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RESUMO

A importancia das plantas medicinais e seus efeitos terapéuticos vém sendo constatada
ao longo do tempo, e muitas vezes, estas sao usadas como Unico recurso para o tratamento
de diversas doengas. A espécie Miconia ferruginata DC. (Melastomataceae) ¢ conhecida
popularmente como pixirica-do-campo ou babatendo, tem sido usada na medicina popular
para tratar inflamagdes e infecgdes. Considerando o seu uso popular e os resultados
promissores para o potencial anti-inflamatorio, antitumoral e antioxidante, maiores
esforcos na investigacao terapéutica da M. ferruginata tornam-se necessarios, a fim de
validar tal potencial. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar as atividades
antioxidante e anti-inflamatoria de extratos etandlicos brutos de folhas, do caule, de
inflorescéncia e da casca da espécie Miconia ferruginata DC. A quantificagdo de
compostos fendlicos e a avaliagdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos foi
realizada por meio da espectrofotometria. Todos os extratos brutos de Miconia
ferruginata apresentaram teores de compostos fendlicos totais (CFT) com destaque para
o extrato de inflorescéncia (120,137 mg EAG/g extrato). A atividade redutora dos extratos
avaliada pela captura do radical DPPH® demonstrou maior captura para o extrato de caule
(ECsode 483,58 ng/mL pg/mL). A citotoxicidade dos extratos foi avaliada sobre células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano, apds 24 horas ou cinco dias de
cultura, empregando o método de exclusdo com azul de Tripan. Concentracdes ndo
toxicas dos extratos M. ferruginata foram utilizadas para avaliar o efeito dos extratos
sobre a proliferagdo de linfocitos e suas subpopulacdes TCD4 e TCDS, observando-se o
decaimento da fluorescéncia de células marcadas com VPD450, em culturas estimuladas
pela fitohemaglutinina (PHA). Os extratos apresentaram efeito inibitdrio sobre a resposta
proliferativa de linfécitos e de suas subpopulagdes T CD4 e T CD8. A produgdo das
citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a e IL-2) por PBMC tratadas com os extratos e
estimuladas com PMA e ionomicina também foi avaliada, utilizando a técnica de
citometria de fluxo. Os extratos ndo tiveram efeito sobre a produgdo das citocinas IFN-y
e TNF-a pelos linfocitos totais. No entanto, houve diminui¢do de IL-2 em linfocitos totais
tratados com extrato bruto de inflorescéncia. Assim, no presente estudo os extratos
etanolicos brutos de Miconia ferruginata mostraram atividade antiproliferativa, a inibi¢ao
da proliferacdo de linfocitos pelo extrato de inflorescéncia parece estar associada a
inibicio da citocina mitogénica IL-2. E provavel que a atividade antioxidante observada

possa estar relacionada a presenca de compostos fendlicos nos extratos brutos de folhas,



de caule, de inflorescéncia e da casca, sendo necessario maiores investigacdes para

comprovagdo da provavel associacdo destas atividades.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Atividade Antioxidante. Citotoxicidade. Miconia

ferruginata. Atividade Anti-inflamatoria.



ABSTRACT

The importance of medicinal plants and their therapeutic effects have been observed over
time, and they are often used as the only resource for the treatment of various diseases.
The species Miconia ferruginata DC. (Melastomataceae) is popularly known as pixirica-
do-campo or babatendo, it has been used in folk medicine to treat inflammation and
infections.  Considering its popular use and the promising results for its anti-
inflammatory, antitumor and antioxidant potential, greater efforts in the therapeutic
investigation of M. ferruginata become necessary in order to validate such potential.
Thus, the aim of this study was to investigate the antioxidant and anti-inflammatory
activities of crude ethanol extracts from leaves, stem, inflorescence and bark of the
species Miconia ferruginata DC. The quantification of phenolic compounds and the
evaluation of the in vitro antioxidant activity of the extracts was performed using
spectrophotometry. All crude extracts of Miconia ferruginata showed levels of total
phenolic compounds (CFT) with emphasis on the inflorescence extract (120,137 mg
EAG/g extract). The reducing activity of the extracts evaluated by DPPH® radical capture
showed greater capture for the stem extract (ECso of 483.58 pg/mL pg/mL). The
cytotoxicity of the extracts was evaluated on human peripheral blood mononuclear cells
(PBMC), after 24 hours or five days of culture, using the Trypan blue exclusion method.
Non-toxic concentrations of M. ferruginata extracts were used to evaluate the effect of
the extracts on the proliferation of lymphocytes and their TCD4 and TCDS
subpopulations, observing the decay of the fluorescence of cells labeled with VPD450, in
cultures stimulated by phytohemagglutinin (PHA). The extracts showed an inhibitory
effect on the proliferative response of lymphocytes and their T CD4 and T CDS8
subpopulations. The production of proinflammatory cytokines (IFN-y, TNF-o and IL-2)
by PBMC treated with the extracts and stimulated with PMA and ionomycin was also
evaluated using the flow cytometry technique. The extracts had no effect on the
production of IFN-y and TNF-a cytokines by total lymphocytes. However, there was a
decrease in IL-2 in total lymphocytes treated with crude inflorescence extract. Thus, in
the present study the crude ethanol extracts of Miconia ferruginata showed
antiproliferative activity, the inhibition of lymphocyte proliferation by the inflorescence
extract seems to be associated with the inhibition of the mitogenic cytokine IL-2. It is
likely that the antioxidant activity observed may be related to the presence of phenolic
compounds in the crude extracts of leaves, stem, inflorescence and bark, requiring further
investigation to prove the probable association of these activities.

Keywords: Medicinal Plants. Antioxidant activity. Cytotoxicity. Miconia
ferruginata. Anti-inflammatory activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com fins medicinais para o tratamento, a cura e a prevencao
de doengas ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade
(MACEDO, 2016; WHO, 2014-2023). Apresenta-se como importante instrumento na
assisténcia farmacéutica, principalmente, em paises em desenvolvimento (OMS, 2002;
CRAVOTTO et al., 2010).

Os efeitos terapéuticos das plantas medicinais estdo relacionados aos metabolitos
secundarios presentes em sua composi¢ao, que podem estar correlacionados a potenciais
atividades biologicas, entre elas as atividade antioxidante e anti-inflamatoria (LI ef al.,
2020; PEREIRA et al., 2021).

Os antioxidantes sdo classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, sendo
frequentemente encontrados em fontes naturais (OLIVEIRA et al., 2009; VELLOSA et
al., 2021). Entre os antioxidantes provenientes de vegetais encontram-se os compostos
fenolicos, que tém sido associados a capacidade de combater os prejuizos celulares
decorrentes do estresse oxidativo e processos inflamatorios cronicos JAUREGUI, 2007;
HUSSAIN et al., 2016).

Os polifenodis possuem quatro classes de metabolitos secundarios, os acidos
fenolicos, os flavonoides, os estilbenos e as lignanas. (BOUAYED; BOHN, 2010). Em
especial, os flavonoides possuem capacidade de reduzir a producao e eliminar as espécies
reativas, além de exercer um papel eficaz como fatores anti-inflamatérios
(ARULSELVAN et al., 2016). Este efeito parece estar associado a quelacdo de tracos de
elementos envolvidos na producdo de radicais livres, pela captura direta de espécies
reativas de oxigénio (ROCHA; SOUZA, 2018), capacidade desses compostos em inibir
enzimas importantes no processo inflamatorio, tais como a fosfolipase A2 (PLA2) (KIM
et al., 2004; CHEN et al., 2018), a lipo-oxigenase (LOX), a ciclooxigenase-2 (COX-2),
além de promover a modulacdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
(PIETTA, 2000; YOON; BAEK, 2005; SANTANGELO et al., 2007, MARTINS, 2013).

