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RESUMO 

 

Laguncularia racemosa, (Combretaceae), é conhecida como mangue branco, uma 

planta do mangue do Brasil. Popularmente suas folhas são utilizadas na forma de chás e infusões 

para tratar quadros diarreicos e febris. O presente estudo visa a caracterização fitoquímica do 

extrato aquoso das folhas de Laguncularia racemosa (EALr). De modo a avaliar as atividades 

antioxidantes, antimicrobianas, bem como citotoxicidade e perfil imunomodulatório. Foram 

realizados ensaios de caracterização fitoquímica e o perfil antioxidante verificado pelos 

métodos de DPPH e antioxidantes totais. Para a atividade antimicrobiana utilizou-se os métodos 

de difusão em discos e diluição em caldos de crescimento. A citotoxicidade foi analisada nas 

concentrações de (50 – 3 µg/mL), por meio da marcação das células com anexina V e iodeto de 

propídio. A medição de citocinas ocorreu nas concentrações de 6 µg/mL e 3 µg/mL, utilizando 

o kit Cytometric Bead Array (CBA). Nessas concentrações, analisamos óxido nítrico pelo 

método de Griess e realizamos o ensaio de proliferação celular, por meio da marcação das 

células de esplenócitos de camundongos com o reagente 5(6) - éster de N-succinimidil de 

diacetato de carboxifluoresceína (CFSE). Os ensaios fitoquimicos do extrato aquoso de 

Laguncularia racemosa demonstraram presença de flavonoides e compostos fenólicos, com 

significativa atividade antioxidante, contudo baixa atividade antimicrobiana. Verificamos baixa 

citotoxicidade na concentração de 6 µg/ml  e estimulação de proliferação celular, com perfil 

antiinflamatório. Esses achados sugerem ações contra doenças inflamatórias e no 

desenvolvimento cicatricial. 

 

Palavras-Chave: Laguncularia racemosa. Extrato aquoso. Atividade antioxidante. 

Antibacteriana. Imunomodulador. 
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ABSTRACT 

 

 Laguncularia racemosa, (Combretaceae), is known as the white mangrove, a 

Brazilian mangrove plant. Popularly its leaves are used in the form of teas and infusions to treat 

diarrheal and febrile pictures. The present study aims at the phytochemical characterization of 

the aqueous extract of the leaves of Laguncularia racemosa (EALr). In order to evaluate 

antioxidant activities, antimicrobial, as well as cytotoxicity and immunomodulatory profile. 

Phytochemical characterization tests and antioxidant profile verified by DPPH and total 

antioxidant methods were performed. For the antimicrobial activity the disc diffusion and 

dilution methods were used in growth broths. Cytotoxicity was analyzed at concentrations of 

(50-3 μg / mL) by labeling the cells with annexin V and propidium iodide. Cytokine 

measurements were performed at concentrations of 6 μg / mL and 3 μg / mL using the 

Cytometric Bead Array (CBA) kit. At these concentrations, we analyzed nitric oxide by the 

Griess method and performed the cell proliferation assay by labeling the splenocyte cells of 

mice with the carboxyfluorescein diacetate (CFSE) 5-succinimidyl ester reagent. The 

phytochemical assays of the aqueous extract of Laguncularia racemosa showed the presence of 

flavonoids and phenolic compounds with significant antioxidant activity,but low antimicrobial 

activity. We verified low cytotoxicity at the concentration of 6 μg / ml and stimulation of 

cellular proliferation, with anti-inflammatory profile. These findings suggest actions against 

inflammatory diseases and cicatricial development. 

 

 

Keywords: Laguncularia racemose. Aqueous extract. Antioxidant activity. Antibacterial. 

Immunomodulator. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Manguezal é um ecossistema de grande biodiversidade e um dos mais produtivos do 

mundo. É comum sua ocorrência em margens tropicais e subtropicais  do equador e localiza-se 

entre as zonas de marés e costeira. A área de mangue tem como caracteristica as variação de 

salinidade, escassez de oxigênio, além de propensão a chuvas intensas que favorecem aos altos 

niveis de nutrientes (ORGE et al., 2000). No Brasil, os principais gêneros de árvores 

encontradas em mangue são: Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae), Avicennia schaeuriana 

Stapf & Leechm. ex Moldenke e Avicennia germinans (L.) Stearn (Acanthaceae), Laguncularia 

racemosa (L.) C. F. Gaertn. (Combretaceae) e Conocarpus erectus (Combretaceae) 

(SCHAEFFER –NOVELLI et al., 2000; PIL et al., 2011).  

Laguncularia racemosa, popularmente conhecida como mangue branco, pertencente à 

família Combretaceae, é comumente encontrada na Costa africana, Bahamas, Flórida, México, 

Américas e na costa do Brasil (TOMLINSON, 1986). Ocupa o segundo lugar em ocorrência 

entre os manguezais brasileiros com distribuição similar à R. mangle (SCHULER et al., 2000). 

 Trata-se de uma planta de fácil acesso populacional e em particular por populações 

ribeirinhas, contudo possui poucas investigações de suas potencialidades biológicas e 

citotóxicas.  Por meio de conhecimentos etnofarmacológicos é sabido que a espécie L. 

Racemosa têm uso popular de suas folhas em preparações de chás e infusões para promoção de 

efeitos antitérmicos e antidiarréicos (BANDARANAYAKE, 2002; RODRÍGUEZ, 2007). São 

relatadas propriedades medicinais como adstringentes, inseticidas, antioxidantes, 

antimicrobianas e potencialidades na hemostasia humana. (RODRIGUES, 2015). 

A atividade biológica têm sido correlacionada com a presença de metabólitos 

secundários da classe dos flavonoides e compostos fenólicos (EBADULLAH et al., 2016).  

      Tendo a relação entre flavonoides e a atividade antioxidante, algo já bem documentado e que 

gera grande interesse dadas as possibilidades farmacológicas. Pois, entende-se que o mecanismo 

de sequestro de radicais livres, promovidos por agentes antioxidantes, podem gerar benefícios 

na redução do extresse oxidativo e ações anticancerígenas. Más compreende-se que esses 

benefícios vão além, onde os flavonoides podem influir também em etapas na via de indução 

do sistema imunológico (ARON; KENNEDY, 2008; RIBEIRO et al., 2015). 

   Compreendemos que a utilização de plantas com finalidade terapêutica, fitoterapia, é 

uma prática muito comum e principalmente em países subdesenvolvidos. Contudo, entende-se 

que insumos derivados ou exclusivos de plantas requerem informações sobre concentrações 
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ideais, atividades biológicas, bem como citotoxicidade, tornando a administração segura e 

evitando casos nocivos e até mortais (SOUZA; FELFILI, 2006). 

      Em se tratando da planta L. racemosa, essa é de fácil acesso populacional e suas folhas 

são utilizadas para fins medicamentosos, contudo a planta possui escassa literatura sobre suas 

características químicas, suas atividades citotóxicas e biológicas. Ratificando a importância de 

nos propormos a investigarmos conhecimentos filogenéticos da planta L. Racemosa e 

promovermos a análise da biomassa das suas folhas. Através do extrato aquoso das folhas de 

L. Racemosa, realizarmos análises fitoquimicas, ensaios de atividade antioxidante e testes 

antimicrobianos. Além de avaliarmos o perfil citotóxico e imunomodulatório contra 

esplenócitos de camundongos, estimulados in vitro por 24h .  

Com isso, nosso intuito é fornecer bases seguras e científicas sobre o material vegetal e com 

potencial terapêutico alternativo para o tratamento de processos inflamatórios, promoção 

cicatricial e possiveis ações como dermocosméticos, nutracêuticos e anticancerígenos. 

1.1 OBJETIVOS  

 

1.1.1 Objetivo Geral 

 

 Realizar a caracterização fitoquímica do extrato aquoso das folhas de Laguncularia 

racemosa e avaliar sua capacidade antioxidante, ação antimicrobiana, bem como verificar 

citotoxicidade e potencialidades imunomodulatórias. 

 

1.1.2 Objetivos Específicos 

 

 Traçar o perfil taxonômico e filogenético da planta de mangue  L. racemosa. 

 Determinar a composição da biomassa das folhas da planta. 

 Caracterizar o perfil fitoquímico do extrato aquoso de L. racemosa (EALr). 

 Verificar as ações antioxidantes do extrato.  

 Avaliar ações antimicrobianas do EALr frente as bactérias (Escherichia coli, Shiguella 

flexneri, Salmonella enteritides, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pneumoniae). 

 Determinar a citotoxicidade do extrato em esplenócitos de camundongos. 

 Investigar o potencial proliferativo de esplenócitos de camundongos;  
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  Estudar a capacidade imunomodulatória do extrato aquoso de L. racemosa, na indução 

de citocinas e liberação de óxido nítrico em sobrenadantes de culturas de esplenócitos 

de camundongos. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 PRODUTOS NATURAIS 

 

 A utilização de plantas como fonte terapêutica é uma das formas mais antigas da 

humanidade para tratar, curar ou prevenir doenças e esse conhecimento, foi para muitas 

civilizações a sua forma exclusiva de terapia e bem-estar (MACIEL et al., 2002). A utilização 

desse recurso data de 5.000 a.C. sendo reconhecidos em registros chineses anotações de doses, 

concentrações e as indicações de plantas para tratamentos e vê-se que algumas dessas plantas 

são utilizadas nos dias atuais ou foram fontes de medicamentos que temos na atualidade como 

o Ginseng (Panax spp.), Ephedra spp., Cassia spp. e Rheum palmatum L. (DUARTE, 2006).  

E para algumas civilizações, ainda nos dias atuais, a utilização de plantas é sua forma prioritária 

de terapia, prática comum na Medicina Tradicional Chinesa (SCHENKEL; GOSMAN; 

PETROVICK, 2003). 

Ao longo dos tempos, esses conhecimentos empíricos e culturais, do uso de plantas, 

tornaram-se bases para pesquisas cientificas que voltaram as atenções em compreender o uso 

das plantas pelas populações e suas atividades biológicas. Nesse aspecto, ciências como a 

farmacognosia, a farmacobotânica, assim como a química medicinal. E com os avanços 

químicos tornou-se possível, caracterizar o metabólito, identificar, quantificar e isolar ativos, 

tendo possibilidade de elaborar novos produtos sintéticos e ou novos medicamentos 

fitoterápicos (SIMÕES et al., 2007).  

Esse crescimento de medicamentos à base plantas, têm sido ascendente nos últimos 

trinta anos (1981 – 2010), considerando a quantidade de registros de novas entidades químicas 

naturais que correspondendo a cerca de 27 % e englobando (fitoterápicos ou ainda de matéria-

prima originada de metabolismo microbiano) e apenas cerca de 2% de origem sintética 

(PIMENTEL et al., 2015).  

 

2.2 REGULAMENTAÇÕES BRASILEIRAS RELACIONADAS AOS PRODUTOS DE 

ORIGEM NATURAL 

 

Dada a enorme utilização de fitoterápicos no Brasil e pelo entendimento de que plantas 

medicinais não apresentam apenas atividades farmacológicas possuindo também nível de 

toxicidade. O Ministério da Saúde implantou em 2006, a Política Nacional de Plantas Medicinas 

e Fitoterápicos (PNPMF), por meio do Decreto nº 5813, de 22 de Junho de 2006, visando 
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promover a regulamentação das áreas de cultivos das plantas medicinais, dar melhores 

subsídios técnicos à produtos e pesquisadores como fontes de novas trocas de informações e 

visando à estimulação das Indústrias Farmacêuticas às plantas medicinais (BRASIL, 2006).  

A partir das ações da PNPMF, em 2009 foi criado o Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, objetivando nortear sobre princípios para a promoção do acesso da 

população ás plantas medicinais e aos fitoterápicos.  De maneira a corroborar, ainda em 2009, 

foi lançado pelo Ministério da Saúde, a Relação de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema 

Único de Saúde (RENISUS), contendo aproximadamente 71 tipos de plantas, visando 

demonstrar plantas utilizadas pela população e permear pesquisas para tratamentos a partir 

desses insumos ativos (BRASIL, 2009).  

E de maneira a organizar a sistemática de controles de produção e segurança de 

medicamentos fitoterápicos, foram elaboradas Resoluções com poder de lei, como a Resolução 

da Diretoria Colegiada- RDC nº 13/13 dispõe sobre as Boas Práticas de Fabricação de Produtos 

Tradicionais Fitoterápicos e estabelece os requisitos mínimos para padronizar a verificação do 

cumprimento das Boas Práticas de Fabricação de Produtos Tradicionais Fitoterápicos e também 

a RDC nº 17, de 16 de Abril de 2010, que trata sobre as Boas Práticas de Fabricação de 

Medicamentos , com o objetivo de promover segurança e eficácia dos medicamentos 

fitoterápicos desde a sua origem até o produto final, disponível para comercialização. 

Assegurando todas as etapas de fabricação, desde a estrutura fábril, corpo técnico apto e tendo 

como arcabouço de segurança um sistema de qualidade que assegure com eficiência de todas 

as etapas (BRASIL, 2010).  

Então verifica-se que há respaldo de lei no Brasil, para a produção de medicamentos 

fitoterápicos, más ainda é enorme utilização de forma livre pela população ou mesmo é comum 

a falta de orientações adequadas ao uso dos medicamentos. Algo verificado pelo aumento de 

reações adversas à medicamentos (RAM’s) e intoxicações a medicamentos de matéria prima 

natural. E considerando o fato de que muitos profissionais de saúde desconhecem as reações 

adversas dos medicamentos naturais, vão ocorrendo sub-notificações e se torna ainda maior a 

urgência de mais informações sobre os efeitos tóxicos, concentrações, público-alvo e 

contraindicações. De maneira a informar à população e aos profissionais os riscos e benefícios 

do uso dos fitoterápicos (GALLO et al., 2000). 
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2.3 PRODUTOS BIOTIVOS PROVENIENTES DO MANGUE 

 

 Manguezal é um ecossistema de grande biodiversidade e um dos mais produtivos do 

mundo. Sendo comum sua ocorrência em margens tropicais e subtropicais  do equador e 

localiza-se entre as zonas de marés e costeira. A área de mangue tem como caracteristica as 

variação de salinidade, escassez de oxigênio, além de propensão a chuvas intensas que favorem 

aos altos niveis de nutrientes (ORGE et al., 2000). 

Trata-se de um ambiente rico em biodiversidade, sendo abrigo de peixes, crustáceos,  

aves e microorganismos, que dadas as exigências do ambiente necessitaram ao longo dos anos 

de se adaptarem ao meio para a permanência e sobrevivência de suas espécies  (PINHEIRO et 

al., 2008). 

 Esse ecossistema, possui  grandes variações de extensões por todo o território brasileiro. 

