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RESUMO  

 

As plantas medicinais sempre foram utilizadas, sendo no passado o 

principal recurso terapêutico conhecido para o tratamento de 

enfermidades pela população. Dentre elas encontra-se Calea uniflora 

Less., planta medicinal nativa da região sul do Brasil encontrada 

também no centro-sul do Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Esta 

planta é utilizada popularmente para processos inflamatórios e 

hematomas. A partir destas informações e devido aos poucos estudos 

com a C. uniflora, surgiu o interesse em investigar os possíveis 

constituintes químicos, efeitos citotóxicos, efeitos antinociceptivo e anti-

inflamatório desta espécie, para a avaliação fitoquímica foram 

analisados os extratos brutos da planta, através de Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência (CLAE). Para a atividade citotóxica, foi 

utilizado o teste de MTT, in vitro, a fim de verificar se o extrato e as 

frações de C. uniflora apresentaram efeitos citotóxicos. Para a avaliação 

das atividades antinociceptiva e anti-inflamatória foram utilizados 

modelos in vivo. Os modelos animais antinociceptivos empregados 

foram baseados em estímulos químicos (modelo de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético, teste da formalina) e estímulos 

térmicos (placa quente), enquanto a possível incoordenação motora foi 

analisada pelo teste rota rod,  e para a avaliação anti-inflamatória 

utilizou-se o modelo de edema de pata induzido por carragenina. Após a 

realização dos testes, verificamos, na análise fitoquímica, à presença de 

flavonoides e alcaloides. Na atividade citotóxica in vitro, os extratos 

brutos e as frações de acetato de etila e butanol apresentaram uma IC50 

maior que 58 µg/ml para linhagem HaCaT e 48 µg/ml para a linhagem 

B-16, sendo assim esses valores     não apresentaram  um efeito 

citotóxico. Entretanto a fração do diclorometano apresentou uma IC50 de 

18 µg/ml, mostrando inibição significativa quando comparada aos 

controles vincristina e doxorrubicina. Em relação à atividade 

antinociceptiva observou-se resultados significativos nos modelos que 

correspondem a estímulos químicos e térmicos nas doses de 100 e 300 

mg/kg do extrato bruto, quando comparados aos grupos controles. No 

modelo rota rod os resultados foram satisfatórios, pois o extrato não 

causou incoordenação motora e sedação nas doses avaliadas. Entretanto, 

pode-se relacionar com os flavonoides e alcaloides com as atividades 

farmacológicas relatadas popularmente e com as atividades citotóxicas e 

antinociceptiva. Entretanto são necessários novos estudos para 

determinação do mecanismo de ação das atividades descritas bem como 

relacionar com os compostos químicos presentes na planta.  



 

Palavras-chave: Uso popular. Citotoxicidade. Anti-inflamatória. 

Extrato. Calea uniflora.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The medicinal plants always were utilized by population, in the past 

they were the main therapeutic resource for treatment diseases. Among 

these therapeutic resources find the medicinal plant Calea uniflora 

Less., native by region south find also south central of Brazil, Argentina, 

Uruguay and Paraguay. This plant is utilized populary to process 

inflammatory and hematomas. From these informations and due the few 

studies with C. uniflora, emerged the interest of investigate possible 

compounds chemical, cytotoxic effects, antinociceptive effects, and anti-

inflammatory. To the phytochemistry evaluation were analyzed the 

crude extract of plant by HPLC.  To the evaluation about activity 

cytotoxic, were utilized the MTT test, in vitro, in order to verify as 

extract and fractions de C. uniflora cause possible effects cytotoxic. To 

evaluation of antinociceptive activity and anti-inflammatory were 

utilized models in vivo. This animals models were based in chemical 

stimuli (writhing induced by acetic acid and formalin test) and thermal 

stimuli (hot plate), while the motor incoordination was analized by rota 

rod. To evaluate activity anti-inflammatory was used the model paw 

edema induced by carrageenan. After the performing the tests, verified 

in the analyses phytochemistry  the presence the flavonoid and alkaloid. 

In the test cytotoxic in vitro, the crude extract and fractions of ethyl 

acetate and butanol produce IC50 greater that 58 µg/ml to lineage 

HaCaT and 48 µg/ml to lineage B-16, thus this values not present a 

cytotoxic effects. However fraction dichloromethane produced IC50 18 

µg/ml, showed significant inhibition when compared to controls 

vincristine and doxorubicin. In relation of antinociceptive activity, the 

models presented results significant that correspond to chemical and 

thermal stimuli in the doses of 100 and 300 mg/kg of the crude extract, 

when compared with the control groups. The rota rod model showed 

satisfactory results, since the extract did not cause motor incoordination 

and sedation. According this results, can be related the flavonoids and 

alkaloids with pharmacological activities reported by agents of “pastoral 

da saúde” with the antinociceptive and cytotoxic activities. However 

further studies are needed to determine the action of the activities 

described and relate to the chemical compounds present in the plant. 

 

Keywords: Popular use. Cytotoxicity. Antiinflammatory. Extract. Calea 

uniflora. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

Desde os primórdios da existência humana, os homens buscam na 

natureza recursos para melhorar suas próprias condições de vida, 

aumentando suas chances de sobrevivência (GIRALDI; HANAZAKI, 

2010). Dentro deste contexto, as plantas medicinais sempre foram 

utilizadas, sendo no passado o principal meio terapêutico conhecido para 

o tratamento de enfermidades pela população (ARNOUS; SANTOS; 

BEINNER, 2005). Apesar do seu emprego, na maioria das vezes 

empírico, elas continuam sendo utilizadas e não serão totalmente 

substituídas por fármacos sintéticos pela população (AMARAL et al., 

2006). De acordo com a OMS (2000) cerca de 80% da população utiliza 

ainda algum tipo de erva buscando alívio para sintomas dolorosos ou 

desagradáveis. 

A partir da metade do século XX o uso de medicamentos de 

origem sintética, tornou-se mais amplo que o uso de plantas medicinais, 

principalmente na sociedade ocidental, porém países em 

desenvolvimento continuaram fazendo o uso de propriedades curativas 

das plantas (SOUZA-MOREIRA; PIETRO; SALGADO, 2010). 

Os fármacos sintéticos são a grande maioria no mercado, 

representando em torno de 51%. Os produtos naturais representam cerca 

de 6%, os derivados de produtos naturais (semissintéticos) em torno de 

27%, e os obtidos por síntese total, onde os produtos naturais podem ser 

considerados protótipos 16% (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2009). 

O Brasil pode ser um exemplo de país em desenvolvimento que 

utiliza plantas medicinais, levando em consideração que possui uma rica 

biodiversidade vegetal, e que em sua grande parte ainda é desconhecida 

pela comunidade científica, pois apenas 8% das espécies vegetais foram 

estudadas, o que estimula grande interesse de pesquisadores a investigar 

novas plantas, a fim de descobrir novas moléculas bioativas (GUERRA; 

NODARI, 2003). 

A Política Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos (2006), 

afirma que “além de uma ampla biodiversidade, o Brasil é detentor 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 acervo de 
conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais”. 

Dentro deste contexto, chegamos ao termo “Etnobotânica”, que 

segundo alguns autores “é a área que envolve os estudos sobre a 

utilização de plantas, inclusive para fins medicinais” (COSTA, 

MAYWORM, 2011), na qual resgatam e valorizam o conhecimento 
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tradicional e a diversidade cultural a ser estudada (OLIVEIRA et al., 

2010). Através da etnobotânica é possível buscar o conhecimento e o 

resgate do saber botânico tradicional, particularmente relacionado aos 

recursos da flora. Essas informações quando comprovadas 

cientificamente, podem ser utilizadas pela sociedade de forma mais 

segura (MARTINS et al., 2005; GUARIM NETO; SANTANA; 

BEZERRA DA SILVA, 2000).  

As plantas medicinais só poderão ser consideradas fitoterápicas, 

quando utilizadas corretamente, numa condição ideal e o princípio ativo 

identificado. Portanto, são necessários estudos químicos para o 

isolamento e caracterização de principio(s) ativo(s) das plantas, 

farmacológicos, pré-clínicos, clínicos e toxicológicos.  Em 

consequência, a recomendação do seu uso como planta medicinal deve 

ser validada e incluída em literatura científica pertinente (BRASIL, 

2010). 

A diversidade química dos vegetais está relacionada ao seu 

metabolismo secundário, na qual ocorrem inúmeras reações químicas, 

onde os compostos químicos são formados, degradados ou 

transformados. Essas reações visam o aproveitamento de nutrientes, para 

satisfazer as exigências fundamentais das células, bem como defesa da 

planta contra predadores (VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006; 

SANTOS 2010). O efeito farmacológico das plantas se dá devido aos 

constituintes químicos presentes, a investigação deverá ser direcionada 

para o isolamento e posteriormente a elucidação estrutural dos mesmos, 

pois pode ser uma fonte rica de material de partida para descoberta de 

moléculas bioativas e desenvolvimento de novos fármacos 

(FALKENBERG; SANTOS; SIMÕES, 2010). 

Informações populares passadas entre gerações podem ser um 

ponto de partida para a pesquisa de plantas medicinais, uma vez que a 

população faz empiricamente o uso das plantas e a ciência possui meios 

científicos que podem comprovar e/ou desmistificar estas informações. 

Através de encontros mensais de “Compartilhando Saberes sobre 

as Plantas Medicinas” com as agentes da Pastoral da Saúde da Diocese 

de Criciúma (SC) Regional Sul IV juntamente com professores da 

UNESC, foi estudada a planta medicinal Calea uniflora Less., quanto 

aos aspectos taxonômicos, agroecológicos, etnobotânicos e terapêuticos.  

Esta planta é conhecida popularmente na região como arnica da praia 

(ROSSATO; CHAVES, 2012).  

Devido a sua grande utilização popular na região sul de Santa 

Catarina é relevante realizar mais estudos de Calea uniflora Less, já que 

esta possui poucos estudos científicos. Por tanto, o presente trabalho 
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teve como objetivo traçar o perfil fitoquímico dos extratos brutos das 

folhas e flores e fraçãos das flores bem como avaliar atividade citotóxica 

in vitro e atividade farmacológica, que poderão auxiliar em pesquisas 

futuras no desenvolvimento de novas moléculas bioativas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

2.1 ETNOFARMACOLOGIA  

 

Levantamentos etnofarmacológicos de plantas medicinais são 

úteis para a conservação e descoberta de novos recursos biológicos. 

Durante as últimas décadas grande quantidade das pesquisas 

farmacológicas foram realizadas a partir do uso tradicional de plantas e 

estas foram ganhando progressivamente atenção considerável pelo 

mundo (KADIR; SAYEED; MIA, 2012).   

A etnofarmacologia não se trata de superstições, e sim do 

conhecimento popular relacionado a sistemas tradicionais de medicina. 

Para apreciar o conhecimento popular é preciso admiti-lo como um 

corpo de conhecimento, um produto do intelecto humano e não pode ser 

preconceituoso (ELIZABETSKY, 2003). 

