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RESUMO 
 

VALERIO, E. S. Avaliação da atividade dos extratos hidroetanólicos de 

Chenopodium ambrosioides L. e Eucalyptus alba Reinw ex Blume, frente a 

cepas de Mycobacterium sp. in vitro, 2014. 101 f. Dissertação (Mestrado) – 

Programa de Pós-graduação em Ciências Farmacêuticas, Universidade Federal 

do Pará, Belém, 2014. 

 
 
Chenopodium ambrosioides e Eucalyptus alba são espéciesutilizadas na medicina 

popular para o tratamento da tuberculose e expectoração. O presente trabalho teve 

o objetivo de determinar os parâmetros físico-químicos e microbiológicos, definir o 

perfil fitoquímico e avaliar as atividades antimicobacteriana, citotóxica, 

imunomodulatória e toxicológica in vivo dos extratos e frações. Na avaliação físico-

química e microbiológica dos extratos de C. ambrosioides e de E. alba, foram 

encontrados parâmetros em conformidade com a literatura específica para plantas 

medicinais. A prospecção fitoquímica dos extratos revelou a presença de saponinas, 

esteroides, triterpenoides, fenóis e taninos, o extrato de C. ambrosioides apresentou 

também proteínas e aminoácidos, enquanto o extrato de E. alba foi positivo para 

ácidos orgânicos e lactonas. Os resultados do método da microdiluição em caldo e 

da microdiluição utilizando Alamar Blue evidenciaram moderadas atividades frente à 

Mycobacterium fortuitum do extrato de E. alba e da fração acetato de etila (FAcE) de 

E. alba; a fração clorofórmica (FCl) de C. ambrosioides e a FAcE de E. alba foram 

moderadamente ativas frente à Mycobacterium tuberculosis. A atividade citotóxica, 

avaliada pelo método do MTT, demonstrou que os extratos não reduziram a 

viabilidade celular nas concentrações testadas. No ensaio de imunomodulação, o 

extrato de E.alba apresentou potencial efeito anti-inflamatório, pelos métodos do 

inibição da produção de NO e TNFα. Não foram detectados sinais de toxicidade oral 

aguda dos extratos na dose de 2500 mg/kg em camundongos. Estes resultados 

sugerem o potencial antimicobacteriano da FAcE de E. alba e imunomodulador do 

extrato de E. alba, e podem servir como subsídio para estudos futuros com vista no 

isolamentode compostos ativos e elucidação de seus mecanismos. 

 
Palavras-chave: Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus alba, Mycobacterium sp., 

atividade antimicobacteriana, toxicidade, imunomodulação.  



 

 

ABTRACT 

VALERIO, E. S. Evaluation of activity of hydroethanolic extracts             

Chenopodium ambrosioides L. and Eucalyptus alba Reinw ex Blume, against 

strains of Mycobacterium sp., 2014. 101 f. Dissertation (Master’s Degree) - 

Graduate Program in Pharmaceutical Sciences, Federal University of Pará, 

Belém, 2014.  

Chenopodium ambrosioides and Eucalyptus alba are species used in folk medicine 

for the treatment of tuberculosis and sputum. This study aimed to determine the 

physical-chemical, microbiological parameters, define phytochemical screening and 

evaluate antimycobacterial, cytotoxicity, immunomodulation, and toxicity in vivo 

activities of extracts and fractions. In physical-chemical and microbiological 

evaluation of C.ambrosioides and E. alba extracts, were found parameters in 

accordance with the specific literature for medicinal plants. The phytochemical 

screening of the extracts revealed the presence of saponins, steroids, triterpenoids, 

phenols and tannins, C. ambrosioides extract also showed proteins and amino acids, 

while the E. alba extract was positive for organic acids and lactones. The results of 

broth microdilution assay and microplate alamar blue assay showed moderates 

activities against the Mycobacterium fortuitum of E. alba extract and ethyl acetate 

fraction (FAcE) of E. alba; the chloroform fraction (FCl) of C.ambrosioides and the 

ethyl acetate fraction (FacEA) of E. alba were moderately active against the 

Mycobacterium tuberculosis. The cytotoxic activity, evaluated by MTT method, 

showed that the extracts did not reduce cell viability in the concentrations tested. In 

the immunomodulation assay, E. alba extract presented potential anti-inflammatory 

effect, by the methods of inhibition the production of NO and TNFα. No signs of acute 

oral toxicity of the extracts at a dose of 2500 mg/kg in mice were detected. These 

results suggest the potential antimycobacterial the FAcE of E. alba and 

immunomodulatory of E. alba extract and can serve as a resource for future studies, 

aimed at isolation of active compound and elucidation of their mechanisms of action. 

 

Key words: Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus alba, Mycobacterium sp.,  

antimycobacterial activity, toxicity, immunomodulation.     
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

De acordo com as estatísticas da Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

tuberculose, doença negligenciada, ainda causa um número crescente de mortes no 

mundo e representa um problema de saúde pública (WHO, 2013). Embora a 

tuberculose tenha cura, o tratamento é longo, com duração de até 12 meses, o que 

configura uma das causas para o insucesso terapêutico, bem como, a 

desinformação do paciente quanto à doença, a irregularidade na tomada dos 

medicamentos, e as reações adversas ao tratamento. Tudo isso leva os pacientes 

ao abandono ao tratamento (BRASIL, 2011). O esquema terapêutico para o 

tratamento da tuberculose (TB) preconizado pela OMS consiste na Terapia 

Diretamente Observada (TDO), que utiliza os medicamentos rifampicina, isoniazida, 

etambutol e pirazinamida em dose fixa combinada, com observação diária da 

ingestão dos medicamentos (BRASIL, 2011; VRANJAC, 2010). 

Os estudos para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-tuberculose 

devem, portanto, buscar encurtar o tempo de tratamento da TB, em casos de co-

infecção visa reduzir a interação medicamentosa com os medicamentos 

antiretrovirais e encontrar alternativas terapêuticas para o tratamento da TB 

multirresistente (CONDE et al, 2009). Neste contexto, as plantas medicinais são 

importantes alternativas como recursos terapêuticos frente às doenças 

negligenciadas, tais como a tuberculose (ALTMANN, 2001).  

As plantas medicinais são utilizadas no tratamento de doenças por milhares 

de pessoas no mundo e representam, muitas vezes, a principal e única fonte de 

cuidados de saúde. Esta forma de recurso terapêutico é acessível, disponível e 

culturalmente aceita na medicina popular (WHO, 2014). No Brasil, 80% da 

população faz uso de algum produto de origem natural, principalmente de plantas, 

como fonte alternativa no contexto cultural, na medicina popular e na forma de 

fitoterápicos. O interesse em pesquisas utilizando plantas medicinais tem aumentado 

nos últimos anos e dentre os fatores que impulsionaram este interesse pode-se 

destacar a comprovada eficácia de substâncias oriundas de espécies vegetais 

(FOGLIO et al, 2006).  

Dentre as espécies vegetais com ação promissora contra micobactérias, 

destacam-se Chenopodium ambrosioides Linn, já usada na medicina popular para o 
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tratamento da tuberculose, e Eucalyptus alba Reinw ex Blume que desperta o 

interesse em estudos científicos de produtos naturais com atividade comprovada 

frente as micobactérias tuberculosas e não tuberculosas (LAMEIRA e PINTO, 2008; 

LAWAL et al, 2011) 

O Grupo de Pesquisa em Fitoterápicos na Universidade Federal do Pará 

(GPLAM) vêm trabalhando com diversas espécies vegetais, entre elas a C. 

ambrosioides e E. alba que foram investigadas nesse trabalho com finalidade de se 

obter um insumo farmacêutico ativo para o tratamento da tuberculose e infecções 

causadas por micobactérias não tuberculosas. Assim, foram avaliadas as atividades 

biológicas dessas espécies frente ao Mycobacterium tuberculosis e Mycobacterium 

fortuitum pelos ensaios microbiológicos, citotóxicos, imunomodulador e toxicológico. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Gênero Mycobacterium 

 

 

Existem cerca de 169 espécies do gênero Mycobacterium sp e apenas as 

espécies Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, complexo M. avium, M. kansasii,  

M. chelonae, M. abcessus e M. fortuitum são patogênicas ao homem, existindo 

também as espécies saprófitas de solo (EUZEBY, 2004; TRABULSI et al, 2008; 

MURRAY et al, 2009;JAWETZ et al, 2010). Quanto à classificação, as micobactérias 

são agrupadas de acordo com as propriedades de crescimento e morfologia colonial. 

As espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis (CMTB) são bactérias de 

crescimento lento com coloração castanha brilhante ou não pigmentada e 

patogenicidade conhecida.  

As espécies CMTB são patogênicas aos seres humanos e animais. M. microti 

foi recentemente relatado por infectar não só ratos, mas também humanos. 

M. bovis causa a tuberculose bovina em uma ampla variedade de mamíferos 

domésticos e selvagens, incluídos seres humanos e bovinos (ABASS et al, 2010). 

M. tuberculosis e M. africanum são responsáveis pela tuberculose em seres 

humanos, sendo que, no mundo, a maioria dos casos de TB são causados por          

M. tuberculosis (CUNHA, 2012; WHO, 2013), enquanto que M. africanum é 

predominantemente isolado em diferentes regiões da África (JONG et al, 2010). As 

outras micobactérias, também denominadas como micobactérias de não 

tuberculosas foram assim classificadas devido à velocidade de crescimento em 

diferentes temperaturas e produção de pigmentos, sendo consideradas em sua 

maioria como patógenos oportunistas (MURRAY et al, 2009; BROOKS et al, 2010).  

As espécies M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. microti, M. africanum, 

M. pinnipedii, possuem parâmetros similares, que incluem extratos antigênicos, 

epítopos alvo de anticorpos monoclonais e semelhança de DNA, representam um 

grupo de espécies comuns, as quais são consideradas pertencentes ao ―complexo 

M. tuberculosis‖ (CMTB). Apesar destas similaridades, as espécies deste complexo 

diferem entre si quanto aos hospedeiros, distribuição geográfica, fenótipos e 

patogenicidade (NIEMANN et al, 2000; COUSINS et al, 2003). Dentre estas 
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espécies, M. tuberculosis é a causa mais comum de tuberculose no homem e é o 

principal foco de identificação laboratorial (KONEMAN et al, 2008).  

Já as espécies M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus são agrupadas no 

grupo de Micobactérias não tuberculosas (MNT) por possuírem velocidade de 

crescimento relativamente rápida (3 a 7 dias), álcool-ácido resistência, ausência de 

produção de pigmentos e crescimento a 28ºC em ágar Mac Conkey especial 

(desprovido de cristais violeta). Essas micobactérias são microrganismos 

pertencentes ao solo e a ambientes aquáticos que contaminam os sistemas hídricos 

e já foram encontradas em reagentes e soluções de limpeza hospitalar (KONEMAN 

et al, 2008; PITOMBO et al, 2009). 

As micobactérias são bastonetes delgados, aeróbicos não formadores de 

esporos. Além disso, a resistência a drogas e patogenicidade podem estar 

relacionadas à composição da sua parede celular, a qual contém grandes 

quantidades de lipídeos (TORTORA et al, 2011). A parede celular micobacteriana é 

constituída na camada interna por peptideoglicano ligado de forma covalente ao 

arabinogalactano (AG), o qual, por sua vez, encontra-se ligado aos ácidos micólicos. 

Esta estrutura é denominada de complexo micolil arabinogalactano-peptideoglicano 

(mAGP) (BRENNAN et al, 2003, JANKUTE et al, 2012). A camada mais externa da 

parede celular é composta pelos ácidos micólicos, que formam uma camada cérea 

resistente à água. Esta característica torna a bactéria resistente a estresses 

ambientais, como o ressecamento, e permite a entrada de nutrientes lentamente 

através dessa membrana, fator que contribui para o lento crescimento das 

micobactérias (TORTORA et al, 2011). Os ácidos micólicos são componentes 

lipídicos específicos do envelope celular micobacteriano que garantem a sua 

impermeabilidade e são essenciais para a sobrevivência das espécies pertencentes 

ao gênero Mycobacterium. Esses lipídios também são o suporte molecular 

responsável pela característica de álcool-ácido resistência destes microrganismos e 

quando ligados ao peptideoglicano (Figura 1) formam uma barreira periférica 

hidrofóbica, capaz de se ligar e reter o corante fucsina durante a coloração de Ziehl-

Nielsen (FONTANA, 2008; WILDNER et al, 2011). 

  



5 

 

Figura 1: Parede Celular de Mycobacterium  

Fonte: Adaptado de Hett e Rubin (2008). 

 

 

2.2 Tuberculose 

 

 

Segundo o ―Centers for Disease Control and Prevention‖ (CDC) e o ―National 

Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID), a tuberculose é uma doença 

pulmonar transmitida, principalmente, pela inalação de gotículas infecciosas 

suspensas no ar (de 1 a 5 micrometros de diâmetro) expelidas por pacientes com 

tuberculose pulmonar ou laringeal, ao espirrar, falar ou tossir. Dessa forma, estas 

partículas microscópicas ficam suspensas no ar durante horas e atingem os alvéolos 

pulmonares de pessoas susceptíveis (Figura 2). Os principais fatores relacionados 

com a transmissão são: o número e a concentração de bacilos expelidos; o intervalo 

de tempo que a pessoa susceptível respira o ar contaminado (≥ 8 horas) e o estado 

imunológico do indivíduo exposto (CDC, 2013). 
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Figura 2 – Modo de transmissão da tuberculose. 

Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention. 

 

 

Após atingir os alvéolos pulmonares, os bacilos são capturados por 

macrófagos alveolares, a maioria dos bacilos são destruídos ou inativados. Contudo, 

um pequeno número pode multiplicar-se no interior dos macrófagos e são liberados 

quando ocorre apoptose, estes bacilos podem atingir o sistema linfático ou a 

corrente sanguínea e, posteriormente, tecidos e órgãos como pulmões, rins, cérebro 

e ossos (ABBAS et al, 2012).  

As micobactérias possuem grande afinidade pelo oxigênio e necessitam deste 

para o seu desenvolvimento o que acarreta no tropismo deste agente infeccioso 

para o pulmão (ZOMBINI et al, 2013). No entanto, a tuberculose pode ser 

extrapulmonar ou pulmonar. Dentre as formas extrapulmonares as mais frequentes 

são: pleural, linfática, osteoarticular, peritoneal, pericárdica, ganglionar, geniturinária, 

meníngea, oftálmica, cutânea e intestinal, embora praticamente qualquer local do 

organismo possa ser afetado pela doença. Ressalta-se, que a forma pulmonar é a 

apresentação clínica mais comum da doença, independente da faixa etária, sendo 

também a forma principal de propagação da doença (CAMPOS, 2006; ZOMBINI et 

al, 2013). A TB também pode ser transmitida via leite de vaca contaminado 

(ANTUNES, 2002). 

Os sintomas clínicos mais comumente relatados por pacientes com 

tuberculose pulmonar são tosse, febre, dispneia, astenia, sudorese, emagrecimento, 

dor torácica e hemoptise (BRASIL, 2002). 

http://www.cdc.gov/
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A OMS recomenda como método padrão de diagnóstico a baciloscopia direta 

do escarro para a pesquisa de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) em pacientes 

sintomáticos respiratórios com tosse por três semanas ou mais (WHO, 2013). O 

Ministério da Saúde preconiza a baciloscopia e cultura em meio Lowenstein-Jensen 

como métodos de diagnóstico considerado padrão ouro. Quanto método auxiliar, a 

prova tuberculínica cutânea é realizada em pessoas não vacinadas com BCG 

(Bacilo Calmette-Guérin) (BRASIL, 2009). Existem ainda métodos automatizados 

como o radiométrico BACTEC 460, o qual oferece uma resposta em 

aproximadamente 7 a 10 dias (BETHLEM et al, 1995). Dentre outros métodos úteis 

de diagnóstico e susceptibilidade, Franzblau (1997) descreveram a técnica de micro 

ensaio denominada ―Microplate Alamar Blue Assay‖ (MABA), utilizando o revelador 

alamar blue, como método rápido, barato e eficaz na avaliação da eficácia in vitro de 

compostos frente às cepas do complexo M. tuberculosis e do M. avium. 

Com relação ao esquema terapêutico de primeira linha (isoniazida, 

rifampicina, pirazinamida e etambutol) para o tratamento da tuberculose e os 

mecanismos farmacológicos, o fármaco isoniazida atua inibindo a síntese do ácido 

micólico da parede celular, a rifampicina inibe a síntese de RNA, a pirazinamida inibe 

o metabolismo energético da membrana e o etambutol inibe a síntese de 

arabinogalactana da parede celular (Figura 3) (ZHANG et al, 2006). Dados sobre a 

toxicidade da associação destas drogas utilizadas para tratamento de TB ainda não 

foram estudados. Contudo, os efeitos colaterais à medicação das drogas 

antituberculose, mais comumente relatados são: anorexia, dor abdominal, edema, 

artralgia, perda de memória, náuseas e vômito, mialgia, hepatomegalia, dentre 

outros (MACIEL et al, 2009).  

Para o tratamento de pacientes com TB, a Terapia Diretamente Observada 

(TDO) é a metodologia padronizada pela OMS, independentemente da espécie de 

micobactéria (DE KANTOR, 2010). O esquema terapêutico utilizado na rede pública 

de saúde é composto nos dois primeiros meses pelo Coxcip 4 (comprimido contendo 

em dose fixa combinada rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol) e nos 

quatro últimos meses por rifampicina e isoniazida (cápsula contendo 300 mg de 

rifampicina e 200 mg de isoniazida) (VRANJAC, 2010).  

Ferreira e colaboradores (2013) evidenciaram que a taxa de cura com o 

esquema de tratamento atual é semelhante às taxas do esquema anterior 
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(rifampicina, isoniazida e pirazinamida nos dois primeiros meses seguido de 

isoniazida e rifampicina por quatro meses). O percentual de abandono (17,5%),  

 

 

Figura 3: Mecanismos de ação dos antibióticos antituberculose de primeira linha.  