Considera-se que as regiões de mangues se extendem para cerca de 13 mil km², a partir do Cabo 

Orange (ao norte) até o sul em Laguna, no estado de Santa Catarina. E correlacionando às 

regiões brasileiras, a região Norte do pais é a que mais possui regiões de mangue com cerca de 

80% , já a região Nordeste e Sudeste são as que possuem  menores áreas de manguezais, tendo 

como fatores de crescimento das cidades e urbanização e défict de conservação , como 

agravantes desse descréscimo (SPALDING et al., 2010). Considerando a região Nordeste, o 

estado de  Pernambuco possui uma área de mangue que compreende 23.973 hectares e a maioria 

localizada nos municípios de Itapissuma, Igarassu, Goiana e Itamaracá, nas margens do Canal 

de Santa Cruz (7° 40’ S e 7° 50’ S de Latitude; 34° 50’ e 34° 54’ de Longitude) (BARROS et 

al., 2000).   

 Dentre as várias importâncias das regiões de manguezais têm-se que são o criadouro  de 

crustáceos e moluscos, além da importante contribuição na redução de gases e do efeito estufa 

, devido a capacidade dos manguezais absorverem o carbono , utilizando-o na fotossintese e 

armazenando-o na  forma de carboidratos, como celulose e açucares, metabolitos primários 

(AMARO & ROCHA JUNIOR, 2012). Além da importância faunistica, tem-se também a 

relevância sócio-econômica, já que manguezais são a fonte de subsistência, seja pela obtenção 

de recursos próprios ou na comercialização dos recursos pescados (ACHARYA, G. 2002). 

Em se tratando da flora de mangue, são catalogados no Brasil, quatro principais gêneros: 

(Rhizophora mangle L. – Rhizophoraceae, Avicennia schaeuriana Stapf & Leechm. ex 

Moldenke e Avicennia germinans (L.) Stearn – Acanthaceae, Laguncularia racemosa (L.) C. 

F. Gaertn. – Combretaceae) e Conocarpus erectus (Combretaceae) (PIL et al., 2011).  
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 Dentre as principais atividades biológicas relacionadas as plantas de manguezais têm-

se antibacterianas (BERENGUER et al., 2006), atividades cicatrizantes (FERNANDES et al., 

2002), antioxidantes (SANCHEZ et al., 2006), antiinflamatória (MARRERO et al., 2006). 

Estudos demonstram atividades adstringentes, inseticidas, antioxidantes, antimicrobianas e 

potencialidades na hemostasia humana. (RODRIGUES, 2015; SILVA M.R.O et al., 2011). 

 E correlacionam-se as atividades biológicas a presença de compostos bioativos, sendo 

os metabólitos secundários os mais pesquisados. As plantas possuem diversas vias metabólicas 

e que podem originar variados tipos de metabólitos secundários. Consideram-se duas as 

principais vias de sínteses dos metabólitos secundários a via do ácido chiquímico e de acetato, 

embora ambas partem do metabolismo da glicose. A rota de síntese do ácido chiquimico origina 

compostos que tem em comum a presença de anéis aromáticos, quimicamente, cadeias 

fechadas, como os fenilpropanoídes, alcaloides e taninos e já pela via acetato melovonato 

derivam os aminoácidos que possuem quimicamente, cadeias abertas, como os terpenóides, 

esteroides, triglicerídeos e ácidos graxos (SIMÕES et al., 2007). 

 Dentre os metabólitos secundários destacam-se os flavonoides, um grupo de compostos 

químicos fenólicos, que tem como origem metabólica a via chiquimato e acetato. E se 

subdividem em classes: flavonóis (quercetina, kaempferol, miricitina, fisetina), flavonas 

(luteolina, apigenina), flavonoides glicosilados (astragalin, rutina), flavanas (catequina, 

epicatequina), aurones (leptosidin, aureusidin), isoflavonas (genesteína, daidzeína), 

antocianidinas (cianidina, delfinidina) e chalconas, (SINGH et al., 2014). São comuns nas 

plantas outros metabólitos secundários, como: alcaloides, saponinas e proantocianidinas 

(SANTOS & LANA, 2017).  Ou ainda, compostos fenólicos, fenóis, terpenos e terpenóides 

(SIMÕES et al., 2010). Muito embora, os flavonoides sejam os metabólitos secundários que 

possuem maiores interesses em pesquisas, considerando sua capacidade antioxidantes e a 

influência em possíveis ações regressoras do câncer em estágios iniciais. Assim como possíveis 

ações na imunomodulação (ARON; KENNEDY, 2008). 

 

2.4 LAGUNCULARIA RACEMOSA (L.) C. F. GAERTN. – COMBRETACEAE 

 

 Laguncularia racemosa, também conhecida pela sinonìmia de mangue –branco , 

pertence a família Combretaceae, de gênero Laguncularia e espécie Laguncularia racemosa 

(L.) Gaertn.  Como parte da família das Combretaceae, têm-se a Lumnitzera, contudo suas duas 

espécies, não foram catalogadas na América (TOMLINSON, 1986). A Laguncularia racemosa, 

não é a única da espécie comumente encontrada nas regiões de manguezais brasileiros, tendo-
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se também a planta Conocarpus erectus L., popularmente conhecida como botão de mangue 

(BANDEIRA, 2003). 

 Trata-se de uma planta de mangue, que possui uma altura mediana chegando a cerca de 

10 metros de altura e que se desenvolve mais frequentemente em áreas limítrofes entre mangue 

e a terra firme (SCHULER et al., 2000). Apresenta folhas em formato oposto, com lâmina foliar 

elíptica arredonda em suas extremidades e com presença marcante de pecíolo avermelhado em 

cuja base apresentam um par de glândulas, também de formato arredondado, e que são os 

nectários extraflorais (RODRIGUES, 2007). Suas trocas gasosas ocorrem de maneira 

pneumotófora. O seu tronco pode apresentar cerca de 30 cm e tem característica de apresentar 

uma casca fibrosa (SILVA M. et al., 2010), (figura 1). 

 

Figura 1 - Representação da planta Laguncularia racemosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Próprio autor 

 

 Popularmente, as madeira dessa planta é utilizada para emolduramento das estruturas de 

casas (SILVESTRE et al., 2012). Já no uso medicinal, são citadas a utilização das folhas em 

infusões e chás para tratar disenterias e febres (RODRIGUÉZ, 2007).  

Sobre as atividades farmacológicas e tóxicas dessa planta, a literatura é escassa. Más 

entende-se que suas atividades biológicas têm sido correlacionadas com a presença de 

metabólitos secundários da classe dos flavonoides e compostos fenólicos (EBADULLAH et al., 

2016). Pinho (2014), verificou a presença de 10 flavonoides glicosilados, a partir do extrato 

metanólico de L. racemosa e avaliou as atividades antiedematogênicas, antifofolipásicas e 

antimiotóxicas induzidas pela enzima sPLA2, presente no veneno de Bothrops jararacuçu, e 

ressaltou que quando em maiores concentrações de flavonoídes maiores as atividades 

antiedematogenicas e antifosfolipásicas, não sendo satisfatória a atividade antimiotóxica.  Algo 

semelhante foi testado por Costa (2018), em que foram isoladas, enzimas serino proteases do 

veneno da serpente Crotalus durisses terrificus, para avaliar a eficiência dos flavonoides 
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Quercetina 3-0 arabinósido e a Quercetina 3-0 rhamnosideo, extraidos do extrato metanólico 

das folhas de L. Racemosa, de modo a avaliar as atividades miotóxicas e edematogênicas. 

Contudo o resultado demonstrou que os flavonoides isolados não foram capazes de inibir o 

edema e sugerem que se faz necessário maior nivel de peroxidação lipidica e metabolismo de 

ácido araquidônico. 

Estes achados reforçam que as possíveis ações antiinflamatórias e antioxidantes de 

extratos da planta podem estar correlacionadas a presença de metabólitos e em particular de 

flavonoides, mais concentrados nas folhas (RIBEIRO et al., 2015).  

Para melhor compreensão dos componentes químicos das folhas da planta Pinho (2014), 

identificou, por meio de extrato metanólico, a presença de 10 flavonoides glicosilados 

pertencentes a classe dos flavonóis, miricetina e quercetina. E com presença de grupo galiol, 

derivado do ácido gálico. Esse trabalho veio a complementar a pesquisa de Shi e colaboradores 

(2010), onde foram identificados 4 flavonoides, sendo três pertencentes a classe das flavonas 

(crisina, luteolina, apigenina) e um a classe flavanonas (naringenina). Relata-se que na planta 

L. racemosa, há a presença de outros metabólitos secundários, como taninos e em particular os 

hidrolisáveis, bem como compostos fenólicos, com maior presença de ácido gálico (EBRAHIM 

et al., 2012; PINHO, 2014). 

 A atividade antimicrobiana voltada as ações antifúngicas foi testada a partir do extrato 

metanólico das folhas e das cascas de L. racemosa, relatando-se sensibilidade intermediária 

frente às leveduras C. glabrata e T. pullulans e bons resultados contra fungos dermófitos, M. 

gypseum, T. mentagrophytes, e T. rubrum. Este estudo demonstrou que nas folhas é de onde 

advém maior atividade biológica, já que houve ausência de atividade quando em testes a partir 

das cascas (SILVA M.R.O 2004). Esse conhecimento veio a corroborar com estudos de (SILVA 

M.R.O et al., 2011), que isolou cepas de fungos, a partir das folhas de L. racemosa. Onde o 

fungo Mycelia Sterilia (da classe dos Agnomycetescetes), apresentou atividade frente às 

bactérias S. Aureus, B. Subtilis, M. Luteus como gram-positivos e E. Coli (gram-negativo). 

Contudo, baixa sensibilidade frente à P. aeruginosa (gram-negativa).  

 Pode-se verificar que há enorme riqueza na flora de manguezais, em que dada a 

complexidade do ambiente possuem metabólitos que são de interesse para nortear pesquisas 

biológicas e ou inovação terapêutica. 

 

 

 



23  

  

2.5 PRODUTOS NATURAIS MODULADORES NO SISTEMA IMUNOLÓGICO 

 

 Visando o entendimento de regulação do sistema imunológico, se faz necessário 

compreender que o organismo humano possui defesas, que são as barreiras que objetivam 

regular desordens e eliminar organismos estranhos. Essa regulação ocorre de forma dinâmica, 

agindo por meio da imunidade inata (barreira, química, física e biológica) e imunidade humoral 

ou adquirida (ABBAS et al., 2001).  

Entendendo-se que a imunidade inata é a barreira inicial de contenção, onde ocorrem 

processos oxidativos e reações inflamatórias, com ativação de células fagocíticas (macrófagos, 

neutrófilos, leucócitos) ao local de inflamação ou lesão e quimiotaxia por liberação de 

quimiocinas. E que promovem alterações fisiológicas como: elevação da temperatura corporal, 

migração e infiltração celular ao local afetado e estímulos do arcabouço de defesas para eliminar 

e remover o agente estranho ou o desequilibrio. Em caso de falha recorre-se ao sistema de 

imunidade adquirida ou resposta imune humoral (IMHOF & DUNAN, 1995).  

Na imunidade adquirida, os mecanismos são mais sofisticados, envolvendo a produção 

de anticorpos pelos linfócitos B, que são moléculas imprescindíveis para a memória celular, se 

diferenciam em 5 diferentes tipos (IgG, IgA, IgM, IgE e IgD), variando segundo rearranjos 

genéticos (JANEWAY et al., 2002). Contudo, para que ocorra a estimulação de linfócitos B, se 

faz necessário que as células fagocíticas (macrófagos, neutrófilos, leucócitos), também 

chamados de células apresentadoras de antígenos (APC), expressem frações dos antígenos em 

sua superficie por meio do seu complexo de histocompatibilidade aos linfócitos T (TCD4+ e 

TCD8+), sendo os linfócitos T (CD8), chamados de matadores e T (CD4) de auxiliares. Para a 

diferenciação dos linfócitos T auxiliares têm-se a influência do tipo de citocina envolvida, 

variando em Th0, Th1, Th2 e Th17, sendo as respostas Th1 e Th2 (KOURILSKY e TRUFFA-

BACHI, 2001). 

A resposta Th1 produz citocinas relacionadas com a defesa mediada por células 

fagocíticas, contra agentes estranhos e são caracterizadas pela produção de IL -2,  interferon 

gama (INF- γ), fator de necrose tumoral (TNF-α). Além da ativação de células TCD8 que 

medeiam a citotoxicidade celular (ARAÚJO et al., 2008). 

Já a resposta Th2 está associada com a imunidade humoral ou adquirida e é caracterizada 

pela produção de citocinas IL-4, IL-5, IL-10 e IL13. Que por sua vez agem atuando em quadro 

de infecções helmínticas e alérgicas, por meio da estimulação de mastócitos e eosinófilos. E 

compreende-se que a citocina IL4 consegue atuar como antiinflamatória, tendo grande 

importância na promoção da ativação de TH0 a se diferenciar em Th2, influindo como citocina 
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que comanda quadros inflamatórios alérgicos. Sendo o principal estímulo para a produção de 

anticorpo IgE, que é uma imunoglobulina relevante nas reações de hipersensibilidade imediatas 

(PARKIN e COHEN, 2001).   

Várias são as plantas que possuem pesquisas voltadas a verificar suas potencialidades 

na atividade de imunomodulação do sistema imune (MASIHI, 2000). A literatura relata 

atividade do óleo da casca de Cedrus deodora, atuando na redução de atividade de células 

fagocíticas e produzindo impactos na minimização da inflamação. Quando em testes celulares, 

foi também efetivo na diminuição da reação de hipersensibilidade retardada (RHR) (SHINDE 

et al., 1999). Essa capacidade de redução de hipersensibilidade também foi citada na pesquisa 

de (DAVIS & KUTTAN, 2000) quando testado o extrato metanólico da raiz da Withania 

somnifera. 

Segundo a revisão de literatura foi possível verificar que estudos considerando extratos 

vegetais da raiz da Withania somnifera (DAVIS & KUTTAN, 2000) e do caule de Tinospora 

cordifolia (MATHEW & KUTAN, 1999), assim como  o extrato etanólico da casca do caule 

de Mangifera indica (MAKARE et al., 2001) e os frutos de Punica granatum (ROSS et al., 

2001), promoveram ação imunorregulatória positiva,  aumentando o título de anticorpos 

circulantes e também da proporção de plasmócitos, logo influenciando a atividade de linfócitos 

T e ativação de linfócitos B. 

Para verificação da regulação do sistema imune mediado por citocinas, foi testado o 

extrato etanólico da raíz Boerhaavia difusa, sendo verificada a capacidade antagônica de síntese 

de IL- 2, TNF-α, IL-13, IL-15, interferon-γ, IL-4, IL-5 e IL-10, moléculas importantes nas 

respostas inflamatórias (MEHROTRA et al., 2002). O que ratifica a importância de 

compreender que as pesquisas também estão voltadas a compressão de possibilidades de ações 

inibitórias quando em desequilíbrios do sistema imunológico. 

