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RREESSUUMMOO  

 

Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae) é uma árvore frutífera conhecida 

popularmente no Brasil como umbuzeiro, tapereba ou umbu. A planta é nativa e 

endêmica do Brasil, distribuída por todos estados do nordeste brasileiro. Essa espécie 

tem grande importância na medicina popular do semi-árido nordestino, onde é utilizada 

principalmente para tratar condições inflamatórias, problemas digestivos assim como 

infecções virais e bacterianas. No entanto, apesar da vasta utilização na medicina 

tradicional, existem poucos estudos farmacológicos e fitoquímicos que dêem 

embasamento científico a sua utilização popular. Diante disto, este trabalho buscou 

caracterizar os marcadores químicos e avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato 

das folhas de Spondias tuberosa. O extrato das folhas foi preparado por maceração em 

etanol:água (70:30, v/v). A avaliação do perfil fitoquímico do extrato foi realizada 

preliminarmente por Cromatografia em Camada Delgada e em seguida por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. Na análise por Cromatografia em Camada 

Delgada foi observada a presença dos flavonoides rutina e isoquercitrina, o que foi 

corroborado pela análise por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência que ainda 

indicou a presença dos ácidos fenólicos, ácido clorogênico e ácido caféico. 

Adicionalmente, foi desenvolvido e validado um método por Cromatografia Líquida de 

Alta Eficiência segundo as normas da RDC 899/2003 da ANVISA e ICH Guidelines 

2005, para avaliar o teor dos compostos identificados no extrato. Para avaliação do 

efeito anti-inflamatório foram utilizados os modelos de peritonite e de edema de pata 

induzidos por carragenina, administração via intraperitoneal, em camundongos. A 

avaliação do efeito anti-inflamatório in vivo demonstrou que o extrato das folhas, nas 

concentrações de 125, 250 e 500 mg/kg, apresentou uma diminuição do influxo de 

leucócitos para o local da inflamação, do diâmetro do edema e do nível da enzima 

mieloperoxidase, quando comparado ao fármaco utilizado como controle dexametasona 

(2 mg/kg, via i.p.). Em suma, em nosso trabalho foi verificado que o extrato 

hidroetanólico das folhas de Spondias tuberosa apresentou atividade anti-inflamatória 

importante nos dois modelos ensaiados, o que torna a planta uma potencial espécie para 

este uso, justificando o seu uso popular. No que se refere à caracterização de 

marcadores, os compostos fenólicos, ácido clorogênico, ácido caféico, rutina e 

isoquercitrina, identificados no extrato hidroetanólico das folhas de Spondias tuberosa 

podem ser utilizados no controle de qualidade da matéria-prima e de extratos obtidos 

com a espécie. 

 

Palavras chaves: Anacardiaceae, Spondias tuberosa, anti-inflamatório, fenólicos e 

marcadores. 

 

 



AABBSSTTRRAACCTT  

 

Spondias tuberosa Arruda (Anacardiaceae) is a fruitful tree popularly known as 

umbuzeiro, tapereba or umbu. It is a native and endemic species from Brazil, 

widespread in Brazilian Northeast. The species is important in folk medicine of the 

semi-arid Northeast, where it is mainly used to treat various inflammatory conditions, 

digestive problems as well as viral and bacterial infections. However, despite the 

common use in folk medicine, there are scarce pharmacological and phytochemicals 

studies that afford scientific evidence to its popular use. Therefore, this study aimed to 

characterize the chemical markers in S. tuberosa leaves extract, obtained by maceration 

ethanol:water (70:30, [v/v]), and evaluate its anti-inflammatory potential in vivo. The 

phytochemical profile in TLC analysis suggested the occurence of the flavonoids rutin 

and isoquercitrin. HPLC analysis enabled us to confirm the presence of flavonoids and 

also, were detected the phenolic acids, chlorogenic acid and caffeic acid. In addition 

was developed and validated a HPLC method to evaluate the content of the identified 

compounds in S. tuberosa leaves extract according to RDC 899/2003 of ANVISA and 

ICH Guidelines 2005. In order to evaluate the anti-inflammatory potential of S. 

tuberosa leaves extract, the peritonitis and paw edema models induced by carrageenan 

were used, administration i.p. in mice. The results highlighted the anti-inflammatory 

property in vivo at 125, 250 and 500 mg/kg since a decrease in leukocyte influx to the 

site of inflammation, diameter of the edema and the level of myeloperoxidase were 

observed when compared to the drug control dexamethasone (2 mg/kg, i.p. route). 

Taken together, the results pointed out S. tuberosa as a potential species for developing 

phytotherapic derivatives in according to its popular use. With regard to the 

characterization markers, chlorogenic acid, caffeic acid, rutin and isoquercitrin were 

identified and quantified in Spondias tuberosa leaves extract so they could be used in 

quality control analyses of the raw material and extracts of this species. 

 

Keywords: Anacardiaceae, Spondias tuberosa, anti-inflammatory, phenolics and 

markers 
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11  IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO  

 

A medicina popular à base de plantas tem tido importante papel nas diferentes 

civilizações ao longo da história. É provável que os seres humanos, assim que chegaram 

à fase de raciocínio, tenham descoberto, pelo processo de tentativa e erro, que as plantas 

tinham um valor medicinal. O tratamento de doenças com drogas vegetais foi o alicerce 

de todo tratamento médico, até meados do século XIX. Embora diversas civilizações 

antigas já utilizassem plantas medicinais para tratamento de doenças, a aplicação da 

medicina tradicional e das plantas medicinais, principalmente em países em 

desenvolvimento, continua sendo amplamente utilizado como base normativa para a 

manutenção da saúde (UNESCO, 1996). No início da década de 1990, a Organização 

Mundial de Saúde (OMS) divulgou que 65-80% da população dos países em 

desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como única forma de acesso aos 

cuidados básicos de saúde (VEIGA JÚNIOR et al., 2005). 

O gênero Spondias (Anacardiaceae) compreende cerca de 40 espécies, com 12 

variedades, tendo distribuição principalmente nas Américas e em alguns países da 

África (TROPICOS, 2014). No Brasil, existem 7 espécies: Spondias dulcis (cajarana), 

Spondias macrocarpa (cajá-redondo), Spondias mombin (cajá), Spondias purpurea 

(siriguela), Spondias testudinis (cajarana-da-mata), Spondias venulosa (cajá miúda) e a 

espécie do presente estudo Spondias tuberosa (umbu) (SILVA-LUZ e PIRANI, 2014). 

A espécie Spondias tuberosa Arruda, conhecida popularmente como umbuzeiro, 

tapereba ou umbu, caracteriza-se por ser uma planta frutífera nativa e endêmica do 

Brasil e distribuída por toda região Nordeste e pelo estado de Minas Gerais (SILVA-

LUZ e PIRANI, 2014). 

As folhas de S. tuberosa são utilizadas popularmente como um anti-inflamatório, 

para combater a diarreia, disenteria e vermes (MATOS, 1999). A casca do caule é 

utilizada em problemas oftálmicos, na qual a decocção obtida a partir de um copo do 

farmacógeno em um litro de água é usada como lavagem para os olhos infectados. 

Também é usada a casca do caule como digestivo e laxante. Já os frutos tem seu uso 

como tônico geral e como fonte de vitaminas. É bebido como suco de frutos maduros ou 

como uma bebida regional chamada “Umbuzada”, que é feita com os frutos verdes, 

cozidos e amassados e misturados com leite e açúcar (AGRA et. Al., 2007a). 

Considerando-se o conhecimento tradicional, esta espécie é utilizada para tratar 

vários tipos de inflamação (LINS-NETO et al., 2010), no entanto carece de estudos 
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químicos e farmacológicos, assim, este estudo tem como objetivo investigar o potencial 

anti-inflamatório do extrato hidroetanólico das folhas de Spondias tuberosa através de 

modelos in vivo. Além disso, objetiva-se desenvolver uma metodologia analítica 

validada que nos permita discutir os principais constituintes do extrato e sua correlação 

com o efeito farmacológico. 
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22  RREEVVIISSÃÃOO  DDAA  LLIITTEERRAATTUURRAA  

 

2.1 FAMÍLIA ANACARDIACEAE 

 

A família Anacardiaceae é distribuída principalmente pela América do Sul e 

Central, sul da América do Norte e algumas regiões da África e Ásia. No Brasil existem 

53 espécies e 8 variedades distribuídas em  14 gêneros, dentre eles destaca-se o gênero 

Spondias L. (SILVA-LUZ e PIRANI, 2014). 

O gênero Spondias possui aproximadamente 40 espécies distribuídas pelas 

Américas, principalmente do Sul e Central, e algumas regiões da África (TROPICOS, 

2014). No Brasil, existem 7 espécies: Spondias dulcis (cajarana), Spondias macrocarpa 

(cajá-redondo), Spondias mombin (cajá), Spondias purpurea (siriguela), Spondias 

testudinis (cajarana-da-mata), Spondias venulosa (cajá miúda) e a espécie do presente 

estudo Spondias tuberosa (umbu) (SILVA-LUZ e PIRANI, 2014). 

 

2.2 ESPÉCIE Spondias tuberosa 

 

Spondias tuberosa (Anacardiaceae) é uma planta frutífera nativa e endêmica do 

Brasil distribuída em todo Nordeste brasileiro e pelo estado de Minas Gerais, é 

conhecida popularmente como umbuzeiro, taperebá ou umbu (SILVA-LUZ e PIRANI, 

2014).  

A espécie é adaptada às condições climáticas adversas do semiárido nordestino, 

pois floresce e frutifica na estação seca dessa região, representando uma importante 

fonte de renda para as populações rurais no período da estiagem da Caatinga 

(CAVALCANTI et al., 2000). Seus frutos são comestíveis e bem apreciados pela 

população local, e são utilizados na forma fresca, na forma de suco ou na forma de 

polpa cozida com leite (conhecido popularmente por umbuzada) (CAVALCANTI, 1999 

apud LINS-NETO, 2008).  
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2.2.1 Descrição botânica 

 

De acordo com Lima (1996) a árvore de S. tuberosa mede em torno de 7 m de 

altura por 10 m de diâmetro, possui copa ampla e arredondada, com tronco atrofiado e 

retorcido (Figura 1). Suas folhas são compostas, alternas, pinadas, glabras quando 

adultas, com folíolos ovalados (Figura 2). Enquanto que os frutos são uma drupa 

medindo de 12 a 15 cm, com 10 a 20 g, redondo ovoide ou oblongo, amarelo-

esverdeado quando maduro, de pericarpo coriáceo e polpa branco-esverdeada, mole, 

suculento, sabor agridoce, com uma semente (caroço) grande (Figura 2). 

 

Figura 1 Árvore de Spondias tuberosa 

 
     Fonte: O autor. 

 

Figura 2 Frutos e folhas de Spondias tuberosa 

 
  Fonte: O autor. 



24 
 

2.2.2 Uso popular 

 

Diversas partes da planta são utilizadas na medicina popular, tais como cascas, 

entrecasca, frutos, raízes, resina e folhas os quais são utilizados para tratar uma 

variedade de doenças como infecções, doenças venéreas, doenças digestivas, diarreia, 

diabetes e distúrbios menstruais, também são utilizados como anti-emético e tônico 

(ALBUQUERQUE et al., 2007), em condições inflamatórias dos rins, cortes inflamados 

e dores de dente (FERREIRA-JÚNIOR et al., 2011). 

Lins-Neto et al. (2010) descreveram o uso popular da decocção das 

cascas/entrecasca ou infusão, tintura ou xarope das cascas para uso medicinal no 

tratamento de diabetes, colesterol, congestão, diarreia, inflamações, afecções uterinas, 

dor de estômago e herpes labial. Além disso, a decocção da casca do tronco é usada para 

lavar os olhos infectados (AGRA et al., 2007a; MATOS, 1999). 

Os frutos são usados como tônico geral e como fonte de vitaminas (AGRA et al., 

2007a; MATOS, 1999). 

Quanto às folhas de S. tuberosa, objeto deste estudo, elas são popularmente 

utilizadas como anti-inflamatório, contra diarreia, disenteria e vermes (AGRA et al., 

2007a; MATOS, 1999). 

 

2.2.3 Composição Química 

 

Existem poucos estudos químicos para a espécie S. tuberosa, principalmente 

para as folhas.  

Numa análise fitoquímica de um extrato etanólico da entrecasca foram 

detectados fenóis, taninos, triterpenos e quinonas (ALMEIDA et al., 2005), bem como 

os flavonoides (4,41 mg/500 mg) e taninos (24,11 mg/500 mg) que foram quantificadas 

no extrato metanólico das cascas (ARAÚJO et al. 2008). 

Em relação aos frutos, no extrato do fruto fresco, verificou-se a presença de 

vitamina C (18,4%), antocianinas (0,3%), flavonoides (6,9%) e carotenoides (1,0%) 

(RUFINO et al., 2010). Num estudo semelhante encontrou-se ácido ascórbico (12,1%), 

antocianinas (0,46%) e compostos fenólicos (44,6%) na polpa da fruta fresca. 

No que diz respeito às folhas, existe apenas um estudo sobre a composição 

química, onde foram identificados, preliminarmente, compostos fenólicos, taninos 

hidrolisáveis, flavonas, flavonoides, leucoantocianidinas e saponinas; identificou-se 
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também a presença de três compostos fenólicos: quercetina, rutina e ácido elágico 

(Figura 3) no extrato metanólico das folhas através de análise por Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência acoplada a Detector de Arranjo de Diodos (CLAE-DAD) 

(SILVA et al., 2011). 

 

Figura 3 Estruturas químicas de quercetina, rutina e ácido elágico, identificados no extrato metanólico 

das folhas de S. tuberosa. 

Fonte: SILVA et al., 2011 
 

2.2.4 Atividades biológicas 

 

Apesar de sua ampla utilização na medicina popular, os estudos farmacológicos 

com S. tuberosa são escassos e até agora não suportam o uso empírico. Em uma 

pesquisa sobre plantas do nordeste brasileiro com potencial anticancerígeno, o extrato 

hidroetanólico das cascas de S. tuberosa mostrou uma inibição tumoral estatisticamente 

insignificante in vitro (PESSOA et al., 2006). Enquanto que o extrato metanólico das 

folhas de S. tuberosa demonstrou atividade antimicrobiana in vitro contra várias cepas 

de bactérias Gram-negativas, o mesmo extrato mostrou uma atividade discreta contra o 

Vírus da Dengue tipo 2 (DENV-2) no modelo de célula de mosquito in vitro (SILVA et 

al., 2011; SILVA et al., 2012).  

Alguns estudos atentam para a atividade antioxidante dos frutos e folhas de S. 

tuberosa por meio de ensaios colorimétricos in vitro e correlacionam com a presença de 

compostos fenólicos (ALMEIDA et al., 2011; GREGORIS et al., 2013; SILVA et al., 

2012; MELO; ANDRADE, 2010; RUFINO et al., 2010; VISSOTO et al., 2013; 

ZIELINSKI et al., 2014). 

Neste trabalho, como proposta adicional à avaliação do potencial anti-

inflamatório, o qual é a principal indicação de uso de S. tuberosa na medicina popular, 
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foi avaliada a atividade antiviral contra DENV-2 de S. tuberosa. Até o momento, não 

foram encontrados ensaios não-clínicos in vivo com S. tuberosa. 

 

2.3 DEMAIS ESPÉCIES DO GÊNERO Spondias 

 

Dentre as espécies encontradas no Brasil, as mais relatadas na literatura, além de 

Spondias tuberosa, são Spondias mombin, Spondias purpurea e Spondias dulcis. A 

espécie Spondias pinnata, a qual é encontrada raramente no país, também tem sido 

muito estudada. Tendo em vista a importância dessas espécies e a literatura limitada de 

S. tuberosa foi feita uma revisão sobre as demais espécies do gênero. 

 

2.3.1 Spondias mombin 

 

2.3.1.1 Informação Botânica 

 

Spondias mombin Linnaeus é uma planta frutífera, nativa e não endêmica do 

Brasil. Sua distribuição se dá, geralmente, pelas Américas tropicais. A espécie é 

encontrada abundantemente no Brasil especialmente nas regiões norte e nordeste. 

Também há relatos do cajá do sul do México ao Peru, assim como relatos da espécie 

nos continentes asiático e africano (MATTIETTO; MATTA, 2011; SILVA-LUZ; 

PIRANI, 2015).  