Fonte: Adaptado de National Institute of Allergy and Infectiuos Diseases, 2012). 

 

 

neste estudo, foi superior a taxa preconizada como adequada (até 5%) o que sugere 

que o novo tratamento não possui o impacto significativo esperado na adesão ao 

tratamento.  

Segundo Chirinos e Meirelles (2011), os fatores associados ao abandono do 

tratamento estão relacionados, principalmente, aos aspectos sociodemográficos que 

interferem diretamente na adesão, tais como, baixa escolaridade, gênero, utilização 

de fármacos, qualidade do atendimento no sistema de saúde e aos problemas 

relacionados ao tratamento da doença em si. Com relação à não-adesão ao 

tratamento Teixeira e colaboradores (2011) concluíram que os fatores relacionados, 

além daqueles citados por Chirinos e Meirelles, são a faixa etária menor de quarenta 
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anos, o local de residência, as reações adversas aos medicamentos e o 

desconhecimento das interações medicamentosas.  

Embora cepas multirresistentes sejam selecionadas constantemente, há 

quarenta anos não são lançadas novas drogas no combate à tuberculose (WHO, 

2013). Assim, se faz necessária a busca de opções terapêuticas contra o 

microrganismo que atuem de forma rápida e menos tóxica ao homem, reduzindo 

desta forma, o tempo, os efeitos colaterais e os custos do tratamento. Neste cenário, 

as plantas medicinais têm se mostrado como uma boa alternativa para o 

desenvolvimento de medicamentos alternativos para o tratamento da TB. 

Estudos recentes demonstraram que espécies vegetais como o óleo de 

copaíba (Copaiba sp.) possuem atividade antimicobacteriana in vitro e in vivo (DOS 

SANTOS et al, 2008;CASTILHO, 2010).  

Neste contexto, as espécies vegetais amazônicas, em especial Eucalyptus sp. 

e Chenopodium ambrosioides são indicadas como possíveis novos agentes 

antimicobacterianos devido aos relatos etnofarmacêuticos e aos estudos científicos 

já apresentados associando a utilização destas espécies no tratamento da TB 

(LEITE et al, 1998; NEWTOM et al, 2000; MCGAW et al, 2008) A descoberta de 

novas opções terapêuticas para o tratamento da 

tuberculose constitui grande desafio, pois as micobactérias são microrganismos 

patogênicos de crescimento lento, cuja parede, rica em lipídeos, constitui-se em 

verdadeira proteção contra os agentes agressores (HETT e RUBIN, 2008). 

 

  

2.2.1 Epidemiologia da Tuberculose 

 

 

A TB é uma doença crônica, sendo a segunda principal causa de morte a 

partir de agente infeccioso no mundo e a primeira entre os pacientes com AIDS. Em 

2013, 51 milhões de casos de TB foram diagnosticados em todo o mundo, porém, 

três milhões de pessoas não tem acesso ao tratamento (WHO, 2013). Segundo 

dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2012 ocorreram 8,6 milhões de 

novos casos de TB no mundo (Figura 4) com consequente morte de 1,3 milhões de 

indivíduos. Deste total, 29% foram detectados no sudeste da Ásia, 27% na África, 

19% nas regiões do Pacífico Oeste, 26% na Índia e 12% na China. 
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Figura 4: Taxa de incidência de tuberculose no mundo em 2012.  

Fonte: Adaptado de Organização Mundial da Saúde, 2013.  

 

O Brasil está na lista de 22 países que concentram 80% dos casos mundiais 

de TB e ocupa o décimo quinto lugar com o maior número de casos. Em 2012, foram 

registrados 70.047 novos casos da doença e, ao se comparar com os números de 2011, 

se observa que houve uma redução de 1,8% no número de casos (WHO, 2013). De 

acordo com o Ministério da Saúde (2013), 66,8% dos pacientes notificados são homens 

e a doença ocorre principalmente na faixa dos 25 aos 34 anos, em ambos os gêneros. 

São considerados grupos de risco, indígenas, presidiários, moradores de rua e pessoas 

com HIV. Os números mais recentes de óbitos são de 2010, quando a taxa de 

mortalidade por tuberculose foi de 2,4 pessoas por 100 mil habitantes, dentre os quais 

foram registrados 4,6 mil mortes em decorrência da doença (BRASIL, 2013). 

As distribuições dos casos de TB ocorrem em 315 dos 5.564 municípios do 

País, correspondendo a 70% de todos os casos (SINAN, 2013). Entre as regiões do 

Brasil, o Sudeste registrou 44,1% dos casos em 2012, seguido pelo Nordeste (27,1%), 

Sul (12,3%), Norte (11,7%) e Centro-Oeste (4,7%). O estado do Amazonas teve a maior 

incidência de casos da região Norte, seguido pelo estado do Pará (BRASIL, 2014). Em 

2012, o Pará registrou 3.443 novos casos de tuberculose, com incidência de 44,4 

casos para cada 100 mil habitantes, número bem superior ao indicado como 
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aceitável pela Organização Mundial da Saúde (OMS), que é de 30 casos a cada 100 

mil habitantes. Essa incidência foi a quinta maior do país, sendo que as maiores 

ocorreram no Amazonas (68%), Rio de Janeiro (65%), Pernambuco (49,6%) e Rio 

Grande do Sul (44,7%) (BRASIL, 2013). 

De acordo com os dados da Secretária Estadual de Saúde do Pará (2013) os 

municípios de Abaetetuba, Ananindeua, Belém, Bragança, Castanhal, Marituba e 

Santarém são prioridades para o controle da tuberculose pelo Ministério da Saúde, 

inseridos em uma lista de 181 municípios em todo o Brasil. Os dados mais recentes 

sobre a mortalidade no Estado do Pará são de 2011, ocorreram 2,7 óbitos por 100 

mil habitantes, superando a taxa nacional que é de 2,4. Por outro lado, os 

percentuais de cura e abandono foram de 71,9% e 7,6%, respectivamente (SESPA, 

2013). Em 2012, as maiores taxas de incidência entre as capitais do Brasil, 

ocorreram em Cuiabá (105,82), seguido por Porto Alegre (105,24), Recife (102,38), 

Belém (98,34), Manaus (95,28) e Rio de Janeiro (95,13) (SINAN, 2014). 

 

 

2.3 Mycobacterium fortuitum 

 

 

As espécies pertencentes ao complexo M. fortuitum que incluem Mycobacterium 

houstonense, Mycobacterium senegalense, Mycobacterium peregrinum, 

Mycobacterium septicum e Mycobacterium fortuitum são saprófitas encontradas no 

solo e na água, crescem rapidamente (3 a 6 dias) em cultura, não formam pigmento 

e apresentam alta predisposição para formar biofilme. São raros os casos de 

infecções sistemáticas em seres humanos.  Os casos mais frequentes estão 

associados às infecções secundárias em tecidos subcutâneos profundos por trauma 

ou infecções associadas a cateteres venosos, curativos contaminados, dispositivos 

prostéticos como válvulas cardíacas, diálise peritoneal ou broncoscopia (WITEBSKY 

e CONVILLE , 2005; MURRAY et al, 2009; BROOKS et al, 2010).  

Na Coréia do Sul em 2010, um estudo de investigação em 29 pacientes 

suspeitos de infecções por micobactérias atípicas associadas a lesões cutâneas 

foram encontradas e isoladas no material biológico, predominantemente as espécies 

M. abcessus e M. fortuitum (LEE et al, 2010). Em um estudo de caso na Venezuela, 
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Guevara-Patiño (2010) relata infecção após acunputura em tecidos moles por        

M. fortuitum.  

No entanto, há indícios de que dados epidemiológicos sobre infecções por 

bactérias pertencentes ao complexo M. fortuitum são subnotificados. Um dos 

levantamentos mais recentes no Brasil, feito por Padoveze e colaboradores (2011) 

relata que, entre os anos de 1999 a 2009 foram notificados 2520 casos de infecções 

associadas às micobactérias de crescimento rápido, destes, 117 casos foram 

decorrentes de M. fortuitum (13,8%). As infecções por M. fortuitum ocorrem, 

principalmente, durante videocirurgia, mamoplastia e procedimentos invasivos não 

cirúrgicos. Segundo a ANVISA no período de 1999 a 2009, o Rio de Janeiro foi o 

estado com o maior número de notificações com 1107 casos e o Pará o terceiro, 

com 327. Em 2003, teve inicio a epidemia de casos no Pará, com crescente número 

de notificações em 2004, sendo Belém um dos 11 municípios responsáveis por 

88,8% dos casos no Brasil (ANVISA, 2009).  

Dentre as MNT, o complexo M. fortuitum é o principal agente causador de 

infecções secundárias associadas à mamoplastia com acesso convencional ou por 

videocirurgia, com ou sem implante (ANVISA, 2009). Esta micobactéria de 

crescimento rápido também está relacionada às infecções por piercing (ABBAS et al, 

2014), nasal (NGUYEN, 2011), próteses (MACADAM et al, 2007) e infecções renais 

(SERRA et al, 2007). M. fortuitum pode causar ainda pneumonia, abcesso em 

pacientes imunocomprometidos e com predisposição a doenças pulmonares. Fabian 

e colaboradores (2011) relataram um caso de uma paciente com derrame pleural 

hemorrágico decorrente de M. fortuitum, sem outro agente patogênico. Há relatos de 

casos de surtos em ambiente não hospitalar, a exemplo de um surto de infecção em 

110 clientes com furunculose decorrente de infecções por M. fortuitum em um salão 

de beleza onde todas as pessoas acometidas haviam sido submetidas a 

procedimentos como depilação e hidromassagem (WINTHROP et al, 2004). 

De acordo com o ―Clinical and Laboratory Standards Institute‖ CLSI (2011) e a 

ATS ―American Thoracic Society” (2007), o método recomendado para identificar a 

sensibilidade das MCR aos antimicrobianos é o método de macro ou microdiluição 

para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) em meio líquido, e deve 

ser realizado somente para as espécies: Complexo M. avium (MAC), M. kansasii,           

M. peregrinum, M. chelonae, M. abcessus, e M. fortuitum. Para as demais espécies 
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não se recomenda a realização do teste de susceptibilidade in vitro devido à falta de 

estudos que comprovem a relação entre os resultados do teste in vitro e in vivo. 

Com relação ao tratamento, com frequência ocorre resistência natural a 

fármacos antimicrobianos utilizados para o tratamento de tuberculose, assim o 

esquema terapêutico é baseado na susceptibilidade das bactérias da tuberculose 

aos fármacos antimicrobianos, dos quais destacamos: ciprofloxacino, levofloxacino, 

moxifloxacino, trimetoprima, sulfametoxazol, linezolida, doxiciclina, claritromicina 

azitromicina (por via oral); imipenem, tigeciclina, linezolida, amicacina, cefoxitina (por 

via parenteral) (BROWN-ELLIOT et al, 2012). Ressalta-se, portanto, a importância 

do isolamento da cultura, a identificação da espécie correta e a realização de testes 

de sensibilidade aos antimicrobianos para o tratamento adequado (SCHIAVO, 2012). 

Devido à utilização inadequada de antimicrobianos, cepas multirresistentes 

podem ser continuamente selecionadas. Um estudo de Ramon-Garcia (2006) 

associa a resistência à estreptomicina de M. fortuitum à mutação gênica. Conforme 

revisado por Brown Elliot e colaboradores (2012), a resistência às quinolonas, dentre 

elas moxiflocacino e ciprofloxacino, está relacionada ao pré-tratamento com esta 

classe de antimicrobiano, assim como ocorre com os medicamentos polimixina B e 

sulfonamidas.  

Os dados científicos relatam surtos e a ubiquidade de infecções por M. 

fortuitum. Visto que se trata de um patógeno oportunista ainda sem notificação 

compulsória e com tratamento não padronizado. Salienta-se a necessidade da 

pesquisa por compostos para o tratamento de infecções decorrentes de MCR. Em 

busca de opções para o tratamento contra as MCR, em especial contra as 

Micobactérias do Complexo M. fortuitum, as plantas medicinais são promissoras por 

apresentarem atividade antimicobacteriana in vitro. O extrato etanólico de          

Lafoensia pacari (LIMA et al, 2006), o extrato metanólico de Eucalyptus 

camaldulensis Dehnh e Eucalyptus torelliana (LAWAL et al, 2011), são exemplos de 

plantas que apresentaram atividade frente ao microrganismo.  
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2.4 Plantas Medicinais 

 

 

As plantas medicinais que possuem relatos etnofarmacêuticos com 

propriedades farmacológicas comprovadas são candidatas para estudos que podem 

resultar em sua utilização clínica ou no desenvolvimento de insumos farmacêuticos 

ativos eficazes e com efeitos adversos reduzidos, sendo necessárias avaliações não 

clínicas e clínicas (SOUSA et al, 2010). Das espécies da flora amazônica utilizadas 

na medicina popular e que possuem potencial como novos agentes farmacológicos 

destacam-se os gêneros Eucalyptus (VITTI e BRITO, 2003) e a espécie 

Chenopodium ambrosioides L (YADAV et al, 2007).  

 

 

2.5 Família Amaranthaceae 

 

 

As espécies representantes desta família exibem características variadas, em 

sua maioria são arbustos, subarbustos ou trepadeiras, anuais ou perenes 

(HARWOOD & PALMER, 2011; SIQUEIRA, 2002). A família Amaranthaceae Juss. é 

considerada tropical e subtropical sendo encontrada principalmente na América e 

África (GONZALES, 2010; ELIASSON, 2004). Composta por cerca de 160 gêneros, 

2360 espécies, sendo 146 destas encontradas no Brasil (FANK-DE-CARVALHO et 

al, 2012; GONZALES, 2010). A família Amaranthaceae, recentemente, englobou a 

família Chenopodiaceae, sendo o maior gênero Chenopodium  L. (60 spp.) (JUDD 

et al, 2002 apud MARCHIORETTO 2010; APG II). Pelo menos 22 espécies 

Amaranthaceae são utilizadas na medicina popular. Dentre as espécies medicinais 

dessa família pode-se citar C. ambrosioides L. (FANK-DE-CARVALHO et al, 2012). 

Dentre as inúmeras atividades biológicas atribuídas às espécies pertencentes 

à família Amaranthaceae tem-se a atividade do extrato metanólico de             

Amaranthus tricolor L. (Amaranthaceae) in vitro frente à M. tuberculosis (MOHAMAD 

et al, 2011).  
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2.6 Gênero Chenopodium  

 

O gênero Chenopodium compreende aproximadamente 250 espécies nativas 

da Europa, Ásia, América do Norte e América do Sul (KADEREIT, 2005; SMITH, 

2006), inclui plantas anuais ou perenes, com odor característico e forte, glandular, 

folhas alternas, multipecioladas, com flores pequenas e verdes (DURETTO, 2011; 

STANDLEY, 1936). Investigações sobre a composição química das espécies do 

gênero Chenopodium revelaram grande quantidade de constituintes orgânicos, tais 

como: minerais, aminoácidos, compostos apolares, proteínas, hormônios e vitaminas 

(KOKANOVA-NEDIALKOVA, NEDIALKOV, NIKOLOV, 2009). Além disso, Dembitsky 

et al (2008), em estudo sobre a composição química do óleo essencial das folhas de 

13 espécies do gênero Chenopodium, isolaram e identificaram metabólitos 

majoritários descritos na Tabela 1.  

Yadav et al (2007) relataram que as espécies C. album, C. amaranticolor, C. 

quinoa, C. botrys, C. multifidium,                C. anthelminticum, C. murale, C. chilense 

e C. ambrosioides, apresenta atividade biológica comprovada cientificamente. 

Dentre os metabólitos majoritários o terpeno ascaridol, seus isômero cis-ascaridol e 

trans-ascaridol, limoneno, p-cimeno, α-terpineno, cânfora, γ-terpineno, pinocarvona 

são encontrados em espécies do gênero Chenopodium, os quais são atribuídas 

atividades citogenética, citotóxica e hemaglutinante, anti-T.cruzi. das espécies        

C. multifidium, C. anthelminticum  e C. ambrosioides. 
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Tabela 1 Os constituintes majoritários isolados de espécies  

do gênero Chenopodium  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.7 Chenopodium ambrosioides L 

 

 

Chenopodium ambrosioides é uma planta herbácea anual ou perene, com 

aroma característico, ereta, atinge até 1,5 m de altura, com folhas pubescentes de 

cor verde-escura e canforada (LAMEIRA E PINTO, 2008). Esta planta é nativa da 

América Central e do Sul, ocorre em todos os países tropicais e temperados 

(LORENZI e MATOS, 2002). No Brasil, C. ambrosioides L. é conhecida como 

mastruz ou erva de Santa Maria e é amplamente utilizada na medicina popular 

(SOUZA et al, 2011). Estudos etnofarmacêuticos realizados na comunidade 

ribeirinha e urbana do município de Igarapé-Miri (Pará) em 2000 e 2008 denotaram o 

uso de C. ambrosioides na forma de chás, sumo e xarope, sendo utilizadas as folhas 

METABOLITOS 

MAJORITÁRIOS 
ESPÉCIES 

Ascaridol 

C. murale,      C. foliosum, 

C. rubrum, C. missouriense, 

C. álbum; C. opulifolium,                    

C. polysperm, C. vulvaria, 

C. ambrosioides 

Cis-Ascaridol C. ambrosioides 

Trans-Ascaridol C. ambrosioides 

Limoneno 
C. murale; C. polyspermum, 

C. álbum; C. urbicum 

p-cimeno 
C. foliosum; C. quinoa;       

C. betrays 

α-terpineno 
C. rubrum; C. missouriense; 

C. ficifolium; C. botrys 

Cânfora C. opulifolium; C. quinoa 

γ-terpineno C. ficifolium 

Pinocarvona C. urbicum 
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para tratar vermes, inflamação uterina, tosse, baque, pneumonia, expurgar catarro, 

problemas no estômago, gastrite, quebradura e tuberculose (BARBOSA et al, 2011). 