De acordo com Bruhn e Holmsted (1982), define-se a 

etnofarmacologia como: “exploração científica interdisciplinar dos 

agentes biologicamente ativos tradicionalmente empregados ou 

observados pelo homem”. 

A seleção etnofarmacológica de plantas para pesquisa e 

desenvolvimento, baseada na alegação feita por seres humanos de um 

determinado efeito terapêutico in vivo, pode ser um valioso atalho para a 

descoberta de novos fármacos. Neste contexto, o uso tradicional pode 

ser encarado como uma pré-triagem quanto à propriedade terapêutica 

(ELISABETSKY, 2003). 

No entanto, as plantas medicinais e os conhecimentos associados 

a elas, estão sendo seriamente esgotados devido ao desmatamento 

ambiental, degradação e migração de curandeiros medicinais para outros 

trabalhos que vem ocorrendo no país (KADIR; SAYEED; MIA, 2012).  

Por isso, os estudos etnofarmacológicos não devem ser 

esquecidos, sendo importantes e podendo ser um ponto de partida para a 

descoberta de novas moléculas bioativas.  Através das informações 

populares relatadas pela Pastoral da Saúde-Regional Sul IV, houve 

interesse em estudar a planta medicinal C. uniflora, devido a sua grande 

utilização popular regional. Frente a essas informações e usos verificou-

se a necessidade de estudos fitoquímicos e atividade citotóxica e 

farmacológica. 

 

2.2 Calea uniflora Less. 
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Entre as espécies vegetais, a família Asteraceae se destaca pelos 

1.600 gêneros e cerca de 23.000 espécies espalhadas pelo mundo, 

ocorrendo predominantemente em regiões temperadas, subtropicais e 

tropicais (FERNANDES; RITTER, 2009). Dentro desta família 

encontramos 80 espécies do gênero Calea, e estas estão distribuídas do 

norte ao sul do Brasil (MONDIN, BRINGEL, ROQUE, 2013). 

 As plantas do gênero Calea, até o presente momento, foram 

pouco estudadas. No entanto, estudos já publicados mostram que a 

planta é rica em constituintes ativos como: lactonas, sesquiterpenos, 

flavonoides, saponinas e derivados de acetofenona. Além disso, algumas 

espécies de Calea foram estudadas quanto a sua atividade biológica, o 

que demostra um grande interesse científico sobre este gênero. Entre as 

espécies de Calea já estudadas, como medicinais podemos citar: Calea 

uniflora (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004, NASCIMENTO; SILVA; 

OLIVEIRA, 2002); Calea clematidea (FERRAZ et al., 2009); Calea 

platylepis (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004; NASCIMENTO; 

SILVA; OLIVEIRA, 2002); Calea hymenolepis (BOHLMANN et al., 

1982; BOHLMANN et al., 1981); Calea prunifolia (CASTRO et al., 

1989); Calea leptocephala (OBER; URBATSCH; FISCHER, 1986); 

Calea megacephala (OBER; URBATSCH; FISCHER, 1987); Calea 

urticifolia, Calea zecalechichi (HERZ; KUMAR, 1980). 

Dentro deste gênero, encontramos a planta medicinal Calea 

uniflora Less. (Figura 1). Esta é uma erva perene, ereta ou ascendente, 

pouco ramificada na base, suas folhas são opostas, lanceoladas ou ovais, 

com base cuneada, arredondada ou subcordada, de margem serreada, 

cartáceas, estrigosas em ambas as faces ou moderadamente pilosa. As 

flores são capítulos solitários no ápice dos ramos longamente 

pedunculados, com flores marginais de 8-12 por capítulos apresentando 

coloração amarela; seu fruto cipsela tetrágona, é densamente pubescente 

a serícea, apresentando coloração castanho escura a preta (MONDIN, 

2004).  

 Calea uniflora é nativa da região sul, mas também é encontrada 

na região sudeste e centro-oeste do Brasil (Mato Grosso do Sul, Minas 

Gerais, São Paulo), Argentina, Uruguai e Paraguai (MONDIN, 2004). 

Esta planta é conhecida popularmente como arnica-da-praia, e 

muito utilizada como medicinal na região sul de Santa Catarina. 

 Nesta região a população relata que a forma farmacêutica mais 

utilizada é a tintura, preparação alcoólica ou hidroalcoólica resultante da 

extração de drogas vegetais (BRASIL, 2011). O farmacógeno utilizado 

são as flores (maioria) e raízes, o solvente utilizado é o álcool e a 

cachaça (ROSSATO et al., 2011). 
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Segundo estudos fitoquímicos realizados por Nascimento e 

Oliveira (2004) C. uniflora possui os compostos glicosídeo 5 

deoxiflavone, 3’,4’,7-trihidroxiflavona-7-O-β-glucopiranósideo; 2’,4-

dihidroxi-3-methoxichalcona-40-O-β-glucopiranosideo e quercetina-3-

O-β-galactopiranideo.  

Quanto à atividade biológica de C. uniflora, já foram estudadas a 

atividade leishmanicida (NASCIMENTO et al., 2007), atividade 

antifúngica (NASCIMENTO et al., 2004), ação tripanocida 

(NASCIMENTO et al., 2002) e ação genotóxica (FERRAZ et al., 2009). 

No entanto, são necessários outros estudos, uma vez que a planta é 

utilizada popularmente, sua atividade farmacológica deve ser 

comprovada, ao mesmo tempo em que se deve verificar os possíveis 

efeitos tóxicos desta espécie. 

De acordo com as informações populares a planta medicinal é 

utilizada popularmente para atividade anti-inflamatória, dor, 

hematomas, antisséptico (picada de mosquito), reumatismo, infecções 

urinárias e gripe (ROSSATO et al., 2011). 

 

 
Figura 1: Detalhe de C. uniflora Less 

 

 
 

 

     Fonte: (Autor, 2013). 

  

2.3 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

Os compostos químicos formados, degradados ou simplesmente 

transformados são chamados de metabólitos secundários. Estes 
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metabolitos são biossintetizados através de reações enzimáticas 

denominadas anabólicas, catabólicas ou de biotransformação.  Essas 

reações visam primeiramente ao aproveitamento de nutrientes para 

satisfazer as exigências fundamentais da célula: ATP (energia), NADPH 

(poder redutor) e biossíntese das substâncias essenciais à sua 

sobrevivência macromoléculas celulares (SANTOS, 2010). 

Os metabólitos primários são considerados imprescindíveis à vida 

da planta, os aminoácidos, nucleotídeos, açúcares e lipídios presentes 

nas plantas exercem papeis fundamentais associados à fotossíntese, 

respiração, crescimento e desenvolvimento. Já os metabólitos 

secundários são sintetizados para garantir a sobrevivência pelo 

organismo vegetal e perpetuação da espécie em seu ecossistema. Os 

metabólitos secundários são divididos em quatro classes principais: os 

terpenos, glicosídeos, alcaloides e compostos fenólicos (cumarinas, 

flavonoides, taninos e ligninas), sendo estes compostos os responsáveis 

pela atividade biológica das plantas (SANTOS, 2010; GARCIA; 

CARRIL, 2009;  FUMAGALI et al., 2008). 

A composição química das plantas pode variar de acordo com a 

temperatura, índice pluviométrico, radiações ultravioletas, nutrientes, 

composição atmosférica; podendo ser também por modificações 

resultantes da interação dos processos bioquímicos, fisiológicos, 

ecológicos e evolutivos (Figura 2). A época e o horário da coleta das 

plantas são fatores importantes, pois muitas vezes as quantidades destes 

compostos ativos não são constantes durante o ano e em determinados 

horários (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).  

Outros fatores que influenciam na quantidade dos metabólitos 

secundários são a idade de desenvolvimento da planta e os órgãos 

vegetais que são responsáveis pelo armazenamento destes compostos. 

Muitas vezes os metabólitos são produzidos por órgãos que não estão 

em desenvolvimento dificultando a produção de compostos (GOBBO-

NETO; LOPES, 2007). 

As plantas medicinais contêm vários constituintes, e alguns deles 

estão presentes em concentrações muito baixas. Com o auxílio de 

procedimentos químicos analíticos modernos, os metabólitos 

secundários presentes nos extratos das plantas podem ser isolados e 

caracterizados (CALIXTO, 2000).  

A análise de substâncias ativas é muito mais complexa e longa. 

Geralmente os compostos presentes em menor proporção na planta são 

os que apresentam melhores efeitos biológicos. Por isso, um trabalho em 

colaboração entre químicos e farmacologistas é necessário para a análise 
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dos extratos, a fim de verificar as atividades biológicas (CECHINEL-

FILHO; YUNES, 1998).  

 

 
Figura 2: Principais fatores que podem influenciar o acúmulo de 

metabólitos. 

 
Fonte: (Gobbo-Neto; Lopes, 2007). 

 

Os metabólitos secundários de plantas são usualmente 

classificados de acordo com a sua rota biosintética.  As três principais 

classes de moléculas são: os compostos fenólicos, terpênicos e 

esteróides, e os alcaloides (FUMAGALI et al., 2008).  De acordo com 

os estudos realizados com a planta C. uniflora, abordaremos os 

flavonoides, que pertencem à classe dos compostos fenólicos e os 

alcaloides. 

 

2.4 COMPOSTOS FENÓLICOS  

 

Os compostos fenólicos pertencem a uma classe de compostos 

que incluem grande diversidade de estruturas, simples e complexas, as 

quais possuem, no mínimo, um anel aromático, em que pelo menos um 

hidrogênio é substituído por um grupo hidroxila. Os compostos 

fenólicos podem ser classificados de acordo com o esqueleto básico 

como: flavonoides, isoflavonoides, taninos, ácido fenólicos entre outros 

(CARVALHO; GOSMANN; SCHENKEL, 2010). Esse grande grupo 

faz parte dos constituintes de uma variedade de vegetais, frutas e 
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produtos industrializados (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; 

BERSET, 1995).  

 

2.4.1 Flavonoides 

 

As substâncias fenólicas possuem um ou mais núcleos aromáticos 

contendo substituintes hidroxilados ou seus derivados funcionais. 

Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe possui 15 átomos 

de carbono em seu núcleo funcional, constituído de duas fenilas ligadas 

por uma cadeia de três carbonos entre elas (C6C3C6). Os flavonoides são 

subdivididos nos seguintes grupos: flavononas, flavonas, isoflavonas, 

flavonóis e antocianinas (BEECHER, 1999).   Além disso, eles possuem 

várias atividades biológicas, incluindo atividade antimicrobiana, 

antivirais, anti-inflamatórias, imunomoduladores, atividade antioxidante 

e atividade antitrombótica (HAVSTEEN, 1983; MIDDLETON; 

KANDASWAMI, 1992). Dentre estas atividades biológicas, a atividade 

anti-inflamatória tem sido muito utilizada na medicina chinesa e na 

indústria de cosméticos através dos extratos vegetais (PARK et al., 

2004). 

