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RESUMO 

 
 

As plantas medicinais e seus extratos têm sido utilizados na medicina tradicional 
para fins terapêuticos e como uma atrativa fonte de pesquisa em diversas vertentes 
ciêntíficas, dentre elas, a atividade anti-inflamatória. O objetivo deste estudo foi 
analisar a citotoxicidade e ação anti-inflamatória in vitro dos extratos glicólicos das 
plantas medicinais Morus nigra (amora), Ziziphus joazeiro (juá) e Vitis vinifera (uva) 
em macrófagos de camundongo RAW 264.7. A citotoxicidade dos extratos foi 
analisada pelo teste de viabilidade celular MTT em dois períodos de tratamento, 5 
min e 24 h. A ação anti-inflamatória dos extratos foi avaliada em macrófagos RAW 
264.7 estimulados pelo lipopolissacarídeo (LPS) por meio da quantificação das 
citocinas pró-inflamatórias fator de necrose tumoral (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6) 
pelo teste imunoenzimático (ELISA), e da quantificação do óxido nítrico pela reação 
de Griess. Os valores obtidos foram submetidos à análise estatística ANOVA ou 
Kruskal-Wallis com comparação múltipla de Tukey ou Dunn, com nível de 
significância de 5%. Concentrações não citotóxicas foram observadas após 
exposição por 5 min e 24 h, respectivamente, para os extratos de M. nigra (≤ 50 
mg/mL e ≤ 1,56 mg/mL), Z. joazeiro (≤ 6,25 mg/mL e ≤ 3,12 mg/mL) e V. vinifera (≤ 
25 mg/mL e ≤ 3,12 mg/mL). Em relação à resposta anti-inflamatória, 0,78 e 1,56 
mg/mL do extrato de M. nigra e 3,12 mg/mL de V. vinifera apresentaram inibição 
significativa na produção da citocina TNF-α, e o extrato de Z. joazeiro suprimiu de 
modo significativo a expressão da citocina TNF-α  (3,12 mg/mL) e do óxido nítrico 
(1,56 e 3,12 mg/mL). O presente trabalho demonstrou que os extratos glicólicos de 
M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera apresentaram concentrações não citotóxicas em 
ambos os tempos de tratamento e exerceram efeito anti-inflamatório em macrófagos 
de camundongo RAW 264.7.  
 
 
Palavras-chave: Morus nigra. Ziziphus joazeiro. Vitis vinifera. Citotoxicidade. 
Inflamação. 
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ABSTRACT 
 
 

Medicinal plants and theirs extracts have been used in traditional medicine for 
therapeutic purposes and as a source of research in several scientific aspects, e.g. 
the anti-inflammatory activity. This study aimed to analyze the in vitro cytotoxicity and 
anti-inflammatory action of the glycolic extracts of the medicinal plants Morus nigra 
(black mulberry), Ziziphus joazeiro (juá) and Vitis vinifera (grape) in mouse 
macrophages cells RAW 264.7. The cytotoxicity of the extracts was analyzed by MTT 
cell viability assay in two periods, 5 min and 24 h. The anti-inflammatory action of the 
extracts was evaluated in lipopolysaccharide (LPS) stimulated RAW 264.7 cells by 
quantifying the pro-inflammatory cytokines tumor necrosis factor (TNF-α) and 
interleukin-6 (IL-6) by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and nitric oxide 
by Griess reagent. The values obtained were submitted to statistical tests ANOVA or 
Kruskal-Wallis with post-test Tukey or Dunn multiple comparisons with the 
significance level of 5%. After exposure for 5 min and 24 h, respectively, non-
cytotoxic concentrations were observed for M. nigra (≤ 50 mg/mL and ≤ 1.56 mg/mL), 
Z. joazeiro (≤ 6.25 mg/mL and ≤ 3.12 mg/mL) and V. vinifera (≤ 25 mg/mL and ≤ 3.12 
mg/mL) extracts. Concerning the anti-inflammatory response, 0.78 and 1.56 mg/mL 
of M. nigra extract and 3.12 mg/mL of V. vinifera extract showed significant inhibition 
of TNF-α cytokine production. Z. joazeiro extract suppressed significantly the TNF-α 
cytokine (3.12 mg/mL) and the nitric oxide (1.56 and 3.12 mg/mL) expression. In 
conclusion, the glycolic extracts of M. nigra, Z. joazeiro, and V. vinifera presented 
non-cytotoxic concentrations in both treatment periods and showed an anti-
inflammatory effect in RAW 264.7 cells. 
 
 
Keywords: Morus nigra. Ziziphus joazeiro. Vitis vinifera. Cytotoxicity. Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

As plantas medicinais têm sido utilizadas na medicina tradicional para fins 

terapêuticos e como fonte de pesquisa de novos medicamentos para tratamento e 

prevenção de doenças (Alviano et al., 2008; Lima et al., 2017). Os extratos obtidos a 

partir destas plantas contém uma mistura complexa de diversos componentes que 

de maneira sinérgica podem contribuir na atividade biológica ou terapêutica (Azab et 

al., 2016). Diversos extratos vegetais são objetos de estudo em inúmeras pesquisas 

que avaliam ação antibacteriana (Al-Abd et al., 2015), antiviral (Moradi et al., 2017), 

antifúngica (Shirani et al., 2017), antidiabético (Rynjah et al., 2018), anti-hipertensiva 

(Hakkou  et al., 2017), antioxidante (Lee et al., 2017), analgésica (Ismail et al., 2015), 

antipirética (Abotsi et al., 2017), anti-inflamatória (Ezzat et al., 2018), citotoxicidade 

(Oliveira JR et al., 2013), genotoxicidade (Boriollo et al., 2014), entre outras. 