No Brasil, a espécie é popularmente conhecida como cajá, cajá-mirim, cajarana, 

cajazeira, cajazinho e taperebá (SILVA-LUZ; PIRANI, 2015). 

A árvore pode chegar a medir 30 m de altura, os frutos são ovais ou oblongos e 

apresentam uma cor amarela brilhante com uma pequena camada de polpa recobrindo 

um caroço volumoso. As folhas são compostas e alternas, com 5-11 pares de folíolos, as 

lâminas dos folíolos são oblongas, com as margens lisas e um vértice agudo 

(FILGUEIRAS et al., 2000; MATTIETTO; MATTA, 2011).  

 

2.3.1.2 Uso popular 

 

A planta é utilizada popularmente para tosse, ferimentos, conjuntivite (folhas). O 

suco do fruto é bebido como diurético e antipirético. A decocção das cascas da planta 

serve como emético, para tratar diarreia, disenteria, hemorroidas, gonorreia e leucorreia. 
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A casca pulverizada é aplicada em feridas como cicatrizante. Um chá feito a partir das 

flores e folhas é utilizado para aliviar dores de estômago, uretrite, cistite e inflamações 

nos olhos e gargantas. O suco das folhas é usado como cataplasma para feridas e 

inflamações. As folhas são também mencionadas como abortivas e estimulantes de 

parto (AYOKA et a., 2008; ALBUQUERQUE; OLIVEIRA, 2007; ALBUQUERQUE 

et al., 2007). 

 

2.3.1.3 Composição química 

 

Preliminarmente, já foi relatada a presença das seguintes classes de metabólitos 

em Spondias mombin: taninos, ácidos fenólicos, saponinas, antraquinonas, esteroides, 

terpenos, glicosídeos cardiotônicos, alcaloides e flavonoides (CORTHOUT et al., 1991; 

CORTHOUT et al., 1992; CORTHOUT et al., 1994; ABO et al., 1999; NJOKU; 

AKUMEFULA, 2007; AKINMOLADUN et al., 2010).  

Os principais compostos isolados em S. mombin estão dispostos na Tabela 1. 

 

2.3.1.4 Atividades biológicas 

 

Entre as espécies mais importantes do gênero Spondias, S. mombin tem sido a 

mais estudada até o momento. Suas atividades biológicas in vitro e in vivo já relatadas 

estão resumidas nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. A espécie também foi investigada 

quanto ao seu potencial antioxidante in vitro frente aos métodos de DPPH, ABTS, 

TEAC (Atividade antioxidante equivalente ao Trolox), Sequestro de hidroxila, 

Peroxidação lipídica e Poder redutor. As folhas e frutos de Spondias mombin têm 

demonstrado elevados valores de capacidade antioxidante na maioria dos testes em que 

foram avaliados, tornando a espécie relevante nesse aspecto. Os valores obtidos pelos 

ensaios com os frutos permite classifica-los como fruto com capacidade antioxidante 

acima da média (AKINMOLADUN et al., 2010; TIBURSKI et al., 2011; SILVA et al., 

2012; AKINMOLADUN et al., 2014). 
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Tabela 1 Principais compostos isolados de Spondias mombin descritos na literatura 
Classe Composto Parte da 

planta 

Atividade 

biológica 

Referência 

Taninos 

(elagitaninos) 

 
Geraniina, R = H, H  

Galoilgeraniina, R = H, galoil 

Folhas e 

caules 

Antiviral contra 

Coxsackie e 

Herpes simplex 

vírus 

(CORTHOUT et 

al., 1991) 

Ácidos fenólicos 

 
Ácido clorogênico 

 
Éster cafeicol (Ácido hidroxicítrico 2-O 

caféico) 

 

Folhas e 

caules 

Antiviral contra 

Coxsackie e 

Herpes simplex 

vírus 

(CORTHOUT et 

al., 1992) 

Taninos e 

flavonoides 

 
Ácido elágico 

 
Rutina 

Folhas Antiviral e 

antimicrobiana 

(SILVA et al. 

2011; 2012) 
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Tabela 2 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias mombin descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antimicrobiana Folhas 
Aquoso e etanólico (5, 

10, 20, 25 e 50%) 

Os extratos foram testados contra diversas cepas de bactérias gram-

positivas e negativas: Micrococcus luteus, Pseudomonas 

aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Shigella spp. 

e Salmonella spp pelo método de Difusão em Placa. Os extratos 

testados mostraram atividade contra todas as cepas testadas, sendo 

o mais ativo o etanólico 50%. O extrato etanólico mostrou-se mais 

ativo que o aquoso. 

(AJAO; 

SHONUKAN, 1985) 

Antiviral Folhas e caules 

Elagitaninos isolados do 

extrato etanólico 80%: 

geraniina e 

galoilgeraniina 

Os isolados foram testados in vitro contra os vírus Coxsackie B2 e 

Herpes simplex tipo 1 na concentração de 50 µg/mL no ensaio de 

formação de placas. Os isolados possuíram atividade significativa 

contra os vírus testados, ambos compostos tiveram fraca atividade 

contra Enterobacter aeruginosa e Proteus vulgaris em 500 µg/mL. 

(CORTHOUT et al, 

1991) 

Antiviral Folhas e caules 

Ácidos fenólicos 

isolados da fração n-

butanol: 2-butanona (1:1) 

do extrato etanólico 

80%: ácido clorogênico, 

ácido clorogênico butil 

estér e éster cafeoil 

Os isolados foram testados in vitro contra os vírus Coxsackie B2 e 

Herpes simplex tipo 1 na concentração de 100 µg/mL no ensaio de 

formação de placas. Ácido clorogênico butil éster (acredita-se que 

foi um artefato da extração) mostrou atividade contra o vírus 

Herpes simplex tipo 1, enquanto que o Éster cafeoil mostrou 

atividade contra o Coxsackie B2. O ácido clorogênico não 

apresentou atividade. 

(CORTHOUT et al, 

1992) 

Antimicrobiana e Moluscicida Folhas e caules 

Ácidos fenólicos 

isolados do extrato 

etanólico 80%: três 

ácidos 6-alquenil-

salicílicos (ácido 

pelandjuaico) 

Os isolados foram testados in vitro contra diversas cepas de 

bactérias pelo método de Concentração Bactericida Mínima (CBM) 

e avaliado seu efeito moluscicida. Os isolados apresentaram efeito 

antibacteriano pronunciado contra Bacillus cereus, Streptococcus 

pyogenes e Mycobacterium fortuitum (CBM em uma concentração 

de 3-25 ug/mL) e elevado efeito moluscicida contra o caramujo 

Biomphalaraia glabrata. 

(CORTHOUT et al, 

1994) 

Inibitória da β-lactamase Partes aéreas 

Hexânico e isolado 

derivado do ácido 

anacárdico  

(ácido 

6-(heptadecatrieno- 

8(Z),11(Z),l4(Z)-il)-2-

hidroxibenzoico) 

O extrato e o composto isolado foram avaliados in vitro no ensaio 

de inibição da β-lactamase. O composto isolado teve atividade 

contra as duas enzimas utilizadas no ensaio com um IC50 de 5 

µg/mL. 
(COATES et al., 

1994) 
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 Continuação Tabela 2 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias mombin descritos na literatura 
Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antimicrobiano Folhas e cascas Metanólico 

Os extratos de três espécies foram testados (25, 50 e 100 mg/mL) 

contra cepas de algumas bactérias pelo método de difusão em ágar 

e diluição de cultura de bactérias. O extrato das folhas de S. 

mombin apresentou atividade antibacteriana significativa contra 

Pseudomonas aeruginosa e Shigella dysenteriae, enquanto que as 

cascas foram ativas contra Escherichia coli e Klebsiella 

pneumoniae. S. mombin não teve atividade contra os fungos 

testados. 

(ABO et al., 1999) 

Leishmanicida Folhas 
Metanólico e suas 

frações  

As frações obtidas a partir do extrato metanólico foram testadas in 

vitro nas concentrações de 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 µg/mL contra as 

formas promastigotas e amastigotas de Leishmania chagasi. O 

extrato metanólico e a fração acetato: metanol (80:20) foram as 

mais ativas contra a forma promastigota. As frações acetato: 

metanol (70:30 e 80:20, v:v) foram as mais ativas contra a forma 

amastigota. 

(ACCIOLY, 2001) 

Antidiabética Folhas 

Metanólico, fração éter 

dietílico e triterpeno 

isolado (3β-olean-12-en-

3-il(9z)-hexadec-9-

enoato) 

O extrato metanólico, fração éter dietílico e um composto isolado 

(3β-olean-12-en-3-il(9z)-hexadec-9-enoato) exibiram significante 

atividade inibitória contra enzima α-amilase de Aspergillus oryzae 

no ensaio inibitório da α-amilase. 

(FRED-JAIYESIMI 

et al., 2009) 

Antimicrobiana Cascas 

Metanólico, frações e 

isolado semipuro 

(triterpenos) 

O extrato e frações semipurificadas foram avaliadas quanto a sua 

atividade antimicrobiana frente ao Mycobacterium tuberculosis 

pelo ensaio Baseado em Microplaca. Três frações semipurificadas 

(uma delas rica em terpenos) mostraram-se significativamente 

efetivas contra a bactéria de maneira dose-dependente com uma 

potencia acima de 90%. 

(OLUGBUYIRO et 

al., 2009) 

Antiviral Folhas 
Metanólico 80% e 

padrões identificados 

O extrato e os compostos identificados na espécie (padrões) foram 

avaliados in vitro contra o Vírus da Dengue tipo 2. Dos compostos 

identificados (ácido elágico e quercetina) apenas a quercetina (IC50 

de 500 µg/mL) teve atividade significativa contra o vírus, o extrato 

não teve atividade significativa. 

(SILVA et al., 2011) 
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Continuação Tabela 2 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias mombin descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antimicrobiana Folhas Metanólico 80% 

O extrato foi avaliado contra diversas cepas de bactérias pelos 

métodos de Difusão em Ágar por Poço e Concentração Inibitória 

Mínima (CIM). O extrato foi ativo contra as cepas de Serratia 

marcescens, Proteus mirabilis e Enterobacter cloacae. 

(SILVA et al., 2012) 

Antimicrobiana Folhas 
Metanólico, acetona, 

etanólico e aquoso 

Todos os tipos de extratos testados mostraram-se ativos contra as 

bactérias testadas, sendo os resultados mais relevantes do extrato 

aquoso que mostrou a melhor atividade contra Serratia marcescens 

e o extrato etanólico que apresentou a melhor atividade contra 

Staphylococcus aureus. A Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

dos extratos esteve entre 10-90 mg/mL. 

(AROMALAN; 

BADEJO, 2014) 

 

Tabela 3 Estudos farmacológicos in vivo de Spondias mombin descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antifertilidade Folhas Aquoso 

O extrato foi administrado i.p. em camundongos fêmeas e ratas 

grávidas nas doses de 750 e 1500 mg/kg e foi verificado os efeitos 

danosos aos fetos e as grávidas e a dose efetiva abortiva (ED50) e a 

dose letal 50% (LD50). A dose abortiva efetiva foi de 750 mg/kg e a 

letal foi de 1863 mg/kg.   

(OFFIAH; 

ANYANWU, 1989) 

Anti-inflamatória Cascas Etanólico 

O extrato foi administrado oralmente em ratos machos Sprague-

Dawley na dose equivalente à de 1,5 g de planta seca/kg de peso 

corporal no modelo de inflamação de artrite com a técnica da 

carragenina-adjuvante. O extrato mostrou resultado significativo 

apenas na redução da inflamação aguda após 3 h, não tendo efeito 

significativo em 5 h nem no tratamento crônico após 24 h. 

(ABAD et al., 1996) 

Cicatrizante __ __ 

O extrato foi administrado (0,05 mL de uma suspensão a 100 

mg/mL) topicamente em feridas feitas em camundongos e a 

atividade cicatrizante foi avaliada. No entanto, o extrato não 

apresentou uma atividade significativa. 

(VILLEGAS et al., 

1997) 

Anti-helmíntica Folhas Etanólico e aquoso 

O extrato foi administrado oralmente nas doses de 125, 250 e 500 

mg/kg em ovelhas naturalmente infectadas com nematódeos 

gastrintestinais. O extrato apresentou controle nos helmintos uma 

vez que a contagem dos nematódeos apresentou diminuição 

significativa nos grupos tratados de maneira dose-dependente. 

(ADEMOLA et al., 

2005) 
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 Continuação Tabela 3 Estudos farmacológicos in vivo de Spondias mombin descritos na literatura 
Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antipsicótica Folhas 
Aquoso, metanólico e 

etanólico 

A intensidade do comportamento estereotipado induzido por 

anfetamina e apomorfina foi avaliado em ratos após administração 

dos extratos i.p. nas doses de 12,5-100 mg/kg. Todos extratos 

diminuíram o comportamento estereotipado sendo o extrato mais 

potente o extrato etanólico.  

(AYOKA et al., 2006) 

Sedativa e Ansiolítica Folhas 
Aquoso, metanólico e 

etanólico 

Os extratos foram administrados i.p. em camundongos e ratos. Os 

extratos metanólico e etanólico (12,5-100 mg/kg) foram ativos nos 

dois modelos de avaliação utilizados (tempo de sono induzido pelo 

hexobarbital e comportamento exploratório induzido por novelty), 

enquanto que o extrato aquoso foi ativo apenas nas doses de 50 e 

100 mg/kg. Os extratos tiveram suas ações bloqueadas pelo 

flumazenil, indicando que os extratos possuíam efeito sedativo e 

antidopaminérgicos. 

(AYOKA et al., 2006) 

Anticonvulsivante Folhas 
Aquoso, metanólico e 

etanólico 

Os extratos foram administrados i.p. em camundongos nas doses de 

25, 50 e 100 mg/kg sobre o efeito convulsivo induzido por 

estricnica e picrotoxina. Os extratos metanólico e etanólico 

protegeram contra convulsões induzidas por picrotoxina nas doses 

de 50 e 100 mg/kg, enquanto que o aquoso não apresentou ação. Os 

extratos não tiveram efeito na convulsão induzida por estricnina. 

(AYOKA et al., 2006) 

Antifertilidade Cascas Aquoso 

O extrato foi administrado intragastricamente em ratos albinos 

machos nas doses de 8,4; 16,8 e 33,6 mg/kg/dia por quatro 

semanas. Os resultados sugeriram que o extrato teve ação 

antifertilidade reversível e que os testículos e epidídimo seriam os 

sítios de ação primordiais. 

(RAJI et al., 2006) 

Abortiva Folhas Metanólico 

O extrato foi administrado i.p. nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg 

em camundongos fêmeas grávidas para avaliar o efeito abortivo. A 

dose abortiva efetiva (ED50) foi de 105,33 mg/kg. 

(NWORU et al., 

2007) 

Antimicrobiana Folhas Metanólico 60% 

O extrato foi administrado oralmente em ratos após infecções 

induzidas por Bacillus cereus e Clostridium sporogenes. O extrato 

teve efeito sobre os parâmetros hematológicos nos ratos sugerindo 

possível atividade antibacteriana in vivo sobre a patogênese. 

(OLADUNMOYE et 

al., 2007) 
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Continuação Tabela 3 Estudos farmacológicos in vivo de Spondias mombin descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antifertilidade Folhas Etanol:água (70:30) 

O extrato foi administrado (dose de 800 mg/kg i.p. para 

anticonceptivo/abortivo e 500 mg/kg s.c. para estrogênica) em ratas 

grávidas para avaliar o efeito anticonceptivo, abortivo e atividade 

estrogênica. O extrato apresentou atividade anticonceptiva, mas 

não abortiva e não exibiu atividade estrogênica. 

(UCHENDU; ISEK, 

2008) 

Antifertilidade Folhas Etanólico 75% 

O extrato foi administrado i.p. em camundongos fêmeas grávidas 

em doses de 250-1500 mg/kg para avaliar o efeito abortivo. O 

extrato apresentou dose efetiva sobre aborto (ED50) de 753,96 

mg/kg. 

(IGWE et al., 2011) 

Anti-inflamatória Folhas Metanólico 

O extrato foi pré-administrado oralmente nos animais nas doses de 

100, 200 e 400 mg/kg e causou uma inibição dose-dependente no 

modelo de edema causado pela carragenina num período de 4 h.  

