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RESUMO 

Título:   ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA E ANTINOCICEPTIVA DE FRAÇÕES 
PROTEICAS DE SEMENTES DE Crotalaria retusa 

As plantas são fontes importantes de compostos com ações farmacológicas. 
Estudos relatam que proteínas advindas de sementes podem ter ações 
terapêuticas relevantes como, antifúngica, antimicrobiana, anti-inflamatória, 
antinociceptiva e anticancerígena. Diante deste potencial, o presente estudo teve 
como objetivo avaliar as atividades anti-inflamatória e antinociceptiva de frações 
proteicas obtidas a partir de sementes de Crotalaria retusa. As sementes de C. 
retusa foram coletadas na cidade de Parnaíba-PI e trituradas para formação de 
uma farinha de fina granulação, ao qual foi submetida a fracionamento segundo o 
método de Osborne. Eletroforese SDS-PAGE foi realizada para caracterização do 
perfil proteico das frações Albumina (Alb) e Globulina (Glb). Foi conduzido o teste 
de hemaglutinação para investigação da presença de lectinas. Foi utilizada 
cromatografia por afinidade em coluna de guar gum na tentativa de purificação de 
lectina presente nas frações. A atividade anti-inflamatória das frações foram 
avaliadas pelos métodos de edema de pata (induzido por carragenina e dextrana), 
quantificação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e peritonite induzida 
por carragenina. A atividade antinociceptiva foi avaliada por testes de estímulo 
químico (contorções abdominais induzidas por ácido acético e formalina). 
Camundongos Swiss fêmeas (Mus musculus) pesando entre 25 – 28g (n = 6) foram 
utilizados na realização de todos os ensaios. Estes seguiram as diretrizes do 
Colégio Brasileiro de Experimentação Animal e os resultados expressos como 
média ± erro padrão (ANOVA - Newman-Kleus; p < 0,05). A análise do perfil 
eletroforético mostrou que as frações Alb e Glb possuem pelos menos quatro 
bandas com peso molecular entre 21,1 a 64,0 Kda. Os resultados mostram que as 
frações Alb e Glb (5, 10 e 20mg/kg) administradas por via intraperitoneal (i.p.) foram 
capazes de reduzir a formação do edema de pata induzido por carragenina a partir 
da 2ª h do ensaio, sendo a dose de 20mg/kg de ambas com o melhor percentual 
de redução do edema a partir da 3ª e 4ª h, indicando que elas possam atuar inibindo 
a migração leucocitária. Fato este corroborado e reforçado com os dados da 
quantificação da enzima MPO e peritonite. A dose de 20mg/kg (Alb e Glb) reduziu 
significativamente a quantificação da atividade da MPO no foco inflamatório, bem 
como, a contagem total e diferencial de leucócitos, principalmente neutrófilos. 
Quanto ao potencial antinociceptivo, a fração Glb (20mg/kg) reduzir a frequência 
de contorções induzidas por ácido acético (0,6%) em 83,46% em comparação ao 
grupo controle, no ensaio de formalina, ambas as frações foram capazes de reduzir 
o tempo que os camundongos permaneceram lambendo/mordendo suas patas (2ª 
fase do evento), sugerindo que sua ação não esteja associada com mecanismos 
centrais. Além disso, as frações mostraram atividade hemaglutinante contra todos 
os eritrócitos do sistema ABO, indicando a presença de lectinas nas frações. 
Análise do perfil cromatográfico mostra picos em ambas as frações, sugerindo a 
presença de lectinas, assim, justificando, as atividades anti-inflamatórias e 
antinociceptivas das frações Alb e Glb extraídas de sementes de Crotalaria retusa.  

 
Palavras chave: Compostos bioativos, potencial terapêutico, proteínas vegetais 
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ABSTRACT 

Title: ANTI-INFLAMMATORY AND ANTINOCICEPTIVE ACTIVITY OF PROTEIN 
FRACTION OF Crotalaria retusa SEEDS 

Plants are importants sources of compounds with pharmacological actions. 
Studies report that proteins obtained seeds can have significant therapeutic actions 
as antifungal, antimicrobial, anti-inflammatory, antinociceptive and anti-cancer. 
Given this potential, the presente study aimed to evaluate the anti-inflammatory and 
antinociceptive activities of protein fractions obtained from Crotalaria retusa seeds.  
The C. retusa seeds were collected in Parnaíba-PI and crushed to form a fine-
grained flour, which has been subjected to fractionation according to Osborne 
method. SDS-PAGE was performed to characterize the protein profile of the 
fractions Albumin (Alb) and Globulin (Glb). We conducted the hemagglutination test 
to investigate the presence of lectins. It was used  affinity chromatography in guar 
gum column for purification of lectin present in the fractions. The anti-inflammatory 
activity of the fractions were evaluated by paw edema methods (induced by 
carrageenin and dextran) quantifying the activity of the enzyme myeloperoxidase 
(MPO) and carrageenan-induced peritonitis. The antinociceptive activity was 
evaluated by chemical stimulation test (writhing induced by acetic acid and 
formalin). Swiss females mice (Mus musculus) weighing between 25-28 g (n = 6) 
were used in the realization of all tests. These followed the Brazilian College of 
Animal Experimentation guidelines and the results expressed as mean ± standard 
error (ANOVA - Newman-Kleus; p <0.05). The analysis of the electrophoretic 
profiles showed that Alb and Glb fractions have at least four bands with molecular 
weights between 21.1 to 64.0 kDa. The results show that Alb and Glb fractions (5, 
10 and 20mg/kg) administered intraperitoneally (ip) were able to reduce the 
formation of paw edema induced by carrageenan from the 2nd h of the test, and the 
dose of 20mg/kg both with the best reduction percentage of edema from the 3rd and 
4th h, indicating that they may act by inhibiting leukocyte migration. This fact is 
supported and reinforced with the data from the quantification of the enzyme MPO 
and peritonitis. The dose of 20mg/kg (Alb and Glb) significantly reduced the 
quantification of MPO activity in the inflammatory site, as well as, the total and 
differential counts of leukocytes, especially neutrophils. Regarding the 
antinociceptive potential, Glb fraction (20 mg/kg) to reduce the frequency of writhing 
induced by acetic acid (0.6%) to 83.46% compared to the control group, in the 
formalin test, both fractions were able to reduce the time the mice remained 
licking/biting their paws (2nd phase of the event), suggesting that their action is not 
associated with central mechanisms.  Furthermore, the fractions showed 
hemagglutinating activity against all of the ABO erythrocytes, indicating the 
presence of lectins in the fractions. Analysis of the chromatographic profile shows 
peaks in both fractions, suggesting the presence of lectins, thus explaining the anti-
inflammatory and antinociceptive activities of Alb and Glb fractions extracted from 
Crotalaria retusa seeds. 

Keywords: Bioactive compounds, therapeutic potential, vegetable proteins
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1. INTRODUÇÃO 

Dos primórdios da civilização até hoje, os compostos bioativos derivados 

de plantas, animais, organismos marinhos e microrganismos têm sido utilizados 

com o intuito de tratamento e prevenção de enfermidades (CHIN et al., 2006; JI 

et al. 2009; KUMAR et al., 2013b; HARVEY et al., 2015).  

Através de avaliações puramente instintivas realizadas ao longo dos 

séculos, por meio de testes de palatabilidade, busca para alimentação e 

tratamento de doenças, pode-se observar que as plantas correspondem as 

principais fontes de moléculas bioativas que podem ser empregadas na 

terapêutica, formando a base para o desenvolvimento de medicamentos 

(BRANDÃO et al., 2010; DIAS et al., 2012; PETROVSKA, 2012; CRAGG; 

NEWMAN, 2013). 

Os compostos biologicamente ativos e seus derivados, são amplamente 

utilizados como matérias-primas e/ou modelos para o desenvolvimento de 

possíveis fármacos, graças a sua diversidade estrutural química. Em 

determinadas patologias mais de 60,0% dos medicamentos utilizados no 

tratamento são provenientes de origem natural (CHIN et al., 2006; FOGLIO, 

2006; MOLINARI, 2009; COSTA-LOTUFO et al., 2010; PIMPOLHO, 2013). 

O Brasil é detentor da maior biodiversidade mundial (SACARRO 

JUNIOR, 2011) com cerca de 15,0 a 25,0% da diversidade biológica vegetal, ao 

qual impulsiona a pesquisa científica e a bioprospecção em busca de novas 

moléculas bioativas (DE SOUZA et al., 2013).  

Pesquisas fitoquímicas têm demonstrado que compostos bioativos 

oriundos de diversas partes das plantas, inclusive das sementes, são capazes 

de causar efeitos farmacológicos relevantes (MOLINARI, 2009; BERNHOFT, 

2010; BESSA et al., 2013; FULDA; EFFERTH, 2015).  

A composição química de sementes, abrange desde nutrientes 

fundamentais para alimentação humana e animal (SASAKI, 2008), até 

compostos tóxicos e antinutricionais, utilizados como mecanismo de defesa 

contra a sua predação (TEGEDER; WEBER, 2006; HONÓRIO JÚNIOR et al., 

2010; OLOLADE et al., 2013). Além do mais, é comum na medicina popular o 

uso de sementes de certas espécies para o tratamento de diversas patologias, 
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no entanto, algumas sem validação científica quanto à sua segurança e potencial 

terapêutico (HOLETZ et al., 2002; SOBRINHO, 2011; MOREIRA, 2013). 

A Crotalaria retusa, apresenta escassa avaliação científica em relação 

as suas propriedades fármaco-terapêutica. Assim, a semente da C. retusa foi 

alvo de fracionamento para estudos de caracterização bioquímica de proteínas, 

onde esses dados podem fornecer informações importantes sobre o seu possível 

potencial anti-inflamatório, antinociceptivo e terapêutico.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA DAS PLANTAS 

É crescente o número de pesquisas utilizando plantas, organismos 

marinhos e microrganismos em busca de biomoléculas com possível potencial 

terapêutico (COSTA-LOTUFO et al., 2010; MISHRA; TIWARI, 2011; PEREIRA; 

CARDOSO, 2012; SUAREZ-JIMENEZ et al., 2012; VALLI et al., 2012). Estes 

estudos relatam que elas apresentam atividades farmacológicas significantes, 

podendo regular várias vias de sinalização celular, desde vias antimitótica, anti-

inflamatória, anti-infecciosa, até anti-angiogênica (SUAREZ-JIMENEZ et al., 

2012; RAMANA et al., 2014).  

As plantas além de fazerem parte da alimentação humana, também são 

fontes importantes de muitos compostos biologicamente ativos com ações 

farmacológicas consideráveis, formando a base de intervenções terapêuticas ao 

longo da história humana (PAN et al., 2010; DEVENDRA et al., 2012; TALAVIYA 

et al., 2014). Registros encontrados em placas de argila em Nagpur 

(aproximadamente 5.000 a.C.) mostram 12 receitas para a preparação de 

medicamentos empregando mais de 250 plantas, e na Mesopotâmia a utilização 

de alcaçuz (Glycyrrhiza glabra), mirra (Commpiphora species) e o látex da 

papoula (Papaver somniferum) (cerca de 2.600 a.C.). Estes podem ser os 

primeiros relatos escritos do uso de plantas na terapêutica (CHIN, 2006; 

PETROVSKA, 2012; CRAGG; NEWMAN, 2013).  Nos dias atuais, essas plantas 

ainda são utilizadas para o tratamento de várias doenças ou como ingrediente 

de medicamentos oficiais ou preparações herbais (CHIN et al., 2006; VALLI et 

al., 2012; JI et al., 2009; CRAGG; NEWMAN, 2013). 