O teste de citotoxicidade in vitro utiliza cultura celular para avaliação, triagem 

ou abandono nos estágios iniciais da pesquisa ou desenvolvimento de um 

dispositivo médico ou substância, sendo considerado também um preditivo de 

toxicidade in vivo (International Standards Organization, 2009; Eljezi et al., 2017). 

Outro aspecto que pode ser analisado é a capacidade anti-inflamatória. A inflamação 

é uma resposta protetora que visa eliminar o agente agressor físico, químico ou 

biológico, porém, a expressão excessiva e prolongada dos processos celulares e 

dos mediadores inflamatórios pode causar danos e ser prejudicial para o organismo; 

sendo assim, a busca de compostos capazes de interferir nesses mecanismos de 

defesa prevenindo uma inflamação prolongada poderia ser útil para a saúde do 

indivíduo (Dell’agli et al., 2013; Pereira, 2013).  

Na avaliação da ação anti-inflamatória dos extratos das plantas medicinais, a 

inibição da produção das citocinas inflamatórias, como o fator de necrose tumoral 

(TNF-α) e a interleucina-6 (IL-6) por exemplo, tornou-se uma importante área de 

investigação (Soromou et al., 2012). O lipopolissacarídeo (LPS) é um componente 

da parede celular de bactérias Gram-negativas capaz de estimular a resposta 

inflamatória em macrófagos e outros tipos celulares, acarretando na liberação de 

diversas citocinas, entre elas o TNF-α e a IL-6 (Soromou et al., 2012). Ambas 

citocinas desempenham um papel fundamental no processo inflamatório, o TNF-α 
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atua em leucócitos e no endotélio induzindo a inflamação aguda, podendo causar 

apoptose, coagulação, ativação de neutrófilos, febre, também pode induzir a 

liberação da citocina IL-6, esta por sua vez, atua no fígado estimulando a síntese de 

proteínas de fase aguda e na proliferação e diferenciação dos linfócitos T e B; 

entretanto, uma expressão elevada destas citocinas pode acarretar danos ao 

organismo, como trombose e choque séptico (Abbas et al., 2015).  

Outro mediador inflamatório que pode ser avaliado é o óxido nítrico, atuante 

na resposta imunológica em diversas vertentes, com ação pró-inflamatória, 

promovendo aumento da permeabilidade vascular e vasodilatação; anti-inflamatória, 

atuando na inibição da agregação plaquetária; e também efeito microbicida nos 

fagócitos ativados, porém uma expressão exagerada pode causar danos as células 

do hospedeiro (Rang et al., 2011).  

O estudo, obtenção e documentação das informações sobre espécies de 

plantas medicinais têm sido realizados pela maioria das populações mundiais (Brito 

et al., 2015). Nas últimas décadas, foram publicados vários artigos de pesquisa e 

revisões relacionados às atividades anti-inflamatórias de diversas plantas (Azab et 

al., 2016), como por exemplo, a Morus nigra, o Ziziphus joazeiro e a Vitis vinifera.   

Morus nigra L. (Moraceae), conhecida popularmente como amora, é utilizada 

na medicina tradicional no tratamento da inflamação, sangramento, diabetes, 

colesterol, problemas cardiovasculares, obesidade, gota e inflamação dentária 

(Naderi et al., 2004; Oliveira AC et al., 2013; Santana et al., 2016). Pesquisas 

ciêntíficas relataram que o extrato de M. nigra apresentou ação antioxidante e 

protetora contra o dano peroxidativo às biomembranas e biomoléculas (Naderi et al., 

2004) e demonstrou efeitos anti-inflamatórios em ratos (Padilha et al., 2010). Em 

relação a suas frações ou compostos, estudos demonstraram que os flavonóides 

totais presentes na M. nigra possuem propriedades anti-inflamatórias e efeitos 

analgésicos (Chen et al., 2016), e que determinados constituintes de M. nigra 

apresentaram ação antibacteriana (Mazimba et al., 2011).  

Ziziphus joazeiro Mart. (Rhamnaceae), de nome popular juá ou juazeiro, é 

uma árvore nativa brasileira utilizada tradicionalmente na medicina popular em 

tratamentos de caspa, tônico de cabelo, reumatismo, problemas de estômago, 

indigestão, azia, gripe, febre, micoses superficiais, antisséptico, enxaguatório bucal e 

para limpeza de dentes (Cruz et al., 2007; Cartaxo et al., 2010; Leal et al., 2010). 
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Estudos experimentais avaliaram a genotoxicidade (Boriollo et al., 2014), ação 

antifúngica (Cruz et al., 2007), antibacteriana (Alviano et al., 2008; Leal et al., 2010), 

antioxidante (Silva et al., 2011) e anti-inflamatória (Estevam, 2012) do Z. joazeiro. 