Os polifenois e outros metabolitos secundarios sao encontrados em diferentes
espécies vegetais. A espécie Miconia ferruginata, uma planta do Cerrado, conhecida
popularmente como pixirica-do-campo ou babatendo, assim como outras plantas da
familia Melastomataceae, se insere neste contexto e, ¢ utilizada com fins medicinais

(CAMPOS; AVELAR-FREITAS, 2018). Estudos quimicos com espécies do género
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Miconia apontam a presenga de terpenoides, catequinas e flavonoides, sendo esses os
possiveis responsaveis pelas atividades bioldgicas associadas a essas espécies. Na
literatura ja foram demonstrados por meio de estudos, in vitro e in vivo, atividades
antimicrobiana, antitumoral, antinociceptiva, leishimanicida e antioxidante destas plantas
(VASCONCELOS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008; PEIXOTO et al., 2011;
SERPELONI et al., 2011; LIMA, 2016; CRUZ, 2017; CUNHA et al.,2019; BARROSO
etal., 2021).

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa verificou, em estudos de triagem de
atividades biologicas in vitro, que extratos brutos de M. ferruginata apresentaram efeitos
antioxidante, antitumoral e anti-inflamatério, (BARROSO, 2015; LIMA, 2016;
CORDOBA, 2017; CRUZ, 2017). De maneira geral, os extratos etanolicos apresentaram
efeito citotoxico altamente seletivo frente a diferentes células tumorais (BARROSO
2015; CORDOBA, 2017). Os extratos aquosos das folhas (45pg/mL) e do caule (15, 20
e 30 ug/mL) apresentaram elevada inibigdo proliferativa de linfocitos estimulados por
mitdgenos em comparagdo a dexametasona, com eficacia de 39,9%, 57,3%, 137,4% e
251,8%, respectivamente. O extrato aquoso do caule se destacou uma vez que, quando
avaliado na concentra¢do de 30 pg/mL apresentou eficécia 2,5 vezes superior ao fairmaco
padrao (BARROSO, 2015). Também foi observada elevada capacidade antioxidante e
redugdo do burst respiratorio em neutrofilos (LIMA, 2016; CRUZ, 2017). Estes
resultados sugerem possivel atividade antioxidante e anti-inflamatdria destes extratos.
Contudo, ainda sdo necessarias investigagdes mais detalhadas sobre os efeitos dos
extratos brutos de folhas, caule, inflorescéncia e casca de M. ferruginata a fim identificar
e validar tais atividades. Ademais, torna-se necessario compreender os mecanismos
celulares pelos quais a M. ferruginata atua no processo inflamatdrio, requerendo
avaliagdes quanto a producdo das citocinas, a proliferacdo de subpopulagdes de linfocitos

(T CD4 e T CD8) e, também da quantificagcdo do efeito antioxidante.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.  As plantas medicinais

A importancia das plantas medicinais e seus efeitos terapéuticos vém sendo
constatadas ao longo do tempo, e muitas vezes sao utilizadas como unico recurso para o
tratamento de diversas doengas (KOPAEI, 2012; JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Para a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as plantas medicinais sdo instrumentos
importantes da assisténcia farmacéutica, especialmente da populagdo de paises em vias
de desenvolvimento, no que se refere & Atengdo Primaria a Satide (OMS, 2011). Assim,
o uso das plantas pode ser uma alternativa para manutengao, prevengao e tratamento de
satde para diferentes patologias (RODRIGUES et al., 2007, DANTAS et al, 2018;
EBRAHIMI et al., 2020).

No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas para o tratamento de
diversas doengas (RODRIGUES et al., 2008) e, essa abordagem ¢ favorecida pela
diversidade da flora brasileira (SOUZA et al., 2017). Dentre os seis biomas do Brasil, o
Cerrado se destaca por ser o segundo maior bioma nacional e ser considerado um Aotspot
mundial (JOLY ef al., 2011). As plantas encontradas no Cerrado despertam o interesse
da pesquisa, pois estas constituem fontes de promissores compostos bioativos
(CARAMORI et al., 2004). Atualmente, os estudos com produtos fitoterapicos vém com
expectativa de aumentar a regularizagao e distribuicao destes produtos no Brasil, visando
a disponibilidade de medicamentos para atendimento a popula¢do (OLIVEIRA, 2016).
De acordo com a WHO, cerca de 80% da populagdo mundial faz uso das plantas
medicinais na aten¢do primaria a saude (WHO, 2014-2023). A utilizagdo de plantas
medicinais e fitoterdpicos deve ser realizada por meio de prescricao adequada e
informacao sobre possiveis interagdes medicamentosas (MATTOS et al., 2018). Assim,
sd0 necessarios mais estudos com plantas medicinais, incluindo espécies vegetais
provenientes do Cerrado, com o objetivo de averiguar seus reais potenciais
farmacologicos e assegurar a seguranca de seu uso (SOUZA, 2015).

De acordo com a diretriz da Politica de Plantas Medicinais e Fitoterapicos de
2006, ¢ garantido a populacdo a obtengdo e o uso das plantas medicinais e fitoterapicos
com seguranga, eficicia e qualidade (BRASIL, 2006). Estudo realizado no Vale do
Jequitinhonha de Minas Gerais mostrou que 73% dos participantes faziam uso de plantas

medicinais, e dessas 90% utilizavam plantas dos quintais de suas casas. Importante
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ressaltar que 94,4% acreditavam que as plantas ndo poderiam fazer mal (CRUZ et al.,
2015). No estado de Santa Catarina, também foi observado um grande uso de plantas
medicinais pela populacdo do municipio de Blumenau, as plantas eram colhidas em suas
residéncias e feitas em forma de chas. Ainda foi visto, que os principais usudrios foram
do sexo femininos e com idade avancada (ZENI, 2017).

Adicionalmente, também foi demonstrado por Piriz (2013) o elevado uso de
plantas medicinais, sendo maior uso nas comunidades rurais e usuérios do Sistema Unico
de Saude (SUS) e da Estratégia Saude da Familia (ESF). O uso das plantas medicinais se
deve a fatores econdmicos, sociais e culturais, associado ao alto custo de consultas
médicas, as dificuldades de acesso, ao custo de medicamentos e, ao conhecimento de
comunidades tradicionais, que culturalmente usam plantas com fins preventivos e
terapéuticos (SIMOES et al., 1999; NICOLETTI et al., 2015; CAMPOS; AVELAR-
FREITAS, 2018).

Contudo, o uso inadequado e desconhecimento de efeitos secundarios de plantas
pode ocasionar reagdes adversas, intoxicagdes, algumas até graves, levando a morte
devido a presenca de substancias toxicas (NAVARRO MOLL, 2000; FRANCA et al.,
2008; VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009; FARZAEI et al., 2020). Um exemplo
¢ o uso da Ruta graveolens, conhecida como arruda, em mulheres gravidas seu uso pode
provocar efeitos teratogénicos, hemorragias e at¢ mesmo provocar abordo (GORRIL et
al., 2016). Foi observado que informagdes sobre intoxicacdes e outros efeitos advindos
da utilizacdo das plantas ndo atinge as pessoas que fazem uso do servigo publico de saude
(SILVA, 2003; ALEXANDRE; BAGATINI; SIMOES, 2008; SILVEIRA, BANDEIRA;
ARRAIS 2008), tornando-se necessario a capacitacdo de profissionais de satde
relacionada a plantas medicinais para orientar sobre o seu uso de forma segura e eficaz
(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; MACEDO, 2016; HARAGUCHI et al.,
2020). Portanto, estudos etnobotanicos, quimicos e farmacoldgicos sao importantes para
identificar os fatores de riscos, os mecanismos de a¢do e a padronizagao do uso de plantas
medicinais (VEIGA- JUNIOR et al., 2005; SILVEIRA, BANDEIRA; ARRAIS 2008;
JAMSHIDI-KIA, 2018; FARZAEI et al., 2020).