Em se tratando das plantas de mangue, o efeito imunomodulatório foi analisado a partir 

do extrato das folhas de Conocarpus erectus (Combretaceae), verificando –se a ativação e 

estimulação da proliferação de linfócitos TDC8+, com presença de mediadores pró-

estimulatórios (SANTOS et al., 2018). Algo semelhante, também evidenciado na espécie 

Rhizophora mangle L, que por meio do extrato metanólico das folhas foi possível avaliar a 

capacidade proliferativa de citocinas e liberação de óxido nítrico, tendo sugestiva ação 

farmacológica na imunorregulação (ALMEIDA, 2017).  
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3 MÉTODOS 

 

3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO  

 

Trata-se de um estudo pré-clínico, in vitro, para a caracterização fitoquímica do extrato 

aquoso das folhas de Laguncularia racemosa. Visando avaliar sua atividade antioxidante e 

ações antimicrobianas. Além de analisar a citotoxicidade e potencialidades imunomodulatórias 

em esplenócitos de camundongos. 

 

3.2 LOCAL DE REALIZAÇÃO DO ESTUDO  

 

A pesquisa foi realizada através do Programa de Pós-graduação em Morfotecnologia da 

Universidade Federal de Pernambuco. Os experimentos foram realizados no Laboratório de 

Pesquisa Translacional e Inovação Terapêutica do Departamento de Histologia e Embriologia 

CB/UFPE, no Instituto Nacional do Semiárido (INSA) - PB, no Centro de Pesquisa Aggeu 

Magalhães (CPqAM) da Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e no laboratório de 

Microbiologia Aplicada e Ensaios Antimicrobianos do Departamento de Antibióticos 

CB/UFPE. 

 

3.3 CASUÍSTICA  

 

3.3.1 Critérios de Inclusão  

 

Foram usadas células viáveis ( 95%) isoladas de baço de camundongos BALB/c e 

foram utilizadas culturas puras de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas 

 

3.3.2 Critérios de Exclusão  

 

Células isoladas de baço de camundongos com baixa viabilidade ou portadores de 

alguma patologia. 
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3.4 OPERACIONALIZAÇÃO DA PESQUISA  

 

3.4.1 Material Botânico  

 

As folhas de foram coletadas na fase adulta no período de floração (Janeiro 2018) no 

manguezal da cidade de Itamaracá, distrito de Vila Velha, no estado de Pernambuco, com 7 ° 

40 'de latitude sul e 34 ° 50' longitude oeste, sendo selecionado folhas verdes, aparência vistosa, 

visualmente intacta, livre de danos mecânicos, pragas, doenças ou cor alterada. Uma amostra 

da planta foi identificada pela Profa. Dra. Marlene Barbosa, curadora do herbário do 

Departamento de Botânica, e depositada no Herbário da Universidade Federal de Pernambuco 

(UFPE) sob número UFP: 83.827. A coleta foi autorizada pela Companhia Pernambucana de 

Controle de Poluição Ambiental e Administração de Recursos Hídricos sob autorização do CA 

DFRB N. 120/2014 (Anexo A).  

 

3.4.2 Preparação do extrato aquoso das folhas de Laguncularia racemosa (EALr) 

 

Utilizando as instalações do laboratório de Biotecnologia do departamento de 

Antibióticos da UFPE, foram pesadas as folhas de L. racemosa 1 kg, que foram secas em lugar 

arejado e sob temperatura ambiente (15 ° a 30°), por 2 semanas . Após secagem as folhas de L. 

racemosa foram trituradas em liquidificador industrial, com pequenas porções de folhas e 

tempo variável. Ao final foram transferidas para peneira manual de 80µ.  O resultante foi então 

pesado em balança semi-analítica, para obter 50 gramas. O solvente utilizado foi água destilada, 

sendo aferido o volume de 500 ml de água, por meio de proveta graduada e então foram 

misturados em um béquer de 1000 mL. Foi realizada uma extração aquosa durante 16 horas, 

sob agitação vigorosa em agitador magnético e isento de aquecimento e sob temperatura de (28º 

C). Após as 16 horas a suspensão foi então filtrada por meio de papel de filtro com porosidade 

de 3 µ, para então o extrato aquoso ser submetido a secagem no equipamento Speed Vac por 

24 h.  

  

3.4.3 Perfil Taxonômico 

 

 Para análise dos grupos taxonômicos de L. racemosa (L.) C. F. Gaerth. Utilizou-se a 

base de dados pública UniProt Taxonomy (ID: 190524). Em seguida, os dados foram tratados 

pela base de dados pública de biodiversidade da Enciclopédia da Vida (PARR et al., 2014), 
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com hierarquia taxonômica para L. racemosa (L.) C. F. Gaerth. O software Notepad ++ foi 

usado para montar a base da programação para fazer o cladogram circular, a partir do script 

desta espécie de planta (PAGE, 1996 ; DON HO, 2003). A montagem da árvore filogenética 

foi realizada de acordo com Peterson et al. (2007), e foi utilizado o software TreeViemJ para 

montar o cladogram a partir do script escrito pelo software Notepad ++. Finalmente, a 

modelagem de árvore filogenética foi feita em forma circular através do software Dendroscope 

3. 

 

3.4.4 Caracterização química da Planta  

 

3.4.4.1 Hidrólise com ácido sulfúrico 

 

Foi seguida a metodologia de Gouveia et al. (2009). Amostras de 2 g das folhas de L. 

racemosa foram (moídas a 20 mesh em moinho Wiley) em triplicata, foram pesadas com 

precisão de 0,1 mg foram transferidas para béqueres de 100 mL e tratadas com 10 mL de H2SO4 

72% v/v, sob vigorosa agitação, em um banho termostatizado (Fisatom) a 45 °C por 7 min. As 

amostras foram transferidas quantitativamente para frascos erlenmeyers de 500 mL, 

adicionando-se o volume de 275 mL de água destilada. Os erlenmeyers foram fechados com 

papel alumínio e autoclavados por 30 min a 121°C. Após a descompressão da autoclave, os 

frascos foram retirados e resfriados à temperatura ambiente, sendo a fração sólida separada da 

fração líquida por filtração em papel de filtro qualitativo. A fração líquida foi transferida para 

balão volumétrico de 500 mL, o qual teve o seu volume posteriormente completado com água 

destilada. A solução foi armazenada para análises posteriores de carboidratos, ácidos orgânicos, 

furfural, HMF e lignina solúvel. 

 

3.4.4.2 Determinação de lignina insolúvel na fração sólida 

 

O material retido no papel de filtro foi lavado com 1500 mL de água destilada, 

transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100 °C até massa constante. A 

percentagem de lignina insolúvel total, por meio do cálculo % Lki- Lignina Klason insolúvel; 

Mk - massa de lignina insolúvel seca; MC - massa de cinzas; MA - massa da amostra seca. 
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3.4.4.3 Determinação de cinzas 

 

Após a determinação da lignina insolúvel em meio ácido, a mesma, juntamente com o 

papel de filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado. A amostra foi 

calcinada lentamente até 300 °C e mais 2 h a 800 °C, em uma mufla (Fornitec modelo MDS 

15X15X30). Na determinação das cinzas totais, pesaram-se aproximadamente 2 g das folhas de 

L. racemosa em cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferença de massa, o teor de 

cinzas da lignina insolúvel e das cinzas totais foi determinado pelo cálculo % cinzas (percentual 

em massa de cinzas) = Mc - massa de cinzas (diferença entre a massa do cadinho com cinzas e 

a massa do cadinho vazio); Ma - massa da amostra base seca x 100. 

 

3.4.4.4 Determinacão de Metais da planta 

  

Foram analisados os metais (Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn e Cr) e determinados usando o 

equipamento Atomic Absorption Spectrophotometer, série: AA-6300, da marca Shimadzu. Já 

para o ensaio de sódio (Na) e potássio (K) foram realizados no equipamento Fotômetro de 

Chama, série: DM-61 e marca Digimed. 

 

3.4.5 Caracterização Fitoquímica 

 

3.4.5.1 Determinação quantitativa de Taninos totais  

  

 Foi seguido o método de Seigler et al. (1986) e adaptações. O teor de taninos totais das 

folhas de L. racemosa foi obtido por dissolução da planta 250 mg em água destilada 500 mL. 

Em 2 mL dessa mistura acrescentou-se o reagente Folin-Denis 2mL e a solução restante foi 

agitada vigorosamente deixada em repouso por 3 min. Preparou-se uma solução de carbonato 

de sódio a 8% e 2 mL foi adicionada a mistura. Permanecendo em repouso por 2 horas e após 

esse tempo a amostra foi centrifugada a 2000 rpm para remoção completa de materiais 

suspensos. Para a quantificação de taninos totais foi preparada uma curva nas concentrações 

(0,01, 0,02, 0,14 e 0,16 g/mL), para obter a equação y=1,301x - 0,0394, R² =0,9912. A 

absorvância foi medida a 725 nm utilizando o equipamento espectofotômetro Hewlett Packard, 

série 8453. Após realizou-se o cálculo de tanino, TTP (%) tanino total da planta= TEA (Teor 

de extrato total) X TTE (teor de tanino total do extrato) / 100. 
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3.4.5.2 Determinação de Saponinas 

 

 Pesou-se 2g da das folhas da L. racemosa e diluiu-se com 10 mL de água destilada. Por 

3 minutos foi agitado manualmente e energicamente, no sentido vertical. Após isso, a solução 

foi deixada em repouso por 2 min. Onde foram marcadas as alturas iniciais e finais após a 

agitação. Sendo a reação positiva se apresentada espuma, negativa no desaparecimento de 

espuma e quantificada pelo volume total ocupado pela solução.  

 

3.4.5.3 Determinação de açucares redutores 

 

Para determinação dos açucares redutores foi seguido o método de Miller (1959) e 

adaptado. Os açucares redutores foram quantificados pelo método de Dinitrosalicilato- DNS 

que quantifica glicose, frutose e manose nos tecidos vegetais. Retirou-se 0,5 mL do extrato 

aquoso de L. racemosa e adicionou-se 0,5 mL de DNS. As amostras foram colocadas em tubos 

de ensaio, aquecidas por 5 min sob temperatura de 100 °C, esperou-se o resfriamento e após 2 

min acrescentou-se 6,5 mL de água destilada, agitando vigorosamente até completa 

homogeneização. Foi preparada uma curva de calibração com o padrão glicose nas 

concentrações (0,180, 0,360, 0,540, 0,720, 0,900, 1,080, 1,260 g/L), fornecendo a equação y= 

0,4362x - 0,0274, R²= 0,9901. O branco foi preparado com as mesmas substâncias da amostra, 

mas sem o extrato aquoso. Seguindo para a leitura em espectofotômetro UV visível no 

cumprimento de onda de 540 nm. 

 

3.4.5.4 Determinação de Proteínas totais 

 

Para a quantificação dos teores de proteínas solúveis totais foi empregado o método de 

Bradford (1976), com a utilização do corante coomassie brilliant blue, sob o cumprimento de 

onda de 595nm. Tendo a albumina sérica bovina (BSA) como padrão. Preparou-se uma curva 

de calibração nas concentrações de (0, 0,1 e 0,2 mg/ mL), fornecendo a equação Y= 6,9054x - 

0,0202, R²= 0,9981, com análises em triplicata. 

 

3.4.5.5 Determinação de Flavonoides totais 

 

Os flavonoides totais foram analisados segundo o método de Ordonez (2006). Onde 0,5 

mL da amostra de extrato aquoso de L. racemosa adicionou-se 0,5 mL de solução a 2 % de 
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álcool AlCl3. Após uma hora à temperatura ambiente, a absorvância foi medida em 420 nm e 

uma cor amarela indicou a presença de flavonoides. Uma curva padrão com quercetina (0 - 500 

μg / mL) foi realizada para obter a equação Y = 0,023 x + 0,1509, R² = 0,9956. Os ensaios 

foram realizados em quintuplicado. Os flavonóides são expressos em equivalente de quercetina 

(mg QE / g de extrato). 

 

3.4.5.6 Determinação de Compostos fenólicos  

 

Os conteúdos de fenóis totais foram determinados utilizando o método de Folin-

Ciocalteu, descrito por Rocha et al. (2013), com algumas modificações. O extrato diluído 1 mg 

/ mL foi dissolvido em água destilada. Em 0,02 ml de extrato diluído adicionado 0,1 ml de 

solução de Folin (1:10 v/v). Após incubação, protegido da luz, durante 3 minutos, adicionou-

se 0,08 mL de carbonato de sódio (Na2CO3) (7,5%) As amostras foram incubadas protegidas 

da luz, à temperatura ambiente, durante 120 minutos. Após o tempo de incubação, a absorvância 

foi medida a 765 nm contra um branco (água destilada). Uma curva de calibração da 

representação gráfica da absorvância em função de foi preparada a concentração de ácido gálico 

(0 - 500 μg / mL) e a equação linear (y = 0,0048 x + 0,0016 R² = 0,9999). Os fenóis são 

expressos em equivalente de ácido gálico (mg EAG / g de extrato). 

 

3.4.5.7 Determinação de Proantocianidinas Totais 

  

A determinação da proantocianidina foi baseada na metodologia Sun et al. (1998), com 

adaptações. Um volume de 0,5 mL do extrato foi misturado a 3 mL de solução a 4% de vanilina-

metanol e 1,5 mL de ácido clorídrico. Para o preparo do branco foram 3 mL da solução de 

vanilina-metanol a 4% e, 1,5 mL de ácido clorídrico. Uma curva padrão com quercetina (0 - 

500 μg / mL) foi realizada para obter a equação Y = 0,023 x + 0,1509, R² = 0,9956. As 

preparações ficaram em repouso durante 15 minutos e após foram lidas a 500 nm.  Os conteúdos 

de proantocianidina foram expressos como catequina equivalentes (µg/mL). 

 

3.4.5.8 Determinação da Atividade Antioxidante  

 

3.4.5.8.1 Sequestro de radicais livres: Método DPPH 
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 A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelo radical estável 2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (DPPH), segundo Blois (1958). 2,5 mL da solução de DPPH • (1 mM e DO 517 

= 0,650 ± 0,50 nm) foram misturados em 0,2 mL de extratos, ácido ascórbico e hidroxitolueno 

butilado (BHT) (3,9 - 500 μg / mL). Após 25 minutos, a absorvância foi lida a 517 nm. O 

controle foi adicionado DPPH a 0,2 mL de água. A porcentagem de radicais captadores de 

radicais livres (RSA) foi medida pela fórmula: RSA [DPPH] (%) = [(Sa - Ca) / Ca] x 100. Onde: 

Sa = Absorvância da amostra e Ca = Absorbância de controle. Uma curva de calibração foi 

preparada plotando a absorbância como uma função da concentração de DPPH (0 - 500 μg / 

mL) e depois encontrando a equação linear (y = 0,00007x + 0,0106 R² = 0,9964). O ensaio foi 

realizado em cinco repetições. 