As sementes e as folhas de Vitis vinifera L. (Vitaceae) são utilizadas em 

fitoterapia e seus frutos são usados como um suplemento dietético (Kouidhi et al., 

2015). Nassiri-Asl e Hosseinzadeh (2009) realizaram uma revisão de literatura sobre 

a Vitis vinifera, conhecida popularmente como videira e uva, e seus componentes 

bioativos, relatando ações antioxidantes, anti-inflamatórias, antimicrobianas, 

cardioprotetoras, hepatoprotetoras e neuroprotetoras. Esatbeyoglu et al. (2016) 

sugerem que o extrato de raiz de V. vinifera possui atividades antioxidantes e anti-

inflamatórias in vitro. No estudo de Hemmati et al. (2011), a administração tópica do 

extrato hidroalcoólico de sementes de uva (V. vinifera) apresentou boa atividade no 

processo de cicatrização de feridas em coelhos. Atividades antibacterianas e 

antioxidantes do extrato de sementes de uva (V. vinifera) são reportadas por 

Jayaprakasha et al. (2003). Rivero-Cruz et al. (2008) relataram que compostos 

isolados do extrato de uvas passas (V. vinifera) sem sementes contém fitoquímicos 

antimicrobianos capazes de suprimir patógenos orais associados a cáries ou 

doenças periodontais.  

Diante dos relatos de uso na medicina tradicional e experimentos científicos 

descritos para M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera, torna-se interessante a avaliação da 

citotoxicidade e ação anti-inflamatória in vitro dos extratos glicólicos destas plantas 

medicinais, como um estudo inicial para encorajar novas pesquisas e formulações 

de produtos de ação terapêutica ou de higiene pessoal ou oral com estes extratos 

vegetais.  
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2 PROPOSIÇÃO 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo deste estudo foi analisar in vitro os efeitos citotóxicos e anti-

inflamatórios dos extratos glicólicos de Morus nigra (amora), Ziziphus joazeiro (juá) e 

Vitis vinifera (uva) em macrófagos de camundongo RAW 264.7. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

a) avaliar in vitro a ação dos extratos na viabilidade celular de macrófagos 

de camundongo RAW 264.7 por meio do teste de MTT; 

b) analisar in vitro a atividade anti-inflamatória dos extratos sobre as 

culturas celulares de macrófagos de camundongo RAW 264.7 

estimuladas por lipopolissacarídeo (LPS) pelo teste imunoenzimático 

(ELISA), quantificando as citocinas pró-inflamatórias fator de necrose 

tumoral (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6), bem como a quantificação do 

óxido nítrico pela reação de Griess. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Extratos vegetais 

 

 

Os extratos de M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera foram adquiridos 

comercialmente (Mapric, São Paulo – Brasil) na concentração de 200 mg/mL em 

propilenoglicol.  

Segundo as especificações descritas nos certificados de análises (ANEXO 

A, B e C) da empresa fornecedora, o extrato de M. nigra provém do fruto, a amora; o 

extrato de Z. joazeiro foi obtido das cascas da árvore, raspa de juá; e para obtenção 

do extrato de V. vinifera foi utilizado o fruto, a uva. 

 

 

3.2 Cultura celular 

 

 

Os macrófagos de camundongo RAW 264.7, provenientes do Banco de 

Células do Rio de Janeiro - Associação Técnico Científica Paul Ehrlich (APABCAM, 

Rio de Janeiro, Brasil), foram cultivados em frasco de cultivo celular com meio de 

cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM - Sigma Aldrich Co.), suplementado 

com 10% de soro fetal bovino e 1% de solução antibiótica penicilina-estreptomicina 

(DMEM-suplementado). Foram incubados em estufa a 37ºC, sob atmosfera úmida 

de 5% de CO2. O meio de cultura foi renovado a cada 48 h. As células foram 

cultivadas até atingirem 80% de subconfluência (ocupação do frasco), sendo 

removidas por varredura celular para subcultivo ou uso nos experimentos.  

 

 

3.3 Avaliação da citotoxicidade – Teste de MTT 

 

 

A avaliação da citotoxicidade foi realizada por meio do teste de MTT, um 
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ensaio colorimétrico baseado na capacidade da enzima desidrogenase mitocondrial 

ativa nas células vivas de reduzir o sal de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide], um substrato amarelo, em cristais de formazan, de 

coloração violeta (Gomes et al., 2016; Souza et al., 2018).  

Os macrófagos de camundongo RAW 264.7 foram removidos do frasco de 

cultivo celular, centrifugados por 5 min a 3000 rpm e resuspendidos. Em seguida 

ocorreu a contagem de células viáveis na Câmara de Neubauer. 

Em microplacas de 96 poços foram adicionados 200 μL/poço do meio 

DMEM-suplementado contendo 4 x 104 células viáveis. Estas placas foram 

incubadas em estufa (37°C, com 5% de CO2) por 24 h para aderência celular nos 

poços da microplaca. Após a incubação, o sobrenadante foi descartado.  

Cada extrato foi analisado em uma microplaca diferente em dois tempos de 

tratamento distintos, 5 min e 24 h. O n foi igual a 8 para o grupo controle e grupo 

tratado em todas as concentrações avaliadas (200 mg/mL a 0,39 mg/mL).  

A partir do extrato puro (200 mg/mL) foram realizadas as diluições seriadas 

dos extratos descritas no Quadro 1. As diluições foram realizadas com Phosphate 

Buffer Saline (PBS - Lonza) estéril, no tratamento de 5 min e com DMEM-

suplementado na avaliação de 24 h. 

 

 

Quadro 1 - Diluições seriadas dos extratos de Morus nigra, Ziziphus joazeiro e Vitis 

vinifera 

 

Extrato puro          
(200 mg/mL) 

Diluições seriadas dos extratos (mg/mL) 

M. nigra 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 

Z. joazeiro 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 

V. vinifera 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 

Legenda: As diluições seriadas foram realizadas a partir do extrato puro (200 mg/mL).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Na análise do tempo de contato de 5 min, foi acrescentado 200 μL/poço do 

extrato puro (200 mg/mL) e das diluições seriadas (Quadro 1) no grupo tratado, e 

nos poços referentes ao grupo controle foi adicionado 200 μL/poço do PBS estéril. 