(NWORU et al., 

2011) 

Antifertilidade Folhas Etanólico 

Foi avaliado a histologia da pituitária anterior, ovário e útero e 

dosagem dos hormônios sexuais de ratas Wistar adultas após 

administração dos fármacos. Os extrato foi administrado oralmente 

nas doses de 250, 350 e 500 mg/kg por 14 dias. Foram observadas 

alterações histológicas danosas nos tecidos avaliados e redução 

sérica dos hormônios sexuais das ratas tratadas em relação ao 

controle, evidenciando que o extrato apresenta propriedade 

antifertilidade justificando seu uso como contraceptivo local. 

(ASUQUO et al., 

2013) 
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2.3.2 Spondias pinnata 

 

2.3.2.1 Informação Botânica 

 

Spondias pinnata (sin. Mangifera pinnata ou Spondias mangifera) é uma planta 

decídua distribuída pelos países do Centro e Sul da Ásia, principalmente China e Índia. 

Também é cultivada em algumas ilhas da América Central como Cuba e República 

Dominicana. Há relatos de sua presença na Venezuela e Suriname e, raramente, no 

Brasil e em outras partes da América tropical (TROPICOS, 2015; HAFIZ, 2014). 

É conhecida popularmente como cajamangueira, cajá-manga e imbú manga, ou 

em diversos países como “wild mango”, “hog-plum” e “amara” (BADONI; BISHT, 

2009; HAFIZ, 2014). 

Sua árvore cresce em média 10 m de altura, ela possui um tronco reto de 

coloração cinza suave. Suas folhas são verdes, brilhantes, com 30-40 cm com folíolos 

dispostos alternadamente. Os frutos tem a forma arredondada, oval ou elíptica e possui 

um sabor azedo (HAZRA, 2008; HAFIZ, 2014).  

 

2.3.2.2 Uso popular 

 

Na medicina popular, a casca é utilizada para tratar disenteria e diarreia, e 

também para prevenir vômitos. Já as raízes são relatadas como úteis na regulação 

menstrual. A planta é relatada como anti-tuberculosa e como diurética. As folhas são 

também utilizadas como anti-inflamatória (HAZRA, 2008; BADONI; BISHT, 2009; 

DADUANG et al., 2011; HAFIZ, 2014).  

 

2.3.2.3 Composição química 

 

Na fitoquímica preliminar de Spondias pinnata foi verificada a presença de 

flavonoides, taninos, alcaloides, glicosídeos cardiotônicos, saponinas e terpenos 

(MONDAL; DASH, 2009; DAS et al., 2011; MANIK et al., 2013). 

Numa análise por Cromatografia Líquida acoplada a Espectro de Massas dos 

extratos acetona: água (70:30, v/v) e metanol: água (70:30, v/v) dos frutos de Spondias 

pinnata foi identificado a presença de ácido gálico, ácido salicílico, ácido clorogênico, 
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ácido elágico, p-cumárico, ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxílico, 

quercetina, catequina, rutina e mirecetina (SATPATHY et al., 2011). 
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2.3.2.4 Atividades biológicas 

 

As atividades biológicas de Spondias pinnata estão dispostas nas Tabelas 4 e 5. A atividade antioxidante de S. pinnata também foi 

investigada. O extrato das raízes de S. pinnata apresentou excelente resultado pelos testes de DPPH e poder redutor (DAS et al., 2011). A fração 

acetato de etila do extrato etanólico do exocarpo dos frutos foram promissores pelo ensaio do DPPH, poder redutor e capacidade antioxidante 

total (MANIK et al., 2013). 

 

Tabela 4 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias pinnata descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antimicrobiana Cascas do tronco Etanólico 80% 

Os extratos de 78 plantas selecionadas foram avaliados in vitro em 

diversas doses (1,56-25 mg/mL) contra quatro cepas de bactérias: 

Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa pelo método de Difusão em Poços e 

contra dois fungos: Candida albicans e Aspergillus niger. S. 

pinnata foi ativa contra P. aeruginosa e S. aureus nas 

concentrações de 25 e 6,25 mg/ mL, respectivamente. A planta não 

mostrou atividade contra os fungos testados. 

(VALSARAJ et al., 

1997) 

Inibidora da alfa-glicosidase Frutos Aquoso e metanólico 

Extratos de várias espécies usadas popularmente para tratar diabetes 

foram investigados quanto sua atividade de inibição da alfa-

glicosidase in vitro pelo ensaio de inibição da alfa-glicosidase na 

concentração de 1,0 mg/mL. Das doze plantas escolhidas, S. 

pinnata estava entre as cinco espécies mais ativas que mostraram 

uma inibição acima de 60%. 

(ABESUNDARA et 

al., 2004) 

Leishmanicida __ Metanólico 

Os extratos de diversas plantas foram testados de acordo com sua 

atividade leishmanicida pelo teste de MTT sobre as formas 

promastigotas. O extrato de S. pinnata foi considerado ineficaz 

nesse teste. 

(TAKAHASHI et al., 

2004) 

Antiplasmodial Raízes 
Aquoso, metanólico e 

diclorometano 

Os extratos de diversas plantas foram testados in vitro  contra cepas 

de Plasmodium falviparum resistentes a cloroquina nas 

concentrações de 1-50 µg/mL. Os extratos de S. pinnata foram 

considerados inativos. 

(HOUT et al., 2006) 
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 Continuação Tabela 4 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias pinnata descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Anti-helmíntica 
Cascas e caule 

interno 
Metanólico 

A atividade anti-helmíntica dos extratos (10-100 mg/mL) foi 

avaliada in vitro contra a espécie Pheretima posthuma. Os extratos 

apresentaram  atividade anti-helmíntica concentração-dependente. 

O extrato das cascas foi mais efetivo na paralisação e morte dos 

vermes. Os resultados para as concentrações mais elevadas de 80 e 

100 mg/mL foram próximas ao controle piperazina. 

(GANGARAO; 

JAYARAJU, 2009) 

Antimicrobiana Resina 

 

Metanol, etanol, acetato 

de etila, clorofórmio, 

benzeno, 

éter de petróleo e hexano 

A atividade antimicrobiana do extrato da resina foi avaliada contra 

os microorganismos Saccharomyces cerevisiae, Bacillus subtilis, 

Escherichia coli, Enterobacter sakazakii e Acinetobacter 

baumannii pelos métodos de Difusão em Disco e ensaio de 

Macrodiluição. Os extratos foram ativos contra o Bacillus subtilis 

(Gram +), mas não inibiram o crescimento das bactérias Gram (-) 

nem do fungo S. cerevisiae.  

(GUPTA et al., 2010) 

Antimicrobiana e 

citotoxicidade 
Raízes Clofórmio e etanólico 

Os dois tipos de extratos foram avaliados quanto sua atividade 

antibacteriana pelo método de difusão em disco na concentração de 

0,1 mg/disco com oito bactérias e potencial citotóxico pelo 

bioensaio de letalidade de ovos de camarão. Ambos os extratos 

tiveram a atividade antibacteriana de boa a moderada quando 

comparados com o padrão canamicina. O extrato etanólico foi mais 

ativo contra Salmonella typhi e Vibrio cholerae, enquanto que o 

clorofórmio foi mais ativo apenas contra Salmonella typhi. 

(DAS et al., 2011) 

Anticancerígena e 

antimicrobiana 
Folhas Etanol 70% 

Extratos de diversas espécies foram avaliados quanto sua atividade 

anticancerígena contra células de carcinoma da cavidade oral e 

atividade antibacteriana pelo método de difusão em poços contra as 

bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium e 

Eschericia coli. O extrato de S. pinnata mostrou uma atividade 

antibacteriana promissora quando comparado ao padrão 

cloranfenicol para todas as cepas testadas e principalmente 

Staphylococcus aureus, no entanto, não apresentou atividade 

anticâncer para a linhagem celular. 

(DADUANG et al., 

2011) 
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Continuação Tabela 4 Estudos farmacológicos in vitro de Spondias pinnata descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Antimicrobiana e citotóxica Frutos Etanólico 80% 

A atividade antibacteriana e citotóxica do extrato foi avaliada pelo 

método de difusão em disco e pelo bioensaio de letalidade de 

camarões, respectivamente. O extrato do fruto exibiu atividade 

antibacteriana moderada na concentração de 500 µg/disco, 

mostrando resultados promissores para Pseudomonas aeruginosa e 

Staphylococcus epidermidis. O extrato exerceu forte citotoxicidade 

por este método com LC50 de 2,12 µg/mL. 

(MUHAMMAD et 

al., 2011) 

Anti-HIV Frutos Hexânico 

Os extratos hexânicos de algumas espécies foram avaliados 

enquanto sua atividade anti-HIV por sua ação contra a transcriptase 

reversa. O extrato de S. pinnata apresentou inibição inferior a 20% 

sendo considerada uma inibição fraca quando comparada com as 

outras espécies testadas. 

(SILPRASIT et al., 

2011) 

Antimicrobiana e trombolítica 
Exocarpo dos 

frutos 
Etanólico e frações 

O extrato e frações foram investigados quanto sua atividade 

antimicrobiana pelo método de difusão em disco contra diversas 13 

cepas (bactérias gram (+) e (–) e fungos) e seu potencial 

trombolítico in vitro. As frações acetato de etila e aquosa foram 

inativas contra a maioria das cepas, exceto Shigella dysentery e 

Pseudomonas aeruginosa, enquanto que as frações n-hexano e 

diclorometano foram mais ativas. Todas as frações apresentaram 

atividade trombolítica significante.  

(MANIK et al., 2013) 

Anticancerígena Cascas Metanólico 70% 

O extrato teve sua atividade anticancerígena investigada, em 

diversas concentrações, na promoção da apoptose frente a linhagem 

celular de adenocarcinoma de pulmão e de mama humanos. O 

extrato mostrou boa atividade contra ambas linhagens celulares 

com IC50 próximo a 150 µg/mL, enquanto que não demonstrou 

toxicidade contra células normais. 

(GHATE et al., 2014) 
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Tabela 5 Estudos farmacológicos in vivo de Spondias pinnata descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Hipoglicemiante Cascas 
Clorofórmio, metanólico 

e aquoso 

Vários extratos foram avaliados quanto sua atividade 

hipoglicemiante em ratos Wistar nas doses de 300 mg/kg via oral 

pelo método de hiperglicemia induzida por aloxano. Entre os 

extratos o metanólico apresentou efeitos promissores (reduziu 

34,97% os níveis de açúcar no sangue) quando comparado ao 

controle utilizado (glibenclamida 2,5 mg/kg) que reduziu 47% 6 h 

após o tratamento. 

(MONDAL; DASH, 

2009) 

Analgésica Entrecasca Etanólico 

O extrato etanólico da entrecasca de Spondias pinnata apresentou 

propriedades analgésicas dose-dependentes (50-100 mg/kg, via 

oral) quando avaliado in vivo em camundongos Swiss no teste de 

dor induzida por ácido acético e teste da resposta nociceptiva 

induzida por formalina quando comparado com o controle ácido 

acetilsalicílico (20 mg/kg). 

(PANDA et al., 2009) 

Anti-inflamatória Cascas 
Metanólico e Acetato de 

etila 

O extrato metanólico e acetato de etila da casca interna de Spondias 

pinnata foi avaliado quanto sua atividade anti-inflamatória em 

modelo de edema de pata induzido por carragenina. O extrato 

acetato de etila apresentou inibição significativa da inflamação nas 

doses de 200 e 400 mg/kg após administração oral, enquanto que o 

extrato metanólico foi ativo apenas na dose de 400 mg/kg. 

(RAO et al., 2009) 

Anti-inflamatória Cascas 

Fração acetato de etila e 

n-butanol do extrato 

etanólico 

A atividade anti-inflamatória e analgésica da fração acetato de etila 

e n-butanol do extrato alcoólico das cascas de Spondias mangifera 

(sin. de S. pinnata) foi avaliada in vivo em ratos Wistar nos 

modelos de edema de pata induzido por carragenina e método da 

retirada de pata do calor, respectivamente. As duas frações foram 

administradas oralmente nas doses de 75, 150 e 300 mg/kg e 

mostraram redução no edema da pata e prolongaram o tempo de 

latência da pata nos animais testados quando comparados ao 

controle.  

(SACHAN et al., 

2011) 

 

 

 

 



40 
 

Continuação Tabela 5 Estudos farmacológicos in vivo de Spondias pinnata descritos na literatura 

Atividade farmacológica Parte da planta Extrato/ fração Detalhes Referência 

Hipoglicemiante, 

Antilipidêmico e efeito 

regenerativo de células β 

Cascas do caule Aquoso 

O extrato foi avaliado (0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 e 2,00g/kg via 

oral) quanto seu efeito hipoglicemiante, antilipidêmico e 

regenerativo de células B em ratos Wistar com diabetes induzida 

por estreptozotocina. O percentual de hemoglobina glicada 

diminuiu nos animais tratados com S. pinnata, assim como, houve 

uma melhora nos parâmetros lipídicos e regeneração das células da 

ilhota. O efeito do extrato foi dose dependente e a dose ótima foi 

1,0 g/kg, a qual teve 29% de aumento da tolerância à glicose, 

enquanto que o controle glibenclamida (0,5 mg/kg) teve um 

aumento de 41% na tolerância . 

(ATTANAYAKE et 

al., 2014) 
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2.3.3 Spondias purpurea 

 

Spondias purpurea é uma planta frutífera distribuída por vários países da 

América do Sul como Bolívia, Brasil, Peru e Equador, também é encontrada em alguns 

países da América Central e pelo México (TROPICOS, 2015). No Brasil, geralmente é 

encontrada na região nordeste do país (CEVA-ANTUNES et al., 2006). A espécie é 

conhecida popularmente como seriguela, “jocote”, “red mombin” e “ciruela” (ENGELS 

et al., 2012).  

Em relação ao seu uso popular, uma decocção das folhas é utilizada para tratar 

diarreia e disenteria. O suco das folhas é tomado oralmente para tratar glândulas 

inchadas e traumas, as folhas esmagadas são utilizadas na forma de banho para dor de 

cabeça. O fruto é consumido em grandes quantidades para tratar constipação. Diversas 

partes da planta são utilizadas em preparações para tratar dor de garganta e por seus 

efeitos antibacterianos. Na forma de infuso é utilizada como cicatrizante e para tratar 

hepatite (AGRA et al., 2007b; ORWA et al., 2009; BIESKI et al., 2012) 

Em um estudo sobre a composição química de Spondias purpurea foram 

identificados ácidos fenólicos e flavonóis O-glicosilados extraídos das cascas do fruto e 

caracterizados por UHPLC-DAD-ESI-MS. No total foram identificados 21 compostos 

fenólicos sendo eles derivados O-glicosilados de quercetina, canferol, canferídeo e 

ramnetina. O exocarpo foi extraído com acetona/ácido fórmico 0,1% na proporção 

80:20, v/v e em seguida analisado por UHPLC com uso de padrões (ENGELS, 2012). 

Foi encontrado apenas esse estudo sobre sua composição química na literatura.  

A atividade antimicrobiana das folhas e cascas de S. purpurea foi avaliada in 

vitro contra as cepas das bactérias Staphylococcus aereus, Salmonella typhimurium e 

Bacillus cereus pelo método de difusão em ágar e concentração inibitória mínima. O 

extrato hexânico das folhas mostrou-se ativo contra as três cepas estudadas, enquanto 

que o extrato etanólico e as cascas foram inativos (MIRANDA-CRUZ et al., 2012). 

Não foram encontrados estudos in vivo com a espécie. 
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2.3.4 Spondias dulcis 

 

Spondias dulcis (sin. Spondias cytherea) é uma frutífera distribuída em alguns 

países do norte da América do Sul, como Brasil, Venezuela e Equador e alguns países 

da América Central (TROPICOS, 2015). É conhecida popularmente como cajá-anão, 

taperebá-do-sertão, cajá-manga ou cajarana (OLIVEIRA, 2011). 

Na medicina tradicional, uma infusão da planta é citada para o tratamento oral e 

tópico de escabiose. As cascas são utilizadas para tratar diarreia. S. dulcis também é 

usada para melhoria da visão e infecções oculares. Os frutos são citados para tratar 

coceira, úlceras gástricas, dor de garganta e inflamação na pele (BIESKI et al., 2012; 

ISLAM et al., 2013). 