Os flavonoides são compostos polifenólicos biossintetizados a 

partir da via dos fenilpropanoides e do acetato, precursores de vários 

grupos de substâncias como aminoácidos alifáticos, terpenoides, ácidos 

graxos, entre outros (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010). Essa classe de 

compostos representa um dos grupos fenólicos mais importantes e 

diversificados entre os produtos de origem vegetal, sendo amplamente 

distribuídos em frutas, vegetais, sementes, flores e cascas de árvores e 

vários destes alimentos são parte integrante da dieta humana (COOK; 

SAMMAN, 1996). Os flavonoides são os responsáveis pelo aspecto 

colorido das flores e folhas e podem estar presentes em outras partes da 

planta, participando também de importantes funções no crescimento, 

desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o ataque de patógenos 

(NIJVELDT et al., 2001). 

Dos 40 fármacos anti-inflamatórios aprovados entre 1983 e 1994, 

12 foram derivados ou baseados nos polifenois de origem natural 

(YOON & BAEK, 2005). 
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Figura 3: Estrutura básica de flavonoide. 

 
Fonte: (Beecher, 1999).     

 

 

2.5 ALCALOIDES 

 
Os alcaloides são compostos nitrogenados farmacologicamente 

ativos, que são encontrados predominantemente nas angiospermas. 

“Alcaloides são substâncias orgânicas cíclicas que contém um 

nitrogênio em um estado de oxidação negativo e cuja distribuição é 

limitada entre os organismos vivos” (BRUNETON, 2003).  

Essa definição englobaria todos os compostos que até o momento 

foram considerados alcaloides, porém os compostos nitrogenados como 

as aminas simples, aminoácidos, proteínas, ácidos nucléicos, entre 

outros,  seriam excluídos. Com isso os alcaloides que possuem um 

átomo de nitrogênio em um anel heterocíclico são chamados de 

alcaloides verdadeiros e são classificados de acordo com o sistema 

anelar presente na molécula. As substâncias que possuem o átomo de 

nitrogênio não pertencente a um sistema heterocíclico são os 

protoalcaloides e os compostos nitrogenados com e sem anéis 

heterocíclicos que não são derivados de aminoácidos são chamados de 

pseudoalcaloides (HENRIQUES  et al., 2010).  

Esses compostos são encontrados e representados em todos os 

grupos vegetais, sendo que sua maioria pertence às angiospermas. Os 

compostos estão presentes em todas as partes dos vegetais, podendo 

apresentar um acúmulo de substâncias em algum ou mais órgãos 

específicos (HENRIQUES et al., 2010). 
Muitas plantas medicinais apresentam compostos que devido ao 

seu amargor e a sua toxicidade atuam como repelentes de herbívoros, e 

com isso ajudam na proteção das espécies (RAMOS et al., 1998).  

Quanto a sua atividade biológica, os alcaloides possuem ampla 

variedade, como: analgésica, antioxidante, antiviral e citotóxica 
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(NGOUMFO et al., 2010;ALMEIDA et al., 2009; PERES et al., 2003; 

YAMAMOTO et al., 1989). 

 Devido a grande utilização das plantas medicinais se faz 

necessário estudos químicos juntamente com estudos toxicológicos, pois 

frente aos resultados químicos obtidos, os compostos podem apresentar 

algum efeito tóxico. Sendo assim, a população poderá fazer o uso das 

plantas medicinais de forma segura.  

 
Figura 4: Estrutura da morfina (Alcaloide) 

 
Fonte: (Henriques et al., 2010). 

 

 

2.6 TOXICOLOGIA DAS PLANTAS  

 

A toxicidade é a ciência que estuda os efeitos adversos das 

substâncias químicas na qual interagem com organismos vivos. Existem 

relatos de milhares de anos que mostram que o homem utilizava 

venenos de animais ou extraídos de plantas para a caça, a guerra e até 

mesmo para assassinatos (ANDRADE FILHO, CAMPOLINA, DIAS 

2001). 

Com o uso milenar de plantas medicinais demonstrou-se, ao 

longo dos anos, que determinadas plantas apresentam substâncias 

potencialmente perigosas, e estas devem ser utilizadas com cuidado 

respeitando os seus riscos toxicológicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; 

MACIEL, 2005). Com isso o homem teve que aprender a distinguir uma 

planta venenosa de outra que pudesse servir de alimento (ANDRADE 

FILHO, CAMPOLINA, DIAS. 2001).  

De acordo com os dados da Sinitox (2010), foram registrados 

1377 casos de intoxicação com plantas medicinais e, destes, cinco casos 

foram a óbito.  

As substâncias que mais apresentam toxicidade para animais e 

humanos são classificados segundo sua origem, estrutura química ou os 
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efeitos que causam. As classes que frequentemente apresentam 

toxicidade são os alcaloides, glicosídeos cardioativos, compostos 

calcinogênicos e cianogênicos (ABREU-MATOS et al., 2011). 

Dentro da toxicologia encontramos alguns elementos 

fundamentais, sendo um deles a toxicidade, que representa, por sua vez, 

a capacidade de uma substância química produzir efeito adverso quando 

interage com um organismo vivo. A toxicidade de uma substância 

depende da dose e de outras condições da exposição ao toxicante, assim 

como o sistema biológico (MOREAU, SIQUEIRA, 2008). 

Dentro dos processos da toxicologia existem os estudos 

citotóxicos. A citotoxicidade é considerada, principalmente, como 

potencial que um composto tem para induzir a morte celular. Os testes 

citotóxicos in vitro são necessários para investigar a potencialidade de 

lesão ou morte celular, causada por extratos, frações ou compostos 

isolados de plantas medicinais (EISENBRAND et al., 2002). 

A investigação da atividade citotóxica pode ser atribuída a 

pontos positivos e negativos. Dentre os pontos positivos podemos citar a 

importância de compostos tóxicos para as células, frente ao 

desenvolvimento de fármacos anticancerígenos. Já por outro lado, deve-

se ter muito cuidado com a utilização desordenada das plantas 

medicinais, pois a população faz  uso de plantas que não são validadas, 

desconhecendo os efeitos tóxicos que determinadas substâncias podem 

produzir à saúde humana (FRESHNEY, 2001).  

Antes da aprovação de qualquer composto novo a ser testado em 

seres humanos, são realizados ensaios in vitro e in vivo. Após estes 

testes em animais parte-se para os testes pré-clínicos e clínicos. 

De acordo com a classe de metabólitos encontrados em C. 
uniflora, verificou-se a necessidade de estudar a atividade 

antinociceptiva e anti-inflamatória, pois estes compostos encontrados 

podem ser os responsáveis pelas atividades farmacológicas relatadas 

pela Pastoral da Saúde. 

 
2.7 DOR 

 
Os sistemas sensoriais do organismo humano têm a função de 

informar ao cérebro sobre o estado interno e externo do organismo, 

sempre buscando o controle da homeostase (LE BARS; 

GOZARIUM;CADDEN, 2001). 

Nos últimos anos grandes avanços foram feitos na compreensão 

dos mecanismos que estão por trás da dor e no tratamento de pessoas 

que sofrem de dor. Afinal todos nós temos ou tivemos dores de cabeça, 
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cortes, queimaduras em algum momento de nossas vidas (SHOLZ; 

WOOLF, 2002). 

A percepção da dor é frequentemente provocada por um estímulo 

nocivo, lesão ou até mesmo por doenças. De acordo com a International 

Association for the Study of Pain (IASP), a dor pode ser definida como 

“uma experiência sensorial e emocional desagradável associada com o 

tecido real ou potencial dano, ou descrito em termos de tal dano” (IASP, 

2010). 

Com isso a introdução de hipersensibilidade a estímulos 

normalmente inócuos podem auxiliar na reparação do dano tecidual, 

pois a dor serve normalmente como um dispositivo de aviso, um sistema 

de alarme que é ativado em resposta ao dano para o organismo lesado 

(SHOLZ; WOOLF, 2002). 

Uma vez que o tecido foi danificado mecanicamente ou por 

infecção, isquemia, crescimento de um tumor ou por processos 

autoimunes, são liberados vários mediadores inflamatórios. Esses 

mediadores ativam diretamente os nociceptores provocando a dor, ou 

agem conduzindo uma sensibilização do sistema nervoso 

somatossensorial. Esse processo é característico de dor inflamatória, 

facilitando a ativação da via da dor até que o processo de cicatrização 

finalize (Fig.5) (SHOLZ; WOOLF, 2002).   

 
Figura 5: Danos no tecido inflamatórios e células tumorais liberando 

mediadores químicos, ativando as propriedades dos nociceptores 

aferentes em resposta ao estímulo. 

 

Fonte: (Scholz; Woolf, 2002). 
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A nocicepção é um mecanismo pela qual são transmitidos os 

estímulos nocivos para o sistema nervoso central por transdutores 

especializados ligados às fibras sensoriais, que podem ser de pequeno, 

médio e grande calibre (fibras Aδ e C). É ativada quando ocorrem danos 

nos tecidos, gerando alterações inflamatórias e neurais no local afetado 

(LOEZER; MELZACK, 1999). Então, o processo de transmissão da dor 

ocorre após os neurônios de primeira ordem transmitirem os impulsos 

pelas fibras Aδ e/ou C até o SNC. Estas fibras apresentam características 

anatômicas e funcionais distintas, porém são componentes importantes 

para o inicio da transmissão do impulso nociceptivo (BASBAUM et al., 

2009; FURST, 1999). 

As fibras Aδ são consideradas de diâmetro intermediário (2-6 µm 

de diâmetro), são mielinizadas e apresentam velocidade de condução de 

12-30 m/s. Existem dois tipos de nociceptores Aδ, o tipo I e o tipo II. 

Ambos respondem ao estímulo mecânico intenso, porém podem 

apresentar respostas diferentes ao estímulo térmico, de acordo com a 

maneira como são afetados pela lesão tecidual (JULIS; BASBAM, 

2001). 

As fibras C são consideradas fibras finas (0,4-1,2 µm de 

diâmetro) são amielinizadas e apresentam baixa velocidade de condução 

do impulso (0,65-2,0 m/s). Algumas fibras C são chamadas de 

nociceptores polimodais, ou seja, respondem a estímulos térmicos, 

químicos e mecânicos (JULIS; BASBAM, 2001). 

Além do componente sensorial, a dor também apresenta o 

componente emocional (afetivo) que é característico do ser humano, e 

pode ser classificado utilizando diferentes critérios. Sendo assim, a dor 

pode ser classificada de acordo com o tempo de duração em dor aguda e 

dor crônica.  

 A dor aguda é definida como uma “resposta fisiológica adversa a 

um estímulo químico, térmico ou mecânico, podendo estar associada a 

cirurgias, traumas ou doenças agudas”.  Na presença de uma lesão 

tecidual, ocorre a liberação de mediadores e posterior ativação dos 

nociceptores. Também pode ser vista como o início de uma fase extensa, 

persistindo por dias ou algumas semanas (CARR; GOUDAN, 1999). 

