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RESUMO 

  

As doenças cardiovasculares são uma das principais causas de morte em todo o mundo. 

Diante deste contexto, a utilização de produtos naturais vem apresentando-se como uma 

importante fonte de bioprodutos com potenciais aplicações terapêuticas. Na busca por 

compostos biologicamente ativos da família Clusiaceae, a espécie Platonia insignis Mart., 

conhecida popularmente como “bacuri”, tem demonstrado efeito vasorrelaxante, antioxidante 

e hipotensor in vivo, evidenciando sua promissora aplicação no desenvolvimento de produtos 

para o tratamento de doenças cardiovasculares envolvendo estresse oxidativo. Assim, o 

objetivo desse trabalho é investigar os efeitos toxicológicos, antioxidantes e vasorrelaxante de 

uma manteiga industrializada obtida das sementes de Platonia insignis Mart. (MIB), através 

de ensaios in vitro e in vivo, para potencial aplicação no tratamento da hipertensão. A 

atividade citotóxica foi inicialmente realizada através do ensaio do MTT em macrófagos 

murinos e em eritrócitos de sangue de carneiro. No presente estudo, observou-se uma redução 

da viabilidade celular por avaliação da atividade mitocondrial de modo dependente de 

concentração, com valor de concentração citotóxica média (CC50) igual a 124,036 µg/ml e na 

atividade hemolítica, registrou-se uma baixa citotoxicidade uma vez que a MIB promoveu 

menos de 10% de hemólise na concentração mais alta testada (800 µg/ml), não sendo possível 

determinar a concentração hemolítica média. Posteriormente realizaram-se ensaios 

antioxidantes in vitro, avaliando os efeitos da MIB na formação de espécies reativas de ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), nitrito (NO2) e radical hidroxila (HO
-
). Em todos os ensaios, a MIB 

apresentou atividade antioxidante equipotente quando comparada ao controle positivo. Em 

seguida, a avaliação toxicológica aguda oral in vivo foi realizada através do Teste de Dose 

Fixa (Diretriz OECD nº 420, 2000), com modificações. Não foram observadas mortes ou 

alterações nos parâmetros clínicos e comportamentais avaliados, assim como nos parâmetros 

bioquímicos séricos, no peso e na avaliação macroscópica dos órgãos.  Adiante, avaliou-se a 

responsividade ex vivo de preparações de artéria aorta à acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato 

de sódio (NPS) após o tratamento subagudo (7 dias) com MIB (25, 50 e 100 mg/kg) em ratas 

submetidas à hipertensão induzida por L-NAME (50 mg/kg·dia, por 21 dias). As preparações 

de aorta dos animais tratados com a MIB na dose de 25 mg/kg apresentaram maior reatividade 

à acetilcolina, mas não intensificaram a resposta do vaso ao NPS em comparação com o grupo 

controle hipertenso, instigando a necessidade de ensaios complementares. Nos ensaios 

antioxidantes in vivo, investigou-se os efeitos da MIB (25, 50 e 100 mg/kg) sobre os níveis de 

malondialdeído (MDA), glutationa reduzida (GSH), mieloperoxidase (MPO), superóxido 

dismutase (SOD) e catalase (CAT) em eritrócitos ou plasma de ratas submetidas à hipertensão 

induzida por LNAME (50 mg/kg·dia, por 21 dias). Os resultados dos testes demonstram que 

houve uma redução significativa nos níveis de MDA e MPO e alterações relevantes do ponto 

de vista estatístico nos níveis de GSH e SOD dos animais hipertensos tratados com a MIB 

quando comparados com o controle hipertenso. Todos esses resultados ressaltam o imenso 

potencial terapêutico da MIB frente às doenças hipertensivas e ao estresse oxidativos 

correlacionado, abrindo caminho para o estudo de novos ramos terapêuticos no tratamento de 

indivíduos hipertensos.    

Palavras-Chave: Bacuri. L-NAME. Estresse oxidativo. Hipertensão. Reatividade vascular.  
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ABSTRACT 

  

Cardiovascular diseases are one of the leading causes of death worldwide. In this context, the 

use of natural products has been presented as an important source of bioproducts with 

potential therapeutic applications. In the search for biologically active compounds of the 

Clusiaceae family, Platonia insignis Mart., Popularly known as “bacuri”, has shown 

vasorelaxant, antioxidant and hypotensive effects in vivo, showing its promising application 

in the development of products for the treatment of cardiovascular diseases involving 

oxidative stress. Thus, the objective of this work is to investigate the toxicological, 

antioxidant and vasorelaxing effects of an industrialized butter obtained from Platonia 

insignis Mart seeds. (MIB), through in vitro and in vivo assays, for potential application in the 

treatment of hypertension. Cytotoxic activity was initially performed by MTT assay on 

murine macrophages and sheep blood erythrocytes. In the present study, a reduction in cell 

viability was observed by assessing concentration-dependent mitochondrial activity with a 

mean cytotoxic concentration (CC50) of 124.036 µg/ml and a low cytotoxicity was observed 

in hemolytic activity. Since MIB promoted less than 10% hemolysis at the highest 

concentration tested (800 µg/ml), the mean hemolytic concentration could not be determined. 

Subsequently, in vitro antioxidant assays were performed to evaluate the effects of MIB on 

the formation of reactive thiobarbituric acid (TBARS), nitrite (NO2
-
) and hydroxyl radical 

(HO
-
) species. In all assays, MIB showed equipotent antioxidant activity when compared to 

the positive control. Subsequently, acute oral toxicological evaluation in vivo was performed 

using the Fixed Dose Test (OECD Guideline 420, 2000), with modifications. No deaths or 

changes were observed in the clinical and behavioral parameters evaluated, as well as in 

serum biochemical parameters, weight and macroscopic evaluation of organs. Ahead, the ex 

vivo responsiveness of aortic artery preparations to acetylcholine (ACh) and sodium 

nitroprusside (SPN) after subacute treatment (7 days) with MIB (25, 50 and 100 mg/kg) in 

rats subjected was evaluated. L-NAME-induced hypertension (50 mg/kg·day for 21 days). 

Aortic preparations of animals treated with MIB at 25 mg/kg showed higher reactivity to 

acetylcholine, but did not intensify the vessel response to SNP compared to the hypertensive 

control group, prompting the need for further trials. In the in vivo antioxidant assays, the 

effects of MIB (25, 50 and 100 mg/kg) on malondialdehyde (MDA), reduced glutathione 

(GSH), myeloperoxidase (MPO), superoxide dismutase (SOD) and catalase levels were 

investigated. (CAT) in erythrocytes or plasma of rats submitted to LNAME-induced 

hypertension (50 mg/kg · day for 21 days). Test results demonstrate that there was a 

significant reduction in MDA and MPO levels and a significant increase in GSH and SOD 

levels of hypertensive animals treated with MIB compared with hypertensive control. All 

these results underscore the immense therapeutic potential of MIB against hypertensive 

diseases and related oxidative stress, paving the way for the study of new therapeutic branches 

in the treatment of hypertensive individuals.  

Keywords: Bacuri. L-NAME. Oxidative stress. Hypertension. Vascular Reactivity.  

 
 

 

 



 

  

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 

Figura 1: Esquema Representativo das Principais Especies Reativas ..................................... 21 

Figura 2: Esquema Representativo dos Principais Sistemas Antioxidantes ........................... 22 

Figura 3: Esquema Representativo do Estresse Oxidativo ...................................................... 23 

Figura 4: A interferência do estresse oxidativo no controle da Pressão Arterial .................... 25 

Figura 5: Reações e Transformações do ânion superóxido ..................................................... 26 

Figura 6: Platonia insignis Mart. (A – Fruto Fechado, B- Fruto Aberto, C- Polpa, D- Semente 

Fechada, E- Semente Aberta). .................................................................................................. 29 

Figura 7: Esquematização do teste de viabilidade celular de macrófagos peritoneais murinos 

frente a MBI.............................................................................................................................. 32 

Figura 8: Esquematização do teste de atividade hemolítica da MIB em eritrócitos de sangue 

de carneiro. ............................................................................................................................... 33 

Figura 9: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a peroxidação 

lipídica. ..................................................................................................................................... 34 

Figura 10: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro do MIB contra a formação do 

radical hidroxila (OH•). ............................................................................................................ 35 

Figura 11: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro do MIB contra a formação de 

óxido nítrico (•NO) ................................................................................................................... 36 

Figura 12: Esquema do teste de toxicidade aguda por via oral. .............................................. 38 

Figura 13: Esquema de pré-indução da hipertensão arterial pelo L-NAME em animais 

submetidos ao tratamento com a MIB para avaliação da atividade antioxidante e da 

reatividade vascular. ................................................................................................................. 39 

Figura 14: Diagrama esquemático de uma preparação de anel de aorta de ratos em banho de 

órgãos........................................................................................................................................ 40 

Figura 15: A) Esquema representativo da resposta vascular à curva concentração-resposta à 

Phe; B) Esquema representativo da resposta vascular á curva concentração resposta à ACh ou 

NPS (Modificado de Peçanha, 2009) ....................................................................................... 41 

Figura 16: Efeito citotóxico da MIB sobre macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c. 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. **p<0,01 e ***p<0,001 quando 

comparado com o grupo controle. ............................................................................................ 45 

Figura 17: Atividade hemolítica da MIB em eritrócitos obtidos de sangue de carneiro. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando 

com grupo controle. .................................................................................................................. 47 



 

  

Figura 18: Atividade Antioxidante da MIB pela reduçãos dos níveis de TBARS. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. ..................................................................... 48 

Figura 19: Atividade antioxidante da MIB pela remoção do radical hidroxila. Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. ...................................................................................... 49 

Figura 20: Atividade antioxidante da MIB pela inibição da produção do radical nitrito. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. ..................................................................... 50 

Figura 21: Evolução ponderal em gramas de ratas Wistar tratadas com veículo ou MIB (2,0 

g/kg) por via oral. Dados representados por média ± EPM (n=5/grupo). ................................ 53 

Figura 22: Curva concentração-resposta de acetilcolina (ACh) em anéis de aorta de ratos 

hipertensos induzidos pelo L-Name. *p<0,05 vs controle. Two-way ANOVA. ..................... 57 

Figura 23: Efeito do Tratamento agudo com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg na resposta 

vasorelaxante da ACh em anéis de aorta de ratos hipertensos induzidos pelo L-NAME. 

*p<0,05 vs hipertenso. Two way anova. .................................................................................. 58 

Figura 24: Curva concentração-resposta do Nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis de aorta 

de ratos hipertensos induzidos pelo L-Name. *p<0,05 vs controle. Two way anova .............. 60 

Figura 25: Efeito do Tratamento agudo com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg na resposta 

vasorelaxante do NPS em anéis de aorta de ratos hipertensos induzidos pelo L-NAME. 

*p<0,05 vs hipertenso. Two way anova ................................................................................... 60 

Figura 26: Avaliação da atividade antioxidante da MIB no plasma de animais hipertensos 

induzidos pelo L-NAME, através da medida da capacidade protetora contra a lipoperoxidação 

de membrana. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA. ................................................................. 62 

Figura 27: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida plasmática de MPO. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA. 64 

Figura 28: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida de GSH eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA 65 

Figura 29: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida da SOD eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA 66 

Figura 30: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo  L-NAME, através da medida da CAT eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA67 

 

 
 

 



 

  

LISTA DE TABELAS 
 

Tabela 1: Sinais clínicos e comportamentais avaliados ao longo de 14 dias após a 

administração aguda da MIB (2,0 g/kg) e água destilada por via oral. .................................... 52 

Tabela 2: Avaliação dos parâmetros bioquímicos séricos em ratas Wistar fêmeas tratadas com 

a MIB por via oral. Os valores representam à média ± EPM ................................................... 54 

Tabela 3:  Peso médio relativo dos órgãos dos animais após 14 dias do tratamento agudo com 

veículo ou a MIB por via oral na dose de 2,0 g/kg. Os valores representam à média ± EPM. 55 

Tabela 4:  Avaliação dos parâmetros bioquímicos plasmáticos em ratas Wistar hipertensas 

induzidas pelo L-NAME tratadas com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg. Os valores 

representam à média ± EPM. .................................................................................................... 69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E MEDIDAS 

 
  

AAPH – Dicloridrato de 2,2’-Azobis (2-amidinopropano) 

ACh – Acetilcolina 

AcOEt – Acetato de etila 

ALT- Alanina aminotransferase  

Ang II – Angiotensina II 

ANOVA- Análise de Variância  

ANVISA – Agência Nacional de Vigilância Sanitária  

AST - Aspartato aminotransferase  

AT1 – Receptor da Angiotensina II 

BBI – Banha-manteiga de bacuri industrializada 

BBU- Banha-manteiga de bacuri produzida na UFPI 

BHT – Hidroxitolueno butilado 

CAT –  Catalase  

CC50- Concentração Citotóxica Média  

CEEA- Comitê de Ética em Experimentação Animal  

CGAR-EM – Cromatografia Gasosa de alta Resolução 

CH50 - Concentração Hemolítica Média  

CL50 - Concentração Letal Média  

CO2 – Ácido Carbônico 

DCNT – Doenças Crõnicas Não-Tranmissiveis 

DCV- Doenças Cardiovasculares 

DL50- Dose Letal Média  

DNA - Àcido desoxirribonucleico  

DMSO - Dimetilsulfóxido  

EDTA- Ácido etilenodiamino tetra-acético  

EHSB – Extrato Hexânico da Semente do Bacuri 

EHSB:βCD – Complexo de Inclusão do Extrato Hexânico da Semente do Bacuri com β-

ciclodextrina 

EDCF – Fatores de Contração Derivado do Endotélio   

eNOS – Oxido Nítrico Síntese endotelial 

EO – Estresse oxidativo 



 

  

ER – Espécies Reativas 

ERO - Espécies Reativas de Oxigênio 

ERN – Espécies Reativas de Nitrogênio 

ET-1 – Endotelina - 1 

FA- Fosfatase alcalina  

FBS  - Soro Fetal Bovino 

FDA- Food and Drug Administration  

FeSO4 – Sulfato de Ferro 

FR – Fatores de Risco 

Fr-AcOET – Fração Acetato de Etila 

GFC – Garcinielliptona FC 

GHS – Sistema de Classificação Globalmente Padronizado  

GSH – Glutationa Peroxidase  

g - Grama  

HAS – Hipertensão Arterial Sistêmica 

HCl – Ácido Clorídrico  

H2O2 - Peroxido de Hidrogênio 

HO- -  Hidroxila 

HPLC –  Cromatografia líquida de alta eficiência   

IE – Ionização de elétrons  

L-NAME - Éster metílico da N-nitroarginina  

MDA – Malondialdeído 

MIB – Manteiga Industrializada do Bacuri 

MPO – Mieloperoxidase  

MTT- Brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazólio  

N2 – Nitrogênio 

NaCl – Cloreto de Sódio 

NaOH – Hidróxido de sódio 

NO – Oxido Nítrico 

NOSc – Oxido Nítrico Sintetase Constitutiva 

NO2
-
 -  Nitrito 

NPS – Nitroprussiato de Sódio 

  



 

  

OECD- Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico  

OMS – Organização Mundial de Saúde  

PA – Pressão Arterial 

PHE – Fenilefrina 

PBS- Solução fisiológica tampão fosfato  

RL – Radical Livre 

SNA – Sistema Nervoso Autônomo 

SOD – Superóxido Dismutase 

SRAA - Sistema Regina Angiotensina Aldosterona 

TBARS – Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitúrico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

SUMÁRIO 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES .................................................................................................. 11 

LISTA DE TABELAS ............................................................................................................ 13 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E MEDIDAS ................................................ 14 

1.0 INTRODUÇÃO ................................................................................................................ 17 

2.0 OBJETIVOS ..................................................................................................................... 20 

2.1  Geral.................................................................................................................................. 20 

2.2 Específicos ......................................................................................................................... 20 

3.0 REVISÃO DE LITERATURA ........................................................................................ 21 

3.1 Espécies Reativas .............................................................................................................. 21 

3.2 Doenças Cardiovasculares ............................................................................................... 23 

3.3 O Estresse Oxidativo no Desenvolvimento da Hipertensão Arterial Sistêmica .......... 25 

3.4 Plantas Medicinais ............................................................................................................ 27 

3.5 Platonia insignis Mart. ..................................................................................................... 28 

4.0 METODOLOGIA ............................................................................................................. 31 

4.1 Material vegetal ................................................................................................................ 31 

4.1.1. Obtenção da Manteiga .......................................................................................... 31 

4.2 Ensaios in vitro .................................................................................................................. 31 

4.2.1 Avaliação toxicológica ............................................................................................ 31 

4.2.1.1 Animais e cultivo celular..................................................................................... 31 