O extrato metanólico e frações diclorometano e clorofórmio das folhas e frutos 

de S. dulcis foi avaliado quanto ao seu potencial antioxidante, antimicrobiano, 

citotoxicidade e potencial trombolítico. A atividade antioxidante foi investigada pelo 

poder redutor, método DPPH e capacidade antioxidante total, onde o extrato metanólico 

dos frutos apresentou o melhor perfil. A metodologia para o ensaio antimicrobiano foi o 

teste de difusão em disco contra treze cepas (onze bactérias e dois fungos), todos os 

extratos tiveram atividade moderada contra as bactérias e fraca ou nenhuma contra os 

fungos. Na citotoxicidade, no bioensaio de letalidade de camarões todos os extratos 

tiveram valores muito abaixo dos valores de corte para citotoxicidade. Todos os extratos 

possuíram atividade trombolítica significativa (ISLAM et al., 2013). 

Na investigação da atividade antidiabética in vitro do extrato das folhas de S. 

dulcis a espécie apresentou a melhor atividade quando comparada com outras espécies 

também usadas popularmente para tratar diabetes (JANTAN, 2010). 

Não foram encontrados estudos in vivo e sobre sua constituição química na 

literatura. 

Uma vez que este trabalho objetiva-se a identificar constituintes químicos que 

possam ser utilizados como marcadores para a espécie e avaliar o potencial anti-

inflamatório de Spondias tuberosa, faz-se necessário revisar a legislação inerente a 

medicamentos fitoterápicos e validação da metodologia analítica, assim como o 

processo biológico de inflamação e os modelos de atividade anti-inflamatória realizados 

no presente estudo. 
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2.4 COMPARAÇÃO ENTRE AS PRINCIPAIS ESPÉCIES DO GÊNERO Spondias  

 

As espécies do gênero Spondias nativas do Brasil apresentam características 

bem semelhantes, principalmente em relação aos seus frutos, o que torna a identificação 

botânica bem difícil para o gênero. Quase todas as espécies de Spondias têm um 

endocarpo fibroso e folíolos com veias intra-marginais. Os frutos de Spondias tuberosa, 

S. mombim e S. purpurea tem características bem próximas, sendo os das duas primeiras 

em geral mais arredondados ou ovais, enquanto que o da última é geralmente no 

formato oblongo.  O fruto do umbu é de coloração esverdeada e apresenta um 

mesocarpo mais duro, enquanto que o fruto do cajá apesar de tamanho e formato 

parecido tem coloração em geral amarela brilhante e textura do mesocarpo mais mole. 

Os frutos da seriguela são geralmente alaranjados e de textura de mesocarpo mole, todas 

as três espécies tem frutos com caroços grandes. A árvore de S. tuberosa apresenta uma 

copa arredondada e ampla (em torno de 7 m de altura por 10 m de diâmetro), enquanto 

que S. mombin apresenta uma árvore geralmente mais alta do que larga, podendo chegar 

até 30 m de altura, e que é menos densa do que o umbuzeiro. Já S. purpurea tem uma 

árvore de porte mais baixo dentre as três (entre 3-10 m) e com uma copa menos densa 

em folhagem do que o umbuzeiro. Os frutos de S. purpurea tem um sabor mais 

adocicado, enquanto que o fruto de S. mombin tem um sabor mais ácido e o de S. 

tuberosa seria uma mescla entre o ácido e o doce. As características das folhas são bem 

similares, pois ambas são compostas e com extensões semelhantes, no entanto, os 

folíolos de S. tuberosa são em geral oblongos e com ápice arredondado, enquanto que S. 

mombin e S. tuberosa apresentam folíolos em geral ovais e com ápice acuminado. O 

que difere as folhas de S. tuberosa de S. mombin é que a primeira apresenta folíolos 

com um carácter mais ovalado enquanto que a segunda se apresenta mais no formato 

lanceolado (SOUZA et al., 1995; LIMA, 1996; FILGUEIRAS et al., 2000; COSTA et 

al., 2001; LORENZI, 2002; MILLER; SCHAAL, 2005; NASCIMENTO-SILVA; 

PAIVA, 2007; SANTOS; OLIVEIRA, 2008; MONTE et al., 2011; MATTIETTO; 

MATTA, 2011).  

Através da revisão realizada sobre o gênero Spondias foi possível verificar que a 

maioria dos trabalhos se concentra em três espécies principais: Spondias tuberosa, 

Spondias mombin e Spondias pinnata, as quais ilustram aproximadamente 80% das 

publicações no gênero. As duas primeiras são nativas do Brasil, já a última raramente é 

encontrada no país, no entanto, já é bem estudada na literatura, uma vez que a mesma é 
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bem distribuída por países asiáticos os quais são conhecidos por fazer uso na medicina 

tradicional (referências dos tópicos 2.2 e 2.3).  

As afirmações para o uso tradicional de S. mombin são principalmente para 

processos infecciosos, inflamatórios e como abortivo (ou estimulante de parto), 

adicionalmente, nos estudos já realizados na literatura dá-se destaque para a atividade 

antimicrobiana in vitro e o massivo número de estudos de atividade antifertilidade ou 

abortiva da espécie. Em contrapartida, S. pinnata é conhecida por uma utilização na 

medicina popular mais diversificada, que vai desde tratamento de diarreia e disenteria a 

uso como antituberculoso; nos estudos in vitro onde a maioria investiga o potencial 

antimicrobiano da espécie, a maior atenção é voltada para um estudo anticancerígeno 

onde a planta apresentou boa atividade contra as células malignas e não afetou as 

células saudáveis.  O vasto uso de S. dulcis na medicina tradicional para tratar infecções 

de pele, que é visto na maioria das literaturas investigadas sobre etnofarmacologia, o 

que aumenta a importância desse uso popular e atenta para a necessidade de 

comprovação de estudos para a espécie, que pode ser promissora em tratamentos de 

infecções de pele (referências dos tópicos 2.2 e 2.3).   

Apesar do expressivo uso popular das espécies do gênero Spondias para 

processos inflamatórios, poucos estudos são voltados para esse potencial, havendo 

relatos apenas para as espécies S. pinnata e S. mombin, e nenhum para S. tuberosa. Esta 

espécie também apresenta um uso popular diversificado, dentre os quais se destacam os 

tratamentos inflamatórios e infecciosos com diversas partes da planta. Das três 

principais espécies, S. tuberosa é a que mais carece de estudos farmacológicos pré-

clínicos para comprovação das suas propriedades ditas medicinais, tornando a espécie 

uma planta em potencial para estudos posteriores.  

Tendo em vista que um dos objetivos deste trabalho foi desenvolver e validar um 

método por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) para avaliar os 

marcadores do extrato das fohas de S. tuberosa, será apresentada uma revisão sobre 

CLAE. 

 

2.5 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 

 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), ou do inglês High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC), é uma forma específica de 

cromatografia em coluna geralmente utilizada na bioquímica e nas análises para separar, 
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identificar e quantificar os compostos. Na análise de produtos naturais, a CLAE é uma 

poderosa e versátil técnica cromatográfica de separação que pode ser utilizada para 

matrizes complexas, tais como os extratos brutos, para detecção seletiva e quantificação 

ou análise do perfil geral. A metodologia é amplamente difundida e tem sido adaptada a 

uma gama de produtos naturais (WOLFENDER, 2009; BANSAL, 2010). A CLAE 

desempenha um papel fundamental como uma técnica analítica para controle de 

qualidade e padronização de fármacos e fitoterápicos. Sendo assim, a Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência é essencial para a padronização de extratos vegetais, 

identificação do material vegetal e desenvolvimento de novos medicamentos a base de 

plantas (MARSTON, 2007; WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA, 2010). 

A técnica de CLAE é amplamente aplicada em protocolos farmacopeicos 

oficiais dentro de métodos gerais de análises para avaliar qualitativa e/ou 

quantitativamente a composição química de grande parte dos produtos das monografias 

(BRASIL, 2010; USP, 2007; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). Portanto, constitui 

uma das técnicas utilizadas na identificação de espécies, na mensuração de 

contaminantes bacteriológicos, na avaliação da potência, e na certificação de análise de 

matérias-primas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA, 2010). 

Entre os métodos químicos usados para avaliação de plantas, a análise 

cromatográfica desempenha um importantíssimo papel, e tem sido introduzida por todas 

as farmacopeias modernas. Devido às numerosas vantagens dos métodos 

cromatográficos (tais como sua especificidade e a possibilidade de utiliza-los em 

análises sensíveis qualitativas e quantitativas), compreendem uma técnica de suma 

importância na análise de plantas medicinais, que geralmente constituem amostras 

complexas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS; SHERMA, 2010). 

Nas análises de controle de qualidade de fármacos e fitoterápicos por CLAE os 

detectores mais frequentemente utilizados são os espectrofotométricos (UV/Vis). Tais 

detectores são utilizados para detectar compostos com grupamento cromóforo. Os 

detectores de comprimento de onda múltiplo medem, simultaneamente, a absorbância 

em dois ou mais comprimentos de onda, sendo denominados de detectores de arranjo de 

diodos (DAD), os quais registram os dados de absorbância por toda faixa de espectro do 

UV selecionada e podem gerar um espectro para cada pico registrado no cromatograma 

(BRASIL, 2010).  
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Uma vez que na revisão da literatura foi visto que o gênero Spondias apresenta 

uma grande ocorrência de fenólicos e flavonoides, maiores informações serão dadas 

sobre essas classes de metabólitos e suas características químicas. 

 

2.6 COMPOSTOS FENÓLICOS 

 

Os compostos fenólicos são metabólitos secundários de origem natural, 

caracterizados por ter ao menos um anel aromático com um ou mais grupos hidroxilas 

ligados. Eles são amplamente distribuídos no reino vegetal e são os metabólitos 

secundários mais abundantes nas plantas. Os fenólicos são geralmente envolvidos na 

defesa contra a radiação UV ou agressão por patógenos, parasitas e predadores, bem 

como contribuir para as cores das plantas. Os fenólicos compreendem de compostos 

aromáticos simples de baixo peso molecular a grandes e complexos taninos e derivados 

polifenólicos. Eles podem ser classificados pelo número e arranjo dos carbonos e são 

comumente conjugados a açúcares e ácidos orgânicos (CROZIER et al., 2009; DAI; 

MUMPER, 2010).  

Dentre os principais grupos de fenólicos, destacam-se os flavonoides, os ácidos 

fenólicos, os taninos e os tocoferóis, sendo os flavonoides os mais abundantes. Os 

ácidos fenólicos consistem em dois grupos, derivados do ácido hidroxibenzóico e 

derivados do ácido hidroxicinâmico (Figura 4). Os ácidos hidroxibenzóicos incluem os 

ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico, vanílico e siríngico, que têm estrutura 

comum, C6–C1. Enquanto os ácidos hidroxicinâmicos (fenilpropanoides), são 

compostos aromáticos com três carbonos que formam uma cadeia lateral (C6–C3), como 

os ácidos caféico, ferúlico, p-cumárico e sináptico, sendo os mais comuns (ANGELO; 

JORGE, 2006; DAI; MUMPER, 2010; IBRAHIM; BARRON, 2012; PYRZYNSKA; 

SENTKOWSKA, 2014). 

 

Figura 4 Estrutura básica dos ácidos fenólicos: a) ácidos hidroxibenzóicos; b) ácidos hidroxicinâmicos 
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Os fenilpropanoides são moléculas precursoras para biossíntese de numerosos 

polifenóis de origem vegetal (ácidos fenólicos simples, flavonoides, isoflavonoides, 

estilbenos, cumarinas, curcuminoides, lignanas, etc.). Diversas atividades biológicas 

têm sido atribuídas a essa classe de metabolitos como antioxidantes, proteção UV, 

anticancerígeno, antiviral, anti-inflamatório, cicatrizante, e agentes antibacterianos 

(KORKINA et al., 2011). 

 

2.6.1 Flavonoides 

 

Flavonoides são compostos fenólicos de baixo peso molecular, provenientes do 

metabolismo secundário das plantas, amplamente distribuídos pelo reino vegetal. Sua 

estrutura carbônica é caracterizada por um esqueleto C6-C3-C3, também conhecido 

como esqueleto fenilbenzopirano, que é dividido em três anéis denominados A, B e C 

(Figura 5) (DAIGLE; CONKERTON, 1988; GROTEWOLD, 2006).  

 

Figura 5 Núcleo fundamental dos flavonoides e sua numeração 

 

 

Os flavonoides são onipresentes no reino vegetal e têm diversas funções para as 

plantas incluindo defesa contra patógenos, proteção UV, controle hormonal, alelopatia e 

coloração das flores (BUER et al., 2010). Aproximadamente, 15.000 flavonoides 

diferentes já foram isolados e identificados a partir de fontes vegetais (XIAO et al., 

2014). 

As classes de flavonoides são produzidas a partir da via do ácido chiquímico e 

partem de dois precursores comuns que são o 3-malonil-CoA e o 4-cumaril-CoA. 

Através da trihidroxichalcona é produzida a classe dos isoflavonoides (funções de 

defesa). A tetrahidroxichalcona é precursora da narigenina, que por sua vez origina as 
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flavonas (função de defesa), e por meio de hidroxilações a narigenina também origina as 

antocianidinas (pigmentação para recrutamento de polinizadores), as catequinas e os 

flavonóis (pigmentação, proteção UV, sinalização) (WINKEL-SHIRLEY, 2002; CELI, 

2011). Um esquema geral da biossíntese das principais classes de flavonoides está 

exposto na Figura 6. 

 

Figura 6 Esquema geral da biossíntese das principais classes de flavonoides 

 

 

Os flavonoides são divididos em seis classes principais, que são elas: flavonas, 

flavonóis, flavanonas, isoflavonas, antocianidinas e catequinas (Figura 7) que variam a 

sua estrutura de acordo com características no anel heterocíclico C. Tais metabólitos 

podem ocorrer naturalmente na forma de aglicona (sem açúcar) ou na forma de 

glicosídeos (com açúcar ligado). Nos flavonoides glicosilados, a ligação glicosídica 

pode acontecer por meio do oxigênio, nos chamados O-glicosilados, ou por meio de 

ligação carbono-carbono, nos chamados C-glicosilados. Os açúcares frequentemente 

encontrados são D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose ou arabinose 

(HAVSTEEN, 1983; BECCHI; FRAISSE, 1989). 
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O esqueleto básico dos flavonoides pode apresentar numerosos substituintes. 

Grupos hidroxilas usualmente estão presentes ligados aos carbonos 3’, 4’, 5 e 7, e 

menos frequentemente aos carbonos 5’, 6 e 8. Os açúcares são muito comuns e 

frequentemente os flavonoides encontram-se naturalmente na forma de glicosídeos. No 

caso dos flavonóis as conjugações com açúcares frequentemente ocorrem na posição 3 

do anel C, mas também podem ocorrer nos carbonos 5, 7, 4’, 3’ e 5’. A maioria das 

flavonas ocorre na forma de 7-O-glicosídeo. Os flavonoides também podem apresentar 

O-metilações, e menos frequentemente outros tipos de substituições (HEIM et al., 2002; 

CROZIER et al., 2009). 

 

Figura 7 Principais classes de flavonoides 

 

 



50 
 

 
 

Os flavonoides desempenham um importante papel na prevenção de doenças 

relacionadas ao estresse oxidativo. Numerosos estudos epidemiológicos tem mostrado 

uma correlação inversa entre o consumo de flavonoides e a ocorrência de doenças 

crônicas degenerativas (ZIBERNA et al., 2014). Alguns flavonoides são conhecidos 

como agentes antidiabéticos, antihiperlipidêmicos e por seu efeito antioxidante 

(BANSAL et al., 2012; UNNIKRISHNAN et al., 2014). Além disso, já se tem 

observado sua atuação em diversas outras atividades como atividade antibacteriana, 

antifúngica, antitumoral, anticoagulante, antiplaquetária, antitripanossoma, antiviral, 

imunomoduladora e antituberculose (XIAO et al., 2014).  

A atividade anti-inflamatória para essa classe de metabólitos tem sido 

amplamente relatada (IOANNONE et al., 2013; GONZÁLEZ-GALLEGO et al., 2014). 

Tal efeito pode ser devido à capacidade de inibir a produção de oxido nítrico, supressão 

na produção de citocinas, incluindo o Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α), algumas 

interleucinas e inibição da enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) em processos neuro-

inflamatórios (SPENCER et al., 2012). O mecanismo para a atividade anti-inflamatória 

geral dos flavonoides pode estar ligada a diversos fatores como: a inibição de enzimas 

geradoras de eicosanóides, incluindo a fosfolipase A2, ciclo-oxigenases e as 

lipoxigenases, reduzindo a concentração de prostanóides e leucotrienos. Outros 

mecanismos incluem a inibição da liberação de histamina, da fosfodiesterases e 

proteínas quinases (RATHE et al., 2009). 