O Brasil detém a maior diversidade biológica mundial (SACCARO 

JUNIOR, 2011; BERLINCK, 2012), abrigando por volta de 15,0 a 25,0% da 

biodiversidade vegetal, além de apresentar uma grande variedade de espécies 

endêmicas (DE SOUZA et al., 2013). Os produtos bioativos derivados a partir de 

plantas, possuem ampla diversidade estrutural e atividades biológicas altamente 

específicas, características úteis para o desenvolvimento de medicamentos, e/ou 

modelo de fármacos semissintéticos ou sintéticos, ao qual impulsiona a pesquisa 
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científica e a bioprospecção (CHIN et al., 2006; NOVA, 2012; DE SOUZA, et al., 

2013; CRAGG; NEWMAN, 2013; JIMENEZ-GARCIA et al., 2013).  

 

2.1.1 Proteínas: suas funções na planta 

As plantas não contam com sistema imune comparado ao de 

vertebrados e muito menos com um meio de locomoção que as protejam de 

situações patológicas como ataques de fungos, bactérias, vírus, nematoides, 

insetos e herbívoros (AUSUBEL, 2005; SELS et al., 2008). No entanto, para 

garantir a sua sobrevivência, desenvolveram diversos mecanismos de defesa, 

como características morfológicas e estruturais (expressas ou induzidas), 

imunidade inata e síntese de compostos químicos (expressos ou induzidos) 

capazes de reconhecer, sinalizar e mediar uma resposta ao ataque (HUYNH et 

al., 1992; AUSUBEL, 2005; DE LUCCA et al., 2005; STANGARLIN et al., 2011; 

VANDENBORRE et al., 2011). Esses produtos químicos presentes em diversas 

partes das plantas, abrangem compostos de pequeno peso molecular 

(metabólitos secundários), peptídeos e proteínas (SELITRENNIKOFF, 2001; 

VANDENBORRE et al., 2011).  

Proteínas são moléculas fundamentais à todas as células de um 

organismo (SASAKI, 2008). Nas plantas podem ser encontradas em diversas 

partes (folhas, frutos e órgão de estocagem [tubérculos e sementes]) 

(RADHAKRISHNAN; RANJITHAKUMARI, 2009), atuando em variadas funções, 

como na homeostase, no crescimento e desenvolvimento (fornecendo carbono, 

nitrogênio e enxofre), na senescência, como nutriente e no mecanismo de 

defesa, agindo direta (eliminar o agente agressor) ou indiretamente (manutenção 

das estruturas e funções celulares) (HERMAN; LARKINS, 1999; MELLO, 2010; 

PINTO et al., 2011; SALAS et al., 2015).  

São exemplos de algumas proteínas e frações proteicas encontras em 

plantas: DELLA, albumina, glutenina, globulina, prolaminas, patatinas, tarinas, 

ocatinas, proteínas killer, lectinas, inibidores de proteases serínicas e cisteínicas, 

polifenoloxidases (PFO), peroxidases (POX), fenilalanina-amônia-liase (FAL) e 

as proteínas relacionadas à patogênese (RP) (SELITRENNIKOFF, 2001; FU et 

al.,  2004; MACEDO et al., 2004; ALVEY; HARBERD, 2005; VAN LOON et al., 



5 

 
 

 
  

2006; DE OLIVEIRA; MACEDO, 2011; PINTO et al., 2011; VANDENBORRE et 

al., 2011; COSTA, 2012; NEHETE et al., 2013). 

Estudos relatam que proteínas vegetais apresentam atividades 

antifúngica (HUYNH et al., 1992; SELITRENNIKOFF, 2001; DE LUCCA et al., 

2005; MELLO, 2010; WONG et al., 2010; VRIENS et al., 2014), antimicrobiana 

(BARBOSA et al., 2011; AL AKEEL et al., 2014; VRIENS et al., 2014; SALAS et 

al., 2015), inseticida (VANDENBORRE et al., 2011; WAR et al., 2012; VRIENS 

et al., 2014), anticarcinogênica (DE MEJÍA; PRISECARU, 2005; BARRIO; 

AÑÓN, 2010; FERRIZ-MARTINEZ et al., 2010; GUZMÁN-RODRÍGUEZ et al., 

2014), anti-inflamatória (LEITE PEREIRA et al., 2011; SCHUSSHEIM et al., 

2011; LACERDA et al., 2015) e antinociceptiva (YOSHIKAWA et al., 2003; LEITE 

PEREIRA et al., 2011; LACERDA et al., 2015). Algumas dessas atividades foram 

encontradas em sementes, ao qual vem intensificando o interesse de 

pesquisadores no seu estudo.  

 

2.1.2 Sementes e seus constituintes 

A semente trata-se do órgão vegetal responsável pela dispersão e 

perpetuação das plantas vasculares, contendo o óvulo desenvolvido após a 

fecundação, possuindo um eixo embrionário em algum estágio de 

desenvolvimento com ou sem reservas nutritivas e um envoltório protetor 

(SHEWRY et al., 1995; VIDAL; VIDAL, 2003; COUTINHO, 2006; MORAES, 

2007; VIVIAN et al., 2008; JUDD et al., 2009). O endosperma e perisperma são 

os principais tecidos responsáveis pela nutrição do embrião (COSTA et al., 

2011), podendo conter amido, óleos, proteínas e oligossacarídeos (JUDD et al., 

2009; BORGES et al., 2010). O tegumento forma o envoltório protetor da 

semente protegendo o embrião de injúrias mecânicas, perda excessiva de água 

e condições patológicas (PESKE et al., 2003; SASAKI, 2008; SELS et al., 2008; 

JUDD et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2013).  

Elas são fontes nutricionais importantes de carboidratos, lipídios, 

vitaminas, proteínas, estas correspondem geralmente de 20 a 30% do peso seco 

em leguminosas, e minerais (LABOURIAU, 1990; SASAKI, 2008; CHEVREUIL 

et al., 2009; FREITAS; NAVES, 2010), além de conter outras substâncias como 

antioxidantes naturais e compostos secundários, tóxicos ou antinutricionais 
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(SALES et al., 2000; SASAKI, 2008; SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-

LÓPEZ, 2012).  

As sementes são constituídas por proteínas de todos os tipos durante o 

seu desenvolvimento, exercendo diversos papéis, como estrutural, reserva 

nutricional, envolvidas com o mecanismo de proteção e processos fisiológicos, 

podendo algumas destas funções se sobrepor (SHEWRY et al., 1995; 

VASCONCELOS et al., 2004; COSTA, 2012).  

As frações proteicas de sementes podem ser separadas em albumina, 

globulina, glutelina e prolamina de acordo com sua solubilidade em água 

deionizada, NaOH, HCl e etanol 70% respectivamente (OSBORNE, 1924; 

SHEWRY et al., 1995; SALES et al., 2000; PESKE et al., 2003; VASCONCELOS 

et al., 2004; PINTO et al., 2005; COSTA, 2012). 

  

2.1.3 Sementes: ação anti-inflamatória e antinociceptiva  

A utilização de sementes é uma prática comum na medicina popular. O 

conhecimento sobre o uso de plantas medicinais e de suas partes (cascas, 

sementes, frutas e dentre outras) acompanha o homem desde os primórdios da 

civilização (SALEM, 2005; FRANCO; BARROS, 2006; PETROVSKA, 2012; 

AHMAD et al., 2013).  

Através de alguns levantamentos etnobotânicos, a Tabela 1 exemplifica 

algumas sementes e seu uso na medicina popular brasileira (HOLETZ et al., 

2002; FENNER et al., 2006; MOREIRA, 2013; SOBRINHO et al., 2011).  

Tabela 1. Algumas sementes utilizadas na medicina popular 

Espécies Uso popular Referências 

Mangifera indica L Leucorreia 

Fenner et al., 2006 

Carica papaya L Úlcera 

Senna occidentalis (L.) Link Micoses, feridas, impingem, pano-

branco 

Persea americana Mill Ácido úrico, prevenir queda de cabelo, 

anticaspa 

Bixa orellana  

 

Males de fígado, tuberculose, 

antipirético e anti-inflamatório, antídoto 

para o ácido prússico 

Moreira, 2013 

Jatropha curcas L. Abstinência de álcool, acidente vascular 

cerebral, dor de cabeça 

Sobrinho et al., 

2011 
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Continuação Tabela 1. 

   

Sobrinho et al., 

2011 

J. gossypiifolia L. Constipação, depurativo, inflamação em 

geral 

J. molíssima (Pohl) Bail. Cicatrizante, dor de dente, gastrite, 

inflamação renal 
Holetz et al., 2002 Ricinus communis L. Alopecia, constipação, dor em geral 

Tanacetum vulgare L. Anti-inflamatório e infecções hemintícas 

Plantago major L. Antisséptico, anti-inflamatório 

 

Estudos apontam que proteínas encontradas em diversas partes das 

plantas, inclusive em sementes, apresentam atividades anti-inflamatória e 

antinociceptiva, como as sementes de Dioclea violacea, D. guianensis, Gratylia 

floribunda e Canna Limbata (ALENCAR et al., 1999; HOLANDA et al., 2009; 

ARAÚJO et al., 2013). 

Uma lectina isolada de sementes da espécie Mucuna pruriens (L) DC. 

em modelo de dor induzido por ácido acético, apresentou atividade 

antinociceptiva melhor do que indometacina (anti-inflamatório não esteroide) 

inibindo a ativação de nociceptores mediados pela secreção de prostaglandina, 

além de reduzir significativamente o edema induzido por carragenina (LACERDA 

et al., 2015).  

Em um teste utilizando ácido acético para induzir contorções e 

inflamação, uma proteína ligante à quitina obtida de sementes de Moringa 

oleifera mostrou atividade antinociceptiva e anti-inflamatória semelhante a 

indometacina, além de diminuir a formação do edema pela redução da 

permeabilidade capilar (LEITE PEREIRA et al., 2011).  

Uma lectina isolada a partir da semente de Lonchocarpus araripensis 

Benth, foi capaz de diminuir a migração de leucócitos para o local inflamado. 

Além disso, a atividade hemaglutinante desta lectina não foi significante 

(RODRIGUES, 2012). 

A lectina de Canavalia brasiliensis MART apresentou atividade 

antinociceptiva quando administrada por via endovenosa ou por via oral, 

diminuindo o número de contorções abdominais induzidas por ácido acético e 

também o número de lambidas no teste de formalina (PIRES et al. 2013). 
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2.2 O GÊNERO CROTALARIA E A ESPÉCIE Crotalaria retusa 

A família Fabaceae ou Leguminosae compreende 650 gêneros e cerca 

de 18.000 espécies com distribuição cosmopolita. Encontrada nos continentes 

americano, asiático e africano, desde zonas tropicais e subtropicais, próximas a 

rios, morros litorâneos, restingas, orlas de florestas, campos e cerrados 

(BARRETO et al., 2006; GARCIA et al., 2013; SILVA-LÓPEZ; PACHECO, 2013; 

RAHMAN; PARVIN, 2014). Corresponde a terceira maior família botânica em 

números de espécies, abrangendo 9,4% de todas as angiospermas, incluindo 

árvores, arbustos e plantas herbáceas perenes ou anuais que são facilmente 

reconhecidas devido ao seu fruto (legume) (SILVA-LÓPEZ; PACHECO, 2013; 

RAHMAN; PARVIN, 2014). 

