cols., 2010). 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral 

 Avaliar a ação anti-inflamatória aguda de L. origanoides em modelos 

experimentais in vivo e in vitro, a fim de confirmar o seu uso popular e contribuir para 

seu estudo etnofarmacológico. 

 

2.2 Objetivos específicos 

1) Avaliar a ação anti-inflamatória aguda do extrato bruto de L. origanoides e de 

uma mistura de flavonóides isolados do mesmo através dos modelos da 

lambedura de pata induzida por formalina e da migração celular induzida por 

carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS);  

2) sugerir uma possível explicação para sua ação anti-inflamatória através da 

dosagem de citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-10), NO, ROS e proteína. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 
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3.1 Material vegetal 

 As partes aéreas do quimiotipo B de Lippia origanoides foram coletadas na 

cidade de Oriximiná, no estado do Pará (Brasil), em outubro de 2002, pelo professor 

Danilo Oliveira, da Faculdade de Farmácia, UFRJ. Uma exsicata de registro CESJ 

39532 foi depositada no herbário de Universidade Federal de Juiz de Fora, após 

identificação pela Dr. Fátima Regina Gonçalves Salimena. 

3.2 Extrato etanólico de Lippia origanoides  

 O preparo do extrato etanólico (EB) de L. origanoides foi conduzido pelo grupo 

da professora Suzana Guimarães Leitão, da Faculdade de Farmácia, da UFRJ. O tipo de 

extração utilizado foi maceração estática. Para isto, as folhas foram secas e trituradas até 

a obtenção de um pó. Este foi colocado em um erlenmayer ao qual se adicionou etanol 

95% (160 g, 1/5 p/v) para sucessivas extrações. Em seguida, a solução foi 

homogeneizada e deixada em repouso por aproximadamente 1 semana, em erlenmayer 

fechado. Após este período, a solução foi filtrada e colocada em rota-vapor para 

evaporação do solvente. 

3.3 Mistura de flavonoides 

 A mistura de flavonoides (MF) foi obtida a partir do pré-fracionamento do EB 

por cromatografia de contra-corrente, no laboratório da professora Gilda Guimarães 

Leitão, do Instituto de Pesquisa em Produtos Naturais, da UFRJ. 

3.4 Reagentes 

 Os seguintes reagentes foram utilizados: dimetilsulfóxido (DMSO) P.A., éter 

etílico (Fisher Biotech); fosfato dissódico de dexametasona (Aché); tween 20 e tween 

80 (Isofar); cloridrato de xilazina 2% (Vetbrands) e cloridrato de cetamina 10% (Ceva); 

formaldeído, ácido fosfórico e ácido acético foram adquiridos da Reagen; ácido 
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acetilsalicílico (AAS), carragenina, tampão de fosfato-citrato com perborato (TFCP) e 

pastilhas de tetra-metil-di-hidrocloreto de benzidina (TMB), formiato de amônio 

(NH4CO2), molibdato de amônio, naftiletilenodiamina, sulfanilamida, forbol miristato 

acetato (PMA) e 2,7 – diclorofluoresceína diacetato (DCF-DA)(Sigma), nitrito de sódio 

(Isofar), hidróxido de sódio e fosfato monossódico (Reagen), sulfato de zinco (Vetec), 

KitsELISA BD OptEIA
TM

 Set Mouse para TNF-α, IL-1β, IL-10, (BDBiosciences, San 

Diego, EUA); kit PierceBCA
TM

ProteinAssay (ThermoScientific); TrypticaseSoyBroth 

(BectonDicksonMicrobiology Systems). 

3.5 Preparo das soluções 

 Tampão fosfato salina (PBS): 

KH2PO4 (anidro)     1,78 g 

Na2HPO4 (anidro)     7,61 g 

NaCl       8,5 g 

H2O ultrapura       q.s.p. 1000 mL 

 Formalina: solução de formaldeído 2,5% (v/v) diluído em PBS. 

 AAS: solução a 100 mg/mL, em Tris-HCl 1M, pH 8,0. 

 Carragenina: solução a 10 mg/mL (1% p/v) em PBS. 

 Dexametasona: solução 100 mg/mL, em água. 

 Reagente BCA: reagentes A e B presentes no kit, misturados na proporção 50:1,  

respectivamente. No momento do uso são utilizados 195 μL desta mistura, preparada 

conforme abaixo. 

Reagente B      1 mL 

Reagente A      q.s.p. 50 mL    

 Reagente de Griess: reagentes A e B misturados na proporção 1:1. 

Reagente A:  
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sulfanilamida      1 g 

H2O ultrapura      q.s.p. 100 mL 

Reagente B:  

dicloreto de naftilenodiamina    0,1 g 

H3PO4 10%      q.s.p. 100 mL 

 Fonte de nitrato redutase: a bactéria Escherichia coli (E. coli) foi diluída em 5  

mL de meio TrypticaseSoyBroth, em condições anaeróbias, a 37 ºC, por 18 a 20 horas 

(h). Centrifugou-se o meio por 15 minutos (min), a 11.000 rotações por minuto (r.p.m.), 

seguido de lavagem com PBS, para que fossem obtidas alíquotas de 100 μL, na 

concentração de 150 mg/mL, armazenadas a -70 ºC. 

 Diluente de ensaio: 

Soro fetal bovino     10 mL 

PBS       q.s.p. 100 mL 

 Tampão diluente: 

NaHCO3      7,13 g 

Na2CO3      1,59 g 

H2Oultrapura      q.s.p. 1000 mL 

Ajustar pH para 9,5 utilizando NaOH 10 N 

 Tampão de lavagem: 

Tween 20      0,05 mL 

PBS       q.s.p. 100 mL 

 Solução de substrato: 1 pastilha de TMB é solubilizada em 1 mL de DMSO e 1  

cápsula de TFCP é solubilizada em 100 mL de água ultrapura para preparo da solução 

de uso abaixo. 

TMB       1,0 mL 
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TFCP       9,0 mL 

 Anestésico: 

Cloridrato de cetamina    4,5 mL 

Cloridrato de xilazina     1,5 mL  

Salina       q.s.p 40 mL 

 PMA: solução a 10 nM, em PBS 

 DCF-DA: solução a 200 μM, em PBS 

 

3.6 Preparo e administração do EB, MF e fármacos controle 

O EB ou a MF foram dissolvidos em DMSO para preparo de uma solução 

estoque a 100 mg/mL, armazenada a -20 ºC. No momento dos ensaios foram feitas 

soluções intermediárias em Tween 80. O EB e MF foram administrados por via oral 

(v.o.) em doses variando entre 10 e 100 mg/kg e 1 e 10 mg/kg, respectivamente. Como 

fármacos de controle positivo foram utilizados AAS (200 mg/kg, v.o.) e, por via 

intraperitoneal (i.p.), dexametasona (D; 0,5 mg/kg,). Como controle negativo utilizou-se 

apenas o veículo (Tween 80).  

  

3.7 Animais 

 Camundongos Swiss Webster (n = 6 – 8 por grupo), fêmeas, pesando entre 23 – 

30 gramas, doados pelo Instituto Vital Brasil (Niterói, Rio de Janeiro) foram utilizados. 

Os animais permaneceram no biotério do Programa de Farmacologia/ICB, com 

temperatura controlada entre 22 ± 2 ºC, ciclo claro/escuro de 12 h e água e comida ad 

libitum. 
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Doze horas antes da realização dos experimentos, retirou-se a ração a fim de se 

prevenir uma interferência da alimentação na absorção das substâncias administradas 

oralmente. 

 Os protocolos de experimentação em animais de laboratório obedeceram aos 

critérios da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), do Centro de Ciências da 

Saúde, da Universidade Federal do Rio de Janeiro e às normas do Conselho Brasileiro 

de Experimentação Animal (COBEA) e receberam o protocolo #DFBCICB015-04/16. 

3.8 Modelo da lambedura de pata induzida por formalina 

 Adaptado de Hunskaar e Hole (1987), no qual os animais receberam injeção 

subcutânea, na região plantar, contendo 20 μL de solução de formalina (2,5 % v/v). 

Imediatamente após a injeção, contava-se o tempo (em segundos) no qual o animal 

permanecia lambendo a pata injetada nos primeiros 5 min. Após um intervalo de 10 

min, contava-se novamente por mais 15 min. Sessenta minutos antes da injeção de 

formalina, os animais foram tratados oralmente com EB (10, 30, 50 ou 100 mg/kg), MF 

(1, 3, 5, 10 mg/kg), veículo ou AAS (200 mg/kg). O protocolo experimental está 

demonstrado no esquema 1. 

 

Esquema 1. Protocolo do modelo da lambedura de pata induzida por formalina. Extrato 

bruto (EB); mistura de flavonoides (MF); ácido acetil salicilico (AAS). 
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3.9 Avaliação do desempenho locomotora através do modelo de rotarod 

 Modelo adaptado de Godoy e cols. (2004). Os animais são colocados em um 

aparato giratório (8 r.p.m.), denominado rotarod, para observação do desempenho 

locomotor. Doze horas antes do início do experimento os animais foram treinados até 

que permanecessem por 60 segundos sem cair. Após este período, todos foram tratados 

oralmente com veículo ou com 100 mg/kg do EB ou com 10 mg/kg da MF, 30 min 

antes de serem colocados no rotarod, e observados durante 4 min ao longo de 3,5 h, 

conforme esquema 2, a seguir. 

 

Esquema 2: Protocolo do modelo de avaliação da atividade locomotora em rotarod. Extrato bruto (EB); 

mistura de flavonoides (MF); via oral (v.o.). 