A pesquisa com plantas medicinais interliga investigacdes da medicina tradicional
e popular; isolamento, purificacdo e caracterizacdo de principios ativos; investigagao
farmacologica de extratos, fragdes e constituintes quimicos isolados; modificacdes

estruturais e a preparacdo de diferentes formulagdes para a producdo de fitoterapicos.
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Assim, a jungao destas areas multidisciplinares na pesquisa de plantas medicinais pode

desencadear a descoberta de drogas promissoras e eficazes (MACIEL et al., 2002).

2.2. Familia Melastomatacea e o género Miconia

A familia Melastomatacea apresenta aproximadamente 4.500 espécies, com quase
dois tercos dessas encontradas nas Américas. Esta familia estd representada por 100
géneros, sendo o género Miconia Ruiz & Pav, o maior e mais representativo, com cerca
de 1000 espécies (MEYER, 1998; MARTINS, 2009). As espécies sdo, em maior parte,
arbustos e ervas de sub-bosque, e estdo distribuidas em habitats secos a imidos, desde o
nivel do mar a grandes altitudes, mas ¢ possivel encontrar outras formagdes como
trepadeiras, epifitas, ervas anuais e perenes. Suas folhas sdo geralmente curvinérveas
acrodroma, estames falciformes, sem estipulas e anteras poricidas facilitam sua distingao
entre outras espécies (MARTINS, 1996; RENNER 2004; ROMERO, 2002;
ALBUQUERQUE et al., 2013).

Estudos fitoquimicos de espécies do género Miconia detectaram compostos das
classes dos triterpenos e, alquilbenzoquinonas (GUNATILAKA et al., 2001;
VASCONCELOS et al., 2006; MARTINO et al., 2008; FERREIRA, 2010;
TARAWNEH et al., 2014; LIMA et al., 2020). Contudo, a maioria dos constituintes
quimicos relatados pertencem ao grupo dos compostos fenolicos, especialmente os
flavonoides (CHAN et al., 1992; KINGSTON et al., 2000; DOS SANTOS et al., 2012,
NDJATEU et al., 2014; LIMA et al., 2020). Esses compostos tém sido apontados como
os responsaveis pelas atividades anti-inflamatdria, antioxidante e analgésica, e sdo
indicadas para tratar artrite, artrose e dores musculares. Dentre esses, os flavonoides ja
foram apontados como responsaveis por forte efeito antioxidante e anti-inflamatorio
(RICE- EVANS et al., 1996; MANCINI et al., 2008; SERAFINI; PELUSO;
RAGUZZINI, 2010; PIERONI et al., 2011). Os compostos triterpenos pentaciclicos,
especialmente, os acidos ursolico e oleanolico, tem registros também de atividade anti-
inflamatoria (VASCONCELOS et al., 2006; DALLA; GNOATTO; GOSMANN, 2009).

Muitas espécies do género Miconia t€m sido utilizadas na medicina popular como
agentes anti-inflamatorios e antibidticos. Estudos cientificos preliminares com algumas
espécies tém mostrado potenciais atividades biologicas, tais como agdo antimicrobiana,
antitumoral, antimutagénica, antimalarica, antinoceptiva, antiparasitaria, antioxidante e

anti-inflamatoria (CELOTTO et al., 2003; CRUZ; KAPLAN, 2004; CUNHA, 2003;



19

CUNHA et al.,2006; VASCONCELOS et al., 2006; CUNHA et al., 2008; RODRIGUES
et al., 2008; PIERONI et al., 2011; PEIXOTO ef al., 2011; SERPELONI et al., 2011;
BARROSO, 2015; LEITE, 2016; LIMA, 2016; CRUZ, 2017; GATIS- CARRAZZONI et
al.,2018; CUNHA et al., 2019; GONTLO et al. 2019; BARROSO et al., 2021).

A Miconia albicans (SW.) conhecida popularmente como canela de velho ¢ uma
das espécies mais estudadas no género (SERPELONI et al., 2008; PIZA, 2009; PIERONI
etal.,2011; SANTOS; COUTO, 2018; LIMA, 2020; QUINTANS- JUNIOR et al., 2020;
GOMES et al., 2021). Tem sido aplicada comercialmente na forma de chas, capsulas de
extratos secos e pomadas de uso adjuvante e cosmético, que nao necessitam de liberacdo
da ANVISA, para tratar dores musculares e articulares.

Estudos vém sendo realizados para correlacionar a composi¢do quimica com as
atividades biologicas atribuidas a espécie. Vasconcelos ef al. (2003) investigaram efeitos
analgésicos dos extratos brutos (hexano, cloreto de metileno e etanol) obtidos das partes
aéreas de Miconia albicans SW pelo teste de contor¢do. Os autores verificaram que os
extratos hexanico e cloreto de metileno, administrados por via oral, produziram
antinocep¢ao, e que os triterpenos isolados poderiam ser os responsaveis pela analgesia.
Adicionalmente, os acidos ursoélico e oleanolico foram os principais metabolitos isolados
em mistura de Miconia albicans, cujo extrato bruto apresentou atividades analgésica e
anti-inflamatoéria. No entanto, a administragao da mistura contendo 65% de acido ursélico
e 35% de 4cido oleandlico ndo exibiu significativas agdes analgésica e anti-inflamatdria.
Assim, considerando que a mistura de 4cido ursoélico e acido oleanolico foi inativa, foi
sugerido que outros compostos presentes podem estar relacionados por estes efeitos ou
efeito sinérgico, uma vez que o extrato bruto apresentou boa atividade (VASCONCELOS
et al., 2006). Além disso, estudo realizado em portadores de osteoartrite mostraram
resultado promissor quanto a atividade anti-inflamatoria e analgésica de Miconia albicans
comparado ao ibuprofeno (GOMES et al., 2021).

A atividade antioxidante do extrato de Miconia albicans SW foi demonstrada por
Pieroni et al. (2011), a qual foi relacionada ao alto teor de fendis presentes.

Outras espécies do género Miconia, também tem demonstrado efeitos
anticonceptivos e anti-inflamatorios (SPESSOTO et al., 2003; CELLOTO et al., 2003;
GATIS-CARRAZZONI et al., 2018). No modelo de pleurisia induzida por carragenina,
o extrato de Miconia fallax inibiu a migracao de leucocitos, reduziu a producao das
citocinas pro-inflamatérias (TNF e IL-1B) e reduziu cerca de 58,9% o ntmero de

contorgdes, mostrando um possivel efeito analgésico e anti-inflamatorio. Segundo os
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autores, essas atividades parecem estar envolvidas com a presenca de compostos
fenolicos. Nesta espécie também foi observada capacidade de inibi¢do do crescimento
tumoral de adenocarcinoma uterina tanto o extrato etandlico, quanto a mistura de acidos
oleanolico e ursolico (CUNHA ef al., 2008).