Assim como a família, o gênero Crotalaria L (Fabaceae) é amplamente 

distribuído em diversas regiões do globo, possuindo mais de 600 espécies, a 

maioria delas tóxicas para animais e humanos (DA TRINDADE NOBRE et al., 

2004; QUEIROZ et al., 2013; SILVA-LÓPEZ; PACHECO, 2013), sendo as mais 

conhecidas a C. crispata, C. dura, C. globifera e C. retusa. A toxicidade é 

causada pelo o alto teor do alcaloide monocrotalina (alcaloide pirrolizidínico), 

encontrado em diferentes partes da planta, como folhas novas, ramos de 

florescência e sementes, atuando como defesa química contra predadores 

(WILLIAMS; MOLYNEUX, 1987; DA TRINDADE NOBRE et al. 2004; PITANGA, 

2008; RAJ et al., 2011; SILVA-LÓPEZ; PACHECO, 2013) 

Botanicamente a C. retusa é um subarbusto podendo atingir cerca de 

1m, apresenta folhas simples oblanceoladas, caule ereto, pouco ramificada, cor 

amarela predominante nas flores e legumes inflados, contendo em média de 10 

a 20 sementes de aspectos liso e coloração marrom. Os legumes/vagens quando 

próximo à deiscência, ao serem agitados emitem um som semelhante ao de um 

guizo de cobra cascavel. Desta característica deriva a denominação do gênero 

Crotalaria, que em latim significa chocalho, bem como os nomes populares 

guizo-de-cascavel, xique-xique e crotálaria (BARRETO et al., 2006; AREMU et 

al., 2012; SILVA-LÓPEZ; PACHECO, 2013; GARCIA; CIFUENTES SÁNCHEZ, 

2011). 
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Figura 1. Foto das sementes de Crotalaria retusa. Legumes/Vagens apresentam coloração do 
marrom-escuro ao preto quando maduros com cerca de 3-4 cm de comprimento. As sementes 
são lisas e de coloração marrom medido cerca de 4,5 mm de comprimento. Foto: Autor. 
 
 

2.3 FISIOPATOLOGIA DA INFLAMAÇÃO 

Para garantir a homeostase e sobrevivência frente a agentes 

infecciosos, o organismo necessita eliminá-los, geralmente ocorrendo por uma 

resposta complexa que é a inflamação (KUMAR et al., 2013a).  

A palavra inflamação deriva do latim inflammare (em chamas), creditado 

o uso do termo à Celsus no 1º século d.C. (SCOTT et al., 2004; LIBBY; 2007). 

Ele descreveu os quatros sinais cardinais da inflamação ou sinais clássicos: 

rubor (vermelhidão, hiperemia), tumor (inchaço ocasionado devido uma maior 

permeabilidade local da microvasculatura e extravasamento de proteínas para o 

espaço intersticial), calor (associado ao aumento do fluxo sanguíneo e atividade 

metabólica dos mediadores celulares da inflamação) e dolor (em parte devido as 

mudanças na perivasculatura e associado com as terminações nervosas). A 

Fuctio laesa (disfunção ou perda de função dos órgãos envolvidos) juntou-se 

como uma das cincos características da inflamação a partir dos escritos de 

Rudolf Virchow em 1850 (SCOTT et al., 2004; LIBBY, 2007; CIACCIA, 2011; 

LIAO et al., 2013). 
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A inflamação é uma resposta adaptativa iniciada por estímulos e 

condições nocivas exógenas/endógenas (ex.: trauma físico, infecção, exposição 

a corpos estranhos, calor, e lesão tecidual dentre outros) aos tecidos vivos 

(MEDZHITOV, 2008; PULLAMSETTI et al., 2011; RICCIOTTI; FITZGERALD, 

2011; AMDEKAR et al., 2012; ASHLEY et al., 2012; CHATTERJEE et al., 2012; 

OKIN; MEDZHITOV, 2012; BRITANNICA ACADEMIC, 2015).  

Trata-se de um mecanismo de defesa desencadeado por uma complexa 

cascata de eventos celulares e bioquímicos coordenados, que tem por objetivo 

encontrar e eliminar ou isolar o agente causador da lesão, remover os 

componentes danificados, para que haja a restauração estrutural e funcional do 

tecido, mediada principalmente por macrófagos teciduais residentes e 

recrutados (NATAN, 2002; BARBOSA-FILHO et al., 2006; PIRES, 2007; 

MEDZHITOV, 2008; MULLER et al., 210; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; 

ASHLEY et al., 2012; SILVA et al., 2013b; BRITANNICA ACADEMIC, 2015).  

O processo inflamatório é didaticamente dividido quanto a duração 

(aguda e crônica) e localização (local e sistêmica) (OKIN; MEDZHITOV, 2012). 

A fase aguda é caracterizada pelo início rápido, logo após o reconhecimento do 

estímulo nocivo e duração relativamente curta. Nessa fase ocorre rápido 

aumento da permeabilidade microvascular (vasodilatação), com imediata 

elevação do fluxo sanguíneo, dessa maneira, permitindo a migração seletiva de 

proteínas plasmáticas e de leucócitos, principalmente neutrófilos, seguido pela 

ativação das células residentes (mastócitos e macrófagos), com subsequente 

proliferação, dando início à produção de mediadores inflamatórios e 

desencadeamento dos quatros sinais cardinais da inflamação (LIBBY, 2007; 

PULLAMSETTI et al., 2011; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; ASHLEY et al., 

2012; RODRIGUES, 2012; BRITANNICA ACADEMIC, 2015). 

O sucesso da resposta inflamatória aguda resulta na eliminação do 

agente agressor, seguido pela resolução e reparo tecidual e retorno ao estado 

de homeostasia (BARTON, 2008; MEDZHITOV, 2008; RICCIOTTI; 

FITZGERALD, 2011). Por outro lado, quando os mecanismos endógenos anti-

inflamatório falham em eliminar o processo infeccioso, ocorre o acúmulo de 

linfócitos e macrófagos, dano tecidual e perda de função, caracterizando dessa 
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forma, a inflamação do tipo crônica (PULLAMSETTI et al., 2011; RODRIGUES, 

2012).  

 

2.3.1 Alterações vasculares durante a inflamação 

Quando ocorre dano tecidual, os capilares sanguíneos na área afetada 

sofrem vasoconstricção momentânea, logo em seguida, ocorre a vasodilatação 

local, facilitando que mediadores e células inflamatórias cheguem ao sítio 

acometido. A vasodilatação é mediada pela liberação de histamina, 

prostaglandinas e óxido nítrico culminando no aumento do fluxo sanguíneo na 

área afetada (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; PIORNEDO, 2010; 

BRITANNICA ACADEMIC, 2015). Este último evento é caracterizado pela 

elevação da permeabilidade da microvasculatura, ocasionada pela ruptura das 

junções das células endoteliais, facilitando assim, o efluxo de neutrófilos pela 

seletividade vascular e por fim, a formação do edema, com o intuito de amplificar 

a reação inflamatória e influenciando sua evolução (Figura 2) (SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV, 2008; COUTINHO et al., 2009; 

SPRAGUE; KHALIL, 2009; PULLAMSETTI et al., 2011; KELLEY et al., 2014; 

BRITANNICA ACADEMIC, 2015). As reações vasculares durante o processo 

infeccioso são cruciais para a cessação do estímulo nocivo e recuperação 

tecidual do local acometido (RODRIGUES, 2012). 

 

Figura 2. Alterações celulares e vasculares da inflamação aguda. Fonte: Kumar et al., 2013a, p, 
31. 
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Com o extravasamento de fluído e de outras substâncias (água e 

proteína) dos vasos sanguíneos, o fluxo sanguíneo torna-se mais lento, devido 

ao aumento da pressão hidrostática capilar, favorecendo a concentração de 

eritrócitos na microsvaculatura e elevação da viscosidade sanguínea. Ao mesmo 

tempo, a perda de proteínas plasmática para o interstício, diminui a pressão 

oncótica intravascular, permitindo assim, a migração dos leucócitos circulantes 

do lúmen do vaso para o interstício: rolamento ao longo da superfície endotelial, 

adesão firme e transmigração (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; ALLER 

et al., 2007).  
 

2.3.2 Células envolvidas na resposta inflamatória 

Os eventos celulares são mediados por células comumente presentes 

nos tecidos, como macrófagos e mastócitos residentes e células endoteliais, 

fornecendo uma rápida resposta ao estímulo nocivo ou por aquelas (plaquetas e 

leucócitos) que através da circulação transmigraram para o sítio inflamatório 

(NATHAN, 2002; PIRES, 2007; COUTNHO et al., 2009). 

Na fase inicial da inflamação, os mastócitos são as primeiras células 

envolvidas, logo em seguida, macrófagos e células dendríticas, juntos 

reconhecem e liberam citocinas e mediadores inflamatórios pré-formados 

(histamina, prostaglandinas e leucotrienos), dando início aos eventos 

inflamatórios (vasodilatação, formação do edema e migração leucocitária). 

Esses mediadores inflamatórios facilitam a migração dos leucócitos até o 

processo infeccioso (NATHAN, 2002; SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; 

MEDZHITOV, 2008).  

A infiltração leucocitária até o sítio inflamatório é um evento necessário 

para neutralização e remoção do agente nocivo (bactérias, fungos, infecção viral, 

invasão parasítica e resposta alérgica), ocorrendo em múltiplas etapas, ditadas 

por uma ativação sequencial de proteínas adesivas (selectinas e integrinas), de 

seus ligantes expressos tanto nos leucócitos quantos nas células do endotélio e 

coordenada por vários mediadores que estimulam a quimiotaxia das células 

brancas como também de células fagocíticas (WAGNER; ROTH 2000; PIRES, 

2007; MASKREY et al., 2011).  
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A captura e rolamento dos neutrófilos circulantes do lúmen vascular ao 

endotélio é mediada por selectinas (E, P e L) e lectinas endógenas. Sua ativação 

é modulada por uma interleucina (IL-8) e a adesão ocorre por meio da molécula 

de adesão intercelular-1 (ICAM-1) e ligação das β2 integrinas aos neutrófilos 

(LEY, 2002; PIRES, 2007). Essa seletividade impede que os eritrócitos passem 

do meio intra para o meio extravascular (MEDZHITOV, 2008; COUTINHO et al., 

2009; RODRIGUES, 2012; BRITANNICA ACADEMIC, 2015).  

A cascata de adesão leucocitária compreende elementos de 1) 

marginação dos leucócitos circulantes do lúmen vascular do centro do fluxo 

sanguíneo para a periferia do vaso; 2) captura mediada por proteínas adesivas 

e integrinas (glicoproteína transmembrana da matriz extracelular); 3) rolamento 

ao longo das paredes do vaso; 4) adesão por intermédio de moléculas de adesão 

de ICAM-1 e imunoglobulinas; 5) transmigração (diapedese) pelo achatamento 

dos leucócitos; e 6) migração até o local acometido devido à estímulos 

quimiotáticos (Figura 3) (WAGNER; ROTH 2000; LEY, 2002; SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004; YONEKAWA; HARLAN, 2005; PIRES, 2007; KUMAR 

et al., 2013a).  

 

 

Figura 3. Migração leucocitária ao sítio inflamado. Adaptada. Fonte: 
http://cai.md.chula.ac.th/chulapatho/chulapatho/lecturenote/inflammation/New%20Slides%20for
%20Molecular%20inflammation/Molecular%20inflammation/Inflammation_pic04.html 
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Os neutrófilos são os leucócitos mais abundantes no sangue periférico 

e estão entre as primeiras células que chegam ao sítio inflamado (perdendo 

apenas para as células dendríticas), seguido pelo influxo tardio de monócitos 

(BARTON, 2008; CRUVINEL et al., 2010). Tornam-se ativos com o contato direto 

com o agente nocivo ou através da ação do Fator de Necrose Tumoral (TNF), 

leucotrienos e citocinas secretadas pelos próprios macrófagos e mastócitos 

(células residentes) e por outros neutrófilos (NATHAN, 2002; SHERWOOD; 

TOLIVER-KINSKY, 2004; MEDZHITOV, 2008).  Os leucócitos no local da 

inflamação podem iniciar e manter o dano tecidual pela liberação do conteúdo 

de seus grânulos e de diversos mediadores inflamatórios (YONEKAWA; 

HARLAN, 2005). 