3.10 Modelo da migração celular induzida por carragenina na bolsa de ar 

subcutânea (BAS) 

 No modelo da BAS (Romano e cols., 1997; Raymundo e cols., 2011), 10 mL de 

ar estéril (coletados em fluxo laminar, previamente esterilizado por radiação 

ultravioleta) foram injetados por via subcutânea no dorso dos animais para criação de 

uma cavidade estéril. Após três dias, mais 5 mL de ar estéril foram injetados. No sexto 

dia, os animais foram tratados oralmente com EB (10, 30, 50 ou 100 mg/kg), MF (1, 3, 

5, 10 mg/kg), veículo ou com dexametasona (i.p., 0,5 mg/kg). Sessenta minutos após o 

tratamento, os animais foram divididos nos seguintes grupos: 
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 Tratados por v.o. com veículo: 

- Receberam injeção de 1 mL de PBS na BAS; 

- Receberam injeção de 1 mL de solução de carragenina (1% p/v) na BAS; 

 Tratados por v.o. com EB, MF ou i.p. com dexametasona: 

- Receberam injeção de 1 mL de solução de carragenina (1% p/v) na BAS.  

 Vinte e quatro horas após a injeção de carragenina, os animais foram 

sacrificados em câmara contendo CO2 e a cavidade, lavada com 1 mL de PBS para 

coleta do exsudato e contagem de leucócitos no mesmo. Após, a amostra foi 

centrifugada a 1.000 r.p.m., por 8 min, a 4 ºC. O sobrenadante foi recolhido, aliquotado 

e armazenado a -20 ºC para as dosagens subsequentes. O protocolo experimental está 

demonstrado no esquema 3. 

 

Esquema 3: Protocolo do modelo da migração celular induzida por carragenina na bolsa de ar 

subcutânea. Extrato bruto (EB); mistura de flavonoides (MF); via oral (v.o.); intra-peritoneal (i.p.) 

carragenina (CAR). 
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3.10.1 Contagem total de leucócitos na medula, no sangue e no exsudato 

 Ainda no modelo da migração celular induzida por carragenina na BAS, os 

camundongos foram anestesiados com solução de cetamina e xilazina (112,5 mg/kg + 

7,5 mg/kg, respectivamente) para a coleta de sangue, lavado de medula e exsudato da 

cavidade. A tubos contendo 15 μL de EDTA (100 mg/mL) foram adicionados 100 μL 

de sangue coletados do plexo orbital de cada animal. Para a coleta do lavado de medula, 

retirou-se o fêmur dos camundongos, o qual foi lavado com 1 mL de PBS. Já do 

exsudato, toda a quantidade recolhida foi separada em eppendorfs. Em todas as 

situações descritas, a contagem de leucócitos totais foi realizada em contador 

automático pocH-100iV Diff (Sysmex). 

 

3.10.2 Dosagem de Proteína 

 Para a quantificação da concentração de proteínas no exsudato utilizou-se o kit 

PierceBCA
TM

ProteinAssay (ThermoScientific, EUA), composto pelos reagentes A e B, 

misturados na proporção 50:1, respectivamente, no momento dos ensaios. Uma alíquota 

de 5 μL do sobrenadante do exsudato foi incubada com 195 μL do reagente pronto, a 37 

ºC, por 30 min. A leitura da absorbância foi realizada em leitor de microplaca 

(FlexStation 3, Molecular Devices, EUA), a 570 nm. O resultado foi expresso em 

μg/mL, a partir de uma curva-padrão com diferentes concentrações de albumina de soro 

bovino (BSA). 

3.10.3 Dosagem de óxido nítrico 

 Para a dosagem da concentração de óxido nítrico no exsudato da BAS utilizou-

se técnica descrita por Bartholomew (1984) e adaptada por Raymundo e cols. (2011) 

seguida da técnica de Griess (Green e cols., 1982). 
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 Amostras do exsudato foram desproteinizadas onde 200 μL da amostra foram 

incubados com 20 μL de ZnSO4 (10 % p/v) por 10 min, a 4 ºC. Em seguida foram 

adicionados 4 μL de NaOH (2,5 N),seguido por nova incubação, por 10 min, a 4 ºC. As 

amostras foram centrifugadas a 10.000 r.p.m., por 10 min, a 4 ºC e o sobrenadante foi 

recolhido. Um volume de 150 μL do sobrenadante foi incubado por duas horas, a 37 ºC, 

com 15 μL de NaH2PO4 0,5 M (pH 7,2), 15 μL de NH4HCO2 2,4 M (pH 7,2) e 10 μL de 

uma alíquota de E. coli, não patogênica, diluída em PBS. Após centrifugação a 10.000 

r.p.m., 10 min, temperatura ambiente, coletou-se 100 μL do sobrenadante. 

 Para a dosagem do nitrito formado misturaram-se partes iguais do sobrenadante 

e do reagente de Griess. Uma curva padrão de nitrato de sódio foi utilizada para o 

cálculo da quantidade de nitrito acumulado. A leitura das absorbâncias foi realizada em 

leitor de microplaca (FlexStation 3,Molecular Devices, EUA), em comprimento de onda 

de 540 nm. Os resultados foram expressos em micromolar (μM de NO produzido). 

3.10.4 Dosagem de Citocinas 

 Para a quantificação de citocinas no exsudato foram utilizados kitsELISA BD 

OptEIA
TM

 Set Mouse para TNF-α, IL-1β, IL-10. De forma resumida, imunoplacas foram 

incubadas por 18 h, a 4ºC, com anticorpo de captura específico para a citocina. Após 

diversas lavagens as placas foram incubadascom 50 μL de cada amostra (exsudato da 

BAS) ou com curva padrão, por período de 18 h, a 4ºC. 

 Após novas lavagens, incubação com anticorpo de detecção correspondente a 

cada citocina e adição do substrato, a reação foi parada com adição de H3PO4 1 N. A 

absorbância foi obtida em leitor de microplaca (FlexStation 3,Molecular Devices, 

EUA), em comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como 

pg/mL de citocina. 
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3.11 Determinação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) 

 A técnica foi descrita por Srivastava e cols. (2009). A partir do experimento da 

BAS, coletou-se 1 mL do exsudato de animais tratados com veículo (v.o.) e carragenina 

na cavidade. Este foi transferido para eppendorf de forma a se obter a concentração de 

10
5
 células/mL. Em seguida, foi realizada uma incubação a 37 ºC e 5% de CO2 por 1 h. 

Após este período, 100 μL de EB (10, 30, 50 e 100 μg/mL) ou MF (1, 3, 5 e 10 μg/mL) 

ou PBS foram adicionados aos eppendorfs, seguido de nova incubação por 30 min nas 

condições já especificadas. Ao término, as células foram tratadas com 1 μL de PMA 10 

nM e incubadas por 45 min nas referidas condições. Após incubação, foram adicionados 

10 μL de solução de DCF-DA 200 μM, seguido de nova incubação por 30 min, a 37 ºC 

e 5% de CO2. A fluorescência emitida, proporcional à concentração de ROS, foi captada 

em citômetro de fluxo, no canal FL-1. 

 

3.12 Análise Estatística 

 Os grupos experimentais foram compostos por 6 a 8 animais. Os resultados 

encontram-se descritos como a média ± desvio padrão. Os dados foram analisados no 

programa GraphPad Prisma
®

(versão 5.0., GraphPad Software inc., San Diego, CA, 

EUA) usando análise de variância (ANOVA) seguida de teste de Bonferroni. Valores de 

“p” menores que 0,05 foram considerados significativos. 
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4. RESULTADOS 
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4.1 Efeito anti-inflamatório do extrato bruto e da mistura de flavonoides de 

Lippia origanoides no modelo da lambedura de pata induzida por formalina 

 O modelo da lambedura de pata induzida por formalina caracteriza-se por ser 

bifásico, no qual a primeira fase compreende a estimulação de nociceptores, mediada 

centralmente e, a segunda fase, envolve a ativação de processos inflamatórios que 

esimulam e sensibilizam os nociceptores (Adzu e cols., 2014). 

 Na 1ª fase do experimento, o grupo tratado com veículo (grupo controle) 

apresentou tempo de lambedura de 69,9 ± 8,0 segundos. O pré-tratamento com ácido 

acetil salicílico (AAS, 200 mg/kg) fez com que este mesmo tempo fosse de 57,9 ± 8,8 

segundos, não havendo, portanto, diferença significativa entre tais grupos. Também não 

houve diferença significativa entre os grupos pré-tratados com o EB (10, 30, 50 e 100 

mg/kg) e o grupo controle: o grupo pré-tratado com a dose de 10 mg/kg permaneceu 

lambendo a pata injetada por 56,0 ± 9,6 segundos; com a dose de 30 mg/kg, 58,8 ± 15,6 

segundos; com a de 50 mg/kg, 50,0 ± 2,8 segundos; e com a de 100 mg/kg, 47,6 ± 9,1 

segundos. Já na 2ª fase do modelo, quando comparado ao grupo veículo (246,2 ± 27,5 

segundos), o pré-tratamento com AAS foi capaz de reduzir o tempo de lambedura para 

123,4 ± 32,2 segundos (redução de 49,8%). O pré-tratamento com o EB também foi 

capaz de reduzir este tempo na dose de 10 mg/kg (150,9 ± 21,5 segundos; redução de 

38,6%); 30 mg/kg (97,8 ± 17,6 segundos; redução de 60,2%); 50 mg/kg (46,1 ± 4,3 

segundos; redução de 81,3%) e 100 mg/kg (93,9 ± 9,4 segundos; redução de 61,8%). A 

dose de 50 mg/kg apresentou a melhor inibição, com redução do tempo de lambedura 

significativamente maior que até mesmo o fármaco utilizado como controle positivo, 

AAS (Gráfico 1). 
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Gráfico 1: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, no modelo 

da lambedura de pata induzida por formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente 

com veículo (Tween 80), ácido acetil salicílico (AAS, 200 mg/kg), ou EB (10, 30, 50 e 

100 mg/kg), 60 min antes da injeção intraplantar de formalina (2,5%). Os resultados são 

expressos como média ± d.p. do tempo em que os animais permaneceram lambendo a 

pata injetada com a formalina (n= 6 – 8). A análise estatística foi obtida a partir da 

comparação dos grupos pré-tratados com AAS ou EB com o grupo pré-tratado com 

veículo (*), ou comparando os grupos pré-tratados com EB com o grupo pré-tratado 

com AAS (#), por análise de variância (ANOVA) seguida do pós-teste de Bonferroni. 

Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

 O rendimento no processo de obtenção da mistura de flavonoides (MF) a partir 

do EB foi de 10%, ou seja, para cada 100 mg de EB, obtinha-se 10 mg da MF. Portanto, 

seguimos este parâmetro na escolha das doses da MF a serem testadas – sendo as do EB 

100 mg/kg, 50 mg/kg, 30 mg/kg e 10 mg/kg, utilizamos, para a MF, 10 mg/kg, 5 mg/kg, 

3 mg/kg e 1 mg/kg. Assim, no gráfico 2, pode ser observado o efeito da MF.  Na 1ª fase 

a MF não foi capaz de reduzir de forma significativa o tempo de lambedura de pata.  

Já na 2ª fase do experimento, a dose de 3 mg/kg (118,3 ± 19,6 segundos) foi tão efetiva 

quanto o AAS em reduzir o tempo de lambedura de pata (51,9% e 49,8% de inibição, 

respectivamente) em relação ao grupo pré-tratado com veículo. As doses de 5 mg/kg 
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(156,3 ± 20,3 segundos) e 10 mg/kg (166,6 ± 22,0 segundos) também reduziram de 

maneira similar a lambedura de pata, com 36,4% e 32,3% de inibição, respectivamente. 
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Gráfico 2: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto (EB) 

das folhas de Lippia origanoides, no modelo da lambedura de pata induzida por 

formalina. Os animais foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80), ácido 

acetil salicílico (AAS, 200 mg/kg) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injeção 

intraplantar, de formalina (2,5%). Os resultados são expressos como média ± d.p. do 

tempo em que os animais permaneceram lambendo a pata injetada com a formalina (n= 

6 – 8). A análise estatística foi obtida a partir da comparação dos grupos pré-tratados 

com AAS ou MF com o grupo pré-tratado com veículo (*), por análise de variância 

(ANOVA) seguida do pós-teste de Bonferroni. Os valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 

 

4.2 Efeito do extrato bruto e da mistura de flavonoides de Lippia origanoides 

na avaliação do desempenho locomotor (rotarod) 

Alguns procedimentos experimentais para avaliaçãa da nocicepção, como a 

formalina, utilizam-se da avaliação de mudanças na latência de respostas motoras, após 

o estímulo nociceptivo. Assim, interpretar um aumento no tempo de latência como uma 

evidência de analgesia é incorreto se a intervenção analgésica interfere com a atividade 

motora (Cartmell e cols., 1991).  
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 Para avaliarmos se a redução do tempo de lambedura da pata não seria devido a 

um algum efeito miorelaxante ou sedativo causado pelos extratos em teste, avaliamos o 

desempenho locomotor dos animais no aparato de rotarod. Os resultados demonstrados 

na tabela 1 indicam que não houve diferença significativa no número de quedas dos 

animais pré-tratados com veículo quando comparados ao pré-tratamento com EB (100 

mg/kg) ou com a MF (10mg/kg) sugerindo que, nas doses testadas, nenhum dos extratos 

causou qualquer alteração no desempenho dos animais. 

 

Tabela 1: Avaliação do desempenho locomotor. Os animais foram tratados oralmente 

com veículo, extrato bruto (EB, 100 mg/kg) ou mistura de flavonoides (MF, 10 mg/kg) 

e o desempenho locomotor foi avaliado nos tempos de 0,5 h; 1 h; 2 h e 3,5 h após o 

tratamento. Os resultados são expressos como média ± d.p. do número de quedas de 

cada animal (n= 6 – 8). A análise estatística foi obtida a partir da comparação dos 

grupos pré-tratados com veículo com aqueles pré-tratados com EB (*) ou MF (*), por 

análise de variância (ANOVA) seguida do pós-teste de Bonferroni. Os valores de p < 

0,05 foram considerados significativos.  

Desempenho locomotor 

Tempo após o tratamento (h) 

0,5 h 1 h 2 h 3,5 h 

   Veículo (Tween 80) 0,8 ± 0,8 0,2 ± 0,4 0 0 

   EB 100 mg/kg 
    

0 0,25 ± 0,4 0 0,25 ± 1,3 

  
   Veículo (Tween 80) 

    
0,2 ± 0,4 0 0,2 ± 0,4 0 

    

   MF 10 mg/kg 
    

0 0,25 ± 0,5 0,25 ± 0,5 1 ± 1,4 
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4.3 Efeito do extrato bruto e da mistura de flavonoides de Lippia origanoides 

no modelo da migração celular induzida por carragenina na bolsa de ar 

subcutânea 

 Tanto o EB quanto a MF foram capazes de reduzir o tempo de lambedura 

induzido por formalina na fase inflamatória do modelo, caracterizada pela liberação 

local de mediadores endógenos, como histamina, serotonina, prostaglandina e 

bradicinina (Parada e cols., 2001; Tjølsen e cols., 1992) sugerindo assim um possível 

efeito anti-inflamatório. Desta forma, também procuramos avaliar os efeitos do EB e da 

MF no modelo de inflamação aguda da bolsa de ar subcutânea (BAS), no qual podemos 

estudar diversos parâmetros bioquímicos envolvivos na resposta inflamatória, como a 

formação do exsudato, a liberação de mediadores solúveis, além da migração 

leucocitária (Shang e cols., 2010; Leclerc e cols., 2013). 

 

4.3.1 Migração de células 

 Inicialmente foi realizada a avaliação da migração celular para a BAS. Como 

pode ser observado no gráfico 3, após 24 h da injeção de carragenina na cavidade dos 

animais pré-tratados oralmente com o veículo ocorreu um aumento significativo da 

migração de leucócitos (67,7 ± 4,2 x 10³ células/μL) quando comparado ao grupo que 

recebeu PBS na cavidade (2,0 ± 0,3 x 10³ células/μL). O pré-tratamento dos animais 

com dexametasona (D, 0,5 mg/kg, i.p.) causou uma redução de 48% (34,9 ± 3,7 x 10³ 

células/μL) no número total de leucócitos que migraram para a cavidade. Já nos animais 

pré-tratados oralmente com EB (10, 30, 50, 100 mg/kg) e que receberam injeção de 

carragenina na cavidade foram verificadas, respectivamente, os seguintes valores de 

migração celular: 45,0 ± 7,0; 39,6 ± 3,0; 31,2 ± 6,8; 44,3 ± 10,7 x 10³ células/μL. Estes 
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valores correspondem às seguintes porcentagens de inibição:  33,5%; 41,5%; 54,0% e 

34,6%, respectivamente. 
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Gráfico 3: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na migração 

celular induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram 

pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min 

antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com 

dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. do número de leucócitos totais (x 10³/μL) 

(n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o EB ou 

D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na 

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

Os efeitos na migração celular também foram estudados para a MF (gráfico 4). 

A injeção de carragenina promoveu uma migração de 70,4 ± 4,2 x 10³ células/μL para a 

cavidade quando comparado ao grupo tratado oralmente com veículo e que recebeu PBS 

na cavidade (4,2 ± 2,2 x 10³ células/μL). O pré-tratamento com dexametasona 

promoveu uma migração de 36,3 ± 3,7 x 10³ células/μL, reduzindo em 48% a migração 

leucocitária, efeito observado também para as doses de 3 mg/kg (51,0 ± 5,1 x 10³ 

células/μL, redução de 27,6%), 5 mg/kg (55,8 ± 10,5 x 10³ células/μL, redução de 
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20,7%) e 10 mg/kg (38,4 ± 6,5 x 10³ células/μL, redução de 45,5%). A dose de 1 mg/kg 

não apresentou significância estatística, reduzindo em 1,1% a migração celular (69,6 ± 

14,9 x 10
3
 células/μL). 
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Gráfico 4: Efeito da mistura de flavonoides (MF), das folhas de Lippia origanoides, na 

migração celular induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais 

foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 

min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com 

dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. do número de leucócitos totais (x 10³/μL) 

(n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o MF ou 

D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na 

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

 Também foi necessário verificar se a inibição da migração celular observada 

com o EB e com a MF não estaria ocorrendo devido a um efeito mielotóxico provocado 

por estes extratos ou, ainda, devido à inibição da transmigração dos leucócitos a partir 

do sangue para o local da injúria. Como demonstrado no gráfico 5, o número de células 

nos grupo veículo foi de 3,3 ± 1,0 x 10³ células/μL para o que recebeu PBS na BAS e de 
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4,6 ± 1,0 x 10³ células/μL para o que recebeu carragenina na BAS. Os grupos pré-

tratados com MF (10 mg/kg) ou EB (100 mg/kg) apresentaram, respectivamente, 3,6 ± 

1,0 x 10³ células/μL e 3,2± 1,0 x 10³ células/μL.  Portanto, nenhum efeito mielotóxico 

foi observado após o tratamento com os extratos. 
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Gráfico 5: Efeito do extrato bruto (EB) e da mistura de flavonoides (MF) sobre a 

contagem de leucócitos na medula. Os animais foram pré-tratados oralmente com 

veículo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min 

antes da injeção de carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. 

do número de leucócitos totais (x 10³/μL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada 

por análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se 

os grupos pré-tratados com o MF ou EB e o veículo (#). Os valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 

 

 O gráfico 6 mostra que o pré-tratamento com EB ou MF não causou alteração na 

contagem de leucócitos no sangue. O grupo pré-tratado com veículo apresentou uma 

contagem, no sangue, de 6,3 ± 0,6 x 10³ células/μL para aquele que recebeu PBS na 

BAS e 6,2 ± 1,1x 10³ células/μL para aquele tratado com carragenina na BAS. As 

contagens de 5,2 ± 0,7x 10³ células/μL e 6,7 ± 0,6 x 10³ células/μL foram obtidas para 

os grupos pré-tratados com MF (10 mg/kg) e EB (100 mg/kg), respectivamente. 
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Gráfico 6: Efeito do extrato bruto (EB) e da mistura de flavonoide (MF) sobre a 

contagem de leucócitos no sangue. Os animais foram pré-tratados oralmente com 

veículo (Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min 

antes da injeção de carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. 

do número de leucócitos totais (x 10³/μL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada 

por análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se 

os grupos pré-tratados com o MF ou EB e o veículo (#). Os valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 

4.3.2 Quantificação de proteínas totais 

A injeção de carragenina desencadeia uma resposta inflamatória que 

compreende o extravasamento de proteínas do plasma, como a albumina. Além disto, 

está associada também a uma citotoxicidade, o que, junto do extravasamento 

plasmático, responde pelo aumento da concentração de proteínas no local da injúria 

(Martin e cols., 1994). 