Na análise do tempo de contato de 24 h, foi acrescentado 200 μL/poço do meio 

DMEM-suplementado nos poços referentes ao grupo controle e 200 μL/poço das 

diluições seriadas (Quadro 1) no grupo tratado. Após o período de tratamento em 

avaliação (5 min ou 24 h), o conteúdo dos poços foi descartado, e os poços foram 

lavados duas vezes com PBS estéril para retirar as células não aderidas.  

A solução de MTT foi preparada na concentração de 0,5 mg do pó de MTT 

(Sigma Aldrich Co.) diluído em 1 mL de DMEM-suplementado. Foram adicionados 

100 μL/poço da solução de MTT e as microplacas foram incubadas em estufa (37°C, 

com 5% de CO2) por 4 h, abrigadas da luz. Após, esta solução foi descartada e 

foram adicionados 100 μL/poço de dimetilsulfóxido (DMSO – LABSYNTH) e 

incubadas abrigadas da luz em estufa por mais 10 min e, em seguida, agitação em 

shaker, por 10 min. A leitura da absorbância dos poços foi em leitora de microplacas 

com comprimento de onda de 570 nm. As densidades ópticas (DO) obtidas foram 

convertidas em percentual de viabilidade celular (% Viabilidade) utilizando a seguinte 

fórmula: 

 

% Viabilidade = (DO Grupo Tratado x 100) / Média DO Grupo Controle 

 

A norma ISO 10993-5:2009 determina que se a viabilidade celular obtida for 

menor que 70%, a substância em estudo apresenta um potencial de citotoxicidade, 

desta maneira, em conformidade com esta norma, o percentual de viabilidade celular 

mínimo, da média de cada concentração testada, necessário para ser classificado 

como não citotóxico foi determinado em 70%. 

 

 

3.4 Avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos 

 

 

A avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos foi realizada por meio 

do teste imunoenzimático (ELISA) e pela reação de Griess. O ELISA analisou a 
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produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6. A reação de Griess verificou a 

produção de óxido nítrico.  

Os macrófagos de camundongo RAW 264.7 removidos do frasco de cultivo 

celular foram centrifugados por 5 min a 3000 rpm e resuspendidos. Em seguida 

ocorreu a contagem de células viáveis na Câmara de Neubauer. 

Em placas de 24 poços foram cultivadas 5 x 105 células/mL e incubadas em 

estufa (37°C, com 5% de CO2) por 24 h. Após incubação, o sobrenadante foi 

descartado e foi acrescentado 1 mL/poço das duas maiores concentrações não 

citotóxicas determinadas pelo teste de citotoxicidade com exposição ao extrato por 

24 h (MTT – 24 horas) relativo para cada extrato, respectivamente, no grupo tratado. 

A diluição dos extratos foi realizada utilizando o meio de cultivo celular (DMEM-

suplementado). Nos poços referentes ao grupo controle foi adicionado 1 mL/poço do 

DMEM-suplementado. Nos grupos contendo lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia 

coli (Sigma), o LPS foi acrescentado na concentração de 1 μg/mL. O n foi igual a 10 

para todos os grupos.   

As placas foram incubadas em estufa (37°C, 5% de CO2) por 24 h. Após, o 

sobrenadante foi coletado e armazenado sob refrigeração (-20°C) para posterior 

quantificação das citocinas TNF-α e IL-6 e do óxido nítrico.  

 

 

3.4.1 Quantificação de citocinas – Teste imunoenzimático (ELISA) 

 

 

Placas de microtitulação de 96 poços (Greiner Bio-One) foram sensibilizadas 

com anticorpos de captura anti-TNF-α ou anti-IL-6 de camundongo (para o 

sobrenadante dos macrófagos de camundongo - RAW 264.7) (Kits R&D Systems) e 

mantidas overnight em temperatura ambiente.  

No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS contendo Tween 20 

(PBS-T) e bloqueadas com soro albumina bovina (BSA) por 1 h. Após, as placas 

foram lavadas com PBS-T e receberam 100 μL/poço da curva padrão de citocinas e 

dos sobrenadantes da cultura de células. Após 2 h em temperatura ambiente, as 

placas foram lavadas com PBS-T e foram acrescentados os anticorpos de detecção 

anti-TNF-α ou anti-IL-6 marcados com biotina e incubadas por 2 h em temperatura 
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ambiente. Após, os poços foram lavados com PBS-T e adicionou-se a estreptavidina 

por 20 min. Posteriormente, a reação foi revelada com solução contendo substrato 

cromogênico e peróxido de hidrogênio. Após 20 min a reação foi bloqueada com 

ácido sulfúrico 2N. As densidades ópticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas 

com comprimento de onda de 450 nm. 

 

 

3.4.2 Produção de óxido nítrico – Reação de Griess 

 

 

A produção de óxido nítrico presente nos sobrenadantes da cultura celular 

foi determinada indiretamente pela concentração de nitrito detectada pelo reagente 

de Griess (Sigma). Em uma microplaca de 96 poços, foram acrescentados a curva 

padrão de nitrito para cada extrato e 100 μL/poço das amostras dos sobrenadantes 

e do reagente de Griess. Após 10 min, a leitura foi realizada no leitor de microplacas 

através do comprimento de onda de 570 nm.  