4.2.1.2 Citotoxicidade da MIB pelo ensaio do MTT em macrófagos peritoneais 

murinos .................................................................................................................................... 31 

4.2.1.3 Atividade hemolítica da MIB em eritrócitos de carneiro ................................ 32 

4.2.1.4 Análise Estatística ............................................................................................... 33 

4.2.2 Avaliação do potencial antioxidante ..................................................................... 33 

4.2.2.1 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a peroxidação lipídica.............. 33 

4.2.2.2 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a formação do radical hidroxila 

(OH•) ........................................................................................................................................ 34 

4.2.2.3 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a formação de óxido nítrico (• 

NO). .......................................................................................................................................... 35 

4.2.2.4 Análise Estatística ............................................................................................... 36 

4.3 Ensaios in vivo ................................................................................................................... 36 

4.3.1 Avaliação toxicológica ............................................................................................ 36 



 

  

4.3.1.1 Animais utilizados nos protocolos ...................................................................... 36 

4.3.1.2. Toxicidade aguda................................................................................................ 36 

4.3.1.3 Avaliação de parâmetros clínicos e comportamentais ..................................... 37 

4.3.1.4 Análise dos parâmetros bioquímicos ................................................................. 37 

4.3.1.5 Avaliação de peso corporal e peso dos órgãos dos animais ............................. 37 

4.3.1.6 Análise Estatística ............................................................................................... 38 

4.3.2 Indução da Hipertensão Arterial Sistêmica ......................................................... 38 

4.3.3 Avaliação da reatividade vascular induzida pela MIB em anéis de aorta de 

ratas hipertensas L-NAME. ................................................................................................... 40 

4.3.3.1 Preparações de anéis de artéria aortica ............................................................ 40 

4.3.3.2 Avaliação da reatividade vascular ex vivo à acetilcolina e ao nitroprussiato de 

sódio ......................................................................................................................................... 41 

4.3.4 Avaliação da atividade antioxidante da MIB ................................................. 41 

4.3.4.1 Efeito da MIB sobre a atividade plasmática da mieloperoxidase (MPO) ...... 41 

4.3.4.2 Determinação dos níveis de concentração plasmáticas de MDA .................... 42 

4.3.4.3 Determinação da concentração de grupos sulfídricos não proteicos 

(glutationa – GSH) nos eritrócitos. ....................................................................................... 42 

4.3.4.5 Efeito da MIB sobre a atividade da Superóxido dismutase (SOD) 

eritrocitária ............................................................................................................................. 43 

4.3.4.6 Efeito da MIB sobre a atividade da Catalase (CAT) nos eritrócitos. ............. 43 

4.3.4.7 Dosagem de hemoglobina no hemolisado .......................................................... 43 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO........................................................................................ 45 

5.1 Avaliação toxicológica in vitro ......................................................................................... 45 

5.2 Avaliação do potencial antioxidante in vitro .................................................................. 47 

5.3 Avaliação toxicológica in vivo .......................................................................................... 51 

5.4 Reatividade vascular ........................................................................................................ 55 

5.5 Avaliação da atividade antioxidante in vivo ................................................................... 61 

5.6 Avaliação Bioquimica ....................................................................................................... 67 

6.0 CONCLUSÃO ................................................................................................................... 70 

7.0 REFERÊNCIAS................................................................................................................ 71 

 

 



17 

 

                                                                                                                  

  

1.0 INTRODUÇÃO 

As doenças cardiovasculares (DCV) são a principal causa de morte no mundo, e no 

Brasil representam cerca de 30% dos óbitos. Mais pessoas morrem anualmente por essas 

doenças do que por qualquer outra causa. Registros demonstram que elas matam duas vezes 

mais que todos os tipos de câncer e seis vezes mais que as infecções, incluídas as mortes por 

síndrome de imunodeficiência adquirida (AIDS) (ROCHA E MARTINS, 2017), sendo a 

hipertensão arterial sistêmica (HAS) uma das grandes responsáveis por esses óbitos. No 

Brasil, HAS atinge 32,5% (36 milhões) de indivíduos adultos, contribundo para 50% das 

mortes por DCV, tendo desencadeado cerca de 200 mil mortes até o final de 2013 (VII 

Diretrizes Brasileiras de Hipertensão, 2016). A Sociedade Brasileira de Cardiologia já 

registrou cerca de 300 mil mortes até o início de outubro de 2019 por doenças do sistema 

cardiovascular. A informação está registrada no “Cardiômetro”, ferramenta de alerta que a 

Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) inaugurada no final de 2016 

(http://www.cardiometro.com.br/). 

 Apesar do expressivo arsenal terapêutico para o tratamento da HAS, a taxa de 

morbimortalidade continua alta. Visto que, embora eficazes, esses medicamentos também 

podem causar efeitos colaterais inconvenientes, gerando o abandono do tratamento. Diante de 

tal fato, a população vem resgatando o conhecimento milenar sobre as plantas medicinais 

(SILVEIRA, et al., 2008).  Representando um importante ponto de partida para a descoberta 

de vários medicamentos, as plantas medicinais não são unicamente uma fonte potencial de 

princípios ativos quimicamente definidos. O uso de extratos padronizados tem demonstrado 

importante relevância terapêutica e, nesse contexto, a atividade farmacológica deve estar 

caracterizada, assim como a identificação dos compostos marcadores responsáveis por ela. 

Em alguns casos, o efeito terapêutico pode resultar da ação combinada de grupos de 

constituintes, em vez de apenas um único princípio ativo isolado (HOSTETTMANN et al., 

2003).  

 Estima-se que 25% dos medicamentos existentes são derivados de plantas. Podendo 

chegar a 70% quando se leva em conta o mercado de medicamentos antineoplásicos e de 

antibióticos (CALIXTO, 2013). Sendo o Brasil o país que detém a maior parcela da 

biodiversidade, em torno de 15 a 20% do total mundial, a nação tornou-se detentora de uma 

rica diversidade cultural e étnica que resultou em um acúmulo considerável de conhecimentos 

e tecnologias tradicionais, passados de geração a geração, entre os quais se destaca o vasto 
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acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais. Como estratégia na 

investigação dessas plantas, a etnofarmacologia pode ser uma ferramenta importante na 

recuperação do conhecimento milenar e secular e, até mesmo, recursos terapêuticos naturais 

contemporâneos, o que permite combinar o conhecimento empírico ao científico, facilitando a 

descoberta de novos agentes biologicamente ativos, através da redução do tempo e custo de 

triagem farmacológica e toxicológica (ELISABETSKY, 2003).   

Nesse contexto, a espécie Platonia insignis Mart., uma planta nativa da Região 

Amazônica Brasileira popularmente conhecida como “bacurizeiro”, tem ganhado destaque. 

Esta planta é distribuída naturalmente em todos os Estados das regiões Norte e Nordeste do 

Brasil, mais precisamente nos estados do Pará, Mato Grosso, Maranhão e Piauí (LUSTOSA et 

al., 2016). A polpa dos frutos de P. insignis é largamente empregada em indústria alimentícia, 

como matéria-prima para a produção de sucos, sorvetes, doces e bebidas, com promissor 

potencial antioxidante (COSTA-JÚNIOR, 2011a; NASCIMENTO et al., 2014). As sementes 

são usadas na produção de sabões ou manteigas e o material graxo extraído a partir do óleo 

das sementes tem sido usado no tratamento de diversas doenças em humanos e animais, 

aproveitando-se suas ações no combate a queimaduras, eczemas, herpes, diarreia e feridas. 

Estudos têm reportado atividade antimicrobiana, antitumoral, citotóxica, anti-inflamatória e 

antileishmania para as sementes de Platonia insignis (AGRA et al., 2008; LUSTOSA et al., 

2016; LUSTOSA et al., 2018).  

Ainda quanto ao estudo das possíveis atividades de Platonia insignis, foi 

comprovada a ação antioxidante do extrato hexânico de suas sementes (EHSB), bem como do 

complexo de inclusão deste extrato em β-ciclodextrina (EHSB:βCD), através de abordagens 

in vitro relacionadas à inibição da formação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), eremoção dos radicais hidroxila e nitrito. Os resultados demonstraram que o efeito 

antioxidante foi significativamente potencializado após a complexação da manteiga das 

sementes de P. insignis (NASCIMENTO, 2014). Além do mais, há relatos de baixa toxicidade 

em modelos in vitro e in vivo, assim como capacidade imunomodulatora do extrato hexânico 

obtido em bancada e da manteiga obtida industrialmente (LUSTOSA et al., 2016; LUSTOSA 

et al., 2018).  

A família Clusiaceae, a qual pertence a espécie Platonia insignis, tem sido alvo de 

estudos em função de sua riqueza em metabólitos secundários, incluindo as benzofenonas 

poliisopreniladas. Esta classe de compostos tem sido sistematicamente estudada em função 

das várias atividades biológicas apresentadas e aplicações terapêuticas promissoras, tais como 
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atividade vasorrelaxante, citotóxica, antimicrobiana, antiparasitária, leishmanicida, 

antioxidante, antifúngica, anti-HIV, antiviral, anti-anafilática, hepatoprotetora, antidiabética e 

atividades anti-inflamatórias (ARCANJO et al., 2014; KUMAR et al., 2013; WU et al., 

2008).     

No que diz respeito aos efeitos antioxidantes, sabe-se que no sistema cardiovascular 

os radicais livres trabalham como sinalizadores que regulam as funções vasculares, 

produzidas em várias camadas, como endotélio e músculo liso. Essas espécies incluem ânion 

superóxido (O2
-
), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH), óxido nítrico (NO), 

peroxinitrito (ONOO
-
), dentre outras (LAKSHMI et al., 2009). Assim, o estresse oxidativo 

decorrente do aumento da concentração de espécies reativas de oxigênio (ERO) está 

associado à progressão de diversas disfunções cardiovasculares, podendo afetar a estrutura e 

função do miocárdio e uma disfunção endotelial, promovendo alterações no tônus vascular 

(BUFFON et al., 2000; WATTANAPITAYAKULA e BAUERB, 2001).  

Desta forma, compreender a relação do estresse oxidativo com a HAS torna-se 

fundamental para a promoção e/ou prevenção da saúde da população, visto que esses estudos 

nos possibilitam compreender alguns efeitos biológicos causados pelo desequilíbrio oxidativo. 

Nessa perspectiva, o presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos antioxidantes e 

sobre a reatividade vascular induzidos por uma manteiga industrializada obtida das sementes 

de Platonia insignis Mart. (MIB) em modelo de hipertensão em ratas, através de ensaios in 

vitro e in vivo, para potencial aplicação no tratamento das doenças cardiovasculares. 
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2.0 OBJETIVOS 

 

 

2.1  Geral 

 

Investigar os efeitos antioxidante e vasorrelaxante de uma manteiga industrializada 

obtida das sementes de Platonia insignis Mart. (MIB), através de ensaios in vitro e in 

vivo, para potencial aplicação no tratamento de doenças cardiovasculares. 

 

 

2.2 Específicos 
 

o Avaliar a atividade citotóxica da MIB utilizando os ensaios do MTT em 

macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c; 

o Analisar a atividade hemolítica da MIB em eritrócitos de sangue de carneiro; 

o Mensurar os efeitos in vitro da MIB na formação de espécies reativas de ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), nitrito (NO2
-
) e radical hidroxila (HO

-
); 

o Investigar o perfil toxicológico da MIB em ensaio de toxicidade aguda in vivo 

seguido da avaliação dos parâmetros comportamentais, bioquímicos e macroscópicos dos 

órgãos; 

o Avaliar a reatividade vascular após tratamento induzido pela MIB nas doses de 

25 e 50 mg/kg·dia em anéis de artéria aorta isolada de ratas submetidos ao modelo de 

hipertensão com L-NAME; 

o Identificar o efeito do tratamento com a MIB sobre a atividade das enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e mieloperoxidase (MPO), e sobre os níveis 

de malondialdeído (MDA) e Glutationa reduzida (GSH) em animais submetidos ao modelo 

de hipertensão com L-NAME; 

o Verificar os parâmetros bioquímicos plasmáticos dos animais hipertensos 

tratados com MIB nas doses de 25 e 50 mg/kg·dia; 
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3.0 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Espécies Reativas  
 

Durante o metabolismo do oxigênio e do nitrogênio, inúmeras moléculas tóxicas, 

denominadas espécies reativas são formadas. A principal propriedade que confere toxicidade 

a esses elementos é a presença de elétrons livres na camada de valência, predispondo ligações 

celulares pelas reações de óxido-redução (BARREIROS et al., 2006). Assim, qualquer 

espécie que empregue o oxigênio durante a respiração celular ou o nitrogênio, pela 

decomposição de aminoácidos para obtenção de energia, estão propensas ao estresse 

oxidativo (FERREIRA e ABREU, 2007).  

 Denominadas de ERO (espécies reativas de oxigênio) e ERN (espécies reativas de 

nitrogênio), esses radicais livres (RL), estão envolvidos na regulação do crescimento celular, 

imunidade, fagocitose, sinalização celular e síntese de substâncias biológicas, entretanto, 

quando em excesso manifestam efeitos nocivos, como a peroxidação dos lipídios e agressão 

às proteínas de membrana, às enzimas, carboidratos e ao DNA (BARREIROS et al., 2006; 

CELI, 2010; OLIVEIRA e SCHOFFEN, 2010). A formação de RL normalmente acontece nas 

mitocôndrias, membranas celulares e no citoplasma e esses mecanismos são favorecidos pelos 

íons de ferro e cobre, sendo a mitocôndria a principal produtora, por meio da cadeia 

transportadora de elétrons, durante a produção de energia. Outra importante fonte geradora de 

RL são as enzimas NADPH oxidases, proteínas de membrana que tem o encargo de deslocar 

elétrons através das membranas celulares (BARBOSA et al., 2010). 

Figura 1: Esquema Representativo das Principais Especies Reativas 

 

Fonte: Autoria Própria 
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Por sua vez, os antioxidantes, substância que manifestada em menor concentração 

que a do substrato oxidável atrase ou iniba a oxidação deste de modo eficaz, são responsáveis 

pela redução dos danos causados pela ação nociva dos RL. Esse sistema, pode ser dividido em 

enzimático (superóxido dismutase - SOD, catalase - CAT e glutationa peroxidase - GPx) e 

não enzimático (glutationa, vitamina C, indóis, catecóis, bioflavonas, vitamina A, vitamina 

E), podendo ter origem endógena ou dietética (BARBOSA et al., 2014).  

Figura 2: Esquema Representativo dos Principais Sistemas Antioxidantes 

 

Fonte: Autoria Própria 

A SOD, amplamente distribuída no organismo, catalisa a dismutação de dois íons 

superóxidos para formar peróxido de oxigênio (que é menos reativo) e oxigênio 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015), instituindo um sistema de defesa vital para a 

sobrevivência em condições aeróbicas. Segundo Goldstein e Czapski (1996), os danos 

causados pelo superóxido durante a isquemia e os acidentes vasculares, indicam o potencial 

terapêutico da SOD. Fato este, relatado por Luoma et al., (1998) ao observar que a modulação 

da atividade da SOD extracelular colaborou no tratamento de doenças vasculares, como a 

arteriosclerose. 

 A CAT está presente em todos os tipos de células de mamíferos, principalmente nos 

peroxisomas, sendo esta uma das enzimas responsáveis pela metabolização do H2O2 em água 

e oxigênio, impedindo assim a formação de radical hidroxil e consequentemente dano celular 

ao atuar de forma complementar a GPx.  Nessa perspectiva, alguns órgãos (coração, pulmões 

e cérebro) por não apresentarem peroxisomas em sua estrutura estão mais expostos aos danos 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015). Nesses casos, ao se difundir para o sangue o H2O2 

sofrerá ação da CAT eritrocitária, amenizando assim o extresse oxidativos nesses órgãos 

(SCHNEIDER e OLIVEIRA, 2004).   
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A GPx pode encontrar-se sob a forma de glutationa reduzida (GSH), na forma 

oxidada (GSSG), e ainda sob a forma de glutationa conjugada (GS-R), sendo a glutationa 

reduzida a forma mais prevalente nos tecidos saudaveis e no sangue (PARK e YOU, 2010). A 

glutationa participa de inúmeros processos metabólicos no organismo ao catalisar a redução 

de vários peróxidos, principalmente do H2O2. Dessa forma, a quantidade de GSH no 

organismo reflete seu estado fisiológico, cuja depleção expõe as células aos agentes oxidantes 

de forma crítica (FORMAN, RINNA E ZHANG, 2009; TAPIERO e TEW, 2003).  