Tal aumento encontra-se ilustrado nos dois gráficos a seguir, nos quais pode ser 

observado uma concentração total de proteínas de 246,6 ± 12,8 μg/mL (gráfico 7) e 

183,4 ± 20,5 μg/mL (gráfico 8) no que diz respeito ao grupo pré-tratado oralmente com 

veículo e carragenina na cavidade. O pré-tratamento com dexametasona (D, 0,5 mg/kg, 

i.p.) reduziu a concentração de proteína total no exsudato em 54,2% (total de 113,0 ± 
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2,8 μg/mL de proteína), como mostra o gráfico 7. O grupo que recebeu oralmente o EB 

na dose de 30 mg/kg apresentou uma redução de 35,6% (158,7 ± 12,1 μg/mL de 

proteína) , seguido de 22,1 % obtido no grupo pré-tratado com a dose de 50 mg/kg (192 

± 16,5 μg/mL de proteína). As doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg não apresentaram 

significância estatística na redução da concentração de proteínas totais (252,3 ± 23,2 

μg/mL e 218,7 ± 67,7 μg/mL, respectivamente).  
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Gráfico 7: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, sobre o 

extravasamento de proteínas plasmáticas na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais 

foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 

60 min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente 

com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. da concentração total de proteínas (μg/mL) 

(n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o EB ou 

D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na 

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

O gráfico 8 ilustra uma redução dose-dependente da concentração de proteínas 

plasmáticas no exsudato após tratamento com a MF. As doses de 1 mg/kg (172 ± 32,5 

μg/mL de proteínas totais) e 3 mg/kg (141,3 ± 25,3 μg/mL de proteínas totais) não 

apresentaram resultados significativos quando comparados ao grupo pré-tratado 
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oralmente com veículo e carragenina na cavidade (183,4 ± 20,5 μg/mL de proteínas 

totais). Contudo, ao aumentarmos a dose para 5 mg/kg e 10 mg/kg, observamos as 

respectivas reduções –  45,3% (100,3 ± 21,3 μg/mL de proteínas totais) e 45,9% (99,3 ± 

15,9 μg/mL de proteínas totais), apenas 10% a menos, aproximadamente, que o fármaco 

dexametasona (0,5 mg/kg), com 54% de redução (83,6 ± 13,4 μg/mL de proteínas 

totais).  
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Gráfico 8: Efeito da mistura de flavonoide (MF) isolada a partir do extrato bruto (EB) 

das folhas de Lippia origanoides,  sobre o extravasamento de proteínas plasmáticas na 

bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente com veículo 

(Tween 80) ou MF (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injeção de carragenina na 

BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min 

antes da injeção de carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. 

da concentração total de proteínas (μg/mL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada 

por análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se 

os grupos pré-tratados com a MF ou D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que 

receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos.  
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4.3.3 Quantificação de óxido nítrico 

O NO é uma molécula biológica, que regula processos como a vasodilatação, a 

neurotransmissão, a inibição da agregação plaquetária, além da morte de patógenos 

(Owona e cols., 2013). Contudo, também se encontra envolvido no desenvolvimento do 

processo inflamatório, atuando principalmente sobre os estágios mais iniciais. Sua 

produção exacerbada é prejudicial ao hospedeiro, levando à progressão da inflamação e 

de doenças relacionadas (Cho e cols., 2015; Yang e cols., 2013). Assim, resolvemos 

estudar a ação dos extratos sobre a concentração de NO no exsudato. 

O gráfico 9 mostra os efeitos do EB sobre a concentração de NO presente no 

exsudato. O grupo veículo que recebeu carragenina na BAS apresentou uma 

concentração de 146,5 ± 5,0 μM de NO, enquanto o grupo veículo que recebeu PBS na 

BAS, 30,4 ± 4,6 μM. Já o fármaco de controle positivo, dexametasona, apresentou 

redução de 57,2 % (62,7 ± 2,5 μM de NO). Após o pré-tratamento com EB, pode ser 

observada uma redução significativa da concentração de NO em todas as doses testadas. 

As doses de 10 mg/kg, 30 mg/kg e 100 mg/kg reduziram, respectivamente, em 27% 

(125,7 ± 2,5 μM), 47,1% (91,2 ± 12,2 μM) e 34,1% (113,7 ± 16,5 μM). Na dose de 50 

mg/kg foi evidenciado o melhor resultado, com uma inibição do aumento de NO de 

74% (45,5 ± 13,4 μM). 
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Gráfico 9: Efeito do extrato bruto (EB),  das folhas de Lippia origanoides, na produção 

de óxido nítrico (NO) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os 

animais foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (10, 30, 

50 e 100mg/kg), 60 min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados 

intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de 

carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. da concentração 

total de NO (μM) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância 

(ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados 

com o EB ou D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina 

ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

Também foi observada redução nos níveis de NO nos animais pré-tratados com 

a MF que receberam carragenina na BAS (gráfico 10). A dose de 10 mg/kg reduziu em 

64,4% (51,2 ± 16,2 μM) e a de 5 mg/kg, em 48,1% (74,7 ± 9,5 μM). Já as doses de 3 

mg/kg e 1 mg/kg apresentaram  inibições de 29,4% (101,7 ± 23,4 μM) e 25,5% (107,3 ± 

14,6 μM). O fármaco dexametasona reduziu em 57,1% (61,7 ± 2,3 μM). Estes 

percentuais foram calculados com base na concentração de NO encontrada no grupo 

pré-tratado oralmente com veículo e carragenina na BAS, 144,0 ± 6,7 μM. 
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Gráfico 10: Efeito da mistura de flavonoide (MF), isolada a partir do extrato bruto (EB) 

das folhas de Lippia origanoides, na produção de óxido nítrico (NO) induzida por 

carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente 

com veículo (Tween 80) ou MF nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes da injeção 

de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 

mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os resultados são expressos 

como média ± d.p. da concentração total de NO (μM) (n= 6 – 8). A análise estatística 

foi realizada por análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, 

comparando-se os grupos pré-tratados com a MF ou D e o veículo (#) ou entre os 

grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 

0,05 foram considerados significativos. 

 

4.3.4 Dosagem de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-10) 

O processo inflamatório pode ser iniciado por diversos estímulos inflamatórios, 

os quais aumentam a síntese e também secreção de citocinas pró-inflamatórias. Estas 

têm a capacidade de atuar em alvos específicos, levando à liberação local de mediadores 

inflamatórios a partir de leucócitos, além de atraí-los para o local da injúria (Bellik e 

cols., 2013). Desta forma, a partir do exsudato recolhido da BAS também foi realizada a 

dosagem de citocinas importantes no processo infamatório, como TNF-α, IL-1β e IL-10. 

Os resultados encontrados para os grupos pré-tratados com veículo ou EB estão 

ilustrados nos gráficos 11, 12 e 13 para TNF-α, IL-1β e IL-10, respectivamente. No 
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grupo dos animais pré-tratados com veículo que receberam a injeção de PBS na 

cavidade, foi quantificada, para TNF-α, a concentração de 26,0 ± 8,0 pg/mL, enquanto 

no exsudato dos animais que receberam injeção de carragenina, quantificou-se 440,2 ± 

92,0 pg/mL. A concentração de TNF-α após o tratamento com dexametasona (0,5 

mg/kg, i.p.) teve uma redução de 45,4 % (240,1 ± 2,4 pg/mL). Nos grupos dos animais 

pré-tratados com EB, somente a dose de 100 mg/kg não foi capaz de reduzir a 

concentração de TNF-α (428,7 ± 97,7 pg/mL). Para as doses de 10, 30 e 50 mg/kg 

foram encontrados 55,5% (195,8 ± 68,8 pg/mL) , 65,6% (151,6 ± 30,3 pg/mL) e 54,1% 

(202,2 ± 38,9 pg/mL) de redução, respectivamente. 
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Gráfico 11: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na produção 

do fator de necrose tumoral α (TNF-α) induzida por carragenina na bolsa de ar 

subcutânea (BAS). Os animais foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) 

ou EB nas doses (10, 30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injeção de carragenina na 

BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min 

antes da injeção de carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. 

da concentração total de TNF-α (pg/mL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada 

por análise de variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se 

os grupos pré-tratados com o EB ou D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que 

receberam carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram 

considerados significativos. 
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A injeção de carragenina na BAS nos animais pré-tratados oralmente com o 

veículo causou um aumento significativo na concentração da citocina IL-1β (957,6 ± 

67,25 pg/mL) em relação ao grupo que recebeu a injeção de PBS (221 ± 49,2 pg/mL). O 

pré-tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) causou uma redução de 84,6%, já 

que a concentração encontrada foi de 147,3 ± 1,6 pg/mL. Nos grupos que receberam o 

pré-tratamento com as diferentes concentrações de EB não foram observadas reduções 

significativas em comparação ao grupo injetado com carragenina. 
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Gráfico 12: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na produção 

de interleucina-1β (IL-1β) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). 