A distribuição é difundida por quase todo o território e a planta possui outros 

diversos nomes populares: Quenopódio, Erva-de-santa-Maria, Mastruço, Mastruz, 

canudo, erva-santa e erva-das-lombrigas (LAMEIRA e PINTO, 2008). 

Uma análise fitoquímica preliminar por Cromatografia Gasosa Acoplada à 

Espectrometria de Massas (CG/EM) feita por Jardim et al (2010) permitiu a 

identificação de α-terpineno, ρ-cimeno, (Z)-ascaridol, (E)-ascaridol, carvacrol e álcool 

benzílico presentes no extrato hexânico.  

O

O

OH

Ascaridol Carvacrol -Terpineno

Limoneno -Cimeno Timol

OH

 

 

Figura 5: Estrutura dos constituintes monoterpênicos presentes no extrato hexânico de 
Chenopodium ambrosioides 
 
Fonte: Adaptado de DEMBITSKY et al, 2008  

 

 

Em outro estudo, no óleo essencial foram identificados α-terpineno, ρ-cimeno, 

álcool benzilico, ρ-cresol, ρ-cimen-8-ol, α-terpineol, (Z)-ascaridol, (E)-ascaridol, 

piperitona, carvacrol, acetato de piperitol, (Z)-acetato de carvila, ρ-menta-1,3,8-

trieno, limoneno, timol (Figura 6) (JARDIM et al, 2008). C. ambrosioides tem elevada 
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quantidade percentual de monoterpenos, principalmente no óleo essencial 

(MONZOTE et al, 2009), sendo que o monoterpeno ascaridol é o composto mais 

abundante no gênero Chenopodium (DEMBITSKY et al, 2008). 

As atividades biológicas associadas ao monoterpeno ascaridol são efeitos 

analgésico e sedativo (EFFERTH et al, 2002) e anti-helmíntico (OKUYAMA et al, 

1993). Jardim e colaboradores (2008) associaram pela primeira vez em seu estudo a 

atividade antifúngica do óleo essencial do mastruz ao componente majoritário 

ascaridol. Outros estudos também demonstraram que esta espécie possui as 

seguintes atividades: fungicida (JARDIM et al, 2010), nematicida (MAC DONALD et 

al, 2004), antiLeishmania amazonensis e L. donovani (MONZOTE 2007; MONZOTE, 

2007a), antiTrypanossoma cruzi (KIUCHI, 2000; UCHIYAMA, 2009), anti-

Plasmodium falciparum (POLLACK,1990), antiSchistossoma mansoni (KAMEL et al., 

2011), anti-inflamatória (GRASSI et al, 2013), antinociceptivo (SOUZA et al, 2012; 

GRASSI et al, 2013), imunoestimulatória de macrofágos (CRUZ et al, 2007), 

antineoplásica (NASCIMENTO et al, 2006) e antibacteriana (LALL & MEYER, 1999;  

SOUZA et al, 2012a). Além dessas atividades, Lall e Meyer (1999) descreveram a 

atividade do extrato acetato de etila da planta contra M. tuberculosis. 

Dados da Literatura sobre o C. ambrosioides relatam que a planta medicinal 

pode ser potencialmente tóxica (VEIGA e PINTO, 2005; SIMÕES et al, 2007). 

Contudo, Pereira (2010) ao avaliar o tratamento subcrônico com o extrato 

hidroetanólico de C. ambrosioides em ratos observou que o extrato não foi letal nas 

doses de 5 a 500 mg/kg e não induziu alterações toxicológicas, estes resultados o 

levaram a sugerir que o uso desta espécie é seguro na dose adequada. O extrato 

aquoso desta espécie vegetal apresentou efeito citotóxico em cultura de linfócitos 

(GADANO et al, 2007). A presença de metabólitos secundários monoterpênicos em                   

C. ambrosioides com aplicações terapêuticas comprovadas, além de trabalhos que 

demonstraram a atividade antimicobacteriana desta espécie, associado ao uso 

popular no combate à tuberculose, sugere o seu potencial antimicobacteriano.  
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2.8 Família Myrtaceae 

 

 

A Família Myrtaceae encontra-se distribuída em todo o mundo, principalmente 

em áreas subtropicais e neotropicais, representando uma das principais famílias da 

flora brasileira com 26 gêneros e aproximadamente 1000 espécies (SOUZA e 

LORENZI, 2002 apud PEREIRA, 2010). Essa família inclui gêneros como 

Callistemon, Myrtus, Psidium, Eugenia, Syzygium, Leptospermum, Melaleuca e 

Eucalyptus, sendo representada por várias espécies medicinais (LANDRUM e 

KAWASAKI, 1997). 

As espécies neotropicais de Myrtaceae são perenes com hábito arbustivo, 

folhas alternas ou opostas, raramente ternadas ou sub-opostas, com nervura 

marginal que possuem glândulas secretoras de óleo (GEORGE, 1988), sendo fonte 

promissora de compostos utilizados em estudos químicos e farmacológicos (LEE et 

al, 2001; SALIB e MICHAEL, 2004; BEGUM et al, 2002). Classes de substâncias 

químicas com atividades farmacológicas importantes já foram isoladas de plantas 

dessa família, tais como flavonoides, monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos e 

taninos (CRUZ e KAPLAN, 2004). Uma das características marcantes desta família é 

a presença, em seus órgãos vegetativos e reprodutivos, de estruturas secretoras de 

óleos essenciais (BARROSO et al, 1984).  

Segundo Carvalho e colaboradores (2002), muitas espécies dessa família 

apresentam emprego terapêutico, tais como, anti-inflamatório, antineoplásico, 

antiviral e são utilizadas na medicina popular no controle de diarréias e outros 

distúrbios gastrointestinais. Pavan e colaboradores (2009) relataram que a fração 

acetato de etila de frutos de Campomanesia adamantium (Myrtaceae) mostrou um 

efeito inibitório contra cepas de M. tuberculosis.  
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2.9 Gênero Eucalyptus 

 

 

O gênero Eucalyptus compreende espécies botânicas que se encontram 

distribuídas em todo o mundo, principalmente na América tropical, Austrália e em 

áreas tropicais, subtropicais e temperadas (COPPEN, 2002), é representado por 

mais de 900 espécies e subespécies, sendo popularmente conhecido como 

eucalipto (BROOKER & KLEINIG, 2004).  

O eucalipto é cultivado para as mais diversas finalidades, tais como, papel, 

lenha, carvão, aglomerado, serraria, óleos para indústrias farmacêuticas, mel, 

ornamentação, quebra-vento e celulose (ANDRADE, 2006). O óleo de eucalipto 

possui outras utilizações comerciais presentes nas indústrias de perfumaria, sendo 

largamente utilizado nos produtos de limpeza, como sabões e desinfetantes (VITTI e 

BRITO, 2003). Os óleos provenientes do eucalipto são utilizados também na 

medicina popular para tratar resfriado e tosse. Além disso, eles são usados também 

como insumos farmacêuticos para xaropes, pastilhas, soluções nasais, bochechos e 

relaxante muscular. O componente das folhas, denominado cineol, demonstra 

atividades expectorante e descongestionante nasal, proporcionando propriedades 

antissépticas (ADENIYI e AYEPOLA, 2008). Eucalyptus é conhecido por ser rico em 

compostos bioativos naturais incluindo terpenoides, taninos, flavonoides e derivados 

floroglucinol (SING, MONIKA & SUSHIL, 1999).  

Investigações científicas têm mostrado que os extratos de eucalipto possuem 

atividades anti-hiperglicêmica, antioxidante, antifúngica, inseticida e antimicrobiana 

(RAMEZANI et al, 2002; TAKASHI, KOKUBO & SAKAINO, 2004). Estudos 

realizados com os óleos das folhas de oito espécies de Eucalyptus demonstraram 

atividade antimicobacteriana (LEITE et al, 1998). Dentre as espécies de eucalipto 

cultivadas em território brasileiro, o E. alba Reinw ex Blume é uma espécie que 

merece atenção devido a escassez de estudos sobre a mesma.  
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2.10 Eucalyptus alba Reinw ex Blume 

 

 

As espécies de E. alba são comumente árvores de porte médio sem 

dominância apical e de tronco torto, casca lisa e folhas longas (EMBRAPA, 2008). 

Estudos a respeito da composição do óleo essencial das folhas de E. alba 

demonstraram a ocorrência de diferentes mono e sesquiterpenos em quantidade 

significativa (SINGH et al, 1983 apud OYEDEJI et al, 1999). Cimanga e 

colaboradores (2002) realizaram uma análise preliminar por CG/EM e identificaram 

os componentes majoritários β-pineno, α-pineno, limoneno, ρ-cymeno, 1,8-cineol, β-

terpineol, α-terpineol, β-cariofileno, espatulenol, globulol, citronelol, α-eudesmol e β-

eudesmol. Neste mesmo estudo os autores evidenciaram a atividade antibacteriana 

de óleo essencial extraído de E. alba contra Pseudomonas aeruginosa e chegaram a 

conclusão de que a atividade do óleo essencial foi mais eficaz que os componentes 

majoritários 1,8-cineol, -pineno e p-cimeno, isolados e testados. Yoshida et al 

(1992) encontraram elagitaninos e taninos hidrolisáveis, incluindo o dímero 

Oenoteína B, Eucalbaninas A, B e C foram isolados na espécie E. alba (Figura 8). 

A observação da atividade antimicobacteriana dos compostos 

monoterpenicos e fenólicos obtidos das espécies do gênero Eucalyptus, possui 

poucos dados na literatura científica, especialmente não há dados para     

Eucalyptus alba Reinw ex Blume no Brasil.  Este fato reforça a importância para a 

necessidade de aprofundar os conhecimentos fitoquímicos e as possíveis atividades 

biológicas dos extratos vegetais, visando avaliar o uso como insumo farmacêutico. 
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                                      Eucalbanina A                                                  Eucalbanina C 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                   

 

 Eucalbanina B Oenotheina B 

Figura 6: Estrutura dos principais compostos fenólicos encontrados no extrato do fruto 
de Eucalyptus alba Reinw ex Blume 
 

Fonte: Adaptado de Yoshida et al 1992.  
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3 OBJETIVOS  

 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

 

Avaliar a atividade de extrato hidroetanólico de Chenopodium ambrosioides e 

Eucalyptus alba frente a cepas de Mycobacterium sp. in vitro. 

  

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

 Realizar os controles de qualidade físico-químico e microbiológicos do extrato 

hidroetanólico de C. ambrosioides L. e de E. alba; 

 

 Caracterizar a ação dos extratos hidroetanólicos e frações frente às cepas de 

Mycobacterium sp.  

 

 Definir o perfil fitoquímico dos extratos ativos nos testes in vitro;  

 

 Determinar a citotoxicidade dos extratos e frações; 

 

 Determinar a atividade anti-inflamatória ou imunomodulatória dos extratos; 

 

  Determinar a toxicidade oral aguda dos extratos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Material 

 

  

4.1.1 Matéria-prima Vegetal 

  

 

 O material vegetal da espécie C. ambrosioides (10 kg) foi obtido no Mercado 

do Ver-o-Peso, procedente da região metropolitana de Belém-PA, distrito de 

Icoaraci, coletado no mês de junho de 2012. Este material vegetal forneceu 2,3 Kg 

de folhas da planta que após a secagem e trituração produziu 525 g de droga 

vegetal. A identificação de um especime herborizado foi realizada pela Dra. Silvane 

Tavares Rodrigues, ficando a exsicata depositada no herbário da Empresa Brasileira 

de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), registrada sob o número IAN188445 (Figura 

5). 

 O material vegetal de E. alba (10 kg) foi obtido na Universidade Federal do 

Pará, próximo a Faculdade de Farmácia-UFPA, Belém Pará, coletado em 9 de 

outubro de 2012. A seleção do material vegetal forneceu 3 Kg de folhas que após a 

secagem e trituração produziu 900 g de droga vegetal. A identificação botânica de 

um especime herborizado foi realizada pela Dra. Silvane Tavares Rodrigues, ficando 

a exsicata depositada no herbário da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária 

(EMBRAPA), registrada sob o número IAN188446 (Figura 7). 
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Figura 7: Exsicata da espécie Chenopodium ambrosioides L. sob número de registro 
IAN 188445  

Fonte: Autor, 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Exsicata de Eucalyptus alba Reinw ex Blume sob número de registro IAN 
188446  

Fonte: Autor (2013) 
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4.1.2 Reagentes e Soluções 

 

 

Acetato de etila P.A - Sigma Aldrich, ácido clorídrico (HCl) 5% - Quimex, ácido 

sulfúrico P.A - Quimex, água destilada, água destilada estéril, água ultra-pura, álcool 

etílico 70%, clorofórmio P.A - Sigma Aldrich, dimetilsulfóxido (DMSO) - Sigma 

Aldrich, éter etílico P.A - Labsynth, hexano P.A - Sigma Aldrich, Metanol P.A - Vetec, 

isopropanol P.A - Vetec. Reativo de Pascová, reativo de Fehling A e B, reativo de 

Bouchard, reativo de Dragendorff, reativo de Mayer, reativo de Keede, solução de 

hidróxido de amônia, hidróxido de sódio 1N e 2N, lugol, solução aquosa de Nihidrina 

a 1%, solução alcoólica de cloreto férrico a 1%, ácido clorídrico concentrado, raspas 

de magnésio, solução aquosa de vanilina a 1%, azul de toluidina 1%, peróxido de 

hidrogênio. Ágar Sabouraud com Cloranfenicol (Himedia), ágar Nutriente (Himedia), 

ágar Lactose (Himedia), caldo Middlebrook 7H9 (Sigma Aldrich), ágar DMEM/F-12 

(GIBCO), soro fetal bovino (Sigma Aldrich), Tubos com meio Ogawa Kudoh 

(Laborclin), ágar Löwenstein Jensen (Himedia), Isoniazida (Sigma Aldrich), Muller-

Hinton II (Himedia), TSA (Himedia), Resazurina (Sigma Aldrich), LPS (Sigma 

Aldrich), Triton X-100 (Vetec Chemical), Formazan (Sigma Aldrich), Reagente de 

Griess (Sigma Chemical). 

 

 

4.1.3 Equipamentos  

 

 

Estufa termoestatizada Quimis Q-314M222; estufa modelo S805T (BIOPAR); 

moinho de facas marca NOGUEIRA, modelo DM JUNIOR; agitador eletromagnético 

para peneiras (Bertel); balança analítica modelo BK 500 (GEHAKA); forno mufla 

modelo 355l (ENGRO); potenciômetro modelo pHS3B (pHTek); evaporador rotativo 

com banho-maria modelo 802 série 72025 (Fisatom), bomba de vácuo modelo TE-

058; banho de ultra-som Ultrasonic Cleaner modelo 1450 Unique (MaxiClean), 

balança analítica FA2104N (Bioprecisa); câmara de luz ultravioleta 254-365 nm; 

liofilizador modelo LIOB003 (LIOBRAS) acoplado a bomba de vácuo modelo VLP-

200 e ao filtro de óleo VPOF-110 (Thermo Savent); potenciômetro pH21 pH/mV 

meter (HANNA), analisador de umidade por infravermelho (GEHAKA IV-2000), 
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incubadora de CO2 modelo COM-17AC (Sanyo); câmara de fluxo laminar modelo 

PA-115 (Pachane); espectrofotômetro (Dynatech MR5000); microscópio óptico 

(Olympus); Agitador vortex (Scientific Industries); cânula de gavagem.   

 

 

4.2 Métodos 

 

 

Esta pesquisa foi realizada nos Laboratórios de Processamento de Material 

Vegetal, Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) Farmacotécnico, Fitoquímica e 

Controle de Qualidade da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal do Pará 

(UFPA), nos laboratórios de Micobactérias da (UFRJ) e nos laboratórios de 

Microbiologia – Pólo Ajuda e Instituto Macaé de Metrologia e Tecnologia (IMMT) da 

UFRJ – Campus Macaé sendo ilustradas no fluxograma apresentado nas Figuras 9 

e 10. 

 

 

4.2.1 Processamento do Material Vegetal 

 

 

Para a realização do estudo, as folhas frescas foram separadas manualmente 

dos caules. O material vegetal de cada uma das espécies foi submetido à lavagem 

em água corrente para a retirada de impurezas macroscópicas e lavadas com álcool 

etílico a 70% para a retirada de possíveis contaminantes microbiológicos. 

Posteriormente exposto à temperatura ambiente por 24 horas e em seguida seco em 

estufa com corrente forçada de ar a uma temperatura de 40 ºC durante período de 

sete dias. O material seco foi triturado em moinho de facas, no Laboratório Central 

de Extração da Faculdade de química da UFPA para a obtenção da droga vegetal 

que foi armazenada em recipiente hermeticamente fechado.  
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4.3 Caracterização físico-química das drogas vegetais de C. ambrosioides e        

E. alba  

 

 

4.3.1 Determinação da Granulometria das Drogas 

 

 

Para calcular a granulometria das drogas, utilizou-se um tamisador. Cerca de 

25 g das drogas dos materiais vegetais foram submetidas a uma série de tamises 

ordenados em ordem crescente de abertura de malha (1700 μm; 710, 355, 250, 180 

e 125 μm) e agitados por 30 minutos (BRASIL, 2010). O experimento foi realizado 

em triplicata. 

 

 

4.3.2 Determinação da Perda por Dessecação em Balança por Infravermelho  

 

 

O procedimento deve ser iniciado com a retirada da umidade do equipamento, 

através do programa de pré-aquecimento. Foi pesado cerca de 1 g das drogas que 

foram distribuídas uniformemente no coletor de alumínio contido no aparelho e foi 

selecionado o programa de secagem a 105 ºC por 15 minutos. Foi registrado o valor 

da umidade, em percentual, mostrado no display do aparelho e o resultado 

representa a média aritmética e o desvio padrão de três determinações (BRASIL, 

2010).  