A espécie M. ferruginata DC. (Figura 1) conhecida popularmente como pixirica-
do-campo ou babatend, tem sido usada na medicina popular para tratar inflamagdes e
infec¢des (ALMEIDA; BANDEIRA, 2010). E encontrada na Bolivia e Brasil, esta
presente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Bahia, Pernambuco, Rio de Janeiro, Tocantins e no Distrito Federal
(GOLDENBERG, 2000; GOLDENBERG et al., 2012). No estado de Minas Gerais pode
ser encontrada em campos rupestre, cerrado rupestre e cerrado sentido restrito,
especialmente em areas de altitude elevada. Possui ramos bastante robustos, rugosos, com
estrias bem evidentes, grandes inflorescéncias escorpioides (14-38,5 cm de comprimento)

(REZENDE et al., 2014).

Figura 1- Miconia ferruginata DC.

Fonte: Acervo proprio.

Através de estudos fitoquimicos com extratos etandlicos e aquosos de folhas e
caules de M. ferruginata foi possivel identificar 14 compostos equivalentes a diferentes
classes de sesquiterpenos, hidrocarbonetos, monoterpenos, fenil propandides, e alcoois,
sendo predominante os sesquiterpenos B-cariofileno e a-humuleno (BARROSO, 2015).
Cunha et al. (2020) isolaram os compostos 5,6,7-trihidroxi 4'-metoxiflavona e uma

mistura de acidos ursoélico e oleanolico de extrato etanolico das folhas de M. ferruginata.



21

O estudo de BARROSO et al. (2021) identificou compostos fenolicos utilizando
cromatografia liquida de ultra eficiéncia com arranjo de fotodiodos (UFLC- DAD). No
extrato etanolico de folhas/flores foi possivel identificar a presenca de flavona, flavonol
e derivados de flavonoides da quercetina, € no extrato etandlico de caule foi identificado
as classes de catequinas e flavonol.

CRUZ (2017) determinou quantidade significativa de compostos fendlicos totais
(561, 89 mg EAG/g) no extrato das folhas de M. feruginata. Além disso, foi observado
potencial atividade antioxidante em rela¢do aos radicais DPPHe e ABTS+". A capacidade
antioxidante foi associada a quantidade de compostos fenodlicos presentes no extrato
bruto. Vale ressaltar que o extrato ndo apresentou efeito citotoxico em neutrofilos isolados
de sangue total tratados com o extrato nas concentragdes de 25 e 50 pg/mL.
Adicionalmente, no estudo de LIMA (2016) atividade antioxidante dos extratos do caule
também foi observada, que promoveram elevada inibi¢do do burst oxidativo dos
neutrofilos, associada a moderada quantidade de compostos fendlicos presentes.

Estudo realizado por CORDOBA (2017), mostrou potencial seletivo e citotoxico
dos extratos etanolicos e aquosos do caule de M. ferruginata sobre as células de leucemia
linfocitica (Jukart), com provéavel mecanismo antitumoral por apoptose, com inducdo e
retencao das células tumorais na fase GO-G1. Além disso, foi demonstrado que extratos
etanolicos apresentaram elevada citotoxidade sobre diferentes células de linhagem
tumoral, tais como adenocarcinoma de mama (MDA- MB-231), adenocarcinoma de
cancer murino (4T1) e adenocarcinoma de pulmao humano (A549), mostrando provavel
atividade antitumoral dos extratos testados (BARROSO et al., 2021). Adicionalmente,
efeito citotoxico de triterpenos na forma metilada isolados das folhas de M. ferruginata
foi observado, apresentando inibigdo de 90 % sobre linhagens tumorais do melanoma
(MDA- MB- 435) e cancer de colon (HCT-8). Além da inibicdo da catepsina-B pela
mistura dos triterpenos acido ursolico e acido oleanolico também foi observado neste
estudo (OLIVEIRA, 2010).

A atividade anti-inflamatéria de M. ferruginata tem sido estudada por nosso
grupo, os extratos aquosos das folhas (45ug/mL) e do caule (15, 20 e 30 pug/mL)
apresentaram elevada inibi¢ao proliferativa de linfocitos estimulados por mitégenos, com
eficacia de 39,94%, 57,3%, 137,4% e 251,8%, respectivamente, em comparagao a
dexametasona. Com destaque para o extrato aquoso do caule, com eficacia 2,5 vezes
superior ao fArmaco padrao dexametasona (BARROSO, 2015). Recentemente, estudo in

vivo com camundongos (C57BL/10 Sc Sn- Dmdmdx/J) mostrou promissor potencial da
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fungdo regenerativa tecidual, anti-inflamatoria e anti-fibrotica do extrato aquoso das
folhas de M. ferruginata (CORREA, 2020).

Considerando o uso popular da espécie e os resultados altamente promissores para
o potencial anti-inflamatorio, antitumoral e antioxidante, maiores esforcos na
investigacao terapéutica da M. ferruginata, tornam-se necessarios. Assim, ¢ importante a
investigacdo das atividades anti-inflamatoria e antioxidante a fim de validar tais

atividades de extratos etandlicos brutos da espécie Miconia ferruginata DC.

2.1. Resposta imune inata e adaptativa

As respostas imunes contra agentes patogénicos sdo compostas das reagdes
primdrias da imunidade inata, seguida pela resposta da imunidade adaptativa (figura 2).
A imunidade inata e adaptativa funciona cooperativamente em um sistema de defesa
firmemente ligado e integrado (revisado por SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
CRUVINEL et al., 2010; KAUR; SECORD, 2019). Macrofagos, células dendriticas,
mastdcitos, neutrofilos, eosinofilos e células natural Killer (NK), também chamadas de
células polimorfonucleares (PMN) participam da resposta inata. Os mecanismos de
defesa envolvem fagocitose, ativacao do sistema complemento, liberagdo de mediadores
inflamatorios, citocinas e quimiocinas (CRUVINEL et al., 2010; PAHWA et al., 2020).
As células dendriticas e monocitos/macroéfagos possuem a capacidade de reconhecer
padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMP’s) ou a danos (DAMP’s) por meio
de receptores de reconhecimento de padroes (PPRs) (AKIRA et al., 2009; MEDZHITOV,
2010; KEARNEY; MARTIN, 2017), que atuam na ativagdo de linfocitos T (SANTANA;
ESQUIVEL-GUADARRAMA 2006; GUERRIERO et al., 2019). Assim, a imunidade
inata fornece uma resposta rapida e ndo especifica, mas também estimula e direciona o
curso e a especificidade da imunidade adaptativa, aumentando e potencializando a
resposta contra o agente agressor de maneira eficaz, por dias, meses ou até anos, apos a

primeira estimulacdo imunoldgica (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).
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Figura 2- Imunidade inata e adaptativa
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J& a resposta adaptativa possui um conjunto de mecanismos mediado por
linfécitos B ou T, incluindo os subconjuntos de CD4+, CDS8+, desempenhando
importante acdo na inflamacdo por varios mecanismos, que incluem a secrecdo de
citocinas, a co-estimulacao de linfocitos e a produgdo de anticorpos € complexos imunes
(SUN et al., 2012; PAHWA et al., 2020). Dessa forma, a resposta adaptativa se divide
em duas: a resposta humoral e a resposta celular. A resposta humoral ¢ mediada por
anticorpos produzidos e liberados pelos linfocitos B, que neutralizam ou até mesmo
eliminam antigenos. Essa resposta frente a antigenos protéicos necessita do
reconhecimento do antigeno pelos linfocitos T auxiliares e sua contribui¢do com os
linfocitos B antigenos especificos, induzindo expansao clonal dos linfocitos B, a mudanca
de classe, a maturacdo de afinidade e a diferenciagdo em linfocitos B de memoria
(revisado por BONILLA; OETTGEN, 2010; JUNIOR et al., 2010).