Os animais foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (10, 

30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados 

intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de 

carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. da concentração 

total de IL-1β (pg/mL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de 

variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-

tratados com o EB ou D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam 

carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. 
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No grupo injetado com PBS na cavidade e pré-tratado com veículo, a 

concentração de IL-10 no lavado da cavidade foi de 144,3 ± 43,3 pg/mL, enquanto o 

grupo injetado com carragenina na BAS foi de 385,2 ± 20,0 pg/mL. O pré-tratamento 

com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.) aumentou a concentração de IL-10 (719,4 ± 4,9 

pg/mL). Não foi observada redução significativa nas concentrações de IL-10 nos grupos 

que receberam oralmente o EB nas diferentes doses 24 horas antes da injeção de 

carragenina na BAS. Ao contrário, o gráfico mostra um aumento da concentração desta 

citocina no exsudato dos animais pré-tratados com a dose de 50 e 100 mg/kg (483,3 ± 

62,5 e 639,6 ± 43,2 pg/mL, respectivamente). 
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Gráfico 13: Efeito do extrato bruto (EB), das folhas de Lippia origanoides, na produção 

de interleucina-10 (IL-10) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). 

Os animais foram pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (10, 

30, 50 e 100 mg/kg), 60 min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados 

intraperitonealmente com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de 

carragenina na BAS. Os resultados são expressos como média ± d.p. da concentração 

total de IL-10 (pg/mL) (n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de 

variância (ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-

tratados com o EB ou D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam 

carragenina ou PBS na cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados 

significativos. 
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Ao analisarmos os níveis das citocinas TNF-α, IL-1β e IL-10 no exsudato dos 

animais pré-tratados com a MF, observamos que houve um aumento na concentração 

destas no grupo que recebeu veículo oralmente e injeção de carragenina na cavidade em 

relação ao grupo que recebeu injeção de PBS, como mostrado a seguir. No gráfico 14, a 

carragenina promoveu um aumento da concentração de TNF-α (270,5 ± 74,2 pg/mL) 

quando comparado ao grupo que recebeu apenas PBS (41,5 ± 14,8 pg/mL) na BAS. O 

fármaco dexametasona, administrado por via intraperitoneal, na dose de 0,5 mg/kg, fez 

com que a concentração encontrada fosse de 147,5 ± 7,9 pg/mL, ou seja, redução de 

45,5%. O pré-tratamento com as maiores doses da MF, 5 mg/kg e 10 mg/kg, promoveu 

uma redução na concentração de TNF-α presente no exsudato de 57,5% (115,0 ± 16,7 

pg/mL) e 51,8% (130,5 ± 33,7 pg/mL), respectivamente. As doses de 1 mg/kg e 3 

mg/kg não apresentaram redução significativa (282,0 ± 26,9 pg/mL e 211,0 ± 39,4 

pg/mL, respectivamente).  
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Gráfico 14:  Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto 

(EB) das folhas de Lippia origanoides,  na produção do fator de necrose tumoral α 

(TNF-α) induzida por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram 

pré-tratados oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 

60 min antes da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente 

com dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. da concentração total de TNF-α (pg/mL) 

(n= 6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), 

seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o MF ou 

D e o veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na 

cavidade (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

Já as concentrações de IL-1β (gráfico 15) apresentaram uma redução em todas as 

doses testadas, quando comparadas àquelas encontradas no grupo pré-tratado com 

veículo e carragenina na BAS (1038,5 ± 21,9 pg/mL). Além disto, também houve 

redução de 84,6% após tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, i.p.), tendo sido 

encontrado 159,7 ± 3,5 pg/mL de IL-1β. Os valores obtidos a partir do pré-tratamentos 

com MF foram de 838,7 ± 42,6 pg/mL na dose de 1 mg/kg; 644,2 ± 85,4 pg/mL na dose 

de 3 mg/kg; 778,3 ± 44,6 pg/mL na dose de 5 mg/kg; 670,0 ± 90,9 pg/mL na dose de 10 
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mg/kg. Estas concentrações representam, respectivamente, reduções de 19,2%; 37,9%; 

25,0%; 35,4%. 

0

500

1000

1500

Veículo

3 mg/kg

5 mg/kg

10 mg/kg

Carragenina na BASPBS na

BAS

1 mg/kg

 *
#

#
#

#

+ MF+ D

0,5 mg/kg

#

IL
-1


 (
p

g
/m

L
)

 

Gráfico 15: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto 

(EB) das folhas de Lippia origanoides, na produção de interleucina-1β (IL-1β) induzida 

por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram pré-tratados 

oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes 

da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com 

dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. da concentração total de IL-1β (pg/mL) (n= 

6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), seguida do 

pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o MF ou D e o 

veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade 

(*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

As concentrações de IL-10 (gráfico 16) aumentaram após a injeção de 

carragenina na BAS, de 189,5 ± 33,2 pg/mL no grupo injetado com PBS para 338,7 ± 

37,3 pg/mL. O pré-tratamento com dexametasona aumentou esta concentração para 

576,7 ± 5,7 pg/mL. Reduções nos níveis desta citocina foram observadas após o 

tratamento com todas as doses. Para a dose de 1 mg/kg foi encontrado 134,3 ± 15,0 

pg/mL; para 3 mg/kg, 115,0 ± 21,2 pg/mL; para 5 mg/kg, 217,7 ± 26,7 pg/mL; e, para 
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10 mg/kg, 202,5 ± 21,9 pg/mL. Assim, as porcentagens de redução foram, 

respectivamente, 60,3%; 66,0%; 35,9%; e 40,2%. 
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Gráfico 16: Efeito da mistura de flavonoides (MF), isolada a partir do extrato bruto 

(EB) das folhas de Lippia origanoides, na produção de interleucina-10 (IL-10) induzida 

por carragenina na bolsa de ar subcutânea (BAS). Os animais foram pré-tratados 

oralmente com veículo (Tween 80) ou EB nas doses (1, 3, 5 e 10 mg/kg), 60 min antes 

da injeção de carragenina na BAS, ou pré-tratados intraperitonealmente com 

dexametasona (D, 0,5 mg/kg), 30 min antes da injeção de carragenina na BAS. Os 

resultados são expressos como média ± d.p. da concentração total de IL-10 (pg/mL) (n= 

6 – 8). A análise estatística foi realizada por análise de variância (ANOVA), seguida do 

pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados com o MF ou D e o 

veículo (#) ou entre os grupos veículo, que receberam carragenina ou PBS na cavidade 

(*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

4.4 Dosagem de espécies reativas de oxigênio 

A produção de ROS é uma etapa central para o progresso do processo 

inflamatório, no qual estas espécies são produzidas por células envolvidas nas respostas 

de defesa, como os neutrófilos polimorfonucleares. Uma vez sintetizadas, podem oxidar 

proteínas necessárias para a sinalização celular e promover disfunção endotelial (Mittal 

e cols., 2014). Para promovermos e, assim, estudarmos a produção de ROS por tipos 
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celulares, como os neutrófilos, podemos utilizar diversos tipos de estímulos, dentre eles, 

aquele por PMA. Os efeitos deste composto não dependem de qualquer estímulo a 

receptores – após a sua entrada na célula, o PMA promove a ativação direta da proteína 

cinase C, ocorrendo um acúmulo e ativação da enzima NADPH oxidase, o que leva ao 

aumento da produção de ROS (Franck e cols., 2009). 

O gráfico 17 mostra os efeitos do EB (10, 30, 50 e 100 μg/mL) e da MF (1, 3, 5 

e 10 μg/mL) sobre a produção de ROS. As células pré-tratadas com PBS emitiram uma 

fluorescência em torno de 7727,9 ± 794,6. Já aquelas ativadas com PMA apresentaram 

uma intensidade de 1474101,8 ± 65643,8. O pré-tratamento com o EB reduziu a 

fluorescência de forma significativa nas concentrações de 50 μg/mL (1071611,2 ± 

65330,4; 27,3% de redução) e 100 μg/mL (826824,5 ± 77759,9; 43,9% de redução), 

quando comparado às células somente ativadas com PMA. Embora as concentrações de 

10 μg/mL e 30 μg/mL não tenham reduzido significativamente a intensidade de 

fluorescência, encontramos, respectivamente, os valores de 1444764,7 ± 100292,5 

(redução de 1,9%) e 1194342,0 ± 134325 (redução de 19,0%). Já a MF apresentou, de 

forma significativa, menor intensidade de fluorescência apenas na concentração de 10 

μg/mL (1014696,6 ± 114143,5; redução de 31,2%). O pré-tratamento com a MF na 

concentração de 1  μg/mL fez com que a intensidade encontrada fosse de 1621248,3 ± 

146913,5 (aumento de 10,0%); na dose de 3 μg/mL, 1438563,0 ± 171031 (redução de 

2,4%); na dose de 5 μg/mL, 1254878,0 ± 89648 (redução de 14,9%). 
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Gráfico 17: Efeito do extrato bruto (EB) ou da mistura de flavonoides (MF) sobre a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS). Os animais foram pré-tratados 

oralmente com veículo (Tween 80), 60 min antes da injeção de carragenina na bolsa de 

ar subcutânea (BAS). As células coletadas da BAS foram incubadas por 1 h em estufa a 

37 ºC e 5% de CO2. Em seguida, foram incubadas nas mesmas condições por 30 min 

com diferentes concentrações do EB (10, 50, 30 e 100 μg/mL) ou MF (1, 3, 5 e 10 

μg/mL). Ao fim, foi adicionado 1 μL de acetato miristato de forbol (PMA, 10 nM) para 

incubação por 45 min nas referidas condições. Para emissão da fluorescência, 10 μL de 

solução de diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA, 200 μM) foram adicionados, 

seguido de incubação por 30 min, a 37 ºC e 5% de CO2. A fluorescência emitida é 

proporcional à concentração de ROS. Os resultados são expressos como média ± d.p. da 

fluorescência emitida (n = 3). A análise estatística foi realizada por análise de variância 