A dor crônica ocorre quando a capacidade de recuperação do 

tecido é excedida, devido à extensão de um trauma e cicatrizes 

subsequentes. Não é apenas o prolongamento da dor aguda, são 

estimulações nociceptivas repetidas, que levam a uma variedade de 

modificações no SNC, produzindo uma adaptação às respostas 

simpáticas provocadas pela dor aguda (INCA, 2002). 
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Todos os tipos de dor crônica levam os pacientes a procurarem 

cuidados de saúde. Diferentemente da dor aguda, as terapias que 

proporcionam o alívio da dor transitória não resolvem o processo 

patológico (LOEZER; MELZACK, 1999). 

O estímulo doloroso na dor aguda, leva em média 0,1s para 

chegar até o SNC. Já na dor crônica o tempo necessário é superior a 1s 

devido à destruição dos tecidos, se tornando uma dor mais intensa com o 

tempo (GUYTON; HALL, 2006). 

 

2.8 INFLAMAÇÃO 

 
A inflamação é uma resposta biológica complexa de tecidos 

vasculares contra a lesão tecidual causada por trauma físico, por 

substâncias químicas ou agentes microbiológicos, visando remover 

substâncias irritantes e a manutenção da homeostase.  Pode ser 

classificada como aguda ou crônica, e envolve uma cascata de eventos 

bioquímicos que constituem o sistema vascular local e sistema 

imunológico, e diferentes tipos de células encontradas no tecido 

lesionado (SÁ; ANDRADE; SOUZA, 2013).  

Em função destes eventos, surgem os sinais da inflamação, 

chamados de sinais cardinais, que compreendem: calor, rubor, dor, 

edema e perda de função (MEDZHITOV, 2010). 

A inflamação aguda é caracterizada por vasodilatação, exudação 

de fluídos ricos em proteínas e migração de células para o local da lesão. 

Esse processo normalmente é de curta duração, levando horas ou dias e 

cessa quando ocorre a eliminação do agente agressor. Na inflamação 

crônica o processo tem duração mais prolongada (semanas, meses e 

anos). A inflamação ativa a destruição dos tecidos, enquanto isso ocorre 

simultaneamente tentativas de reparação (SHERWOOD; TOLIVER-

KINSKY, 2004). 

Uma resposta inflamatória típica consiste em quatro 

componentes: indutores inflamatórios; receptores que detectam os 

indutores; mediadores inflamatórios que são liberados a partir da 

ativação dos receptores; tecidos alvos afetados pelos mediadores 

inflamatórios (MEDZHITOV, 2010). 

Os indutores inflamatórios podem ser de natureza física, química 

ou traumática (ROBBINS et al., 2010). Os danos ocasionados pelos 

agentes agressores são detectados por macrófagos residentes do tecido 

lesado, que induzem uma resposta inflamatória e ativam os 

nociceptores, causando sensação de dor na área afetada (MEDZHITOV, 

2010). Isso ocorre devido à liberação de mediadores inflamatórios pelas 
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células danificadas como, histamina, bradicinina, e as prostaglandinas, 

que, além de provocarem reação inflamatória, levam a marginação e 

migração dos leucócitos para o tecido afetado, onde realizam fagocitose 

e outros processos atribuídos à resposta imune, sensibilizando também  

as terminações nervosas sensoriais, levando a nocicepção e a 

transmissão da dor (BECKER, 2013). 

Concomitantemente, ocorre a produção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como fator de necrose tumoral α (TNF-α) e 

interleucina-1 (IL-1), que ativam vias de sinalização em células 

endoteliais e regulam a expressão de moléculas de adesão para que uma 

maior quantidade de leucócitos e células fagocitárias possam se infiltrar 

para o sítio da lesão (FALCÃO et al., 2005; FERRERO-MILIANI et al., 

2007). Além disso, aumentam a síntese de prostaglandinas e 

desencadeiam uma cascata de citocinas secundárias, como as 

quimiocinas, que atraem e ativam células inflamatórias móveis (LÓPES-

POSADAS et. al., 2008). 

Mesmo sendo considerada uma resposta de defesa do organismo, 

as reações inflamatórias estão presentes em  grande número de doenças 

encontradas na clínica. Logo, os fármacos anti-inflamatórios são 

extensamente utilizados em todos os ramos da medicina (RANG e 

DALE, 2012).  

Os anti-inflamatórios não-esteroidal (AINEs) são medicamentos 

frequentemente utilizados para o tratamento de dor, inflamação e febre. 

Atuam inibindo COX-1 e COX-2, enzimas que catalisam a conversão do 

ácido araquidônico em prostaglandina, histamina, um precursor da 

síntese de prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos (GURPINAR 

et al., 2013). No trato gastrointestinal, prostaciclina e PGE2 exercem um 

efeito protetor através da redução da secreção de ácido, vasodilatação 

dos vasos sanguíneos da mucosa gástrica e estimulação da produção de 

muco (WHELTON, 1999). Devido à inibição destes agentes, os AINEs 

podem provocar sintomas gastrointestinais, incluindo lesões de mucosa, 

sangramento, úlcera pépticas, entre outros (HAWKEY, 2000). 

O córtex supra-renal é constituído por três zonas celulares, sendo 

que cada uma delas é responsável por sintetizar uma classe específica de 

hormônios esteróides (BECKER, 2013). O cortisol é o principal 

glicocorticosteróide e fornece muitas funções fisiológicas (ROBBINS et 

al., 2010). Devido à atuação do cortisol endógeno no metabolismo de 

diferentes moléculas como, proteínas, lipídios, carboidratos e tecido 

ósseo (SAPOLSKY et al., 2000), a administração dos glicocorticoides 

leva ao desenvolvimento de uma série de efeitos indesejados, como: 

ganho de peso e redistribuição de gordura; problemas ósseos como 
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osteoporose e fraturas; hiperglicemia; imunossupressão e vários outros 

(GENSLER, 2012). 

Outra classe importante de medicamentos são os fitoterápicos. 

Estes são obtidos com o emprego exclusivo de matérias primas vegetal, 

cuja eficácia e segurança são validadas por meio de levantamentos 

etnofarmacológicos, de utilização, documentações tecnocientíficas ou 

evidencias clínicas (BRASIL, 2010).  

Apesar da grande gama de medicamentos anti-inflamatórios já 

presentes no mercado, a busca por novas opções terapêuticas nesta área 

permanece constante. Um dos principais motivos são os efeitos 

colaterais apresentados juntamente com a ação farmacológica e o 

elevado custo de alguns medicamentos (PRESIBELLA, 2003). 

Frente a essas informações verifica-se a necessidade de mais 

estudos com as plantas medicinais, pois estas podem ser o ponto de 

partida para novos medicamentos. 
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3 OBJETIVOS  

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL  

 

Avaliar os constituintes químicos, atividade citotóxica, 

antinociceptiva e anti-inflamatória do extrato hidroalcoólico de Calea 

uniflora Less.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Verificar se o uso popular do extrato bruto hidroalcoólico das 

flores de C. uniflora. correspondem a ação dos constituintes 

químicos frente a atividade antinociceptiva e anti-inflamatória 

in vivo. 

  

  Avaliar os constituintes químicos presentes no extrato bruto 

hidroalcoolico das flores e folhas de C. uniflora. 
  

 Avaliar os constituintes químicos presentes nas frações de 

acetato de etila, diclorometano e butanol das flores C. uniflora.  
 

 Avaliar atividade citotóxica in vitro do extrato bruto 

hidroalcoólico das flores e folhas e das frações das folhas de C. 
uniflora. 

 

 Avaliar a atividade antinociceptiva de diferentes concentraçõess 

do extrato bruto hidroalcoólico das flores de C. uniflora, frente 

aos modelos animais: teste da formalina, teste da placa quente e 

contorções abdominais induzidas por ácido acético. 

 

 Avaliar a atividade locomotora em diferentes concentrações do 

extrato bruto hidroalcoólico das flores de C. uniflora, frente ao 

modelo animail: rota rod. 

 

 Avaliar a atividade anti-inflamatória em diferentes 

concentrações do extrato hidroalcoólico das floresde C. 
uniflora, frente ao modelo animal de edema de pata induzido 

por carragenina. 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 MATERIAL BOTÂNICO  

 

O material vegetal utilizado para as análises foram às partes 

aéreas (folhas e inflorescências) de C. uniflora Less., coletadas no 

município de Balneário Rincão.  O material foi identificado pela 

botânica Dra. Vanilde Citadini Zanette, herborizada e exsicatado no 

Herbário Pe. Dr. Raulino Reitz (CRI) da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense, com o nº de registo CRI 10304. 

 

4.2 EXTRATOS 

 

4.2.1 Preparação da droga vegetal 

 

As partes aéreas de C. uniflora foram secas em estufa entre 50ºC 

a 60ºC e posteriormente trituradas com auxílio de um moedor de facas 

para obtenção de um pó fino.  

 

4.2.2 Extrato Hidroalcoólico  
 

A preparação do extrato foi realizada pela técnica de maceração 

com álcool 70% na proporção 1:10 (p/v). A planta permaneceu 15 dias 

em maceração, após  filtrada com algodão e, posteriormente, o solvente 

foi evaporado com auxilio de um rota evaporador, formando um extrato 

mole (BRASIL, 2011).   

 

4.2.3 Fracionamento Líquido- Líquido  

 

Em pêra de separação foi adicionado o extrato mole em 100 ml 

de água destilada. Em seguida o solvente extrator foi adicionado a 

mistura aquosa e a extração foi particionada em 3 vezes. Os solventes 

utilizados foram: diclorometano, acetato de etila e n- butanol. Após o 

fracionamento, os solventes foram eliminados com o auxílio de um rota 

evaporador para obtenção das frações (Figura 4) (CECHINEL-FILHO; 

YUNES, 1998).   
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Figura 6: Fluxograma adaptado do fracionamento líquido-líquido. 

 

Fonte: (Cechinel-filho; Yunes, 1998). 

 

4.3 ANÁLISE FITOQUÍMICA 

 

4.3.1 Cromatográfia de Camada Delgada (CCD) 

 

As análises cromatográficas foram realizadas com os extratos 

brutos das flores e folhas de C. uniflora e com as frações obtidas do 

fracionamento líquido-líquido.  

 Os cromatogramas foram analisados em lâmpada UV no 

comprimento de onda de 365 nm e em seguida foram revelados com 

reveladores específicos, sendo eles: Anisaldeído sulfúrico para detecção 

de esteroides, saponinas e terpenos; Dragendorff para detecção de 

alcaloides; Neu para a detecção de flavonoides e Ninidrina para 

detecção de aminas livres (WAGNER; BLADT, 1996). 