Os neutrófilos ativos removem os tecidos lesados e os agentes nocivos 

por meio da fagocitose. Essa ação ocorre pela liberação do conteúdo de seus 

grânulos, e pela produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) e de 

nitrogênio (RNS), peptídeos catiônicos, eicosanoides e proteases (elastase, 

catepsina G, proteinase 3, dentre outros) (EMING et al., 2007; BARTON, 2008). 

Esses efetores da inflamação não fazem discriminação entre os agentes nocivos 

e componentes teciduais e, consequentemente, acabam por causar dano 

tecidual (NATHAN, 2002). Macrófagos e monócitos também são capazes de 

engolfar o agente nocivo e debris celulares (CRUVINEL et al., 2010; 

SOEHNLEIN; LINDBOM, 2010).  

 

2.3.3 Mediadores inflamatórios 

Os mediadores solúveis são os responsáveis pela coordenação da 

resposta inflamatória através de uma complexa rede regulatória, causando 

alterações vasculares e celulares. Para uma melhor compreensão desta rede é 

necessário diferenciar entre indutores (exógenos e endógenos) e mediadores 

inflamatórios (MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al., 2013a) 

Os indutores sinalizam o início da resposta inflamatória, ativando os 

sensores especializados e por fim, promovem a produção de um conjunto de 

mediadores de origem plasmática e celular. Os mediadores são os efetores da 

inflamação, alterando o estado funcional dos tecidos e dos órgãos acometidos 

(MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010). 
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Diante do contexto, a resposta inflamatória se inicia a partir do 

reconhecimento do agente indutor, seja pela exposição das células ao estímulo 

nocivo e/ou lesão tecidual com subsequente liberação de mediadores solúveis 

advindos do tecido, das células residentes do sítio inflamatório ou derivados a 

partir de precursores inativos da circulação (COUTNHO et al., 2009; SOUTO et 

al., 2011; KUMAR et al., 2013a).  

Esses mediadores promovem mudanças nas células endoteliais do vaso 

acometido (vasodilatação), modulam os eventos inflamatórios (elevação da 

permeabilidade) e as células envolvidas (migração leucocitária) (RODRIGUES, 

2012; BARTON, 2008). Os mediadores são classificados em aminas vasoativas, 

peptídeos vasoativos, fragmentos de componentes do complemento, 

mediadores lipídicos, citocinas, quimiocinas e enzimas proteolíticas 

(MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010). 

Aminas vasoativas (histamina e serotonina) são mediadores pré-

formados e estocados nos grânulos dos mastócitos, basófilos e plaquetas 

degranuladas (MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al., 2013a). Durante a reação 

inflamatória aguda estão entre os primeiros a serem liberados e envolvidos na 

vasoconstricção inicial, e coletivamente com outros mediadores (citocinas, 

prostaglandinas e leucotrienos), causam o aumento da vasodilatação e 

permeabilidade no local inflamado (VAN AMERSFOORT et al., 2003; ALLER et 

al., 2007; BARTON, 2008; MEDZHITOV, 2008; KUMAR et al., 2013a).  

A substância P e precursores proteolíticos (cininas, fibrinopeptídeo A e 

B e produtos da degradação de fibrina) são responsáveis pela estocagem e 

geração de peptídeos vasoativos respectivamente. A bradicinina gerada a partir 

da ação proteolítica sobre cininogênios aumenta a vasodilatação e 

permeabilidade, além de ser um potente pro-algesíco, tendo seu efeito 

potencializado com ação das prostaglandinas (MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL 

et al., 2010; PIORNEDO; 2010 RODRIGUES, 2012). 

Os fragmentos do complemento C3a, C4a e C5a são produzidos por 

várias vias de ativação do sistema complemento, alteram a permeabilidade 

vascular através da ativação de mastócitos e neutrófilos. O C5a atua como 

quimiotático para neutrófilos contribuindo significativamente para o 
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desenvolvimento da resposta inflamatória (MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et 

al., 2010). 

A fosfatidilcolina dá origem aos mediadores lipídicos eicosanoides e fator 

de ativação plaquetária (PAF). O ácido lisofosfatídico e o ácido araquidônico são 

formados a partir da ativação da fosfolipase A2, este último é metabolizado por 

eicosanoides ou pelas cicloxigenases (COX1 e 2), dando origem a 

prostaglandinas e tromboxanos ou lipoxigenases (FALCÃO et al., 2005; 

MEDZHITOV, 2008). A prostaglandina (PGE2) e prostaciclinas (PGI2), por sua 

vez, estimulam a produção de uma grande quantidade de mediadores pró-

inflamatório, causam vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, 

dessa maneira, contribuem para formação do edema e transmigração de 

neutrófilos e monócitos (MEDZHITOV, 2008; MUELLER et al., 2010; 

RODRIGUES, 2012). 

As citocinas inflamatórias incluem fator de necrose tumoral-α (TNF-α), 

interferon-γ (IFN-γ), interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-12 e IL-18 (MATOS, 2008; 

MEDZHITOV, 2008; MUELLER et al., 2010; SOUTO et al., 2011). Elas são 

produzidas por muitos tipos celulares, como linfócitos, macrófagos e mastócitos, 

esses dois últimos os produtores mais importantes (MATOS, 2008; 

MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010). As citocinas inflamatórias exercem 

efeito autócrino, parácrino e endócrino (PIORNEDO, 2010), atuando na resposta 

inflamatória na ativação e indução das células do endotélio e leucócitos em 

resposta ao processo inflamatório (MATOS, 2008; MEDZHITOV, 2008; 

MUELLER et al., 2010; SOUTO et al., 2011). As citocinas anti-inflamatórias IL-4, 

IL-10, IL-13, IFN-α e fator transformante de crescimento antagonizam os efeitos 

das citocinas inflamatórias (MUELLER et al., 2010). 

As quimiocinas fazem parte de um grupo de citocinas quimiotáticas, 

responsáveis por “sinalizar” o local inflamado aos leucócitos e controlar o seu 

extravasamento. Elas podem ser de dois tipos, constitutivas ou induzidas. No 

primeiro caso, trata-se daquelas produzidas pelos tecidos lesados. Já as 

induzidas ou inflamatórias são produzidas por várias células em resposta aos 

indutores da inflamação (MEDZHITOV, 2008; CRUVINEL et al., 2010). 

As enzimas proteolíticas (elastase, catepsinas e metaloproteinases da 

matriz) agem degradando a matriz extracelular e as proteínas da membrana 
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basal, facilitando a transmigração leucocitária (MEDZHITOV, 2008; KELLEY et 

al., 2014) e por fim, as lipoxinas, atuam inibindo o recrutamento de neutrófilos e 

promove dos monócitos, ao qual estes acabam por remover células mortas e 

iniciam a resolução e reparo tecidual dando fim ao processo inflamatório 

(MEDZHITOV, 2008).  

Diante do exposto, os processos envolvidos na inflamação são: 

mudanças nas ações das células endoteliais, ação de mediadores inflamatórios, 

aumento do fluxo sanguíneo, da vasodilatação e da permeabilidade vascular, 

migração leucocitária, fagocitose e restauração da homeostase tecidual 

(FALCÃO et al., 2005; MEDZHITOV, 2008). 

 

2.4 FISIOPATOLOGIA DA DOR 

A dor refere-se a uma sensação desagradável, um processo fisiológico 

e essencial, um sinal de advertência ao estimular respostas comportamentais, 

psicológica, autonômica e motora, com o intuito de proteção contra o atual dano 

ou futuros, fundamental para a sobrevivência (PATEL, 2010; SILVA; RIBEIRO-

FILHO, 2011; CAMPOS, 2013). 

Trata-se de umas das características dos sinais cardinais da inflamação, 

no entanto, se faz necessário o entendimento entre dor nociceptiva (fisiológica) 

e dor patológica (clínica). No primeiro caso, refere-se a dor temporária, típico de 

dor aguda, necessitando de um estímulo de intensidade elevada para sua 

deflagração (KIDD; URBAN, 2001; KLAUMANN, et al., 2008; COUTINHO, 2009; 

PATEL, 2010). Já a dor patológica é comumente contínua, com constante 

estimulação dos nociceptores (ação da PGE2 sob os neurônios sensoriais 

periféricos), na maioria das vezes, associada com a inflamação (KIDD; URBAN, 

2001; COUTINHO, 2009; PATEL, 2010; RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). 

O termo nocicepção é proveniente do latim nocere, (prejudicar). Trata-

se do processo sensorial que é iniciado, ou seja, da detecção do estímulo nocivo 

e sua subsequente transmissão codificada ao cérebro por meio do sistema 

nociceptivo (KIDD; URBAN, 2001; PATEL, 2010; SILVA et al., 2013b). Por outro 

lado, dor refere-se a percepção de um sentimento ou sensação que surge em 

resposta à tal atividade, chamada de dor, descrita variavelmente como irritante, 

dolorido, pungente, doendo, latejante ou insuportável (KIDD; URBAN, 2001; 
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PATEL, 2010). Animais não possuem a capacidade de expressar de forma verbal 

as características subjetivas da dor, desde modo, neles avalia-se a nocicepção 

(SILVA et al., 2013b). 

A dor pode ser classificada quanto à duração do estímulo, tipo de lesão 

e os mediadores envolvidos (SILVA et al., 2013b). A dor aguda trata-se de uma 

dor de início repentino e duração provavelmente limitada (READY; EDWARS, 

1992). Por outro lado, a dor crônica caracteriza-se pela duração prolongada além 

da resposta de cura ou progresso, mesmo sem lesão tecidual aparente 

(McCURDY; SCULLY, 2005; KLAUMANN, et al., 2008). Quanto ao tipo de lesão 

e mediadores envolvidos, ela pode ser; inflamatória (lesão tecidual); neuropática 

(disfunção de um nervo); psicogênica (fatores psicológicos) e nociceptiva 

(estimulação excessiva dos nociceptores) (MILLAN, 2002; CORDEIRO, 2013). 

As diferentes modalidades de estímulos (mecânico, térmico e químico) 

a partir da periferia, geram potenciais de ação que são reconhecidos 

(transdução) pelos neurônios aferentes de primeira ordem (condução), onde 

localiza-se os nociceptores periféricos, passam pelo corno dorsal da medula 

espinhal (transmissão) transmitindo a informação aos neurônios secundários e 

são decodificados no sistema nervoso central (SNC), ocorrendo então a 

percepção dolorosa (KIDD; URBAN, 2001; PIRES, 2007; MARCHAND, 2008; 

CORDEIRO, 2013). Esses neurônios são constituídos por dois tipos de fibras: 

fibras aferentes do tipo A e C, não mielinizadas e pouco mielinizadas 

respectivamente (MEOTTI, 2006; BASBAUM, 2009; SILVA, et al., 2013b). Essas 

fibras enviam os sinais para o corno posterior da medula com subsequente 

geração de dor (CORDEIRO, 2013).  