 

 

4.3.3 Determinação do Teor de Cinzas Totais 

 

 

 Nesta análise foram pesados 3 g de cada droga que foram transferidas para 

cadinhos de porcelana previamente calcinados durante 30 minutos em forno mufla 

(600 ºC), sendo posteriormente resfriados e pesados. As amostras foram 

distribuídas de maneira uniforme nos cadinhos e incineradas à temperatura de 

600ºC durante 180 minutos. Após resfriamento em dessecador, os cadinhos foram 
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pesados e calculou-se a porcentagem de amostra carbonizada em relação à droga 

seca ao ar. A operação foi repetida até peso constante e o resultado consiste na 

média aritmética de três determinações em porcentagem (% p/p). A determinação de 

cinzas totais foi realizada em triplicata. 

 

 

4.3.4 Determinação do Indice de Espuma 

 

 

A determinação do índice de espuma seguiu as recomendações da 

Farmacopeia Brasileira, 5ª edição (2010). Sendo assim, transferiu-se cerca de 1 g 

das drogas vegetais para ehrlenmeyer contendo 50 mL de água fervente, mantendo 

o conteúdo sob fervura moderada durante 15 minutos. Em seguida, resfriou-se o 

conteúdo que foi filtrado sob algodão, passando para um balão volumétrico de 100 

mL, e o volume foi completado com água destilada. Distribuiu-se o decocto obtido 

em 10 tubos de ensaio com tampa em uma série sucessiva de 1 a 10 mL, ajustando 

o volume do líquido em cada tubo para 10 mL com água destilada. Os tubos foram 

tampados e se fez agitação com movimentos verticais vigorosos por 15 segundos. 

No final, mediu-se a altura da espuma em repouso após 15 minutos. 

Segundo a Farmacopeia Brasileira, 5ª edição (2010) se a altura da espuma de 

todos os tubos for inferior a 1 cm, o índice de espuma é menor do que 100. Se, em 

qualquer um dos tubos, a altura da espuma for de 1 cm, a diluição do material nesse 

tubo (A) é o índice observado. O índice de espuma é calculado segundo a fórmula 

1000/A, sendo A o volume, em mL, do decocto usado para preparação da diluição 

no tubo onde a espuma foi observada. 

A determinação do índice de espuma foi realizada em triplicata e o resultado 

consiste na média aritmética e desvio padrão de três determinações. 
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4.4 Obtenção e caracterização físico-química do extrato de hidroetanólico de  

C. ambrosioides e de E. alba   

 

 

4.4.1 Obtençâo do Extrato Hidroetanólico de C. ambrosioides e E. alba 

 

 

Foram preparados extratos hidroetanólicos pelo processo de maceração em 

temperatura ambiente, utilizou-se como líquido extrator uma solução de álcool etílico 

e água destilada (70%) na proporção de 1:5 partes de droga vegetal. A extração foi 

realizada por 7 dias, em um recipiente fechado ao abrigo da luz. As tinturas foram 

concentradas até resíduo em evaporador rotatório, sob pressão reduzida, obtendo-

se os extratos concentrados, que foram filtrados sobre filtro milipore de 0,22 µm; 

congelados e, em seguida, liofilizados para obtenção do extrato seco. 

 

 

4.4.2 Caracterização Físico-química dos Extratos Hidroetanólicos 

 

 

4.4.2.1 Determinação do pH 

 

 

A determinação do pH foi realizada em potenciômetro previamente calibrado 

com soluções tampão pH 4,0 e 7,0 e os resultados correspondem à média e o 

desvio padrão de três determinações.  

 

 

4.4.2.2 Determinação do Teor de Sólidos dos Extratos 

 

Foram preparadas três alíquotas de 2 mL de cada um dos extratos, que em 

seguida, foram distribuídos uniformemente em um coletor de alumínio, e  

posteriormente foram processados em um analisador de umidade por infravermelho, 

a 105°C durante quinze minutos. O valor do teor de sólidos foi dado em percentual, 
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e o resultado representa a média aritmética e o desvio padrão de três determinações 

(BRASIL, 2010).  

 

 

4.5 Obtenção das Frações Hexânica, Clorofórmica, Acetato de Etila e 

Metanólica de C. ambrosioides e E. alba 

 

 

Para o fracionamento do extrato hidroetanólico foi empregado o método de 

partição sólido-líquido utilizando solventes em polaridade crescente (hexano, 

clorofórmio, acetato de etila e metanol). Foram pesados aproximadamente 12,5 g do 

extrato hidroetanólico seco de C. ambrosioides e de E. alba. Para o extrato de C. 

ambrosioides foram adicionados sucessivamente alíquotas de 50 mL de cada um 

dos solventes na ordem citada acima. Assim, a fração hexânica (FH) foi obtida 

utilizando-se 27 alíquotas de 50 mL de hexano. Logo após, o solvente foi removido 

em evaporador rotativo. O resíduo foi submetido à partição com 17 alíquotas de 50 

mL de clorofórmio e 4 alíquotas de 50 mL de acetato de etila para obter as frações 

clorofórmica (FCl) e acetato de etila (FAcE), respectivamente. Posteriormente, cada 

um dos solventes foi removido em evaporador rotativo. A fração metanólica (FM) foi 

obtida utilizando-se duas alíquotas de 50 mL de metanol. Em seguida, o solvente foi 

removido em evaporador rotativo à pressão reduzida. As frações FH, FCl, FAcE e 

FM foram utilizadas neste estudo. As frações hêxanica, clorofórmica, acetato de etila 

e metanólica de E. alba foram obtidas utilizando 2, 4, 3 e 5 alíquotas de 50 mL, 

respectivamente, de cada solvente. 
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Figura 9 Fluxograma referente às atividades desenvolvidas para obtenção e fracionamento do extrato 

a partir das folhas de C. ambrosioides e E. alba. 
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4.6 Análise Fitoquímica Preliminar  

 

 

Essas análises objetivaram estabelecer a caracterização de diferentes 

classes de metabólitos secundários através de reações químicas. Alíquotas dos 

extratos hidroetanólicos das espécies vegetais foram submetidas à análise 

fitoquímica preliminar para identificação de metabólitos como: ácidos orgânicos, 

açúcares redutores, alcaloides, aminoácidos, antraquinonas, catequinas, depsídeos 

e depsidonas, derivados da cumarina, esteroides, fenóis, flavonoides (antocianinas, 

antocianidinas, auronas, catequinas (taninos catéquicos), chalconas, flavonas, 

flavanonas, flavonois, flavanonois, leucoantocianidinas, xantonas), glicosídeos 

cardíacos, polissacarídeos, proteínas, purinas, saponinas, sesquiterpenolactonas e 

outras lactonas, taninos e triterpenoides. Investigou-se qualitativamente a presença 

de metabólitos secundários e as análises foram realizadas em triplicata, na 

concentração de 5 mg/mL (BARBOSA, 2004). 

 

 

4.7 Controle de Qualidade Microbiológico dos Extratos e Frações 

 

 

A contagem total de microrganismos foi realizada através da metodologia 

descrita por PINTO et al (2010) e SILVA JUNIOR et al (2011). No procedimento em 

questão, foram transferidos assepticamente 1g de extrato para 9 mL de caldo 

lactose em um tubo de ensaio, para frações foram utilizadas proporções 

obedecendo a razão 1:10. Em seguida, foram realizadas diluições decimais, a partir 

da primeira (1:100 e 1:1000) de modo que obteve-se diluições em série de 10-1, 10-2, 

10-3. A análise foi feita utilizando 3 diluições, contudo, em alguns casos o número de 

diluições pode ser aumentado para facilitar a contagem. Após a homogeneização, foi 

pipetado 0,1 mL de cada uma das diluições em placas de petri estéril em triplicata 

contendo Ágar Sabouraud- Dextrose ou Agar Nutriente para contagem de  fungos e 

bactérias, respectivamente. O espalhamento foi realizado com o auxílio de uma alça 

de drigalski. No caso de pesquisa de bactérias, as placas foram incubadas a 35 ºC 

por 48 a 72 horas; para a pesquisa de fungos a temperatura foi de 25 ºC durante 5 a 

7 dias. Decorrido este período foi realizada a contagem do número de colônias, com 
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o auxílio de um contador, calculando-se o número de unidades formadoras de 

colônias (UFC/g). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Esquema simplificado do processo de preparação e execução dos testes fitoquímicos, 

farmacológicos e toxicológicos in vivo e in vitro. 
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4.8 Atividade Antimicrobiana pela Técnica de Microdiluição  

 

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados no Laboratório de 

Micobactérias, Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Góes da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Para o teste da atividade antimicrobiana foram 

utilizadas cepas do bacilo álcool-ácido resistente M. tuberculosis H37Rv ATCC 

27294 e M. fortuitum ATCC 6841. As metodologias empregadas foram a de 

microdiluição em caldo para M. fortuitum (ARANTES et al, 2005) e a de Alamar Blue 

para M. tuberculosis (FRANZBLAU et al, 1997), Foram testados os extratos 

hidroetanólicos das folhas e as frações hêxanica, clorofórmica, acetato de etila e 

metanólica de C. ambrosioides e E. alba.  

 

 

4.8.1 Microdiluição em Caldo  

 

 

Foram transferidas colônias da cepa de M. fortuitum para tubos de 10 mL 

contendo 1 mL de solução salina completando o volume com solução salina até 9 

mL até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, 

correspondendo aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/mL. 

Esta pré-cultura foi reservada para a preparação do inóculo, foram 

transferidos 150µL de pré-cultura para 10 mL de caldo Mueller-Hinton modificado, 

resultando em uma suspensão com 7 log CFU/ml ( 1x107 CFU/mL). 

Foram utilizadas microplacas com 96 poços. Os poços do perímetro externo, 

na coluna 1 e 12 em linhas A e H foram preenchidos com 200 µL de água destilada 

estéril para prevenir a desidratação dos poços internos que foram utilizados no 

experimento. Foram adicionados 100 μL de meio de cultura Mueller-Hinton 

modificado em todos os poços das colunas 2 a 9 em linha B a G. Os extratos/frações 

foram inicialmente diluídos em 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO) (v/v), obtendo-se 

uma concentração de 1000 µg/ml. Destes extratos/frações diluídos a serem testados 

foram adicionados em triplicata em volume de 100 μL para o poço B, C e D da 

coluna 2, em seguida, 100 μL dessa mistura foram retirados e colocados no poço B 

coluna 3 e, assim, sucessivamente até o poço B, C e D da coluna 9, do qual 100 μL 

foram retirados e desprezados. O inóculo correspondendo ao tubo 0,5 da escala de 
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McFarland, com aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL foi diluído em meio de cultura 

7H9 (1:4) e 100 μL desta suspensão bacilar foi adicionada nos poços das colunas 2 

a 9 nas linha B a G. Como controles foram utilizados poços contendo somente 200 

µL de meio de cultura (coluna 10 e 11 da linha B); 100 µL de meio de cultura e 100 

µL de suspensão bacilar (coluna 10 e 11 da linha C e D); 100 µL de meio de cultura 

e 100 µL de extrato (coluna 10 e 11 da linha E); 100 µL de DMSO, 90 µL de meio de 

cultura, 10 µL de suspensão  bacilar (coluna 10 e 11 da linha F); 100 µL de solução 

bacilar, 90 µL de meio de cultura, 10 µL de extrato (coluna 10 e 11 da linha G). 

As placas foram seladas com filme polietileno, e incubadas em estufa bacteriológica 

a 37ºC. Os resultados dos testes foram avaliados após 76 horas de incubação 

(Adaptado de ARANTES et al, 2005). 

 

 

4.8.2 Microdiluição utilizando Alamar Blue Assay (MABA) 

 

 

Foram utilizadas microplacas com 96 poços. Os poços do perímetro externo, 

na coluna 1 e 12 em linhas A e H foram preenchidos com 200 µL de água destilada 

estéril para prevenir a desidratação dos poços internos que foram utilizados no 

experimento. Foram adicionados 100 μL de meio de cultura 7H9 em todos os poços 

das colunas 2 a 9 em linha B a G. Os extratos foram inicialmente diluídos em 10% 

de DMSO (v/v), obtendo-se uma concentração de 1000 µg/ml. Destes 

extratos/frações diluídos a serem testados foram adicionados em triplicata foram 

transferidos em volume de 100 μL para o poço B, C e D da coluna 2, em seguida, 

100 μL dessa mistura foram retirados e colocados no poço B coluna 3 e, assim, 

sucessivamente até o poço B, C e D da coluna 9, do qual 100 μL foram retirados e 

desprezados. O inóculo correspondendo ao tubo 0,5 da escala de McFarland, com 

aproximadamente  1,5 x 108 UFC/mL foi diluído em meio de cultura 7H9 (1:4) e 100 

μL desta suspensão bacilar foi adicionada nos poços das colunas 2 a 9 nas linha B a 

G. Como controles foram utilizados poços contendo somente 200 µL de meio de 

cultura (coluna 10 e 11 da linha B); 100 µL de meio de cultura e 100 µL de 

suspensão bacilar (coluna 10 e 11 da linha C e D); 100 µL de meio de cultura e 100 

µL de extrato (coluna 10 e 11 da linha E); 100 µL de DMSO, 90 µL de meio de 

cultura, 10 µL de suspensão  bacilar (coluna 10 e 11 da linha F); 100 µL de solução 
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bacilar, 90 µL de meio de cultura, 10 µL de extrato (coluna 10 e 11 da linha G). As 

placas foram incubadas a 37ºC por sete dias, e após este período foram adicionados 

20 µL de solução reveladora de Alamar Blue em todos os poços. As placas foram 

reincubadas a 37ºC e observadas após 24 horas para verificar a mudança de 

coloração do azul para rosa. A presença de cor rósea indica crescimento microbiano 

e a presença de coloração azul, indica ausência de crescimento microbiano, para as 

cores intermediárias as placas foram reincubadas por mais 24 horas 

A CIM foi definida como a menor concentração do extrato que evitaria uma 

mudança de coloração (FRANZBLAU et al, 1997). 

  

 

 4.9 Ensaios in vitro de Citotoxicidade 

 

 

4.9.1 Cultura Celular e Preparo dos Ensaios de Macrófagos RAW 264.7 

 

 

Para avaliar a inibição da Produção de Óxido Nítrico, TNF- e a viabilidade 

celular foram utilizados métodos químicos e biológicos, onde os métodos biológicos 

se basearam na utilização de macrófagos e os químicos se basearam na leitura da 

absorbância ao final do experimento.  

Os macrófagos murinos peritoneais da linhagem celular RAW 264.7 obtidos 

da ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) foram cultivados 

em meio DMEM F-12, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) em estufa 

a 37 ºC e 5% de CO2. Células RAW 264.7 (1×105 células/mL) foram plaqueadas em 

placas de 96 poços. A placa foi mantida em estufa de 37 ºC e 5% CO2 por 3 horas 

para aderência dos macrófagos e estabilidade da cultura. Após este período, o 

sobrenadante da cultura foi removido cuidadosamente para retirada de células não 

aderentes e substituído por DMEM-F12 suplementado com 2% de SFB contendo ou 

não lipolissacarídeo (1 μg/mL) (LPS, Escherichia coli) na ausência ou presença dos 

extratos/frações. A placa foi mantida em estufa de 37 ºC, 5% CO2 e após 24h de 

incubação, o sobrenadante da cultura foi coletado para avaliação quanto à 

capacidade de inibição da produção de óxido nítrico (NO), fator de necrose tumoral 
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(TNF- e citotoxicidade através do ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-

2-il]-2,5-difeniltetrazólio). Nos experimentos os extratos foram testados nas 

concentrações de 0,8 μg/mL, 4 μg/mL, 20 μg/mL e 100 μg/mL. 

 

 

4.9.2 Teste de Citotoxicidade pelo Ensaio do MTT  

 

 

Para o MTT, as células foram plaqueadas na concentração e condição de cultura 

citados no item 4.9.1, em um volume final de 100 μL. Após 2 horas para a aderência 

dos macrófagos, as células foram estimuladas ou não com 1 μg/mL de LPS sozinho 

ou em combinação com os extratos/frações por 24 horas. Ao final da incubação, 5 

μL de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazol (5 mg/mL) foram adicionados em 

cada poço e 2 h depois o sobrenadante da placa foi removido e os cristais formados 

solubilizados por HCl (4 mM) adicionado em isopropanol. A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro com comprimento de onda de 570 nm (RASO et al, 2001; 

MOSMANN et al, 1983). As densidades ópticas (DOs) obtidas foram convertidas em 

percentual de ciototoxicidade, utilizando-se a seguinte fórmula: 

 

100- ((D.O.amostra – D.O. Controle -) *100/ D.O.Triton - D.O. Controle -) 

 

 

4.10 Ensaio da capacidade de inibição da produção de óxido nítrico (NO) 

 

 

A produção de NO foi medida indiretamente, avaliando-se a concentração de 

nitrito. Neste teste, 50 μL dos sobrenadantes (obtido conforme item 4.9.1) foram 

adicionados a 100 μL de reagente de Griess (p-aminobenzenosulfonamida 1% + 

diidrocloreto de naftilenodiamino 0,1% em 5% de ácido fosfórico), recém-preparado. 

Após 10 min, a absorbância foi medida no comprimento de onda de 540 nm em 

espectrofotômetro. A concentração de nitrito no sobrenadante foi estimada utilizando 

como parâmetro uma curva de nitrito de sódio decrescida do valor obtido com os 

aditivos sem células. Foram utilizados como controle macrófagos estimulados com 

LPS a 1 μg/mL (negativo) e macrófagos não estimulados (positivo), ambos não 
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tratados com as amostras (CHI et al, 2001). Também foi utilizado um inibidor padrão 

de iNOS, L-NMMA (Acetato de NG-Metil-L-Arginina) para comparação da 

capacidade de inibição da produção de NO (CHI et al, 2001; TSIKAS, 2007). 