Nessa perspectiva, o estresse oxidativo (EO) é uma condição metabólica 

caracterizada na medicina humana, em que a produção de RL sobrepõem a capacidade 

antioxidante, desencadeando o desenvolvimento de disfunções crônicas e degenerativas, a 

exemplo das doenças cardiovasculares, endócrinas e oncológicas (GOTTLIEB et al., 2010, 

SILVA e JASIULIONIS, 2014). Também existem correlações com problemas neurológicos, 

renais, hepáticos, respiratórios, diabetes, problemas inflamatórios, envelhecimento, infecções 

virais (RAVAROTTO et al., 2018).  

Figura 3: Esquema Representativo do Estresse Oxidativo 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

3.2 Doenças Cardiovasculares 
 

Na América Latina e no Brasil, observou-se, nas últimas décadas, uma alteração no 

perfil da mortalidade da população, marcado pelo aumento dos óbitos ocasionados por 

doenças crônicas não transmissíveis (DCNT). Dentre estas, sobressaem-se as doenças 

cardiovasculares (DCV), causando disfunções no coração e nos vasos sanguíneos, 

constituindo a causa de morte mais prevalente em todo mundo (RIBEIRO, COTTA e 

RIBEIRO, 2012).  

 Sendo assim, as DCV têm uma forte influência na qualidade de vida, provocando 
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incapacidade física prematura e prolongamento da permanência hospitalar do indivíduo. Além 

de, representarem um desmedido impacto na economia e nos sistemas de saúde e seguridade 

social. O que justifica o rastreio pelos fatores de risco associados ao seu desenvolvimento. 

Dentre eles, encontram-se os modificáveis: dislipidemias, fumo, dieta, diabetes, hipertensão 

arterial sistêmica, sedentarismo e obesidade; e os não-modificáveis: sexo, idade, raça e 

hereditariedade. Esses fatores podem inter-relacionar-se e aumentar o risco do seu 

desenvolvimento (COVATTI et al., 2016). 

  Dentre as DVCs, a hipertensão arterial sistêmica (HAS) manifesta-se como um 

fator de risco para as doenças cardíacas e cerebrovasculares, tornando-se um transtorno de 

saúde pública em esfera mundial. Menciona-se que em 2000, a HAS atingiu 25% da 

população mundial e a estimativa é que em 2025 chegue a 29%. No Brasil, estudos revelaram 

que a prevalência da hipertensão atinge em média 32,5% dos indivíduos (RADOVANOVIC 

et al., 2014).   

Nesse contexto, HAS, como a maioria das doenças crônicas não-transmissíveis 

(DCNT), envolve componentes etiológicos, ambientais e hereditários, sendo, portanto, 

classificada como uma doença poligênica e multifactorial (HASIMU et al., 2003), relacionada 

a mudanças morfológicas e funcionais no sistema cardiovascular e no controle autonômico 

(SBC, 2007). Desenvolvendo-se de forma assintomática, na maior parte do seu percurso, 

acarretando um obstáculo no diagnóstico precoce e na adesão terapêutica por parte dos 

pacientes ao tratamento visto que muitos medicamentos desencadeiam efeitos colaterais, o 

que torna o controle da HAS tão complexo (PARANÁ, 2018). 

 A HAS favorece as causas de morbidade e mortalidade cardiovascular, sendo um 

dos elementos mais relevantes no avanço das doenças cardiovasculares, cerebrovasculares e 

renais, respondendo por cerca de 25% das perdas por doença arterial coronariana, 40% dos 

óbitos por acidente vascular cerebral e 50% dos casos de insuficiência renal, quando 

associada a diabetes (PARANÁ, 2018).  

Nesse contexto, pesquisas realizadas na última década demonstraram o crescimento 

das vias oxidativas biológicas durante a DCV em humanos e animais. Assim, o aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) pode ser um mecanismo unificador na 

progressão dessas doenças, e os antioxidantes podem ter valor terapêutico nesse panorama 

(WATTANAPITAYAKULA e BAUERB, 2001).  

Embora não haja evidência direta de lesão cardíaca induzida por EROs durante 

hipóxia ou isquemia/reperfusão em humanos, alguns estudos demostraram aumento nos 
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biomarcadores da produção de oxidantes e/ou diminuição da capacidade antioxidante durante 

a isquemia miocárdica (BUFFON et al., 2000; MIWA et al., 1999). Além disso, eles 

relataram que a administração de antioxidantes reduz a lesão e disfunção das células cardíacas 

no infarto agudo do miocárdio (SINGH et al., 1996), angioplastia coronariana 

(RAJAKUMAR et al., 1999) e cirurgia de coração aberto (FABIANI et al., 1993). 

3.3 O Estresse Oxidativo no Desenvolvimento da Hipertensão Arterial Sistêmica 

 

Em circunstâncias normais, a pressão arterial (PA) deve se manter sob uma restrita 

variação, proporcionando uma adequada perfusão tecidual, determinada pelo débito cardíaco 

e pela resistência vascular periférica (GIANNINI et al., 2014), cujo controle  abrange 

mecanismos neurais e neuro-humorais que modulam a atividade do sistema nervoso 

autônomo (SNA) para o coração e vasos, bem como o volume sanguíneo e a secreção de 

vários hormônios (renina, vasopressina e peptídeo natriurétrico atrial) evidenciando o papel 

do sistema endotelial e renal (NEVES et al., 2016) 

Figura 4: A interferência do estresse oxidativo no controle da Pressão Arterial 

 

Fonte: Autoria Própria 

Por sua vez, o endotélio vascular é a sede de inúmeros processos de oxirredução, 

visto que, todas as células vasculares produzem inumeras espécies reativas (ER). Dessa 

forma, o óxido nítrico (NO
•
), produzido na célula endotelial pela enzima eNOS ao converter o 

aminoácido L-arginina a NO
•
+L-citrulina, com a cooperação da NAD(P)H/NADP

+
 e do 

complexo cálcio/calmodulina, regula o tônus vascular pela ação vasodilatadora sobre as 

células musculares lisas, inibe a atividade plaquetária, proliferação celular e a agregação dos 

leucócitos, sendo por tanto essencial na modulação da PA (BATLOUNI, 2001; NEVES et al., 

2016)   

Marcada pela disfunção endotelial, a HAS é acompanhada de alterações estruturais e 

funcionais do sistema vascular em resposta às oscilações hemodinâmicas, cuja função 

principal consiste na resistência ao vasorelaxamento causado pelo NO
•
 na parede vascular, 
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devido, ao EO. No que lhe diz respeito, o estresse oxidativo vascular é caracterizado pela 

formação excessiva do O2
•
 que dificulta à ação do NO

•
 ao reagir com o mesmo para formar 

ONOO
-
, um intermediário reativo essencialmente lesivo, visto que é capaz de produzir o 

radical hidroxila (•OH) (STORCH et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2007).  

Favorecida pela baixa disponibilidade de NO
•
, a Endotelina-1 (ET-1) ou fator de 

contração derivado do endotélio (EDCF), propicia o crescimento das células endoteliais e a 

vasoconstrição, participando, portanto, da patogênese do EO da HAS (BATLOUNI, 2001). 

Assim o estresse oxidativo vascular sucederei um estágio hipertensivo, visto que fatores 

vasoconstritores estariam em predominío sob os fatores vasodilatadores (VASCONCELOS et 

al., 2007; YUGAR-TOLEDO et al., 2015).   

Figura 5: Reações e Transformações do ânion superóxido 

 

Fonte: Wang, et al., 2018. 

O principal provedor de O2
•- 

é o complexo enzimático NADH/NAD(P)Hox, que 

catalisa a redução do oxigênio molecular utilizando NAD(P)H como doador de elétrons 

gerando O2
•-
. Esse sistema fornece O2

•-
, das membranas das células musculares lisas e 

endoteliais (STORCH et al., 2017; YUGAR-TOLEDO et al., 2015). A patogênese da HAS 

demanda tanto predisposição genética quanto exposição a fatores ambientais, como já 

mencionado, assim para manter a PA sob condições fisiológicas, faz-se necessario a ação 

conjunta de uma complexa rede de sistemas cardiovasculares (balanço de sódio, 

vasodilatação, função renal, atividade da angiotensina II e do sistema renina angiotensina 

aldosterona - SRAA) (GONSALEZ et al, 2018). 
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A angiotensina II (Ang II) fomenta a produção de NAD(P)Hox e reduz a 

biodisponibilidade de NO
•
 ao alterar a síntese de eNOS (GOUVEIA et al., 2018; PÓVOA, 

2018), além de estimular a proliferação das celulas vasculares, via receptor AT1 (receptor de 

angiotensina 1), visto que as ER geradas ativam cascatas proliferativas no músculo liso 

vascular (QUEIROZ, et al., 2018; SIMPLICIO et al., 2016). Dessa maneira, há um 

mecanismo interligado ao SRAA e um independente deste sistema que explicariam a 

participação do estresse oxidativo na HAS (GONSALEZ et al., 2018).  

Nessa perspectiva, o que conecta os dois sistemas é a participação da enzima 

NAD(P)Hox, presente na membrana das células musculares lisas do endotélio, e um domínio 

do sistema pró-oxidante (GUADAGNIN et al., 2015). O declínio na atividade de NO• pode 

estar envolvido diretamente com fartores que atinjam a eNOS como diminuição na expressão, 

ausência de substrato ou cofator, alteração da sinalização celular ou degradação acelerada 

(TEIXEIRA et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2007).  

Portanto, apesar de muitos mecanismos estarem esclarecidos, ainda se faz necessário 

estabelecer se indivíduos com HAS apresentam indícios sistêmicos de estresse oxidativo e o 

impacto deste no curso da doença. Neste sentido, estudar substâncias com potencial 

antioxidante e indicadores de dano oxidativo em hipertensos torna-se fundamental, 

possibilitando a ciência compreender a relação exitente entre o processo patologico e o EO 

através da análise dos marcadores de dano oxidativo e de substâncias antioxidantes em 

sistemas biológicos. 

 

3.4 Plantas Medicinais 

 

A utilização de plantas medicinais como fonte de produtos terapêuticos acompanha a 

história da humanidade nas mais diferentes sociedades. A medicina popular vem oferecendo 

uma contribuição cada vez maior às ciências, devido uma gama de conhecimentos e práticas 

médicas de caráter empírico, influenciadas pelo contexto sociocultural, econômico e físico, no 

qual se encontram inseridos (CALIXTO, 2000; CAMARGO, 1976). Por sua vez, as plantas 

não são unicamente uma fonte potencial de princípios ativos quimicamente definidos. O uso 

de extratos é também possível e, para isso, a atividade farmacológica deve estar definida, 

assim como os compostos responsáveis por essa atividade. Em alguns casos, o efeito 

terapêutico pode resultar da ação de vários constituintes (HOSTETTMANN et al., 2003). A 

identificação dos componentes ativos presentes nas plantas e seus mecanismos de ação, vêm 

sendo um dos maiores desafios para a química farmacêutica, bioquímica, toxicologia e a 
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farmacologia (BRAZ FILHO, 2010). Assim, a busca por novas moléculas com propriedades 

farmacológicas importantes para o tratamento de doenças, é uma área de interesse crescente 

de diversos grupos de pesquisa (JÄGER et al., 2013; RUBIO-MORAGA et al., 2013). 

Além de deter a maior parcela da biodiversidade mundial, em torno de 15 a 20%, o 

Brasil detém uma diversidade cultural e étnica que resulta em um acúmulo considerável de 

conhecimentos e tecnologias tradicionais, sobre manejo e uso de plantas medicinais. Sendo 

esta, uma ferramenta importante na recuperação do conhecimento milenar e secular e, até 

mesmo, recursos terapêuticos naturais contemporâneos, o que permite combinar o 

conhecimento empírico ao científico, facilitando a descoberta de novos agentes 

biologicamente ativos, através da redução do tempo e custo de triagem farmacológica e 

toxicológica (ELISABETSKY, 2003). 

No que se refere as doenças cardiovasculares, as plantas medicinais são agentes 

ativos de prevenção sendo frequentemente usadas como um meio de terapia adjuvante. Uma 

vez que, séculos de experiência no uso destas na medicina popular são o resultado de sua 

eficiência relativamente alta e sua ampla distribuição em ecossistemas naturais e, às vezes, 

perto da habitação humana (FARIAS et al., 2016; FRANÇA et al., 2008; LOPES et al., 2010; 

MEIRA et al., 2017).  

 

3.5 Platonia insignis Mart. 

 

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) pertence à família Clusiaceae, é uma árvore 

frutífera nativa da região amazônica do Brasil e Guiana em áreas descampadas ou de 

vegetação baixa (FONTENELE et al., 2010; MOURÃO; BELTRATI, 1995;) sendo 

amplamente distribuída em todos os estados da região norte e nordeste do Brasil, mais 

precisamente nos estados do Pará, Mato Grosso, Maranhão e Piauí. Esta espécie é 

caracterizada por uma ampla variação de forma e tamanho de seus frutos, rendimento e 

qualidade de polpa, além de outras características de interesse econômico (FERREIRA; 

FERREIRA; CARVALHO, 1987).  

O fruto pode ser consumido tanto na forma in natura, sendo muito utilizado na 

preparação de sorvetes, cremes, refrescos, compotas e geleias; como processado na 

agroindústria (FERREIRA; FERREIRA; CARVALHO, 1987; SILVA et al., 2010). A polpa 

do fruto é rica em constituintes químicos com propriedades antioxidantes como, a vitamina C 

(ácido ascórbico) e E (tocoferóis) e uma semente rica em ácidos graxos, oleico (C18:1) 

27,59%, palmítico (C16:0) 25,31%, éster metílico do ácido linoleico (C 18:2) 4,35%, ácido 
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erúcico (C 22:1) 3,50%, mirístico 3,34%, linoleico (C18:2) 2,5%, esteárico (C18:0) 1,86%, 

palmitoleico (C16:1) 1,82%, além da presença de tripalmitina, cerca de 10 - 12% dos 

extrativos graxos das sementes de bacuri, indicando que o mesmo pode ser uma boa 

alternativa para a indústria de óleo (LUSTOSA, 2012; SILVA BENTES et al., 1986).  

Figura 6: Platonia insignis Mart. (A – Fruto Fechado, B- Fruto Aberto, C- Polpa, D- Semente 

Fechada, E- Semente Aberta). 

 

Fonte: Lustosa, 2012. 

A graxa de bacuri, fabricada pela população a partir das sementes, é usada para o 

tratamento de diversas doenças, tais como: problemas de pele: queimaduras, feridas, ação 

antimicrobiana, antitumoral, citotóxica e de forma sistemática, como anti-inflamatória 

(LIMA; VIEIRA; COSTA JÚNIOR, 2007; SANTOS JÚNIOR et al., 2010). Além disso, 

existem vários estudos relatando efeitos antioxidantes (LIMA et al., 2017 ; RUFINO et al., 

2010), cicatrização de feridas (SANTOS JÚNIOR et al., 2010), atividade leishmanicida 

(COSTA-JÚNIOR et al., 2013) e anticonvulsivante (COSTA-JÚNIOR et al., 2010) do extrato 

das sementes de frutos de P. insignis. Por sua vez, o látex amarelo da árvore em algumas 

regiões é utilizado para o tratamento de eczemas, vírus do herpes e outros problemas de pele 

(SHANLEY; MEDINA, 2005).  

A manteiga industrializada do bacuri (MIB), produzida e comercializada pela 

empresa Amazon Oil Indústria e Comércio Ltda., é uma graxa de de alta absorção, devido ao 

seu elevado nível de tripalmitina (50 a 55%), o que lhe confere a capacidade de penetrar na 

pele rapidamente. O alto teor do ácido graxo palmitoleico (5%), em comparação com outros 

óleos que não possuem mais que 0,5 a 1,5%, qualifica esse produto como um emoliente 

fantástico podendo também ser utilizado como umectante. Um dos seus constituintes, a 

tripalmitina, pode ser utilizado em comprimidos mastigáveis por ter uma hidrolise lenta, 

atenuando os efeitos colaterais de medicamentos pesados ao dosar a quantidade para que o 

organismo fique sempre absorvendo as suas ações medicamentosas, de acordo com a 

farmacocinética (LUSTOSA, 2012; HOMMA et al., 2010).  

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B24
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B33
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B33
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B35
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B13
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B11
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Na busca de componentes biologicamente ativos da família Clusiaceae, COSTA 

JUNIOR et al., (2011b), investigou componentes bioativos das sementes de P. insignis, e 

assim isolou uma benzofenona poliisoprenilada denominada Garcinieliptona FC (GFC), que 

apresenta atividade vasorrelaxante em artéria mesentérica de ratos (ARCANJO et al., 2014) e 

uma ação antioxidante in vitro ao impedir a lipoperoxidação in vitro (COSTA-JÚNIOR et al., 

2011b) e in vivo (COSTAJÚNIOR et al., 2012). Segundo WU e colaboradores (2008), que 

também isolaram esta substância, a GFC possui atividades pró-oxidante no DNA, e induz a 

morte celular in vitro, sendo estas atividades as mais importantes para o presente estudo. 