 

 

3.5 Análise estatística 

 

 

Os valores obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade (MTT), 

quantificação de citocinas (ELISA) e produção de óxido nítrico (reação de Griess) 

foram submetidos ao teste de normalidade. Os resultados que apresentaram 

distribuição normal foram submetidos ao teste de análise de variância ANOVA com 

comparação múltipla de Tukey. Os resultados que não apresentaram distribuição 

Gaussiana foram analisados pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis com 

comparação múltipla de Dunn. As análises estatísticas foram realizadas nos 

softwares GraphPad Prism 5.0 e Statistix 8.0. Para todos os testes estatísticos foi 

adotado nível de significância de 5% (p≤0,05). 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Avaliação da citotoxicidade – Teste de MTT 

 

 

O extrato de M. nigra não apresentou citotoxicidade desde a menor 

concentração testada (0,39 mg/mL) até a concentração de 50 mg/mL, onde obteve 

73,6% de viabilidade celular na exposição por 5 min (Figura 1a).  

No tratamento por 24 h com o extrato de M. nigra, as células de macrófagos 

de camundongo apresentaram percentual considerado não citotóxico, segundo a 

norma ISO 10993-5:2009, nas concentrações 0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL e 1,56 

mg/mL (Figura 1b).  

 

 

Figura 1 – Viabilidade celular de macrófagos de camundongo RAW 264.7 analisada 

pelo teste de MTT após exposição por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Morus 

nigra  
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Legenda: C - Controle. A diferença estatística significativa entre os grupos experimentais pode ser 
observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey; 
p<0,0001). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

As concentrações testadas de 0,39 mg/mL a 6,25 mg/mL do Z. joazeiro 

apresentaram viabilidade celular acima de 70% no tratamento por 5 min (Figura 2a). 
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Entre as concentrações avaliadas do extrato de Z. joazeiro no tratamento de 

24 h, as concentrações 0,39 mg/mL a 3,12 mg/ml apresentaram ausência de 

citotoxicidade (Figura 2b). O extrato de Z. joazeiro obteve 84,9% de células viáveis 

na concentração de 3,12 mg/mL na exposição por 24 h (Figura 2b).   

 

 

Figura 2 – Viabilidade celular de macrófagos de camundongo RAW 264.7 analisada 

pelo teste de MTT após exposição por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Ziziphus 

joazeiro  
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Legenda: C - Controle. A diferença estatística significativa entre os grupos experimentais pode ser 
observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey; 
p<0,0001). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Com exposição de 0,39 mg/mL até a concentração de 25 mg/mL do extrato 

de V. vinifera, as células não apresentaram percentual citotóxico no tratamento de 5 

min (Figura 3a).  

Na avaliação por 24 h, as concentrações mais diluídas do extrato de V. 

vinifera, 0,39 mg/mL, 0,78 mg/mL, 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL apresentaram 

viabilidade celular acima dos 70% (Figura 3b).  

A Figura 4 apresenta a microplaca utilizada para avaliação da viabilidade 

celular de macrófagos de camundongo RAW 264.7 pelo teste de MTT após 

exposição por 5 min ao extrato de V. vinifera em diferentes concentrações. 
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Figura 3 – Viabilidade celular de macrófagos de camundongo RAW 264.7 analisada 

pelo teste de MTT após exposição por 5 minutos e 24 horas ao extrato de Vitis 

vinifera  
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Legenda: C - Controle. A diferença estatística significativa entre os grupos experimentais pode ser 
observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 8; a) ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey; 
p<0,0001). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Figura 4 – Microplaca utilizada para avaliação da viabilidade celular de macrófagos 

de camundongo RAW 264.7 pelo teste de MTT após exposição por 5 minutos ao 

extrato de Vitis vinifera em diferentes concentrações 

 

 

Legenda: Da esquerda para direita     , em coluna vertical (n = 8) temos o grupo controle e o grupo 
tratado desde a concentração mais diluída (0,39 mg/mL) até a concentração do extrato puro (200 
mg/mL).  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.2 Avaliação da atividade anti-inflamatória dos extratos 

 

 

4.2.1 Determinação de concentrações 

 

 

Com base nos resultados obtidos no teste de citotoxicidade com exposição 

ao extrato por 24 h (MTT – 24 horas), foram selecionadas as duas maiores 

concentrações consideradas não citotóxicas para os macrófagos de camundongo 

RAW 264.7, relativas a cada extrato, para serem avaliadas no ELISA e na reação de 

Griess (Quadro 2). 

 

 

Quadro 2 – Concentrações não citotóxicas dos extratos de Morus nigra, Ziziphus 

joazeiro e Vitis vinifera para macrófagos de camundongo RAW 264.7 utilizadas nos 

ensaios de avaliação da atividade anti-inflamatória 

 

Extrato Concentração (mg/mL)  

Viabilidade celular  

RAW 264.7                      

(MTT - 24 horas) 

M. nigra 

0,78 81,1% 

1,56 75,4% 

Z. joazeiro 

1,56 95,3% 

3,12 84,9% 

V. vinifera 

1,56 84,1% 

3,12 72,1% 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.2.2 Quantificação de citocinas – Teste imunoenzimático (ELISA) 

 

 

Na avaliação dos três extratos, M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera, o grupo 

Controle com LPS (C + LPS) apresentou uma produção elevada das citocinas TNF-α 

e IL-6 em relação ao grupo Controle (C) que não contém o LPS.  