A imunidade celular ¢ mediada por linfocitos T que promovem a destruigdo de
microrganismos intracelulares alojados em fagocitos ou induzem a morte de células
infectadas para eliminar reservatorios de infeccdo. Além disso, os linfocitos T auxiliam
no recrutamento de outras células fagociticas e auxiliam as células B na producao de

anticorpos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CRUVINEL et al., 2010).
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Os linfocitos T sdo divididos em duas subpopulagdes, os linfocitos T CD4+,
também chamados de linfocitos T auxiliares ou T helper (Th) e linfocitos T CDS8+,
conhecidos como linfécitos T citotoxicos. Os linfocitos T reconhecem antigenos
apresentados através de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(MHC) presentes na superficie de uma célula apresentadora de antigenos (JUNIOR et al.,
2010). Os linfécitos T CD8+ reconhecem os antigenos ligados as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe I (MHCI), realizando dessa forma
a eliminagdo de células infectadas por patdgenos intracelulares. Ja os linfocitos T CD4+
reconhecem os antigenos que se encontram na superficie celular ligados as moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe II (MHC II) e, sua ativagdo induz
a produgdo de citocinas, o que amplifica tanto a resposta inata quanto a adquirida
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CLARK; KUPPER, 2005; MACIEL, 2014).
Os linfocitos TCD4+ possuem subconjuntos denominados Thl, Th2, Th17, Th9,
Linfécitos T reguladores (Treg, Trl e Th3) e Th folicular, sendo determinados de acordo
com as citocinas que produzem.

A inducao da resposta de linfocitos Th1é¢ realizada, principalmente, pela produgao
de IL-2, que induz a proliferagao de linfécitos T, a proliferacdo e o aumento da capacidade
citotoxica dos linfocitos TCD8+ (JUNIOR et al., 2010). O IFN-y também produzido em
grandes quantidades, gerando a ativacao de macrofagos e promovendo a acdo citotdxica
de linfocitos TCD8+ (JUNIOR et al., 2010; OCHOA- AZZE, 2014).

A populagio de Th2 apresenta papel importante nas repostas humorais,
favorecendo a producdo de anticorpos por meio das citocinas produzidas. As citocinas
que representam a resposta Th2 sao IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-10. Sua principal fungao
estd relacionada a defesa contra helmintos. Entretanto, possui contribuicdo em casos
patolégicos como asma e reagdes alérgicas provocado pela troca de classe de
imunoglobulinas nos linfocitos B para IgE através da IL-4, e producao e ativagdo de
eosindfilos pela IL-5 (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; BONILLA;
OETTGEN, 2010; JUNIOR et al., 2010).

O grupo Th17 apresenta um subtipo de linfocitos T efetores, com papel importante
na protecdo contra microrganismos extracelulares. As citocinas produzidas por esse
subtipo sdo IL-22, IL-26 e citocinas da familia IL-17 (JUNIOR et al., 2010). A IL17 induz
a inflamag¢do por meio da producao de citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a) e da
infiltracdo celular (KIMURA; KISHIMOTO, 2010; JUNIOR et al., 2010). A

hipersecrecao dessa citocina vem sendo associada a doengas autoimunes, uma vez que,
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foi detectado altos niveis de IL-17 no soro e tecidos alvos de pacientes com esclerose
multipla, lupus e artrite reumatoide (KIMURA; KISHIMOTO, 2010).

As células T regulatérias (Treg) apresentam papel na manutencdo da homeostase
imunologica e na prevengdo de doencas autoimunes. Atuam na supressdo da resposta
imunologica, suprimindo a ativacao, a proliferacao e as funcdes efetoras como a produgao
de citocinas e a ativagdo de linfocitos TCD4+ ¢ TCD8+, de células NK, de linfocitos B,
de células dendriticas e de mastécitos (SAKAGUCHI S. et al., 2010; RINCON, 2017).
As células Treg encontradas no sangue t€ém origem no timo e sdo conhecidas como Treg
naturais (HERNANDEZ, 2009; JUNIOR et al., 2010). Essas células apresentam niveis
elevados de CD25 e expressam fator de transcri¢do Foxp3, que possui papel importante
no desenvolvimento e funcdo das células T regulatorias (JUNIOR et al., 2010;
SAKAGUCHI et al., 2010). Além de expressar a molécula de superficie CD25+, os
linfocitos como Treg naturais expressam CTLA-4, GITR, TNFR-2 e HLA- DR
(BATISTA et al., 2012).

Os linfocitos T reguladores (Trl) originam-se em tecidos periféricos,
apresentando fun¢do supressora através da producdo de citocinas, como IL10. Ja os
linfocitos reguladores Th3 atuam na supressdo da resposta imunoldgica por meio da
producao de TGF-p, sendo capaz de impedir o desenvolvimento de doencas autoimunes
(HERNANDEZ, 2009; JUNIOR et al., 2010; BATISTA et al., 2012). Dessa forma, os
linfocitos T reguladores apresentam papel importante na manutengdo da homeostase
imunologica e controle das respostas autoimunes.

Os linfocitos T auxiliares foliculares sdo identificadas nos centros germinativos
dos foliculos dos 6rgaos linfoides secundarios, quando presentes no sangue essas células
sdo denominadas linfocitos T auxiliares circulantes. Apresentam importante fungao em
auxiliar os linfécitos B na producdo de anticorpos, uma vez que, a alteragdo de classe e
de afinidade dos anticorpos, a diferenciagdo das células B e a geracdo de memoria
dependem da cooperacao entre os linfocitos T auxiliares foliculares e as células B. Nos
foliculos, essas células sintetizam a IL-21 que atua estimulando a proliferacdo de
linfécitos B e sua diferenciagdo em plasmocitos. Contudo, quando presentes no sangue,
a subpopulagdo de linfocitos T auxiliares foliculares circulantes podem ser reconhecidas
com diversos marcadores classicos de linfocitos T auxiliares (ALONSO; FOMIN;
RIZZO0O, 2021).

A subpopulagdo de linfécitos T auxiliares, Th9 esta relacionada a produgdo de IL-

9 que esta associada a maior hiper-reatividade bronquica e possui papel patogénico em
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doengas alérgicas, como a asma (SOUZA et al., 2010; DEGASPERI et al., 2018). A IL-
9 atua como fator de crescimento para mastocitos e potencializa a producao de citocinas.
Além disso, induz a producgdo dos anticorpos IgG e IgE nos linfocitos B (DEGASPERI
etal., 2018).

Assim, a defesa imunologica contra patdogenos ¢ realizada de forma integrada,
envolvendo componentes da a resposta inata e da adaptativa, com a participagdo de

diversas células do sistema imunologico e de mediadores inflamatdrios.

2.2. Inflamacao

A inflamagdo € caracterizada como uma cascata complexa de eventos fisiologicos,
os quais sdo responsaveis pela eliminacdo de patdgenos ou agentes lesivos associados a

dano celulares com o intuito de reparo e do restabelecimento da homeostasia e da fungao
tecidual (MEDZHITOV, 2008; VODOVOTZ et al., 2009; CHEN et al., 2017,
KEARNEY; MARTIN, 2017; PAHWA et al., 2020). Assim, a inflamacdo ¢ uma

estratégia defensiva do organismo, em que o sistema imunologico identifica células
danificadas e realiza sua funcdo protetora, diminuindo ou neutralizando os agentes
nocivos.