Em relação à análise por CLAE de flavonoides, as colunas são quase que 

exclusivamente de fase reversa (RP-HPLC), com extensão de 100 a 300 mm de 

comprimento e usualmente 4,6 mm de diâmetro interno. Os sistemas de eluição são 

frequentemente binários com um solvente aquoso polar acidificado (p.e. ácido acético 

ou fórmico) e um solvente menos polar como metanol e acetonitrila, geralmente em 

gradiente. O tempo de análise usualmente é cerca de uma hora (dependendo da matriz e 

da complexidade do extrato) com fluxos de 1,0 ou 1,5 mL/min (MERKEN; BEECHER, 

2000).  

Na detecção por ultravioleta, os flavonoides apresentam duas bandas de 

absorção características. A primeira delas, a banda II, encontra-se entre 240 e 280 nm, 

correspondendo à absorção do grupo benzoíla, relacionada ao anel A. A banda I, possui 

absorção entre 300 e 380 nm, correspondente ao grupo cinamoil e relacionada aos anéis 

B e C (Figura 8). A análise por UV constitui uma ferramenta muito útil na identificação 

do núcleo básico dos flavonoides. Usualmente, a banda I também providencia 
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informações sobre o tipo do flavonoide, ajudando a distinguir entre flavona e flavonol. 

A banda I das flavonas ocorre no intervalo entre 304-350 nm, enquanto que, a banda I 

dos flavonóis acontece em comprimento mais longo (352-385 nm). Entretanto, em 

flavonóis com o grupo 3-OH substituído (metilado ou glicosilado), a banda I (328-357 

nm) sobrepõe à região da banda I de flavonas (MABRY et al.,1970). 

 

Figura 8 Esquema da estrutura química dos flavonoides e 

sua relação com o espectro de absorção na luz UV 

 
Fonte: MABRY et al., 1970 

 

Os flavonoides encontrados no gênero Spondias até o momento são do tipo 

flavonol O-glicosilados, geralmente derivados dos núcleos da quercetina, canferol, 

canferídeo ou ramnetina, ou suas respectivas agliconas (SATPATHY et al., 2011; 

SILVA et al., 2011; ENGELS, 2012). 

 

2.7 LEGISLAÇÃO SOBRE MEDICAMENTOS FITOTERÁPICOS E VALIDAÇÃO 

DE METODOLOGIA ANALÍTICA 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) recomenda aos estados membros uma 

prática de políticas nacionais voltadas à integração da medicina tradicional aos sistemas 

oficiais de saúde, como é o caso do SUS. No Brasil, a implantação da Política Nacional 

de Práticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, aprovada em 2006, veio 

trazer as diretrizes e ações para inserção de serviços e produtos relacionados à medicina 

tradicional e ao uso de plantas medicinais e fitoterapia. A PNPIC contempla diretrizes 

para plantas medicinais e fitoterapia no SUS que visa ampliar as opções terapêuticas aos 

seus usuários com garantia de acesso aos produtos e serviços relacionados à fitoterapia, 

com segurança, eficácia e qualidade (BRASIL, 2012). 
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Neste sentido, com os avanços da PNPIC foi instituída a Política Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos que contemplam o desenvolvimento de toda cadeia 

produtiva de plantas medicinais e fitoterápicos. Após a aprovação da política nacional, e 

com vista à implementação das diretrizes desta, foi elaborado o Programa Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos, aprovado em 2008, que em conformidade com as 

diretrizes da política nacional visa garantir à população brasileira o acesso seguro e o 

uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo o uso sustentável da 

biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional 

(BRASIL, 2012). 

A partir dessas políticas públicas foram publicadas e/ou reformuladas várias 

relações de plantas com importância na rede de assistência à saúde, uma delas é a 

RENISUS (Relação de Plantas Medicinais de interesse ao SUS) que desde 2009 

contempla 71 espécies vegetais que apresentam potencial para gerar produtos de 

interesse ao SUS (BRASIL, 2009). 

Para a obtenção de registro dos medicamentos provenientes de plantas 

medicinais que são comercializados no país, existe uma legislação que orienta e 

regulamenta essa classe. Tal legislação é a RDC 26, de 13 de maio de 2014 da 

ANVISA, que dispõe sobre medicamentos fitoterápicos e produtos tradicionais 

fitoterápicos no Brasil. Ela regulamenta o registro de Medicamentos Fitoterápicos (MF) 

e o registro e a notificação de Produtos Tradicionais Fitoterápicos (PTF). Nesta norma 

quando tratam de fitoterápicos, referem-se tanto ao Medicamento Fitoterápico (MF) 

quanto ao Produto Tradicional Fitoterápico (PTF) (BRASIL, 2014a). 

Por conseguinte, é considerado Medicamento fitoterápico (MF) aqueles obtidos 

com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja segurança e eficácia 

sejam baseadas em evidências clínicas e que sejam caracterizados pela constância de 

sua qualidade. Enquanto que, Produtos tradicionais fitoterápicos (PTF) são os obtidos 

com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais, cuja segurança e efetividade 

sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-

científica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilância de um médico 

para fins de diagnóstico, de prescrição ou de monitorização. A principal diferença entre 

essas duas classes é que o MF comprova sua segurança e eficácia por meio de estudos 

clínicos, enquanto o PTF comprova a segurança e efetividade pela demonstração do 

tempo de uso na literatura técnico-científica (BRASIL, 2014a; BRASIL, 2014b). 
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Para critério de controle de qualidade desses produtos, é necessário que os 

mesmos apresentem parâmetros que comprovem sua autenticidade, um desses 

parâmetros é a presença de um marcador. Sendo o marcador definido como “substância 

ou classe de substâncias (ex.: alcaloides, flavonoides, ácidos graxos, etc.) utilizada 

como referência no controle da qualidade da matéria-prima vegetal e do fitoterápico, 

preferencialmente tendo correlação com o efeito terapêutico. O marcador pode ser do 

tipo ativo, quando relacionado com a atividade terapêutica do fitocomplexo, ou 

analítico, quando não demonstrada, até o momento, sua relação com a atividade 

terapêutica do fitocomplexo” (BRASIL, 2014a). 

Um dos requisitos para registro de medicamento fitoterápico é o relatório de 

controle de qualidade no qual deve-se apresentar os constituintes químicos tidos 

considerados como marcadores químicos para a espécie através de metodologia 

analítica validada de acordo com o Guia de validação de métodos analíticos e 

bioanalíticos, publicado pela Anvisa na RE nº 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 

2014a).  

O objetivo da validação de um procedimento analítico é demonstrar que ele é 

adequado para a sua finalidade (ICH, 2005), sendo o método de validação uma das 

medidas universalmente reconhecidas como uma parte necessária de um sistema 

completo de garantia de qualidade (IUPAC, 2002).  

A RE nº 899, de 29 de maio de 2003 determina o “Guia para validação de 

métodos analíticos e bioanalíticos” que regulamenta e direciona o processo de validação 

analítica, inclusive de fitoterápicos. Uma das técnicas a qual se aplica essa resolução é a 

CLAE para testes quantitativos para a determinação do teor de princípio (s) ativo (s) em 

produtos farmacêuticos ou matérias-primas. Segundo a legislação, os parâmetros que 

devem ser avaliados são especificidade, linearidade, intervalo, precisão repetibilidade, 

precisão intermediária, limite de detecção, limite de quantificação, exatidão e robustez 

(BRASIL, 2003). Tais parâmetros serão mais bem detalhados no próximo tópico. 

Dentro desse contexto, torna-se claro a necessidade de estimular a realização de 

estudos científicos que auxiliem no controle de qualidade de matérias-primas vegetais, 

extratos e produtos acabados, para garantir o uso seguro dos produtos de origem 

vegetal. Sendo assim, esse trabalho visa contribuir na identificação de marcadores para 

o extrato das folhas de S. tuberosa, uma vez que a espécie carece deste tipo de estudo. 

Somado a isso, tem-se a difícil identificação das espécies do gênero Spondias pela 

semelhança morfológica. 
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Para critério de controle de qualidade de derivados da espécie vegetal, faz-se 

necessário um breve esclarecimento sobre o processo de validação de metodologia 

analítica, que será realizado a fim de se obter uma metodologia analítica reprodutível e 

com resultados confiáveis. 

 

2.8 PARÂMETROS DE VALIDAÇÃO E ADEQUABILIDADE DO SISTEMA 

 

2.8.1 Parâmetros de Validação 

 

Os parâmetros para validação foram selecionados de acordo com os 

preconizados pela legislação brasileira, através da RDC 899, de 2003. Segundo a 

legislação, os parâmetros que devem ser avaliados para categoria I (testes quantitativos 

para a determinação do princípio ativo em produtos farmacêuticos ou matérias-primas) 

são seletividade (especificidade), linearidade, intervalo, precisão, repetibilidade, 

precisão intermediária, exatidão e robustez (BRASIL, 2003). Além desses também 

foram avaliados os limites de detecção e limites de quantificação. 

 

Seletividade 

A seletividade (também conhecida por especificidade) é a capacidade do método 

em determinar exatamente um analito em detrimento de outras substâncias interferentes 

(BRASIL, 2003; LANÇAS, 2004). 

A especificidade garante que o pico de resposta seja exclusivamente do 

composto de interesse. Uma maneira de avaliar a especificidade é através da avaliação 

com detectores como o de arranjo de diodos, onde o pico é dividido em três partes 

iguais e essas partes têm que apesentar os mesmo espectros de absorção, sendo assim o 

pico considerado puro (RIBANI et al., 2004; USP, 2008). 

 

Linearidade 

A linearidade de um procedimento analítico é sua capacidade de apresentar 

resultados que sejam diretamente proporcionais às concentrações do analito na amostra 

dentro de uma determinada faixa de aplicação (BRASIL, 2003; RIBANI, 2004; USP, 

2008). 

A relação de linearidade pode ser obtida pela utilização de um intervalo de 

concentração preparada pela diluição de uma solução estoque do padrão analítico. Os 
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resultados obtidos na análise cromatográfica, frequentemente a área do pico ou sua 

altura, através de métodos estatísticos apropriados, tem de apresentar uma relação linear 

com as concentrações utilizadas. Os intervalos de concentrações utilizados podem ser de 

50-150% da concentração provável a ser encontrada. São recomendadas cinco 

concentrações diferentes, injetadas no mínimo três vezes cada, com estimativa do 

desvio padrão relativo (RSD) entre as injeções até 5% (IUPAC, 2002; RIBANI et al., 

2004; ICH, 2005).  

 

Intervalo 

O intervalo (ou intervalo de confiança) é a variação na concentração que pode 

ser aplicada ao analito em que se consigam resultados considerados adequados. É 

estabelecido pelos limites de quantificação superior e inferior (LANÇAS, 2004; ICH, 

2005). 

É estabelecido pela confirmação de que o intervalo fornece um grau aceitável de 

linearidade, exatidão e precisão quando aplicado a amostras contendo quantidades do 

analito dentro ou nos extremos da faixa especificada do procedimento analítico 

(RIBANI et al., 2004; ICH, 2005). 

 

Precisão 

A precisão de um procedimento analítico expressa o grau de proximidade entre 

uma série de resultados obtido de análises repetidas de uma mesma amostra (BRASIL, 

2003; ICH, 2005). A precisão pode ser considerada em vários níveis, os que foram 

avaliados nesse trabalho foram a precisão por repetibilidade e a precisão intermediária: 

Precisão por repetibilidade (intra-corrida ou intra-dia): é a precisão obtida 

utilizando as mesmas condições de medição em repetições da análise feitas em um curto 

intervalo de tempo (mesmo dia) e pode ser expressa através da estimativa do desvio 

padrão relativo (RSD). É recomendado que se utilize três níveis de concentração em 

triplicata (RIBANI et al., 2004; ICH, 2005); 

Precisão intermediária (inter-corrida ou inter-dia): é a precisão que indica o 

efeito de variações no mesmo laboratório, obtida por meio de análises realizadas em 

dias diferentes, analistas diferentes ou equipamentos diferentes. Pode ser expressa pelo 

desvio padrão relativo (RSD) (LANÇAS, 2004; RIBANI et a., 2004).  
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Limite de detecção 

O limite de detecção (LOD) indica a menor concentração do analito que pode ser 

detectada, a qual não precisa necessariamente ser quantificada (BRASIL, 2003; 

LANÇAS, 2004; ICH, 2005). 

Existem diversas abordagens para determinar o limite de detecção, uma delas é 

baseada na relação sinal-ruído, onde é encontrada a concentração mínima do analito que 

apresenta uma relação com o sinal do ruído da linha de base de 3:1 (BRASIL, 2003; 

ICH, 2005). 

 

Limite de quantificação 

O limite de quantificação (LOQ) representa a concentração mínima do analito 

que pode ser determinada com precisão aceitável entre as análises (IUPAC, 2002; 

RIBANI et al., 2004). 

É determinado através da análise de soluções contendo concentrações 

decrescentes do analito até o menor nível que apresente precisão aceitável. Ele pode ser 

determinado pelo desvio padrão relativo da triplicata da concentração analisada 

(BRASIL, 2003; IUPAC, 2002). 

 

Exatidão 

A exatidão representa a proximidade dos valores obtidos nas análises com o 

valor tido como real ou valor de referência (LANÇAS, 2004; ICH, 2005). 

Existem várias metodologias para determinação da exatidão, uma delas é o 

ensaio de recuperação (RIBANI et al., 2004). O ensaio pode ser feito por fortificação, 

onde um padrão de referência que se deseja avaliar é adicionado a matriz contendo o 

analito, a recuperação é medida como o resultado obtido na fortificação dividido pelas 

somas das análises individuais do padrão e da matriz, os valores são expressos em 

porcentagem. Recomenda-se uma recuperação que esteja dentro do intervalo de 80-

120% (RIBANI et al., 2004; LANÇAS, 2004).  

 

Robustez 

Robustez é a capacidade do método em resistir a variações dos parâmetros 

analíticos sem que haja alterações significativas nos resultados obtidos (BRASIL, 2003; 

LANÇAS, 2004). 
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A robustez de um método é testada pela introdução deliberada de pequenas 

mudanças no procedimento e examinada o efeito dessas mudanças nos resultados. 

Exemplos de parâmetros que podem ser alterados são o instrumento, o operador, a 

marca do reagente, pH do solvente, temperatura, etc. (IUPAC, 2002; BRASIL, 2003). 

 

2.8.2 Parâmetros de Adequabilidade (System Suitability) 

 

A adequação do sistema visa verificar a validação do instrumento e da 

metodologia analítica simultaneamente. A adequação do sistema é estabelecida para 

garantir que a validade do procedimento analítico é mantida sempre que utilizada. Ela é 

importante especialmente no caso de procedimentos cromatográficos. Os parâmetros 

frequentemente avaliados são resolução, eficiência e assimetria, sendo todos calculados 

para cada pico do cromatograma analisado. Tipicamente pelo menos dois critérios de 

adequação são requeridos para garantir a conformidade do sistema (RIBANI et al., 

2004; LANÇAS, 2004; USP, 2008).  

A resolução determina o poder de separação entre dois analitos (dois picos 

próximos), a qual deve apresentar valor acima de 2. Já a eficiência, que é medida à 

partir do número de pratos teóricos, indica a eficiência do sistema, ela depende 

diretamente da largura do pico e seu valor, sendo uma eficiência adequada aquela com 

número de pratos teóricos acima de 2000. Por último, a assimetria (ou fator de cauda) é 

ocasionada pelo aparecimento de caudas no pico devido adsorção do analito na coluna, 

é recomendado que seu valor não exceda 2 (LANÇAS, 2004; RIBANI  et al., 2004). 

A seguir será apresentada uma revisão sobre inflamação, tendo em vista, que 

neste estudo, foi avaliado o efeito anti-inflamatório in vivo do extrato das folhas de S. 

mombin. 