As concentrações 0,78 mg/mL e 1,56 mg/mL de M. nigra apresentaram 

diminuição estatisticamente relevante nos valores das citocinas TNF-α em relação 

ao grupo C + LPS. Ambas as concentrações avaliadas do extrato de M. nigra não 

apresentaram redução estatisticamente significativa na produção da citocina IL-6 em 

relação ao grupo C + LPS. A Figura 5 apresenta os dados obtidos pelo ELISA do 

extrato de M. nigra. 

 

 

Figura 5 – Produção das citocinas TNF-α e IL-6 em macrófagos de camundongo 

RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Morus  

nigra 
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Legenda: C – Controle. LPS – Lipopolissacarídeo. DO – Densidade óptica. O grupo C é referente ao 
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo 
controle contendo o LPS diluído no meio de cultura celular.  A diferença estatística significativa entre 
os grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) 
ANOVA,Tukey; b) ANOVA,Tukey; p<0,0001). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Na avaliação do extrato de Z. joazeiro, a concentração de 3,12 mg/mL 

apresentou uma redução estatisticamente significativa na produção da citocina TNF-

α em relação ao grupo C + LPS. Na avaliação da citocina IL-6, as concentrações 

1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL de Z. joazeiro apresentaram variações não 

estatisticamente relevantes em comparação com o grupo C + LPS. Os dados da 

produção das citocinas TNF-α e IL-6 após exposição ao Z. joazeiro estão 

apresentados nos gráficos da Figura 6. 

 

 

Figura 6 – Produção das citocinas TNF-α e IL-6 em macrófagos de camundongo 

RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Ziziphus 

joazeiro  
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Legenda: C – Controle. LPS – Lipopolissacarídeo. DO – Densidade óptica. O grupo C é referente ao 
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo 
controle contendo LPS diluído no meio de cultura celular.  A diferença estatística significativa entre os 
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) 

ANOVA,Tukey; b) Kruskal-Wallis,Dunn; p<0,0001). 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

Em relação à citocina TNF-α, a concentração de 3,12 mg/mL do extrato de 

V. vinifera apresentou uma redução estatisticamente significativa em relação ao 

grupo C + LPS. As concentrações 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL de V. vinifera 

apresentaram variações não estatisticamente relevantes em comparação com o 
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grupo C + LPS na avaliação da citocina IL-6. A Figura 7 apresenta os dados 

descritos do extrato de V. vinifera. 

 

 

Figura 7 – Produção das citocinas TNF-α e IL-6 em macrófagos de camundongo 

RAW 264.7 estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas ao extrato de Vitis 

vinifera  
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Legenda: C – Controle. LPS – Lipopolissacarídeo. DO – Densidade óptica. O grupo C é referente ao 
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo 
controle contendo LPS diluído no meio de cultura celular.  A diferença estatística significativa entre os 
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) Kruskal-
Wallis,Dunn; b) ANOVA,Tukey; p<0,0001).  
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.2.3 Produção de óxido nítrico – Reação de Griess 

 

 

O grupo Controle com LPS (C + LPS) apresentou valores estatisticamente 

superiores de óxido nítrico em relação ao grupo Controle (C) que não contém o LPS 

nos três extratos avaliados, M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera.  

Nos grupos tratados com 1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL de Z. joazeiro, verificou-

se uma diminuição estatisticamente significativa na expressão do óxido nítrico em 

relação ao grupo C + LPS. Ambas as concentrações avaliadas dos extratos de M. 

nigra e V. vinifera apresentaram variações não estatisticamente relevantes na 
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produção de óxido nítrico em comparação com o grupo C + LPS. A Figura 8 

apresenta os dados obtidos pela reação de Griess dos três extratos em estudo. 

 

 

Figura 8 – Produção de óxido nítrico em macrófagos de camundongo RAW 264.7 

estimulados pelo LPS e expostos por 24 horas aos extratos de Morus nigra, Ziziphus 

joazeiro ou Vitis vinifera 
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Legenda: C – Controle. LPS – Lipopolissacarídeo. DO – Densidade óptica. O grupo C é referente ao 
grupo controle exposto apenas ao meio de cultura celular. O grupo C + LPS é referente ao grupo 
controle contendo LPS diluído no meio de cultura celular.  A diferença estatística significativa entre os 
grupos experimentais pode ser observada pelas letras diferentes sobrescritas. (n = 10; a) Kruskal-
Wallis,Dunn; b) ANOVA,Tukey; c) ANOVA,Tukey; p<0,0001).  
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Diversas metodologias podem ser aplicadas na avaliação da citotoxicidade, 

dentre elas o teste colorimétrico MTT, que se baseia na redução enzimática deste 

composto em formazan nas células metabolicamente ativas (International Standards 

Organization, 2009; Gomes et al., 2016). Os ensaios de viabilidade celular com o 

teste de MTT na linhagem RAW 264.7 mostraram que a exposição das células aos 

extratos puros (200 mg/mL), avaliada no tratamento por 5 min, apresentou uma 

acentuada diminuição da viabilidade celular em relação ao controle, entretanto, este 

efeito foi atenuado diante dos extratos mais diluídos. O aumento da viabilidade 

celular diante da exposição a concentrações mais diluídas dos extratos também 

pode ser observado no tratamento de 24 h. Dentre as concentrações avaliadas no 

tratamento de 5 min (200 mg/mL a 0,39 mg/mL) as concentrações consideradas não 

citotóxicas foram de 0,39 a 50 mg/mL para o extrato de M. nigra (Figura 1a); 0,39 a 