 

 

4.11 Bioensaio de Análise da produção de TNF-α por macrófagos  

 

 

As células L929 (linhagem de fibroblasto murinos) foram cultivadas em meio 

DMEM-F12 suplementado com 10% de SFB (Soro Fetal Bovino) e mantidas em 

estufa à 37°C e 5% de CO2 durante o período adequado para formação de uma 

monocamada celular. Para o bioensaio, o sobrenadante celular foi retirado e a 

monocamada celular foi lavada com PBS (Phosphate Buffered Saline) uma vez, para 

remoção completa de SFB e, posteriormente, tratadas com solução de tripsina 

0,025% + EDTA 0,2% (ácido etilenodiamino tetra-acético). As células foram 

centrifugadas (1200 rpm, 5’, 22ºC) e ressuspendidas em meio DMEM-F12 contendo 

10% de SFB e 20 g/mL de gentamicina, sendo em seguida, plaqueadas na 

concentração de 2 X 105 células/mL, em microplaca de 96 poços. Após a incubação 

a 37ºC e 5% de CO2 por 24h, o meio de cultura foi removido e 50 µL de DMEM-F12 

suplementado com 10% de SFB e 2 µg/mL de actinomicina D foram adicionados em 

todos os poços, seguidos de 50 µL do sobrenadante derivado da cultura celular de 

RAW 264.7. A microplaca foi novamente incubada por 24h em estufa a 37ºC e 5% 

CO2, e a produção da TNF-α foi avaliada através da viabilidade celular da L929, 

através da técnica do MTT (CHEN e SHIAU et al, 2001; MOSMANN, 1983). Para 

estimar a concentração de TNF-α encontrada nas amostras foi utilizada uma curva 

padrão com TNF-α recombinante murino. 

As leituras foram feitas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 

570 nm. O Controle positivo foi o sobrenadante da cultura de macrófagos 

estimulados com 1 µg/mL de LPS e não tratados. O Controle negativo foi o 

sobrenadante da cultura de macrófagos não estimulados e não tratados 
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4.12 Toxicidade Aguda Oral 

 

 

 Para a avaliação da toxicidade aguda oral utilizou-se as diretrizes de guias 

para testes de substâncias químicas da OECD número 423, onde foram utilizados 

camundongos (Mus musculus), fêmeas, divididos em grupos de 5 animais, com peso  

de 20-30 g. Cada grupo foi mantido em jejum de 12 h e, em seguida, receberam, 

através de cânula orogástrica, por gavagem as doses de 2500 mg/kg dos extratos 

hidroetanólicos de C. ambrosioides e E. alba, diluídos em solução salina 0,9%, dose 

esta recomendada pela OECD para plantas medicinais (OECD, 2001).  

 Os animais foram observados inicialmente a cada 15 minutos, durante a 

primeira hora. Seguida, de intervalo de 1 hora durante 4 horas para avaliação de 

possíveis alterações comportamentais. Segundo o teste descrito por BRITO (1994), 

os parâmetros comportamentais observados foram: alerta, atividade motora 

espontânea, locomoção, falta de apetite, apatia, resposta ao tato, secreção nasal, 

piloereção, estereotipia, agressividade, ataxia, sudorese, micção, diarreia e 

convulsão. Após este período, os animais foram tratados com ração e água ad 

libitum, e observados por um período adicional de 24, 48 e 72 h, seguidos de 

observação por um período total de 14 dias com o intuito de verificar a possível 

ocorrência de óbito (OECD, 2001). 

 Ao final do período os animais foram eutanasiados através da administração 

intraperitoneal de Cloridrato de Ketamina e xilazina (2:1) na dose de 2,5 mL/kg e os 

órgãos foram retirados para avaliação anatomo-histopatológica. Os procedimentos 

de manipulação dos animais seguiram com os princípios éticos na experimentação 

animal, segundo as normas da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de 

Laboratório – SBCAL e do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal) - Lei Nº 11.794. O protocolo experimental foi aprovado pela 

Comitê de Ética em Pesquisa com Animais de Experimentação do Instituto de 

Ciências Biológicas- UFPA, sob o número de registro BIO098-12 (ANEXO A). 
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4.12.1 Avaliação Anatomo-Histopatológica 

 

 

Após a retirada dos órgãos os mesmos foram fixados em formalina 

tamponada (solução de formol 10%) e após 24 horas, estes foram resseccionados 

para a avaliação histopatológica: desidratação com séries crescentes de álcool (70 a 

100%), diafanização em xilol, impregnação e inclusão em parafina de acordo com os 

métodos descritos por Bacha e Wood (1990). Os fragmentos tissulares foram 

seccionados em espessura de 3 µm em um micrótomo de navalha em aço inox, 

dispostos em lâminas de vidro lapidadas e submetidos a coloração hematoxilina-

eosina e tricômico de Masson, sendo observadas em microscópio óptico. 

Estes estudos foram realizados no Laboratório de Patologia Animal do 

Instituto de Saúde e Produção Animal da Universidade Federal Rural da Amazônia. 

 

 

4.13 Análises estatísticas 

 

Os dados foram avaliados por análise de variância One-Way ANOVA seguido 

por Teste de Tukey, sendo considerado significante p<0.05. Foram utilizados 

Microsoft Office Excel e GraphPad Prism 4. 
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5  RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Obtenção e Caracterização físico-química da droga vegetal de                     

C. ambrosioides L. e E. alba Reinw ex Blume. 

 

5.1.1 Determinação da Distribuição Granulométrica  

 

Pela análise da granulometria da droga vegetal oriunda das folhas de                 

C. ambrosioides L. esta foi classificada como pó grosso (Figura 11), visto que 

passou em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de 1700 µm e, 

no máximo, 40% pelo tamis com abertura nominal de malha de 355 µm. Já a droga 

vegetal oriunda das folhas de E. alba foi classificada como pó moderadamente 

grosso (Figura 12), uma vez que as partículas passam em sua totalidade pelo tamis 

com abertura nominal de malha de 710 µm e, no máximo, 40% pelo tamis com 

abertura nominal de malha de 250 µm. A classificação foi realizada de acordo com a 

Farmacopeia Brasileira 5ª edição (2010). 

 

 

 

Figura 11: Distribuição granulométrica da droga vegetal de Chenopodium ambrosioides 
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Figura 12: Distribuição granulométrica da droga vegetal de Eucalyptus alba 

 

 

A adequada pulverização da matéria prima vegetal é importante para se 

conseguir um bom rendimento no processo extrativo dos constituintes químicos 

encontrados na droga vegetal. Assim, a granulometria da matéria prima vegetal é o 

parâmetro que determina a superfície de contato para a interação com o solvente 

empregado na obtenção de insumo farmacêutico padronizado, como tintura e 

extratos (SANTOS, 2000;ALVES et al, 2010). Além disso, a granulometria de drogas 

vegetais determina diretamente a eficiência do processo extrativo (SIMOES et al, 

2010). Pó muito fino pode entupir o filtro durante o processo extrativo na etapa de 

filtração. Em contrapartida, a droga pulverizada com tamanho de partícula superior à 

classificação de pó fino é apropriada para ser submetida a processos extrativos 

(LIST & SCHMIDT, 2000). No caso das drogas vegetais utilizadas nesta pesquisa a 

matéria prima moída das espécies C. ambrosioides e E. alba foram classificadas 

como pó grosso e moderadamente grosso, respectivamente, o que justifica a 

escolha da maceração como processo extrativo para obtenção do extrato 

hidroetanólico. Este método extrativo que utiliza moinho de facas é capaz de triturar 

a droga vegetal, aumentando a superfície de contato entre a droga vegetal e o 

líquido extrator.  

Não foram encontrados na literatura trabalhos de determinação 

granulométrica de C. ambrosioides L. e E. alba, bem como de outras espécies dos 

gêneros Chenopodium e Eucalyptus.  
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5.1.2 Determinação da Perda por Dessecação 

 

Esse método visa quantificar os compostos voláteis de qualquer natureza que 

estejam presentes nas plantas e são eliminados nas condições específicas da 

monografia. O valor infere, indiretamente, a umidade residual presente em drogas 

vegetais (BRASIL, 2010). A perda por dessecação da droga vegetal de                   

C. ambrosioides foi de 8,9% (Tabela 2). Estes resultados, assim como o trabalho de 

Okhale et al (2012) que reportaram teor de umidade de 10% para a droga vegetal 

proveniente das folhas de C. ambrosioides, estão em conformidade com a 

Farmacopéia Brasileira 5ª Edição, a qual preconiza teor máximo de até 14% de 

umidade para drogas vegetais.  

Com relação a outra espécie em estudo, à droga vegetal das folhas de E. 

alba, de acordo com a Farmacopeia Europeia (2007), o máximo de umidade é de 

10% (p/p) para drogas vegetais a partir das folhas do gênero Eucalyptus. Neste 

estudo a umidade encontrada para esta droga vegetal foi de 8,2% (Tabela 2), o que 

não difere da literatura citada. Gambato et al (2014) relataram em seus estudos, a 

perda por dessecação de 7,2% de droga vegetal proveniente das folhas do             

E. camaldulensis, resultado também dentro do limite preconizado pela literatura 

oficial. Este parâmetro é importante, pois está diretamente relacionado com a 

eficiência da conservação da matéria prima vegetal (FARIAS, 2003). Além de indicar 

que o material das espécies em estudo tiveram armazenamento adequado e 

secagem eficiente, reduzindo assim os erros na estimativa do peso real do material 

vegetal, além de servir como parâmetro de qualidade, uma vez que o excesso de 

água pode contribuir para a ação enzimática, o que acarreta na degradação de 

constituintes químicos e possibilita o crescimento de fungos e bactérias (SIMOES et 

al, 2010). 

 

 

5.1.3 Determinação do Teor de Cinzas 

  

 

O teor de cinzas permite a verificação de impurezas inorgânicas não voláteis 

que podem ser produto do metabolismo vegetal ou componentes presentes como 

contaminantes das drogas vegetais (SIMOES et al, 2010). O teor de cinzas totais do 
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material vegetal de C. ambrosioides foi de 10% e a análise da matéria prima de E. 

alba apresentou como teor de cinzas totais 13% (Tabela 2). Okhale et al (2012) 

realizou a determinação do teor de cinzas da droga vegetal oriunda das folhas de C. 

ambrosioides e obteve um valor de 14,65%, resultado superior a deste estudo e 

considerado acima do intervalo aceitável de 10% para drogas vegetais oriundas de 

folhas descrita na Farmacopeia Brasileira 5ª Edição. Já a Farmacopeia Européia 

(2007) estabelece que o valor de teor de cinzas totais aceitável das folhas 

de Eucalyptus sp. é de no máximo 6%. Assim, verifica-se que, neste estudo a droga 

vegetal do eucalipto, não está adequada ao preconizado nesta literatura oficial.  

Os resultados obtidos neste trabalho são importantes no processo da 

padronização de parâmetros de qualidade para as drogas vegetais, uma vez alto 

teor de cinzas pode indicar a presença excessiva de substâncias aderentes. O teor 

de cinzas da droga vegetal de E. alba apresentou um valor superior ao indicado pela 

monografia oficial, trata-se de um indicativo de inadequação durante os 

procedimentos de colheita, secagem e transporte dos materiais, ou mesmo devido 

às diferenças em termos da localização geográfica dos materiais analisados 

(SHARAPIN et al, 2000). 

 

 

5.1.4 Determinação do Indice de Espuma 

 

 

O índice de espuma baseia-se na maior diluição do decocto preparado a partir 

das especificações da Farmacopeia que, de acordo com as circunstâncias do 

ensaio, seja capaz de compor um anel de espuma persistente de 1 cm de altura 

(COSTA, 1994). Segundo Borella et al (2006), o teste infere a propriedade 

afrogênica (formação de espuma) pois trata-se de uma análise quantitativa 

comparativa para saponinas, visando estimar a quantidade deste metabólito 

presente no decocto. O índice de espuma da droga vegetal C. ambrosioides revelou 

altura da espuma em todos os tubos inferior a 1 cm, com um índice de espuma 

menor que 100 (Tabela 2), indicando pouca quantidade de saponinas 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O valor do índice de espuma para a espécie 

vegetal E. alba foi de 200 (Tabela 2), indicando a presença de saponinas no material 

vegetal (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). 
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Segundo Szakiel et al (2011), o teor de saponinas em plantas sofre influência 

de diferentes estímulos ambientais como intensidade da luz, temperatura, 

disponibilidade de água, tipo e composição química dos níveis de solo, de dióxido de 

carbono e de oxigênio. Além disso, os métodos analíticos simples e rápidos 

empregados para determinação de saponinas na padronização do material vegetal 

visa facilitar o controle de qualidade destes metabólitos secundários. 

 

 
Tabela 2. Resultados dos ensaios físico-químicos realizados a partir das folhas de                   
C. ambrosoides L. e E. alba Reinw ex Blume. 

 

Teste                                           C. ambrosioides                       E. alba 

 Reinw ex Blume 

 

Perda por Dessecação (%)                8,9% + 1 8,2% + 0,3                        

 

Cinzas Totais (%)                           10% + 0,005                    13% + 0,005      

 

Índice de Espuma                          < 100                                200 

Legenda: Resultados expressos em média ± desvio padrão, exceto Índice de Espuma. 

 

5.2 Caracterização Físico-química dos Extratos Hidroetanólicos 

 

 

5.2.1 Determinação do pH  

 

 

O valor do pH foi de 6,60 ± 0,03 do extrato hidroetanólico de C. ambrosioides. 

O que sugere a presença de compostos fracamente ácidos (Tabela 3). O valor de 

pH encontrado para o extrato hidroetanólico de E. alba foi de 3,82 ± 0,01. Sugerindo 

a presença de compostos ácidos no extrato de eucalipto (Tabela 3). Gambato e 

colaboradores (2014) encontraram valor de pH de 5,46 para o extrato hidroetanólico 

de E. calmadulensis. Essa acidez pode ser resultado do sinergismo dos metabólitos 

secundários, dentre estes, pela presença de ácidos orgânicos, os quais podem se 
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constituir de qualquer ácido carboxílico orgânico, incluindo ácidos de cadeia longa e 

aminoácidos, de estrutura geral R-COOH (DIBNER e BUTTIN, 2002). 

 Fatores como pH e a presença de substâncias químicas contaminantes 

podem afetar qualquer componente de uma solução, influenciando na sua 

estabilidade (CAMELO, 2010). Os resultados obtidos são de relevância para a 

realização de ensaios biológicos, uma vez que o pH deve estar definido e ajustado 

para se alcançar resultados confiáveis e reprodutíveis.  

O pH dos extratos foram corrigidos nos ensaios biológicos. 

 

 

5.2.2 Determinação do Teor de Sólidos dos Extratos 

 

 

Os percentuais de resíduos secos do extrato de C. ambrosioides e E. alba 

foram 3,6% e 11%, respectivamente (Tabela 3). Não foram encontrados na literatura 

trabalhos de teor de sólidos de extrato de C. ambrosioides e espécies do gênero 

Chenopodium para confrontar com os resultados obtidos neste trabalho. Ao 

comparar o valor deste parâmetro com dados de outras espécies do gênero de 

Eucalyptus, o teor de resíduo seco do extrato hidroetanólico de E. calmadulensis foi 

de 2,75% (GAMBATO et al, 2014) resultado que demonstra que o extrato de              

E. calmadulensis estava menos concentrado que o deste estudo. 

O teor de sólidos é indicativo do teor de água e substâncias voláteis de 

produtos de extração da matéria-prima vegetal em análise, estes são dados 

importantes com relação ao rendimento da extração, uma vez que a secagem 

influencia na integridade dos componentes celulares, permitindo que estes sejam 

expostos ao contato com os solventes (HARBORNE et al, 1986; CAMELO, 2010). 

Sendo assim, esse percentual é um indicativo da concentração do extrato.  

Os resultados obtidos neste trabalho tornam-se importantes no processo da 

padronização de parâmetros de qualidade para os extratos de C. ambrosioides e    

E. alba.  
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Tabela 3. Determinação do pH e teor de sólidos dos extratos de C. ambrosioides e E. alba. 

                    

  Determinações                   C. ambrosioides                           E. alba 

                                                                                              

                              

pH                                                 6.6 ± 0,03                        3.2 ± 0,01 

 

Teor de sólidos                             3.7% ± 0,3                       11%± 0,2 

Legenda: Resultados expressos em média ± desvio padrão. 

 
 

5.3 Rendimento dos Extratos e Frações 

 

A maceração da droga vegetal de C. ambrosioides forneceu 33,78 g de um 

extrato bruto concentrado, representando um rendimento de 6,43%. O 

fracionamento de 12,5 g do extrato forneceu 1,044 g de fração hexânica, 1,319 g de 

fração clorofórmica, 0,896 g de fração acetato de etila e 1,835 g de fração 

metanólica, representando, respectivamente, rendimentos de 8,35%, 10,56%, 7% e 

14,68% em relação a 12,5 g de Extrato Bruto. Já a maceração partindo da droga 

vegetal E. alba teve como produto 150 g de um extrato bruto concentrado, 

representando um rendimento de 16,66%. O fracionamento de 12,55 g do extrato de 

E.alba forneceu 270 mg de fração hexânica, 720 mg de fração clorofórmica, 0,05 mg 

de fração acetato de etila e 4,23 g de fração metanólica, representando, 

respectivamente, rendimentos de 2,16%, 5,76%, 0,0004% e 33,84% em relação a 

12,5 g de Extrato Bruto. 

O rendimento do extrato hidroetanólico das folhas de C.ambrosioides e E.alba 

a partir de 10 kg de material vegetal são mostrados na Tabela 4. 
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Tabela 4. Rendimento dos extratos hidroetanólico das folhas de C. ambrosioides e E. alba Reinw ex 
Blume. 

 

Material Vegetal 

 

C.ambrosioides 

 

E.alba 

 

Droga Vegetal 

 

525 g 

 

900 g 

 

Extrato 

 

33,78 g 

 

150 g 

 

Rendimento 

 

6,43% 

 

16,66% 

 

 

5.4 Análise Fitoquímica Preliminar dos Extratos e Frações 

 

 

A prospecção fitoquímica preliminar visa caracterizar um determinado grupo 

de substâncias presentes em um vegetal pela realização de reações químicas que 

resultam no desenvolvimento de coloração e/ou formação de um precipitado 

característico (FALKENBERG et al, 2007). Com relação à prospecção fitoquímica 

preliminar, realizada a partir do extrato hidroetanólico de C. ambrosioides, indicou-se 

a presença de saponinas espumídicas, fenois e taninos, catequinas, cumarinas e 

esteroides e triterpenoides (Tabela 5). Os resultados desta análise são semelhantes 

aos estudos de Okhale et al (2012), que observaram na droga vegetal proveniente 

das partes aéreas de C. ambrosioides, a presença dos metabolitos secundários 

encontrados neste estudo, além de cardenolideos, flavonoides e óleos voláteis. 