As fibras do tipo C propagam o estímulo nervoso mais lentamente, ao 

contrário das fibras do tipo A. Está última pode ser dividida em nociceptores Aδ 

do tipo I e II, diferindo quanto a responsividade ao calor intenso, estimuladas na 

faixa de 53ºC e por volta dos 43ºC respectivamente (MEOTTI, 2006; BASBAUM, 

2009; SILVA et al., 2013b). Os estímulos térmicos, mecânicos e químicos 

sensibilizam as fibras do tipo C (polimodais). Já as fibras do tipo Aδ respondem 

aos estímulos mecânicos e mecanotérmicos (PATEL, 2010).  

Durante a lesão celular, ocorre a ativação dos nocicepetores periféricos 

modulada pela liberação de mediadores (produzidos ou secretados) agindo 
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sobre as terminações nervosas. Estes mediadores (serotonina, bradicinina, 

histamina, prostaglandinas, leucotrienos e substância P) exercem influência na 

intensidade das sensações dolorosas, seja pela ativação direta das terminações 

nervosas ou pela potencialização da sensibilidade a qualquer estímulo (DRAY, 

1995; CARVALHO, 2008; PATEL, 2010).  

Diante do exposto, plantas e seus constituintes apresentam potencial 

terapêutico cientificamente comprovado e tantas outras ainda em fase 

experimental, como por exemplo, a Crotalaria retusa. No presente estudo, 

frações proteicas obtidas a partir de sementes de C. retusa serão avaliadas 

quanto ao seu potencial anti-inflamatório e antinociceptivo. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Caracterizar e avaliar o potencial anti-inflamatório e antinociceptivo de 

proteínas isoladas a partir de sementes de Crotalaria retusa utilizando modelos 

experimentais em camundongos. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Obter frações proteicas presente na farinha das sementes de C. retusa; 

 Caracterizar o perfil proteico através de eletroforese unidimensional; 

 Detectar a presença de atividade lectínica em cada fração proteica 

através do ensaio de atividade hemaglutinante frente a eritrócitos 

humanos; 

 Avançar na purificação de lectinas através de cromatografia de afinidade 

utilizando coluna de guar gum 

 Investigar a capacidade das proteínas de C. retusa em inibir o efeito 

edematogênico provocado por carragenina e dextrana em camundongos; 

 Avaliar por meio dos modelos de edema de pata e peritonite induzida por 

carragenina se a resposta anti-inflamatória das frações proteicas de C. 

retusa envolve vias de inibição de migração celular; 

  Avaliar a atividade antinociceptiva por meio de modelos experimentais de 

estímulos químicos (contorções abdominais induzido ácido acético e o 

tempo de lambida da pata induzida por formalina)  
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DROGAS E REAGENTES 

Para a realização dos experimentos foram utilizados os seguintes 

reagentes: λ-carragenina, dextran, ácido acético, formaldeído pertencentes a 

Sigma Chemical (Saint Louis, MO, EUA). A morfina foi comprada da empresa 

Merck, São Paulo, Brasil.  

 

4.2 COLETA E FRACIONAMENTO DA FARINHA DE SEMENTES DE Crotalaria 

retusa 

Vagens de Crotalaria retusa (Fabaceae) foram coletadas no Município 

de Parnaíba, Estado do Piauí, Brasil (02º54’17’’S 41º46’36’’O) em áreas 

descampadas da cidade. No laboratório as sementes foram lavadas em água 

corrente com o intuito de retirar resíduos e subsequente separação das mesmas.  

A etapa seguinte foi a pesagem e trituração para formação de uma 

farinha de fina granulação. Esse material foi utilizado para o fracionamento e 

obtenção das frações proteicas de acordo com o grau de solubilidade segundo 

o método de Osborne.  

Inicialmente, cinco gramas da farinha foram adicionados a 50 mL de 

NaCl 0,5 M (proporção de 1:10) em agitação constante durante 4 horas à 

temperatura ambiente. Posteriormente, centrifugadas a 28.714 g por 20 minutos 

a 4ºC. Em seguida, o sobrenadante foi submetido a diálise contra água destilada 

com trocas a cada 6 horas totalizando um total de 72 horas. Ao término deste 

período, houve uma nova centrifugação nas mesmas condições descritas acima. 

O sobrenadante resultante compõe a fração albumina (Alb) e o precipitado a 

fração globulina (Glb). As frações foram liofilizadas e utilizadas em todas as 

análises experimentais. 
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4.3 ENSAIOS BIOQUÍMICOS 

 

4.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

A eletroforese seguiu a metodologia descrita por Laemmli (1970) com 

algumas modificações. Neste experimento, o material liofilizado foi analisado 

quanto ao perfil proteico das frações obtidas. As amostras foram dissolvidas em 

tampão de amostra (Tris-HCl 65 mM, pH 6,8), contendo 10% Dodecil Sulfato de 

Sódio (SDS) e glicerol 10%. Após as corridas, o gel de poliacrilamida 12,5% foi 

corado com Coomassie Brilliant Blue R-350 por 2 horas. Em seguida o gel foi 

descorado com uma solução de ácido acético: metanol: água destilada (1:3:6, 

v:v:v). Ao término deste processo, as proteínas foram visualizadas como bandas 

azuis no gel transparente. 

 

4.3.2 Cromatografia de afinidade em coluna de guar gum 

A purificação das frações Alb e Glb e isolamento de lectina ocorreu 

utilizando cromatografia por afinidade em coluna de guar gum. Foi pesado 10 mg 

das frações Alb e Glb e diluídas separadamente em 3 mL de água destilada. 

Posteriormente foram centrifugadas por 5 minutos à 2.202 g. Para a adsorção 

da amostra, em momentos diferentes, o sobrenadante de cada fração foi 

aplicado à coluna de guar gum previamente equilibrada. Após a aplicação total 

do sobrenadante à coluna, a amostra foi deixada em contato com a fase 

estacionária repousando por 15 minutos. A eluição do pico não retido (pI), foi 

realizada com a aplicação de uma solução de NaCl 150 mM, coletando 15 tubos 

com volume aproximado de 2 mL. A eluição do pico retido (pII) ocorreu com a 

aplicação de uma solução de 100 mM de HCl, coletando 15 tubos com volume 

aproximado de 2 mL. 

A análise da absorbância de pI e pII foi realizada no comprimento de 280 

nm em espectrofotômetro. Posteriormente o material foi parcialmente liofilizado 

e congelado. 
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4.3.3 Determinação da presença de lectinas através de ensaio de atividade 

hemaglutinante 

Foram coletadas amostras de sangue humano (A, B, AB e O). Esta 

correu de maneira asséptica em tubos de coleta a vácuo contendo heparina. Os 

eritrócitos foram lavados quatros vezes com solução salina de NaCl a 0,15 M, e 

subsequente centrifugação a 1.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante 

resultante foi descartado e o precipitado (polpa de hemácias) utilizado para 

preparar a solução de hemácias a 2% (v/v).  

Placas de microtitulação de 96 poços contendo 12 fileiras com 8 poços 

cada foram utilizadas para a determinação da atividade hemaglutinante das 

frações proteicas obtidas (Alb e Glb), ocorrendo adição de 100µL nas primeiras 

fileiras e 100µL de NaCl 0,15M nas demais. 

O ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado através de diluições 

seriadas em duplicada de 100µL das amostras (Alb e Glb). Ao fim dessa etapa, 

foi adicionado 100µL da solução de eritrócitos padronizada a 2,0% (v/v) às 

diluições. Por um período mínimo de 2 horas as placas foram mantidas em 

temperatura ambiente para análise macroscópica da aglutinação, com posterior 

comparação com os respectivos controles negativos (sem material proteico, 

somente contendo a suspensão de eritrócitos). A atividade hemaglutinante foi 

expressa como a concentração mínima de proteína (UA/µg) ainda capaz de 

causar hemaglutinação. 

A concentração relativa de proteínas das frações Alb e Glb foi estimada 

pelo método de Bradford (1975).  

 

4.4 ENSAIOS BIOLÓGICOS 

Nos ensaios biológicos foi testado o potencial anti-inflamatório e 

antinociceptivo das frações proteicas de sementes de Crotalaria retusa em 

camundongos. Os experimentos foram realizados com a utilização de 

camundongos Swiss fêmeas (Mus musculus) pesando entre 25 – 28g (n = 6), 

fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Piauí. Os animais foram 

acondicionados em gaiolas plásticas em ambiente com fotoperíodo de 12 horas, 

temperatura de 25ºC e com água e ração comercial ad libitum. Os experimentos 
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seguiram as diretrizes e aprovação do Comitê de Ética em Experimentação 

Animal da UFPI (CEEA-UFPI, Protocolo N.º 035/15, Anexo I). Para a realização 

dos experimentos as amostras foram solubilizadas em solução salina estéril 

(NaCl 0,9%).    

 

4.4.1 Edema de pata induzido por carragenina 

O modelo edema de pata induzido por carragenina foi desenvolvido 

conforme descrito por Winter, Risley e Nus (1962). De início o experimento foi 

conduzido com a utilização de diferentes doses (5, 10 e 20mg/kg) das frações 

proteicas (Alb e Glb) com o intuito de definir a melhor dose. As doses foram 

administradas por via intraperitoneal (i.p.) nos animais. Transcorridos 30 minutos 

foi administrada carragenina (500μg por pata/50μL), injetada em 0,1 mL de salina 

estéril por meio de injeção subplantar (i.s) na pata traseira direita dos 

camundongos. O volume das patas foi mensurado através de um pletismômetro 

(Ugo-Basile 7140) imediatamente após a injeção (volume basal) e nos intervalos 

de 1, 2, 3 e 4 horas após a carragenina. O controle negativo recebeu salina estéril 

(NaCl 0,9%) no peritônio e na pata. Indometacina (Indo 10mg/kg; i.p.) foi utilizada 

como droga padrão para inibição do edema de pata induzido por carragenina. 

 

4.4.2 Avaliação da atividade da mieloperoxidadase (MPO) 

A migração neutrofílica na pata dos animais ocasionada pela inflamação 

induzida por carragenina foi indiretamente avaliada por meio do ensaio de 

dosagem de mieloperoxidase (MPO). Para isto, após 4 horas de avaliação do 

edema induzido por carregenina, os camundongos foram eutanasiados e 

imediatamente foi realizado a remoção do tecido inflamado da pata traseira 

direita. Foram fragmentados os tecidos por meio de maceração em 1 mL de 

tampão fosfato de potássio com 0,5% de hexadecil-trimetil-amônio brometo, na 

proporção de 1 mL de tampão para 50mg de tecido. O homogeneizado foi 

centrifugado a 40.000 x g durante 20 minutos a 4°C. Ao término desse processo, 

foi feita a pipetagem do material em duplicata, 10 μL do sobrenadante e 200 μL 

de uma solução de o-dianisidina (5mg/3mL tampão fosfato) contendo 15 μL de 
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H2O2 1%, nos poços de uma placa de ELISA. Foi avaliada a mudança na 

absorbância, a 450nm, entre os tempos 0 e 1 minuto e os resultados foram 

expressos como Unidades de MPO/mg de tecido (BRADLEY et al., 1982).  

 

4.4.3 Edema de pata induzido por dextrana 

Os animais foram tratados com as frações Alb e Glb (20mg/kg) por via 

intraperitoneal (i.p.). Transcorrido uma hora, foi administrado dextrana (500μg 

por pata/50μL) através de i.s. na pata traseira direita dos animais. O grupo 

controle negativo recebeu apenas solução salina na cavidade peritoneal e na 

pata. O volume das patas foi mensurado através de um pletismômetro (Ugo-

Basile 7140) imediatamente após a injeção (volume basal) e nos intervalos de 

30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas após a aplicação de dextrana. 