6,25 mg/mL para Z. joazeiro (Figura 2a) e 0,39 a 25 mg/mL para V. vinifera (Figura 

3a). Após exposição por 24 h, a viabilidade celular acima de 70% ocorreu diante das 

concentrações 0,39 até 1,56 mg/mL no extrato de M. nigra (Figura 1b) e da maior 

diluição avaliada (0,39 mg/mL) até 3,12 mg/mL nos extratos de Z. joazeiro e V. 

vinifera (Figura 2b e Figura 3b). Pode-se verificar que a exposição a maiores 

concentrações do extrato resultou em percentuais de viabilidade menores em ambos 

os tempos de tratamento e para os três extratos avaliados, sugerindo que algumas 

concentrações podem interferir no metabolismo celular, prejudicando sua ação 

enzimática. 

Outras pesquisas também avaliaram a atividade citotóxica destes três 

extratos. Freitas et al. (2016) avaliaram pelo método colorimétrico MTT a 

citotoxicidade do extrato etanólico das folhas de M. nigra exposto por 24 h nas 

concentrações de 0,98 μg/mL a 2000 μg/mL em três linhagens celulares, 

queratinócitos humanos (HaCat), fibroblasto (L-929) e melanoma (B16F10) e 

relataram que a concentração 1000 μg/mL foi citotóxica para as três linhagens, o 

que difere do encontrado no presente estudo, em que a concentração de 1,56 

mg/mL do extrato de M. nigra não foi considerada citotóxica, porém os diferentes 
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resultados descritos podem ser advindos das diferentes condições experimentais, 

características dos extratos e células utilizadas.  

Gomes et al. (2016) avaliaram através do teste de MTT a citotoxicidade do 

extrato aquoso de cascas do Z. joazeiro, nas concentrações entre 0,55 a 2,7 mg/mL, 

e da sua fração de saponinas, com concentrações de 0,25 a 1,2 mg/mL, ambos 

expostos por 24 h sobre a linhagem de células Vero, obtendo o valores de  IC50 de 

0,75 mg/mL para o extrato aquoso e 0,20 mg/mL para a fração de saponinas. O 

valor de IC50 representa a concentração necessária do agente em estudo para inibir 

50% a proliferação celular. Em sua discussão, Gomes et al. (2016) sugeriram que as 

saponinas podem ser responsáveis pelo efeito citotóxico do Z. joazeiro e também 

relataram que possivelmente apresentem variações na sua toxicidade de acordo 

com a linhagem celular utilizada.  

A avaliação da citotoxicidade em células RAW 264.7 realizada por 

Esatbeyoglu et al. (2016) com o teste de Vermelho Neutro , demonstrou que após a 

exposição ao extrato etanólico de raiz de V. vinifera por 24 h em concentrações de 1 

a 50 μg/mL, concentrações de 1 a 20 μg/mL não apresentaram citotoxicidade. Os 

resultados descritos acima para V. vinifera diferem dos obtidos neste estudo (0,39 

até 3,12 mg/mL após exposição por 24 h), entretanto, é provável que estas 

divergências possam ser advindas dos procedimentos metodológicos e das 

características dos extratos, sendo de grande importância a definição específica do 

tipo de extrato para correta indicação terapêutica de cada formulação, como ação 

anti-inflamatória, por exemplo. 

Neste estudo a ação anti-inflamatória dos extratos M. nigra, Z. joazeiro e V. 

vinifera foi avaliada nas culturas celulares de macrófagos de camundongo RAW 

264.7 estimuladas pela presença do LPS por meio da quantificação da produção das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 e do óxido nítrico.  

As concentrações 0,78 mg/mL e 1,56 mg/mL avaliadas do extrato glicólico 

de M. nigra demonstraram ação inibitória para TNF-α (Figura 5a). Zelová et al. 

(2014) verificaram que determinados compostos extraídos de Morus alba e Morus 

nigra afetaram a produção da citocina TNF-α em macrófagos estimulados pelo LPS. 

No estudo de Chen et al. (2016), os flavonóides totais de M. nigra  inibiram a 

produção de TNF-α na avaliação do soro de ratos após presença de lesão, e in vitro, 

sobre células RAW 264.7, apresentaram inibição da produção de óxido nítrico. No 
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trabalho de Chen et al. (2017), o tratamento com 50 mg/mL de flavonóides totais de 

M. nigra, em células RAW 264.7, apresentou inibição da expressão de IL-6. No 

presente estudo, o extrato glicólico de M. nigra não apresentou efeito inibitório para 

IL-6 e óxido nítrico (Figura 5b e Figura 8a), porém deve-se atentar ao fato de 

compararmos um extrato bruto a frações isoladas da planta. No estudo de Boeing et 

al. (2014), com Morus nigra, Rubus ulmifolius e Fragaria x ananassa, demonstraram 

que a extração de compostos fenólicos e antocianínicos e a capacidade antioxidante 

deles foram significativamente afetadas pela combinação de solvente utilizada. 

Pode-se sugerir que o solvente utilizado na extração glicólica de M. nigra poderia ter 

afetado a presença, concentração ou ação de possíveis compostos anti-

inflamatórios atuantes para IL-6 ou óxido nítrico. Outra sugestão seria que outras 

concentrações possam atuar inibindo a produção da citocina IL-6 e do óxido nítrico.  