 

 

4.3.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 

 

 As análises por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência 
(CLAE) foram realizadas num cromatograma Waters Spherisorb ODS-

2, coluna C18 (150x4,6mm. Tamanho de partícula 5 µm). A detecção 

dos picos foi realizada on-line através de um detector de arranjo de 

diodos (CLAE 540 DAD, Kontron instrumentos, Montigny Le 
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Bretonneux, França) em 280 a 310 nm, e o espectro de absorção (210-

400 nm).  

Os solventes utilizados para a separação foram: acetonitrila 

(solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), acetonitrila 

(5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de eluição de 

gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 70% e 30% do 

solvente A, 40 min, 100% (solvente A) (GIUSTI et al., 1999).  

 Foi pesado 1 mg do extrato bruto e das frações de C. uniflora, e 

acrescentou-se 1 mL de etanol (grau CLAE). Estas foram 

homegeinizadas em vórtex, filtradas e posteriormente injetados 20 µl 

das amostras diretamente no equipamento.   

 As referências utilizadas foram: ácido gálico, ácido cafeíco, 

ácido cumarico, ácido ferrúlico, quercetina, quinidina, campferol, ácido 

cinâmico, ácido protocatecuico. 

 

4.3.3 Placas preparativas 
 

Como tentativa de isolamento dos metabólitos, as amostras foram 

submetidas à purificação em placas preparativas (sílica gel). 

Posteriormente estas placas foram submetidas a lâmpada UV onde 

visualiza-sepercebe-se as diferentes bandas através da fluorescência. 

Essas bandas foram separadas e purificadas novamente para obter 

compostos isolados.   

 

 

4.4 ATIVIDADE CITOTÓXICA 
  

4.4.1 Cultura de células e tratamento 
  

Estudos in vitro foram realizados com uma linhagem celular de 

melanoma de murinho B16 e uma linhagem celular humana sadia 

HaCaT (queratinócitos humanos).  A linhagem celular B16 foi cultivada 

em frascos estéreis na presença do meio de cultura RPMI 1640 contendo 

5% soro bovino fetal, 5 mL de penicilina/estreptomicina. As células 

HaCaT foram mantidas como descrito anteriormente para B16,  exceto a 

utilização de meio RPMI como meio de cultura (MILLOT et al., 2007). 

          Por estas células estarem aderidas à parede do recipiente, o meio 

cultural é descartado e as células são lavadas com uma solução de 

tampão PBS, pH 7,4. Em seguida as células são removidas com uma 

solução de tripsina (0,25% + EDTA 1 mM). Após foram transferidas 

para tubos cônicos contendo meio de cultura completo seguido de 
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centrifugação a baixa rotação. O meio de cultura e tripsina foram 

desprezado e as células ressuspendidas em pequeno volume de meio 

completo. Foi feita a contagem com uma aliquota dessas células em uma 

câmara de Neubauer e coradas com Trypan Blue® para que em cada 

cavidade da placa de 96 poços fosse depositado um volume de 100 µL 

de meio contendo 10.000, 12.000 ou 15.000 células (100.000/mL, 

120.000/mL ou 15.000/mL conforme a linhagem).  

           Após 24 horas de incubação o efeito das frações foi analisado. As 

frações foram previamente dissolvidas em DMSO, de tal forma que a 

concentração final deste solvente, não excedesse 0,5%. Foram utilizadas 

concentrações de cada fração-teste (12,5, 25, 50, 100, 200 e 400 

µg/mL), e os testes realizados em triplicata (MILLOT et al., 2007). 

 

4.4.2 Bioensaio MTT (viabilidade celular) 
 

A preparação das células ocorreu conforme descrito no ítem 

4.4.1. O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-

difeniltetrazólio) foi realizado como descrito anteriormente por 

MILLOT e colaboradores (2007). As amostras foram colocadas, em 

placas de 96 poços, contendo 1700, 1500 células por poço para as 

linhagens HaCaT e B16, respectivamente.  Elas foram  incubadas a 

37°C em ambiente umidificado, contendo de 5-10% de CO2. O controle 

positivo foi tratado com o quimioterápico padrão doxorrubicina na 

concentração de 2,60 E
–03 

para B-16, e 1,55 E
–03

 HaCaT e a vincristina 

na concentração de 6,00 E
–03

 para B-16 e 3,50 E
–03

  para HaCaT. Os 

extratos testados foram: extrato bruto, frações de CH2Cl2, AcOEt e 

BuOH em diferentes concentrações incubados  por 48 horas. Faltando 3 

horas para o término do tratamento, 10µL de MTT foram adicionados 

para cada micro poço e mantidos a 37°C. Após 3 horas, o sobrenadante 

foi removido e os cristais formados foram dissolvidos em 50 µL de 

DMSO. A densidade óptica de cada amostra foi mensurada com o 

auxilio de leitor de microplacas em 540 nm.  Cada experimento foi 

repetido três vezes pelo menos, em três ocasiões diferentes, permitindo 

com isso, a determinação do IC50 (MILLOT et al., 2007).  
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5. ATIVIDADE FARMACOLOGICA  

 

5.1 ANIMAIS  
 

Foram utilizados camundongos swiss machos pesando 

aproximadamente 25-30 g, com idade entre 10 a 14 semanas de vida, 

fornecidos pelo Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense 

(UNESC). Os animais foram alojados em caixas plásticas com cama de 

maravalha e mantidos em ambiente com temperatura ideal de 20°C a 

22°C, umidade relativa de 40% a 60%, ciclo-claro escuro de 12 horas 

cada, controlados automaticamente. Os animais receberam água e ração 

“ad libitum”. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a 

aprovação do Comitê de Ética para Uso de Animais (CEUA/UNESC), 

que segue a Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, sob o número 019/ 

2013. 

 

5.2 ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA  

 

5.2.1 Contorções abdominais induzidas por ácido acético 
 

Os animais foram tratados com o extrato de C. uniflora nas 

concentrações de 30, 100 e 300 mg/kg (v.o), ou veículo, 60 minutos 

antes da injeção do agente irritante. As contorções abdominais foram 

induzidas pela injeção intraperitoneal (i.p), de ácido acético (0,6%) 

diluído em PBS, e foram registradas durante um período de 20 minutos 

iniciados imediatamente após a aplicação da injeção. Os animais foram 

colocados individualmente em campanulas de vidro, com espelhos 

posicionados ao fundo, permitindo uma completa visualização do 

comportamento do animal (KOSTER et al., 1959; CHOI et al., 2003). 

 

5.2.2 Teste da Formalina 

 
Neste teste os animais receberam 20 µL de formalina 2,5% na 

superfície plantar da pata posterior direita. Após os animais foram 

colocados individualmente em campanulas de vidro e observados por 30 

minutos após a indução da nocicepção. Neste modelo podemos avaliar 

dois tipos de nocicepção: a primeira fase é causada pela ativação direta 

de nociceptores periféricos, compreendendo os 5 minutos após a injeção 

de formalina e a segunda fase é uma resposta inflamatória que ocorre 

entre 15 e 30 minutos após a injeção da formalina. O tempo em que os 

animais permaneceram lambendo ou mordendo a pata injetada foi 
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registrado com o auxilio de um cronômetro, considerado assim como 

indicativo de nocicepção. 

 Os animais receberam diferentes doses 30, 100 e 300 mg/Kg 

(v.o) do extrato de C. uniflora, ou veículo por via i.p 30 min antes da 

indução de nocicepção (HUNSKAAR; HOLE, 1987).  

 

5.2.3 Teste da Placa Quente 

 
Neste ensaio, os animais foram colocados sob uma superfície 

aquecida a 52 ± 1°C. A medida do tempo decorrido entre a aplicação do 

estímulo e a reação de lamber as patas ou pular, foi registrada 

fornecendo assim o índice nociceptivo. Os animais foram tratados com o 

extrato de C. uniflora, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.o), ou 

morfina na dose de 10 mg/kg (i.p.) 60 e 30 minutos antes da exposição 

do estímulo doloroso, respectivamente. Os animais do grupo controle 

receberam apenas o veículo. Um tempo máximo de 30 segundos foi 

adotado para evitar possíveis danos teciduais (LE BARS et al., 2001).  

 

5.2.4 Rota Rod  

 

Os animais foram treinados um dia antes da realização dos 

experimentos. No dia do experimento, os camundongos foram 

colocados no rota-rod 60 minutos após os tratamentos com o extrato de 

C. uniflora, nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg (v.o), e o controle 

positivo (clonazepam 10mg/kg) e negativo (veículo) foram avaliados o 

número de quedas e o tempo de permanência na barra giratória. O 

número máximo de quedas permitidas será de 3, sendo que após a 

terceira o animal não será conduzido novamente ao equipamento 

(OLIVEIRA et al., 2008).  
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5.3 ATIVIDADE ANTIINFLAMATÓRIA 

 

5.3.1 Edema de pata induzido por carragenina 
 

Os animais foram tratados com as diferentes concentrações do 

extrato da planta (30, 100 e 300mg/kg v.o). O grupo controle negativo 

foi tratado com veiculo (v.o), e o grupo controle positivo com 

dexametasona (10mg/kg i.p.). Após 60 minutos para o extrato e controle 

negativo e 120 min para o controle positivo, após foram submetidos a 

uma injeção subplantar de carragenina 1,5% (0,1 mL) na pata traseira 

direita. Na pata contralateral os animais receberam apenas veículo. O 

volume da pata do camundongo foi medido antes e imediatamente após 

a injeção do agente edematogênico, em intervalos pré-estabelecidos, 

utilizando o aparelho hidropletismômetro. A pata direita posterior dos 

animais foi submergida até o maléolo lateral em recipiente contendo um 

transdutor de volume ligado a um multímetro digital.  

As variações de volumes, mediante a imersão das patas no 

recipiente, foram registradas pelo multímetro digital nos tempos zero 

(imediatamente após a injeção de carragenina), 0, 30, 60, 90, 120, 180 e 

240 minutos após a injeção do agente flogístico (WINTER; RISLEY; 

NUSS, 1962). 

 

5.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os dados foram analisados através da análise de variância 

(ANOVA) de uma ou duas vias seguida pelo teste de Dunnet ou Student 

Newman Kews, quando necessário.  Os dados estão apresentados como 

média ± o erro padrão da média (E.P.M). O programa utilizado para a 

análise estatística será o GraphPad Prims 5 e os resultados que 

apresentaram P menor que 0,05 (P ≤ 0,05) foram considerados 

estatisticamente significativos.  
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6 RESULTADOS 

 

6.1 AVALIAÇÃO FITOQUÍMICA  

 

6.1.1 Perfil do Extrato e frações em Cromatografia de Camada 

Delgada  
 

Foram analisados os extratos brutos e as frações de Calea 
uniflora frente a diferentes sistemas de eluentes. A fase móvel que 

apresentou uma separação mais eficiente foi a de diclorometano, 

metanol e ácido fórmico (90:10:0,5). 