 

3.4.5.8.2 Atividade Antioxidante Total (TAA %) 

  

 A atividade antioxidante total, seguindo Pietro et al. (1999),  foi determinada em 

função do ácido ascórbico, composto considerado com 100% de atividade. 300 µl de cada 

amostra e ácido ascórbico (1 mg / mL) foram adicionados a 3 mL da solução de fosfomolibdênio 

(600 mM de ácido sulfúrico, 28 mM de fosfato de sódio e 4 mM de molibdato de amônio) e 

incubados em água a 95 ° C por 90 minutos . Após o retorno à temperatura ambiente, as 

absorbâncias foram medidas a 695 nm contra um branco (1 mL de solução de fosfomolibdênio 

e 0,1 mL de água). A atividade antioxidante total calculada pela fórmula TAA (%) = [(Sa - Ca) 

/ (Aaa - Ca)] x 100, onde: Ca = Absorbância de Controle, Sa = Absorbância da Amostra e Aaa 

= Absorbância de Ácido Ascórbico. Uma curva de calibração do ácido ascórbico (0-0,5 mg / 

mL) foi realizada para obter a equação y = 0,019x + 0,0723, R2 = 0,9937. O ensaio foi realizado 

em cinco repetições. 

 

3.4.5.9 Screenning fitoquímico - Condições em UPLC-MS (cromatografia líquida de ultra 

performance acoplada à espectrometria de massas) 

 

A cromatografia foi realizada com um cromatógrafo líquido de ultra performance 

(UPLC) Acquity H-Class (Waters). Foi empregada uma coluna BEH 2,1 x 100 mm e tamanho 

de partícula de 1,7µm. As fases móveis utilizadas consistiram de solução aquosa contendo 2% 

de MeOH, 5 mM de formiato de amônio e 0,1% de ácido fórmico (eluente A) e solução 

metanólica contendo 0,1% de ácido fórmico (eluente B), que foram bombeadas a uma vazão de 

0,3 mL/min. A eluição foi realizada em modo gradiente e a condição inicial (98% A/ 2% B) foi 
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mantida por 0,25 minutos. A proporção de B foi aumentando linearmente para 99% em 8,5 

minutos, se mantendo em 99% de B por um minuto, seguida da imediata diminuição para 2% 

de B, onde foi mantida até 11 minutos. Dez microlitros de amostra foram injetados. A 

temperatura da coluna foi mantida a 40 ºC e o auto injetor a 10 ºC. O sistema UPLC foi acoplado 

a um espectrômetro de massa single quadrupolo SQ Detector 2 (Waters). A voltagem do capilar 

foi de 3,5 Kv, a voltagem do cone 30 V, a temperatura de dessolvatação foi de 450 °C, com 

fluxo de gás da fonte de 650 L/h. A aquisição dos dados foi feita em modo fullscan, buscando 

massas entre 100 e 1000 Da, em ionização negativa. A aquisição dos cromatogramas e espectros 

de massas foi feita através do software MassLynx™ (Waters). 

 

3.4.6 Preparação dos testes Antibacterianos  

 

3.4.6.1 Ensaio de difusão em Disco de papel 

 

 O ensaio de difusão em disco de papel, descrito por Shan, Cai, Brooks e Corke, 

(2007), foi utilizado para determinar a inibição do crescimento de bactérias pelo extrato aquoso 

das folhas de L. racemosa. As cepas foram cultivadas em placa a 37 ° C.  Após 24 horas, foi 

realizado um ensaio de difusão em placa utilizando para o teste microorganismos obtidos da 

Coleção de Culturas de Microorganismos do Departamento de Antibióticos da Universidade 

Federal de Pernambuco (UFPEDA) (Tabela 1).  As espécies incluidas foram: Escherichia coli, 

Shiguella flexneri, Salmonella enteritides, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pneumoniae. O meio nutritivo (7 mL) foi adicionado as placas de Petri, 

sequenciado a 25 mL de meio de agar Mueller Hinton, bem como 106 células de cepas foram 

adicionados. Quatro buracos de 6 mm de diâmetro foram formados com a ajuda de um molde 

que forma os poços.  Os Poços foram preenchidos com 20 μL de extrato a ser testado. 

 

Tabela 1 – Microorganismos obtidos da coleção de Microorganismos do Departamento de Antibióticos e 

utilizados para o ensaio antimicrobiano. 

 

(Número da Coleção) * 

 

Microorganismos 

 2 

 

Staphylococcus aureus 
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3.4.6.2 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) e concentração bactericida 

minima (MBC) 

 

 A atividade antimicrobiana foi determinada por microdiluição em placas de 96 poços, 

de acordo com os métodos prescritos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2017).  

O caldo Mueller Hinton foi distribuído em poços e o extrato teste foi adicionado em 

concentrações variando de 1.600 a 6.25 μg / mL. Em seguida, 10 μL de inóculo microbiano 

padronizado, contendo 1,5 x 106 UFC / mL de Escherichia coli, Shiguella flexneri, Salmonella 

enteritides, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, foram 

adicionados. As microplacas foram cultivadas a 37 durante 24 h.  As microplacas foram então 

coradas com 0,03% de resazurina e incubadas de 1 a 4 horas para mudanças de cor. O valor de 

MIC foi determinado na concentração do ultimo poço onde não houve turbidez A concentração 

bactericida mínima foi determinada pelo estabelecimento da subcultura a partir deste poço em 

placas de Petri contendo meio Ágar Müeller Hinton, tendo o semeio do tipo esgotamentoe 

seguido de incubação a 37 ° C por 24 h. Foi considerada a MBC (Concentração Bactericida 

Mínima), a concentração onde não houve crescimento de colônias. A análise foi realizada em 

triplicata (CLSI, 2017). 

 

3.4.7 Animais 

 

Camundongos fêmeas BALB/c (6-8 semanas de idade, 5 animais) foram criados e 

mantidos nas instalações de animais do Laboratório de Imunologia de Keizo Asami - LIKA, 

224 

 

Escherichia coli 

396 

 

Streptococcus  pneumoniae 

 412 

 

 Shiguella flexneri 

415 

 
Salmonella enteritides 

438 

 
Enterococcus faecalis 
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localizado na Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os camundongos foram mantidos 

em condições laboratoriais padrão (20-22 ° C e 12 h ciclo diurno e noturno) com dieta padrão 

(Labina / Purina, Campinas, Brasil) e água “ad libitum”. Todos os procedimentos experimentais 

foram realizados de acordo com o Comitê de Ética em Uso Animal (CEUA) da Universidade 

Federal de Pernambuco (número de protocolo: 0048/2016 –) (Anexo B). 

 

3.4.8 Obtenção dos Esplenócitos  

 

Este procedimento foi realizado de acordo com Melo et al. (2011). Depois da eutanásia 

dos animais (gás CO2), o baço de cada camundongo foi removido assepticamente e colocado 

num tubo Falcon contendo RPMI 1640 com soro fetal bovino (meio completo). Em uma capela, 

cada baço foi transferido para uma placa de Petri e macerados. As suspensões celulares obtidas 

a partir de cada baço foram transferidas para tubos Falcon contendo aproximadamente 10 mL 

de meio incompleto. Os homogeneizados de baço foram sobrepostos numa camada Ficoll-

Paque TM PLUS com a densidade ajustada para 1,076 g/mL e centrifugadas a 1000 xg à 

temperatura ambiente durante 25 min. A camada celular de interface contendo células imunes 

foi recuperada por pipeta Pasteur, lavada duas vezes em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS 1X) e centrifugada duas vezes a 500 g durante 10 min para obtenção do pélite. As células 

foram contadas numa câmara de Neubauer, e a viabilidade celular foi determinada pelo método 

de exclusão do azul de tripan. As células foram utilizadas apenas quando a viabilidade foi  > 

95%. 

 

3.4.9 Análise da viabilidade Celular  

 

Células de Esplenócitos (10 6) foram incubadas por 24 horas com diferentes 

concentrações do EALr ( 50 a 3 µg/mL). As células tratadas e não tratadas foram então 

centrifugadas a 450 xg a 4°C durante 10 min. Após descartar o sobrenadante, adicionou-se 1 

mL de PBS 1X ao precipitado e após ressuspensão, as células foram novamente centrifugadas 

(450 xg, 4ºC, 10 min). O sedimento foi ressuspenso em 300 μL de tampão de ligação (HEPES 

10 mM a pH 7,4, NaCl 150 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM e CaCl2 1,8 mM), transferido para 

um tubo citométrico marcado e anexina V conjugada com isotiocianato de fluoresceína (FITC) 

(1: 500) e iodeto de propídio (PI, 20 μg / mL). A citometria de fluxo foi realizada em uma 

plataforma FACSCalibur (BD Biosciences, San Jose, EUA) e os resultados foram analisados 

usando o software CellQuest Pro (BD Biosciences). As células anexos-FITC negativo/PI 
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positivo foram consideradas como necróticas e as células Anexina-FITC positivas/PI negativas 

foram consideradas na fase inicial de apoptose. Os duplos negativos foram considerados células 

viáveis.  

 

3.4.10 Medição da produção de citocinas utilizando o kit Cytometric Bead Array (CBA) 

 

Os sobrenadantes das culturas tratadas com EALr durante 24h, assim como as células 

não tratadas (controle negativo), foram coletados para a medição da produção de citocinas e 

ensaios de liberação óxido nítrico. A avaliação das citocinas foi realizada utilizando a citocina 

Th1 e Th2 humana II (Becton Dickinson Biosciences, EUA) para a detecção simultânea das 

citocinas:  IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL 17, bem como fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e 

interferon-gama (IFN- γ). 

A medição de citocinas baseou-se no princípio da tecnologia Cytometric bead array 

(CBA) e todos os dados foram adquiridos na plataforma FACS Calibur. A técnica CBA utiliza 

micropartículas ou esferas marcadas com intensidade de fluorescência discreta. As beads de 

captura foram marcadas com alo ficocianina e foram lidas a 650 nm. O anticorpo de detecção 

específico para citocinas foi marcado com fluorocromo de ficoeritrina que emite a 585 nm em 

parâmetros amarelos. A intensidade de fluorescência do parâmetro amarelo é proporcional à 

quantidade de citocina presente nas amostras teste. Resumidamente, amostras de teste (50 μL) 

e anticorpo de detecção de ficoeritrina foram incubadas com as beads de captura e reagente de 

detecção durante 2h no escuro à temperatura ambiente. Todos os anticorpos não ligados foram 

lavados (1,0 mL de tampão de lavagem) e ressuspensos em 300 μL de tampão de fixação antes 

da aquisição de dados na plataforma FACSCalibur. Cada citocina apresentou um pico único e 

bem separado e sete curvas padrão de citocinas individuais (0-5000 pg/mL) foram executadas 

em cada ensaio. 

 

3.4.11 Análise in vitro de nitritos presentes nos sobrenadantes de cultura dos esplenócitos 

de camundongos  

 

Os sobrenadantes de culturas de células incubadas ou não com EALr a 6 µg/mL e 3 

mg/mL , durante 24h foram utilizados para análise de nitrito pelo método colorimétrico de 

Griess (DING et al., 1988). A concentração de óxido nítrico foi estimada usando uma curva 

padrão (3,12-100 μmol / mL). A leitura foi realizada num espectofotômetro (Bio-Rad 3550, 

Hercules, CA) a 595 nm.  
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3.4.12 Ensaio de proliferação usando coloração com 5(6) - éster de N-succinimidil de 

diacetato de carboxifluoresceína (CFSE) 

 

O mesmo protocolo para os esplenócitos obtidos foi utilizado para o ensaio de 

proliferação usando 5(6) éster de N-succinimidil de diacetato de carboxifluoresceína (CFSE). 

Após a obtenção dos linfócitos, a solução celular foi centrifugada a 300 xg à temperatura 

ambiente durante 5 minutos com PBS 1X esterilizado adicionado com SFB 5% (pH 7,2). Depois 

disso, a solução celular foi ajustada para 1x106 cels/mL e recebeu 5 mM de CFSE. As células 

foram incubadas durante 10 minutos à temperatura ambiente no escuro e centrifugadas duas 

vezes a 300 xg por 5 minutos com PBS 1X estéril. As células marcadas com CFSE foram 

cultivadas durante 24 horas com 10 μg/mL de EALr ou apenas meio de cultura (controle 

negativo). Após o término do tempo de cultivo, as células foram centrifugadas (300 xg por 5 

min), foram transportadas para aquisição na plataforma FACSCalibur (Becton Dickinson 

Biosciences) e os resultados foram analisados usando o software Cell Quest Pro (Becton 

Dickinson). 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados foram analisados no software Sigma, versão 2.23.03. A normalidade das 

variáveis quantitativas foi realizada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para detectar as 

diferenças entre os grupos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. O teste t-Student foi utilizado para 

analisar os resultados do ensaio de viabilidade celular. Todos os resultados foram expressos 

como média ± Desvio Padrão e um valor de p <0,05 foi considerado como estatisticamente 

significativo.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização taxonômica e evolutiva de  L. racemosa (L.) C. F. Gaerth 

  

Este estudo investigou conhecimentos taxonômicos, filogenéticos e evolutivos sobre a 

planta de mangue L. racemosa (L.) C. F. Gaerth. Para isso, foi construído um cladograma 

circular que permite verificar a origem evolutiva da L. Racemosa (figura 2). No qual é possível 

observar que L. racemosa não é única espécie do seu gênero Laguncularia, e que pertencente à 

família Combretaceae, uma entre três classes consideradas predominantes em ecossistemas 

manguezais. 

 

Figura 2 - Cladograma evolutivo da espécie  L. racemosa (L.) C. F. Gaerth. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: O software Notepad ++. 

 

4.2 Composição da biomassa das folhas de L. Racemosa 

 

Foi possível dividir a composição da biomassa em dois grupos: estruturais 

(macromoleculares que estruturam as paredes das folhas, sendo a holocelulose o polímero 

prioritário) e os componentes não estruturais, podendo ser extrativos e cinzas (tabela 2), 

identificados como minerais e expressos na (tabela 3). Dentre os minerais, com maior evidência 

para os íons potássio, zinco e manganês. 
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 A presença de minerais de maneira tão evidenciada sugere que a utilização do extrato 

aquoso de L. racemosa pode ser uma fonte polivitamínica e antioxidante, com potencialidade 

nutracêuticas. 

 

Tabela 2 - Caracterização da biomassa de L. racemosa a partir de suas folhas 

 

Laguncularia racemosa Composição (%) 

Holocelulose 57,65 ± 0,5 

Lignina Total 24,65 ± 4,68 

Extrativos 12,35 ± 0,04 

Cinzas Totais 5,32 ± 0,10 

 

Tabela 3 - Qualificação e quantificação de minerais presentes nas folhas da planta L. racemosa. 