A família Clusiaceae representa uma rica fonte de benzofenonas e xantonas 

poliisopreniladas que são responsáveis por diversas atividades biológicas (KUMAR et al., 

2013 ). A α-mangostina, um tipo de xantona encontrada na casca do mangostão e identificado 

no extrato hexânico do bacuri (COSTA-JÚNIOR et al., 2013a), tem efeitos antiinflamatórios 

(LIN-GEENG CHEN et al., 2008) , antibióticos (SAKAGAMI et al., 2005), anticancerígenos 

(AKAO et al., 2008) e antioxidantes (JUNG et al., 2006; NGAWHIRUNPAT,  et al., 2010).  

Nesse contexto, a avaliação do potencial farmacológico da manteiga de bacuri (P. 

insignis) no tratamento das doenças cardiovasculares é promissor, uma vez que o sequestro de 

radicais hidroxilas (OH) e de óxido nítrico (NO) pela garcinielliptona FC (GFC) (COSTA 

JÚNIOR, 2011), sugere o controle de um dos mecanismos que afetam o equilíbrio do sistema 

cardiovascular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B22
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B22
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2016000100077#B13
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4.0 METODOLOGIA 

4.1 Material vegetal 

4.1.1. Obtenção da Manteiga  

A manteiga industrializada das sementes do bacuri (MIB) foi obtida comercialmente 

da empresa Amazon Oil Industria e Comércio Ltda. (Ananindeua, PA, Brasil), produtora da 

manteiga no Brasil, sob o lote AMO081005/2015. Segundo Lustosa (2012), a MIB é rica em 

ácidos graxos, destacando-se os ácidos palmítico (C16:1) e ácido oleico (C18:1), além de 

considerável conteúdo de tocoferol e constituintes terpênicos. 

4.2 Ensaios in vitro  

4.2.1 Avaliação toxicológica  

4.2.1.1 Animais e cultivo celular 

Foram utilizados camundongos BALB/c (20-30g) machos entre 7 e 12 semanas de 

vida, provenientes do Biotério Setorial de Experimentação I, localizado no Núcleo de 

Pesquisa em Plantas Medicinais (NPPM) da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram 

mantidos durante todo o período de estudo em condições controladas de iluminação (ciclo 12 

h claro/escuro) e temperatura (23±2°C), com água e ração ad libitum, os quais foram 

eutanasiados de acordo com a Resolução Nº 1000/2012-CRMV, sob responsabilidade do Prof. 

Dr. Fernando Aécio de Amorim Carvalho, CFMV-PI Nº 0335. Os procedimentos foram 

realizados com aprovação pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEEA) da 

Universidade Federal do Piauí, Brasil (permissão Nº 457/18).  

Três dias após a administração intraperitoneal de 1,5 mL de tioglicolato sódico 3,0%, 

os animais foram eutanasiados e imersos em álcool 70% por 1 min para assepsia. Em fluxo 

laminar, adicionou-se 8,0 mL de PBS estéril na cavidade peritoneal. Em seguida, a solução 

contendo macrófagos peritoneais foi aspirada e transferida para um tubo estéril em banho de 

gelo e submetida a duas centrifugações a 1500 rpm a 4°C durante 10 min, com sucessivas 

lavagens com solução salina estéril (NaCl 0,9%). Após a última lavagem, o sobrenadante foi 

descartado e as células ressuspensas em 2,0 mL de meio de cultura RPMI 1640 suplementado 

com soro fetal bovino (FBS) 10%, penicilina 10.000 UI/mL e estreptomicina 10 mg/ml. A 

contagem dos macrófagos viáveis foi realizada em câmara de Neubauer, na presença do 

corante Azul de Tripan para análise de viabilidade celular (RODRIGUES et al., 2015). 

4.2.1.2 Citotoxicidade da MIB pelo ensaio do MTT em macrófagos peritoneais 

murinos 

A avaliação da atividade citotóxica da MIB em macrófagos murinos foi realizada 
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pelo ensaio do MTT. Em placas de 96 poços, os macrófagos (2×10
5
/poço) foram incubados 

com 100 µl de meio RPMI 1640 (Sigma, St Louis, USA) a 37ºC em ambiente com 5% de 

CO2 durante 4 horas, para adesão celular. Em seguida, a MIB foi incubada em diferentes 

concentrações (6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 µg/mL) durante 48 h a 37°C e CO2 à 

5%. Logo após, adicionou-se 10 µl do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazo-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio) a partir de uma solução estoque a 5 mg/mL em PBS, e incubou-se por mais 

4 h, sob as mesmas condições de temperatura e CO2. Posteriormente, o sobrenadante foi 

descartado e 100 µl de DMSO foi adicionado em cada poço. A placa foi mantida sob agitação 

por 30 min para completa dissolução do formazan. As absorbâncias foram lidas em um leitor 

de microplacas de elisa (ELx800™, BioTek® Instruments, EUA) em 550 nm e os resultados 

foram expressos em CC50 (concentração citotóxica média) com intervalo de confiança 

calculados por regressão não-linear pelo software GraphPad Prism 5.0, sendo o grupo 

controle considerado como contendo 100% de células viáveis (ALVES et al., 2010). 

Figura 7: Esquematização do teste de viabilidade celular de macrófagos peritoneais murinos 

frente a MBI. 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.2.1.3 Atividade hemolítica da MIB em eritrócitos de carneiro 

Para a avaliação da atividade hemolítica, foram utilizados eritrócitos de sangue de 

carneiro, obtidos a partir de 4 mL de sangue total coletado com anticoagulante (EDTA). O 

carneiro não foi submetido a nenhum outro procedimento experimental anterior à coleta. Os 

eritrócitos foram diluídos em 80 µL de PBS, ajustando a concentração do sangue para 5% de 

hemácias. Em seguida, a MIB foi adicionada em diferentes concentrações (6,25; 12,5; 25; 50; 
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100; 200; 400 e 800 µg/mL), em volume de 20 µL de PBS. Logo após, foram incubados 

durante 1 h a 37ºC e CO2 5% e a reação interrompida pela adição de 200 µL de PBS. 

Posteriormente, as suspensões foram centrifugadas a 1000×g, por 10 min em temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi submetido à análise espectrofotométrica em comprimento de 

onda de 550 nm, para determinação da atividade hemolítica. A ausência (controle negativo) e 

100% de hemólise (controle positivo) foram determinadas, substituindo a solução de amostra 

testada com igual volume de PBS e água Milli-Q estéril, respectivamente. Os resultados 

foram expressos em porcentagem e em concentração hemolítica média (CH50), considerando 

o controle positivo como 100% de hemólise (ALVES et al., 2010) 

Figura 8: Esquematização do teste de atividade hemolítica da MIB em eritrócitos de sangue 

de carneiro. 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.2.1.4 Análise Estatística 

Os ensaios in vitro foram realizados em triplicata para cada amostra cujos valores de 

CC50 e CH50 foram calculados através da expressão dos resultados como uma porcentagem 

dos controles e determinados graficamente a partir das curvas concentração resposta por 

regressão não linear com intervalo de confiança de 95%.  

4.2.2 Avaliação do potencial antioxidante  

4.2.2.1 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a peroxidação lipídica.  

Realizado pela determinação das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, o 

método conhecido como TBARS foi utilizado para avaliar a ação da MIB contra a 

peroxidação lipídica (ESTERBAUER; SCHAUR; ZOLLNER, 1991). O substrato utilizado 



34 

 

                                                                                                                  

  

foi um homogeneizado de gema de ovo a 1% (p/v) em tampão fosfato 50 mM (pH 7,4). Uma 

alíquota de 0,5 mL do substrato foi então homogeneizada e sonicada com 0,1 mL de MIB em 

diferentes concentrações (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 mg/mL). A peroxidação lipídica foi induzida 

pela adição de 0,1 mL de AAPH (dicloridrato de 2,2’-azobis-2 metilpropinamida 0,12 M). No 

controle testou-se apenas o veículo (Tween 80 a 0,05% dissolvido em solução salina a 0,9%). 

As reações foram realizadas por 30 minutos a 37°C. Após o resfriamento, as amostras (0,5 

mL) foram centrifugadas em 0,5 mL de ácido tricloroacético (15%) a 1200 rpm por 10 

minutos. Em seguida, uma alíquota (0,5 mL) do sobrenadante foi misturada com 0,5 mL de 

ácido tiobarbitúrico (0,67%) e aquecida a 95ºC durante 30 minutos. Após o resfriamento, a 

absorbância das amostras foi medida usando um espectrofotômetro a 532 nm. Os resultados 

foram expressos como porcentagem de TBARS formados apartir do AAPH apenas (controle 

induzido). O Trolox foi usado como droga padrão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.2.2.2 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a formação do radical 

hidroxila (OH•) 

A formação de radical hidroxila (•OH) na reação de Fenton foi quantificada 

utilizando a degradação oxidativa de 2-desoxirribose (ZARENA e UDAYA SANKAR, 2009). 

O princípio do teste é a quantificação do produto de degradação de 2-desoxirribose, 

malonaldeído (MDA), pela sua condensação com ácido 2-tiobarbitúrico (TBA). A reação foi 

iniciada pela adição de Fe
2+

 (FeSO4 6 mM) à solução contendo 5 mM de 2-desoxirribose, 100 

Figura 9: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a peroxidação 

lipídica. 
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mM de H2O2 e 20 mM de tampão fosfato (pH 7,4). Para medir a atividade antioxidante da 

MIB na remoção do radical hidroxila, diferentes concentrações (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 

µg/mL) dessa manteiga foram adicionadas ao sistema antes da adição de Fe
2+

. As reações 

foram realizadas durante 15 minutos em temperatura ambiente, e foram interrompidas pela 

adição de ácido fosfórico a 4% (v/v) seguido por 1% de TBA (m/v, em NaOH 50 mM). As 

soluções foram submetidas a aquecimento por 15 minutos a 95°C e, então, resfriados em 

temperatura ambiente. A absorbância foi medida a 532 nm e os resultados foram expressos 

como equivalentes de MDA formados pelo Fe
2+

 e H2O2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.2.2.3 Avaliação dos efeitos in vitro da MIB contra a formação de óxido nítrico 

(• NO).  

Radicais de óxido nítrico foram gerados a partir de solução de nitroprussiato de sódio 

(NPS) em 20 mM de tampão fosfato (pH 7,4). Por sua vez, o NO• interage com o oxigênio 

para produzir radicais nitritos, os quais foram medidos pela reação de Griess (FENG et al., 

2013). A mistura da reação (1 mL) contendo 10 mM de NPS em padrão fosfato e MIB em 

diferentes concentrações (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 µg mL
-1

), foi incubada a 37°C por 1 h. Uma 

alíquota de 0,5 mL foi retirada e homogeneizada com 0,5 mL do reagente de Griess. A 

absorbância do cromóforo foi medida a 540 nm. O percentual de inibição da produção de 

NO2• foi determinado por comparação dos valores de absorbância do controle negativo 

(apenas NPS 10 mM e veículo) e as preparações das substâncias utilizadas no teste. Os 

resultados foram expressos como percentagem de radical nitrito formado pelo meio reacional. 

Figura 10: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro do MIB contra a formação do 

radical hidroxila (OH•). 
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Fonte: Autoria Própria 

4.2.2.4 Análise Estatística  

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (SEM) e a 

significância estatística foi determinada pela análise de variância (ANOVA), seguida de t-

Student-Neuman-Keuls como post hoc test. Os valores foram considerados estatisticamente 

significativos a p <0,001. A percentagem de inibição foi determinada a partir da seguinte 

fórmula: % de inibição = 100 × (controle – experimental / controle). 

4.3 Ensaios in vivo  

4.3.1 Avaliação toxicológica 

4.3.1.1 Animais utilizados nos protocolos 

Foram utilizadas ratas Wistar fêmeas (Rattus novergicus) provenientes do Biotério 

Setorial de Experimentação, localizado no Núcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais 

(NPPM) da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram mantidos durante todo o 

período de estudo em condições controladas de iluminação (ciclo 12 h claro/escuro) e 

temperatura (23±2°C), com livre acesso a água e alimentação. Os procedimentos realizados 

estão de acordo com as normas internacionais preconizadas pela OECD e ocorreram com 

aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal do Piauí, 

Brasil (permissão Nº 457/18) 

4.3.1.2. Toxicidade aguda   

A avaliação toxicológica do foi realizada através do Teste de Dose Fixa de acordo 

com a Diretriz 420 da Organização para Cooperação e Desenvolvimento Econômico (OCDE) 

Figura 11: Esquematização da avaliação dos efeitos in vitro do MIB contra a formação de 

óxido nítrico (•NO) 
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(2000) com algumas modificações (LUSTOSA et al., 2016; SERAFINI et al., 2011). Os 

animais foram distribuídos em dois grupos de 5 animais cada. Por via oral (gavagem), os 

animais do grupo controle, receberam água destilada (0,1 mL/10 g de peso corporal) e o outro 

grupo recebeu MIB na dose de 2 g/kg. Logo após a administração, os parâmetros clínicos e 

comportamentais foram avaliados durante as primeiras 8 horas, e depois diariamente por 14 

dias, conforme reconhecimento do protocolo e avaliação dos sinais clínicos recomendados 

pela OCDE (2000). No 15º dia, amostras de sangue foram coletadas para análise de 

parâmetros bioquímicos. Após eutanásia, pulmões, fígado, coração, estômago, cérebro e rins 

foram retirados para avaliação morfológica e macroscópica. 

4.3.1.3 Avaliação de parâmetros clínicos e comportamentais  

Após administração da MIB na dose de 2 g/Kg, os animais foram monitorados nas 

primeiras 8 h, para observação da ocorrência de morte. Depois de 24 h, o tempo de 

observação, para cada grupo foi em torno de 30 minutos a 1 h. Os animais foram pesados 

diariamente e os parâmetros clínicos e comportamentais foram avaliados conforme o Guia de 

Reconhecimento, Avaliação e Uso de Sinais Clínicos da OECD (OECD, 2002c). Os 

principais parâmetros avaliados estão listados na TABELA 1. 

4.3.1.4 Análise dos parâmetros bioquímicos   

No 15º dia, os animais foram anestesiados com lidocaína 10 mg/kg e tiopental sódico 

50 mg/kg. Em seguida as amostras de sangue foram coletadas dos animais pela veia cava 

abdominal e armazenadas em tubos para coleta com ativador de coagulação e gel separador 

(Vacuette, Greiner Bio-One, Alemanha). O material foi centrifugado a 3000 rpm durante 10 

minutos e posteriormente determinou-se: glicose, ureia, creatinina, alanina aminotransferase 

(ALT), colesterol total, fosfatase alcalina (FA) e proteínas. Os ensaios foram realizados em 

aparelho automático LABTEST® Pleno utilizando kits comerciais do fabricante (Labtest, 

Lagoa Santa, MG, Brasil). 

4.3.1.5 Avaliação de peso corporal e peso dos órgãos dos animais  

As ratas foram pesadas diariamente durante 14 dias para elaboração de uma curva 

dose-efeito. No décimo quinto dia, após a eutanásia dos animais com uma dose letal de 

tiopental sódico (50 mg/kg, via intraperitoneal), os órgãos (rins, fígado, coração, pulmão, 

coração e estômago) foram coletados para análise morfológica e macroscópica quanto à 

textura, consistência e cor. Tendo o peso relativo dos mesmos sido calculado através da 

formula: [peso do órgão (g) /peso do animal no dia da necropsia (g) x 100]. Além disso, 

investigou-se a presença de lesões gástricas de acordo com Fernandes et al. (2010). Após a 
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remoção e pesagem o estômago dos animais foram abertos em toda a grande curvatura, a fim 

de determinar a porcentagem de lesão gástrica, como segue: área da lesão (%) = área da lesão 

(mm
2
) × 100 / área total da superfície (mm

2
), pelo NIH - Software Image J® (National 

Institutes of Health, Washington DC). 

Figura 12: Esquema do teste de toxicidade aguda por via oral. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

4.3.1.6 Análise Estatística  

Os valores foram expressos como media ± erro padrão da média. As análises 

estatísticas foram realizadas através da aplicação do Teste t de Student para amostras não 

pareadas ou Análise de Variância (ANOVA) Two-way seguida dos pós-testes de Tukey ou 

Dunnett, para análise de significância entre os grupos. Os valores foram considerados 

estatisticamente significativos quando o p<0,05. Para todas as análises estatísticas e plotagem 

das curvas utilizou-se o programa estatístico GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San 

Diego, CA, EUA). 