(ANOVA), seguida do pós-teste de Bonferroni, comparando-se os grupos pré-tratados 

com EB ou MF com aquele pré-tratado com PMA (#) ou entre os grupos pré-tratados 

com PMA ou PBS (*). Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 
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5. DISCUSSÃO 
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L. origanoides (Verbenaceae) é uma planta aromática encontrada na América 

Central e também na região norte da América do Sul. Dentre seus empregos, encontra-

se o uso como tempero alimentício, mas também a utilização da infusão de suas folhas 

na medicina popular para tratamento de dores de estômago, flatulências, indigestão, 

infecções dos brônquios e pulmões, além da recomendação para tratamento da asma e 

tuberculose (Teles e cols., 2014). Especialmente no Brasil, na cidade de Oriximiná 

(Pará), Oliveira e cols. (2007) identificaram o uso desta espécie contra cólicas 

menstruais, corrimento vaginal, febre, inflamação uterina e diarreia, dentre outras 

aplicações. Tendo em vista a vasta utilização popular para condições inflamatórias 

(Oliveira e cols., 2007) e a escassez de dados na literatura que comprovem 

cientificamente os benefícios desta espécie,  o grupo da professora Suzana Guimarães 

Leitão (Faculdade de Farmácia, UFRJ) extraiu o EB de L. origanoides para que nosso 

grupo o testasse em modelos de inflamação aguda in vivo. Além disto, visto a presença 

de flavonoides - ubíquos em plantas vaculares (Di Carlo e cols, 1999) –  e a capacidade 

anti-inflamatória deste grupo de componentes (Serafini e cols. 2010), a professora Gilda 

Guimarães Leitão (IPPN, UFRJ), a partir do EB, extraiu a MF para que também 

avaliássemos cientificamente a atividade anti-inflamatória do mesmo.   

Iniciamos nossos estudos com o modelo da lambedura de pata induzida por 

formalina. Neste modelo,  a solução de formalina (2,5% v/v), quando injetada na pata 

do animal, produz uma resposta bifásica. Na primeira fase, denominada neurogênica (0 

– 5 min após a injeção de formalina), ocorre a ativação direta de nociceptores 

localizados em fibras aferentes primárias do tipo C. Isto resulta na liberação de 

determinados componentes, dentre os quais podem ser citados os neurotransmissores 

substância P e glutamato e o mensageiro bradicinina (Boonyarikpunchai e cols., 2014; 

Nascimento e cols., 2015). Já a segunda fase (15 – 30 min após a injeção de formalina), 
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dita inflamatória, encontra-se relacionada à ativação periférica de nociceptores, 

combinada a mecanismos de sensibilização central (Abdala e cols., 2014). Caracteriza-

se pelo desenvolvimento de uma dor inflamatória, na qual mediadores inflamatórios 

como histamina, serotonina, bradicinina, NO e prostaglandinas se fazem presentes 

(Watanabe e cols., 2012; Boonyarikpunchai e cols., 2014)  

A nocicepção induzida por formalina é um modelo de atividade antinociceptiva 

válido e que possui boa correlação com a dor clínica (Pandurangan e cols., 2014). Este 

modelo permite não só a avaliação de fármacos antinociceptivos, mas também o estudo 

do possível mecanismo de ação, visto que fármacos que atuam centralmente, como a 

morfina, inibem as duas fases, enquanto os que atuam perifericamente, como AINEs e 

corticoides, inibem, majoritariamente, a segunda fase (Abdala e col., 2014; 

Boonyarikpunchai e cols., 2014).   

 Como pode ser observado nos gráficos 1 e 2, não houve redução do tempo de 

lambedura na primeira fase para EB ou MF. Na segunda fase, todas as doses testadas, 

tanto do EB quanto da MF, apresentaram efeito. Este resultado nos sugere que o perfil 

dos extratos em teste não se assemelha a de fármacos com ação central, como a morfina, 

capaz de inibir ambas as fases, mas a daqueles classificados como anti-inflamatórios 

com ação periférica, impedindo tanto a atuação periférica e/ou liberação e/ou formação 

de mediadores como, consequentemente, a sensibilização da medula espinhal.  

 Na natureza podem ser encontradas plantas, utilizadas na forma de extrato bruto 

ou semi-purificados, que atuam sobre o sistema nervoso central ou como miorrelaxantes 

(Carlini, 2003; Pinho-da-Silva e cols., 2010). Flavonoides, como a luteolina, interagem 

com receptores do ácido γ-aminobutírico do subtipo A, como também o fazem a 

apigenina e a crisina (Hara e cols., 2014; Salgueiro e cols., 1997); a espécie 

Lychnophora passerina, popularmente conhecida como arnica, é comumente utilizada 
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para tratar reumatismos e contusões (Capelari-Oliveira e cols., 2011) e a espécie 

Xanthium strumarium L. (“abrofo”), utilizada contra espamos (Tribess e cols., 2015). 

Assim, a partir dos resultados obtidos no modelo da lambedura de pata induzida por 

formalina, foi necessário verificar o desempenho locomotor dos animais. Para tal, foi 

utilizado o aparato do rotarod, no qual um número de quedas elevado dos grupos pré-

tratados com o EB ou com a MF, em comparação ao grupo pré-tratado com o veículo, 

poderia ser indicativo de uma diminuição da atividade motora espontânea, sugerindo 

que os extratos em teste estariam provocando ações sedativa ou relaxante muscular (Liu 

e cols., 2012) e, consequentemente, originando um resultado falso-positivo no teste da 

lambedura de pata induzida por formalina e em outros de antinocicepção (Basting e 

cols., 2014). Contudo, o EB e a MF, na maior dose utilizada em nossos experimentos, 

não provocaram qualquer alteração na atividade locomotora, descartando a hipótese 

levantada.   

Tendo em vista a inibição da fase inflamatória pelo EB e pela MF no modelo da 

lambedura de pata induzida por formalina, resolvemos estudar o perfil anti-inflamatório 

dos extratos no modelo da migração celular induzida por carragenina na bolsa de ar 

subcutânea (BAS). Este modelo promove uma resposta inflamatória que nos permite 

estudar fármacos classificados como AINES (Sedgwick e Less, 1986), além de fornecer 

a possibilidade de analisarmos localmente os efeitos celulares e humorais que ocorrem 

no processo inflamatório agudo, a partir de rápida coleta do exsudato para 

quantificações da composição celular e bioquímica (Romano e cols., 1997). Além disto, 

o modelo da BAS não involve o contato com órgãos internos e, portanto, evita que os 

mesmos sejam danificados, o que prejudicaria a coleta de amostras (Martin e cols., 

1994). 
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A resposta imune à injeção de carragenina envolve a ativação de macrófagos 

residentes, mastócitos e células endoteliais, o que resulta na liberação de citocinas pro-

inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, bem como de mediadores, como o NO, serotonina 

e histamina (Fecho e cols., 2007). Além disto, a carragenina é capaz de aumentar a 

expressão de ICAM-1 e de promover o up regulation da expressão e secreção de TNF-α 

(Liu e cols., 2015). Esta combinação de eventos e diversos mediadores inflamatórios 

liberados resulta em efeitos como o aumento da permeabilidade vascular e a migração 

leucocitária (Li e cols., 2015).  

Quando mediadores inflamatórios (como, por exemplo, histamina, bradicinina, 

TNF-α, prostaglandinas e NO) são expostos ao ambiente vascular, não só o 

extravasamento de fluido aumenta, como a sua composição também – diversas proteínas 

plasmáticas passam a ser encontradas no espaço extravascular (Franco-Penteado e cols. 

2001; Ding e cols., 2005; Nagy e cols., 2008; Gomez e cols., 2013). Sugere-se que tais 

fatores são capazes de induzir a contração das células endoteliais para formar junções 

intercelulares de tamanho suficiente para permitir o extravasamento de proteínas do 

plasma (Nagy e cols., 2008). Já foi observado, por exemplo, que a injeção intra-pleural 

de TNF-α e IL-1β, anterior à administração de carragenina, causou grande aumento do 

exsudato (Fröde e cols, 2001). O tratamento local ou sistêmico com o inibidor das 

isoformas da enzima NOS, L-NAME, reduziu significativamente o aumento da 

permeabilidade vascular, indicando o papel modulador do NO neste fenômeno (Franco-

Penteado e cols., 2001).  

Tanto o EB quanto a MF foram capazes de reduzir significativamente a 

concentração de proteínas totais no exsudato. Soromou e cols. (2012) relataram que o 

flavonoide pinocembrina foi capaz de reduzir a concentração total de proteínas em 

modelo de injúria pulmonar aguda induzida por LPS, efeito este correlacionado à 
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diminuição de citocinas pró-inflamatórias (como TNF-α, IL-1β e IL-6), que promovem 

perda da integridade endotelial e epitelial. Carvacrol também reduziu o exsudato em 

modelo de pleurisia induzido por carragenina em ratos, apresentando efeitos similares 

ao fármaco indometacina, sugerindo que este componente pode inibir a liberação de 

prostanoides (Fachini-Queiroz e cols., 2012). Assim, a diminuição da concentração de 

proteínas plasmáticas pode, portanto, estar relacionada com a ação dos extratos sobre a 

concentração de mediadores inflamatórios que atuam no aumento da permeabilidade 

vascular, como citado anteriormente. Dentre eles, as citocinas TNF-α, IL-1β e o 

mediador NO, estudados neste trabalho. 