Assim como FELIX SILVA et al (2012), que identificaram no extrato aquoso das 

folhas desta espécie vegetal, a presença dos metabolitos citados e também de 

gomas, heterosídeos senevólicos, mucilagens, cumarinas, carotenoides e alcaloides. 

Já VILLANUEVA et al (2013) ao analisar o extrato etanólico das folhas de               

C. ambrosioides detectaram-se apenas flavonoides, os quais não foram encontrados 

neste estudo. Os metabólitos secundários terpenos e esteroides também foram 

encontrados nos estudos de Hallala et al (2010). Muitos derivados terpênicos 

apresentam propriedades sedativa, antinociceptiva e antidepressiva (DE SOUZA et 

al, 2007; SOUSA et al, 2007; PERAZZO et al, 2007; LEITE et al, 2008).  
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Tabela 5. Prospecção fitoquímica dos extratos brutos (EB) de C. ambrosioides L e E. alba Reinw ex 
Blume. 

Classe de metabólito secundário 

EB 

C. ambrosioides 

EB 

E. alba 

Ácidos orgânicos 

Saponinas espumídicas 

Açúcares redutores 

Polissacarídeos 

Proteínas e aminoácidos 

Fenóis e taninos 

Flavonoides 

Glicosídeos cardíacos 

Catequinas 

Derivados de benzoquinonas,  

naftoquinonas e fenantraquinonas 

Lactonas sesquiterpênicas e outras 

Esteroides e triterpenoides 

Azulenos 

Carotenoides 

Alcaloides 

Purinas 

Depsídeos e depsidonas 

Derivados da cumarina 

Antraquinonas 

- 

+ 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

 

A prospecção química do extrato bruto de E. alba apresentou resultado 

positivo para ácidos orgânicos, saponinas espumídicas, fenóis e taninos, lactonas 

sesquiterpênicas, triterpenos e esteroides que pode ser visualizados na Tabela 5. 

Não foram relatados na literatura estudos de prospecção fitoquímica do extrato da 

espécie E. alba. Contudo, a prospecção de outras espécies pertencentes ao gênero 

Eucalyptus demonstra que no extrato metanólico de E. globullus foram encontrados 

em comum com este estudo, fenois e taninos, além de flavonoides e alcaloides 

(SAXENA et al, 2010). Já Lawal et al (2011) identificaram taninos e saponinas, além 

de cardenolídeos e antraquinonas em extrato das folhas de E. torelliana. Gambato et 



51 

 

al (2014) encontraram no extrato hidroetanólico das folhas de E. camaldulensis 

saponinas, óleos, glicosídeos cardiotônicos e compostos fenólicos. Ressalta-se a 

importância de se encontrar os compostos fenólicos, neste estudo e nos demais 

citados, visto que, relatos na literatura associam estes metabólitos a atividades 

biológicas, dentre estas, a atividade antibacteriana (RAHIMI-NASRABADI et al, 

2013) e antioxidante (VASQUEZ et al 2008; SANTOS et al, 2012) nas espécies do 

gênero Eucalyptus. 

A discordância da presença e da composição de metabólitos secundários de 

uma mesma espécie vegetal entre os autores citados e a prospecção fitoquímica 

realizada no presente estudo pode ser decorrente da influência de fatores como 

condições da coleta, sazonalidade, ciclo circadiano, idade e desenvolvimento da 

planta, disponibilidade hídrica, altitude, radiação ultravioleta, nutrientes e poluição 

atmosférica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007). 

 

 

5.5 Controle de Qualidade Microbiológico dos Extratos e Frações 

 

 

Os resultados referentes a padronização dos extratos quanto aos parâmetros 

microbiológicos analisados neste estudo estão demonstrados na Tabela 6. Foram 

observados ausência de bactérias e fungos nos extratos e frações de                             

C. ambrosioides e E. alba. Estes resultados diferem dos estudos de Migliato et al 

(2007) e Hubinger et al (2008), em que os autores observaram que não ocorreram 

crescimento de microrganismos patogênicos, contudo houve crescimento de fungos 

e bactérias dentro do limite permitido. 

O resultado do presente estudo difere também do trabalho de VERDI et al 

(2013). Estes autores encontraram, em mais de 60% dos produtos de origem vegetal 

analisados, uma contaminação microbiana acima do limite aceitável. Os autores 

concluíram que o controle de qualidade microbiológico se faz necessário para definir 

ações adequadas de boas práticas de fabricação e controle para garantir a 

qualidade e segurança do produto desde a coleta, armazenamento e manipulação 

até o produto final. Os resultados de ausência de microrganismos do presente 

estudo podem ser explicados pela filtração prévia em filtro de poro de 0,22 µm.  
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Ressalta-se que o controle de qualidade da fração acetato de etila (Fração 1.3) não 

foi realizado devido ao baixo rendimento da mesma.  

 

 

Tabela 6. Parâmetros microbiológicos dos extratos hidroetanólicos e frações de C. ambrosioides L e 
E. alba  

Amostra                         Bactérias/10mg                    Fungos/10mg  

EB 1                                   <1UFC                                      <1UFC 

Fração 1                            <1UFC                                      <1UFC 

Fração 2                            <1UFC                                      <1UFC 

Fração 4                            <1UFC                                      <1UFC 

EB 2                                   <1UFC                                      <1UFC 

Fração 2.1                         <1UFC                                      <1UFC 

Fração 2.2                         <1UFC                                      <1UFC 

Fração 2.3                         < 1UFC                                     <1UFC 

Fração 2.4                         <1UFC                                      <1UFC 

Legenda: EB1 – Extrato Hidroetanólico de E. alba; Fração 1 – Fração Hexânica de E. alba; 

Fração 2 – Fração Clorofórmica de E. alba; Fração 4 – Fração Metanólica de E. alba; EB2 – 

Extrato Hidroetanólico de C. ambrosoioides; Fração 2.1 – Fração Hexânica de                                 

C. ambrosoioides; Fração 2.2 – Fração Clorofórmica de C. ambrosoioides; Fração 2.3 – Fração 

Acetato de Etila de C. ambrosoioides; Fração 2.4 – Fração Metanólica de C. ambrosoioides. 

 

 

As análises microbiológicas em extratos e frações são importantes, pois 

identificam a baixa qualidade microbiológica das drogas vegetais disponíveis no 

comércio, fator decorrente não apenas de falhas no processo de comercialização, 

mas também da elevada contaminação proveniente das inúmeras etapas da 

produção (ZARONI et al, 2004).  

Reis e Mariot (2001) referem-se a cuidados básicos para redução da 

contaminação bacteriana de material vegetal como: higiene adequada das mãos dos 

manipuladores, acondicionamento adequado do material coletado; redução ou 

eliminação de impurezas provenientes da recém-coleta, secagem eficiente em local 

limpo, bem ventilado, protegido e ao abrigo da luz; e acondicionamento do material 

vegetal em recipientes adequadamente limpos. A presença de elevada carga 

microbiana pode comprometer a estabilidade do produto, o que acarreta na perda da 
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eficácia terapêutica, por degradação do princípio ativo ou por alteração de 

parâmetros físicos fundamentais para sua atividade, como exemplo, o pH. A 

contaminação bacteriana altera também as propriedades físico-químicas do produto, 

o que interfere na ação terapêutica e na biodisponibilidade do mesmo. Como 

consequência, pode ocorrer produção de gases, provocando odor desagradável e 

ação enzimática promovendo lise de metabólitos (PINTO et al, 2010).  

A legislação vigente pela RDC 10 de 2010 estabelece parâmetros 

microbiológicos para insumos farmacêuticos não estéreis, admitindo a presença de 

carga microbiana que não comprometa a qualidade ou a segurança do usuário, além 

de comprovar a ausência de microrganismos patogênicos (BRASIL, 2010; PINTO et 

al, 2010). O controle de qualidade de extratos vegetais é uma etapa imprescindível 

para a padronização de um insumo farmacêutico ativo (DA SILVA e BANDEIRA, 

2013). Neste estudo a filtração do produto para eliminar possíveis contaminações foi 

importante para os ensaios de avaliação dos extratos e frações frente as bactérias 

da tuberculose e não tuberculosa.  

 

 

5.6 Avaliação da Atividade Antimicobacteriana dos Extratos e Frações 

 

 

Os resultados apresentados seguem a faixa de corte preconizada por 

FRANZBLAU et al (1997) como sendo de 2500 g/mL. Todos os testes foram 

realizados em triplicata. A atividade de extratos vegetais pode ser classificada como 

significativa (CIM < 100 g/ml), moderada (100 < CIM ≤ 625 g/mL) ou fraca (CIM > 

625 g/mL) (TEKWU et al, 2012).  

 

 

5.6.1 Microdiluição em Caldo 

 

 

O extrato e as frações de C. ambrosioides foram considerados inativos frente 

à cepa padrão de M. fortuitum. Não foram encontrados na literatura trabalhos com o 

extrato hidroetanólico e as frações (hexânica, clorofórmica, em acetato de etila e 
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metanólica) desta espécie ou de extratos de espécies do gênero Chenopodium, com 

atividade inibitória à cepa de M. fortuitum. Bem como, não há relatos de atividade 

frente à cepa de M. fortuitum com outras espécies pertencentes à mesma família de 

C.ambrosioides, o que garante um caráter inédito ao presente estudo. 

 

 

Tabela 7: Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato bruto (EB), fração hexânica (FH), fração 

clorofórmica (FCl), fração acetato de etila (FAE), fração metanólica (FM) de Chenopodium 

ambrosioides contra Mycobacterium fortuitum pela técnica de Microdiluição em Caldo. 

Concentração µg/mL                             Mycobacterium fortuitum 

                                         

                                          EB          FH            FCl             F AcE          FM 

2500                                   -             -                 -                      -               - 

1250                                   -             -                 -                      -               -    

625                                     -             -                 -                      -               -                   

312,5                                  -             -                 -                      -               -                  

156,25                                -             -                 -                      -               -                 

78,125                                -             -                 -                      -               -                

39,06                                  -             -                 -                      -               -   

Controle Negativo              -             -                 -                      -               -         

Legenda: (-) Resultado Negativo para inibição do crescimento bacteriano 
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Tabela 8: Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato bruto (EB), fração hexânica (FH), fração 

clorofórmica (FCl), fração acetato de etila (FAcE), fração metanólica (FM) de Eucalyptus alba contra 

Mycobacterium fortuitum. 

Concentração µg/mL                             Mycobacterium fortuitum 

                                         

                                          EB          FH            FCl             F AcE          FM 

2500                                  +             -                 -                      +             - 

1250                                  +             -                 -                      +             -    

625                                    +             -                 -                      +             -                   

312,5                                 +             -                 -                      +             -                  

156,25                               -              -                 -                      -              -                 

78,125                               -              -                 -                      -              -                

39,06                                 -              -                 -                      -              -      

Controle Negativo             -              -                 -                      -              -                    

Legenda: (-) Resultado Negativo para inibição do crescimento bacteriano; (+) Resultado positivo para 

inibição do crescimento bacteriano 

 

 

Os resultados de atividade antimicobacteriana do extrato bruto e frações de  

E. alba demonstram que a fração acetato de etila e o extrato bruto apresentaram 

atividade antimicobacteriana frente a cepa padrão de M. fortuitum, apresentando 

valores de CIM de 312,5 g/mL, de acordo com os valores apresentados na Tabela 

8. Não foram encontrados na literatura trabalhos envolvendo a ação de extrato 

hidroetanólico de E. alba frente a cepa de M. fortuitum. Assim, optou-se por discutir 

os resultados em relação a pesquisas semelhantes feitas com plantas do mesmo 

gênero. 

Os resultados são semelhantes ao estudo de Lawal et al (2011), que 

observaram que o extrato metanólico das folhas de  E. camaldulensis Dehnh. e       

E. torelliana F. Muell. (Myrtaceae) foram ativos contra a cepa de M. fortuitum. Porém, 

os autores utilizaram o método de difusão em ágar e a concentração inibitória 

mínima foi de 2000 µg/mL e 1000 µg/mL, valores estes acima dos obtidos neste 

estudo. Estes extratos também demonstraram atividade contra outras duas espécies 
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de micobactérias não tuberculosas (M. smegmatis ATCC 19420 e M. abscessus). Ao 

analisar os resultados obtidos, observou-se que a fração acetato de etila, mais polar 

que a fração hexânica e clorofórmica, apresentou um efeito inibitório do crescimento 

micobacteriano, ao passo que as outras frações foram inativas. A presença de 

compostos fenólicos na fração acetato de etila, se pode sugerir que a atividade 

antimicobacteriana apresentada por esta fração possa estar relacionada à presença 

de substâncias deste grupo de metabólitos secundários. Uma vez que os compostos 

fenólicos são relatados na literatura por terem efeitos sobre o metabolismo e o 

crescimento microbiano, dependendo da sua concentração e compostos ativos 

(REGUANT et al, 2000; ALBERTO et al, 2001). 

O extrato de E. alba e a fração acetato de etila tiveram o mesmo valor de CIM 

frente a cepa de M. fortuitum. Esta fração foi efetiva também frente à cepa virulenta 

de M. tuberculosis o que pode ser sugestivo de uma inespecificidade quanto ao alvo. 

O resultado é importante, uma vez que na literatura não foram encontrados estudos 

sobre o perfil de sensibilidade de compostos contra as micobactérias de crescimento 

rápido que as difere daquele observado na cepa de  M. tuberculosis. Haja vista que, 

drogas utilizadas no tratamento para a tuberculose podem ser ineficazes contra 

infecções secundárias causadas por M. fortuitum (BROWN-ELLIOT, 2012). Os 

mecanismos farmacológicos envolvidos são mudanças na permeabilidade da parede 

celular, presença de β-lactamases, aminoglicosídeo acetiltransferases e bombas de 

efluxo, os quais podem ocorrer com mais frequência que mutações, bem como 

ocorre no M. tuberculosis (KATOCH et al, 2004). 

 

 

 

5.6.2 Microdiluição Utilizando MABA 

 

 

A fração clorofórmica de C. ambrosioides apresentou atividade considerada 

moderada como agente antimicobacteriano. A fração apresentou CIM de 625 g/mL 

(Tabela 9). Quando os resultados obtidos são comparados aos observados por Lall 

e Meyer (1999), nota-se discordância em relação ao potencial das amostras 

testadas. Esses autores relataram a atividade do extrato acetona das folhas de C. 

ambrosioides, pelo método radiométrico, frente à cepa sensível H37Rv na 
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concentração de 500 g/mL e contra a cepa multirresistente de M. tuberculosis na 

concentração de 100 g/mL, estas diferenças ocorrem, provavelmente, em razão do 

líquido extrator mais polar ou escolha do método. Conforme demonstrado na Tabela 

9, a fração clorofórmica se mostrou moderadamente ativa sobre a espécie testada. A 

atividade dessa fração pode estar associada à composição química desta amostra, a 

qual o clorofórmio permitiu a extração de metabólitos apolares e a sua natureza 

lipofílica facilitou a capacidade de penetrar na parede celular micobacteriana, 

determinando a atividade antimicobacteriana (PALOMINO et al, 2002). 

 

 

Tabela 9: Resultado da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato bruto (EB), fração hexânica 

(FH), fração clorofórmica (FCl), fração acetato de etila (FAcE), fração metanólica (FM) de 

Chenopodium ambrosioides contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294.  

Concentração µg/mL                             Mycobacterium tuberculosis 

                                         

                                  EB         FH             FCl                  FAcE        FM 

2500                                   -             -                +                      -                - 

1250                                   -             -                +                      -                -    

625                                     -             -                +                      -                -                   

312,5                                  -             -                 -                      -                -                  

156,25                                -             -                 -                      -               -                 

78,125                                -             -                 -                      -               -                

39,06                                  -             -                 -                      -               -          

Controle Positivo               +            +                +                     +              +                 

Controle Negativo              -             -                 -                      -               -                          

Legenda: (-) Resultado Negativo para inibição do crescimento bacteriano; (+) Resultado positivo para 

inibição do crescimento bacteriano 

 

 

Outros trabalhos relataram a atividade antimicobacteriana de extratos 

clorofórmicos. Pavan et al (2009) verificaram que 12 extratos clorofórmicos de 

plantas do Cerrado apresentaram CIM entre 62,5 a 125 g/mL os quais foram 
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considerados promissores. Os autores ainda relatam que os terpenos são os 

compostos apolares frequentemente encontrados nas plantas do Cerrado com 

atividade anti-tuberculose amplamente descrita (COPP, 2003;. AGUIAR et al, 2005). 

O estudo de compostos terpênicos com ação antimicobacteriana permitiu observar 

que compostos mais lipofílicos são significativamente mais ativos do que compostos 

mais polares (CANTRELL et al, 2001). Sugere-se, portanto, que a atividade 

antimicobacteriana no resultado obtido pode estar relacionada à presença de 

triterpenos. 

Gautam et al (2007) mostraram que os extratos de espécies vegetais de 

grande variedade de famílias e gêneros têm demonstrado significativas atividades 

antimicobacterianas in vitro e esta eficácia está de acordo com o conhecimento 

etnofarmacêutico sobre estas plantas medicinais. A espécie C. ambrosioides deste 

estudo demonstrou atividade frente à cepa de M. tuberculosis, resultado que vai ao 

encontro com o uso na medicina popular para tal finalidade.    

A Tabela 10 apresenta as Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM), de 

extrato bruto e frações de E. alba, frente a cepa padrão de M. tuberculosis. 
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Tabela 10:Resultado da Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato bruto (EB), fração hexânica 

(FH), fração clorofórmica (FCl), fração acetato de etila (FAE), fração metanólica (FM) de Eucalyptus 

alba contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv. 