4.3.2 Indução da Hipertensão Arterial Sistêmica 

Ratos Wistar fêmeas (250 - 300 g), provenientes do Biotério Setorial de 

Experimentação, localizado no Núcleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da 

Universidade Federal do Piauí, foram mantidos sob condições de controle de temperatura 

(24±1ºC) em ciclo claro-escuro de 12 horas, tendo livre acesso à alimentação e água. Os 

Procedimentos referentes à eutanásia dos animais ocorreram em conformidade com à 
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Resolução Nº 1000/2012, tendo sido aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da Universidade Federal do Piauí (CEEA-UFPI) Nº 457/18. 

 Para a realização deste ensaio, utilizou-se o protocolo de indução de hipertensão por 

L-NAME (L-nitroarginina metil éster), que é um inibidor não seletivo da enzima Óxido 

Nítrico Sintase constitutiva (NOSc), com o objetivo de causar mudanças na pressão arterial e 

na reatividade vascular devido à diminuição da biodisponibilidade do óxido nítrico 

(KOPINCOVÁ et al., 2012), desenvolvendo também um processo oxidativo (BANIN, 2011; 

KOPINCOVÁ et al., 2012).  

 

Fonte: Autoria Própria 

As ratas foram divididas em grupos com 06 animais: um grupo tratado apenas 

LNAME (50 mg/kg) + Veículo (G1), outros três grupos tratados com a MIB nas doses de 25 

mg/kg (G2), 50 mg/kg (G3) ou 100 mg/kg (G4), aliados ao tratamento com L-NAME e um 

grupo tratado com água (G5). Nos primeiros 14 dias do protocolo, todos os animais dos 4 

primeiros grupos receberam L-NAME por via oral para indução da hipertensão enquanto o 

grupo controle recebia agua. Nos proximos 7 dias do protocolo, os animais dos grupos G2, G3 

e G4 receberam respectivamente 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100 mg/kg da MIB completando 

assim 21 dias de protocolo. Após esse período, os animais foram anestesiados com tiopental 

Figura 13: Esquema de pré-indução da hipertensão arterial pelo L-NAME em animais 

submetidos ao tratamento com a MIB para avaliação da atividade antioxidante e da 

reatividade vascular. 
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sódico 50 mg/kg e lidocaína 10 mg/kg e amostras de sangue foram colhidas para realização 

dos ensaios antioxidantes, e segmentos da artéria aorta torácica foram retiradas para 

realização do ensaio de reatividade vascular. 

4.3.3 Avaliação da reatividade vascular induzida pela MIB em anéis de aorta de ratas 

hipertensas L-NAME. 

4.3.3.1 Preparações de anéis de artéria aortica 

Após eutanásia, a porção torácica da artéria aorta foi retiradas através de uma incisão 

na linha média do tórax e abdome. Após remoção do tecido perivascular, as artérias foram 

seccionadas em 4 anéis (aproximadamente 4 mm cada), e mantidas em cubas de 10 mL para 

órgão isolado contendo Solução de Krebs (em mM: NaCl [118]; KCl [4,6]; CaCl2·2H2O [2,5]; 

MgSO4·7H2O [5,7]; NaHCO3 [25]; KH2PO4.H2O [1,1]; e D-Glucose [11]), sob tensão de 1,0 

g, 37ºC e aerados com mistura de CO2 5%, O2 21% e N2 74% (ARCANJO et al., 2015; 

HEDEGAARD et al., 2016). Os anéis foram suspensos por linhas de algodão e fixados a 

transdutores de força acoplados a um sistema de aquisição de dados para o registro das 

tensões isométricas (Figura 14) (AQCAD 2.3.8., AVS Projetos, SP, Brasil). As preparações 

foram estabilizadas por um período de 60 minutos, durante o qual foram mantidos sob uma 

tensão de repouso de 1 g. Durante esse período, a solução nutritiva foi renovada a cada 15 min 

para prevenir a interferencia de metabólitos. A presença de endotélio funcional será 

confirmada com a indução de pelo menos 70% de vasorrelaxamento induzido por acetilcolina 

(10
-6

 μM) sobre pré-contração induzida por fenilefrina (3x 10
-7

 μM) (ARCANJO et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Adaptado de OGUZHAN YILDIZ, 2013. 

Figura 14: Diagrama esquemático de uma preparação de anel de aorta de ratos em banho de 

órgãos 
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4.3.3.2 Avaliação da reatividade vascular ex vivo à acetilcolina e ao 

nitroprussiato de sódio 

Após a realização do teste de integridade do endotélio os anéis foram lavados três 

vezes com solução de Krebs para que retornassem à tensão basal. Posteriormente, esses anéis 

foram submetidos aos diferentes protocolos experimentais, objetivando avaliar os efeitos do 

tramento agudo da MIB, em diferentes concentrações, sob a reatividade vascular da aorta de 

animais pré-tratados com L-NAME, como demostrando em protocolo experimental.   

Após 60 minutos de estabilização, os segmentos aorticos foram pré-contraídos com 

fenilefrina (1 µM) para obtenção de curvas concentração-resposta (10
-9

 – 10
-5

 M) para 

acetilcolina - ACh (relaxamento dependente do endotélio), e nitroprussiato de sódio - NPS 

(relaxamento independente do endotélio) (Figura 15). Os resultados para cada concentração 

foram expressos em percentual da contração máxima obtida pela fenilefrina.   

 

4.3.4 Avaliação da atividade antioxidante da MIB  
 

4.3.4.1 Efeito da MIB sobre a atividade plasmática da mieloperoxidase (MPO) 

A medida de atividade da MPO baseou-se na velocidade de formação do produto de 

oxidação da o-dianisidina na presença de H2O2, realizada pela observação do aumento da 

absorbância da mistura a 450 nm (BRADLEY et al., 1982). A leitura foi realizada em 

microplaca ELISA por adição de 10 µL de plasma em 200 µL da solução de leitura, 

constituída com 27 mL de H2O destilada, 3 mL de tampão fosfato pH 6,0, 15 mL de H2O2 a 

1% e 5 mg de o-dianisidina. A monitorização da velocidade de formação do produto de 

oxidação da o-dianisidina foi realizada pela observação do aumento da absorbância da mistura 

a 450 nm, obtendo-se leitura no tempo zero e após um minuto. A atividade da MPO foi 

calculada a partir da velocidade máxima da reação, e o resultado expresso em unidade de 

Figura 15: A) Esquema representativo da resposta vascular à curva concentração-resposta à 

Phe; B) Esquema representativo da resposta vascular á curva concentração resposta à ACh ou 

NPS (Modificado de Peçanha, 2009) 
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MPO por microlitro (U MPO/μL) de amostra, sendo uma unidade de MPO definida como a 

quantidade em μmol de H2O2. 

4.3.4.2 Determinação dos níveis de concentração plasmáticas de MDA  

A determinação das espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) foi 

introduzido por Kwon e Watts (1964), é dos métodos mais utilizados para medida da 

peroxidação lipídica. A técnica tem por objetivo quantificar o dialdeido malônico (MDA) 

formado na peroxidação lipídica. O MDA é capaz de reagir, sob aquecimento em meio ácido, 

com o ácido tiobarbitúrico (TBA) originando composto rosa. Esse composto, quando extraído 

da solução por um solvente orgânico (n-butanol), tem sua concentração determinada e 

expressa como substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). Esta técnica é de fácil 

execução, baixo custo e pode ser empregada para determinação das TBARS para posterior 

dosagem de MDA em diferentes materiais biológicos utilizado para estimar a peroxidação 

lipídica.  

Para a determinação da medida das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico, que 

promovem uma lipoperoxidação, usou-se o método descrito por WINTERBOURN, 

GUTTERIDGE E HALLIWELL (1985). Tomou-se 0,2 mL do plasma, o qual se adicionou 

0,5 mL de HCl (25%), 45 µL de BHT etanólico (2%) e 0,5 mL de TBA (1%  p/v em NaOH 

0,05 M). A solução foi agitada em vortex e colocada em banho fervente por 10 minutos, 

seguindo-se o resfriamento em banho de gelo. Adicionou- se 1,5 mL de n-butanol, agitou-se e 

centrifugou-se a 1500 ×g. após a centrifugação, coletou-se a fase superior, que foi analisada 

espectrofotometricamente, a 510, 532 e 560 nm. Os resultados foram expressos em nol de 

equivalentes de MDA/mL de plasma.  

4.3.4.3 Determinação da concentração de grupos sulfídricos não proteicos 

(glutationa – GSH) nos eritrócitos.  

A determinação de GSH no sangue foi realizado pelo método do 

ácidoditionitrobenzóico (DTNB), descrito por Beutler et al. (1963). Para o preparo da amostra 

de GSH, 200 µL de sangue contendo Na2EDTA foi homogeneizada com 1,8 mL de água 

destilada, obtendo o hemolisado. Imediatamente foram adicionados 3 mL da solução 

precipitante (1,67 g de ácido metafosfórico glacial; 0,20 g de EDTA; 30,0 g de NaCl; em 100 

mL de água purificada) e o material foi mantido em repouso por 5 min. Posteriormente, em 

200 µL do sobrenadante, foram adicionados 0,8 mL de solução tampão fosfato (42,6 g de 

NaHPO em 1000 mL de água purificada). Esta solução foi transferida para cubetas de leitura 

no espectrofotômetro, onde foram acrescentados 100 µL de ácido ditionitrobenzóico (1,0 g de 
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citrato de sódio; 40 mg de DTNB em 100 mL de água purificada) e a leitura efetuada em até 

30 segundos. A absorbência foi mensura por espectrofotometria em comprimento de onda de 

412 nm, e posteriormente calculada a concentração de glutationa reduzida.  

4.3.4.5 Efeito da MIB sobre a atividade da Superóxido dismutase (SOD) 

eritrocitária 

A atividade da enzima foi determinada de acordo com o método descrito por Das, 

Samanta e Chainy (2000), em que foi analisada a quantidade de SOD capaz de inibir em 50% 

a formação de nitrito em reação de ponto final. A reação foi iniciada pela adição de 1.110 µL 

de tampão fosfato, 75 µL L-metionina, 40 µL de Triton X-100, 75 µL de cloreto de 

hidroxilamina, 100 µL de EDTA e 100 µL da amostra ou tampão fosfato (branco). A mistura 

foi incubada em banho-maria a 37°C por 5 minutos e posteriormente adicionou-se 80 µL de 

riboflavina, expondo a luz durante 10 minutos. Por fim, 1 mL do reagente de Griess foi 

adicionado ao sistema, realizando-se a leitura em leitor de placas automático modelo 

SynergyMx, utilizando comprimento de onda de 543 nm. A determinação foi feita em 

duplicata e os resultados foram expressos em U/g de hemoglobina. Uma curva analítica de 

calibração foi construída utilizando nitrito de sódio em concentrações variando entre 5 e 50 

µM. O cálculo da atividade da SOD foi feito com base na absorbância do controle (v0) e 

absorbância do teste (v), conforme a fórmula: SOD = v0 / v - 1.  

4.3.4.6 Efeito da MIB sobre a atividade da Catalase (CAT) nos eritrócitos. 

A preparação da amostra iniciava-se com a adição de 900 μL de tampão fosfato, pH 

7.4, a 100 μL do hemolisado (1:1), obtendo-se, assim, uma diluição 1:20 da amostra inicial. 

Deste hemolisado, 1μl foi adicionado ao meio básico de reação, que continha tampão fostato 

50 mm, pH 7,0, e peróxido de hidrogênio (H2O2) 10mM. A medida da atividade da CAT 

ocorre através da velocidade com que o H2O2 é reduzido pela ação da enzima, provocando 

diminuição no valor da absorbância em 240 nm. A diferença na leitura das absorvâncias a 240 

nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permite estabelecer a velocidade de 

redução do H2O2, que é proporcional à velocidade da reação enzimática catalisada pela CAT. 

A atividade de CAT foi calculada usando o coeficiente de extinção molar e os resultados 

foram expressos em nmol de CAT por miligrama de Hg. 

4.3.4.7 Dosagem de hemoglobina no hemolisado 

A determinação da concentração de Hb no hemolisado torna-se fundamental para a 

obtenção dos valores finais de SOD, GSH e CAT. Os valores foram obtidos através do 

método de Drabkin, em que a Hb (100 μL da amostra preparada a partir do hemolisado 1:20), 
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em presença de reagente de Drabkin (2 mL), forma um composto, a cianometaemoglobina, 

que é absorvida a 540 nm e cujo coeficiente de extinção milimolar é 11,5 M
-1

.cm
-1

. 

4.3.4.8 Análise estatística 

Os resultados foram expressos em médias e erro padrão da média. Para comparação 

de médias entre os grupos no momento final do experimento foi realizada análise de variância 

(ANOVA), seguido de teste de comparação múltipla de Tukey, adotando o nível de 

significância de 5%. Para análise dos resultados foi utilizado o programa estatístico GraphPad 

Prism versão 6.0. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

5.1 Avaliação toxicológica in vitro 

Ensaios de citotoxicidade são essenciais para a elaboração de novos fármacos, pois 

definem a faixa de concentrações que serão utilizadas nos estágios não clínicos de 

desenvolvimento, sendo alguns capazes de estimar a dose de partida a ser utilizada no estudo 

toxicológico in vivo, seguindo o Princípio dos 3Rs (do inglês: Replacement, Reduction and 

Refinement), permitindo a realização de diversos métodos alternativos ao uso de animais 

(ARAÚJO et al., 2014; OECD, 2010).   

 O ensaio do MTT é um teste colorimétrico clássico de viabilidade celular sendo 

utilizado para medir a atividade metabólica de células viáveis.  Este teste avalia a função 

mitocondrial celular através da redução enzimática do sal tetrazólio pelas desidrogenases 

mitocondriais em células viáveis, levando a formação do formazan, um sal insolúvel de 

coloração arroxeada (MOSMANN, 1983). Por causa da relação linear entre atividade celular e 

absorbância, o crescimento ou taxa de morte de células pode ser mensurado (ATCC, 2001). 

  Na avaliação de um possível efeito citotóxico induzido pela MIB em macrófagos 

murinos, foi observada uma redução da viabilidade celular por avaliação da atividade 

mitocondrial de modo dependente de concentração (Figura 16), com valor de concentração 

citotóxica média (CC50) igual a 124,036 μg /ml.  

Figura 16: Efeito citotóxico da MIB sobre macrófagos peritoneais de camundongos BALB/c. 

Os resultados foram expressos como média ± EPM. **p<0,01 e ***p<0,001 quando 

comparado com o grupo controle. 
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Fonte: Autoria Própria 
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Por intermédio de diversos estudos com extratos vegetais, MEYER et al., (1982) 

estabeleceu uma associação entre a concentração letal média (CL50) e o grau de toxicidade, 

constatando que extratos com CL50 menor que 80 μg/ml apresentam-se moderadamente 

tóxicos, extratos com CL50 entre 80 μg/ml e 250 μg/ml são pouco tóxicos e valores acima 

1000 µg/mL, são considerados atóxicos. Segundo ANDRADE (2013), quanto menor o valor 

do CC50 mais citotóxico é o composto avaliado frente à espécime celular empregado. Dessa 

maneira, a MIB foi classificada como moderadamente citotóxico (100 µg/mL < CC50 < 1000 

µg/mL) em comparação com dados já reportados por LUSTOSA et al., 2016 para o Extrato 

Hexânico da Semente do Bacuri (EHSB) que apresentou valor de CC50 igual a 90,03 µg/mL, 

pode-se afirmar que a MIB apresenta um perfil de segurança maior frente ao organismo. 

Efeitos citotóxicos de diferentes substâncias podem estar relacionados com 

irregularidades estruturais na membrana celular (HADNAGY et al., 2003). No eritrócito, esta 

é uma estrutura delicada que pode ser danificada por ação de medicamentos (AKI e 

YAMAMOTO, 1991). Vários estudos indicam que certos metabolitos vegetais, tais como 

polifenois, saponinas, triterpenoides e glicosídeos, podem causar modificações nas 

membranas dos glóbulos vermelhos propiciando à hemólise (BADER et al., 1996; 

GRINBERG et al., 1997). Com base neste fato, é possível concluir que a estabilidade 

mecânica da membrana das hemácias é um critério de avaliação citotóxica de uma droga em 

desenvolvimento frente às células saudáveis do organismo, sinalizando uma possível 

toxicidade in vivo (AKI e YAMAMOTO, 1991; SILVA, 2007).   