 

2.9 PROCESSO INFLAMATÓRIO 

 

A inflamação é uma resposta do tecido a um agente infeccioso, a um antígeno ou 

mesmo a um estímulo irritante de natureza física, química ou traumática. Essa resposta 

visa eliminar tanto a causa inicial da lesão celular, bem como as células necróticas e 

tecidos resultantes do estímulo inicial. A resposta se manifesta com o aparecimento de 

rubor (eritema), calor (na região inflamada), tumor (formação de edema), dor e perda da 

função do tecido ou órgão afetado. A inflamação é um processo que protege o indivíduo 
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e é vital para a saúde, mas quando a inflamação aguda sofre um descontrole na sua 

amplitude ou duração, pode acarretar diversas doenças (LAPA et al., 2008; RUBIO-

PEREZ; MORILLAS-RUIZ, 2012; LEVY; SERHAN, 2014). 

Entre os primeiros eventos de sinalização após a infecção microbiana ou lesão 

tecidual, é a liberação de mediadores pró-inflamatórios, tais como leucotrienos e 

prostaglandinas que lançam uma série de cascatas de sinalização com o objetivo final de 

destruir os patógenos invasores e reparar o tecido danificado. Assim, a biossíntese e 

liberação de potentes agentes quimiotáticos, como alguns leucotrienos, promove o 

recrutamento de neutrófilos para o tecido inflamado, enquanto que a formação de 

prostaglandinas E2 e D2 acelera ainda mais o processo inflamatório, resultando 

finalmente em condições de inflamação aguda (SERHAN; PETASIS, 2011).  

No processo inflamatório há um aumento da permeabilidade vascular e 

vasodilatação induzida pela ação de vários mediadores, principalmente a histamina e o 

óxido nítrico, que visa à passagem de células e proteínas plasmáticas circulantes para 

dentro do local da infecção ou injúria, dando assim a formação do exsudato. Através do 

aumento da permeabilidade e de processos quimiotáticos, leucócitos são recrutados para 

o local da injúria. Os leucócitos mais importantes nesse processo são aqueles capazes de 

fagocitar, que são os neutrófilos e macrófagos (KUMAR, 2011). 

Quando o processo de inflamação não cede e não consegue debelar o agente 

inflamógeno a resposta pode causar mudanças traumáticas na fisiologia do hospedeiro, 

como problemas no tecido atingido e o surgimento de outras doenças (FOSTER; 

RUSLAN, 2009). 

Os metabólitos secundários produzidos pelas plantas possuem uma variedade de 

atividades biológicas, dentre elas, destaca-se a atividade anti-inflamatória (YAM et al., 

2008). Os flavonoides, conforme descrito no item 2.6.1, são conhecidos por exibirem 

uma atividade anti-inflamatória importante. Já tem sido demonstrado que os flavonoides 

são capazes de inibir a expressão das enzimas óxido nítrico-sintase induzida, 

cicloxigenase e lipoxigenase, que são responsáveis pela produção exacerbada de óxido 

nítrico, prostanoides e leucotrienos, assim como outros mediadores do processo 

inflamatório tais como citocinas, quimiocinas ou moléculas de adesão durante o 

processo inflamatório (TUNON et al., 2009). 

A espécie objeto deste estudo, Spondias tuberosa, tem sido amplamente 

utilizada na medicina popular para tratar diversos processos inflamatórios, conforme 
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descrito anteriormente, no entanto, não existem estudos científicos que embasem essa 

utilização. Diante disso, justifica-se avaliar o efeito anti-inflamatório da espécie. 

 

2.9.1 Modelos de inflamação 

 

Para avaliação da atividade anti-inflamatória foram utilizados os modelos de 

inflamação de edema de pata induzido por carragenina e peritonite induzido por 

carragenina, sendo ambos modelos in vivo. 

 

2.9.1.1 Edema de pata induzido por carragenina 

 

Entre os vários modelos anti-inflamatórios para avaliação de novos agentes, 

destaca-se o modelo de edema de pata, que consiste na capacidade deste inibir o edema 

produzido na pata posterior de roedores, induzido pela administração de um agente 

flogístico (WINTER, 1962; VINEGAR et al., 1969).  

Dentre os agentes flogísticos utilizados nesse modelo, destaca-se a carragenina, 

um grupo complexo de polissacáridos constituídos de unidades de D-galactose ligadas 

alternadamente, que pode ser apontada como o agente flogístico mais comumente 

utilizado neste modelo (VINEGAR et al., 1969; SILVA et al., 2010; NECAS; 

BARTOSIKOVA, 2013) 

O edema de pata induzido por carragenina é um teste amplamente utilizado para 

determinar a atividade anti-inflamatória e constitui um modelo animal simples e de 

rotina para avaliação do edema no local da inflamação sem qualquer prejuízo ou dano à 

pata inflamada.  A resposta inflamatória é normalmente quantificada pelo aumento no 

tamanho da pata (edema pós-injeção de carragenina), que é modulado por inibidores de 

moléculas específicas dentro da cascata inflamatória (SILVA et al., 2010; NECAS; 

BARTOSIKOVA, 2013). 

Neste modelo, os animais (geralmente ratos ou camundongos) recebem a 

administração da amostra em teste em uma suspensão aquosa, que pode ser por via oral 

por meio de gavagem ou por via intraperitoneal. Os animais do grupo controle negativo 

recebem apenas o veículo, enquanto que o grupo controle positivo recebe uma dose de 

um fármaco anti-inflamatório padrão (p.e. dexametasona ou indometacina). Este 

tratamento com a amostra ou controle negativo ou fármaco ocorre em média 1 h antes 

do tratamento intraplantar com o agente flogístico. O inchaço é mensurado a cada hora 
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geralmente durante 3 a 5 h (WINTER, 1962; BRADLEY et al., 1982; POSADAS et al., 

2004; FÉLIX-SILVA et al., 2014). 

 

2.9.1.2 Peritonite induzida por carragenina 

 

O modelo de peritonite induzida por carragenina também foi realizado, em vista 

a corroborar com o ensaio do edema de pata, para avaliação da atividade anti-

inflamatória. 

A peritonite induzida por carragenina é um modelo bem conhecido e comumente 

utilizado para a investigação de um processo inflamatório agudo que conduz à avaliação 

dos níveis de migração de leucócitos para o local da inflamação por meio  da contagem 

do número total de células que atingiram a cavidade peritoneal, durante o processo de 

inflamação aguda. O mecanismo de ação pelo qual a carragenina induz o processo 

inflamatório é um sinergismo entre os vários mediadores inflamatórios, tais como 

bradicinina, serotonina, histamina, prostaglandinas, leucotrienos e outros agentes 

quimiotáticos (HASSIMOTTO et al., 2013; PINHEIRO et al., 2013). 

Neste modelo, os animais recebem o tratamento com o veículo, ou com fármaco 

anti-inflamatório padrão ou com a amostra em teste. Após um período de 30 min os 

animais recebem a administração do agente inflamógeno na cavidade peritoneal, para 

indução do processo inflamatório agudo. Após 4 h os animais são sacrificados e a 

cavidade peritoneal é lavada com solução salina e em seguida o lavado é coletado. Por 

último, as células do lavado são contadas em câmara de Neubauer em microscópio 

(BARROS et al., 2004; CARVALHO et al., 2013; PAIVA et al., 2013). 
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33  OOBBJJEETTIIVVOOSS  
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33  OOBBJJEETTIIVVOOSS  

  

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Caracterizar os marcadores e investigar o potencial anti-inflamatório do extrato 

das folhas de Spondias tuberosa. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar os marcadores no extrato de Spondias tuberosa; 

 Desenvolver um método analítico por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplada a um Detector com Arranjo de Diodo (CLAE-DAD) para qualificar 

e quantificar os marcadores de S. tuberosa; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória in vivo nos modelos de peritonite e 

de edema de pata induzidos por carragenina. 
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44  MMEETTOODDOOLLOOGGIIAA  
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44  MMEETTOODDOOLLOOGGIIAA  

 

4.1 MATERIAL VEGETAL 

 

O material vegetal foi coletado no município de Boa Saúde, município do Rio 

Grande do Norte, Brasil, sob as coordenadas 06 ° 06 '00' 'S 35 ° 32' 54 '' W, em janeiro 

de 2013. 

A espécie foi identificada pelo botânico Alan de Araújo Roque e uma exsicata 

foi depositada no Herbário da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Brasil, sob 

o número de depósito UFRN 18154. A coleta do material vegetal foi realizado com a 

autorização do Sistema de Autorização e Informação em Biodiversidade 

(SISBio)/Ministério do Meio Ambiente (35017).  

As folhas foram secas a temperatura ambiente por 7 dias e, em seguida, 

trituradas em um moinho de facas.  

 

4.2 EXTRAÇÃO 

 

O extrato hidroetanólico das folhas de S. tuberosa (EH) foi preparado pela 

maceração em etanol: água (70:30, v/v), durante sete dias, à temperatura ambiente. 

Depois disso, o EH foi concentrado sob pressão reduzida com auxílio de um evaporador 

rotatório à temperatura de 45° C para eliminação do solvente orgânico. Parte do extrato 

foi liofilizada para a realização dos testes analíticos e atividade farmacológica.  Para os 

ensaios farmacológicos, o extrato foi dissolvido em Cremophor
®
 a 5% em PBS. 

 

4.3 FRACIONAMENTO E PURIFICAÇÃO 

 

Para a caracterização dos compostos ativos, parte do EH de S. tuberosa (500 

mL) foi submetida à partição líquido-líquido com solventes de polaridade crescente éter 

de petróleo (Éter) (3×300 mL), clorofórmio (CHCl3) (3×300 mL), acetato de etila 

(AcOEt) (3× 300 mL) e n-butanol (BuOH) (3× 300 mL). Após a partição foram obtidas 

cinco frações: éter de petróleo, CHCl3, AcOEt, BuOH e fração aquosa residual (Res). 

As frações foram concentradas com o auxílio de um evaporador rotatório sob 

temperatura de 45°C até a eliminação total do solvente orgânico. 
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A fração acetato de etila (1,24 g) foi submetida a uma cromatografia líquida a 

vácuo (CLV), com um gradiente de solventes com polaridade crescente, na qual foram 

obtidas 16 sub-frações. Posteriormente, a sub-fração de maior rendimento (SF 13= 258 

mg) foi submetida a uma coluna cromatográfica clássica (CC). A partir dessa CC foram 

obtidas 200 sub-frações, das quais foram reunidas de acordo com a semelhança no perfil 

químico analisado por Cromatografia em Camada Delgada (CCD). A sub-fração 71-76 

foi submetida a uma CCD preparativa, na qual se obteve um composto isolado 

denominado A1 (4,5 mg). Já a partir da sub-fração da 36-43 foi obtido por meio de 

CCD preparativa outro composto isolado, denominado C1 (4 mg). A1 e C1 foram 

analisados por CLAE para identificação dos picos do extrato referente a cada composto 

e obtenção do espectro de UV. A Figura 9 resume o processo de purificação. 

 

Figura 9 Esquema do processo de purificação de A1 e C1 

 
CLV: Cromatografia Líquida à Vácuo; CC: Cromatografia Clássica; SF: subfração 
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4.4 ANÁLISE POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD) 

 

O EH e as frações (Éter de petróleo, CHCl3, AcOEt, BuOH e Res) de S. tuberosa 

foram analisados preliminarmente por CCD, para identificar as classes de metabólitos 

secundários presentes.  Foi utilizada como fase estacionária, cromatoplacas de alumínio 

de sílica gel 60 GF254. As fases móveis utilizadas foram tolueno:AcOEt:AcForm 

(5:5:0,5); AcOEt:AcForm:H2O:MeOH (10:0,5:0,6:0,2); e BuOH:AcOEt:AcForm 

(3:3:1), de acordo com os metabólitos de interesse, desenvolvidas a partir da literatura 

(WAGNER; BLADT, 2001). Os reveladores utilizados foram: vanilina sulfúrica, 

cloreto férrico e o Reagente Natural A (difenilboriloxietilamina 0,5% em metanol). Os 

cromatogramas foram visualizados sob luz UV 254 e 365 nm.  

Na análise por CCD foram utilizados os seguintes padrões Sigma-Aldrich ou 

Hee Analytik Gmbh
®
: luteolina, quercetina, diosmetina, apigenina, canferol, crisina, 

luteolina-7-O-glicosídeo, isoramnetina, orientina, isoorientina, isoquercitrina, 

isoquercetina, vitexina, isovitexina, rutina, vitexina-2-O-rhamnosídeo e vitexina-4”-O-

glicosídeo; e os compostos swertisina, vicentina-2 e 6,8-di-C-glicosilcrisina, isolados de 

espécies vegetais e identificados por técnicas espectroscópicas de UV e RMN.  

Os compostos do extrato que apresentaram Fator de Retenção e coloração 

semelhante a algum padrão foram posteriormente analisados por CLAE. 

 

4.6 ANÁLISE DO EXTRATO DE S. tuberosa POR CLAE 

 

As análises por CLAE do EH de S. tuberosa foram realizadas no Laboratório 

Multidisciplinar (LabMult) da UFRN. O cromatógrafo utilizado foi da marca Varian 

Pro Star, equipado com detector de arranjo de diodos (DAD), uma bomba quaternária e 

um amostrador automático. Todos os dados de HPLC foram processadas utilizando o 

software Chromatography Galaxie
TM

.  

Os padrões analíticos utilizados para essa etapa foram ácido clorogênico, ácido 

caféico e rutina, adquiridos da Sigma-Aldrich (≥ 98,0%) e isoquercitrina da Hee 

Analytik Gmbh
®
 (94,16%). Os solventes utilizados nas análises são grau HPLC e a água 

foi purificada com um sistema Milli-Q (UV directa 3). Todas as soluções preparadas 

para a análise por CLAE foram filtrados através de uma membrana de nylon de 0,45 µm 

e degaseificadas antes da utilização.   
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As análises cromatográficas foram realizadas utilizando uma coluna de fase 

reversa (PHENOMENEX
®
) Luna C-18 (4,6 mm x 250 mm, 5 µm). Após o 

desenvolvimento de um método analítico chegou-se às seguintes condições 

cromatográficas: um sistema de eluição com acetonitrila a 100% (solvente A) e ácido 

acético 0,3%, ajustado a pH 3,0 (solvente B) e o gradiente utilizado foi: 0-5 min, uma 

eluição isocrática com A: B (13:87 v/v); 5-40 min, variação linear até A: B (18:82 v/v); 

40-45 min, uma variação linear até A:B (19:81 v/v); 45-55 min, uma variação linear até 

A:B (23:77 v/v). O fluxo da fase móvel foi mantido constante a 1,0 mL/min, e os 

cromatogramas foram registados a 340 nm, enquanto os espectros de UV foram 

monitorizados num comprimento de onda de 200-450 nm. Os picos foram 

caracterizados por comparação dos seus tempos de retenção e espectros de UV com os 

padrões de referência e por um co-injecção (extrato + padrão de referência). A curva de 

calibração foi feita com soluções dos padrões de referência preparadas em metanol:H2O 

(3:2, v/v), em diferentes concentrações: rutina – 100; 150; 200; 250 e 300 µg/ml; 

isoquercitrina - 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5 µg/mL; ácido caféico - 1,7; 2,6; 3,5; 4,4; 5,2 

µg/mL; ácido clorogênico - 5; 7,5; 10; 12,5 e 15 µg/mL. O EH das folhas de S. tuberosa 

foi analisado na concentração de 3 mg/mL. As amostras foram analisadas em triplicata e 

as médias das áreas dos picos mensuradas. 

 

4.7 VALIDAÇÃO DA METODOLOGIA ANALÍTICA 

 

A validação dos procedimentos analíticos foi efetuada baseada na RE Nº 

899/2003 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (BRASIL, 2003). Os 

parâmetros validados foram especificidade, linearidade, exatidão, precisão 

(repetibilidade e precisão intermediária), limite de quantificação (LOQ), limite de 

detecção (LOD) e robustez. 

 

Linearidade 

A linearidade do método foi determinada através da construção de curvas 

analíticas dos padrões rutina, ácido clorogênico, ácido caféico e isoquercitrina, contendo 

cinco concentrações diferentes de cada padrão. Cada solução foi analisada em triplicata. 

As médias das áreas obtidas através da análise das soluções foram utilizadas para a 

construção da curva analítica. As concentrações utilizadas foram de 50, 75, 100, 125 e 

150% das concentrações teóricas do analito na análise do extrato. Para isso, foi 
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preparada uma solução-mãe na maior concentração, da qual foram retiradas alíquotas 

para que fosse feita uma diluição seriada das demais concentrações do analito. 