No estudo de Estevam (2012), foi relatado que o extrato etanólico das 

cascas do caule de  Z. joazeiro apresentou ação cicatrizante em feridas cutâneas e 

ação anti-inflamatória na redução do edema de pata e da migração leucócitária local 

em modelo animal. Silva et al. (2011) relataram que o Z. joazeiro possui 

propriedades antioxidantes, característica que pode contribuir para a ação anti-

inflamatória (Ferreira Júnior et al., 2011). Os dados reportados são condizentes com 

os resultados encontrados neste estudo em que a síntese da citocina TNF-α foi 

suprimida diante do tratamento com 3,12 mg/mL do extrato de Z. joazeiro (Figura 6a) 

e a expressão do óxido nítrico foi atenuada em ambas as concentrações analisadas 

(1,56 mg/mL e 3,12 mg/mL) deste extrato (Figura 8b).    

Diversos estudos avaliaram in vivo ou in vitro a ação de V. vinifera sobre os 

mediadores TNF-α, IL-6 e óxido nítrico. Arora et al. (2016) avaliando o tratamento 

com extrato alcoólico de V. vinifera, constataram diminuição dos níveis de TNF-α e 

óxido nítrico no soro e na lavagem broncoalveolar de ratos. Costa et al. (2017) 

avaliaram o tratamento com extrato de V. vinifera rico em polifenóis e verificaram 

redução nos níveis das citocinas TNF-α e IL-6 no plasma de ratos. Queiroz et al. 

(2017) avaliaram in vitro a ação do extrato polifenólico e compostos isolados de V. 

vinifera na redução do óxido nítrico, e descreveram que os compostos isolados 

apresentaram maior potencial inibitório que o extrato polifenólico avaliado. Neste 

estudo, 3,12 mg/mL do extrato glicólico de V. vinifera apresentou inibição da síntese 

da citocina TNF-α (Figura 7a), o que condiz com os resultados apresentados nos 
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estudos de Arora et al. (2016) e Costa et al. (2017), porém não apresentou 

diminuição significativa dos outros mediadores avaliados. Nas uvas, os níveis de 

vitaminas, compostos voláteis, fitoquímicos podem ser influenciados por múltiplos 

fatores ambientais, genéticos e práticas de cultivo (Pawlus et al., 2012; Aubert, 

Chalot, 2018). O procedimento de extração e a parte da planta utilizada também são 

fatores importantes no estudo do potencial bioativo das plantas (Alviano et al., 2008). 

Os diferentes resultados obtidos neste trabalho em relação aos outros anteriormente 

citados, podem ser devido aos testes, características e origens distintas dos extratos 

utilizados, sendo que cada estudo traz contribuição relevante para as indicações 

terapêuticas dos extratos. 

O presente trabalho demonstrou que extratos glicólicos de M. nigra, Z. 

joazeiro e V. vinifera podem ser promissores produtos naturais no desenvolvimento 

de formulações de produtos de ação terapêutica ou de higiene pessoal ou oral, pois 

concentrações não citotóxicas avaliadas exerceram efeito inibitório em determinadas 

vertentes inflamatórias analisadas. Este estudo realizou uma triagem inicial do perfil 

imunomodulador dos extratos, porém outros estudos são necessários para 

caracterizar os efeitos e mecanismos anti-inflamatórios, determinar os potenciais e 

concentrações terapêuticas, ensaios clínicos, eficácia e segurança dos extratos, 

entre outros.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os extratos de M. nigra, Z. joazeiro e V. vinifera não foram citotóxicos nas 

concentrações de 0,39 a 50 mg/mL, 0,39 a 6,25 mg/mL e 0,39 a 25 mg/mL, 

respectivamente, diante do tratamento de 5 min. Após exposição por 24 h, o extrato 

de M. nigra não apresentou citotoxicidade nas concentrações de 0,39 a 1,56 mg/mL, 

e os extratos de Z. joazeiro e V. vinifera apresentaram viabilidade celular acima de 

70% nas concentrações de 0,39 a 3,12 mg/mL.  

Em relação a produção das citocinas pró-inflamatórias, 0,78 e 1,56 mg/mL 

do extrato de M. nigra, 3,12 mg/mL de Z. joazeiro e 3,12 mg/mL de V. vinifera 

apresentaram redução nos níveis de TNF-α, entretanto, nenhuma das 

concentrações avaliadas no ELISA dos três extratos em estudo demonstraram ação 

atenuante na produção da IL-6.  

Na avaliação da expressão do óxido nítrico, as concentrações 1,56 e 3,12 

mg/mL do extrato de Z. joazeiro apresentaram diminuição nos níveis deste mediador 

inflamatório. Ambas as concentrações avaliadas na reação de Griess dos extratos 

de M. nigra e V. vinifera não demonstraram redução na produção do óxido nítrico. 

Os três extratos glicólicos avaliados apresentaram ação anti-inflamatória in 

vitro em macrófagos de camundongo RAW 264.7 estimulados por LPS, pois 

concentrações não citotóxicas de M. nigra (0,78 e 1,56 mg/mL), Z. joazeiro (3,12 

mg/mL) e V. vinifera (3,12 mg/mL) inibiram a produção da citocina pró-inflamatória 

TNF-α e as concentrações 1,56 e 3,12 mg/mL do extrato de Z. joazeiro atenuaram a 

expressão do óxido nítrico.  
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ANEXO A - Certificado de análise do extrato glicólico de Morus nigra 
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ANEXO B - Certificado de análise do extrato glicólico de Ziziphus joazeiro 
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ANEXO C - Certificado de análise do extrato glicólico de Vitis vinifera 

 

 

 