Segundo os critérios estabelecidos por NOFIANI et al., (2011), uma taxa de 

hemólise superior a 40% é considerada elevada e inferior a 10% é dita baixa. Assim, a MIB 

apresenta uma baixa citotoxicidade uma vez que ela promoveu menos de 10% de hemólise na 

concentração mais alta testada (800 µg/ml), não sendo possível determinar a concentração 

hemolítica média. Dessa forma, os resultados indicam que a MIB apresenta perfil 

toxicológico in vitro aceitável, permitindo a aplicação de modelos toxicológicos in vivo de 

forma segura para uma avaliação mais profunda sobre seu perfil de segurança, permitindo 

suas aplicações no desenvolvimento de novos produtos 
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Figura 17: Atividade hemolítica da MIB em eritrócitos obtidos de sangue de carneiro. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 quando 

com grupo controle. 
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Fonte: Autoria Própria 

5.2 Avaliação do potencial antioxidante in vitro 
 

No tocante à investigação da atividade antioxidante da MIB, deve-se mencionar a 

presença de substâncias com esta atividade nas sementes da espécie. Investigações sobre a 

composição química das plantas da família Clusiaceae mostraram que estas são ricas em 

xantonas, benzofenonas poliisopreniladas, flavonóides, ácidos fenólicos e lactonas, 

(BAGGETT et al., 2005; CHEN et al., 2010; PICCINELLI et al., 2009), substâncias naturais 

que despertam grande interesse devido às atividades farmacológicas que apresentam. As 

xantonas têm sido relatadas por inibir a síntese de prostaglandina E2 e peroxidação de 

lipídios, demostrando assim seu potencial antioxidante. (ZARENA e UDAYA SANKAR, 

2009).  

 Na avaliação da atividade antioxidante da MIB contra a formação de espécies 

reativas com ácido tiobarbitúrico, foi utilizado o método TBARS, amplamente empregado 

para quantificar a peroxidação lipídica que corresponde a um dano na membrana celular 

causado pelo estresse oxidativo (SILVA et al., 2012a). A atividade antioxidante de fontes 

naturais é devida aos compostos ativos presentes nas plantas. Conforme PRATT E HUDSON 

(1992), os antioxidantes naturais podem ser encontrados em diversas partes do vegetal 

(madeira, casca, caule, folhas, frutos, raízes, flores e sementes). A maioria destes constituintes 

quimicos são, normalmente, compostos fenólicos ou polifenólicos na natureza, por exemplo, 

os tocoferóis, flavonóides e derivados de ácido cinâmico, ácidos orgânicos fosfatídicos e 
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outros (HUANG et al., 2005). O AAPH, composto azo hidrossolúvel, é usado como gerador 

de radicais livres. Sua decomposição produz radicais nitrogênio e carbonila moleculares, que, 

por sua vez, reagem com o ácido tiobarbitúrico, resultando na formação de TBARS (FITÓ, 

LA TORRE; COVAS, 2007; MOON; SHIBAMOTO, 2009; SERAFINI et al., 2011; ZIN; 

HAMID, OSMAN, 2002). 

 Sabe-se que mudanças na permeabilidade seletiva das membranas, como 

consequência do processo de lipoperoxidação, alteram os fluxos iônico e de outras substâncias 

resultando na perda da seletividade para entrada e/ou saída de nutrientes e de substâncias 

tóxicas à célula com acometimentos dos componentes da matriz extracelular além produzir 

mudanças vasculares que controlam a pressão arterial (AMARAL, 2014; LIMA et al., 2002).  

 No presente estudo, a manteiga industrializada do bacuri (MIB) em todas as 

concentrações testadas, foi capaz inibir a peroxidação lipídica induzida pela AAPH, 

observada pela redução da quantidade de TBARS formada (Figura 18). As concentrações 

utilizadas de MIB (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 mg/ml) proporcionaram redução na produção de 

TBARS em (65,07%; 66,81%; 67,76%; 69,05%; 72,29%) respectivamente. O trolox, análogo 

do α-tocoferol, produziu uma diminuição na produção de TBARS de 44,64%. Dessa forma, 

podese perceber que a MIB reduziu a produção de TBARS em todas as concentrações 

testadas, sugerindo que a manteiga pode exercer um efeito antioxidante protetor de 

biomoléculas lipídicas in vitro.  

Figura 18: Atividade Antioxidante da MIB pela reduçãos dos níveis de TBARS. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. 
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Fonte: Autoria Própria 
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Outra metodologia utilizada para avaliar o potencial antioxidante de uma substância 

é baseada na capacidade de remover radicais livres formados em espécies menos reativas, o 

que pode estar diretamente relacionado à sua atividade antioxidante (HOELZL et al., 2005). 

O radical hidroxila (
●
OH) é uma espécie altamente reativa capaz de causar danos ao DNA, 

proteínas, enzimas e aminoácidos. (SERAFINI et al., 2011; SHUKLA et al., 2009). Além 

disso, ele pode reagir com os fosfolipídios de membrana, promovendo a sua desorganização, 

formando radicais precursores da peroxidação lipídica como os radicais alcoxila (LO
●
), 

peroxila (LOO
●
) e hidroperóxidos lipídicos (LOOH) (BARREIROS et al., 2006; CHE, HU e 

WANG, 2012). 

A 2-desoxirribose, exposta a reação de Fenton (Fe
+2

 + H2O2  Fe
+3

 + 
●
OH + ־OH), 

reage com o radical hidrolixa formando malonaldeído, quem será quantificando exibindo 

assim indiretamente a capacidade oxidativa da MIB em capturar o 
●
OH (HUANG et al., 2005; 

PAYA et al., 1992; SERAFINI et al., 2011). Dessa forma, pode-se observar que a MIB nas 

concentrações utilizadas (0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 mg/ml) exibiu uma atividade antioxidante 

significativa capaz de inibir o dano celular causado por esse radical proporcionando uma 

redução na degradação da 2-desoxirribose em 70,57%; 72,21%: 73,03%; 73,99%; 76,01% 

respectivamente. Ação semelhante foi observada com o Trolox (48,64%), que também 

reduziu significativamente a quantidade de MDA formada (Figura 19). 

Figura 19: Atividade antioxidante da MIB pela remoção do radical hidroxila. Os resultados 

foram expressos como média ± EPM. 
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Fonte: Autoria Própria 

O método de inibição de produção do radical nitrito para avaliação da atividade 

antioxidante também foi utilizado, baseado na produção de NO• a partir da decomposição de 
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nitroprussiato de sódio em solução aquosa (RAMOS et al., 2006). Por sua vez, o radical NO• 

reage com o oxigênio gerando o radical nitrito, o qual reage com o radical de óxido nítrico e 

forma-se o anidrido nitroso, um reagente nitrosante (SYKES, 1991). O anidrido nitroso, ao 

reagir com o reagente de Griess (1% de sulfanilamida em 5% de ácido fosfórico e dicloridrato 

de N- (1-naftil)etilenodiamina) a 1% em água, forma um composto diazo de cor violeta, um 

cromóforo de absorção máxima em 546 nm. Se no meio reacional existirem substâncias 

antioxidantes, estas vão competir com o oxigênio, e a produção do radical nitrito NO
2•

 será 

reduzida, caracterizando a atividade antioxidante (ALMEIDA et al., 2012; SERAFINI et al., 

2011).  

Neste estudo, o MIB reduziu significativamente a produção de nitrito (Figura 20), 

demonstrando novamente as suas propriedades antioxidantes contra os danos causados pelos 

radicais livres. Nas concentrações utilizadas (0,9; 1,8; 3,6; 5,4 e 7,2 mg/ml), a MIB produziu a 

remoção do radical nitrito em (8,91%; 15,04%; 20,31%; 26,03%, 32,81%) respectivamente. O 

controle usado análogo do α-tocoferol produziu uma depuração contra a formação do radical 

nitrito em 59,76%. 

Figura 20: Atividade antioxidante da MIB pela inibição da produção do radical nitrito. Os 

resultados foram expressos como média ± EPM. 

 

Fonte: Autoria Própria 

 

O NO é uma molécula sinalizadora envolvida em muitos processos fisiológicos  

(manutenção do tônus vascular, regulação da pressão sanguínea, prevenção da agregação 

plaquetária) (KAWANO et al., 2009; SOUSA; PRADO, 2011) e patológicos (formação de 

espécies reativas com efeitos citotóxicos e pró-inflamatórios potentes) (BECKMAN et al., 

1990; QUINTANS, JR. et al., 2011) de extrema impotância dentro dos sistemas oxidativos, 

uma vez que ele  induz a produção da enzima superóxido dismutase (SOD) na camada 
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muscular do vaso e extracelular, diminuindo o O
2-

 disponível e, consequentemente, a 

produção de ONOO
-
 , além de induzir a síntese de ferritina, que se liga a íons ferro livres e 

previne a geração de O
2-

 (DUSSE, et al., 2003). Assim, o efeito do MIB inibindo a formação 

de NO2 previne o surgimento/proliferação de ação deletérias como também contribui 

positivamente para a atuação do NO sob o sistema vascular e antioxidante. 

5.3 Avaliação toxicológica in vivo  

Com o auxílio da toxicologia, antecipa-se o risco e reduz-se a probabilidade de novas 

drogas falharem e de serem excluídas em estágios subsequentes do processo de pesquisa e 

desenvolvimento de novos fármacos, evitando-se assim desperdício financeiro e de materiais. 

A identificação dos riscos revela o grau de periculosidade da nova substância no organismo, 

bem como o potencial de reversibilidade ou irreversibilidade de seus efeitos (DENNY, et al., 

2013), sendo primordial o conhecimento adquirido durante estes ensaios para delinear a dose 

inicial, o intervalo terapêutico e os potenciais efeitos adversos que poderão ocorrer durante os 

ensaios clínicos (LAVANDEIRA, 2014).   

Nessa perspectiva, a investigação toxicológica de produtos naturais visa estabelecer 

uma gama segura e eficaz de doses para novos fármacos e formulações farmacêuticas. Em 

nosso estudo, a MIB não provocou nenhuma morte durante os quatorze dias de observação 

após administração oral da dose de 2,0 g/kg em ratas Wistar, indicando ausência de toxicidade 

para a dose e esquema de administração avaliado. Além disso, ao longo do protocolo, nenhum 

animal apresentou qualquer alteração clínica ou comportamental aparente, permanecendo em 

bom estado até o final do estudo (Tabela 1). Logo, não foi possível determinar a DL50 para o 

extrato utilizado, sugerindo classificação na categoria 5 do GHS.   

 O desequilíbrio no desenvolvimento ponderal dos animais em tratamento são sinais 

de toxicidade sistêmica, uma vez que a perda de peso pode indicar doenças como câncer, 

distúrbios renais, dor ou estresse. Já o aumento de peso sinaliza distúrbios metabólicos que 

levam ao aumento do consumo da ração ou formação de grandes tumores (GONZALEZ; 

SILVA, 2006; MELO, et al., 2001). No presente estudo, observou-se um ganho de peso 

significativo ao longo dos 14 dias nos animais que receberam uma dose única da MIB (2,0 

g/kg) em comparação com o grupo controle (Figura 21). No entanto, o ganho de massa 

ponderal isoladamente não caracteriza um distúrbio sendo necessário dados alterações 

bioquímicas, hematológicas ou histológicas que justifiquem tal achados. 

Nessa perspectiva, as aminotransferases séricas (ALT e AST) e a fosfatase alcalina 

(FA), são importantes indicadores de lesões hepáticas (MOTTA, 2003). Logo, a dosagem 
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dessas enzimas permite averiguar a presença de alterações da permeabilidade dos hepatócitos 

pela elevação de ALT e AST, assim como de desordens colestáticas pela elevação da FA 

(MONCORVO et al.,1998). No presente estudo, não foram observadas diferenças estatísticas 

entre os animais tratados em relação ao grupo controle (Tabela 2), sugerindo assim ausência 

de alterações na função hepática.  

Tabela 1: Sinais clínicos e comportamentais avaliados ao longo de 14 dias após a 

administração aguda da MIB (2,0 g/kg) e água destilada por via oral. 
 

 Controle MIB 

ATIVIDADE 1.º dia 7.º dia 14.º dia 1.º dia 7.º dia 14.º dia 

ESTIMULANTE 

Hiperatividade 0 0 0 0 0 0 

Agressividade 0 0 0 0 0 0 

Convulsão 0 0 0 0 0 0 

Tremores 0 0 0 0 0 0 

Piloereção 0 0 0 0 0 0 

DEPRESSOR 

Ptose palpebral 0 0 0 0 0 0 

Sedação 0 0 0 0 0 0 

Ataxia 0 0 0 0 0 0 

Catatonia 0 0 0 0 0 0 

Reflexo Corneal 0 0 0 0 0 0 

Reflexo Auricular 0 0 0 0 0 0 

SISTEMA NERVOSO AUTÔNOMO 

Defecação 0 0 0 0 0 0 

Constipação 0 0 0 0 0 0 

Lacrimejamento 0 0 0 0 0 0 

Salivação 0 0 0 0 0 0 

Cianose 0 0 0 0 0 0 

OUTROS COMPORTAMENTOS 

Ambulação 0 0 0 0 0 0 

Autolimpeza 0 0 0 0 0 0 

Levantar 0 0 0 0 0 0 

Vocalizações 0 0 0 0 0 0 

Contorções abdominais 0 0 0 0 0 0 

MORTE 0 0 0 0 0 0 
Fonte: Autoria Própria 

As concentrações de creatinina, um catabólito do metabolismo muscular cujos 

valores de referência variam entre 0,5 e 0,9 mg/dL para as fêmeas, e de ureia, um composto 

não tóxico sintetizado mediante a degradação dos aminoácidos, funcionam como parâmetro 

de avaliação da função renal uma vez que sua excreção se dar quase que exclusivamente por 

filtração glomerular (ANDRIOLO & ROCHA, 2007). Assim, quando em altas concentrações, 
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esses biomarcadores sinalizam uma lesão renal. No presente estudo, a avaliação realizada 

sugere que a MIB não promoveu danos aos rins nas doses administradas devido à ausência de 

alterações bioquímicas nas análises de creatinina, em relação ao grupo controle. 

Figura 21: Evolução ponderal em gramas de ratas Wistar tratadas com veículo ou MIB (2,0 

g/kg) por via oral. Dados representados por média ± EPM (n=5/grupo). 
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Fonte: Autoria Própria 

O colesterol, sintetizado em sua maior parte pelo fígado, constitui diversos tecidos do 

corpo humano, sendo regulado por um sistema compensatório. Seu transporte é realizado pela 

ação das lipoproteínas devido ao seu caráter apolar (MOTTA, 2003). O aumento nos níveis de 

colesterol no sangue é considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento 

da aterosclerose, que frequentemente leva a doenças circulatórias, cerebrovasculares e 

doenças vasculares periféricas (RADOVANOVIC et al., 2014; SANTOS et al., 2008). A 

administração da MIB na dose de 2,0 g/kg não promoveu uma redução estatisticamente 

significativa nos níveis plasmáticos do colesterol total.   

Outros biomarcadores fisiológicos relacionados com as proteínas plasmáticas são 

albumina, globulinas, enzimas, proteína especifica de transporte, hormônios proteicos e 

fatores de coagulação, cujas dosagens fornecem um bom parâmetro para a avaliação do estado 

nutricional e para a presença de doenças sistêmicas severas (BUSH, 2004; KERR, 2003; 

THRALL, 2007). Quando em altas concentrações, podem significar deficiência relativa de 

água, doença inflamatória crônica e doença imunomediada. Em contrapartida, sua diminuição 

é causada normalmente por perda renal, intestinal, hemorragias, queimaduras e por 

diminuição da síntese de proteínas, sinalizando insuficiência hepática (CUNHA et. al., 2013; 
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GOMES; KIRSZTAJN, 2011). No presente estudo, os valores de proteínas totais 14 dias após 

a administração da MIB mantiveram-se estatisticamente constantes, indicando ausência de 

efeitos tóxicos. Por tanto, levando-se em consideração os resultados registrados neste teste, 

não houve modificações significativas no perfil bioquímico, em comparação com o grupo 

controle como registrado na Tabela 2. 