A inflamacao pode ser classificada em aguda ou cronica, sendo que a fase aguda
se inicia rapidamente e, tem uma duracdo relativamente curta, de duas a seis semanas. O
estimulo para resposta aguda ocorre através de danos nos tecidos devido a trauma, a
invasdo microbiana ou a compostos nocivos (revisado por CHEN et al., 2017; PAHWA
et al., 2020). Apresenta como principais caracteristicas a permeabilidade capilar com a
exsudagdo de fluidos ricos em proteinas plasmadticas, a vasodilatacdo e a migra¢do de
leucocitos, como neutrdfilos para o sitio inflamatério através da parede capilar
(MEDZHITOV, 2008; CHEN et al., 2017, PAHWA et al., 2020).

A inflamacao cronica ¢ lenta e de longo prazo, podendo durar por meses € anos, a
fim de eliminar o agente lesivo e restaurar as fungdes do tecido. Os efeitos ocasionados
pela inflamagdo cronica diferenciam-se de acordo com a causa da lesdo provocada e a
capacidade de reparar o dano tecidual (PAHWA et al., 2020). Assim, em casos de
persisténcia inflamatoria, pode ocorrer lesdo tecidual persistente e prejudicial, induzida
pelo acimulo de células mononucleares, como linfocitos, macrofagos e sinais de

angiogénese, fibrose e necrose tissular (NATHAN, 2002; NATHAN; DING, 2010;
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CRUVINEL et al., 2010). Desse modo, para evitar estes danos o ponto chave ¢ a
resolugdo da inflamagdo rapidamente, por meio da elimina¢do tanto dos agentes
patogénicos, quanto dos neutrofilos estimulados por apoptose (KUNDU; SURH, 2005).

Durante a inflamagdo, os macrofagos ativados produzem grande quantidade de
moléculas pré-inflamatoérias, incluindo o 6xido nitrico (NO), as prostaglandinas da série
E2 (PGE2), o TNF-a ¢ a IL-1 (CRUVINEL et al., 2010; ARULSELVAN et al., 2016;
CHEN et al., 2017). O NO também ¢ produzido por muitos tipos celulares, sobretudo as
células endoteliais do tecido lesionado, atuando como mediador inflamatorio no
desempenho de varias fungdes, tais como: vasodilatacdo, regulacdo da liberagdo de
neurotransmissores, acdo antagOnica nos estadgios de ativagdo plaquetaria (adesdo,
agregacao e degranulacdo). Ele também ¢ utilizado pelos macréfagos, como metabolito
citotoxico na destruicdo de micro-organismos e células tumorais (FERNANDES, 2004;
COUTINHO et al., 2009; CHAMUSCA et al., 2012).

A resolucdo do dano tecidual ocorre através da mudanga de um perfil pro-
inflamatorio para anti-inflamatorio. Desse modo, mediadores anti-inflamatorios inibem
seletivamente certos aspectos da resposta imune (MEDZHITOV, 2010; NATHAN;
DING, 2010). A citocina IL-4 secretada por mastocitos, baséfilos e linfocitos Th2
induzem os macrofagos a mudarem para um perfil de supressio da inflamagdo,
favorecendo a cicatrizacdo do tecido lesado, através da produgdo de IL-10 e TGF-
(NATHAN; DING, 2010). Além disso, reducdo da infiltragao de neutrdfilos no tecido e
sua apoptose, a contra regulacdo de quimiocinas e outras citocinas auxiliam na resolucao
da inflamag¢do (CHEN et al., 2017).

As citocinas sdo polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoluveis
(revisado por LIN et al., 2000), apresentando papel importante na modulacdo da resposta
inflamatoria. As citocinas sdo liberadas por meio de células imunitérias, incluindo
mondcitos, macréfagos e linfocitos (revisado por TURNER et al.,, 2014),
agem influenciando a atividade, a diferenciagao, a proliferacao e a sobrevida das células
do sistema imunologico. Elas também regulam a producdo e a atividade de outras
citocinas, que podem aumentar (pré-inflamatorias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a
resposta inflamatoria (WOOLF; SALTER, 2000; PENNA; COSTA, 2018). Dessa forma,
as citocinas modulam a resposta imune a infeccdo ou inflamagdo e regulam a propria
inflamacao por meio de uma complexa rede de interagdes. Contudo, a produgao excessiva

de citocinas pro-inflamatorias pode acarretar a danos nos tecidos, alteracdes
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hemodinamicas, faléncia de 6rgaos e, ainda, a morte celular (CZAJA, 2014; LIU et al.,
2016).

As citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, INF-y, IL-2, IL-1, IL-6 e outras) sdo
produzidas por muitos tipos de células, principalmente, por macrofagos, mastocitos e
linfécitos. Elas apresentam varios papéis na resposta inflamatoria, incluindo a ativagao
do endotélio, expressdo de moléculas de superficie em leucocitos e outros aspectos da
resposta da fase aguda (MEDZHITOV, 2008). Entre as principais citocinas pro-
inflamatoérias, esta o TNF-o, citocina produzida, principalmente, por monocitos,
macrofagos e linfocitos T CD4+ (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000). Essa citocina
desempenha um papel fundamental para iniciar o processo inflamatério, bem como na
regulacdo da cascata de sinalizagdo de outras citocinas e quimiocinas pro-inflamatdrias e
no recrutamento de neutrofilos e monocitos para o sitio de infeccdo e na sua ativagao
(RUBIO-PEREZ, 2012; MAYER et al., 2015; KEARNEY; MARTIN, 2017). Apds
procedimentos cirurgicos, trauma ou durante as infec¢cdes, o TNF-o ¢ um importante
mediador envolvido na resposta inflamatoria. Ele tem importante papel também em
doencas inflamatorias como a artrite reumatoide, a doenga de Cronh, e outras doencas
inflamatorias intestinais (KEARNEY; MARTIN, 2017). Além disso, exerce papel
fundamental na ativacdo da cascata de coagulagdo, na estimula¢do da expressdo ou na
liberacao de moléculas de adesdo (PGE2), fator ativador de plaquetas, glicocorticoides e
eicosanoides e, ainda influéncia a apoptose celular (CURFS et al., 1997; ZHANG, 2007).

O INF-y ¢ outra citocina com significativa participag¢@o na inflamacao, produzida
por linfécitos T CD4+, além de ter sua producao estimulada por células NK e, por isso,
possui funcdes tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa. Essa citocina apresenta
diversas fungoes, tais como, a ativagao de células endoteliais, a estimulacdo na atividade
das células NK, a indu¢cdo de MHC I e MHCII, a diferencia¢do de linfocitos B, a ativacao
de linfocitos T e macrofagos, entre outros (revisado por VARELLA; FORTE, 2001,
CRUVINEL et al., 2010; MEDZHITOV, 2010).