 Além do aumento no volume e na composição do exsudato, a injeção de 

carragenina na BAS produz uma migração de células inflamatórias na qual há 

predomínio de leucócitos polimorfonucleares nas primeiras 24 h, com aumento gradual 

de mononucleares após este período (Martin e cols., 1994). Dentre outros eventos, a 

migração celular é proporcionada graças à expressão de moléculas de adesão. Em 

murinos, o promotor de P-selectina contém sítios de ligação para o fator nuclear κB (nF-

κB), envolvido na regulação da inflamação, sobrevivência das células, proliferação e 

diferenciação. Diversos ligantes e seus receptores podem ativar a via do nF-κB, como as 

famílias TNF e IL-1 e seus respectivos receptores. Assim, a transcrição de selectinas 

pode ser induzida por mediadores inflamatórios, como as citocinas supracitadas (Kelly e 

cols, 2007; Hayden e Ghosh, 2014).  

A molécula de adesão E-selectina também é sintetizada e expressa no endotélio 

pelo estímulo de tais mediadores. Outra relação das citocinas com a migração celular 

encontra-se no fato de que a ação daquelas pró-inflamatórias, como TNF-α, promove a 

síntese de quimiocinas, que são então secretadas por leucócitos e células residentes. 

Estas moléculas estão implicadas na migração celular, se ligando a receptores 
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específicos expressos na superfície de leucócitos, ativando-os (Kelly e cols., 2007, 

García-Ramallo e cols, 2002). Dentre estas quimiocinas, podem ser citadas CXCL1 e 

CXCL8 (Lo e cols., 2014; Borish e Steinke, 2003). Assim como o TNF-α, a citocina IL-

1β também está envolvida na migração celular. Como já descrito por Perreti e cols. 

(1993), a injeção de IL-1RA, antagonista do receptor de IL-1β, inibiu a migração de 

neutrófilos na BAS. Ao analisarmos os efeitos do pré-tratamento com o EB, vimos que 

o mesmo foi capaz de reduzir a migração celular em todas as doses testadas. Também 

observamos que houve redução da migração leucocitária ao testarmos a MF. Assim, 

pensamos se a redução da migração celular por ambos os extratos não poderia ser 

resultado de menor ativação dos neutrófilos em virtude da inibição dos níveis de TNF-α 

e IL-1β, o que poderia responder, também, pelo downregulation de moléculas de adesão 

no endotélio e/ou menor síntese de quimiocinas. 

Assim, para melhor compreendermos os efeitos anti-inflamatórios do EB e da 

MF, que envolvem a redução da migração celular e da permeabilidade vascular, 

quantificamos a concentração das citocinas pro-inflamatórias, TNF-α e IL-1β, no 

exsudato. Em um estudo de Kara e cols (2014), mostrou-se que na inflamação causada 

por LPS, o carvacrol inibiu a liberação de TNF-α, mesmo em doses mais baixas. Além 

disso, relatou-se que no modelo de pleurisia induzida por carragenina, também foi 

observado redução de TNF-α, responsável pela supressão do recrutamento de 

leucócitos, sem alteração da morfologia dos mesmos. Esta mesma ação do carvacrol 

também foi demonstrada em modelo de pleurisia induzido por carragenina (Guimarães e 

cols., 2012). Esta citocina é responsável pelo upregulation, in vitro, de ICAM-1 

(Olyslaegers e cols., 2013). Além disso, a ligação de TNF-α a seu receptor leva à 

ativação das enzimas LOX e PLA2, gerando metabólitos como AA, leucotrienos e 

diacilglicerol. A via do NF-kB também pode ser ativada. Juntas, estas ações respondem 
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pela produção de prostaglandinas, citocinas e quimiocinas, além de induzirem a 

migração celular (Sedger e cols., 2014).  Assim, a regulação negativa de TNF-α causada 

pelo EB pode ser um dos fatores que contribuiram para a menor migração leucocitária. 

Em relação à citocina IL-1β, não foram observadas reduções em sua concentração nas 

diferentes doses utilizadas do EB. Segundo Lopez-Castejon (2011), moléculas expressas 

por patógenos ou a injúria tecidual são estímulos para a ativação do complexo protéico 

do inflamossoma. Uma vez ativado, este complexo promove a clivagem da enzima pro-

caspase-1 em caspase-1, a qual, por sua vez, cliva a forma inativa de IL-1β na forma 

ativa, fazendo com que esta citocina seja secretada da célula. Há evidências de que esta 

secreção de IL-1β ocorra através de um mecanismo não convencional. Em 1990, Anna 

Rubartelli verificou que o tratamento com BFA de macrófagos previamente ativados 

inibiu a secreção de TNF-α e IL-6, mas não de IL-1β. O BFA é um metabólito de 

fungos que causa colpaso do Golgi e impede a sua redistribuição do retículo 

endoplasmático, além de inibir completamente o mecanismo de secreção proteica 

convencional. Embora não possamos afirmar o mecanismo de ação molecular do EB, 

este diferente padrão de secreção de IL-1β poderia ser uma hipótese a ser investigada 

para explicarmos a inibição dos níveis de TNF-α, mas não de IL-1β pelo EB. Também 

devemos considerar a complexa composição do EB, onde existem diversos 

componentes atuando de forma antagônica e/ou sinérgica, fazendo com que houvesse a 

inibição da produção/liberação de uma citocina, mas não de outra.  

A MF foi capaz de reduzir as concentrações de TNF-α, além de reduzir os níveis 

de IL-1β em todas as doses testadas. Embora seja escasso o conhecimento acerca dos 

componentes não voláteis, o flavonoide pinocembrina já foi identificado na espécie L. 

origanoides (Oliveira e cols., 2014). Em modelos de endotoxemia induzido por LPS em 

ratos e em células RAW 264.7, o pré-tratamento com pinocembrina diminuiu a 



66 

 

produção de citocinas como TNF-α, IL-6 e IL-1β, ação esta atribuída à inibição da via 

do NF-κB (Soromou e cols., 2012). Além disso, em modelo de isquemia, o pré-

tratamento com pinocembrina também reduziu a expressão de TNF-α, IL-1β, além de 

moléculas de adesão, como ICAM-1 (Gao e cols., 2010). A diminuição destas citocinas 

pro-inflamatórias, portanto, vai ao encontro de outros efeitos já observados para a MF, 

como a diminuição do extravasamento de proteínas plasmáticas e da migração celular. 

Sabendo que citocina IL-10 pode ser expressa por diversos leucócitos, como 

monócitos/macrófagos, células dendríticas, neutrófilos, eosinófilos, linfócitos B e T, 

dentre outros (Kasten e cols., 2010), e que sua função primária consiste em limitar as 

respostas inflamatórias, inibindo citocinas e quimiocinas responsáveis pelo 

desenvolvimento do processo (Cho e cols., 2014), também procuramos estudar se os 

extratos em teste também poderiam exercer alguma influência sobre esta citocina anti-

inflamatória. Cho e cols. (2014) verificaram que camundongos IL-10
-/- 

desenvolveram 

severa inflamação intestinal, uma vez que não houve controle sobre as respostas imunes 

desencadeadas pelas bactérias residentes da flora intestinal. 

Observamos que com o aumento da dose do EB, os níveis de IL-10 também se 

elevaram e chegaram próximos àqueles encontrados após o tratamento com o fármaco 

de controle positivo, dexametasona. Outros experimentos são necessários para 

elucidarmos se isto se deve a uma dificuldade de ação do extrato em doses maiores ou 

se, realmente, existe uma regulação positiva sobre a produção de IL-10. No EB estão 

presentes todos os componentes fitoquímicos da planta, dentre eles os componentes 

voláteis timol e carvacrol, sendo este último o monoterpeno majoritário (Oliveira e 

cols., 2007). Lima e cols. (2013) relataram que o carvacrol foi capaz de aumentar os 

níveis de IL-10 e a expressão do seu RNAm em modelo de edema de pata induzido pela 

adjuvante de Freud. 
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Alguns flavonoides são capazes de inibir a produção de citocinas pro-

inflamatórias, como TNF-α, e embora também possam estimular a produção de IL-10 

(Capelari-Oliveira e cols., 2011), ao analisarmos a concentração desta última citocina 

após o tratamento com a MF, observamos que houve diminuição dos seus níveis no 

exsudato. Sugerimos que composição diversificada de flavonoides na mistura, os quais 

podem interagir entre si, esteja provocando, por algum mecanismo ainda não elucidado, 

a redução desta citocina. Contudo, tal inibição pode ser favorável, sendo um efeito 

protetor da MF, uma vez a expressão excessiva de IL-10 por macrófagos, por exemplo, 

pode resultar em uma atuação autócrina e/ou parácrina desta, levando à perda da 

capacidade destas células de lidar com a injúria (Conti e cols., 2003). 

 Nossos resultados ainda não nos permitem dizer onde exatamente o EB e a MF 

atuam para reduzir os níveis das citocinas. Contudo, poderiam estar reduzindo a 

migração celular ao inibirem a produção e/ou liberação de citocinas, ou ainda, poderiam 

impedir a ligação destas moléculas a seus receptores. Ainda assim, nossos dados 

complementam aqueles já descritos na literatura de que extratos derivados de plantas 

podem atuar sobre os níveis de citocinas, influenciando-os de maneira positiva ou 

negativa (Spelman e cols., 2006).  