Concentração µg/mL                             Mycobacterium tuberculosis 

                                         

                                          EB          FH            FCl             F AcE          FM 

2500                                  -              -                 -                      +             - 

1250                                  -              -                 -                      +             -    

625                                    -              -                 -                      +             -                   

312,5                                 -              -                 -                      +             -                  

156,25                               -              -                 -                      -              -                 

78,125                               -              -                 -                      -              -                

39,06                                 -              -                 -                      -              -  

Controle Positivo               +            +                +                     +              +                 

Controle Negativo              -             -                 -                      -               -                                         

Legenda: (-) Resultado Negativo para inibição do crescimento bacteriano; (+) Resultado positivo para 

inibição do crescimento bacteriano 

 

 

De acordo com a classificação de Tekwu et al (2012), a fração acetato de etila 

de E. alba é considerada como tendo uma moderada ação antimicobacteriana. 

Neste estudo esta fração apresentou CIM de 312,5 g/mL frente a M. tuberculosis 

conforme demonstrado na Tabela 10. Não foram encontrados na literatura trabalhos 

envolvendo a ação de extrato hidroetanólico da espécie E. alba frente a cepa 

virulenta de M. tuberculosis. Assim, os resultados foram discutidos baseados na 

pesquisa feita com plantas dos mesmos gênero e família. Lawal et al (2012) 

verificaram que os extratos hexânicos das folhas de E. camaldulensis e                     

E. torelliana inibiram o crescimento da cepa de M. tuberculosis (H37Rv) 

apresentando CIM de 4 e 64 g/ml, respectivamente. Estes resultados corroboram 

com Gemechu e colaboradores (2013), que observaram atividade 

antimicobacteriana do extrato metanólico das folhas de E. camaldulensis contra 
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diferentes cepas de    M. tuberculosis (H37Rv, SIT73, SIT149, SIT149, SB1176 e 

Cepas SB1953) utilizando o ensaio de microplaca com resazurina (REMA), técnica 

do MABA adaptada.  

Fyhrquist et al (2014) relataram a atividade antimicobacteriana de extratos 

brutos e frações de 5 espécies pertencentes ao gênero Terminalia (Combretaceae), 

cujas amostras são ricas em compostos fenólicos tais como, ácido gálico, 

elagitaninos e ácido elágico glicosilado. O mecanismo de estrutura e atividade de 

compostos mais polares contra micobactérias ainda não foi descrito (CASTELLAR et 

al, 2011; MOREIRA et al, 2013). 

Portanto, conforme acima, a atividade da FAcE de E. alba frente ao              

M. tuberculosis pode estar relacionada aos compostos fenólicos presentes nessa 

fração, ou ainda ao sinergismo entre os metabólitos secundários presentes. A 

identificação dessa atividade corrobora dados da literatura referentes ao potencial 

antimicobacteriano de espécies de Eucalyptus e denota o potencial 

antimicobacteriano da espécie de E. alba, contribuindo para o estudo de sua 

utilização na medicina tradicional para o tratamento de tuberculose.  

 

 

5.7 Avaliação da citotoxicidade in vitro 

 

 

5.7.1 Teste de Citotoxicidade (MTT) 

 

 

O estudo de citotoxicidade é baseado na utilização de células eucarióticas 

para realizar o monitoramento da atividade de conjuntos de compostos ou composto 

isolado, assim como, para determinar se a substância em teste tem efeitos sobre a 

proliferação celular ou mostrar efeitos citotóxicos diretos que eventualmente 

conduzam à morte celular. Independentemente do tipo de ensaio de escolha que 

utiliza células, é importante saber quantas células viáveis são remanescentes no fim 

do teste. Há uma variedade de métodos de ensaio que podem ser utilizados para 

estimar o número de células eucarióticas viáveis (RISS et al, 2013). Estudos de 

citotoxicidade são utilizados como um parâmetro para estimar a hipótese de que os 
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compostos testados serão tóxicas em modelos experimentais in vivo (GREENE et al, 

2010). 

Neste estudo, para a avaliação da atividade citotóxica das amostras utilizou-

se macrófagos murinos da linhagem celular RAW 264.7. Com relação ao extrato 

hidroetanólico de C. ambrosioides e E. alba, foi observado que o extrato de                

C. ambrosioides foi citotóxico na maior concentração de 100 µg/mL, enquanto o 

extrato de E. alba não apresentou citotoxicidade significativa quando comparado 

com o controle negativo (Figura 13). A análise in vitro revelou uma citotoxicidade 

com aspecto dose dependente das frações hexânica e metanólica para C. 

ambrosioides, alcançando um percentual de inibição de 42,69% e 26,86% na maior 

concentração (100 µg/mL), respectivamente para estas frações (Figura 14). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Porcentagem de inibição da viabilidade celular de macrófagos estimulados com LPS após 
o tratamento com os Extratos Hidroetanólicos de Eucalyptus alba e Chenopodium ambrosioides. 
Triton é utilizado como controle positivo. Os dados representam a média da triplicata de um de três 
experimentos realizados com resultados semelhantes. * p < 0,001 quando comparado com controle 
negativo (macrófagos estimulados com LPS e não tratados com extratos ou frações). 
 

 

 

Com relação ao extrato hidroetanólico de E. alba, se observou que o extrato 

de C. ambrosioides foi citotóxico na maior concentração de 100 µg/mL, enquanto o 

extrato de E. alba não apresentou citotoxicidade significativa quando comparado 

com o controle negativo (figura 14). 
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Figura 14. Porcentagem de inibição da viabilidade celular de macrófagos estimulados com LPS após 
o tratamento com as Frações Hexânica e Metanólica de C. ambrosioides Triton é utilizado como 
controle positivo. Os dados representam a média da triplicata de um dos três experimentos realizados 
com resultados semelhantes. * p < 0,05 quando comparado com controle negativo (macrófagos 
estimulados com LPS e não tratados com extratos ou frações). 
 
 
 
 

Figura 15. Porcentagem de inibição da viabilidade celular de macrófagos estimulados com LPS após 
o tratamento com as Frações Hexânica e Acetato de Etila de Eucalyptus alba. Triton é utilizado como 
controle positivo. Os dados representam a média da triplicata de um de três experimentos realizados 
com resultados semelhantes. * p < 0,05 e * * p < 0,001 quando comparado com controle negativo 
(macrófagos estimulados com LPS e não tratados com extratos ou frações). 
 

 

Embora o extrato bruto de E. alba não tenha sido citotóxico, as frações 

hexânica e acetato de etila provenientes desta espécie apresentaram citotoxicidade 

na concentração de 100 µg/mL (Figura 15). 

Não foi observada ação citotóxica das frações clorofórmica e acetato de etila 

de C. ambrosioides, assim como das frações clorofórmica e metanólica de E. alba 

sobre macrófagos murinos RAW 264.7 utilizando o ensaio do MTT. GADANO et al 

(2007), em estudo que avaliou a atividade do extrato aquoso de C. ambrosioides em 
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cultura de linfócitos nas concentrações de 1000 – 1 µg/mL, verificaram citotoxicidade 

e redução do índice mitótico com consequente indução da morte celular. Sowemimo 

et al (2007) verificaram que o extrato hidroetanólico a 80% de toda a planta de           

C. ambrosioides nas concentrações 50, 500 e 5000 µg/mL, não foi citotóxica contra 

Artemia salina e tampouco mutagênica. Há relatos na literatura de que a espécie 

pode ser um promissor agente antitumoral (JIA LIANG et al, 2003; KOBA et al, 2009, 

ABBASI et al, 2012). Monzote et al (2009) verificaram que o óleo essencial de C. 

ambrosioides e os metabólitos ativos ascaridol, carvacrol e óxido cariofileno inibiram 

o crescimento de macrófagos provenientes da cavidade peritoneal de camundongos 

BALB/c, denotando concentração inibitória média (IC50 de 58,2; 5,5; 32,3 e 2,1 

µg/mL, respectivamente. O Resultado desse estudo também demonstrou que o 

mecanismo de ação citotóxica do óleo e seus componentes está correlacionado com 

a inibição da função respiratória exercida pelas mitocôndrias no interior das células 

(MONZOTE et al, 2009). 

No presente estudo o extrato hidroetanólico de C. ambrosioides foi citótoxico 

somente na concentração de 100 µg/mL. Contudo, os relatos da literatura denotam 

citotoxicidade do extrato, do óleo essencial e de compostos isolados desta espécie 

frente às células eucarióticas, além de atividade antitumoral comprovada. A baixa 

citotoxicidade do extrato apresentada neste estudo pode estar relacionada à 

linhagem celular utilizada e ao processo extrativo.  

Com relação ao Eucalipto, estudos recentes têm demonstrado que os 

extratos, o óleo essencial e alguns componentes isolados a partir de E. benthamii 

demonstraram alguma atividade citotóxica (BENYAHIA et al, 2005; DOLL-

BOSCARDIN et al, 2012). É importante destacar que algumas espécies do gênero 

Eucalyptus também possuem atividade antitumoral comprovada (BAGHAT et al, 

2012; AL-SAYED et al, 2012; WANG et al, 2012; CHEN et al, 2014; SOLIMAN et al, 

2014). Os testes de citotoxicidade são os primeiros ensaios para a avaliação da 

potencialidade de aplicação clínica de um novo produto. Experimentos celulares 

laboratoriais possibilitam reproduzir condições e reações semelhantes às ocorridas 

no organismo, podendo, dessa forma, observar e quantificar alterações sofridas 

pelas células frente a um determinado produto ou medicamento (GOMES et al, 

2011). 

A partir dos resultados da atividade do extrato hidroetanólico de E. alba frente 

às cepas de M. tuberculosis e M. fortuitum, e pela ação citotóxica observada 
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somente na concentração mais elevada frente à linhagem celular de macrófagos, 

sugere-se que este extrato pode ser melhor estudado visando à sua utilização em 

formulações  fitoterápicas contra infecções causadas por micobactéria causadora da 

tuberculose, além de sua potencial utilização contra infecções cutâneas ou de 

tecidos moles causadas por micobactérias não tuberculosas. Não há dados na 

literatura cientifica relatando a utilização de formulações farmacêuticas de uso tópico 

com principio ativo de plantas medicinais ou compostos isolados empregados no 

combate às infecções causadas por M. fortuitum, considerando que os 

medicamentos empregados para esta doença são os mesmos medicamentos 

utilizados por via oral para o tratamento da tuberculose (BROWN-ELLIOT et al, 

2012). Embora a fração acetato de etila de E. alba tenha sido citotóxica contra RAW 

264.7 de uma forma bastante significativa quando comparado ao controle negativo é 

importante ressaltar que o mecanismo desta inibição da viabilidade de macrófagos 

precisa ser explorada, uma vez que danos teciduais não foram evidenciados no 

teste de toxicidade aguda oral in vivo.  

Os dados obtidos encorajam a realização de estudos posteriores, a fim de 

determinar as substâncias que contribuem para a atividade antimicobacteriana das 

frações clorofórmica de C. ambrosioides e acetato de etila de E. alba, entender o 

mecanismo de ação e avaliar a toxicidade subcrônica, visando um possível insumo 

farmacêutico contra M. tuberculosis e M. fortuitum. Ainda com relação à fração 

acetato de etila de E. alba, que também inibiu a viabilidade de macrófagos murinos, 

sugere-se a realização de testes de viabilidade celular utilizando outras linhagens de 

células, tais como células mononucleares de sangue periférico, em especial 

linfócitos e monócitos, além da realização de testes antineoplásicos utilizando esta 

fração. 
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5.8 Atividade Imunomoduladora 

 

 

5.8.1 Ensaio da Produção de Óxido Nítrico (NO) 

 

 

Conforme revisado por Bogdan (2001) as funções do óxido nítrico in vitro e          

in vivo no sistema imune incluem: atividade antimicrobiana; atividade antitumoral; 

atividade citotóxica (dano tecidual); atividade citoprotetora (preservação de tecidos); 

atividade imunoestimulatória (pró-inflamatória) e atividade imunossupressora (anti-

inflamatória).  

O extrato bruto de C. ambrosioides inibiu a produção de óxido nítrico pelos 

macrofágos nas concentrações de 20, 4 e 0,8 µg/mL, conforme apresentado na 

Figura 16. Porém, curiosamente a maior concentração do extrato não apresentou 

inibição da produção de óxido nítrico, demonstrando que em doses mais elevadas o 

extrato foi incapaz de realizar esta ação, uma possível explicação para este 

resultado pode ser a citotoxicidade observada na concentração de 100 µg/mL 

(Figura 14).  

O extrato bruto de E. alba demonstrou in vitro capacidade em inibir a 

produção de óxido nítrico pelos macrófagos em todas as concentrações testadas, 

com exceção da menor concentração de 0,8 µg/mL, digno de nota é a característica 

de inibição ser dose-dependente com uma maior inibição na concentração de 100 

µg/mL quando comparado aos macrófagos estimulados com LPS e não tratados 

com os extratos e frações (Figura 16).  

Com relação às frações, observou-se inibição da produção de NO nas frações 

acetato de etila tanto de C. ambrosioides L quanto de E. alba, além de inibição 

também na maior concentração da fração hexânica de C. ambrosioides (Figura 17).  
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Figura 16. Produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS e 
tratados com extrato bruto de Chenopodium ambrosioides  e Eucalyptus alba. Os dados representam 
a média da triplicata de um de três experimentos realizados com resultados semelhantes. * p < 0,05 e 
* * p < 0,01 quando comparado com controle (macrófagos estimulados com LPS e não tratados com 
extratos ou frações). 

 

 

Figura 17. Produção de óxido nítrico (NO) por macrófagos RAW 264.7 estimulados com LPS e 
tratados com Frações Acetato de Etila de Chenopodium ambrosioides L e Eucalyptus alba e Fração 
Hexânica de Chenopodium ambrosioides. Os dados representam a média da triplicata de um de três 
experimentos realizados com resultados semelhantes. * p < 0,05 e * * p < 0,01 quando comparado 
com controle (macrófagos estimulados com LPS e não tratados com extratos ou frações). 

 

 

Os compostos capazes de inibir a produção de NO tem alto potencial como 

agentes anti-inflamatórios e antioxidantes (HAMALAINEN et al, 2007). Cruz et al 

(2007) observaram efeito imunoestimulatório do extrato hidroalcóolico das folhas de          

C. ambrosioides in vivo utilizando camundongos, sendo observado indução da 

ativação de macrófagos, aumento do recrutamento/proliferação celular em órgãos 

linfóides secundários como baço e linfonodos, e melhora da habilidade fagocitária 

destas células, aumentando a produção de óxido nítrico. O presente estudo 

demonstrou uma ação de inibição dos extratos e frações in vitro, o que pode 

representar uma ação benéfica no caso de regulação da resposta imune induzida 
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pela presença de constituintes bacterianos, tais como o LPS. Durante a inflamação, 

a produção de NO aumenta e exerce efeitos pró-inflamatórios e regulatórios. Muitas 

patologias, incluindo a tuberculose, resultam ou estão relacionadas com um 

processo inflamatório agudo e/ou crônico, com aumento da produção de mediadores 

químicos de modo a ocasionar lesão tecidual, disfunção de múltiplos órgãos e em 

último caso, o óbito (SKIPPEN et al, 2008). Assim, extratos e frações que 

demonstrem apresentar a capacidade de inibição da produção de óxido nítrico 

podem ser úteis na contenção de uma resposta inflamatória exacerbada que resulte 

em prejuízo para o hospedeiro. Alguns insumos derivados de plantas demonstraram-

se como NO-indutores ou inibidores por diferentes mecanismos (CALIXTO et al, 

2003; NASCIMENTO et al, 2006b). Calixto et al (2003) revisaram que a atividade 

anti-inflamatória pode estar associada a supressão da produção de NO por down 

regulation de fatores de transcrição, bloqueio da produção de NO e da atividade e 

expressão da enzima NO sintetase em macrófagos e redução da produção de NO e 

expressão do gene de iNOS em macrófagos pela inibição da ativação de proteínas 

nucleares. 

Outras espécies do gênero Eucalyptus também demonstraram atividade 

semelhante à observada no presente estudo. E. gomphocephala em sua fração 

acetato de etila inibiu a produção de NO (20%), 5-LOX (48.0%) e COX-2 (49.7%) em 

células RAW 267.4 na concentração de 20 µg/mL, o que levou os autores a 

sugerirem que esta fração pode ser um potencial agente antitumoral devido à sua 

atividade anti-inflamatória (AL SAYED et al, 2012). VIGO et al (2004) verificaram que 

o extrato de E. globulus inibiu significativamente a produção de NO estimulados por 

LPS, na linhagem de células de macrófagos murinos J774A.1. O estudo ainda 

sugere que o mecanismo desta inibição da produção de radicais NO por este extrato 

pode ser devido à sua atividade de eliminação de radicais livres e/ou pela inibição da 

transcrição do gene iNOS. O composto isolado citral (3 - 12 μg/mL), um terpenoide, 

inibiu significativamente a produção de óxido nítrico, induzida por LPS em células 

RAW 264.7, inibindo a atividade de transcrição e expressão de iNOS, sugerindo que 

este composto possui ação anti-inflamatória e os seus efeitos podem estar 

relacionados à inibição da produção de NO pela supressão da ativação de fatores de 

transcrição (LEE et al, 2008).  

 

5.8.2 Ensaio da Produção de TNF-α 
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O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) desempenha um papel importante no 

controle inicial e de longa duração da tuberculose. Segundo Galli et al (2008), a 

atividade imunomoduladora dos monócitos é exercida quando os mesmos 

promovem a migração, a maturação, a diferenciação e a função de células 

imunitárias através da secreção de fatores, tais como o fator de necrose tumoral 

(TNF-) e quimiocinas.  