 

Íons Unid. de medida Concentração 

P  

mg/100g 

13,32 ± 9,35 

Na 8,24 ± 0,75 

K 257 ± 56,8 

Mg 74,3 ± 7,85 

Ca 119 ± 25,9 

Fe 

µg/100g 

104 ± 27,7 

Cu  78,9 ± 10,8 

Zn  275 ± 100,1 

Mn  256 ± 35,1 

Cr  10,8 ± 3,0 
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4.3 Perfil fitoquímico e prospecção analítica por cromatografia líquida de ultra 

performance acoplada à espectrometria de massas (UPLC-MS) 

  

 Na avaliação dos metabólitos presentes no extrato aquoso das folhas de L. racemosa 

(EALr), foi possível verificar uma alta presença de flavonoides totais e compostos fenólicos, 

contudo também presentes, más de forma minoritária proteinas totais, taninos e saponinas, 

como observado na (tabela 4). 

 

Tabela 4 - Perfil fitoquímico de macromoléculas e compostos secundários do extrato aquoso de L. racemosa. 

 

 Compostos Unidades de medida 
Extrato aquoso de 

L. racemosa 

Proteínas totais (mg/mL) 0,15 ± 0,02 

Açucares redutores  (g/L) 1,6 ± 0,1 

Compostos fenólicos (mg EAG/g) 92,81 ± 3,6 

Flavonoides totais (mg QE/g) 143 ± 0,19 

Taninos totais (%) 3,33 ± 0,008 

Protoantocianidinas (µg/mL) 62,71 ± 0,05 

Saponinas (%) 2,06 

 

  

Os resultados da análise na UPLC-MS do EALr,  identificaram a presença 11 

compostos, entre ácidos fenólicos e flavonoides. Sendo majoritária a presença de flavonoides 

ao total de 9, onde 3 pertencem a classe das flavanas (Catequina, Gallocatequina, , Ouratea-

catequina), 6 pertencem a classe dos flavonóis ( Isoquercetina, Quercetina, Miricetina, Rutina, 

Quercitrina e Kaempferol) e 2 são ácidos fenólicos (Ácido caféico, ácido gentisico), sendo 

diferenciados de acordo com o tempo de retenção, fórmula molecular, peso molecular e massa 

negativa, estão resumidos na (tabela 5). Bem como expressos por meio do cromatograma 

(Figura 3). 
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Tabela 5 - Análise cromatográfica em UPLC-MS dos compostos encontrados no extrato aquoso das folhas de L. 

racemosa. 

  

Número do 

composto 
Compostos 

Tempo de 

retenção (min) 

Fórmula 

molecular 
Massa (Da) 

1 Ácido cafeico b,c 0.91 C9H8O4 180.160 

2 Ácido gentisico a 3.16 C7H6O4 154.026 

3 Kaempferol 3.43 C15H10O6 286.239 

4 Catequina b,c 3.92 C15H14O6 290.271 

5 Gallocatequina b,c 4.31 C15H14O7 306.270 

6 Ouratea-catequina b,c 4.47 C16H16O7 320.089 

7 Rutina a 5.20 C27H30O16 610.153 

8 Isoquercetina b,c 5.62 C21H20O12 464.095 

9 Quercetina a 5.81 C15H10O7 302.042 

10 Miricetina b,c 6.16 C15H10O8 318.037 

11 Quercitrina b,c 6.21 C21H20O11 448.100 

a Confirmado por um padrão. 

b Confirmado por uma referência. 

c Confirmado por massa iônica usando banco de dados químico (Chemspider e PubQuem). 
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Figura 3 - Cromatograma representativo da análise UPLC-MS da solução aquosa extrato de L. Racemosa. 

 

Fonte: A autora. 

 

4.4 Atividade Antioxidante do extrato aquoso de L. Racemosa 

 

A investigação da capacidade antioxidante do EALr,  demonstrou que o extrato tem 

perfil antioxidante, quando confrontado com referências como ácido ascórbico e BHT,  

especialmente pelo método de DPPH (tabela 6). 

 

Tabela 6 - Capacidade de sequestro de radicais livres promovida pelo extrato aquoso das folhas de L. Racemosa. 

 

Amostras 

DPPH 

TAA (%) (IC50 - 

µg/mL) 
(% in 0,5 mg/mL) 

L. racemose 96.82 74.33 ± 7.06 26.84 ± 0.11 

Ácido ascórbico 19.15 90.04 ± 0.16 100 

BHT 20.92 93.13 ± 0.58 4.12 ± 0.10 
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4.5 Atividade Antibacteriana  

 

 Na sequência aos ensaios fitoquímicos foram realizados os ensaios antimicrobianos. E 

segundo a metodologia de Estevam et al. (2009), os extratos de plantas que promovem medições 

de halos de inibição ≥ 10 mm, são considerados ativos.  Considerando o teste de difusão em 

disco de papel o EALr, foi ativo frente às cepas testadas (Tabela 7). 

 

Tabela 7 - Teste de difusão em discos de papel realizado por meio do extrato aquoso das folhas de L. Racemosa. 

Microorganismos 

Médias 

Halos de inibição (mm) DP 

Streptococcus pneumoniae 18 ± 0,00 

Shigella flexneri 18 ± 0,00 

Salmonella enteritidis 17,5 ± 2,12 

Escherichia coli 18 ± 4,95 

Staphylococcus aureus 19 ± 0,00 

Enterococcus faecalis 19 ± 0,00 

 

 Para o teste de MIC e MBC, verificou-se que se faz necessário uma concentração maior 

que 1600 μg/mL para inibição do crescimento microbiano, no que se refere as cepas testadas 

(Tabela 7 ). 

 

Tabela 8 - Determinação da Concentração mínima inibitória (CMI) e Concentração bactericida mínima (MBC). 

Microorganismos 

CMI 

 (μg/mL) 

CMB 

(μg/mL) 

Streptococcus 

pneumoniae > 1.6 

 

> 1.6  

Shigella flexneri > 1.6  > 1.6  
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Salmonella enteritidis > 1.6  > 1.6  

Escherichia coli > 1.6  > 1.6  

Staphylococcus aureus > 1.6  > 1.6  

Enterococcus faecalis > 1.6  > 1.6  

 

4.6 Ensaio de citotoxicidade através da viabilidade celular por anexina V e iodeto de 

propídio 

 

 A viabilidade celular foi testada por meio de esplenócitos de camundongos tratados com 

EALr, pela técnica sofisticada de citometria de fluxo. Os resultados demonstraram que o extrato 

poderia ser usado de forma segura apenas na concentração de 6 μg/mL. Acima dessa 

concentração o extrato promoveu apoptose em esplenócitos (figura 4). Bem como foram 

obtidos resultados proporcionais quando testadas as concentrações de 6 μg/mL e 3 μg/mL, não 

ocorrendo diferenças significativas entre necrose e apoptose.  

 O estudo demonstra possibilidades farmacotécnicas do extrato aquoso de L. Racemosa 

quanto ao desenvolvimento de formas farmacêuticas líquidas, na apresentação de solução oral. 

Bem como, para uso via epidérmica na apresentação de curativos, visando tratar úlceras e 

feridas abertas. 

 

Figura 4 - Investigação de citotoxicidade contra esplenócitos de camundongos promovida por extrato de folhas 

de L. racemosa utilizando coloração com anexina V-FITC e iodeto de propídio em citometria de fluxo. L. 
racemosa induziu apoptose significativa em 50, 25 e 12,5 μg / mL concentrações em relação ao controle (célula 

+ média). Barras verticais representam a média de duas expericias independentes realizadas em triplicado # P ≤ 

0.05. 

                                      

Fonte: A autora. 
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4.7 Ensaio de proliferação in vitro 

 

 A proliferação celular é também um dos mecanismos de defesa do organismo para 

combater agentes externos e faz parte do processo cicatricial. Sendo um comportamento natural 

em um organismo e esse ensaio de grande relevância para avaliar se as células são ativas após 

estímulos externos.  Foram realizados os ensaios imunológicos com EALr nas concentrações 

de 6 μg/mL e 3 μg/mL Verificou-se que o EALr promoveu indução de proliferação de linfócitos 

em esplenócitos na concentração de 6 μg/mL (Figura 5). 

 

Figura 5 - Proliferação celular induzida por extrato aquoso de folhas de L. racemosa em esplenócitos de 

camundongos . Valores significativos foram observados na concentração de 6 μg / mL em relação controle 

(celular + médio). Barras verticais representam a média de dois experimentos realizados em triplicata # P ≤  

0.05. 

                                   

Fonte: A autora. 

 

4.8 Produção de Citocinas 

 

 O perfil imunomodulador foi realizado por meio do sobrenadante obtidos de culturas 

estimuladas, por 24 horas, com concentrações de 6 e 3 μg / mL de extrato aquoso de L. 

racemosa. O perfil de citocinas obtido foi associado com menor estado pró-inflamatório 

(devido a uma diminuição de TNF-, IFN-, IL-2, IL-6). Estando o possível efeito 

antiinflamatório (associado à alta IL-4) (Figura 6). Além disso, a menor produção de IFN- 

pode estar associada à menor produção de óxido nítrico, já que a produção de óxido nítrico não 

foi significativa estatísticamente (Figura 7). 
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Figura 6 - Citocinas produzidas em culturas de esplenócitos tratadas in vitro com 6 e 3 μg / mL do extrato 

aquoso de folhas de L. racemosa. Estas culturas foram realizadas em 24 horas de incubação. As culturas de 

controle foram (células + média). Extrato aquoso induziu supressão de citocinas TNF-, IL-6 e IL-10 e IL-2  não 

foram estimuladas, a IL-17 não foi considerada significante estatisticamente, já a IL-4 foi produzida em valores 

maiores em relação ao controle. Barras verticais representam dois experimentos independentes realizados em 
triplicata # P ≤ 0.05. 

 

Fonte: A autora. 

 

Figura 7 - Associação entre IFN- e produção de óxido nítrico em cultura de esplenócitos estimuladas por 24 

horas, com extrato aquoso de folhas de L. racemosa. As culturas de controle foram células + médias. Nenhum 

estímulo foi observado para esses dois parâmetros. As barras verticais representam dois experimentos 

independentes realizados em triplicata. 

 

Fonte: A autora. 
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5 DISCUSSÃO  

 

Os produtos derivados de plantas são de grande interesse para pesquisas devido à 

variedade de metabólitos ativos presentes nas plantas e também pela compreensão de melhor 

aceitação pela população quando um produto é de origem vegetal (BARREIRO E BOLZANI, 

2009). Há vários estudos que contemplam atividades biológicas nas plantas de origem de 

mangue, como ações cicatriciais, antibacterianas, antiinflamatórias e imunológicas. Entretanto, 

há escassa literatura sobre a planta de mangue, L. Racemosa. O que torna nosso trabalho 

extremamente relevante em evidenciar potencialidades antioxidantes, avaliar a concentração 

segura e citotoxicidade, bem como o perfil de imunomodulação. 

Com finalidade de identificação de compostos químicos, em nosso estudo os ensaios 

fitoquímicos, confirmaram a presença de flavonoídes totais e compostos fenólicos, de maneira 

majoritária. Sendo identificados 11 compostos e destes 9 eram flavonoides e 2 ácidos fenólicos.   

Esses resultados ressaltam a importância da planta como insumo ativo para novos nutracêuticos, 

dermocosméticos e medicamentos voltados ao tratamento do câncer. Considerando que os 

componentes encontrados, são bem relacionados na capacidade antiinflamatória e antioxidante, 

agindo no sequestro de radicais livres e minimização de danos celulares que poderiam mitigar 

o tempo de vida útil da célula. 

 Pinho (2014), analisou a partir do extrato metanólico das folhas de L. racemosa, e 

detectou a presença de 10 flavonoides pertencentes a classe das agliconas: Quercetina e 

Miricetina. A presença de flavonoides havia sido primeiramente evidenciada por Shi et al. 

(2010), onde foram isolados 4 flavonoides narigenina, apigenina, crisina e luteolina. 

Combinando a presença de compostos da classe dos flavonoides a funções biológicas, 

Rodrigues (2015), identificou que na fase butanólica do extrato metanólico das folhas de L. 

racemosa havia a inibição significativa da atividade da trombina humana e coagulação do 

plasma. E que nessa partição, 2 flavonoides foram considerados os mais potentes gerando essa 

inibição, sendo eles a Quercetina 3-0 arabinósido e a Quercetina 3-0 rhamnosideo, e produzindo 

também efeitos na hemostasia. A presença de Quercetina e Miricetina foi detectada também em 

nosso estudo utilizando a fase aquosa do extrato de L. racemosa, o que indica que a diferença 

com relação as fases extrativas de outras pesquisas com solvente metanólico não impactou na 

identificação destes dois ativos. Sendo algo extremamente relevante, considerando que em 

nossa pesquisa analisamos a extração aquosa por ser a forma de extração utilizada pela 

população. 
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Com vistas na atividade antiinflamatória com funções antiedematogênicas e 

antifosfolipásicas. Pinho (2014), realizou o isolamento da enzima sPLA2 (fosfolipase A2), 

extraída do veneno da serpente Bothrops jararacuçu e tratou com extrato metanólico de L. 

racemosa, verificou uma maior atividade na inibição da enzima sPLA2 quando em maiores 

concentrações de flavonoides. Assim como, uma maior atividade antiedematogênica. 

Sugerindo que a ação dos flavonoides na atividade biológica poderia estar interligada a 

dose/resposta. Algo semelhante foi testado por Costa (2018), em que foram isoladas, enzimas 

serino proteases do veneno da serpente Crotalus durisses terrificus, para avaliar a eficiência 

dos flavonoides Quercetina 3-0 arabinósido e a Quercetina 3-0 rhamnosideo, nas atividades 

miotóxicas e antidematogênicas. Contudo o resultado demonstrou que os flavonoides isolados 

não foram capazes de inibir o edema e sugerem que se faz necessário maior nivel de 

peroxidação lipidica e metabolismo de ácido araquidônico.  

Por meio das análises antimicrobianas, verificamos em nossa pesquisa que o extrato 

aquoso de L. Racemosa foi considerado de baixa atividade. Diante das concentrações testadas, 

observamos que se faz necessário, concentrações superiores a 1600 µg/mL, para uma atividade 

antimicrobiana mais satisfatória, segundo os ensaios de CMI e MBC. 