As frações de acetato de etila e diclorometano mostraram um 

perfil cromatográfico mais eficiente quando comparados com os extratos 

brutos e a fração de BuOH, sendo submetidas a  placa preparativa, para 

possível isolamento das bandas apresentadas na figura 5 AcOEt (4) e 

CH2Cl2 (2). 

 
Figura 7: Cromatografia de camada delgada dos extratos brutos (1 

extrato bruto das folhas; 2 extrato bruto das flores) frações de C. 

uniflora (3 CH2Cl2; 4 AcOEt; 5 BuOH).  As amostras foram 

submetidas a placas cromatográficas de sílica gel 60 F254 e analisadas 

em detector UV 365 nm após a migração em fase móvel 

diclorometano, metanol e ácido fórmico (90:10:0,5). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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6.1.2 Placas preparativas  

 

Na placa preparativa da fração de AcOEt, foi possível separar três 

bandas (figura 6). Já na fração de diclorometano separou-se duas bandas 

(Fr2 e Fr3). Com a finalidade de isolar possíveis compostos, estas 

frações foram submetidas novamente a outra placa preparativa e 

posteriormente foi realizado CCD, a fim de verificar a eficiência da 

separação.  
Na figura 7, a placa das frações de AcOEt, foi revelada com o 

revelador Neu, que indica a presença de flavonoides para a coloração 

amarelo e laranja. 

Na figura 8 a CCD foi revelada com o revelador Dragendorff, e 

este indicou a possível presença de alcaloides para a coloração marrom 

em luz visível. 

Após esta separação, as frações isoladas foram submetidas a 

novas CCDs e posteriormente ao CLAE 540 DAD, a fim de identificar 

os possíveis compostos presentes nas frações.  

 
Figura 8: Placa preparativa de sílica gel 60 F254 da fração de AcOEt, 

Fase móvel diclorometano, metanol e ácido fórmico (90:10:0,5) 

mostrando a purificação de três bandas. 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

1 
 

2 
 

3 
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Figura 9: Cromatografia de camada delgada de sílica gel 60 F254 de 

frações de AcOEt purificadas na placa preparativas, após ser 

revelada com o revelador específico Neu, que em luz visível 

apresentam coloração amarela e laranja indicam a presença de 

flavonoides. 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 
Figura 10: Cromatografia de camada delgada de sílica gel 60 F254 de 

frações de AcOEt purificadas na placa preparativas, após ser 

revelada com o revelador específico Dragendorff, que em luz visível 

apresentou coloração marrom indicando a presença de alcaloides. 

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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6.1.3 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

 

Os extratos brutos das folhas e flores juntamente com as frações 

de CH2Cl2, AcOEt e BuOH foram submetidos ao CLAE 540 DAD, em 

280 nm, a fim de verificar os possíveis compostos químicos presentes.   

As frações foram comparadas com as referências: ácido gálico, 

ácido cafeíco, ácido cumárico, ácido ferrúlico, quercetina, quinidina, 

campferol, ácido cinâmico, ácido protocatecuico. 

As figuras 9 e 10 mostram o cromatograma do extrato bruto das 

folhas e flores, na qual se verificou a presença de diferentes picos no 

extrato bruto das flores comparado com o extrato bruto das folhas, 

observa-se que o extrato bruto das flores apresentou mais picos, o que 

indica a presença de mais compostos químicos neste extrato.  

  
 

Figura 11: Cromatograma do extrato bruto das flores de C. uniflora. 

Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de 

corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a separação foi 

acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), 

acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de 

eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 

70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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Figura 12: Cromatograma do extrato bruto das folhas de C. uniflora. 

Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de 

corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a separação foi 

acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), 

acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de 

eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 

70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

As figuras 11, 12 e 13 mostram o cromatograma das frações 

obtidas no fracionamento líquido-líquido. 

Os cromatogramas das frações de AcOEt e BuOH apresentaram 

mais picos sendo que um dos picos presentes nas frações são 

semelhantes, pois apresentaram o mesmo perfil cromatográfico e o 

mesmo tempo de retenção (10 a 15 min). Já a fração de CH2Cl2 

apresentou  menor número de picos, porém a fração do BuOH não 

apresentou uma separação eficiente nas CCDs e na placa preparativa, 

com os eluentes testados (CH2Cl2 / MeOH / Ac. Fór) em diferentes 

proporções como (9:1:0,5/ 5:5:0,5/ 6:4:0,5/ 4: 6:0,5)  
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Figura 13: Cromatograma das frações de CH2Cl2 de C. uniflora. 

Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de 

corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a separação foi 

acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), 

acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de 

eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 

70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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Figura 14: Cromatograma das frações de AcOEt de C. uniflora. 

Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de 

corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a separação foi 

acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), 

acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de 

eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 

70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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Figura 15: Cromatograma das frações de BuOH  de C. uniflora. 

Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um tempo de 

corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a separação foi 

acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido acético (10%), 

acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). O programa de 

eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% (solvente B), 30 min 

70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% (solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

Observamos os cromatogramas das figuras 11, 12 e 13 

comparados com a figura 14, os picos encontrados não correspondem a 

nenhum dos compostos referência, por isso a necessidade de mais 

estudos para possível isolamento e caracterização, com o auxílio de 

outras técnicas como a ressonância magnética nuclear (RMN), para 

poder identificar os possíveis compostos presentes nos extratos e frações 

de C. uniflora. 

 
Figura 16: Cromatograma das referências. Detectado em CLAE 540 

DAD, em 280 nm, com um tempo de corrida de 60 minutos. Fase 

móvel utilizada para a separação foi acetonitrila (solvente A) e ácido 

fosfórico (1%), ácido acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e água 

(84%) (solvente B). O programa de eluição de gradiente linear foi: 0 
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min, 100% (solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min, 

100% (solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

As frações de AcOEt e CH2Cl2, foram submetidas a placas 

preparativas para obter uma separação mais eficiente, pois nas CCDs 

estas frações apresentaram bandas separadas que instigou a investigação 

dos possíveis compostos.   

A fração de AcOEt tanto quanto a  fração de CH2Cl2 foram  
purificadas em F1 e F2, porém a F3 do AcOEt não apresentou nenhum 

pico, sendo descartada.  

Na figura 15, podem ser observados alguns picos, sendo que dois 

destes saem praticamente no mesmo tempo de retenção e se sobrepõem, 

possuindo um perfil cromatográfico semelhante na Fração 1(F1) e 

Fração 2 (F2) do AcOEt. No entanto, os picos presentes neste 

cromatograma não correspondem as referências utilizadas, podendo ser 

outras classes de compostos que não correspondem as referências 

utilizadas. 
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Figura 17: Cromatograma da purificação das frações 2 e 3 de AcOEt 

de C. uniflora. Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um 

tempo de corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a 

separação foi acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido 

acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). 

O programa de eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% 

(solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% 

(solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

O cromatograma da fração de CH2Cl2, figura 16 a F1 (violeta) 

apresentou maior quantidade  de picos, sendo que a F2 (azul) apresentou 

apenas dois picos que se sobressaem praticamente no mesmo tempo de 

retenção do F1, indicando um perfil cromatográfico semelhante. Os 

picos presentes neste cromatograma não correspondem às referências 

utilizadas. 
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Figura 18: Cromatograma da purificação das frações 2 e 3 de CH2Cl2 

de C. uniflora. Detectado em CLAE 540 DAD, em 280 nm, com um 

tempo de corrida de 60 minutos. Fase móvel utilizada para a 

separação foi acetonitrila (solvente A) e ácido fosfórico (1%), ácido 

acético (10%), acetonitrila (5%) (v/v/v) e água (84%) (solvente B). 

O programa de eluição de gradiente linear foi: 0 min, 100% 

(solvente B), 30 min 70% e 30% do solvente A, 40 min, 100% 

(solvente A).   

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

6.2 AVALIAÇÃO CITOTÓXICA 

 

Os valores de IC50 dos extratos brutos das folhas e flores e das 

frações do extrato das flores de C. uniflora encontram-se na figura 17. 

Os extratos brutos das folhas e flores não apresentaram alto grau 

de citotoxicidade, quando comparados com os controles. As frações de 

AcOEt e BuOH do extrato das flores também  não  apresentaram alto 

grau de citotoxicidade, porém a fração de CH2Cl2 apresentou uma 

inibição significativa tanto nas linhagens de células B-16 F-10 quanto 

nas HaCaT, quando comparadas com os controles vincristina e 

doxorrubicina.  

 
Figura 19: Valores das IC50 do extrato bruto das folhas e flores de C. 

uniflora e das frações de AcOEt, CH2Cl2 e BuOH das flores de C. 
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uniflora, estes foram comparados com os padrões vincristina e 

doxorubicina em duas linhagens celulares (B-16 e  HaCaT). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

6.3 AVALIAÇÃO FARMACOLÓGICA  

 

6.3.1 Avaliação da atividade Antinociceptiva  

 

6.3.1.1 Contorções abdominais induzidas por ácido acético  

 

Os resultados apresentados na figura 18 demonstram que os 

extratos de C. uniflora, administrados 60 minutos antes da injeção do 

ácido acético, produziu uma inibição significativa das contorções 

abdominais nas doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg. 
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Figura 20: Efeito do extrato hidroalcoólico de Calea uniflora (30 

mg/Kg, 100 mg/Kg e 300 mg/Kg, v.o.) nas contorções abdominais 

induzidas por ácido acético 0,6% em camundongos. Os dados 

representam média ± erro padrão da média de oito animais e estão 

expressos de acordo com o número de contorções realizadas pelos 

animais durante os 20 minutos subsequentes à injeção do ácido 

acético. *p≤0,05, comparado ao controle (ANOVA/Dunnet). 

Fonte: (Autor, 2013). 

 

 

6.3.1.2 Teste da Formalina 

 

A injeção intraplantar de 20 µL de formalina a 2,5% (formaldeído 

0,92%) na pata posterior direita dos camundongos induziu um quadro 

nociceptivo. A figura 19 demonstra o efeito do extrato de C. uniflora, na 

nocicepção induzida pela formalina, onde podemos observar que nas 

doses de 100 mg/kg e 300 mg/kg, 60 minutos antes da injeção de 

formalina causou um efeito antinociceptivo apenas na segunda fase (15 

à 30 minutos).  

 
 

Figura 21: Efeito do extrato hidroalcoólico de Calea uniflora 

(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.o.) em relação à primeira (A) e 

segunda fase (B) da nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 

formalina 2,5% em camundongos. Os dados representam média ± 
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erro padrão da média de oito animais e estão expressos de acordo 

com o tempo (s) que os animais permaneceram lambendo as patas. 