 

Seletividade 

A seletividade foi determinada através da análise da pureza dos picos 

cromatográficos. Para a sua determinação, foi utilizado o detector de arranjo de diodo 

para demonstrar que o pico cromatográfico analisado correspondia apenas a um só 

composto. Para isso, foi utilizada a análise da pureza do pico através da varredura na 

região do ultravioleta e da comparação dos espectros com padrões de referência, sendo 

considerado puro o pico em que o espectro não variasse na sua extensão. 

 

Precisão 

A precisão foi determinada através dos ensaios de repetibilidade (precisão intra-

dia) e precisão intermediária (precisão inter-dia). Para a determinação da repetibilidade 

foram utilizadas três concentrações diferentes de soluções padrões. A análise foi 

realizada em triplicata e o resultado foi expresso pelo coeficiente de variação (CV). O 

ensaio de precisão inter-dia foi determinado também por meio da análise de três 

concentrações diferentes em triplicata, nas concentrações mais baixas, médias e mais 

altas, em três dias diferentes intercalados. As diluições foram preparadas a partir de uma 

solução-mãe com a maior concentração do analito, da qual foram retiradas alíquotas 

para que fosse feita uma diluição seriada das demais concentrações. Na precisão intra-

dia foram feitas análises em triplicata da mesma amostra, enquanto que, na precisão 

inter-dia foram diluídas novas amostras a partir de uma solução-mãe. Valores de CV ≤ 

5% foram considerados satisfatórios.  

 

Exatidão 

A exatidão do método foi determinada através dos ensaios de recuperação 

avaliando as concentrações da amostra e soluções padrão, bem como os valores médios 

de recuperação. A recuperação foi feita por meio de padrão interno, onde se analisou em 

triplicatas, primeiramente o extrato, em seguida o padrão e por último o extrato 

fortificado com o padrão (co-injeção). Com os valores médios das áreas dessas análises 

calculou-se a recuperação pela razão entre a co-injeção e a soma dos valores das 

análises do extrato e do padrão separadamente multiplicado por 100%. Valores de 

exatidão entre 80 e 120% foram considerados satisfatórios. 
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Limite de detecção e quantificação 

O limite de detecção foi calculado pelo o método da relação sinal-ruído. Para a 

determinação da relação sinal-ruído, foi feita a comparação entre as medições dos sinais 

dos padrões de referência em baixas concentrações, com áreas dos ruídos do extrato. 

Assim, o limite de detecção foi a menor concentração do padrão que apresentou uma 

relação sinal:ruído de 3:1. 

O limite de quantificação foi determinado por meio do coeficiente de variação, 

em que a concentração da amostra foi reduzida até chegar a um coeficiente de variação 

que não ultrapassasse uma variação de 5%. 

 

Robustez 

Para avaliar a robustez foram alteradas a temperatura de análise e a coluna 

cromatográfica para avaliar se o resultado das análises sofria influencia desses 

parâmetros. 

 

4.8 AVALIAÇÃO DAS ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

4.8.1 Avaliação da Atividade Anti-inflamatória 

 

Os ensaios para avaliação da atividade anti-inflamatória foram realizados com o 

extrato hidroetanólico das folhas de S. tuberosa (EH). A avaliação da atividade anti-

inflamatória foi realizada em colaboração com o Prof. Dr. Matheus de Freitas Fernandes 

Pedrosa e da doutoranda Juliana Félix da Silva, do Laboratório de Tecnologia 

Farmacêutica (TecBioFar) da UFRN. 

 

4.8.1.1 Animais 

 

Para o experimento foram utilizados camundongos albinos Swiss (Mus 

musculus) (30-35 g, 6-8 semanas de idade), de ambos os sexos, obtidos do biotério da 

Faculdade de Farmácia-UFRN, os quais foram mantidos em condições ambientais 

normais e alimentados com comida e água ad libitum. Foram utilizados cinco animais 

por grupo, e o grupo controle recebeu apenas o veículo do extrato. Todos os 

procedimentos que necessitam de animais foram realizados de acordo com as diretrizes 

institucionais e internacionais de cuidados com animais e foram aprovados pelo Comitê 
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de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte 

(protocolo nº. 013/2013). No dia do experimento, os animais foram colocados na sala 

experimental durante pelo menos uma hora antes dos testes para aclimatação. No final 

dos experimentos, os animais foram submetidos à eutanásia por overdose de tiopental 

sódico por via intraperitoneal (i.p.). 

 

4.8.1.2 Edema de pata induzido por carragenina 

 

O edema foi induzido na pata traseira direita dos camundongos, tal como 

anteriormente descrito na literatura, com algumas modificações (ALBANO et al., 2013; 

POSADAS et al., 2004). Grupos de cinco animais foram tratados por via intraperitoneal 

(i.p.) com o Cremophor
®

 EL a 5% em PBS (veículo do extrato, controle), dexametasona 

2 mg/kg (fármaco anti-inflamatório padrão, dissolvido em PBS) ou diferentes doses do 

extrato de S. tuberosa (125, 250 e 500 mg/kg, dissolvido em Cremophor EL a 5% em 

PBS). Após 60 min, os animais receberam uma injeção sub-plantar (s.pl.) de λ-

carragenina (500 µg/pata, em 50 µL de PBS) na pata traseira direita. A espessura da 

pata traseira direita de cada animal foi posteriormente mensurada a 1, 2, 3 e 4 horas 

após a injeção com um paquímetro digital (Digimess, São Paulo, SP, Brasil). O edema 

foi expresso como a percentagem da diferença entre a espessura da pata após (nos 

respectivos tempos) e antes (valores basais) a injeção de carragenina. 

 

4.8.1.3 Determinação dos níveis enzimáticos de mieloperoxidase (MPO) 

 

No fim do experimento de edema de pata induzido por carragenina, os animais 

foram sacrificados e as patas traseiras direitas foram retiradas e analisadas para a 

atividade mieloperoxidase (MPO), tal como anteriormente descrito na literatura, com 

algumas modificações (POSADAS et al., 2004; BRADLEY et al., 1982; FÉLIX-SILVA 

et al., 2014). Os tecidos das patas foram homogeneizados em tampão de brometo de 

hexadeciltrimetilamónio a 0,5% (1 mL de tampão para cada 50 mg de tecido), sonicadas 

em banho de gelo durante 3 min, submetidos a três ciclos de congelamento-

descongelamento e finalmente submetidos a ultrassom durante 3 minutos mais uma vez, 

para a extração enzimática de MPO. 20 µl do sobrenadante obtido após centrifugação a 

10.000 g durante 10 min a 4° C foi misturado com 50 mM de fosfato de potássio, pH 

6,0, contendo 0,0005% de peróxido de hidrogênio e 0,167 mg/mL de o-Dianisidina. A 
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atividade MPO foi determinada colorimetricamente usando um leitor de microplacas 

(Biotek-Epoch, Winooski, VT, EUA), analisando mudanças na absorbância a 460 nm, 

durante 3 min. As patas traseiras esquerdas (que não receberam nenhum tratamento) do 

grupo controle foram utilizadas como controle (valores basais). Uma unidade de 

atividade de MPO foi definida como aquela que degrada um micromol de peróxido de 

hidrogênio por minuto, considerando que uma micromol de peróxido de hidrogênio 

altere na absorbância de 1,13 × 10
2
 (alteração na absorbância por minuto) (POSADAS 

et al., 2004). Os resultados foram expressos como unidades por grama de tecido da pata 

(UMPO/g). 

 

4.8.1.4 Peritonite induzida por carragenina 

 

A migração de leucócitos para a cavidade peritoneal (peritonite), em resposta a 

carragenina foi induzida nos camundongos como previamente descrito na literatura, 

com algumas modificações (CARVALHO et al., 2013; PAIVA et al., 2013). Grupos de 

cinco animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) com Cremophor
®

 EL a 5% em 

PBS (veículo do extrato, controle), dexametasona 2 mg/kg (fármaco anti-inflamatório 

padrão, dissolvido em PBS) ou diferentes doses de extrato de S. tuberosa (125, 250 e 

500 mg/kg, dissolvidos em Cremophor EL a 5% em PBS). Após 60 min, os animais 

receberam uma injeção intraperitoneal (i.p.) de λ-carragenina (1000 µg/cavidade, em 

500 µL de PBS). Outro grupo recebeu um volume igual de PBS estéril 60 min após o 

tratamento com o veículo do extrato (controle negativo). Após 4 h, os animais foram 

sacrificados e a cavidade peritoneal foi lavada com 3 mL de PBS resfriado. O fluido 

peritoneal recuperado foi centrifugado a 392 g durante 5 min e o sedimento celular foi 

ressuspendido em 500 µL de PBS frio. O número total de células foi determinado na 

câmara de Neubauer, sob microscopia óptica, após coloração com solução de Turk. Os 

resultados foram expressos em número de leucócitos/ml. 

 

4.8.1.5 Análise estatística 

 

Todos os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média 

(SEM). ANOVA One-way seguido pelo teste posterior de Tukey ou ANOVA Two-way 

seguido pelo teste de Bonferroni foram realizadas, quando apropriado, utilizando o 
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software Graphpad Prism versão 5.00 (San Diego, CA, EUA). Valores de P<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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55  RREESSUULLTTAADDOOSS  EE  DDIISSCCUUSSSSÃÃOO  

 

5.1 ANÁLISES FITOQUÍMICAS 

 

Na análise cromatográfica por CCD do extrato e das frações foi observada a 

presença de bandas de coloração amarela (Rf 0,3 e 0,5) desenvolvidas após revelação 

com Vanilina Sulfúrica (Figura 10b). Essas mesmas bandas foram reveladas com 

Reagente Natural A e apresentaram coloração amarelo fluorescente/UV 365 nm 

(reagente específico para flavonoides) (figura 10a). Também foram vistas, em menor 

extensão bandas de coloração azul brilhante, provavelmente referente à presença de 

ácidos fenólicos (Figura 10a) (WAGNER; BLADT, 2001). Como pode ser observado, 

as frações acetato de etila e butanólica apresentaram-se mais enriquecidas em 

flavonoides. 

 

Figura 10 Cromatografia em Camada Delgada do extrato e frações de S. tuberosa.  Extrato=Extrato 

hidroetanólico, Fração Éter de petróleo, CHCl3=Fração clorofórmio, AcOEt= fração acetato de etila, 

BuOH=fração n-butanol e Residual=fração residual aquosa. 

 
Fase móvel: AcOEt:Acido Formico:H2O:MeOH (10:0,5:0,6:0,2; v/v/v); 

Adorvente: Gel de sílica 60 F 254 

Reveladores: a- Reagente Natural A; b- Vanilina Sulfúrica 
 

Por meio da análise comparativa por CCD com os padrões, foram observados no 

EH de S. tuberosa duas bandas no extrato com Rf e cor semelhante, a rutina (Rf=0,1; 

laranja) e a isoquercitrina (Rf=0,4; laranja-claro), posteriormente analisados por CLAE. 

De acordo com a revisão da literatura (SATPATHY et al., 2011; SILVA et al., 2011) e 

pela análise preliminar do extrato por CCD foi visto que derivados de ácidos fenólicos 

também poderiam estar presente no extrato.  
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Após sucessivas alterações nos parâmetros cromatográficos, o método 

desenvolvido foi considerado adequado para a análise qualitativa e quantitativa do 

extrato de S. tuberosa. 

 No cromatograma obtido do extrato de S. tuberosa por CLAE foi observado 

pela análise dos espectros de UV dos picos, a presença de derivados fenólicos e 

flavonoídicos. A análise qualitativa do extrato permitiu indicar a ocorrência de ácido 

clorogênico, ácido caféico, rutina e isoquercitrina, através da análise do tempo de 

retenção (Tabela 6), os espectros de UV (Tabela 6) e por co-injeção dos padrões de 

referência e do extrato. Os compostos A1 e C1, isolados do extrato de S. tuberosa por 

métodos cromatográficos foram analisados por CLAE e seus picos foram reconhecidos 

no cromatograma como sendo os picos 7 e 9, respectivamente, de acordo com seus 

tempos de retenção e espectros de UV (Figura 11).  

 

Figura 11 Cromatograma obtido por CLAE-DAD (a 340 nm) do extrato hidroetanólico das folhas 

de S. tuberosa: ácido clorogênico (1), ácido caféico (3), rutina (5) e isoquercitrina (6). Ver as 

condições cromatográficas no item 4.6 
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Tabela 6 Espectro de UV e tempo de retenção dos compostos 

fenólicos no extrato de S. tuberosa 

Pico Tr (min) CLAE-DAD  Composto 

λmax (nm) 

1 8,44 325 Ácido clorogênico 

2 9,49 327 N.I. 

3 14,11 321 Ácido caféico 

4 15,51 312 N.I. 

5 32,04 256, 353 Rutina 

6 35,72 257, 352 Isoquercitrina 

7 41,86 266, 345 Composto A1 

8 43,25 263, 345 N.I. 

9 51,48 268, 345 Composto C1 

Tr: tempo de retenção; λmax (nm): comprimento de onda máximo em 

nanômetros; N.I.: não identificado 

 

Pelos espectros de UV dos picos 3 e 4 é possível sugerir que tais compostos 

sejam ácidos fenólicos, enquanto que, os espectros dos compostos A1 e C1 e o pico 8 

sejam flavonoides com o núcleo básico do tipo luteolina (λmax= 267, 349 nm) (MABRY 

et al., 1970; TAHIR et al., 2012; SIMIRGIOTIS et al., 2013). Os isolados A1 e C1 estão 

em processo de caracterização por meio de técnicas espectroscópicas. 

Um estudo publicado em 2011 relata a identificação de rutina, quercetina e ácido 

elágico do extrato metanol:água (80:20, v/v) das folhas de S. tuberosa (SILVA et al., 

2011). No entanto, a presença de ácido clorogênico, ácido caféico e isoquercitrina em S. 

tuberosa é relatado pela primeira vez nesta espécie. 

Após identificação dos picos, foram avaliados os parâmetros de adequabilidade 

do sistema cromatográfico. 

Uma maneira de garantir que a validade do procedimento analítico seja mantida 

sempre que utilizada é verificar alguns parâmetros de adequação do sistema. Isso foi 

feito conforme critérios recomendados pela literatura (RIBANI et al., 2004; LANÇAS, 

2004; USP, 2008). Os resultados dessa análise estão na Tabela 10. 

 

Tabela 7 Parâmetros de adequabilidade 

Compostos N
o
 de pratos teóricos Resolução Fator de cauda 

Ácido clorogênico 7.235 2,5 1,14 

Ácido caféico 15.394 2,2 1,11 

Rutina 43.817 10,8 1,09 

Isoquercitrina 53.479 5 1,08 

* Valores de referência: N° pratos teóricos > 2000; Resolução >2; Fator de cauda <2. 

Fonte: (Ribani, et al., 2004). 
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 A metodologia analítica utilizada foi validada, a fim de avaliar o teor dos 

compostos identificados, que podem ser utilizados como marcadores químicos para as 

folhas de S. tuberosa. 

O método cromatográfico mostrou uma linearidade adequada (r
2
 > 0,99) para 

todos os padrões, como recomendado pela legislação oficial brasileira e ICH Guidelines 

(BRASIL, 2003; ICH, 2005). Com isso, foi possível mensurar os teores de ácido 

clorogênico, ácido caféico, rutina e isoquercitrina no extrato de S. tuberosa (Tabela 7). 

A quantificação desses padrões no extrato foi realizada através de uma curva de 

regressão analítica em triplicata e a área dos picos foi utilizada para calcular a média. 

Verificou-se um conteúdo de 5,0 mg/g de ácido clorogênico; 0,68 mg/g de ácido 

caféico; 69,0 mg/g de rutina e 1,05 mg/g de isoquercitrina no extrato de S. tuberosa 

(Tabela 1). Em contrapartida, um estudo anterior mostrou uma concentração de rutina 

de 53,38 mg/g (SILVA et al., 2011) pela análise do extrato em metanol:água, bem como 

a identificação do ácido elágico. Em nosso estudo não foi identificada a presença de 

ácido elágico nas folhas de S. tuberosa.  

 

Tabela 8 Conteúdo dos compostos fenólicos no extrato hidroetanólico de S. tuberosa
a
 

 

O limite de quantificação (LOQ) e o limite de detecção (LOD) foram definidos 

de acordo com o desvio padrão relativo (RSD > 5%) e por uma relação sinal:ruído de 

3:1, respectivamente (Tabela 8). 