 

4.4.4 Peritonite induzida por carragenina 

O modelo de peritonite foi conduzido para avaliar a potencial das frações 

albuminas ou globulinas em reduzir a migração celular ocasionada pela 

inflamação induzida por carragenina. Os animais foram tratados com as frações 

na dose de 20mg/kg por via intraperitoneal. Decorrido 1 h foi administrado 250 

μL de carragenina (500μg/kg) na cavidade abdominal dos animais. Ao final de 4 

horas os animais foram eutanasiados para a obtenção do lavado peritoneal. Foi 

realizada a lavagem da cavidade peritoneal com 1,5 mL de PBS e o exsudado 

transferido para um tubo de ensaio devidamente identificado para cada animal. 

A partir destas amostras foram realizadas contagem total e diferencial dos 

leucócitos de acordo com a metodologia descrita por Souza e Ferreira (1985).  

Para a contagem total de células, 20 μL do exsudado foram diluídos em 

380 μL de solução de Turk. Desta solução, foram transferidos de 15 a 20 μL para 

uma câmara de Neubauer e analisado ao microscópio óptico. Na contagem 

diferencial, 20 μL do exsudado foram colocados em uma lâmina de vidro e 

centrifugados por 10 minutos a 2.000 x g. Em seguida foi realizada a coloração 

dos esfregaços com hematoxilina-eosina (HE), com subsequente visualização 

no microscópio óptico e contabilização da quantidade de neutrófilos. 
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Indometacina (Indo: 10mg/kg; i.p.) foi utilizada como droga padrão para inibição 

da migração leucocitária para cavidade peritoneal dos animais. 

 

4.4.5 Contorções abdominais induzidas por ácido acético 

O teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético foi 

conduzido de acordo com o método descrito por COLLIER et al., (1968). Os 

animais foram tratados com as frações Alb e Glb (20mg/kg, i.p.) 1 h antes da 

indução ou morfina (5mg/kg, subcutânea, droga analgésica padrão) 30 minutos 

antes. No peritônio foi administrado uma solução de ácido acético 0,6% (10mL/kg 

de peso corporal). Após 10 minutos do estímulo álgico, foi observado e 

quantificado o número de contorções abdominais dos animais durante um 

período de 20 minutos. Os animais controle receberam apenas o ácido acético 

no peritônio. 

4.4.6 Teste da formalina 

O modelo de labedura de pata induzida por formalina foi reproduzido 

segundo o método descrito por Sufka et al., (1998) com modificações. 

Inicialmente os camundongos foram tratados com as frações Alb e Glb (20mg/kg, 

i.p.) ou com morfina (5mg/kg, s.c.), 1 h ou 30 minutos, respectivamente, antes 

do estímulo álgico. Formalina foi administrada (2,5%, 20 μL por pata) na região 

plantar da pata traseira direita dos animais e imediatamente quantificado o tempo 

(em segundos), em que o animal permaneceu lambendo a pata que recebeu o 

agente. A análise foi realizada durante os primeiros 5 minutos (1ª fase, 

neurogênica) e de 20 a 25 minutos (2ª fase, inflamatória) após indução. Os 

grupos controles receberam apenas formalina (positivo) e salina (negativo) na 

pata.  

 

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A avaliação estatística dos dados foi realizada utilizando o software 

GraphPad Prism 5.0. Os resultados obtidos apresentados como média ± erro 

padrão da média (E.P.M). Os dados dos modelos edema de pata, dosagem de 

mieloperoxidase e antinociceptivo das frações proteicas das sementes da C. 
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retusa, foram comparados pela análise de variância (ANOVA) com subsequente 

teste de Newman–Keuls. A diferença estatística foi considerada significante 

quando p valor for < 0,05.  
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Análise do perfil proteico das frações Alb e Glb por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (SDS-PAGE)  

Foi realizada eletroforese SDS-PAGE com o intuito de visualização do 

perfil das frações proteicas Alb e Glb de sementes de C. retusa (Figura 4). A 

análise do perfil eletroforético das frações revelaram a presença de pelo menos 

quatro bandas com massa molecular variando aproximadamente entre 21,1 a 

64,0 Kda. 

 

Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) das frações proteicas albumina e 
globlulina de sementes de C. retusa. As frações foram dissolvidas em tampão Tris-HCl 0,0625M 
(pH 6,8) contendo 2% de SDS e aplicadas nos poços do gel. O gel foi corado com uma solução 
de azul brilhante de Coomassie R-350 0,1%. Marcadores de massa molecular (MM): albumina 
(66,0kDa); ovalbumina (45,0kDa); anidrase carbônica (30,0 kDa); inibidor de tripsina (20,1 kDa) 
e lactalbumina (14,4 kDa). 

 

5.2 Potencial anti-inflamatório 

 

5.2.1  Edema de Pata induzido por carragenina 

A atividade anti-inflamatória das frações de C. retusa foi inicialmente 

testada através dos modelos de edema de pata induzido por carragenina. Os 

MM 

Alb 

5µL 10µL 15µL 

Glb 

5µL 2µL 7µL kDa 

66,0 

45,0 

30,0 

21,1 

14,0 
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dados obtidos encontram-se sumarizados na Tabela 2. A injeção subplantar de 

carragenina provocou a formação de edema significante 1 h após a sua 

administração, com elevação gradativa, mantida até a 4ª h estudada, alcançando 

a resposta máxima na formação do edema na 3ª h. Como esperado, o pré-

tratamento dos animais com indometacina inibiu o edema induzido por 

carragenina de modo significativo ao longo de todo período experimental 

avaliado. 

O efeito anti-inflamatório de todas as doses (5, 10 e 20mg/kg) das 

frações proteicas Alb e Glb foi observado a partir da 2ª hora em relação ao 

controle, contundo sem significância entre elas. O maior percentual de inibição 

do edema ocorreu na 3ª (Glb 20mg/kg) e 4ª h (Alb 20mg/kg) estudada (Tabela 

2).   

 
Tabela 2. A atividade anti-inflamatória de frações proteicas de sementes de Crotalaria retusa 
em edema de pata induzido por carragenina.  

Tratamento Dose (mg/kg) Edema de pata em mL (inibição em %) 

  1 h 2 h 3 h 4 h 

Salina - 0,016±0,004 0,012±0,004 0,016±0,002 0,010±0,005 

Animais tratados com carragenina (500µg/pata) 

Controle (Cg) - 0,055±0,0085# 0,080±0,006# 0,088±0,006# 0,082±0,008# 

Indo 10 
0,026 ± 0,002* 

(52,7%) 
0,020 ± 0,005* 

(75,0%) 
0,008 ± 0,003* 

(90,9%) 
0,015 ± 0,003* 

(81,7%) 

      

Albumina 5 
0,036±0,004 

(34,5) 
0,046±0,000* 

(42,5) 
0,050±0,013* 

(43,4) 
0,032±0,009* 

(56,4) 

 

10 
0,038±0,009 

(30,9) 
0,050±0,009* 

(37,5) 
0,042±0,004* 

(52,5) 
0,034±0,005* 

(53,6) 

20 
0,036±0,005 

(34,5) 
0,044±0,009* 

(45,0) 
0,028±0,004* 

(68,3) 
0,014±0,007* 

(80,9) 

Globulina 

5 
0,034±0,004 

(38,2) 
0,046±0,007* 

(42,5) 
0,030±0,005* 

(66,0) 
0,048±0,011* 

(34,5) 

10 
0,034±0,011 

(38,2) 
0,048±0,008* 

(40,0) 
0,034±0,008* 

(61,5) 
0,048±0,013* 

(34,5) 

20 
0,036±0,008 

(34,5) 
0,032±0,006* 

(60,0) 
0,030±0,004* 

(66,0) 
0,040±0,008* 

(45,5) 

Os valores são dados como ± erro padrão da media (n=5). # e * indica diferença estatística 
em relação ao grupo salina (sal) e tratamento com carragenina (Cg), respectivamente. 
(ANOVA seguida pelo teste de Newman–Keuls). 
 

Diante dos dados obtidos, a dose de 20mg/kg de ambas as frações, foi 

escolhida para análises posteriores, pois conferiu a melhor resposta inibitória 

contra a formação do edema de pata induzido por carragenina. 
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5.2.2 Determinação da atividade mieloperoixidase (MPO) 

A capacidade das frações Alb e Glb de inibir a migração neutrofílica 

induzida pela administração de carragenina foi avaliada através da quantificação 

da atividade de mieloperoxidase (MPO), a partir de amostra de pata dos animais 

utilizados no modelo de edema de pata induzido por carragenina. Nos animais 

que receberam carragenina (500µg/pata) na pata traseira direita foi observada 

uma elevação significativa da quantidade da atividade de MPO (270,9 ± 44,94 

UMPO/mg de tecido) em comparação ao grupo salina (149,9 ± 24,81 UMPO/mg 

de tecido). Este aumento foi inibido naqueles animais pré-tratados com as 

frações Alb (131.3 ± 19.67 UMPO/mg de tecido) e Glb (54.40 ± 13.68 UMPO/mg 

de tecido) em 51,54% e 100,79% respectivamente A indometacina foi utilizada 

como controle positivo de inibição da atividade da enzima MPO (Figura 5).  
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Figura 5. O efeito inibitório dos tratamentos com Alb e Glb (20mg/kg; i.p.) na atividade de 
mieloperoxidase em edema de pata induzido por carragenina. Os valores foram dados como a 
média ± E.P.M. (n=5). # e * indica diferença estatística em relação ao grupo salina (sal) e 
tratamento com carragenina (Cg), respectivamente. (ANOVA seguida pelo teste de Newman–
Keuls 
 

5.2.3 Edema de pata induzido por dextrana 

Em seguida, as frações proteicas foram avaliadas quanto a capacidade 

de inibir o edema induzido por dextrana. A administração de dextrana provocou 

um edema significativo, com pico máximo nos primeiros 30 minutos (0.0220 ± 

0.008641 mL), em comparação ao grupo salina (0.01083 ± 0.002847 mL), com 

gradual redução do volume da pata dos animais ao longo do curso temporal. O 
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pré-tratamento dos animais com Alb e Glb (20m/kg) não foram capazes de 

promover inibição significativa deste edema (Figura 6). 
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Figura 6.  Efeito anti-inflamatório das frações de Alb e Glb de sementes de Crotalaria retusa em 
edema de pata induzido por dextrana. Os animais foram pré-tratados com doses de 20 mg/kg; 
i.p. uma hora antes do estímulo anti-inflamatório. (a) Os resultados representam a variação do 
volume do edema da pata durante o curso temporal do ensaio, onde cada ponto representa 
média ± E.P.M. (n=5). (b) Valores da área sob a curva da formação do edema. # indica diferença 
estatística (p<0,05) comparada ao grupo salina (ANOVA seguida pelo teste de Newman–Keuls). 

 

5.2.4 Peritonite induzida por carragenina 

O modelo de peritonite induzida por carragenina, foi outro ensaio 

utilizado para avaliação da atividade anti-inflamatória das frações proteicas, por 

meio da resposta de inibição da migração leucocitária ao local inflamado. A 

administração de carragenina por i.p. elevou de forma significativa tanto o 

número total de leucócitos, como o de neutrófilos para a cavidade peritoneal dos 

animais em comparação ao grupo salina (Figura 7). As frações Alb e Glb 

(20mg/kg) inibiram significativamente as contagens de leucócitos totais em 
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59,82% e 62,65% e de neutrófilos em 72,19% e 97,90% respectivamente. Como 

esperado, a indometacina (10mg/kg) inibiu da migração celular ao foco 

inflamatório. 
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Figura 7. Efeito do tratamento com as frações Alb e Glb (20 mg/kg) de Crotalaria rettusa na 
migração celular induzida por carragenina no modelo de peritonite. (a) Contagem de leucócitos 
totais e (b) neutrófilos no fluido intraperitoneal foi feita quatro horas após a indução. Os valores 
foram dados como a média ± E.P.M. (n = 5). # e * indica diferença significativa (p < 0,05) quando 
comparado ao grupo salina ou carragenina, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de 
Newman–Keuls). 
 