Ações na atividade antifúngica foram pesquisadas por Silva M.R.O (2004), que realizou 

ensaios comparativos a partir de extratos metanólicos das cascas e folhas de L. racemosa para 

determinar as sensibilidades contra leveduras e fungos dermatófitos. Revelou que a partir das 

folhas de L. Racemosa o extrato metanólico foi considerado de intermediária atividade contra 

as leveduras (T. Pullulans e C. glabrata) e não houve atividade antimicrobiana quando 

utilizando as cascas. Também obteve resultado satisfatório frente a fungos dermatófitos (C. 

glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis), más sem atividades quando com extrato a partir das 

cascas. Silva M.R.O et al. (2011), avaliou que a cepa Mycelia Sterilia, extraída das folhas de L. 

Racemosa apresentou resultados satisfatórios contra as bactérias (S. Aureus, B. Subtilis, M. 

Luteus), como gram-positivos e E. Coli (gram-negativo). 

Foi possível observar, de maneira bastante satisfatória, o perfil antioxidante do extrato 

aquoso de L. Racemosa, ainda mais quando pelo método de sequestro de radicais livres, DPPH. 

O que veio a corroborar com o entendimento de que a atividade antioxidante correlaciona-se 

com as concentrações de compostos fenólicos (VALENTÃO et al., 2003). E segundo a 

literatura essa correlação entre compostos fenólicos e a redução de radicais livres advém da 

possibilidade de interações químicas com espécies reativas, podendo também ocorrer por 

quelação de íons livres, ou ainda por interagir na inibição de enzimas envolvidas na geração de 

radicais livres (CROFT, 1998; PARR e BOLWELL, 2002; YANG et al., 2002). 
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Compreende-se que a atividade antioxidante é a mais pesquisada e atribuída a presença 

de flavonoides. E essa atividade de sequestro de radicais livres tem sido alvo de pesquisas 

voltadas aos benefícios da redução do extresse oxidativo e ações anticancerígenas, 

principalmente em estágios iniciais. Más entende-se que esses benefícios vão além, onde os 

flavonoides podem influir em demais etapas na via de estimulação do sistema imunológico, 

como as ações na via regulação de sinais, na indução de proliferação celular e permear ações 

imunomodulatórias (ARON; KENNEDY, 2008; RIBEIRO et al., 2015). 

Em se tratando das potencialidades imunomodulatórias das plantas de mangue. Santos 

et al. (2018), analisou a partir das folhas de Conocarpus erectus (Combretaceae), planta de 

mesma família da L. Racemosa, seu o perfil imunomodulatório e citotóxico a partir de células 

de esplenócitos de camundongos. Verificou presença de perfil imunomodulatório da planta e 

baixa toxicidade, revelando que o extrato aquoso das folhas induziu a proliferação de linfócitos 

TCD8+, produção de citocinas (IL-2, IL-10, TNF- α) e síntese de óxido nítrico. Almeida (2017), 

pesquisou as potencialidades do extrato metanólico das folhas de Rhizophora mangle L. e 

quanto a imunomodulação verificou que o extrato foi também, capaz de promover proliferação 

celular e imunomodulação em esplenócitos de camundongos através da produção das citocinas 

(TNF-α, IL-2, IL-4, IL-6 e IFN-ℽ), bem como a liberação de óxido nítrico. Levantando a 

hipótese de que as potencialidades imunomodulatórias sejam comuns as plantas de manguezais 

brasileiros. 

Em nosso estudo verificamos o potencial de imunomodulador do extrato aquoso de L. 

Racemosa, por meio da baixa citotoxicidade, (concentração de 6 µg/mL), indução de 

proliferação celular e também estimulação da produção de citocina (IL-4), sugerindo um perfil 

antiinflamatório. Estando esta citocina IL-4, intimamente ligada com quadros inflamatórios 

alérgicos (PARKIN e COHEN, 2001).  Nossos resultados sugerem potencialidades do extrato 

aquoso de L. racemosa, quando na apresentação medicamentosa oral, voltadas a redução de 

quadro alérgicos respiratórios e também alimentares.  Assim como possibilidades para via 

epidérmica como indutor cicatricial (curativos), voltados a feridas abertas com foco em 

minimizar inflamações e estimular cicatrização. 
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7 CONCLUSÕES 

 

• Nosso estudo confirmou que a planta de mangue L. racemosa (L.) C. F. Gaerth, 

pertence à família Combretacea.  

• Possui em sua biomassa presença de compostos estruturais como celulose e ligninas e 

não estruturais, com riqueza de minerais, dentre eles Potássio, Zinco e Manganês. 

• A partir do extrato aquoso das folhas de Laguncularia racemosa, foram realizados os 

ensaios fitoquímicos, que confirmaram a presença de flavonoídes totais e compostos 

fenólicos, de maneira majoritária. Sendo identificados 11 compostos e destes 9 eram 

flavonoides e 2 ácidos fenólicos.  

• Verificou-se a atividade antioxidante do extrato aquoso e de maneira bastante 

pronunciada pelo método de DDPH. 

• Quanto aos ensaios antimicrobianos, pode-se avaliar baixa atividade antimicrobiana. 

Sugerindo que uma melhor atividade antimicrobiana possa ser alcançada quando em 

concentrações superiores a 1600 µg/mL, segundo os ensaios de CMI e MBC. 

• A concentração segura e eficaz do extrato foi 6 µg/mL, onde ocorreram menores níveis 

de apoptose e necrose. Algo equivalente fora obtido também na concentração de 3 

µg/mL. Nessas concentrações o extrato apresentou indução de proliferação celular e 

liberação de citocina (IL-4) por células de esplenócitos de camundongos, in vitro. 

Estando relacionada a um perfil antiinflamatório. 

• O extrato aquoso das folhas de Laguncularia racemosa, possui compostos ativos 

capazes de promover atividade antioxidante, proliferação celular, liberação de 

mediador antiinflamatório e com baixa citotoxicidade. Tendo possibilidades 

farmacológicas que podem medear pesquisas voltadas a formulações de nutracêuticos, 

dermocosméticos, indutores cicatriciais (curativos). Bem como, medicamentos 

anticancerígenos, principalmente em estágios iniciais. 
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Abstract  22 

  23 

One of the four most incident species in mangrove is the Laguncularia racemosa, plant widely used in popular 24 
medicine against inflammation and fever. Here, L. racemosa was investigated in relation to their 25 
phytochemical profile, antioxidant activity and antimicrobial effect. Moreover, a cytotoxicity assay was 26 
performed in vitro using splenocytes of Balb/c mice to evaluate the safety dose of aqueous extract obtained 27 
from leaves as well as the immunostimulatory effects. Laguncularia racemosa showed the presence of ions, 28 
proteins, carbohydrates, vitamins and high concentration of phenolic compounds. Antioxidant activities were 29 
promoted by aqueous extract, especially in DPPH and NO assays. From 6 µg/mL the extract did not induce 30 
significant cell death, stimulated the cell proliferation and the production of IL-4. Beyond, decreases of IFN-31 
γ, TNF-α and IL-6 were found. The presence of essential nutrients, significant antioxidant activity and immune 32 
stimulation confirm the use of this plant in folk medicine against inflammation.    33 

Keywords: L. racemosa, Phenolic compounds; cytokines; anti-inflammatory.  34 

  35 

  36 
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  40 

  41 

 42 

 43 

 44 

 45 

 46 

  47 
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1. Introduction  48 

Mangroves are productive and diverse ecosystems that provide large amounts of organic matter 49 

(Nagelkerken et al., 2008; Sebastianes et al., 2012a). Australia, Indonesia and Brazil have the greatest 50 

abundance of mangroves in the world with different species of invertebrates, animals, plants and 51 

microorganisms (Sebastianes et al., 2012b).  52 

Four major plant species are prevalent in mangroves environment, Conocarpus erectus, Rizophora 53 

mangle, Avicennia schaueriana and Laguncularia racemosa. These plants are different in morphology 54 

(vegetal anatomy), in resistance to environmental stress (different salinity fluctuations) and in survival 55 

adaptive mechanisms (growth in various substrates like sand, peat, volcanic lava and carbonate sediments) 56 

(Arrivabene et al., 2014). Furthermore, the composition of secondary metabolites present in these species 57 

can be change in accordance with seasonality, rain and dry months, presence of pollution and accumulation 58 

of heavy metals (Pan and Wang, 2012; da Souza et al., 2014).  59 

  Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn., popularly known as white mangrove, belongs to 60 

Combretaceae family and it is present in Pacific and Atlantic coasts and tropical southern Asia (Shi et al., 61 

2010). Many popular stories affirm different ethnomedicinal actions promoted by aqueous and organic 62 

extracts obtained from the plant, as well as, bark infusion associated with astringent action, and use against 63 

dysentery, aphthae, inflammation, fever and scurvy.  64 

  Few studies were published until now proving the biological potential by the plant. A previous 65 

publication showed action in different targets induced by phenolic compounds isolated from L. racemosa, as 66 

insecticidal activity and cancer-related protein kinase inhibition (Shi et al., 2010). Moreover, hydroalcoholic 67 

extracts exhibited molluscicidal action (Mendes et al., 2017) and leaves inserted in dietary of laying hens 68 

promoted a decreasing of lipid and cholesterol in the yolk of eggs and on hen’s plasma (Al-Harthi et al., 2009). 69 

Aiming to evaluate the ethnomedicinal use, here we investigated the presence of secondary metabolites and 70 

nutrient compounds present in leaves of L. racemosa and the antioxidant, antimicrobial, cytotoxic and 71 

immunostimulatory effects promoted by aqueous extract obtained from leaves of the plant.  72 

  73 

2. Material and Methods  74 

2.1 Plant material and collection location  75 

Adult leaves of Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn were collected in April 2018 in Itamaracá Island 76 

mangrove, Pernambuco, Brazil (7°40' S, 34°50' W). Healthy leaves with green and showy aspects, visually 77 

intact, free of bugs, diseases or altered color were selected. A voucher specimen was identified and deposited 78 

in Geraldo Mariz Herbaria at Universidade Federal de  79 
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Pernambuco under the number 83.827. Plant collection was authorized by the State Environmental Agency, 80 

Recife, Pernambuco, under number CA DFRB N. 120/2014.  81 

  82 

2.2 Chemical structure analysis of L. racemosa leaves  83 

 84 

  The chemical composition of leaves in terms of holocellulose, lignin, extractives and ash was obtained 85 

according to Santos et al. (2018). For total ashes, the metals ions were detected and quantified using the 86 

Atomic Absorption Spectrophotometer, AA-6300 series, Shimadzu brand. For sodium (Na) and potassium (K), 87 

assays were performed in the Flame Photometer, DM-61 series and Digimed brand.  88 

  89 

2.3 Aqueous extraction from leaves of L. racemosa   90 

 91 

After collection, the leaves were kept at room temperature for 4 days drying. The dried leaves were 92 

crushed in Reverse Black Oster and the pulverized material (20g) was diluted in 0.15 M NaCl (200 mL) in the 93 

proportion of 10 % (w/v). Therefore, using an orbital and alternative incubator shaker (Lab Companion™ IS-94 

971) the material was kept under agitation (400 rpm) in constant temperature (28 ºC) for 16 hours. After the 95 

stirring time, the material was filtered using filter paper and centrifuged (15 min, 10,000 x g). The supernatant 96 

was collected and called aqueous extract of Laguncularia racemosa leaves. The extract was lyophilized and 97 

6.92 g of crude material was obtained. Material was stored at -20 °C until use.  98 

  99 

2.4 Determination of total protein and carbohydrates  100 

 101 

  Total proteins content was measured according to Bradford method (1976), with Coomassie brilliant 102 

blue dye, using absorbance of 595 nm. Bovine serum albumin (BSA) was used as standard. The standard curve 103 

was performed in different concentrations (0, 0,1 e 0,2 mg/mL) to obtain the equation (y = 6.9054x – 0.0202; 104 

R² = 0.9981). To determine the reducing sugars present in aqueous extract from leaves of L. racemosa an 105 

analysis with 3,5 Dinitrosalicylic Acid (DNS) second Miller et al. (1959) and Snehal et al. (2012) with 106 

adaptations was performed. Aliquots of 0.5 mL of extract were added to 0.5 mL of DNS. The system was 107 

heated to 100 ºC for 5 min. After this, 6.5 mL of distilled water were added to samples and were read in 108 

spectrophotometer (Hewlett-Packard, model 8453) in 540 nm. Distilled water was used like blank. The sugar 109 

concentration was determinate by equation (y = 0,4362x - 0,0274; R² = 0,9901) and glucose (0.02-1.2 g/L) 110 

was used as standard.  111 



63  

  

Assays were performed in triplicate.   112 

 2.5 Investigation of total phenolic and flavonoid contents  113 

Total phenolic and flavonoid content assays were performed in accordance with Santos et al. (2018). 114 

Folin-Ciocalteu method was used to measure total phenols content and a calibration curve was prepared by 115 

plotting the absorbance as a function of the gallic acid concentration (500 to 3.9 μg/mL) and then finding the 116 

linear equation (y = 0.0048x + 0.001 6; R² = 0.9999). Absorbance was measured at 765 nm. Phenols contents 117 

are expressed in gallic acid equivalent (mg/g GAE). To determine the total flavonoids, a standard quercetin 118 

curve (500 to 3.9 μg/mL) was performed to obtain the equation (y = 0.023x + 0.1509; R² = 0.9956). 119 

Absorbance was measured at 420 nm. Flavonoid content is expressed as quercetin equivalent (mg/g QE). 120 

Each investigation was performed in five replicates and absorbances were read using spectrophotometer 121 

Hewlett Packard, 8453 series.   122 

2.6 Investigation of tannins and protoantocianidines contents  123 

 124 

The total tannins content was obtained according to Seigler et al. (1986) with modifications. Dried 125 

leaves (250 mg) were dissolved in distilled water (500 mL). The reagents Folin-Denis and sodium carbonate 126 

8% were added to this mixture (2 mL each), the solution was stirred and incubated for 2 hours. After this 127 

time, solution was centrifuged and for total tannins quantification a standard curve of tannic acid in different 128 

concentrations (0.01, 0.02, 0.14 e 0.16 g/mL) was performed to obtain the equation (y = 1.301x – 0.0394; R² 129 

=0.9912). The absorbance was measured in 725 nm using spectrophotometer Hewlett Packard, 8453 series. 130 

Protoantocianidin investigation was performed according to Sun et al. (1998), with modifications. Aqueous 131 

extract (0.5 mL) was mixed with vanillin-methanol 4% and chloridic acid (1.5 mL). Blank was prepared with 132 

vanillinmethanol solution 4% and chloridic acid (1.5 mL). The reading absorbance was 500 nm. A standard 133 

curve with quercetin (0 - 500 μg/mL) was performed to obtain the equation (Y = 0.023 x + 0.1509; R² = 0.9956). 134 

Both assays were performed in triplicate.  135 

  136 

2.7 Phytochemical analysis and investigation of the presence of vitamins by High performance liquid 137 

chromatography  138 

Phytochemical compounds and vitamins investigation was performed with the by HPLC 1200 Infinity 139 