 

 

 

 

Espécie Compostos Conteúdo/g extrato 
 

 

 

Folhas de S. tuberosa (3 mg/mL) 

Ácido clorogênico 

(Tr= 8,44) 

 

5,0 mg/g extrato 

Ácido caféico 

(Tr= 14,11) 

 

0,68 mg/g extrato 

Rutina 

(Tr= 32,04) 

 

69,0  mg/g extrato 

Isoquercitrina 

(Tr= 35,72) 

 

1,05 mg/g extrato 

aExpresso como mg.g-1 de extrato (n=3)/Tr=Tempo de retenção 
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Tabela 9 Dados da calibração, LOD e LOQ dos padrões de compostos fenólicos 

Composto Intervalo 

(µg/mL) 

Equação da 

calibração 

Fator de 

correlação (r
2
) 

LOD
a 

(µg/mL) 

LOQ
a
 

(µg/mL) 

Ácido 

clorogênico 

5,0-15,0 y = 26,256x – 

4,52 

0,9995 0,5 3,0 

Ácido caféico 1,7-5,2 y = 61,289x + 

31,575 

0,9957 0,57 1,7 

Rutina 100,0-300,0 y = 16,848x + 

223,34 

0,9906 2,0 8,0 

Isoquercitrina 2,5-12,5 y = 39,34x + 

3,19 

0,9929 0,75 1,5 

aLOD=Limite de Detecção/ LOQ=Limite de Quantificação 

 

A repetibilidade (precisão intra-dia) foi desenvolvida por triplicata com o uso de 

soluções padrões em três concentrações diferentes de 50-150% em relação à 

concentração teórica (IUPAC, 2002) e foi expressa como desvio padrão relativo (RSD) 

(Tabela 9). Por outro lado, a precisão intermediária (inter-dia) foi realizada em três dias 

alternados, com as mesmas concentrações, e foi avaliado o RSD entre as análises em 

dias diferentes (Tabela 3).  

A precisão ideal deve apresentar um RSD até 5% para todos os padrões 

analisados, portanto, de acordo com os nossos resultados, todos os parâmetros de 

precisão realizados estão de acordo com a recomendação da literatura (BRASIL, 2003; 

ICH, 2005).  

Em relação à exatidão, o EH (3 mg/mL) foi fortificado (1:1, v/v) com os padrões 

internos: ácido clorogênico (15,0 µg/mL), ácido caféico (5,2 µg/mL), rutina (300,0 

µg/ml) e isoquercitrina (12,5 µg/mL) (1:1 v/v), e os valores de recuperação foram 

mensurados (Tabela 9). 
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Tabela 10 Dados de repetibilidade, precisão intermediária e exatidão dos padrões de compostos fenólicos 

 

 

Composto 

Repetibilidade Precisão intermediária Recuperação
a
 

Concentração 

(µg/mL) 

R.S.D. 

(%) 

Concentração 

(µg/mL) 

R.S.D. 

(%) 

 

Média 

(%) 

R.S.D. 

(%) 

 

Ácido clorogênico 

5,0 2,0 5,0 1,0  

101,4 

 

2,0 10,0 0,61 10,0 2,26 

15,0 0,5 15,0 3,0 

 

Ácido caféico 

1,7 2,0 1,7 2,0  

94,74 

 

0,5 3,5 0,62 3,5 2,27 

5,2 1,0 5,2 1,0 

 

Rutina 

100 3,0 100 3,0  

101,7 

 

1,0 200 0,19 200 0,72 

300 1,0 300 2,0 

 

Isoquercitrina 

2,5 4,0 2,5 5,0  

104,5 

 

3,0 7,5 3,04 7,5 2,36 

12,5 2,0 12,5 1,0 
aRecuperação foi determinada por injeção de amostras fortificadas, em triplicata, com o padrão de referência. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA 

 

Considerando a importância de S. tuberosa na medicina tradicional do Nordeste 

brasileiro e os escassos estudos científicos sobre suas atividades biológicas, investigou-

se o seu potencial anti-inflamatório. 

O edema da pata em roedores, induzido por injeção de diferentes agentes 

inflamatórios, é um modelo generalizado para a avaliação da atividade anti-inflamatória. 

A carragenina, um grupo complexo de polissacarídeos constituídos de unidades 

alternadas de D-galactose e 3,6-anidro-galactose, recebe destaque como o agente 

flogístico mais comumente utilizado neste modelo, especialmente para triagem de novas 

drogas anti-inflamatórias (VINEGAR et al., 1969; SILVA et al., 2010; NECAS; 

BARTOSIKOVA, 2013). Os sinais cardinais da inflamação (edema, hiperalgesia e 

eritema) são desenvolvidos imediatamente após a injeção intraplantar de carragenina, 

resultante da ação de agentes pró-inflamatórios, tais como citocinas, bradicinina, 

histamina, taquicininas, sistema complemento e espécies reativas de oxigênio, e 

nitrogênio. Os neutrófilos prontamente migram para os sítios da inflamação e podem 

gerar espécies reativas de oxigênio e outras moléculas pró-inflamatórias (POSADAS, 

2004; NECAS; BARTOSIKOVA, 2013). 

Nesse estudo, a administração de λ-carragenina na pata traseira direita dos 

camundongos produziu uma resposta inflamatória significativa quando comparada com 

os valores basais. Os animais tratados com o extrato de S. tuberosa (125-500 mg/kg, 

i.p.) apresentaram uma redução significativa (P<0,001) na resposta inflamatória ao 
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longo de todo o experimento (a partir de 1 até 4 horas após a injeção de carragenina), 

como pode ser observado na Figura 12. O efeito máximo antiedematogênico parece ser 

alcançado com a dose de 500 mg/kg, com 59,2% de inibição da inflamação (Tabela 11). 

Não foi observado um efeito dose-dependente, uma vez que não havia nenhuma 

diferença significativa entre as respostas às doses testadas de extrato (P> 0,05). A 

dexametasona (2 mg/kg, i.p.), o fármaco anti-inflamatório padrão que foi utilizado, 

apresentou inibição significativa sobre a resposta edematogênica, assim como era 

esperado (P<0,001). O efeito antiedematogênico de S. tuberosa a 500 mg/kg foi similar 

a dexametasona (P>0,05). 
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Figura 12 Efeito do extrato de S. tuberosa no edema da pata induzido por carragenina em camundongos. 

O edema foi determinado como a diferença entre os valores iniciais (basais, antes da injeção de 

carragenina) e a espessura final da pata traseira obtida após diferentes períodos de tempo (1, 2, 3 e 4 

horas) após a administração de λ-carragenina (500 µg / pata ). * Valores expressos em média±SEM com n = 5. 

***P<0,001 quando comparado ao grupo controle (tratado com veículo) por two-way ANOVA seguido pelo teste de 

Bonferroni. PBS= solução salina; Car=Carragenina 500 µg/pata, via subplantar; Dexa=Dexametasona 2 mg/kg, via 

i.p.; Extrato= 125, 250 e 500 mg/kg, via i.p., do extrato hidroetanólico de S. tuberosa. 

 
 

Em vista do efeito antiedematogênico apresentado pelo extrato de S. tuberosa 

nas diferentes doses, foi avaliado o nível de MPO para verificar se esse efeito poderia 

ser devido à inibição na migração de neutrófilos para o local da inflamação. A enzima 

MPO constitui um marcador indireto quantitativo do influxo de neutrófilos para o tecido 

inflamado da pata inflamado (BRADLEY et al., 1982). Trata-se de uma enzima heme 

de grânulos azurófilos de neutrófilos com uma forte atividade oxidativa que tem 

demonstrado estar envolvida na atividade microbicida dessas células e na formação de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) (KOTHARI et al., 2011). 
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Como pode ser observado na Figura 13, o nível de MPO das patas inflamadas 

com carragenina foi significativamente maior (P<0,001) do que o nível de MPO das 

patas esquerdas que não receberam administração do inflamógeno (valores basais), 

confirmando assim, a capacidade da carragenina em induzir o aumento do influxo de 

neutrófilos para o tecido inflamado das patas dos camundongos. O extrato de S. 

tuberosa, em ambas as doses testadas, reduziu significativamente (P<0,001) os níveis 

de MPO no modelo de edema de pata induzido por carragenina, apresentando efeito 

semelhante à dexametasona (P>0,05). Em um estudo realizado com Myracrodruon 

urundeuva (Anacardiaceae) as chalconas diméricas identificadas na espécie inibiram 

significativamente o nível de MPO (cerca de 80%) no modelo de conjuntivite alérgica 

induzida por ovalbumina em roedores (ALBUQUERQUE et al., 2011). Enquanto que 

Pistacia terebinthus (Anacardiaceae) exibiu uma inibição de 73% sobre os níveis de 

MPO em edema de ouvido induzido em camundongos (GINER-LARZA et al., 2000). Já 

o extrato da casca de Spondias pinnata não mostrou efeito significativo na redução dos 

níveis de  MPO no modelo de mucosite intestinal induzida em ratos (REDDY et al., 

2014). Esta inibição significativa observada em S. tuberosa sobre a atividade MPO (que 

atingiu 81,7% na dose de 500 mg/kg) confirma o resultado visualizado 

macroscopicamente (redução da espessura da pata) e indica que o efeito 

antiedematogênico apresentado pelo extrato pode estar relacionado com uma inibição na 

migração celular, colaborando com o efeito anti-inflamatório do extrato. 
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Figura 13 Efeito do extrato de S. tuberosa sobre os níveis de mieloperoxidase (MPO) no modelo de 

edema de pata induzido por carragenina nas patas traseiras dos camundongos. A atividade enzimática foi 

medida em amostras colhidas 4 h após a administração de carragenina. Uma unidade de atividade MPO 

(UMPO) foi definida como aquela que degrada um micromol de peróxido por minuto. LP: pata esquerda 

(controle de valores basais). * Os valores são expressos como média ± SEM com n = 5. ***P<0,001 quando 

comparado com o grupo controle (tratado com veículo) por one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. PBS= 

solução salina; Car=Carragenina 500 µg/pata, via subplantar; Dexa=Dexametasona 2 mg/kg, via i.p.; Extrato= 125, 

250 e 500 mg/kg, via i.p., do extrato hidroetanólico de S. tuberosa. 

 
 

Adicionalmente ao edema de pata induzido por carragenina, o modelo de 

peritonite induzida por carragenina foi utilizado para confirmar os resultados anteriores. 

A peritonite aguda induzida por carragenina é um modelo bem conhecido e comumente 

utilizado para a investigação de um processo inflamatório agudo, tal modelo investiga 

os níveis de migração leucocitária através da contagem do número total de células que 

atingiram a cavidade peritoneal durante o processo de inflamação aguda. O mecanismo 

de ação pelo qual a carragenina induz o processo inflamatório é um sinergismo entre os 

diversos mediadores inflamatórios, tais como bradicinina, serotonina, histamina, 

prostaglandinas, leucotrienos e outros agentes quimiotáticos (HASSIMOTTO et al., 

2013; PINHEIRO et al., 2013). Como pode ser observado na Figura 14, houve uma 

acentuada migração leucocitária para a cavidade peritoneal após administração i.p. de λ-

carragenina nos camundongos. 
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Figura 14 Efeito do extrato de S. tuberosa sobre a migração de leucócitos para a cavidade peritoneal no 

modelo de peritonite induzida por carragenina em camundongos. A contagem de células da lavagem 

peritoneal recolhida na quarta hora após a administração de carragenina (1000 µg / cavidade). * Os valores 

são expressos como média ± SEM com n = 5. ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle (tratado com 

veículo) por one-way ANOVA seguida pelo teste de Tukey. PBS= solução salina; Carrag=Carragenina 1000 

µg/cavidade, via i.p.; Dexa=Dexametasona 2 mg/kg, via i.p.; Extrato= 125, 250 e 500 mg/kg, via i.p., do extrato 

hidroetanólico de S. tuberosa; PMN=leucócitos polimorfonucleares; MN=células monocucleares 

 
 

O tratamento com o extrato de S. tuberosa (125-500 mg/kg, i.p.) reduziu 

significativamente (P<0,001) o número de leucócitos presentes na lavagem peritoneal, 

com efeito semelhante ao da dexametasona (P> 0,05). Um resumo das porcentagens de 

inibição observadas em ambos os modelos de inflamação é apresentado na Tabela 11. 

 

Tabela 11 Avaliação da atividade anti-inflamatória do extrato de S. tuberosa no edema de pata e de 

peritonite induzida por carragenina em camundongos 

Grupo 

% inibição 

Edema de pata Peritonite 

AUC0-4h MPO Leucócitos totais 

Dexametasona 2 mg/kg 74.0% 67.7% 56.2% 

60.4% 

52.1% 

60.2% 

S. tuberosa 125 mg/kg 43.1% 78.8% 

S. tuberosa 250 mg/kg 46.6% 81.0% 

S. tuberosa 500 mg/kg 59.2% 81.7% 

* Porcentagens de inibição calculadas com base na área sob a curva (AUC0-4h) e atividade MPO (para edema de 

pata) e contagem global de leucócitos (peritonite). 

 

Esses resultados obtidos dão uma forte evidência da ação anti-inflamatória do 

extrato das folhas de S. tuberosa, por meio da redução da ativação dos leucócitos para o  

local da inflamação em resposta a carragenina. Os resultados apresentados poderiam dar 

suporte para alguns usos tradicionais da espécie contra várias condições inflamatórias 

(MATOS, 1999; AGRA et al., 2007b; LINS-NETO et al., 2010; FERREIRA-JÚNIOR 

et al., 2011). Apesar de sua ampla utilização na medicina popular devido a essa ação, 

não há nenhum estudo anterior a respeito dessa atividade para esta espécie. 
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Outras espécies do mesmo gênero são também utilizadas popularmente para o 

tratamento de inflamação. O extrato metanólico das folhas de Spondias mombin 

apresentou atividade anti-inflamatória nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg via oral e 

suprimiu a formação induzida de fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e óxido nítrico em 

modelo de inflamação induzida por carragenina in vivo (NWORU et al., 2011). Os 

extratos metanólicos e acetato de etila das cascas internas de Spondias pinnata 

apresentaram ação anti-inflamatória na dose de 400 mg/kg via oral no modelo de edema 

de pata induzido por carragenina (RAO et al., 2009). Além disso, as frações acetato de 

etila e n-butanol do extrato etanólico das cascas de Spondias mangifera foram 

responsáveis pela inibição de edema de pata induzido por carragenina nas doses de 75, 

150 e 300 mg/kg administrados por via oral (SACHAN et al., 2011). 

Alguns flavonoides são conhecidos por exibirem atividade anti-inflamatória 

comprovada. Rutina, quercetina e hesperidina inibiram as fases aguda e crônica da 

inflamação no modelo de artrite em ratos, quando administrados em doses diárias 

equivalentes a 80 mg/kg. Hesperitina e hesperidina (flavanonas) foram eficazes na 

inibição da inflamação neurogênica induzida por xileno (GUARDIA et al., 2001; 

ROTELLI et al., 2003). Tais compostos podem ser responsáveis pela atividade anti-

inflamatória do extrato, uma vez que o teor de rutina (69,0 mg/g de extrato) foi 

encontrado em maior quantidade na espécie desse estudo. Tem sido relatado que a 

rutina inibe a quimiotaxia de neutrófilos polimorfonucleares de uma forma dependente 

da dose. Também atua na inibição de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e 

expressão de óxido nítrico que estão envolvidos em processos inflamatórios 

(SELLOUM et al., 2003; BELLIK et al., 2012). 
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66  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  
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66  CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS  

 

 Foram identificados por CLAE os compostos fenólicos ácido 

clorogênico, ácido caféico, rutina e isoquercitrina nas folhas de Spondias tuberosa. Tais 

compostos poderiam ser sugeridos como marcadores para colaborar com o controle de 

qualidade da matéria-prima e extratos obtidos a partir dessa espécie. 

 Foi desenvolvida e validada uma metodologia analítica por CLAE para 

quantificação dos compostos identificados no extrato de Spondias tuberosa. 

 Os resultados da atividade biológica demonstram o potencial anti-

inflamatório significativo do extrato das folhas de Spondias tuberosa nos modelos de 

edema de pata e peritonite induzida por carragenina em camundongos, sugerindo que os 

constituintes da planta podem causar tal ação através da redução da migração celular.  
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