 

5.4 Potencial antinociceptivo 

 

5.4.1 Contorções abdominais induzida por ácido acético 

A administração por via i.p. da fração Glb (20mg/kg), 1 h antes do ácido 

acético 0,6%, reduziu significativamente o número de contorções abdominais 

induzidas por este estímulo. O número de contorções foi reduzido de 47.17 ± 
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7.98 (grupo salina) para 7.80 ± 3.81 (Glb), uma redução de 83,46%. A fração Alb 

também atenuou o número de contorções, contudo sem significância (p > 0,05). 

A morfina (5mg/kg; i.p.) inibiu significativamente o número por esse agente álgico 

(Figura 8). 
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Figura 8. O efeito antinociceptivo de frações albumina e globulina de sementes de Crotalaria 
retusa em contorções induzidas pelo ácido acético. Os valores foram dados como a média ± 
E.P.M. (n = 5). Morfina (5mg/kg, i.p.) foi usada como controle positivo para a inibição das 
contorções. *p<0,05 comparado ao grupo salino (ANOVA seguida pelo teste de Newman–Keuls). 
 

5.4.2 Teste de formalina 

No modelo de nocicepção induzida por formalina, os resultados mostram 

que as frações Alb (61,00 ± 6,173s) e Glb (41,00 ± 8,075s) (20mg/kg) 

administradas por via i.p. 1h antes da formalina, não foram capazes de reduzir o 

tempo de lambedura/mordedura da pata durante a 1ª fase do teste (0-5 min) em 

relação ao grupo controle (57,00 ± 9,503s). Contudo, na 2ª fase (20-25 min) as 

frações Alb (9,800 ± 8,558s) e Glb (5,200 ± 4,067s), promoveram naqueles que 

foram pré-tratados, uma redução significativa do tempo de 

lambedura/mordedura em relação ao grupo controle (103,8 ± 14,97s). A morfina 

(5mg/kg; i.p.), um analgésico opioide, diminuiu significativamente o tempo de 

lambedura/mordedura da pata em ambas as fases do teste (1ª fase: 19,15 ± 

5,025s; 2ª fase: 4,167 ± 3.582s) (Figura 9). 
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Figura 9. Efeito antinociceptivo das frações Alb e Glb de sementes de Crotalaria retusa no 
modelo de formalina. O tempo de lambedura foi cronometrado durante a (a) 1ª fase (0-5 min) e 
(b) 2ª fase (20-25 min). Cada coluna representa a média ± E. P. M. (n = 5). A morfina foi utilizada 
como controle positivo para atividade antinociceptiva. # e * indicam diferença significativa entre 
os grupos (p < 0,05) quando comparados com a formalina (ANOVA seguido do teste de 
Newman–Keuls). 

 

5.5 Atividade hemaglutinante 

As frações Alb e Glb foram avaliadas quanto à presença de lectinas 

através do ensaio de hemaglutinação, utilizando eritrócitos humanos de 

diferentes tipos (A, B, AB e O) em placas de microtitulação. Os resultados 

demonstram que ambas as frações foram capazes de promover aglutinação dos 

eritrócitos do sistema ABO. A fração albumina foi mais eficiente em promover 

aglutinação de hemácias do tipo O, enquanto que a fração globulina do tipo A. 

(Tabela 3). 
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Tabela 3. Atividade hemaglutinante (µgP/UA) das frações proteicas de sementes de Crotalaria 
retusa. 

A quantidade de proteínas solúveis foi determinada pelo método de Bradford (1976). 
 
 

5.6    Cromatografia em coluna de guar gum 

Com o objetivo de avançar no fracionamento de proteínas, as frações 

Alb e Glb foram submetidas à cromatografia de afinidade em coluna de guar 

gum. As análises dos perfis cromatográficos revelam a presença de picos retidos 

em ambas as frações (Figura 10). 

 

Amostra   Tipo Sanguíneo  

               A              B                AB             O 
Albumina 0,970 3,882 0,485 0,485 
Globulina 0,048 1,529 1,529 0,382 
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 Figura 10. Cromatografia de afinidade em coluna de guar gum. A coluna foi previamente 
equilibrada com NaCl 150mM. A eluição do pI foi realizada com aplicação de uma solução com 
NaCl 150mM. A eluição do pII procedeu com aplicação de uma solução de HCl 100mM. Coleta 
de frações de aproximadamente 2 mL. Absorbância medida em espectrofotômetro em 
comprimento de onda igual a 280 nm. (a) Fração Alb (10mg) e (b) Fração Glb (10mg). 
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6. DISCUSSÃO 

As sementes, órgãos vegetais responsáveis pela dispersão e 

perpetuação das plantas vasculares (SHEWRY et al., 1995; MORAES, 2007; 

JUDD et al., 2009), são fontes de diversas biomoléculas (SALES et al., 2000; 

SASAKI, 2008; SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LÓPEZ, 2012). Dentre elas, 

as proteínas possuem um lugar de destaque, atuando em diversos mecanismos 

fisiológicos, essenciais durante a ação catalítica das enzimas (metabolismo 

celular), mobilização de substâncias fundamentais para germinação, produção 

de matéria-prima para síntese de novas células e tecidos e nos mecanismos de 

defesa em respostas a fatores ambientais (bióticos e/ou abióticos) (SHEWRY et 

al., 1995; VASCONCELOS et al, 2004; CORTE et al., 2006; BARIANI et al., 2007; 

BARIANI et al., 2012; COSTA, 2012).  

Foi realizada eletroforese SDS-PAGE para demonstração do perfil 

proteico das frações Alb e Glb obtidas a partir de sementes de C. retusa. A 

eletroforese em gel é certamente, entre as inúmeras técnicas conhecidas para a 

análise proteica, a mais versátil e facilmente executada e útil para a 

caracterização e separação de moléculas de acordo com sua massa molecular, 

(LOPES et al., 1984; PIMENTEL, 1988; MORAES et al., 2013). O padrão 

eletroforético (Figura 4) mostra que as frações Alb e Glb apresentam pelo menos 

quatro bandas proteícas, com massa molecular entre 21,1 a 64,0 Kda. Baseado 

na intensidade de coloração, a subunidade de massa molecular de 

aproximadamente 64,0 Kda parece ser a banda majoritária em ambas as 

frações, seguidas daquelas de média intensidade em torno de 32,0 Kda.  

De acordo com dados disponíveis na literatura sobre proteínas vegetais 

provenientes de sementes e suas atividades biológicas (LEITE PEREIRA et al., 

2011; ARAÚJO et al., 2013; PIRES et al., 2013; AL AKEEL et al., 2014; GIRÃO 

et al., 2015; LACERDA et al., 2015), as frações albumina e globulina obtidas a 

partir de sementes de C. retusa, foram avaliadas quanto as suas atividades anti-

inflamatória e antinociceptiva utilizando modelos consagrados em camundongos 

para análises de tais atividades. 

O edema é uma característica fundamental durante o processo 

inflamatório agudo, promovida pela vasodilatação, essencial para o aumento da 
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permeabilidade vascular, ao qual favorece o extravasamento de proteínas e 

leucócitos do espaço intra para o extravascular e o acúmulo deste no local 

inflamado (POSSADAS, et al., 2004; ALLER et al., 2007; FERREIRA et al., 

2013).  

O modelo de edema de pata induzido por carragenina é bastante 

utilizado na triagem de moléculas com atividade anti-inflamatória, bem como dos 

mecanismos envolvidos durante a inflamação (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962; 

POSADAS, et al., 2004; NECAS; BARTOSIKOVA; 2013). O edema induzido por 

esse agente edematogênico, trata-se de um evento bifásico, ocasionado pelo 

envolvimento de diferentes mediadores inflamatórios, que de maneira 

orquestrada, dão início à resposta inflamatória (VINEGAR; SCHREIBER; HUGO, 

1969; FERREIRA et al., 2013).  

A fase inicial (0-2 h) é uma resposta predominantemente vascular e 

atribuída à liberação de serotonina, histamina, bradicinina e substância P, 

seguida pela liberação de outros mediadores, destacando-se as citocinas, 

prostaglandinas e óxido nítrico (fase tardia, 2-4 h). O pico da formação do edema 

ocorre a partir da 3ª hora, ocasionado pela intensa migração neutrofílica para o 

local de inflamação, com subsequente produção de espécies reativas de 

oxigênio e mediadores inflamatórios (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971; BARROS, 

et al., 2004; MA et al., 2013).  

Os resultados obtidos no presente estudo, mostram que as frações 

proteicas, albumina e globulina, extraídas a partir de sementes de C. retusa, 

reduziram significativamente (p<0,05) o edema de pata induzido por carragenina 

a partir da 2ª hora, com maior percentual de atividade anti-inflamatória para a 

dose de 20mg/kg (Alb e Glb) na segunda fase do edema (3-4h), mostrando que 

efeito anti-inflamatório é dose-depenente e sugerindo que elas atuem inibindo a 

migração leucocitária até ao sítio de inflamação. Mecanismo anti-inflamatório 

semelhante foi observado por uma proteína isolada de sementes de Bauhinia 

bauhinioides, ao qual inibiu significativamente o edema induzido por carragenina 

(GIRÃO et al., 2015).  

As frações albumina e globulina também foram desafiadas a inibirem o 

edema induzido por dextrana, um polissacarídeo capaz de induzir inflamação 

pela liberação de histamina e serotonina, ocasionada pela degranulação de 
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mastócitos (MOODLEY; MONGAR; FOREMAN, 1982; KATZ et al., 1984). Este 

agente causa um edema osmótico, com acentuada elevação da permeabilidade 

vascular e baixas concentrações de proteínas e neutrófilos (LO; ALMEIDA; 

BEAVEN, 1982). De acordo com os resultados obtidos (Figura 6), sugere-se que 

a atividade anti-inflamatória das frações Alb e Glb das sementes de C. retusa, 

atuem em vias de resposta inflamatória diferente daquela induzida por dextrana, 

como por exemplo vias de indução da migração celular.  

A hipótese de que ação anti-inflamatória das frações esteja associada 

com a inibição de migração celular, é reforçada pelos resultados da quantificação 

da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) na pata dos animais. A MPO, 

uma hemoproteína localizada nos grânulos azurófilos dos neutrófilos, é 

classicamente utilizada como marcador bioquímico para mensurar indiretamente 

a migração de neutrófilos até ao sítio de inflamação, visto que, a redução de sua 

concentração reflete a diminuição na intensidade da atividade inflamatória 

(BRADLEY et al., 1982; SALVEMINI et al., 1996; DOS SANTOS et al., 2013). 

Nossos resultados demonstraram que a administração de carragenina induziu 

uma intensa atividade da enzima MPO na pata dos camundongos, ao qual foi 

inibida significativamente pelo pré-tratamento com as frações Alb e Glb 

(20mg/kg).  

Estes dados foram reforçados pelos resultados obtidos no modelo de 

peritonite induzido por carragenina. Este modelo é amplamente utilizado na 

investigação de moléculas com ação anti-inflamatória. Este ensaio analisa o 

influxo leucocitário para a cavidade peritoneal dos animais pela contagem total 

e diferencial dessas células (DI ROSA; WILLOUGHBY, 1971; BARROS et al., 

2004). 