Series chromatograph (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). The HPLC is equipped with quaternary 140 

pump, auto sampler, column oven, and diode array detector. Separation was performed on a RP 18 column 141 

(Zorbax SB-C18, 4.6 × 250 mm, 5 µm; Agilent Technologies). The sample (5 µL) was subjected to the following 142 

linear gradient of 0.3% acetic acid in water (A) plus acetonitrile (B) at a flow rate of 2.4 mL/min and 30 °C: 143 
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98% A (0 min) - 90% A (10 min) - 15% A (27 min). Analyzes with standard for secondary metabolites and 144 

vitamins were also performed. Each assay was performed in two independent assays.  145 

  146 

2.8 Ultra-performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-MS)  147 

Chromatography was performed with an Acquity H-Class (Waters) ultra-performance liquid 148 

chromatograph (UPLC). A BEH 2.1 x 100 mm column and a 1.7 μm particle size were employed. The mobile 149 

phases used consisted of aqueous solution containing 2 % MeOH, 5 mM ammonium formate and 0.1 % formic 150 

acid (eluent A) and methanolic solution containing 0.1 % formic acid (eluent B), which were pumped at a flow 151 

rate of 0.3 mL/min. Elution was performed in gradient mode and the initial condition (98 % A / 2 % B) was 152 

maintained for 0.25 minutes. The B ratio increased linearly to 99 % in 8.5 minutes, remaining at 99 % B for 153 

one minute, followed by immediate decrease to 2 % B, where it was maintained for up to 11 minutes. Ten 154 

microliters of sample were injected. The column temperature was maintained at 40 °C and the auto injector 155 

at 10 °C. The UPLC system was coupled to a single quadrupole mass spectrometer SQ Detector 2 (Waters). 156 

The capillary voltage was 3.5 Kv, the voltage of the 30 V cone, the desolvation temperature was 450 °C, with 157 

gas flow from the source of 650 L/hr. The data acquisition was done in fullscan mode, searching for masses 158 

between 100 and 1000 Da, in negative ionization. Chromatograms and mass spectra were acquired through 159 

MassLynx™ software (Waters). The eluted compounds were identified based on their retention time and 160 

accurate masses, compared with corresponding standard compounds (sinapic acid, quinic acid, gentisic acid, 161 

rutin, quercetin, 3-Oglucoside aaffeic acid, coniferaldehyde, kaempferol-rutinoside, salicylic and curcumin) 162 

and reference.  163 

  164 

2.9 Antioxidant investigation  165 

2.9.1 TAA, DPPH and ABTS assays  166 

Investigation on antioxidant activity were performed according to Cruz-Filho et al. (2018). Total 167 

antioxidant activity (TAA), DPPH free radical sequestration and ABTS radical cation elimination activity were 168 

chosen to measure the antioxidant activity. For all assays ascorbic acid was used as standard molecule and it 169 

was considered with 100% activity. TAA was measured through reaction between aqueous extract and 170 

phosphomolybdenum solution (600 mM sulfuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium 171 

molybdate). The absorbance was measured in 695 nm and values were calculated by the formula TAA (%) = 172 

[(Sa - Ca)/(Aaa - Ca)] × 100, where: Ca = Control absorbance, Sa = Sample absorbance and Aaa = Ascorbic acid 173 

absorbance. A calibration curve of ascorbic acid (500 to 3.9 μg/mL) was performed to obtain the equation (y 174 

= 0.019x + 0.0723; R2 = 0.9937. Free radical sequestration was performed through DPPH radical.  175 
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DPPH solution was mixed with aqueous extracts in different concentrations (500 to 3.9 μg/mL) to 176 

find the IC50 of extract. After 25 min of incubation, the absorbance was read at 517 nm and values obtained 177 

were inserted in the formula: DPPH (%) = [(Sa - Ca)/Ca] × 100. Where: Sa = Sample absorbance and Ca = 178 

Control absorbance. The concentration of the sample required to inhibit 50% (IC50) of DPPH was calculated 179 

by calibration curve prepared by plotting the absorbance as a function of DPPH concentration (500 to 3.9 180 

μg/mL) and then finding the linear equation (y = 0.00007x + 0.0106; R² = 0.9964). The y value was substituted 181 

by 50 to obtain IC50. ABTS radical cation elimination activity was performed through mixing stock solution of 182 

ABTS (ABTS 7mM, ethanol and potassium persulfate solution 140mM) and different concentrations of 183 

aqueous extracts (500 to 3.9 μg/mL). The absorbance was measured in 734 nm and percentage of inhibition 184 

was calculated by the formula ABTS (%) = [(Ac − As)/(Ac)] × 100. Ac = Absorbance of the ABTS solution without 185 

sample, As = Sample Absorbance. All assays were performed in five replicates. The equipment used in reads 186 

was the spectrophotometer Hewlett Packard, 8453 series.  187 

2.9.2 Nitric oxide radical scavenging assay  188 

The nitric oxide radical scavenging assay was performed acconding to Barapatre et al. (2016) with 189 

modifications. Aqueous extract (1 mg/mL) and sodium nitrite reagent (1mM) were mixed in phosphate buffer 190 

saline (20 mM, pH 7.4) and incubated for 2 hours in room temperature (25 ± 2 ºC). After incubation, 1.5 mL 191 

of Griess reagent (containing 1% sulphanilamide, 0.1% N-1naphtyl-ethtylenodiamine and 5% H3PO3) was 192 

added to samples. The absorbance was 570 nm and represented as the IC50 concentration of extract. Ascorbic 193 

acid was used as a standard. This assay was performed in triplicate and read in spectrophotometer Hewlett 194 

Packard, 8453 series.  195 

  196 

2.9.3 Lipid peroxidation assay  197 

The lipid peroxidation promoted by aqueous extract was determined using the ferric thiocyanate 198 

method described by Shigh (2001). The emulsion of linoleic acid was prepared by homogenizing 35.1mg of 199 

linoleic acid and 50mL of ethanol. Aliquots of the extract, with a concentration of 1mg/mL, were individually 200 

mixed with 2.5 mL of the linoleic acid emulsion and 2.5 M phosphate buffer (pH 7.0), packed in glass vials 201 

with a screw cap, and incubated in circulation oven at 50°C. Every 24 hours of assay, 50µL of this solution was 202 

withdrawn and added to 50 µL of 75% (v/v) ethanol, 50µL of 30%  ammonium thiocyanate and 50µL of 203 

chloride solution of 0.02 M iron in 3.5% HCl. After 3 minutes at room temperature, the absorbance at 500 nm 204 

was measured in ELISA microplate reader (Polaris Ceter ). The degree of inhibition of linoleic acid 205 

peroxidation was calculated using the algebraic expression: % inhibition = (final mean absorbance of control 206 

- final mean absorbance of the sample) / final mean absorbance of control x 100. Assays were performed in 207 

triplicate.  208 
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2.10 Antimicrobial assays  209 

2.10.1 Plate-hole diffusion assay  210 

The plate-hole diffusion assay described by Shan, Cai, Brooks and Corke, (2007), with changes, was 211 

used to determine the growth inhibition of bacteria by aqueous extract of L. racemosa leaves. Strains were 212 

cultivated in plate at 37 °C. After 24 hours, a plate-hole diffusion assay was performed using microorganism 213 

strains test obtained from the Microorganism Culture Collection of Antibiotics Department of Universidade 214 

Federal de Pernambuco (UFPEDA). Species included for testing were: Staphylococcus aureus, Enterococcus 215 

faecalis, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella enteritidis. Nutrient 216 

medium (7 mL) was added to the petri dishes, after refining, 25 mL of Mueller Hinton agar medium containing 217 

106 cells of strains were added. Four 6 mm diameter holes were formed with the aid of a mold forming the 218 

wells. Wells were filled with 20 μL of extract to be tested.  219 

  220 

2.10.2 Determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration 221 

(MBC)  222 

Antimicrobial activity was determined by microdilution in plates of 96 wells, according to the 223 

methods prescribed by the Clinical and Laboratory Standards Institute (2017). Mueller Hinton broth was 224 

distributed in wells and extract was added at concentrations ranging from 1,600 to 6.25 µg/mL. Then, 10 225 

µL of standardized microbial inoculum, containing 1.5 x 106 CFU/mL of Staphylococcus aureus, 226 

Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae, Shigella flexneri, Salmonella 227 

enteritidis, was added. Microplates were cultured at 37 °C for 24h. Microplates were then stained with 0.01 228 

% resazurin and incubated from 1 to 4 hours to observe color changes. The minimum bactericidal 229 

concentration was determined by establishing subculture wells on Petri dishes containing the Mueller Hinton 230 

agar and incubating at 37 °C for 24 h.  231 

 232 

2.11 Immunomodulatory analysis in Balb/c mice splenocytes  233 

2.11.1 Animals, ethical considerations and splenocytes obtainment for cultures  234 

Female BALB/c mice (6–8 weeks old; 5 animals) were raised and maintained at the animal facilities 235 

of the Laboratory of  Immunopathology Keizo Asami - LIKA located in Universidade Federal de Pernambuco, 236 

Brazil. Mice were kept under standard laboratory conditions (20–22°C and 12 h day and night cycle) with free 237 

access to standard diet (Labina/Purina, Campinas, Brazil) and water. All experimental procedures were 238 

performed according to the Ethics Committee of Animal  239 

Use of the Universidade Federal de Pernambuco (protocol number: 0048/2016). Mice were 240 

anesthetized with 2% xylazine (10 mg/kg) and 10% ketamine hydrochloride (115 mg/kg), followed by cervical 241 
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dislocation, and the spleens were removed aseptically and placed in a conical centrifuge tube containing 242 

RPMI 1640 medium (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA) with fetal calf serum. The spleens were obtained 243 

through separation in Ficoll-PaqueTM Plus (GE Healthcare Life Sciences, Sweden) with density adjusted to 244 

1.077 g/mL second Cruz-Filho et al. (2018). Cell viability was determined by the trypan blue exclusion method 245 

and were used only when viability was 98%.  246 

  247 

2.11.2 Cytotoxic investigation on mice splenocytes  248 

Cells (106/well) were incubated in plates of 24 wells for 24 hours with different concentrations (50 to 249 

3 µg/mL) of aqueous extract of L. racemosa leaves. The analysis of cell viability was performed using Annexin-250 

V-FITC and Propidium iodide-PE fluorescent dyes to cytometry. The assay was performed according to Melo 251 

et al. (2011). Flow cytometry was performed in 10,000 events, in triplicate and in a FACS Calibur (Becton 252 

Dickinson Biosciences) and analyzed using Cell Quest Pro software (Becton Dickinson). Result of the analysis 253 

was performed in graphs by dot plot. Annexin-FITC negative/PI positive cells were considered necrotic cells 254 

and Annexin-FITC positive/PI negative represented splenocytes in the early stage of apoptosis.  255 

Double negatives were considered viable cells.  256 

 257 

2.11.3 Proliferative investigation on mice splenocytes  258 

After splenocytes obtainment, cell solution was centrifuged at 300 ×g at room temperature for 5 min 259 

with sterile PBS 1X added with SFB 5% (pH 7.2). The cell solution was adjusted to 107 cells/mL and received 5 260 

mM of 5(6)-carboxyfluorescein diacetate N-succinimidyl ester (CFSE). Cells were incubated for 10 min at room 261 

temperature in the dark. Cells were centrifuged twice at 300 ×g for 5 min with sterile PBS 1X. Cells stained 262 

were cultured for 24 hours with 6 and 3 μg/mL of aqueous extract of L. racemosa leaves or only in culture 263 

medium (sample used as negative control). After culture time, cells were centrifuged (300 × g/5 min) carried 264 

to acquisition on FACS Calibur platform (Becton Dickinson Biosciences) in 10,000 events and results were 265 

analyzed using Cell Quest Pro software (Becton Dickinson).  266 

  267 

2.11.4 Investigation of immunomodulation on mice splenocytes  268 

  The immunomodulatory effect was evaluated through Th1/Th2/Th17 cytokines production and nitric 269 

oxide release. Cells were incubated for 24 hours with 6 and 3 µg/mL of aqueous extract and centrifuged (1800 270 

rpm / 10 minutes) to collect supernatants. The supernatants were used to measure the cytokines production 271 

by flow cytometry and nitric oxide release by spectrophotometer. Cytokines were measured by cytometric 272 
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beads assay (CBA - Becton Dickinson ) in 1800 events in FACS Calibur platform (Becton Dickinson 273 

Biosciences) according to fabricant instructions. Nitric oxide was measured through nitrite analysis by the 274 

colorimetric Griess method (Ding et al., 1988) using a standard curve (3.12–400.0 μmol/mL) and a microplate 275 

spectrophotometer (Thermo Scientific Multiskan GoW/Curvette,Waltham) at 595 nm.  276 

  277 

3. Results  278 

Phytochemical investigation on Laguncularia racemosa leaves showed a high content of ions, 279 

especially K, Ca, Zn, Mn and Fe (Table 1).   280 

  The phytochemical profile of aqueous extract of L. racemosa leaves showed the presence of proteins, 281 

carbohydrates and a high prevalence of phenolic compounds (Table 2). The results were confirmed by HPLC 282 

chromatogram analysis identifying two phenolic compounds, rutin and ellagic acid (Table 3 and Figure 1). 283 

Rutin corresponds to 0.91% of extract, with retention time of 21:49 min and absorption spectrum similar to 284 

the standard analyzed with λmax = 256; 356 nm. Ellagic acid corresponds to 8.15% of L. racemosa extract, 285 

identified in the retention time of 22:45 m, exhibiting a maximum absorption in the range of 254 to 368 nm, 286 

similar to the spectrum of the standard to which it was compared (Figure 2). UPLC-MS analise identified 11 287 

compounds, 8 of them by interpreting mass spectra and using previously reported in scientific literature and 288 

database. The identity of the rest 3 compounds was confirmed by comparing their retention times with 289 

available standards and fitting the measured accurate masses with formulas available in different databases 290 

(Table 4). Representative chromatogram in Figure 3). Furthermore, HPLC chromatogram analysis also showed 291 

the presence of three vitamins B1, B3 and B6 (Figure 4).  292 

Studies about antioxidant action promoted by aqueous extract showed high potential induced by 293 

extract. Results, showed in Table 5, indicates special antioxidant action associated by elimination of ABTS 294 

radical cation (IC50 = 59.60 ± 0.50 µg/mL).  295 

Biological tests using aqueous extract of L. racemosa was divided into two targets, microbiological 296 

action and safety use against animal cells. Moreover, the possible immunological stimulus in vitro was also 297 

performed on these cell cultures. Inhibition wells above 10 mm promoted by aqueous extract of L. racemosa 298 

leaves showed activity against tested strains (Table 6). However, the results associated with MIC50 and MBC 299 

showed weak antibacterial action (Table 6).   300 

The cytotoxicity against animal cells was performed using Balb/c mice splenocytes with the technique 301 

of separation through Ficoll gradient. In this technique, only lymphocytes and monocytes present in spleens 302 

of mice are recovered and cultivated in plates. The goal of this assay was to evaluate if the aqueous extract 303 

is toxic against animal cells and if this compound is able to promote immunostimulation in vitro. Results 304 
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showed that the aqueous extract of L. racemosa leaves could be used only under 6 µg/mL (Figure 5). Above 305 

this concentration, the extract promotes apoptosis in splenocytes.  306 

  After cytotoxicity evaluation, all immunomodulatory assays were performed only in two 307 

concentration, 6 and 3 µg/mL. A proliferative assay was performed to evaluate if aqueous extract was able 308 

to induce clonal expansion in lymphocytes. This behavior naturally occurs in an organism and this assay is 309 

very important to confirm if immune cells are active after an exogenous stimulus.  310 