Tabela 2: Avaliação dos parâmetros bioquímicos séricos em ratas Wistar fêmeas tratadas com 

a MIB por via oral. Os valores representam à média ± EPM 

 

Parâmetros Controle MIB 

Proteínas Totais (mg/dl) 6,96 ± 0,103 6,40 ± 0,141 

Albumina (mg/dl) 4,02 ± 0,143 4,16 ± 0,087 

Fosfatase Alcalina (U/L) 214,80 ± 29,986 138,20 ± 20,30 

ALT (U/L) 59,20 ± 4,409 58,20 ± 5,342 

AST (U/L) 108,00 ± 6,790 98,40 ± 3,696 

Bilirrubina Total (mg/dl) 0,10 ± 0,000 0,10 ± 0,000 

Bilirrubina Direta (mg/dl) 0,036 ± 0,006 0,036 ± 0,005 

Bilirrubina Indireta (mg/dl) 0,064 ± 0,006 0,064 ± 0,005 

Creatinina (mg /dl) 0,30 ± 0,032 0,28 ± 0,037 

Ácido Úrico (mg/dl) 0,68 ± 0,049 1,12 ± 0,402 

Colesterol (mg/dl) 118,50 ± 6,083 105,0 ± 9,00 

Triglicerídeos (mg/dl) 98,50 ± 20,857 87,2 ± 13,021 

Sódio (mmol/l) 142,00 ± 1,140 140,60 ± 0,60 

Potássio (mmol/l) 3,74 ± 0,125 3,82 ± 0,111 

Cloro (mmol/l) 101,60 ± 1,364 102,40 ± 0,510 

Fonte: Autoria Própria 

Segundo GONZALEZ E SILVA (2006), outros sinais de toxicidade podem se 

expressar pela alteração da massa relativa dos órgãos, uma vez que tais parâmetros refletem o 

funcionamento das principais vias metabólicas do organismo. Dessa forma, alterações de peso 

de órgãos são frequentemente associadas a efeitos relacionados a tratamento farmacológico. A 

escolha dos órgãos apropriados para avaliação nos estudos de toxicologia envolve a 

compreensão do mecanismo de ação da substância-teste, do metabolismo e da toxicocinética; 

A fisiologia das espécies de teste; e o conjunto cumulativo de dados de estudos anteriores dos 

mesmos ou composto ou materiais semelhantes (LONG et al., 1998ª).  
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Alterações no peso do fígado podem sugerir alterações relacionadas ao tratamento, 

incluindo hipertrofia hepatocelular. O aumento do peso cardíaco pode ser a única evidência de 

hipertrofia miocárdica que é muitas vezes macroscópica e microscopicamente difícil de 

reconhecer. As alterações no peso do rim podem refletir toxicidade renal, hipertrofia tubular 

ou nefropatia crônica progressiva (GREAVES, 2011; MICHAEL et al., 2007).   

Sob tal enfoque, a análise macroscópica dos órgãos, assim como o seu peso relativo, 

após a administração da MIB por via oral não apresentou nenhuma alteração estatisticamente 

significativa quando comparado com o grupo controle. Além disso, não foram observadas 

lesões gástricas em nenhum grupo tratado. De maneira geral, pode-se inferir que a MIB em 

dose única de 2,0 g/kg administradas por via oral em ratas Wistar não apresentou efeito 

tóxico. Tais resutados abrem perspectivas para estudos de prova de conceito não clínica com o 

extrato da Platonia insignis, visando o desenvolvimento de novos produtos com diversas 

aplicações farmacológicas e terapêuticas. 

Tabela 3:  Peso médio relativo dos órgãos dos animais após 14 dias do tratamento agudo com 

veículo ou a MIB por via oral na dose de 2,0 g/kg. Os valores representam à média ± EPM. 

 

Órgãos 

Peso Médio Relativo (g) 

Controle 
MIB 

Pulmões 0,652 ± 0,063 0,501 ± 0,021 

Fígado 3,745 ± 0,304 3,875 ± 0,192 

Coração 0,336 ± 0,007 0,431 ± 0,100 

Estômago 0,701 ± 0,037 0,740 ± 0,042 

Cérebro 0,814 ± 0,030 0,821 ± 0,035 

Rim Direito 0,363 ± 0,010 0,359 ± 0,011 

Rim Esquerdo 0,349 ± 0,010 0,344 ± 0,075 

Fonte: Autoria Própria 

5.4 Reatividade vascular 

A via do óxido nítrico (NO) é um importante sistema regulador da circulação.  A 

forma endotelial da enzima NO sintase é expressa constitutivamente e produz NO sob 

condições basais (MONCADA et al., 1991), bem como em resposta ao estresse de 

cisalhamento (PRABHU, 2004) e agonistas operados por receptores, como a acetilcolina 

(PALMER, et al., 1988; YANG, et al., 1991). O NO é um nitrovasodilatador endógeno 

produzido em grandes artérias de condutos e também na circulação de resistência. Os 
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inibidores da síntese de NO, reduzem acentuadamente o fluxo sanguíneo local (MEYER, et 

al., 1995), e quando infundidos in vivo, induzem hipertensão arterial sistêmica sustentada 

(CALVER, et al., 1992; GARDINER et al., 1990). O mecanismo preciso baseia-se no fato de 

que o L-NAME, um análogo estrutural da L-arginina, ao ser metabolizado por hidrólise não 

enzimática na forma ativa, Nω-nitro-L-arginina (L-NOARG), se liga competitivamente à 

NOS endotelial (PFEIFFER et al., 1996). A inibição desta, atenua a síntese e o metabolismo 

do NO, a menor molécula de sinalização intercelular gasosa que medeia o relaxamento 

vascular. Posteriormente, a deficiência de NO leva a vasoconstrição sistêmica e hipertensão 

(HOPKINS, et al., 2013).   

A hipertensão induzida por L-NAME, por seu peculiar mecanismo de ação, permite 

o estudo in vivo dos efeitos da deficiência prolongada de NO. Blot e colaboradores (1994) 

relataram que ratos com hipertensão induzida por L-NAME geralmente morrem após 8 a 11 

semanas, supostamente de aneurisma aórtico, insuficiência renal e outros danos aos órgãos 

alvo. Em contrapartida, ratos com hipertensão espontânea conseguem viver até as 70 semanas 

de idade apesar de um aumento semelhante da pressão arterial (KUNG,  et al., 1995). Dessa 

forma, a disfunção vascular associada à hipertensão induzida por L-NAME tornase bem 

estabelecida como modelo de doença vascular, sendo o endotélio, uma região de particular 

interesse, visto ser uma fonte de fatores de relaxamento e contração, além de mediadores 

capazes de interferir na função plaquetária e na proliferação do músculo liso vascular 

(HOPKINS, et al., 2013).  

Como uma deficiência na produção ou na ação do NO está envolvida em vários 

estados de doença (ARNAL, et al., 1992; BAYLIS, et al., 1992), a aplicação crônica de 

inibidores da NO sintase representa um modelo de disfunção vascular específica e, portanto, 

de doença vascular precoce. Clinicamente, a doença vascular que leva a complicações 

cardiovasculares ocorre quase exclusivamente em artérias de grandes calibres, como a artéria 

aorta, coronária, carótida e renal. Como é provável que os medicamentos sejam mais 

eficientes na prevenção e reversão das alterações vasculares precoces do que tardias na 

hipertensão, esse modelo é adequado para testar os efeitos protetores vasculares dos 

potenciais anti-hipertensivos no contexto da deficiência de NO (CHRISTOPH, et al., 1995).  

Nessa perspectiva, sabe-se que o L-NAME causa contração dependente do endotélio 

em artérias isoladas e inibe o relaxamento dependente do endotélio a vários agonistas 

(DORA, et al., 2000). Todavia, muitas pesquisas vem demonstrando que a forma de 

administração dessa substância, a dose e o período de tratamento variam de caso para caso e 
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às vezes terminam em apurações discutíveis, pois os efeitos do tratamento com L-NAME no 

sistema cardiovascular podem ser inconsistentes, além da resposta do organismo normotenso 

e hipertenso à mesma dose de L-NAME diferirem e, aparentemente, a sensibilidade da via 

NOS/NO ser alterada em condições hipertensivas (GRAY, et al., 1993; WINKLES et al., 

1995).  

Com o objetivo de avaliar o responsividade vascular em animais hipertensos no 

modelo do L-NAME submetidos a um pré-tratamento com MIB na dose de 25 e 50 mg/kg, 

percebeu-se que os relaxamentos dependentes de endotélio induzidos pela acetilcolina foram 

potencializadas no grupo hipertenso L-NAME em comparação com o controle normotenso 

(Figura 22) (*p<0,05 vs controle). Nos animais tratados com a MIB na dose de 25 mg/kg, a 

reatividade à acetilcolina foi potencializada em relação ao grupo hipertenso L-NAME (Figura 

23), evidenciando assim a complexidade da resposta vascular ao L-NAME, a existência de 

mecanismos compensatorios ao efeito inibitivo deste sob a sintese de NO e a capacidade da 

MIB de melhorar a responsividade das preparações de aorta à acetilcolina.  

Figura 22: Curva concentração-resposta de acetilcolina (ACh) em anéis de aorta de ratos 

hipertensos induzidos pelo L-Name. *p<0,05 vs controle. Two-way ANOVA. 
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Fonte: Autoria Própria 
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Figura 23: Efeito do Tratamento agudo com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg na resposta 

vasorelaxante da ACh em anéis de aorta de ratos hipertensos induzidos pelo L-NAME. 

*p<0,05 vs hipertenso. Two way anova. 
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Embora a administração de L-NAME, com o objetivo de reduzir a produção de NO, 

seja amplamente usada, pouco se sabe sobre as consequências do feedback do tratamento de 

L-NAME a longo prazo na produção de NO. O fenômeno da regulação de realimentação da 

expressão e atividade do NOS pelo nível de NO produzido in vitro demonstrou que sob 

condições fisiológicas, o NO produzido pelo NOS se liga ao ferro heme da molécula do NOS 

e, assim, inibe a atividade sintética da enzima (BERNÁTOVÁ, et al.,1999;  ZHAO, et at., 

2015). A taxa de inibição depende da isozima da NOS. Consequentemente, a redução dos 

níveis de NO na solução da reação pela eliminação de NO levou à manutenção da atividade 

sintética, enquanto a adição de doador de NO à solução diminuiu gradualmente a produção de 

NO (ROGERS e IGNARO, 1992). Na mesma direção, a expressão de isoforma particular de 

NOS é regulada pela produção de NO. A pré-incubação da cultura de células com doador 

exógeno de NO levou à expressão atenuada de isoformas de NOS indutíveis (iNOS) e 

endoteliais NOS (eNOS) (VAZIRI e WANG, 1999) e, por outro lado, a presença de 

sequestrador de NO aumentou a expressão de iNOS após estimulação de citocinas (PARK, et 

al., 1994). A presença do L-NAME atua na atividade e expressão da NOS de maneira 

semelhante à eliminação de NO, que na linha de células estimuladas por citocinas levou à 
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expressão e atividade aumentadas de iNOS (BERNÁTOVÁ, et al.,1999; PARK, et al., 1994) 

e, curiosamente, a incubação das células endoteliais com L-NAME causa um aumento 

significativo no nível de proteína eNOS como resposta in vitro tensão de cisalhamento, que é 

um estímulo natural para a síntese de NO in vivo (FINNK, et al., 1998; GRUMBACH, et al., 

2005). 

Considerando que a administração de L-NAME bloqueia a síntese de NO, podemos 

supor que uma atividade NOS maior encontrada em tecidos ex vivo resulta de um nível mais 

alto de expressão do gene NOS. De fato, a presença de L-NAME aumenta in vitro a taxa de 

expressão de iNOS e eNOS (GRUMBACH, et al., 2005; PARK, et al., 1994), talvez 

influenciando o equilíbrio entre NO e fator de transcrição fator nuclear kB (NF-kB), que é o 

principal fator na expressão da NOS (GRUMBACH, et al., 2005; HU et al., 2011). 

Considera-se que o NO inibe a ativação de NF-kB, sua ligação ao DNA (PARK et al., 1997) 

ou induz e estabiliza o inibidor de NF-kB (DAVIS et al., 2004; PENG et al., 1995) e, 

portanto, modula a taxa de transcrição de NOS. Nesse sentido, a diminuição do nível de NO 

induzida pelo LNAME leva à ativação do NF-kB e, consequentemente, ao aumento da 

expressão da NOS (BERNÁTOVÁ, et al.,1999; KOPINCIVÀ, et al., 2012).   

No entanto, a regulação da retroalimentação induzida por L-NAME da expressão da 

NOS é mais complicada do que a regulação da atividade da NOS. Temos que raciocinar que a 

ativação do NF-kB pode ser evocada por vários fatores, dos quais mais de alguma forma estão 

associados à produção de NO. Primeiramente, a carga oxidativa induz a ativação de NF-kB da 

mesma maneira que a deficiência de NO e a presença de espécies reativas de oxigênio (ERO) 

pode, assim, evocar maior expressão de eNOS ou iNOS (GOMEZ-CABRERA, et al., 2005; 

ZHEN, et al., 2008) . Assim, às vezes é impossível resolver se o aumento na expressão de 

NOS é causado pela depleção de NO ou melhor, pela ativação de NF-kB mediada por ROS 

(KOPINCIVÀ, et al., 2012). 

 Quanto à resposta independente do endotélio, obteve-se uma curva concentração 

resposta ao Nitroprussiato de Sódio (NPS) percebendo-se que o efeito vasorrelaxante induzido 

pelo NPS foi potencializado em preparações de animais hipertensos (Figura 24).  Liu e 

colaboradores (2019) em seus estudos demonstraram que os análogos da L-arginina contendo 

grupos nitro, como L-NAME, potencializam a vasodilatação mediada por nitrovasodilatadores 

e que o NO é liberado do grupo nitro dos análogos da L-arginina por meio de reações de 

Fenton. O tratamento in vivo com MIB nas doses de 25 e 50 mg/kg não promoveu alterações 

significativas no vasorrelaxamento induzido pelo NPS em comparação com o grupo L-NAME 
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(Figura 25). 

 

Figura 24: Curva concentração-resposta do Nitroprussiato de sódio (NPS) em anéis de aorta 

de ratos hipertensos induzidos pelo L-Name. *p<0,05 vs controle. Two way anova 
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Figura 25: Efeito do Tratamento agudo com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg na resposta 

vasorelaxante do NPS em anéis de aorta de ratos hipertensos induzidos pelo L-NAME. 

*p<0,05 vs hipertenso. Two way anova 
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Os resultados apresentados demonstraram que as mudanças fisiologicas decorentes 

do quadro hipertensivo, em que os animas se encontravam, são inumeras e estas podem gerar 

respostas divergentes das mensuradas in vitro para o L-NAME, uma vez que o estresse 

oxidativo desencadeado pela depleção de NO (PAULIS, et al., 2008), ao atingir os principais 

orgãos do sistema vascular, podem ativar mecanimos compesatorios (PAULIS, et al., 2008; 

PAULIS, et al., 2009), gerando assim uma nova resposta. 

5.5 Avaliação da atividade antioxidante in vivo  

Quando ocorre um desequilíbrio na relação das ERO e de ERN as defesas 

antioxidantes, observa-se lesões em organelas, membranas, tecidos e enzimas, culminando em 

perda de função celular e/ou tecidual, gerando uma patologia específica. Dessa forma, o 

estresse oxidativo está envolvido na patogênese de várias doenças, entre elas, os distúrbios 

cardiovasculares (BLACK e GARBUTT, 2002).  

Nesse aspecto, os antioxidantes são definidos como substâncias que, quando 

presentes em pequenas concentrações comparados à do substrato oxidável, significativamente 

retardam ou inibem a oxidação dos mesmos (HALLIWELL, 2000). Os antioxidantes 

produzidos pelo organismo agem como detoxificadores do agente antes que ele cause lesão 

(glutationa reduzidaGSH, superóxido dismutase-SOD, catalase-CAT e glutationa-peroxidase-

GPx) ou como reparadores da lesão ocorrida (vitamina C, vitamina E, glutationa-redutase - 

GR e glutationaS-transferase – GST) (WIESE, 2008). 

 O estresse oxidativo é uma causa primária na patogênese da hipertensão devido à 

disfunção das células endoteliais (VAZIRI, et al., 1998). Evidências crescentes sugerem uma 

ligação cruzada entre a deficiência de NO e o desenvolvimento do estresse oxidativo no início 

e na progressão das deficiências vasculares (VAZIRI et al., 2000). Durante a fisiologia 

normal, o NO reduz a produção de ânion superóxido (O2
-
) por meio de uma supressão 

sustentada da NADPH oxidase, a principal fonte de espécies reativas de oxigênio nos vasos 

sanguíneos (VAZIRI et al., 1999).  

Os biomarcadores sanguíneos do balanço redox, são usados para refletir as lesões 

causados pelas ERO e a eficácia das defesas antioxidantes do organismo. Esses marcadores 

podem mensurar o dano oxidativo em componentes celulares como as estruturas lipídicas, 

através da peroxidação lipídica (LPO) e estimar o dano oxidativo a proteínas, através dos 

compostos carbonílicos e sulfidrílicos (AMES et al, 1993).  

De acordo com Vrankova e colaboradores (2010), a administração de L-NAME está 

associada ao aumento da produção de ERO e de ERN e subsequentemente ao estresse 
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oxidativo no fígado e nos rins. O malondialdeído (MDA) é um pro-oxidante produzido como 

metabólito secundário da LPO e reflete indiretamente a degeneração oxidativa dos ácidos 

graxos poliinsaturados uma vez que a peroxidação lipídica sobrevém da reação dos radicais 

livres com os lipídeos insaturados das membranas, ocasionando a formação de hidro ou 

lipoperóxidos, que são altamente reativos e podem afetar a integridade das membranas 

(WILCOX, 2005). Nessa reação ocorre à liberação de produtos de degradação de ácidos 

graxos, como o MDA, e a quantificação deste composto têm sido utilizada para avaliar a 

extensão do dano oxidativo (OHKAWA et al., 1979).  