A indução de peritonite por carragenina estimula células residentes, 

macrófagos e mastócitos (principalmente macrófagos), a produzirem e liberarem 

uma série de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 β, IL-6, IL-8 e TNF-α) e outros 

mediadores inflamatórios, que atuam como quimiotáticas de leucócitos, 

estimulam a migração destas células até o foco inflamatório, além de elevar a 

permeabilidade e expressão de moléculas de adesão endoteliais (selectinas e 

integrinas), dessa forma, intensificando a migração celular. Outra característica 

desse modelo é a redução dos níveis de citocinas anti-inflamatória como a IL-10 



40 

 
 

 
  

(DINARELLO, 1984; AGGARWAL; NATARAJAN, 1996; ZHANG et al., 2001; 

RANG et al., 2007; QUEIROZ et al., 2010).  

Os resultados obtidos (Figura 7) revelaram que o pré-tratamento dos 

animais com as frações Alb e Glb (20mg/kg) inibiram a migração de leucócitos, 

especialmente neutrófilos, para cavidade peritoneal dos animais, reforçando que 

a atividade anti-inflamatória destas frações, envolva vias de inibição de migração 

leucocitária. Além disso, estas frações poderiam estimular a produção citocinas 

anti-inflamatórias (IL-10), bem como, bloquear a liberação e produção das pró-

inflamatórias (IL-1β e TNF-α). Nos estudos realizados por Silva et al., (2013a) e 

Girão et al., (2015), proteínas obtidas de semente de Parkia biglobosa e B. 

bauhinioides apresentaram ação similar ao do presente estudo, inibindo a 

migração de neutrófilos no modelo de peritonite induzida por carragenina.  

Durante a resposta inflamatória ocorre a liberação de mediadores 

inflamatórios, que por sua vez, acabam por ativar diretamente os nociceptores 

periférico, e após ativação constante ou repetitiva desses, as fibras aferentes 

produzem substâncias que culmina na ativação das vias neurogênicas centrais, 

com subsequente desenvolvimento da sensação dolorosa (KIDD; URBAN, 2001; 

ZHANG; AN, 2007). Assim, como é observada uma estreita relação entre o 

processo inflamatório e a dor, as frações Alb e Glb foram analisadas quanto à 

presença de atividade antinocieptiva nos modelos de contorções abdominais por 

ácido acético e formalina.  

O modelo de contorções abdominais induzidas por ácido acético, induz 

nocicepção do tipo inflamatória visceral pela irritação do peritônio, 

desencadeando torção do tronco e extensão dos membros inferiores (COLLIER 

et al., 1986; LE BARS; GONZARIU; CADDEN, 2001). Mesmo não sendo um 

teste específico, tal modelo é classicamente utilizado na triagem de substâncias 

com atividades nociceptivas e inflamatórias de ação periférica e/ou central 

(COLLIER et al., 1968; LE BARS; GONZARIU; CADDEN, 2001; IKEDA et al., 

2001; CHANG et al., 2010; GAWADE, 2012). A atividade nociceptiva desse teste 

ocorre pela ativação de macrófagos e mastócitos, com subsequente liberação 

de citocinas pró-inflamatórias, resultando em uma hiperalgesia. Além do mais, 

há liberação de mediadores inflamatórios como bradicinina, substância P e 

prostaglandinas (RIBEIRO et al., 2000; IKEDA et al., 2001; GAWADE, 2012), 
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que por sua vez, estimulam os neurônios aferentes primários pela liberação de 

neurotransmissores no corno dorsal e subsequente estimulação nociceptiva em 

nível central (RIBEIRO et al., 2000; FENG; CUI; WILLIS, 2003). O ácido acético 

também provoca nocicepção através da dissociação de prótons contidos no 

próprio ácido, estimulando diretamente os canais de cátions não seletivos 

encontrados nos neurônios aferentes primários, causando a dor visceral (IKEDA 

et al., 2001). 

De acordo com os resultados, a fração Alb (20mg/kg) não foi capaz de 

reduzir o número de contorções induzida por ácido acético de maneira 

significativa. Por outro lado, a fração Glb (20mg/kg) reduziu significativamente 

tais contorções induzidas por esse agente álgico (Figura 8). Os dados obtidos 

sugerem que a ação antinociceptiva desta fração possa está associada a inibição 

de citocinas pró-inflamatórias, bem como de mediadores inflamatórios. Efeito 

antinociceptivo semelhante foi observada por uma proteína de sementes de P. 

biglobosa (SILVA et al., 2013a). 

Para confirmar a atividade analgésica das frações Alb e Glb, foi 

conduzido o teste nociceptivo induzido por formalina 2,5%. Este ensaio é um 

método de análise comportamental aplicada para mensurar a eficácia de 

agentes antinociceptivos, onde dois tipos diferentes de dor (neurogênica e 

inflamatória) podem ser avaliadas, além de esclarecer o mecanismo de 

analgesia do agente testado (HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; 

RANDOLPH; PETERS, 1997; SILVA et al., 2013b).  

As respostas a esse agente álgico seguem um padrão bifásico. A 

primeira fase (0-5 min) trata-se de uma dor do tipo neurogênica ou aguda (dor 

central), iniciando concomitantemente à injeção de formalina, estando associada 

à estimulação química direta dos nociceptores, e liberação de mediadores 

químicos como substância P, glutamato e bradicinina (HUNSKAAR; HOLE, 

1987; SHIBATA et al., 1989). A segunda fase (20-25 min) ou fase inflamatória, 

estar relacionada com inflamação local, desencadeada pela liberação ou 

formação de inúmeros mediadores inflamatórios como citocinas, 

prostaglandinas, histamina, serotonina e bradicinina (DUBUISSON; DENNIS, 

1978; HUNSKAAR; HOLE, 1987; SHIBATA et al., 1989; TJØLSEN et al., 1992). 
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De acordo com os resultados obtidos neste ensaio, o pré-tratamento dos 

animais com as frações Alb e Glb (20mg/kg) de semente de C. retusa mostrou-

se efetivas em inibir significativamente o tempo de lambedura/mordeduras 

durante a fase inflamatória, demonstrando a existência de efeito analgésico 

dessas frações. Esta atividade antinociceptiva pode estar associada com a 

inibição da ação de mediadores inflamatórios como a serotonina, bradicinina, 

histamina, prostaglandinas e citocinas pró-inflamatórias. 

Em nosso trabalho, foi verificado que as frações proteicas Alb e Glb, 

apresentaram atividade hemaglutinante contra todos os eritrócitos humanos 

testados (A, B, AB e O), com maior atividade hemaglutinante para a fração Glb. 

Esta fração mostrou maior especificidade por eritrócitos do grupo sanguíneo A, 

sugerindo que ela apresente afinidade por carboidratos do tipo N-acetil-D-

galactosamina (KHANG; JEAN-LUC; JOHAN, 1990). Já a fração Alb apresentou 

maior afinidade por hemácias do grupo sanguíneo O, mostrando afinidade por 

carboidratos do tipo α-L-fucose (SHARON; LIS, 1987). A presença de atividade 

hemaglutinante sugere a presença de lectinas nas frações (PEUMANS; VAN 

DAMME, 1995).  

As lectinas, são proteínas que possuem pelo menos um domínio não-

catalítico, com capacidade de ligar-se reversivelmente a um mono ou 

oligossacarídeo específico, sendo capazes de aglutinar células, dentre elas, 

eritrócitos (LIS; SHARON, 1986; PEUMANS; VAN DAMME, 1995; ASSREUY et 

al., 1999). A ação anti-inflamatória dessas proteínas pode estar associada ao 

domínio de ligação a carboidrato ou domínio lectínico, que por sua vez, impede 

a adesão dos leucócitos às células do endotélio (ASSREUY et al., 1997; 

ALENCAR et al., 1999). Embora fraca e reversível, essa interação é capaz de 

retardar a transmigração dos leucócitos ao sítio inflamado (McEVER, 1991; 

McEVER, 1992; LASKY, 1992; ASSREUY et al., 1999; ROCHA et al., 2011).  

Essas proteínas apresentam afinidade por moléculas adesivas 

(selectinas) pertencentes a uma família de glicoproteínas transmembrana, com 

capacidade de ligação a carboidratos. A família de selectinas consiste de três 

moléculas de superfície (E, P e L-selectinas) intimamente relacionadas 

(NELSON et al., 1993; TEDDER et al., 1995). As L-selectinas são aquelas 

expressas na superfície de leucócitos e as E- e P-selectinas corresponde 
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aquelas expressas por células endoteliais. A afinidade das lectinas às selectinas, 

principalmente as E- e P-selectinas, é fundamental na resolução do processo 

inflamatório, ao qual, impede a ligação dos leucócitos a essas moléculas 

adesivas, dessa maneira, reduzindo a capacidade de captura dos leucócitos e 

rolamento destes na superfície das células endoteliais e consequentemente 

inibindo a transmigração leucocitária até o foco inflamatório (BOSSE; 

VESTWEBER, 1994; TEDDER et al., 1995; VESTWEBER; BLANKS, 1999; 

MULLER, 2013). 

Com intuito de purificação de uma possível lectina presentes nas frações 

Alb e Glb de sementes de Crotalaria retusa, foi realizada cromatografia por 

afinidade em coluna de guar gum. A cromatografia por afinidade utiliza a 

capacidade de determinadas proteínas em se ligar especificamente em um certo 

ligante (BIOTECH, 2007). Por esse método, de acordo com as análises dos 

perfis cromatográficos, pode-se observar picos, estes sugerem a presença de 

lectina, uma vez que, elas apresentam afinidade por carboidratos constituintes à 

coluna. A fração Alb exibiu uma maior afinidade pelos carboidratos presentes à 

coluna, visto que, houve a presença de pico não retido (pI) e um pico retido (pII), 

diferentemente da fração Glb que não foi possível notar tais picos. 

A ação anti-inflamatória das frações proteicas Alb e Glb da semente de 

C. retusa, pode estar relacionada a presença de lectinas, pois elas são 

conhecidas em inibir a migração neutrofílica e subsequente, o processo 

inflamatório. A proposta da participação de lectinas presentes nas frações Alb e 

Glb na ação anti-inflamtória observada, corrobora com dados da literatura, onde 

lectinas isoladas a partir de sementes de Dioclea grandiflora, D. violácea, D. 

virgata, Vaitarea macrocarpa, Lonchocarpus sericeus e Gratylia floribunda, 

inibiram a migração de neutrófilos induzida pela administração de carragenina 

(ASSREUY et al., 1997; ALENCAR et al., 1999; NAPIMOGA et al., 2007).  
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7. Conclusões 

No presente trabalho, a análise do perfil eletroforético mostram que as 

frações Alb e Glb apresentam pelo menos quatro bandas com peso molecular 

na faixa de 21,1 a 64,0 kDa. 

Essas frações apresentaram atividade antiedematogênica ao inibir o 

edema induzido por carragenina, sugerindo que essas frações atuem por via de 

inibição da migração celular, corroborado e reforçado pelos resultados da 

quantificação da atividade da enzima MPO e pela redução da contagem de 

leucócitos, principalmente neutrófilos, no modelo de peritonite. Além disso, os 

ensaios nociceptivos mostram a ação antinociceptiva das mesmas. 

Por fim, a análise da atividade hemaglutinante e do perfil cromatográfico 

das frações Alb e Glb, apontam a presença de lectinas, dessa forma, sugerindo 

que as atividades anti-inflamatória e antinociceptiva estejam associadas a 

presença dessa proteína.  
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