 O NO é um mediador que participa no relaxamento do músculo liso vascular, na 

vasodilatação e neurotransmissão, no controle da pressão e fluxo sanguíneos, bem como 

no recrutamento de neutrófilos (Júnior e cols., 2014). Assim como as citocinas, o NO é 

um mediador produzido nos locais da injúria (Tong e cols., 2014).  A administração de 

L-NMMA, um inibidor não específico das isoformas de NOS, mas que exibe certa 

seletividade pela isoformas neuronal e endotelial, foi capaz de inibir a produção de NO 

logo após a injeção de carragenina, como mostrou Prajapati e cols. (2014). Já a 

produção por iNOS responde pela manutenção da resposta inflamatória após a injeção 
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(Lee e cols., 2014). Ao analisarmos o efeito dos extratos sobre a produção de NO, 

observamos que tanto o EB quanto a MF foram capazes de diminuir a concentração 

deste mediador no exsudato coletado da BAS. A ativação de macrófagos e neutrófilos 

promove a geração de citocinas e quimiocinas, além de NO, a fim de sustentar e 

amplificar a resposta inflamatória (Jeong e cols., 2014). Portanto, a diminuição da 

migração celular causada pelos extratos pode ter auxiliado na redução do acúmulo de 

NO. Como a expressão de iNOS requer síntese proteica, induzida por LPS ou citocinas, 

como TNF-α, IL-1β ou IFN-γ, a redução das citocinas pró-inflamatórias estudadas 

também deve ser considerada, pois poderias estar contribuindo para uma menor 

expressão da enzima (Nisar e cols., 2013; Toffoli-Kadri e cols., 2014). Citocinas como 

IL-4, IL-10 ou  corticoides atuam inibindo a indução de iNOS (Toffoli-Kadri e cols., 

2014). 

De fato, plantas medicinais possuem a capacidade de inibir a atividade e/ou 

expressão da enzima iNOS (Dzoyem e Eloff, 2015). Da mesma forma, é sabido que os 

flavonoides podem inibir a produção de NO através da modulação de vias sinalizadoras 

pró-inflamatórias ou através de uma atividade scavenger (“sequestradora”) (Liberal e 

cols., 2014). A diminuição da concentração de NO também pode ter auxiliado na 

redução dos níveis de TNF-α e IL-1β, já que níveis aumentados de NO podem induzir a 

produção de tais citocinas (Nisar e cols., 2013).  

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) incluem, principalmente, o ânion 

superóxido (O2
-
), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (HO

●
) 

(D’Autréaux e Toledano, 2007). Estas espécies podem ser produzidas como 

subprodutos do metabolismo celular ou através da atividade das enzimas NADPH 

oxidases, presentes em diversas células, p. ex., endoteliais e os neutrófilos 

polimorfonucleares. A produção por este tipo celular é primordial para o progresso da 
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resposta inflamatória, pois uma produção aumentada de ROS pelos mesmos no local da 

inflamação pode causar disfunçao endotelial e injúria tecidual (Mittal e cols., 2014). 

Portanto, a redução da migração de polimorfonucleares pode explicar, em parte, as 

menores concentrações de ROS. O contrário também é verdadeiro. A produção destas 

espécies regula a expressão de moléculas de adesão no endotélio, a saber, selectinas e 

integrinas, bem como desagrega as junções aderentes e oclusivas do mesmo (Mittal e 

cols., 2014). As ROS também podem regular fatores de transcrição, como o NF-κB 

(Yung e cols., 2006). A ação de citocinas pró-inflamatórias, como TNF e IL-1, resulta 

em aumento intracelular de superóxidos e peróxidos de hidrogênio ROS (Rhee e cols., 

2003; Bartosz, 2009). Assim, a redução destas citocinas também estaria ligada a uma 

menor produção de ROS. Contudo, a correlação dos efeitos anti-inflamatórios com a 

atividade antioxidante dos extratos não foi tão pronunciada, indicando que a atuação 

destes sobre outros componentes da resposta inflamatória também é importante para o 

efeito global de ambos. Observamos também que apenas as maiores concentrações 

foram capazes de reduzir a produção de ROS. Mais uma vez atribuímos tal fato à 

composição dos extratos, embora ainda desconhecida. Sugerimos que o aumento da 

concentração pode ter feito com que aumentasse a proporção de determinados 

componentes importantes para tal atividade. 

Embora a planta investigada seja tradicionalmente utilizada contra distúrbios 

inflamatórios (Oliveira e cols., 2014), alguns parâmetros não foram significativamente 

afetados. Além disso, ao estudarmos os efeitos da MF a fim de compará-los com o EB e 

verificarmos se a primeira seria o grupo de substâncias responsáveis em sua maioria 

pela atividade do segundo, não observamos, de forma geral, uma correlação direta. 

Assim, tentamos enumerar algumas hipóteses que podem tentar explicar estes fatos:  
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1) O estudo etonobotânico que identifica a utilização da planta em questão como 

anti-inflamatório, relata o uso das folhas da mesma na forma de infusão (Oliveira e 

cols., 2007; Dzoyem e Eloff, 2015). Assim, nos extratos que utilizamos os compostos 

ativos poderiam se encontrar em quantidades diferentes daquelas observadas na infusão.  

2) Outros mecanismos que não investigamos podem estar envolvidos no controle 

da resposta inflamatória, afetando de forma positiva ou negativa os componentes 

analisados neste trabalho (Dzoyem e Eloff, 2015);  

3) Há uma ideia de que as plantas clinicamente efetivas devem conter um 

princípio ativo que poderia substituir completamente a atividade do extrato. Contudo, a 

literatura mostra algumas exceções, como o caso do extrato bruto da espécie Artemisia 

annua, que contém diversos compostos que potencializam a sua atividade in vitro contra 

o Plasmodium falciparum. Outro exemplo são as raízes das espécies de Croton, 

utilizadas no tratamento de feridas. O extrato bruto possui antocianidinas, que podem 

ocorrer junto a diterpenos e fenóis simples, sendo todos estes compostos responsáveis 

pela resolução da ferida, uma vez que enquanto alguns atuam, por exemplo, como 

antimicrobianos, outros o fazem como anti-inflamatórios (Phillipson, 2001);  

4) Reforçando esta ideia, sabe-se que reconstituir o efeito biológico de um 

extrato a partir de componentes individuais pode ser complicado, tendo em vista que 

estes, quando minoritários, ou outros não identificados, podem atuar sinergicamente ou 

antagonicamente, ou ainda, somente conseguirem exercer o seu papel individual no 

microambiente do extrato (Gosslau e cols., 2011);  

5) A farmacocinética também pode influenciar a atividade de plantas medicinais. 

A maioria dos compostos naturais exibe baixa absorção, biodisponibilidade, pequena 

meia-vida e/ou pobre penetração nos tecidos, influenciados pela baixa lipossolubilidade 

e/ou alto peso molecular (Hao e cols., 2014; Kesarwani e Gupta, 2013);  
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6) Extratos de plantas medicinais podem exercer efeito bifásico, dependendo da 

dose/concentração em que são utilizadas, assim como fármacos já existentes no 

mercado, como a isoprenalina (Spelman e cols., 2006).  Em baixas doses, este fármaco 

ativa receptores β-adrenérgicos e, em maiores, quando os receptores β encontram-se 

saturados, ativa também receptores α-adrenérgicos. Este efeito bifásico já foi relatado 

para a espécie Withania somnifera, que foi capaz de diminuir e aumentar TNF-α 

(Spelman e cols., 2006). Esta pode ser uma hipótese, além da solubilidade, para a menor 

inibição na dose de 100 mg/kg pelo extrato bruto. 

Nossos resultados estão de acordo com aqueles encontrados na literatura para o 

gênero Lippia. Dentre alguns exemplos, podem ser citados que o óleo essencial da 

espécie Lippia gracilis foi capaz de reduzir componentes do processo inflamatório 

como a migração celular, o volume de exsudato, o extravasamento de proteínas, bem 

como a produção de alguns mediadores inflamatórios, i.e., NO, PGE2, TNF-α e INF-γ 

(Guilhon e cols., 2011), além da atividade da enzima mieloperoxidase (Riella e cols., 

2012). O extrato, obtido com 10 mL de acetona, das folhas de Lippia javanica foi capaz 

de inibir em 97% a produção de NO, além de inibir as enzimas 15-lipoxigenase e 

acetilcolinesterase e apresentar atividade scavenger (Dzoyem e Eloff, 2015). Lippia 

sidoides demonstrou possuir efeitos gastroprotetores e anti-oxidantes, além de inibir a 

produção de TNF-α e IL-1β em modelo de periodontite (Monteiro e cols., 2007; 

Botelho e cols., 2007). Lippia nodiflora também demonstrou possuir atividade 

antioxidante e antitumoral (Vanajothi e cols., 2012). 

 Neste trabalho demonstramos que Lippia origanoides possui efeito anti-

inflamatório agudo, através da avaliação de seu EB e de uma MF isolada do mesmo. 

Nossos dados contribuem para compreensão acerca de alguns usos populares desta 

espécie, como aqueles realizados pelas comunidades quilombolas, da região de 
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Oriximiná (Pará) – contra inflamações do útero, corrimentos vaginais, desordens 

gastrointestinais, doenças respiratórias, dentre outros. 
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6. CONCLUSÕES 
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Após os estudos realizados, concluímos que: 

 

1. Os extratos foram capazes de reduzir a nocicepção inflamatória causada pela 

formalina no modelo de lambedura de pata, sem que afetassem a atividade 

locomotora dos animais. 

 

2. Os extratos possuem atividade anti-inflamatória já que ambos foram capazes de 

reduzir o extravasamento de proteínas plasmáticas, o infiltrado leucocitário, a 

produção de citocinas, como TNF-α e IL-1β, e os níveis de NO no modelo da 

migração celular induzida por carragenina na BAS. Além disso, o EB mostrou 

uma tendência em aumentar os níveis de IL-10. Outros estudos devem ser 

conduzidos para complementação de nossos resultados.  

 

3. No que diz respeito à MF, nossos dados mostram que existe a possibilidade da 

mesma de contribuir para o efeito global do EB, embora não seja possível dizer 

em que extensão isto ocorre e quais parâmetros são afetados. Assim, outros 

estudos farmacológicos, fitoquímicos e bioquímicos são necessários para 

propormos um mecanismo de ação, descobrirmos outros componentes e, mais 

ainda, para elucidarmos se existem constituintes ativos individuais responsáveis 

pelos efeitos biológicos observados com a espécie e qual a contribuição dos 

mesmos quando parte do extrato bruto.  
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