Há na literatura muitos estudos sobre a avaliação da atividade anti-

inflamatória de extratos e metabólitos secundários isolados a partir de plantas 

medicinais. Estes estudos foram realizados por meio de diferentes modelos 

farmacológicos tanto in vivo como in vitro (NEWMAN et al, 2003;. SETTY e SIGAL, 

2005).  

Moléculas de origem naturais podem ter a capacidade de inibir fatores que 

contribuem para o processo inflamatório como: citocinas proinflamatórias, moléculas 

de adesão, fatores nucleares e outras enzimas inflamatórias como iNOS e COX-2, 

exercendo assim atividade anti-inflamatória (ESTRADA et al, 2010). A Figura 18 

demonstra a atividade dos extratos brutos de E. alba e C. ambrosioides no teste de 

inibição da produção do fator de necrose tumoral (TNF-α) em macrófagos 

estimulados por LPS. 

 
Figura 18. Capacidade de inibição da produção de TNF-α por macrófagos estimulados com LPS após 

o tratamento com extrato bruto de E. alba e Chenopodium ambrosioides. Os dados representam a 
média da triplicata de um de três experimentos realizados com resultados semelhantes. * * p < 0,001 
quando comparado com controle (macrófagos estimulados com LPS e não tratados com extratos ou 
frações). 

A citocina pró-inflamatória TNF-α secretada pelos macrófagos, assim como o 

NO, causa dano tecidual ou celular quando em altas concentrações (BALKWILL et 
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al, 2001), com base nos resultados apresentados, pode se afirmar que o extrato 

bruto de E. alba possui capacidade de inibir a produção desta citocina quando 

utilizado na concentração de 100 μg/mL, sugerindo um potencial efeito anti-

inflamatório para este extrato.  

O extrato bruto de C. ambrosioides não reverteu à ação do estímulo com LPS, 

e foi incapaz de inibir a produção de TNF-α nas concentrações utilizadas neste 

estudo. Os dados não estão de acordo com estudos que utilizaram outras espécies 

do gênero Chenopodium, que demonstraram possuir atividade anti-inflamatória. 

Em um estudo que utilizou quatro frações, provenientes de sementes de 

Chenopodium quinoa, foram identificadas a presença de 11 saponinas por HPLC-

MS. Estas frações nas concentrações 100 e 200 μg/mL inibiram a produção de NO e 

também a liberação de TNF-α e IL-6 em células RAW 264.7 estimulada por LPS. A 

partir destes resultados, os autores concluíram que as saponinas de quinoa 

possuem potente atividade anti-inflamatória de forma dose-dependente e o 

mecanismo de ação pode estar associado à inibição da superprodução de 

mediadores inflamatórios, tais como NO, IL-6 e TNF-α (YAO et al, 2014).  

O composto isolado monoterpênico, para-cimeno, o qual pode ser encontrado 

no óleo essencial de C. ambrosioides, inibiu in vitro a produção de TNF-α quando 

utilizado na concentração de 53,58 µg/mL, além de IL-6 e IL-1β nas concentrações 

de 214,32 e 107,16 µg/ml, respectivamente, em células RAW 264.7 estimuladas por 

LPS. O teste in vivo utilizando camundongos C57BL/6 inibiu significativamente a 

liberação de TNF-α e IL-1β nas concentrações de 214,32, 107,16 e 53,58 μg/mL. Os 

autores sugeriram que o mecanismo da atividade anti-inflamatória envolve a 

modulação de citocinas através do bloqueio do fator de transcrição NF-kB e das vias 

de sinalização MAP-quinases (MAPK) (ZHONG et al, 2013). 

Com relação ao extrato bruto de E. alba, observou-se a reverção da ação do 

estímulo com LPS na concentração de 100 µg/mL, inibindo assim a produção de 

TNF-α. Considerando que o extrato bruto de E. alba inibiu a produção de TNF-α e 

NO e apresentou baixa citotoxicidade pelo método do MTT, os resultados sugerem 

um potencial agente anti-inflamatório para este extrato. Uma vez que não há estudos 

de imunomodulação com espécies do gênero Eucalyptus utilizando estes métodos, 

optou-se por comparar com outras espécies de gênero diferente. Neste sentido, 

BERNARDES (2014) verificou que o extrato metanólico de Schinus terebenthifolius 

inibiu a produção de TNF-α, NO e apresentou baixa citotoxicidade, o autor utilizou os 
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mesmos métodos e linhagem de células. Os resultados de tal estudo o levaram a 

sugerir a capacidade imunofarmacológica do extrato. 

Em outro estudo, compostos globulusina A e eucaglobulina, isolados do 

extrato aquoso das folhas de E. globullus, apresentaram atividade antioxidante e 

anti-inflamatória quando testados em culturas de células humanas - a linhagem de 

monócitos THP-1 co-estimuladas com forbol miristato acetato (PMA). Estes 

compostos suprimiram a produção das citocinas inflamatórias TNF-α e IL-1β nas 

concentrações de 2, 20 e 40 µg/mL (HASEGAWA et al, 2008). Schmid et al (2012) 

avaliaram a atividade imunomoduladora do composto isolado, Oenotheina B testado 

in vitro em células RAW 264.7 estimuladas por LPS. Nas concentrações de 10 – 60 

µg/mL o composto reduziu a produção de NO, a produção gênica de iNOS e de 

TNF-α. O mecanismo de ação desta atividade anti-inflamatória por este composto é 

desconhecido. Este elagitanino é encontrado nas folhas de espécies do gênero 

Eucalyptus. 

 

 

5.9 Toxicidade Oral Aguda dos Extratos de C. ambrosioides e E. alba e Análise 

Anatomo-Histopatológica 

 

 

Os extratos hidroetanólicos secos das folhas de C. ambrosioides e E. alba 

Reinw ex Blume foram avaliados quanto a toxicidade oral aguda em camundongos 

fêmeas. A triagem farmacológica e comportamental forneceu informações sobre a 

natureza da ação dos extratos na dose de 2500 mg/kg, sendo o teste realizado de 

acordo com a avaliação proposta por MALONE e ROBICHAUD (1983) modificado por 

BRITO (1994).  

Os animais tratados com os extratos hidroetanólicos (2500 mg/kg) não 

demonstraram quaisquer comprometimentos do sistema nervoso central, autônomo ou 

motor, mudança de comportamento ou outros, durante a avaliação da toxicidade aguda 

oral. 

Após a administração das doses de 2500 mg/kg dos extratos, os animais foram 

observados durante as 4 horas que se seguiram após gavagem dos extratos 

hidroetanólicos, os animais tratados não demonstraram nenhum sinal de toxicidade 
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evidente. Nenhuma morte foi observada durante os 14 dias de experimento, assim, 

ambos os extratos podem ser considerados de baixa toxicidade (VASCONCELOS, 

2002). Segundo a OECD 423, os extratos hidroetanólicos de C.ambrosioides e       

E. alba receberam a classificação de toxicidade V (DL50 estimada > 2000 mg/Kg).  

Uma vez que não houve mortes ou aparecimento de quaisquer sinais e sintomas de 

toxicidade com esta dose, avaliado de acordo com o screening hipocrático (ANEXO B) 

e pela avaliação da evolução ponderal, e também pelos resultados anátomo e 

histopatológicos, não houve necessidade de administração de doses menores do 

extrato hidroetanólico de C.ambrosioides e de E. alba.   

A literatura sobre C. ambrosioides (L) relata que o óleo essencial da planta 

apresenta efeitos toxicológicos em doses elevadas e uso prolongado (MONTOYA-

CABRERA et al, 1996). Neste estudo, o extrato hidroetanólico não apresentou 

toxicidade aguda oral na concentração de 2500 mg/kg quando testado em 

camundongos fêmeas. Visto que, não há estudos científicos de avaliação da 

toxicidade aguda oral desta espécie vegetal com este modelo animal, optou-se por 

comparar com outros modelos animais. DA SILVA et al, 2014, ao tratarem ratos 

fêmeas oralmente com extrato aquoso de C. ambrosioides nas doses 300, 1000, e 

3000 mg/kg não observaram efeito tóxico dependente da dose.  PEREIRA et al 

(2010) realizaram um estudo toxicológico com tratamento subcrônico, utilizando o 

extrato hidroetanólico de C. ambrosioides em camundongos. O tratamento com as 

dosagens mais elevadas (700 a 1000 mg/kg) induziu alterações no peso, contudo 

não foi letal, o que levou aos autores a sugerirem que o produto utilizado em doses 

adequadas é seguro. A toxicidade da espécie C. ambrosioides quando observada é 

associada aos componentes do óleo essencial (MONZOTE et al, 2009, 2011). O 

composto isolado ascaridol quando testado na dose de 100 mg/kg em camundongos 

machos induziu hipotermia e atividade motora diminuída, na dose de 300 mg/kg 

ocasionou a morte dos camundongos (OKUYAMA et al, 1993). Além do exame 

utilizando o screening hipocrático, foram avaliados tanto macro quanto 

microscopicamente o cérebro e cerebelo, o coração, pulmão, fígado e rins de todos 

os animais. Características da pele e pelos normais (cor, textura, densidade, 

espessura, comprimento dos pelos) também foram verificados e não houve 

alterações nos membros, orelhas, língua, dentes e olhos. 

A anatomo-histopatologia torna-se uma ferramenta valiosa para avaliação de 

dano a um determinado órgão tanto ao nível macroscópico quanto microscópico, 
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uma vez que inclui neste exame a observação de processos agudos, dentre os quais 

a inflamação aguda que tem como consequência lesão ou morte celular e a 

avaliação de processos alérgicos pela presença de eosinófilos e modificações 

teciduais (CULLING et al, 1985). 

Do ponto de vista macroscópico os animais tratados com o extrato 

hidroetanólico de C. ambrosioides não apresentaram alterações anatômicas dos 

órgãos. Na avaliação microscópica, o coração, os rins e o sistema nervoso central 

encontravam-se dentro dos limites da normalidade histológica. Houve sinais de 

esteatose microvesicular e antígeno linfocitário no fígado. Estas discretas alterações 

possivelmente são em virtude de alguns fatores, tais como alimentação (haja vista 

que este tipo de ração contém um teor elevado de gordura) ou estresse (decorrente 

dos procedimentos de manipulação diária). A presença de antígeno linfocitário no 

fígado pode ser decorrente da qualidade dos animais fornecidos pelo Biotério e não 

significam sinais de toxicidade ao extrato vegetal, tampouco invalidam os controles. 

O achado de esteatose microvesicular discreta não alcoólica foi comum também em 

outros estudos histopatológicos que utilizaram camundongos de ambos os gêneros, 

provenientes do Biotério Central da UFPA (GOMES, 2011; VILHENA, 2012; SANCHES, 

2013). O estudo histológico dos pulmões revelou hiperemia e hemorragia podendo 

estar associada ao sacrifício.  

Os resultados preliminares obtidos no ensaio de toxicidade mostram que o 

extrato bruto de C.ambrosioides não possui toxicidade evidente nos modelos e na 

concentração (2500 mg/kg) testada. Testes posteriores avaliarão se o extrato apresenta 

toxicidade in vivo em doses repetidas (ensaio de toxicidade oral subcrônico) e outros 

deverão ser realizados para avaliar o potencial mutagênico, carcinogênico ou 

teratogênico deste extrato vegetal.  

Com relação à outra espécie em estudo, o extrato de E. alba também não 

foram evidentes sinais de toxicidade na dose empregada (2500 mg/kg), 

corroborando com a classificação do Extrato Hidroetanólico de E. alba em baixa 

toxicidade (toxicidade V), segundo a triagem comportamental e farmacológica no 

modelo animal camundongo e na dose testada. No que concerne com a análise 

histopatológica do extrato hidroetanólico de Eucalyptus, os animais tratados com o 

extrato hidroetanólico de E. alba não apresentaram alterações anatômicas dos 

órgãos. Na avaliação microscópica, o coração, os rins e o sistema nervoso central 

encontravam-se dentro dos limites da normalidade histológica. Houve sinais de 
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esteatose microvesicular e antígeno linfocitário no fígado, além de presença de 

hiperemia e hemorragia decorrente do sacrifício, que não está ligada a atividade do 

extrato. Outras espécies do gênero Eucalyptus foram avaliadas em estudo de 

toxicidade oral aguda e não demonstraram efeito tóxico na dose testada. KABIRU et 

al (2012) não observaram sinais de toxicidade oral aguda nas doses de 1000 – 5000 

mg/kg do extrato metanólico das folhas de E. camaldulensis em camundongos e 

confirmaram a segurança do extrato, uma vez que mesmo na maior dose testada 

não foram verificadas letalidade.  

MACEDO et al (2011) avaliaram, em camundongos Swiss albinos, a 

toxicidade aguda oral do óleo essencial das folhas de E. citriodora. A administração 

oral deste óleo essencial nas doses de 3000 e 2000 mg/kg não apresentaram sinais 

evidentes de toxicidade durante os dias de observação. Xu et al (2014) testaram os 

efeitos da toxicidade oral aguda e subaguda do composto isolado de Eucalyptus, 1,8 

cineol em camundongos. A dose de 3000 mg/kg apresentou baixa toxicidade, e a 

DL50 foi de 3850 mg/kg. No teste de toxicidade oral subaguda não houve alteração 

no peso corporal do animal e do peso dos órgãos. O exame histopatológico mostrou 

a presença de degeneração granular e vacuolar no tecido do fígado e rim na maior 

dose de 1,8 cineol. 

Os resultados obtidos nos testes de toxicidade oral aguda mostraram que o 

extrato hidroetanólico das folhas de E. alba não possui toxicidade evidente nos modelos 

e nas concentrações avaliadas. Ressalta-se que a fração acetato de etila de E. alba 

apresentou elevada citotoxicidade pelo método do MTT utilizando a linhagem celular 

RAW 264.7. Contudo, o extrato hidroetanólico de E. alba não demonstrou causar danos 

teciduais aos órgãos avaliados. Com base nestes resultados, sugere-se a utilização de 

estudos biológicos futuros empregando o extrato hidroetanólico de E. alba  com a 

finalidade de se obter um insumo farmacêutico ativo. A elevada citotoxicidade da fração 

acetato de etila pode comprometer o seu uso em formulações por via oral, apesar disso, 

são necessários estudos com esta fração para a sua posterior utilização como insumo 

em preparações de uso tópico, visto que, observamos uma ação efetiva desta fração 

sobre a espécie patogênica M. fortuitum, que causa infecção cutânea e subcutânea 

secundária a trauma, além disso, os efeitos citotóxico e anti-inflamatório apresentados 

por esta fração podem ser interessantes em pesquisas de atividade antitumoral. 
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6 CONCLUSOES 

 

 

Por meio da caracterização físico-química e microbiológica dos extratos de   

C. ambrosioides e E. alba foi possível conseguir especificações dos parâmetros de 

controle de qualidade dos extratos que atingiram valores aceitáveis quando 

comparados com a literatura específica para plantas medicinais, sendo estes 

parâmetros importantes para as etapas de elaboração de um insumo farmacêutico 

ativo.    

A prospecção fitoquímica preliminar do extrato hidroetanólico de                    

C. ambrosioides identificou a presença de triperpenoides e esteroides, sendo este 

metabólitos secundários de interesse farmacológicopois possuem atividade 

antimicobacteriana e anti-inflamatória comprovada. Já o estudo da fitoquímica do 

extrato hidroetanólico de E. alba revelou a presença de saponinas, ácidos orgânicos, 

fenóis e taninos e lactonas sesquiterpênicas. 

O extrato hidroetanólico de C. ambrosiodes não apresentou atividade frente 

às cepas de micobactérias tuberculosa e não tuberculosa in vitro. A análise da 

atividade antimicobacteriana da fração clorofórmica de C. ambrosioides evidenciou 

eficácia moderada frente à cepa de M. tuberculosis.  

Os resultados obtidos através da avaliação da atividade antimicobacteriana 

corroboraram a hipótese da ação anti-M. fortuitum do extrato bruto das folhas de         

E. alba e permite concluir que a espécie em questão apresenta um potencial 

biológico importante contra infecções oportunistas decorrentes desta micobactéria. A 

fração acetato de etila de E. alba foi efetiva contra as cepas de M. tuberculosis e         

M. fortuitum.  

O extrato hidroetanólico de C. ambrosioides também não demonstrou 

atividade citotóxica, tampouco sinal evidente de toxicidade oral aguda em 

camundongos na dose testada.  

Extrato de E. alba não apresentou citotoxicidade como também não 

apresentou sinal evidente de toxicidade aguda em camundongos na dose oral 

testada.Os ensaios preliminares de avaliação da atividade anti-inflamatória in vitro 

identificaram uma potencial ação anti-inflamatória do extrato hidroetanólico de           

E. alba.  

A fração acetato de etila de E. alba apresentou potencial citotoxicidade quando 
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utilizada em altas concentrações. Outras frações também apresentaram alguma 

citotoxicidade aparente em altas concentrações (hêxanica e metanólica de                     

C. ambrosioides e hexânica de E. alba), enquanto as demais frações não tiveram 

atividade antimicobacteriana in vitro e também não foram citotóxicas. 

Os conjuntos dos resultados indicam uma boa perspectiva quanto à 

segurança e ao uso da fração clorofórmica de C. ambrosioides e sugerem estudos 

posteriores. Fica evidente a necessidade do isolamento dos metabótitos secundários 

ativos desta fração para observar a atividade antimicobacteriana destes metabólitos 

puros in vitro. Os resultados do extrato hidroetanólico de E. alba podem subsidiar 

estudos visando a utilização deste extrato como insumo farmacêutico. E também 

para o desenvolvimento de produtos fitoterápicos com atividade antibacteriana.  

E este estudo representa o início da pesquisa em relação aos esforços para 

se obter um novo fármaco ou fitoterápico com atividade antimicobacteriana, não 

citotóxico, com atuação na modulação de citocinas inflamatórias e 

imunomodulatórias. 

Por fim, este estudo apresenta resultados obtidos de maneira metódica e 

científica, fornecendo dados que despertam na comunidade acadêmica a 

importância de estudar as plantas medicinais usadas pelos nossos ancestrais e 

abundante na flora brasileira.  
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