A IL-6 ¢ uma citocina pro-inflamatéria secretada por varias células, como
osteoblastos, midcitos, queratindcitos, células [ pancredticas, células endoteliais,
mondcitos, macrofagos, adipdcitos, dentre outras (CAREY er al., 2004). Sua
concentracdo circulante ¢, regularmente, baixa, porém se eleva em vdarias condigdes
inflamatérias (TORRES-LEAL, 2012). J4 a IL-2 ¢ produzida principalmente por células
TCD4+ e em menor quantidade por células TCD8+, que atua estimulando o crescimento

e a proliferagdo de linfécitos T e B. Além disso, ela induz a produg¢do de outras citocinas,
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como o IFN-y e Fator de necrose tumoral beta (TNF-B), o que resulta na ativagdo de
monocitos, neutrdfilos e células NK. Assim, a IL-2 contribui para a formacdo e a
propagacdo da resposta inflamatoria cronica e estimulacdo da apresentacdo de
antigenos (CURFS et al., 1997, RAEBURN et al., 2002; JUNIOR et al., 2010).

Vale destacar que, no processo inflamatorio ocorre uma maior produgdo de EROs
e outras ERs, liberados de vérias células do sistema imune mediadas/ativadas por
citocinas pro-inflamatdrias (LATSCHA et al. 2001; CRUVINEL et al., 2010; HUSSAIN
et al., 2016). Neste sentido, a descoberta do efeito deletério dos ERs sobre as células e a
ocorréncia com certas doencas, agindo como causador ou agravante (LOBO et al., 2010;
GUAN; LAN, 2018; VELLOSA et al., 2021), impulsionou a busca por novas substancias
capazes de prevenir ou minimizar os danos celulares causados pelos ERs e pela
inflamacdo. Neste contexto, a avaliacdo da producdo de diferentes citocinas pro-
inflamatérias e acao sobre a proliferagdo de linfocitos sdo parametros importantes na

avaliagdo de potenciais candidatos a farmacos anti-inflamatdrios.

2.3.  Osradicais livres e seus efeitos no organismo

Os radicais livres referem-se a espécies quimicas constituidas de um atomo ou
associacdo de dtomos com existéncia independente, contendo um ou mais elétrons nao
emparelhados ou impares na orbita externa (HALLIWELL,1994; DREHER; JUNOD,
1996; COTINGUIBA et al., 2013) e, sdo, portanto, altamente instaveis. Para alcan¢ar sua
estabilidade, esses compostos tendem a se ligar a outros componentes celulares, tais como
proteinas, lipidios e o acido desoxirribonucleico (DNA), levando a diversas alteragdes
(SOUZA; FERREIRA, 2007; LUSHCHAK, 2014). Os radicais livres sdo gerados em
sistemas biologicos como resultado do metabolismo aerdbico celular normal ou de
reacoes anormais estimuladas por alguma doenga e/ou xenobidticos (SIES, 1986),
ocorrendo tanto no citoplasma como nas membranas celulares, mas principalmente, nas
mitocondrias (BARJA, 2007; BARBOSA et al., 2010). A formacao de radicais livres
pode ocorrer ainda pela via acdo catalitica de enzimas, no decorrer de processos de
transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposi¢ao a fatores
exdgenos, tais como radiagcdo UV, infecgdes, estresse e polui¢do (CERUTTI 1991, 1994;
VELLOSA et al., 2021).

Existe varias formas de radicais livres, a maior parte relacionada ao oxigénio,

entretanto, ha outras origens diversas. Entre as espécies de radicais livres presentes
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naturalmente no organismo, podem ser citadas as espécies reativas de oxigénio (ERO),
espécies reativas de nitrogénio (ERN) o oxigénio singlete ou molecular (02), ro adical
superoxido (02), o radical hidroxila (OH"), o oxido nitrico (NO), o peroxinitrito (ONOO)
e o radical semiquinona (Q) (BIANCHI; ANTUNES, 1999; OLIVEIRA et al., 2009;
GUAN; LAN, 2018).

A presenga de radicais livres no nosso corpo ¢ essencial para a manutencao das
funcdes vitais, porém, quando em excesso, devido ao desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes, pode levar ao processo denominado estresse oxidativo (SIES,
1993; KRISHNAIAH et al., 2011; GUAN; LAN, 2018). Esta condicdo de estresse
oxidativo pode gerar danos a todos os componentes celulares vitais, como DNA, proteinas
e lipidios de membrana, sendo capaz de levar a morte celular (COTINGUIBA et al., 2013;
ARULSELVAN et al., 2016). Assim, em concentragdes fisiologicas os ERs possuem
funcdes essenciais para o nosso corpo, atuando como mensageiros de sinalizacdo. Em
baixas concentracdes estdo envolvidos na regulacdo de processos que compreendem a
manuten¢do da homeostase celular e fungdes como transdugdo de sinal, expressao génica
e ativagdo de receptores (RIBEIRO et al., 2005; HUSSAIN et al., 2016).

As principais patologias associadas ao estresse oxidativo sdo as doengas
degenerativas e problemas cardiovasculares, tais como como distarbios do
envelhecimento, cancer, aterosclerose, doengas neurodegenerativas, catarata, diabetes,
esclerose multipla, doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC); artrite reumatoide,
obesidade, doenga de Cronh e outras (THANAN et al., 2014; GOUVEIA; LIMA, 2017;
GUAN; LAN, 2018; VELLOSA et al., 2021). Ainda, as EROs e ENOs estdo relacionadas
aos processos de envelhecimento e desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas
(VALKO et al., 2006; GONCALVES, 2008; ALVES et al., 2010; SIMAS; GRANZOTI;
PORSHC, 2019).

Ademais, os danos oxidativos nas células e tecidos causados pelo excesso dos
radicais t€m sido associados com problemas pulmonares (JAUREGUI et al., 2007;
VELLOSA et al., 2021). De acordo com Andrade Junior et al. (2005) o pulmao ¢ um alvo
frequente dos EROs, visto que os tecidos entram em contato com o oxigénio por duas
vias diferentes, perfusdo e ventilagdo. Segundo esse autor, em casos de tabagismo
cronico, DPOC, asma, apneia obstrutiva do sono e sindrome do desconforto respiratdrio
agudo ha atuacdo dos EROs nos danos teciduais. Outra doenca associada ao estresse
oxidativo € a aterosclerose, onde a produ¢ao de EROs e ENOs esté associada a liberagdo

de enzimas degradativas, citocinas e fatores de crescimento, além da citotoxicidade direta
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do LDL oxidado, que causa mudangas estruturais nas células endoteliais e fibroblastos.
Em condi¢des cronicas, esses agentes podem danificar essas células levando ao
desenvolvimento de uma lesao aterosclerotica (HESSLER et al., 1983; CATHCART et
al., 1985; SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011; VELLOSA et al., 2021).

No sistema imunologico, as ERs exercem um papel fundamental nas acdes
bactericida, fungicida, virdtica, atuando como defesa do organismo na presenca destes
microrganismos (RAHMAN, 2007). Porém, a exposi¢do a altos niveis de ERs tem um
impacto negativo no sistema imunologico (FERREIRA ef al., 2018). As bases
moleculares para esses efeitos ndo permanecem claros, mas provavelmente, estd
relacionado a um desequilibrio entre papéis dos radicais como toxicos imunes € seus
papéis na comunicacao celular.

O processo inflamatério envolve uma rede complexa de eventos de sinalizacdo
intracelular, em que participam muitos mediadores quimicos ¢ que o dano tecidual
associado a inflamagao cronica ¢ mediado em parte, pela producdo endégena de espécies
reativas (KEHRER; KLOTZ, 2015). Assim, no processo inflamatoério mediadores
inflamatorios sdo gerados, como citocinas, acido araquidonico e quimiocinas, que atuam
por meio de células inflamatdrias ativas na area de infeccdo e liberam espécies mais
reativas (ARULSELVAN et al., 2016).