Results showed that aqueous extract induced proliferative status in splenocytes in 6 µg/mL (Figure  311 

6).   312 

The immunomodulatory profile was performed with supernatant cultures obtained from stimulated 313 

cultures, for 24 hours, with 6 and 3 µg/mL of aqueous extract. Cytokines profile obtained was associated with 314 

lower proinflammatory status (due to a decrease of TNF- , IFN-  and IL-6, see Figure 7 and 8) and possible 315 

anti-inflammatory effect (associated with high IL-4 production, see Figure 7). Moreover, lower IFN-  316 

production can be associated with lower nitric oxide production observed in our results (Figure 8).  317 

4. Discussion  318 

  Studies on biological properties promoted by L. racemosa are not commonly found in literature. 319 

Furthermore, up to now studies evaluating the biomedical potential from that plant have been not found but 320 

only with isolated metabolites. Our study aimed to reach different targets to respond the use of L. racemosa 321 

in folk medicine. The leaves were evaluated in their physiological and nutritional contents. We investigated 322 

the antioxidant activity and the safe use for animal cells associating with immunological stimulation.  323 

  In our results, high concentrations of sugars, protein and ions were found and the presence of some 324 

B-complex vitamins. According to Bourre (2006), the human physiology, especially brain, requires essential 325 

nutrients found in diet, like vitamins, ions (Ca, K, Mg, Na, Zn), fatty acids and essential amino acids. Moreover, 326 

the Dietary Reference Intakes (DRI), used in this study to evaluate the perceptual of nutrients in L. racemosa, 327 

shows the great necessity of the daily intake of those compounds (Padovani et al., 2006).  328 

B-complex vitamins acts in essential processes, as production of energy, maintenance of 329 

temperature, synthesis of fat and protein metabolism in human organism (Spinas et al., 2015). Moreover, 330 

researchers have shown the importance of those vitamins for the nervous and immune systems functions. 331 

The high dose of B1 Vitamin stimulates the angiogenesis by inducing proliferation of human endothelial 332 

progenitor cells and inhibiting apoptosis (Saghiri et al., 2017). B3 Vitamin also stimulates the angiogenesis in 333 

human endothelial cells and may play an important role in increasing absolute neutrophil count in healthy 334 

rat (Saghiri et al., 2017; Yang et al., 2014). B6 Vitamin act in different manners stimulating the immune 335 

system. Its absence in diet can promotes reduction in lymphocyte proliferation, alter the cytokine profile, 336 
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decreased the number and mitogen response of blood lymphocytes, as T-helper cells (Spinas et al., 2015; 337 

Ueland et al., 2017).  338 

 Antioxidant foods are also recommended in Dietary Reference Intakes because their properties 339 

reduce the adverse effects promoted by reactive oxygen and nitrogen species. The recommendation is the 340 

consumption of 2000 mg per day of Vitamin C, for example (Amaya-Farfan et al., 2001). The aqueous extract 341 

of L. racemosa leaves showed high antioxidant activity in all performed assays. Those results were higher 342 

than other studies using different mangrove plants. Recent publication from our group with three organic 343 

fractions obtained from leaves of Conocarpus erectus (also Combretaceae) showed values of 2.55%, 10.89% 344 

and 9.17% of TAA for hexanic, ethyl acetate and ethanolic fractions, respectively (Santos et al., 2018). In the 345 

present study we obtained 26.84% of total antioxidant activity with aqueous extract of L. racemosa. Similar 346 

to our results, the high activity of DPPH free radical sequestration was found in other mangrove species as  347 

R. mangle and K. candel that exhibited IC50 of 89.831 and 93.51 μg/mL, respectively (Zhang et al., 2010). 348 

Moreover, different organic fractions obtained from Avicennia marina, at 800μg/mL of concentration 349 

showed a rate of  93.24% to 54.80% of scavenging activity on ABTS (Lincy et al., 2013).  350 

These antioxidant properties can be associated with a high presence of phenolic compounds, 351 

especially ellagic acid and rutin, identified in the aqueous extract. Ellagic acid participates in antioxidant redox 352 

reactions and is present in many plants (Ríos et al., 2018). Some studies associated the ellagic acid with 353 

ascorbic acid in relation to it antioxidant property (Ratnam et al., 2006). Furthermore, ellagic acid has been 354 

reported to be effective in inhibiting lipid peroxidation and can exert potent anti-inflammatory activities 355 

(Priyadarsini et al., 2002; Mishra and Vinayak, 2014; Ríos et al., 2018). Rutin is a flavonol glycoside also present 356 

in various vegetables with many pharmacological actions, antioxidant and antitumor, proven by scientific 357 

reports (Deschner et al., 1991; Ahmed et al., 2010; Alam et al., 2017).  358 

Antimicrobial assays showed small activities against investigated strains. According to Estevam et al. 359 

(2009) extracts of plants that form zones of inhibition ≥ 10 mm are considered active. Moreover, Vieitez et 360 

al. (2018) and Santos et al. (2018) affirm that extracts of plants can be classified, in accordance with MIC, as 361 

strong inhibitors (MIC50 ≤ 0.5 mg/mL), moderate inhibitors (MIC50 between 0.6 and 1.6 mg/mL) or weak 362 

inhibitors (MIC50 > 1.6 mg/mL). Correlating these informations with our results, the antimicrobial action 363 

promoted by aqueous extract from leaves of L. racemosa was active but weak.  364 

Similar to the action mechanism induced by ellagic acid, immunological assays performed in this study 365 

showed the trend of the anti-inflammatory profile. After investigation of in vitro safety dose, Balb/c 366 

splenocytes were stimulated, in low concentrations of aqueous extract, to proliferate and to produce high 367 

amounts of IL-4 and few amounts of IFN- , TNF-  and IL-6. These latest cytokines are related with 368 

proinflammatory status in immunological response and IL-4 is required for the development of airway 369 

inflammatory response in asthma (Ray and Cohn, 1999). Maybe, besides secondary metabolites found, the 370 
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immunological stimulus is also related to the presence of B-complex vitamins previous discussed in this 371 

section. Similar investigation was proposal by Santos et al. (2018b) investigating the immunostimulatory 372 

profile promoted by aqueous extract from leaves of Conocarpus erectus (also from Combretaceae family). 373 

However, different to our findings, these authors indicated the pro-inflammatory profile of extract with 374 

production of the IL2, IL-10, TNF- , IFN-  cytokines, nitric oxide release and lymphocyte T CD8 activation. 375 

Terminalia arjuna (Combretaceae) also showed immunomodulatory effect when used as adjuvant therapy 376 

in coronary artery disease (Kapoor et al., 2015). Similar to our results, leaf extract from Withania somnifera 377 

decreased the production of the TNF-α, IL1-β, IL6 as well as ROS via downregulation of NFκB in inflamed 378 

primary microglial cells (Gupta and Kaur, 2016) and  Ginseng–Panax quinquefolius induced neuroprotective 379 

mechanism may be mediated by the downregulation of nitric oxide, superoxide, and TNF-α expression (Ke et 380 

al., 2014).  381 

  382 

5. Conclusion  383 

  L. racemosa showed a high presence of essential nutrients, significant antioxidant activity and 384 

immunological stimulation inducing an anti-inflammatory profile. These findings are associated with 385 

neuroprotective action, cicatricial development, asthma and against inflammatory diseases, confirming some 386 

rational uses in folk medicine. This study may contributes to future investigations in the evaluation of the 387 

nutritional and biomedical potentials of mangrove plants.  388 
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Table 1 

Table 1: Biomass characterization and ion quantification obtained from L. racemosa leaves  

 

 
DRI = Dietary Reference Intakes recommended per day for males (31–50 years).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 2 

Table 2: Phytochemical profile of primary and secondary compounds present in aqueous 

extract of L. racemosa leaves.  

  

 Compounds  Aqueous extract from 

leaves of L. racemosa   
DRI (%)  

Total proteins (mg/mL)  0.15 ± 0.02  0.0002  

Reducing sugars (g/L)  1.6 ± 0.1  1.2  

Phenolic compounds (mg EAG/g)  92.81 ± 3.6  NA  

Flavonoids (mg QE/g)  143 ± 0.19  NA  

Tannins (g/mL)  3.33 ± 0.008  NA  

Protoantocianidins (µg/mL)  62.71 ± 0.05  NA  

NA = Not applicable. DRI = Dietary Reference Intakes recommended per day for males 

(31–50 years)  

  

 

 

 

 

 

  



Table 3 

Table 3: Phenolic compounds identified in the aqueous extract from leaves of L. racemosa by 

HPLC-UV.  

  

Compounds  Retention  

Time  

Area  Area %  λmax (nm)  Compound class  

Rutin  21.49  861844679  0.91  256; 356  Flavonoid  

Ellagic Acid  22.45  7708256717  8.15  254; 368  Phenolic Acid  

  



 

Figure 1 

Click here to download Figure(s): Figure 1 Elivania Maria da Silva.docx 

  

Figure 1: HPLC Chromatogram of aqueous extract of L. racemosa leaves. Rutin and Ellagic acid found in HPLC 

analysis.  

   

http://ees.elsevier.com/foodchem/download.aspx?id=2530530&guid=6034dca4-87b4-4133-a854-acd88063ec1b&scheme=1
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Figure 2: Absorption spectrum of molecules identified in the aqueous extract from leaves of L. racemosa.  

   

http://ees.elsevier.com/foodchem/download.aspx?id=2530531&guid=963a1165-71f3-4073-a1b7-c624037b7aa7&scheme=1


 

Table 4 

Table 4: Compounds identified in aqueous extract of L. racemosa by Ultraperformance liquid chromatography 

coupled to mass spectrometry.  

  

Compound  

Number  

Compound Name  Retention time  

(min)  

Molecular 

formula  

Mass (Da)  

 1        Caffeic acidb,c  0.91  C9H8O4  180.160  

 2        Gentisic acida  3.16  C7H6O4  154.026  

 3        Kaempferol  3.43  C15H10O6  286.239  

 4        Catechinb,c  3.92  C15H14O6  290.271  

 5        Gallocatechinb,c  4.31  C15H14O7  306.270  

 6        Ouratea-catechinb,c  4.47  C16H16O7  320.089  

 7        Rutina  5.20  C27H30O16  610.153  

 8        Isoquercetinb,c  5.62  C21H20O12  464.095  

 9        Quercetina  5.81  C15H10O7  302.042  

 10        Miricetineb,c  6.16  C15H10O8  318.037  

 11        Quercitrinb,c  6.21  
C21H20O11  

448.100  

a Confirmed by a standard. 
b Confirmed by a reference.  
c Confirmed by ion mass using chemical database (Chemspider and PubQuem). 
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Figure 3: Chromatogram representative of the UPLC-MS analysis of the aqueous extract of L. racemosa.  
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Figure 4: HPLC Chromatogram of aqueous extract of L. racemosa leaves. Vitamins B1, B3 and B6 found in HPLC 

analysis.  

   

  

http://ees.elsevier.com/foodchem/download.aspx?id=2530534&guid=d56c5b5e-9d2d-429d-a7dc-c4ee19a9c47f&scheme=1


 

Table 5 

Table 5: Antioxidant activity promoted by aqueous extract of L. racemosa leaves.  

  

Sample  TAA  DPPH  ABTS  Nitric oxide  lipid 

peroxidation  

(%)  (IC50 - µg/mL)  (IC50 - µg/mL)  (IC50 - µg/mL)  (%)  

L. racemosa  26.84 ± 0.10  96.82  59.60 ± 0.50  61.13 ± 3.9  26,81 ± 0.01  

Ascorbic acid  100  19.15  99.9 ± 0.10  ND  71.70 ± 0.01  

ND = not detected  

  

   



 

Table 6 

  

Table 6: Inhibition wells, Minimum Inhibitory Concentrations (MIC50) and Minimal Bactericidal Concentrations 

(MBC) of aqueous extract of L. racemosa leaves.  

  

Strains  Inhibition wells  

(mm)  

MIC50  (µg/mL)  MBC   

(µg/mL)  

Staphylococcus aureus  19.0 ± 0.00  > 1.6  > 1.6  

Enterococcus faecalis  19.0 ± 0.00  > 1.6  > 1.6  

Escherichia coli  18.0 ± 4.95  > 1.6  > 1.6  

Streptococcus pneumoniae  18.0 ± 0.00  > 1.6  > 1.6  

Shigella flexneri  18.0 ± 0.00  > 1.6  > 1.6  

Salmonella enteritidis  17.5 ± 2.12  > 1.6  > 1.6  

  

  



 

 

Figure 5: Citotoxicity investigation against mice splenocytes promoted by aqueous extract of 

L. racemosa leaves using annexin V-FITC and propidium iodide-PE staining in flow cytometry. 

L. racemosa induced significant apoptosis in 50, 25 and 12.5 µg/mL concentrations in relation 

to control (cell + medium). Vertical bars represent the average of two independent 

experiments performed in triplicate. # P  0.05.  

   

  



 

 

Figure 6: Cell proliferation induced by aqueous extract of L. racemosa leaves in mice 

splenocytes. Significant values were observed in 6 µg/mL concentration in relation to control 

(cell + medium). Vertical bars represent the average of two independent experiments 

performed in triplicate. # P  0.05.  

   

  



 

  

Figure 7: Cytokines produced in splenocytes cultures treated in vitro with 6 and 3 µg/mL of 

the aqueous extract of L. racemosa leaves. These cultures were performed in 24 hours of 

incubation. Control cultures was cell + medium. Aqueous extract induced suppression of TNF-

, IL-6 and IL-10 cytokines. IL-2 and IL-17 were not stimulated and IL-4 was produced in higher 

values in relation to control. Vertical bars represent two independent experiments performed 

in triplicate. # P  0.05.  

  

  

Figure 8: Association between IFN-  and nitric oxide production in splenocytes cultures 

stimulated, for 24 hours, with aqueous extract from leaves of L. racemosa. Control cultures 

was cell + medium. None stimulation was observed to these two parameters. Vertical bars 

represent two independent experiments performed in triplicate.   
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