*p≤0,05; **p≤0,01, comparado ao controle (ANOVA/Dunnet). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

6.3.1.3 Teste da Placa Quente  

 

Os resultados apresentados na figura 20 demonstram que o 
tratamento com o extrato de C. uniflora na dose de 300mg/kg 

administrados 60 minutos antes de submeter os camundongos a placa 

quente, aumentou o tempo de permanência dos animais sobre a placa 

aquecida de maneira significativa quando comparado ao grupo controle.   
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Figura 22: Efeito do extrato hidroalcoólico de Calea uniflora 

(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.o.) em relação ao modelo da 

placa quente (hot plate). Os dados representam media ± erro padrão 

da média de oito animais e estão expressos de acordo com o tempo 

(s) que os animais permaneceram sobre a superfície aquecida sem 

lamber as patas. *p≤0,05; ***p≤0,001, comparado ao controle 

(ANOVA/Dunnet). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 

 

 

6.3.1.4 Rota Rod 

 

Os resultados apresentados  na figura 21 mostram que, os extratos 

de C. uniflora não foram significativos, em relação à incoordenação 

motora e relaxamento muscular (Rota Rod) em camundongos quando 

comparados ao grupo controle. 

 

 

  



57 

 

Figura 23: Efeito do extrato hidroalcoólico de Calea uniflora 

(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.o.) em relação à 

incoordenação motora e relaxamento muscular (rota rod) em 

camundongos. Os dados representam media ± erro padrão da média 

de oito animais e estão expressos de acordo com o tempo (s) que os 

animais permaneceram no Rota-rod sem cair. (ANOVA/Dunnet). 

 

Fonte: (Autor, 2013). 

 

6.3.2 Avaliação da Atividade Anti-inflamatória 
 

6.3.2.1 Edema de pata induzido por carragenina 

 

Os resultados apresentados na figura 22 mostram que, os extratos 

brutos de C. uniflora nas concentrações de 30 mg/kg 100 mg/kg e 300 

mg/kg  não apresentaram efeito anti-inflamatório no modelo de edema 

de pata induzido por carragenina quando comparados com o grupo 

controle. 
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Figura 24: Efeito do extrato hidroalcoólico de Calea uniflora 

(30mg/Kg, 100mg/Kg e 300mg/Kg, v.o.) no edema de pata induzido 

por carragenina em camundongos. Os dados representam media ± 

erro padrão da média de oito animais e estão expressos de acordo 

com o volume das patas dos animais avaliados em diferentes 

intervalos de tempo (ANOVA de duas vias). 

 
Fonte: (Autor, 2013). 
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7 DISCUSSÃO 

 

De acordo com as informações populares relatadas nos encontros 

mensais na Universidade do Extremo Sul Catarinense, pelas agentes da 

Pastoral da Saúde Regional Sul IV, a planta medicinal Calea uniflora é 

muito utilizada pela população local para atividade anti-inflamatória, 

dor, hematomas, antisséptico (picada de mosquito), reumatismo, 

infecções urinárias e gripe (ROSSATO et al., 2011). Frente a essas 

informações e devido a poucos estudos sobre a planta medicinal, 

verificamos a necessidade de estuda-la.  

Segundo os relatos das agentes, três formas farmacêuticas são 

utilizadas para C. uniflora: tintura da planta inteira, tintura das 

inflorescências, infusão e cremes com tinturas das inflorescências. A 

tintura é uma preparação alcoólica ou hidroalcoólica resultante da 

extração de drogas vegetais, animais ou diluição dos respectivos 

extratos. Infusão é uma preparação que consiste em verter água fervente 

sobre a droga vegetal, em seguida tampar ou abafar o recipiente por 

tempo determinado. Esse método é indicado para partes de drogas 

vegetais de consistência menos rígida, como as folhas, flores e frutos ou 

substâncias ativas voláteis. Creme é uma forma farmacêutica semi-

sólida que consiste de uma emulsão, formada por uma fase lipofílica e 

outra hidrofílica, que contém um ou mais princípios ativos dissolvidos 

dispersos em uma base apropriada, sendo utilizado em aplicações 

externas na pele (BRASIL, 2011). 

As investigações preliminares dos constituintes químicos 

representa muitas vezes um estímulo motivador de curiosidade, já que 

possibilita o conhecimento prévio dos extratos e indica as substâncias 

presentes (MACIEL et al., 2002).  Os efeitos biológicos observados em 

uma planta medicinal são consequência da interação de uma certa 

concentração dos constituintes biologicamente ativos produzidos pela 

planta em um determinado tempo (CORDELL, 2011). 

Em estudos realizados com plantas do gênero Calea foram 

detectados compostos químicos como as lactonas, saponinas e os 

flavonoides, que são amplamente descritos na literatura como detentores 

de uma variedade de efeitos sobre o sistema biológico como: atividade 

antimicrobiana (CHAKRABORTY et al., 2012), antiviral (HAYASHI et 

al., 1997), antiulcerogênica (PELZER et al., 1998), citotóxica 

(TRIANAA et al., 2011), antineoplásica (THOMAS et al., 2012), 

antioxidante (MARTINO et al., 2012), antihepatotóxica (KIM et al., 

2004) e anti-inflamatória (MINÕ et al., 2004).  
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Calea uniflora possui poucos estudos sobre suas atividades 

biológicas, tornando  importante alvo para pesquisas. Estudos sobre os 

constituintes químicos também são restritos, mas já foi demonstrada a 

presença do glicosídeo 5-deoxyflavona, compostos que sugerem 

propriedades antioxidantes e anticancerígenas (ZHANG et al., 2008; 

ZHANG et al., 2005; NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004).  

Nascimento et al (2004) identificou a presença de  quatro 

derivados de p-hidroxiacetofenona do extrato bruto de diclorometano de 

C. uniflora. Estes compostos apresentaram atividade tripanocida em 

testes realizados in vitro com o sangue de camundongos infectados e 

ação antifúngica contra Candida albicans, Candida krusei, Candida 
parapsilosis, Candida glabrata, Trichophyton rubrum e Trichophyton 

mentagrophyte.  

As acetofenonas pertencem ao grupo dos compostos fenólicos, e 

são responsáveis por várias atividades biológicas como: anti-

inflamatória (FAVIER et al., 1998), antiespasmódica (SANTOS; 

KUHNEN; YUNES, 2006), antibacteriana (NIERO, et al. 1996), 

antifúngica (NASCIMENTO; OLIVEIRA, 2004).  

Através das informações científicas coletadas e juntamente com 

as informações populares levantadas, decidiu-se analisar os extratos 

brutos das flores e folhas e as frações de AcOEt, CH2Cl2 e BuOH de 

Calea uniflora. 

Conforme os cromatogramas obtidos pelo CLAE, dos extratos 

brutos das flores comparados com o extrato bruto das folhas, foi 

constatado diferença na quantidade de compostos, pois o extrato das 

flores apresentou mais picos que o extrato bruto das folhas. Essa 

diferença pode estar relacionada com o órgão vegetal onde os compostos 

são armazenados, no qual concentra uma quantidade maior de 

compostos nas flores do que nas folhas (GOBBO-NETTO; LOPES, 

2007). 

As frações do extrato bruto de C. uniflora que foram submetidas 

ao CLAE mostraram a presença de diferentes picos nas frações AcOEt, 

CH2Cl2 e BuOH, porém estes picos não corresponderam a nenhum dos 

compostos referência utilizados. Sendo assim, mais estudos devem ser 

realizados para possível isolamento e identificação destes compostos 

que podem ser os responsáveis pela atividade farmacológica da planta. 

Os cromatogramas das frações de AcOEt e CH2Cl2, apresentaram 

alguns picos que não correspondem aos compostos referência utilizados. 

Nas análises cromatográficas realizadas por CCDs da fração AcOEt  

após a purificação de 3 placas preparativas para a fração de C. uniflora, 

indicaram a presença de alguns constituintes químicos, na qual 
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predominou os flavonoides e possivelmente a classe dos alcaloides na 

fração de AcOEt. 
Os flavonoides tem demonstrado grande gama de propriedades 

terapêuticas como: antioxidante, anti-inflamatória, antifúngica, 

antimicrobiana e anticancerígena (FAVARIN et al., 2013; NYJVELDT 

et al., 2001; LOPES-POSADA et al., 2008; KIM et al., 2004). Segundo 

os relatos da Pastoral da Saúde, a C. uniflora é popularmente utilizada 

para processos inflamatórios e apresenta ação cicatrizante. Essa 

atividade pode estar relacionada à presença de flavonoides.  

No processo anti-inflamatório estes compostos atuam sobre as 

células envolvidas na inflamação, inibindo a produção de citocinas pró-

inflamatórias, modulando a atividade das enzimas da via do ácido 

araquidônico, como a ciclo-oxigenase, fosfolipase A2 e lipo-oxigenase, 

além de agirem sobre a enzima formadora de óxido nítrico e óxido 

nítrico sintase (MIDDLETON; KANDAWASWAMI; THEOHARIDES, 

2000).  

Já na cicatrização, os flavonoides evitam a liberação das 

prostaglandinas e histamina, evitando a migração celular. Estes 

processos estão ligados à cascata da inflamação, pois, estabilizam a 

membrana celular por meio da captura de radicais livres presentes, 

evitando dano celular e ativando o sistema bioquímico para a 

regeneração do tecido (SORIANO et al., 2004). 

Os alcaloides estão presentes em algumas espécies da família 

Asteraceae, porém apenas um estudo até o momento com o gênero 

Calea indicou a presença desta classe. Entretanto a fração de AcOEt em 

CCD de C. uniflora detectou a presença desta  classe de composto. Na 

literatura há relatas que a planta medicinal Arnica montana, pertencente 

a mesma família de C. uniflora, apresenta em suas flores diversos 

compostos, sendo um deles a arnicaína (alcaloide) (YUI, LINARELLI, 

ZELANTE, 1998).  

Os alcaloides possuem uma gama de atividade biológica. Entre 

elas, podemos citar atividade antimicrobiana, citotóxica e analgésicas, 

sendo assim pode relacionar a presença destes compostos com o uso 

popular regional (ALMEIDA et al., 2009; SILVA et al., 2007; 

CASTILHOS et al., 2007). Em 1804 o farmacêutico alemão Friedrich 

Wilhelm Adam, isolou a morfina da planta Papaver somniferum, descrita 

como o principal alcaloide do ópio, sabe-se que um quarto do peso do 

pó de ópio é constituído por pelo menos 25 alcaloides. Atualmente a 

morfina ainda encontra uma importante aplicação terapêutica. Segundo 

a OMS ela é indicada para o tratamento da dor intensa, especialmente 
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em pacientes terminais com câncer (DUARTE, 2005; BARREIRO; 

BOLZANI, 2009).  

Além destas análises fitoquímicas, também foi avaliado o 

potencial citotóxico dos extratos brutos das folhas e flores e as frações 

de AcOEt, CH2Cl2 e BuOH, utilizando o ensaio de MTT, com células  

HaCaT (queratinócitos humanos) e B-16 (melanoma de murino). 

A cultura das células in vitro é uma importante ferramenta para 

estudar a atividade citotóxica de substâncias com possíveis atividades 

terapêuticas (FRESHNEY, 2001). 