No presente estudo, não se observou diferenças nos níveis plasmáticos de TBARS 

entre o grupo hipertenso L-NAME e o grupo controle normotenso. Todavia, nos animais 

tratados por 7 dias com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/kg foi observada uma redução 

significativa nos níveis de TBARS, sugerindo uma capacidade de proteção da MIB ao dano à 

membrana celular induzido pelo L-NAME (Figura 26). Esses achados corroboram com os 

resultados in vitro quanto a capacidade inibitória da peroxidação lipídica induzida pela 

AAPH, observada pela redução da quantidade de TBARS em todas as concentrações testadas 

da MIB. Por outro lado, os mesmos resultados não foram observados em hamsters submetidos 

a uma dieta hiperlipidica, tratados por 28 dias com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/kg, 

conforme relatado por LIMA (2017).   

Figura 26: Avaliação da atividade antioxidante da MIB no plasma de animais hipertensos 

induzidos pelo L-NAME, através da medida da capacidade protetora contra a lipoperoxidação 

de membrana. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA. 
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De acordo, estudos de atividade gastroprotetora induzida pelo extrato hexânico das 

sementes de P. insignis em sua forma livre e complexada com beta-ciclodextrina  

demostraram uma diminuição nas áreas de úlcera gástrica e nas concentrações de MDA 

quando comparado ao controle negativo, comprovando que o extrato utilizado inibiu 

significativamente a formação de lesões gástricas possivelmente envolvendo ação em 

mecanismos antioxidantes (NASCIMENTO, 2014). Baseado nos relatos prévios, pode-se 

vislumbrar o imenso potencial farmacológico da P. insignis quanto a atividade antioxidante. 

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima membro da superfamília heme peroxidases 

derivada de leucócitos que catalisa a formação de numerosas ERO (BADIMON et al., 2012). 

Além de sua importância no combate a doenças infecciosas por meio da resposta imune inata, 

a MPO contribui para o dano tecidual durante inflamação destacando-se pelo seu papel no 

início e progressão da aterosclerose (PENNATHUR E HEINECKE, 2007) Ao reagir com o 

peróxido de hidrogênio,ela exerce multiplos efeitos oxidativos teciduais, propiciando o 

desenvolvimento de aterosclerose, disfunção endotelial, instabilidade de placa e resposta no 

remodelamento ventricular após injúria isquêmica (TSIMIKAS, 2006). Além disso, ao se 

acoplar as glicosaminoglicanas presente nas paredes dos vasos, a MPO prejudica a liberação 

de NO derivado do endotélio e a função endotelial local (STORCH et al., 2017).  Portanto, os 

dados indicam que uma elevação dos níveis de MPO podem sinalizar a progressão de uma 

disfunção endotelial, enquanto a redução plasmatica desses niveis foram retratados como 

cardioprotetores (BADIMON, et al., 2012; STORCH, et al., 2017). 

 Os resultados aqui demonstrados apontam que animais hipertensos L-NAME 

manifestaram um aumento da MPO plasmatica, tendo a MIB (25 e 50 mg/kg) atenuado 

significativamente a migração de leucócitos polimorfonucleares, avaliada indiretamente 

através da atividade da MPO plasmática, indicando uma atividade antioxidante desta 

manteiga (Figura 27).  Lima (2017), já havia demonstrado a atividade antioxidante da MIB 

através da diminuição da atividade da mieloperoxidase no modelo de dislipidemia induzida 

por uma dieta hiperlipidica em hamsters, o que corrobora os achados deste trabalho. 

A glutationa (GSH) é o principal antioxidante gerado pela célula, cuja principal 

função é protege-la de radicais livres que venham danificar ou detruir componentes celulares 

fundamentais, como o DNA, em segundos. Denominado marcador da saúde celular sua queda 

é indicativa de lesão oxidante cujo déficit acarreta diminuição da resistência às drogas e 

radiações, da capacidade de reversão de tumores e da síntese do ascorbato em animais, sendo, 

portanto, um importante agente antioxidante (GUTTERIDGE et al., 1979).  
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Figura 27: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida plasmática de MPO. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA. 
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Fonte: Autoria Própria 

Pesquisas indicam que o estresse oxidativo prédispõe à hipertensão essencial e que 

um dos principais sistemas alterados nessa condição é o da glutationa, o qual, por meio da 

atividade de suas enzimas, é essencial para manutenção dos níveis de glutationa reduzida 

(GSH) (DUARTE et al., 2001; ESLAMI, SAHEBKAR, 2014). Nessa perspectiva, também se 

relatou que a diminuição de glutationa no vaso dificulta a vasodilatação induzida por 

acetilcolina, sugerindo uma correlação com a biodisponibilidade do NO (FORD et al., 2006; 

VARGAS et al., 2012).  

No modelo de hipertensão com L-NAME, observou-se uma depleção do antioxidante 

em animais hipertensos L-NAME, tendo a administração diária da MIB nas doses de 25 e 50 

mg/kg desencadeado um aumento na produção de GSH.  Lustosa (2012) também obsevou um 

aumento de GSH hepático 14 dias após a admistração aguda da MIB na dose de 2,0 g/Kg.  

Nessa perpectivas, alguns estudos consideraram a eliminação de EROs e ERNs como um 

mecanismo fortemente envolvido no efeito anti-hipertensivo (CHEN, et al., 2001; 

GUMANOVA et al., 2007; LEIGHTON et al., 2006; VASCONCELOS, et al., 2007), 

exibindo assim o potencial antioxidante e hipotensor da MIB frente à disfunção vascular 

causados pelo L-NAME ao inibir NOS. 
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Figura 28: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida de GSH eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA 
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Fonte: Autoria Própria 

A enzima superóxido dismutase (SOD), integra o sistema antioxidante endógeno, 

sendo  capaz de dismutar o radical superóxido (O2
-
) em oxigênio molecular (O2) e peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Este último é capaz de atravessar as membranas celulares para então ser 

convertido em H2O por outras enzimas do sistema antioxidante, e dessa forma reduz o risco 

de estresse oxidativo (MRUK et al., 2002).  

A conservação da função endotelial, entre outros fatores, também é mediada pelo 

equilíbrio entre os níveis de ânion superóxido (O2
●-

) e a liberação de NO (FRAGA et al., 

1990; NAKAE et al., 1997). Dessa maneira, a interação entre os dois, é o principal 

mecanismo de redução de biodisponibilidade do NO, uma vez que a reação do NO com o O2
●-

 

é cerca de seis vezes mais rápida que a reação deste com a SOD. Assim, o NO torna-se um 

“sequestrador” de ânion superóxido mais potente que a SOD causando não só a redução da 

biodisponibilidade do NO como a geração do peróxido nitrito (ONOO
-
), um potente agente 

oxidante (BECKMAN & KOPPENOL, 1996; RUBANY & VANHOUTE, 1986).  

No que se refere à atividade da SOD, os animais hipertensos L-NAME, 

manifestaram uma redução dessa defesa antioxidante ao relação ao grupo controle, sendo esta 

redução ainda mais acentuada nos animais tratados com a menor dose da MIB.  Por outro 

lado, o tratamento com a dose de 50 mg/kg/dia promoveu aumento significativo (p<0,05) 

deste parâmetro, em relação ao grupo hipertenso não tratado. (Figura 29). Resultado 

semelhante foi reportado por Lima (2017) nos animais dislipidemicos tradados na dose de 50 

mg/kg. 



66 

 

                                                                                                                  

  

Figura 29: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo L-NAME, através da medida da SOD eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA 
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Fonte: Autoria Própria 

Durante um processo fisiopatologicos, como a hipertensão, os níveis de SOD e MDA 

refletem a quantidade de estresse causada pela liberação de radicais livres in vivo, em virtude 

da ativação de macrófagos, neutrófilos e citocinas que produzem grande quantidade de O2
●-

. 

Essa elevação da produção de O2
●-

 intensifica o consumo da SOD, fomentando uma exaustão 

enzimática, o que resulta no declínio dos níveis desta enzima no organismo (RAJA et al., 

2007; ZHANG et al., 2005). Tal fato poderia justificar a redução da SOD no animais 

hipertensos tratados com a MIB na dose de 25mg/kg. 

Sabe-se que, a enzima SOD converte o ânion superóxido em peróxido de hidrogênio, 

que é bastante estável apresentando alta capacidade de permeação das membranas biológicas. 

Seu excesso é convertido em água pela ação da enzima catalase (CAT) glutationa peroxidase 

(GPx) e glutationa redutase (GSH) dentre outras peroxidases, contudo o H2O2 permite que os 

neutrófilos oxidem os íons cloreto em ácido hipocloroso via mieloperoxidases 

proporcionando atividade citotóxica, o que pode causar lesões dos tecidos vasculares 

(VICTOR et al., 2009).  

Nessa perspectiva, a catalase é uma das enzimas responsaveis pela remoção de H2O2 

das células quando este radical encontra-se em altas concentrações intracelularmente 

(MICHIELS, et al., 1994) cujo mecanimso catalitico assemelha-se bastante ao da SOD.  

Devido a presença do ferro em sua estrutura, a CAT pode interagir potencialmente com os 

grupos de ligação de ferro de L-NAME, inibindo assim sua atividade.   

No protocolo proposto, não houve registro de alterações da atividade da catalase no 
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animais hipertensos não tratados em relação ao grupo controle e nem nos animais que 

receberam tratamento com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/kg. Estudos anteriores, também 

não registraram alterações hepaticas nos níveis de catalase 14 dias após uma dose (2 g/Kg) 

aguda da MIB (LUSTOSA, 2016). É improvável que a atividade inalterada de CAT esteja 

relacionada aos mecanismos envolvidos na manutenção do estresse oxidativo (FREITAS et 

al., 2005). Esses dados sugerem que o procolo proposto não utiliza a CAT como o principal 

sistema de eliminação de radicais livres. 

Figura 30: Avaliação da atividade antioxidante da MIB em animais hipertensos induzidos 

pelo  L-NAME, através da medida da CAT eritrocitaria. *p<0,05 vs LN. One-way ANOVA 
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Fonte: Autoria Própria 

5.6 Avaliação Bioquimica 
 

Um biomarcador de lesão hepatica ideal, deve ter: especificidade para o tecido 

hepático, forte correlação com variações histomorfológicas hepáticas, alto rendimento, acesso 

à amostra por métodos não invasivos e aplicação a modelos animais em fase pré-clínica. 

Atualmente, a grande deficiência dos marcadores utilizados deve-se ao fato de estes não 

serem específicos para o tecido hepático, apesar de sensiveis (OZER et al., 2008).   

A alanina aminotransferase (ALT) anteriormente denominada de transaminase 

glutâmico-pirúvica (GPT), é uma enzima encontrada livre no plasma dos hepatócitos, que no 

rompimento celular é liberada na corrente circulatória (THRALL et al., 2015). Apesar de ser 

considerada o biomarcador de hepatotoxiciade com maior sensibilidade e especificidade, as 

fontes não hepáticas de ALT podem aumentar o risco de falsos positivos (ANTOINE et al. 

2009).  



68 

 

                                                                                                                  

  

A aspartato aminotransferase (AST) outrora chamada de transaminase 

glutâmicooxalacética (GOT), é encontrada predominantemente no citosol e em menor 

quantidade nas mitocôndrias dos hepatócitos, e nas células musculares esqueléticas e 

cardíacas (CAMINI, 2014; GONZALEZ e SILVA, 2006). Considerada uma enzima de fase 

aguda, seus valores podem ser induzidos por diversas situações fisiopatologicas tais como 

hipóxia, acumulo de lipídeos hepáticos, doenças infecciosas, inflamações, neoplasias 

hepáticas, além de intoxicações medicamentosas. A razão AST/ALT é um parâmetro com 

grande utilidade no diagnóstico de doença hepática, principalmente ao nível do conhecimento 

da extensão da lesão (MINUK, 1998).  

Sintetizada de forma integral no fígado, a albumina compõe cerca de 50% das 

proteínas plasmáticas (GONZALEZ e SILVA, 2006), podendo sua concentração ser afetada 

por pertubações hepáticas, processos inflamatórios, parasitismo, equilíbrio hidroeletrolítico e 

nível nutricional (THRALL et al., 2015), sendo uma hipoalbuminemia constatada quando 60 

a 80% da função hepática já está comprometida (TRALL, 2007).  

Metabolizada no fígado, a glicose ao ser absorvida no intestino delgado é 

transportada através do sistema porta até os hepatócitos. Lá ocorre a transformação de glicose 

em glicogênio mantendo assim seu nível em homeostase (GONZALEZ e SILVA, 2006). Em 

animais com insuficiência hepática os valores glicemicos podem sofrer variações. A menor 

atividade da glicogenólise nos hepatócitos, por exemplo, pode resultar emu ma hipoglicemia. 

Enquanto um deficit de absorção hepática gera uma hiperglicemia pós-prandial prolongada 

(COLES, 1994; TRALL, 2007).  

Nessa perspectiva, as determinações bioquímicas da concentração de proteinas totais, 

albumina, glicose e a atividade das transaminases AST e ALT, constituem marcadores 

importantes da função hepatica (GONZALEZ e SILVA, 2006), sendo utilizados para 

mensurar o grau de deterioração funcional do fígado, visto que este orgão possui multiplas 

funções que repercutem no organismo. (TAMPO, YONAHA, 1990).  Assim, neste trabalho, a 

utilização do L-NAME provocou aumento significativo da AST provavelmente em 

decorrência das lesões endoteliais e musculares causadas pelo L-NAME, uma vez que 

elevações isodas desse parâmetro está mais associada a doenças musculares e infarto agudo 

do miocárdio (NICOLAU et al., 2014; PIEGAS, et al., 1997). O tratamento com a MIB na 

dose de 25 e 50 mg/kg·dia não promoveu alterações estatisticamente significativas em 

nenhum dos grupos estudado 
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Tabela 4:  Avaliação dos parâmetros bioquímicos plasmáticos em ratas Wistar hipertensas 

induzidas pelo L-NAME tratadas com a MIB nas doses de 25 e 50 mg/Kg. Os valores 

representam à média ± EPM. 

 

Paramêtros 

 

Controle 

LN 

Sem 

tratamento 

MIB 25  

mg/kg 

MIB 50 

mg/kg 

Proteínas Totais 

(mg/dl) 
6,75 ± 0,226 7,51 ± 0,325 7,42 ± 0,088 7,46 ± 0,319 

Albumina 

(mg/dl) 
2,26 ± 0,092 2,24 ± 0,111 2,20 ± 0,125 2,35 ± 0,066 

ALT (U/L) 36,71 ± 4,882 48,4 ± 7,338 47,0 ± 4,909 49,0 ± 5,986 

AST (U/L) 84,57 ± 9,841 137,8 ± 16,44* 143,4 ± 19,84 116,25 ± 16,03 

Glicose (mg/dL) 145,28 ± 7,791 130,2 ± 7,559 150,6 ± 17,235 125,5 ± 7,900 

Fonte: Autoria Própria 
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6.0 CONCLUSÃO 
  

Mediante os resultados obtidos, podemos inferir que a MIB apresenta baixa 

toxicidade frente às linhagens celulares estudadas, macrófagos peritoneais e membranas 

eritrocitárias, e potencial antioxidantes in vitro, registrados através da redução da produção de 

TBARS, radical hidroxila e nitrito. Quanto aos ensaios in vivo, não se registrou nenhum tipo 

de sinal toxicológico após tratamento oral agudo em ratos, manifestando assim um perfil 

satisfatório de segurança, possibilitando averiguação dos potenciais farmacológicos, 

biotecnológicos e terapêuticos para este produto. Em relação a reatividade vascular, observou-

se uma melhoram a responsividade das preparações de artéria aorta à acetilcolina dos animais 

tratados com a MIB na dose de 25 mg/Kg, o mesmo não foi constatado em relação ao NPS.  

Além disso, percebese uma melhora nos níveis de MDA, MPO, GSH e SOD dos animais 

hipertensos tratados com a MIB, garantindo assim proteção contra os processos oxidativos 

presentes na hipertensão arterial, e ausências de alterações hepáticas mensuradas através de 

parâmetros bioquímicos. Todos esses resultados ressaltam o imenso potencial terapêutico da 

MIB frente às doenças hipertensivas e o estresse oxidativos correlacionado, abrindo caminho 

para o estudo de novos ramos terapêuticos no tratamento da hipertensão arterial sistêmica 
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