 O ensaio de MTT consiste em uma análise colorimétrica de 

viabilidade celular. Esse ensaio se baseia na conversão do MTT 

(amarelo) para formazam (púrpura), avaliando a função celular 

mitocondrial de acordo a redução enzimática do sal de tetrazólio pelas 

desidrogenases mitocondriais nas células viáveis, permitindo dessa 

maneira quantificar a porcentagem de células vivas (MOSMMAN, 

1983). 

A avaliação da citotoxicidade da C. uniflora demonstrou que os 

extratos brutos e as frações de AcOEt e BuOH não apresentaram grau de 

citotoxicidade relevante de acordo com o Instituto Nacional do Câncer 

dos Estados Unidos, o que torna mais seguro o uso popular, já que esta é 

muito utilizada na região (GERAN et al., 1972).  

O programa de triagem de plantas estabelece que os extratos 

vegetais com IC50 menor que 20 µg/ml para extratos brutos e 4 µg/ml 

para compostos puros, apresentam potencial citotóxico.  No entanto a 

fração de diclorometano tem mais afinidade com estes tipos de 

compostos, extraindo mais substâncias lipofílicas, estas podem ser os 

responsáveis por apresentar um potencial citotóxico maior, comparado 

com os extratos brutos e as demais frações (GERAN et al., 1972).  

A morte celular causada pela fração de diclorometano pode estar 

relacionada com a possível presença dos alcaloides, que foram 

encontrados nos testes preliminares em C. uniflora. Segundo estudos 

realizados por Fahy e colaboradores (1997) os alcaloides da vinca têm 

sido largamente utilizados na quimioterapia, sendo que, alguns 

medicamentos já estão disponíveis, como é o caso da vimblastina, 

vincristina, vinorelbina, derivados da epipodofilotoxina e paclitaxel, 

sendo assim a fração do diclorometano torna-se mais interessante, pois 

pode apresentar um efeito promissor. 

De acordo com Jains e Jain (2011) há relatos de que várias 

espécies de plantas ricas em flavonoides apresentam propriedades 

preventivas e terapêuticas contra a citotoxicidade, os flavonoides são 

constituintes de muitos vegetais e frutas, que consumidos reduzem os 
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riscos de câncer.  

Estudos farmacológicos foram realizados com o extrato bruto das 

flores de C. uniflora, a fim de verificar a atividade antinociceptiva e 

anti-inflamatória.  

A atividade antinociceptiva pode ser detectada por meio de 

alguns modelos experimentais baseados em estímulos químicos 

(contorções abdominais e formalina) e estímulos térmicos (placa 

quente).  

O teste de contorções abdominais é baseado na contagem das 

contorções que ocorrem como resposta a uma irritação peritoneal 

produzida pelo ácido acético, sendo semelhante a dor inflamatória da 

peritonite (LE BARS; GOZARIUM;CADDEN, 2001). Os dados obtidos 

neste modelo foram satisfatórios para potencial antinociceptivo, pois os 

extratos brutos de C. uniflora, administrados por via oral, nas doses de 

100 e 300 mg/kg, reduziram o número de  contorções abdominais 

quando comparadas ao controle. 

Segundo Rodrigues e colaboradores (2010) plantas indicadas por 

26 etnias indígenas do Brasil com ação analgésica, possuem em sua 

composição química o predomínio de alcaloides, triterpenoides, 

compostos fenólicos e cumarinas. Alvarenga et al., (2013) relata que 

metabólitos como saponinas e flavonoides, podem estar diretamente 

relacionado a analgesia periférica. 

De acordo com os experimentos fitoquímicos realizados neste 

trabalho, C. uniflora possui em sua composição química alcaloides e 

flavonoides e estes compostos podem estar relacionados com a ação 

antinociceptiva observada no modelo de contorções abdominais. 

O modelo da formalina permite avaliar duas fases distintas da 

dor. Na primeira fase ocorre à ativação das fibras C e Aδ, sendo 

denominada fase neurogênica (até 5 minutos após a injeção). Após a 

primeira fase se inicia uma fase silente (5-15 minutos após a injeção) 

onde o animal não apresenta comportamento nociceptivo. Na segunda 

fase ocorre uma reação inflamatória no tecido periférico, sendo 

denominada como fase neuropática (15-30 minutos após a injeção) 

(HUNSKAR; HOLE 1987). Neste experimento o extrato da planta 

apresentou resultado significativo apenas na fase neuropática, nas doses 

de 100 e 300 mg /kg.  

A segunda fase é caracterizada pelo processo inflamatório, na 

qual é causado pela inflamação local e pela liberação de mediadores 

hiperalgésicos e inflamatórios, que podem gerar respostas inflamatórias. 

Sendo assim, podemos dizer que  C. uniflora pode apresentar atividade 

anti-inflamatória e está relacionada com a presença de metabólitos 
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secundários como os flavonoides.  

Conforme Mutoh e colaboradores (2000), flavonoides como 

quercetina e apigenina demonstram ação anti-inflamatória, pois estes 

compostos causam a inibição de COX-2 e de óxido nítrico síntase.  

A fim de verificar a ação analgésica a nível central, foi realizado 

o teste da placa quente. Este modelo caracteriza-se por produzir resposta 

rápida ao estímulo nocivo. O calor estimula termorreceptores e estes 

ativam uma sequência inalterável de ativação. Na prática, o animal retira 

rapidamente a pata a partir do estímulo recebido que é decorrente da 

ação à nível central. Este modelo avalia a atividade antinociceptiva de 

fármacos opióides (LE BARS, 2001; HIRUMA-LIMA et al., 2000; 

ANKIER, 1974). Os resultados obtidos neste teste, indicaram que C. 

uniflora apresenta efeito analgésico central nas doses de 300 mg/kg, 

quando comparado com a morfina. Segundo Almeida e colaboradores 

(2001) a analgesia central promovida por muitos extratos de plantas é 

geralmente atribuído à presença dos alcaloides.  

Os opióides continuam sendo os analgésicos mais potentes para 

controlar a dor intensa. Essa qualidade dos opióides já era conhecida na 

antiguidade, com o uso do suco leitoso seco da papoula, denominado de 

ópio. Neste suco havia pelo menos 20 tipos de alcaloides, que mais tarde 

foram isolados, sendo que um desses alcaloides foi à morfina (IASP, 

2010). 

Nos estudos de substâncias analgésicas devem ser descartadas as 

possíveis alterações do desempenho motor, que podem ser produzidas 

por alguns fármacos potencialmente analgésicas. A maior fonte de erros 

em estudos sobre fármacos que interferem na transmissão da resposta 

nociceptiva é a modificação no desempenho motor do animal 

(MILLAN, 2002).  

Por esse motivo avaliamos a incoordenação motora por meio do 

teste rota-rod. Os resultados demostraram que o extrato bruto de C. 

uniflora não altera o desempenho motor dos animais nas doses (100 e 

300 mg/kg). Desta forma, comprovou-se que a redução do 

comportamento nociceptivo dos animais são devido ao efeito analgésico 

e não a alteração do desempenho motor. 

Para confirmar a atividade anti-inflamatória obtida no teste da 

formalina, o extrato de C. uniflora foi avaliado no modelo de edema de 

pata induzida por carragenina. A carragenina é um agente flogístico que 

produz inflamação, promovendo uma intensa vasodilatação e 

extravasamento plasmático.  O edema provocado pela carragenina 

ocorre em três fases. Segundo Di Rosa e Willowghthby (1971), na 1ª 

hora após a injeção da carragenina o aumento da permeabilidade 
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vascular é mediado por histamina e serotonina. Na 2 ª  hora aumento da 

permeabilidade vascular é mediado pelas cininas. A fase de maior 

intensidade do edema ocorre 3 horas após a injeção da carragenina e é 

caracterizada pela ação de prostaglandinas sobre a permeabilidade 

capilar, contribuindo para uma intensa migração celular até o sítio 

inflamatório (ZHU et al., 2010; FARSAM et al., 2000). 

Embora com relevância pelos dados obtidos, os resultados 

demonstraram que o extrato bruto de C. uniflora, não foi capaz de 

reduzir o edema provocado pela injeção intraplantar de carragenina 1%, 

o que pode ser devido ao tempo em que os animais foram avaliados, 

pois com 240 minutos o grupo controle começou a demonstrar um 

resultado interessante, porém não suficiente para apresentar atividade 

anti-inflamatória eficiente. Sendo assim devemos rever o tempo e o 

modelo experimental, já que no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina o controle começou a apresentar uma redução no volume da 

pata após 4 horas. Frente a isso, é necessário um período maior de 

análise, compreendendo o tempo das duas fases que ocorre neste modelo 

experimental.  

Segundo os relatos das agentes da Pastoral da Saúde, a planta é 

utilizada para processos inflamatórios por via tópica o que instiga a 

realização de testes futuros com outros modelos experimentais, já que o 

processo inflamatório se diferencia pelo tipo de tecido envolvido, agente 

flogístico e mediador inflamatório liberado. O mecanismo da 

carragenina envolve a liberação de prostanóides via ciclooxigenase, já o 

mecanismo do óleo de cróton na qual é utilizado para via tópica para 

induzir inflamação, envolve a ativação da fosfolipase A2, que em 

diferentes tecidos promove a liberação dos mediadores envolvidos na 

formação do edema e no processo da quimiotaxia (ZANUSSO JUNIOR 

et al., 2011; KONDOH; SATO; KANOH, 1995). 
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados do presente trabalho indicam que:  

 

Os extratos brutos das flores possuem mais compostos químicos 

que os do extrato bruto das folhas de Calea uniflora. 

Na fração de acetato de etila foram identificados flavonoides e a 

possível presença dos alcaloides e estes compostos podem ser 

responsáveis pela ação farmacológica da planta. 

Os resultados encontrados demonstraram que os extratos brutos e 

as frações de AcOEt e BuOH  de C. uniflora apresentaram uma IC50 

maior que 58 µg/ml para linhagem HaCaT e 48 µg/ml para a linhagem 

B-16, sendo assim esses valores não apresentaram citotoxicidade, sendo 

assim a população pode utilizar a planta de forma segura. Já a fração de 

diclorometano apresentou IC50 de 18 µg/ml, mostrando inibição 

significativa quando comparada aos controles vincristina e 

doxorrubicina, necessitando de mais estudos, pois apresentou um 

potencial citotóxico maior comparado com as demais frações.  

A atividade antinociceptiva, tanto para estímulos químicos como 

térmicos, apresentaram um efeito significativo para o extrato bruto das 

flores de C. uniflora, nas doses de 100 e 300 mg/kg. Esse efeito pode 

estar relacionado com a presença dos compostos químicos como 

alcaloides à nível central e flavonoides à nível periférico. 

O extrato de C. uniflora não induz a incoordenação motora e 

atividade relaxante muscular em camundongos. 

Em relação à atividade anti-inflamatória, mais estudos são 

necessários. A forma de administração também pode ser revista, sendo 

alterada para uso tópico, já que a população utiliza a planta desta forma. 
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