Acredita-se que a produgdo de ERs e outros mediadores inflamatérios por células
ativadas contribui para os danos que ocorrem, por exemplo, na artrite reumatoide
(VELLOSA et al.,2021). O recrutamento subsequente de mais neutréfilos ativados levam
a inflamac¢do cronica, degeneracao gradual das articulagdes caracteristica desta doenca
(DATTA et al., 2014). Dessa forma, as doencgas cronicas associadas a maior produgao de
ERs, resultam do estresse oxidativo e variedade de oxidagdes de proteinas (HUSSAIN et
al.,2016). Além disso, os efeitos de outros mediadores inflamatdrios e proteases liberadas
sdo importantes, contribuindo no processo e manutengdo das doengas crdnico
inflamatérias (BOGDAN, 2001; KEHRER; KLOTZ, 2015; FURMAN et al., 2019).

Em decorréncia desta relacdo entre o dano tecidual e a presenca de espécies
reativas, a utilizagdo de substancias antioxidantes no intuito de minimizar os efeitos
deletérios das EROS, tem sido cada vez mais estudada e recomendada

(SKROVANKOVA et al., 2016; GUO et al., 2019).

2.4. Os Antioxidantes



32

Antioxidante pode ser definido como qualquer substancia que, quando presente
em concentragdes menores comparadas aquela do substrato oxidavel, retarda ou previne,
significativamente, a oxida¢do do substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
HALLIWELL, 2006). Deste modo, essas moléculas apresentam uma fungdo importante
na regeneracao e no reparo dos danos oxidativos (ALVES et al., 2010).

Os antioxidantes podem ter origem enddgena ou dietética, em que o sistema
antioxidante de origem endogena consiste em um arsenal que pode ser enzimatico ou nao
enzimatico (ALVES et al., 2010; VELLOSA et al.,2021). O sistema de defesa enzimatico
inclui as enzimas superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a Glutationa Peroxidase
(GPS) e a glutationa redutase (GR) (MATES et al., 1999; ANDRADE JUNIOR, 2005;
VELLOSA et al.,2021). Ja 0o ndo enzimatico inclui os compostos antioxidantes de origem
dietética como o alfa-tocoferol (vitamina E), o beta-caroteno (prdé-vitamina A), o acido
ascorbico (vitamina C), os antioxidantes tiol (glutationa, tioredoxina e 4cido lipdico), a
melatonina, os carotenoides e os compostos fenolicos (HALLIWELL et al., 1995;
MCCALL; FREI 1999; PIETTA, 2000; RODRIGO et al., 2007).

A catalase ¢ uma enzima de defesa primaria encontrada, principalmente, no
peroxissomo das células aerdbicas, mas pode ser encontrada livre no citoplasma e
fagolisossomos, sendo eficaz na indugdo da conversao do peroxido de hidrogénio (H20,)
em agua (H20) e oxigénio molecular (O2) (MATES et al., 1999; ANDRADE-JUNIOR et
al., 2015). Essa enzima estd relacionada com papel protetor importante contra alguns
tumores, como o cancer de pulmao. No estudo realizado com 24 pacientes portadores de
cancer de pulmao, a atividade da catalase encontrava-se significativamente diminuida no
tecido tumoral em compara¢do com o pulmdo normal (CHUNG-MAN, 2001). Além
disso, sua deficiéncia ou disfuncdo esta relacionada ao aparecimento de doengas, como
hipertensdo arterial, anemia, cancer, vitiligo, diabetes, doenca de Parkinson, doenca de
Alzheimer (NANDI et al., 2019)

A enzima glutationa peroxidase atua semelhante a catalase, fazendo com que o
peroxido de hidrogénio se encontre em baixas concentragdes (BARBOSA et al., 2010).
O mecanismo de acdo da glutationa peroxidase (Figura 3) ocorre por meio da redu¢do do
peroxido de hidrogénio e de perdxidos organicos em agua (H20) e oxigénio (O2) com
utilizacdo da glutationa reduzida (GSH), que atua como co-substrato da glutationa
peroxidase, tendo propriedade de doador de elétrons, convertendo-se em glutationa
oxidada (GSSG) a qual podera ser regenerada por meio da glutationa redutase — (GR),

sendo responsavel dessa forma pela recuperagdo da glutationa reduzida na presenga de
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nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) (ROVER- JUNIOR; HOEHR;
VELASCO, 2001; BARREIROS et al.,2006; BARBOSA et al.,2010; OESTREICHER;
MORGAN, 2019). A glutationa peroxidase pode ser encontrada em duas formas: uma
dependente de selénio e a independente de selénio (MATES et al., 1999). Ja a enzima
superoxido dismutase age catalisando a conversdo de anions superoxido (O2%) em
oxigénio (Oz) e peroxido de hidrogénio H>O». Pode ser encontrada no organismo de duas
formas: a primeira ¢ encontrada no citoplasma, superdxido dismutase dependente de
cobre e zinco, contendo o Cu 2" e Zn ** como cofatores, cuja acdo ndo ¢é afetada pelo
estresse oxidativo. Ja a segunda forma ¢ encontrada na mitocondria, dependente de
manganés (Mn), contendo o Mn ** como centro redox, sua atividade diferente da primeira
forma, estando aumentada com o estresse oxidativo (BARREIROS et al., 2006;
VELLOSA et al., 2021).

Figura 3 - Efeito do sistema glutationa/peroxidase na manutencio do estado
redox (-SH-) de proteinas intracelulares suscetiveis a oxidacio de Espécies reativas
de oxigénio (espécies reativas de oxigénio) e ERNs (espécies reativas de nitrogénio).
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Legenda: NOS, 6xido nitrico sintase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada;
NADPH", nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida; NADP®, nicotinamida adenina

dinucleotidio fosfato oxidada. Fonte: SILVEIRA et al., (2008)
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Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, a vitamina E, representa uma
importante molécula, em que o hidroxil fendlico ¢ a base para a atividade antioxidante
desta molécula que pode doar um elétron formando o radical tocoferoxil, sendo esse
radical minimamente reativo. O B-caroteno ¢ um precursor da vitamina A e pode eliminar
O3 in vitro com eficiéncia muito alta (BOSIO et al., 2013). Estes particularmente quando
consumidos na dieta, representam uma parte importante do sistema antioxidante nao-
enzimatico (STAHL; SIES, 2005). A vitamina C (4cido ascérbico), além de ser o
antioxidante solivel em dgua mais importante, apresenta papel essencial como cofator
enzimatico, como para a prolil hidroxilase. Esta atividade de cofator ¢ baseada em sua
capacidade de sofrer reagdes redox, associado com sua capacidade de reagir
quimicamente com ERs. Entretanto, a vitamina C também pode funcionar como um pré—
oxidante, especialmente na presenga de ions de metais de transi¢cao, promovendo um
efeito contrario das defesas antioxidantes celulares, tendo os niveis fisioldgicos ideais
ainda incerto (KEHRER; KLOTZ, 2015). Segundo Rodrigo et al. (2007), a vitamina C
age contra a oxidagdo e lipidios, proteinas, ¢ DNA com subsequente prote¢do de sua
estrutura e func¢ao bioldgica.

Contudo, dentre todos os compostos antioxidantes ndo-enzimaticos presentes em
plantas e vegetais, os compostos fenolicos, com destaque aos flavonoides sdo os mais
importantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Os flavonoides possuem capacidade de
reduzir a formagdo e eliminacdo de ERs (PIETTA, 2000), por meio da capacidade de
doacdo de atomos de hidrogénio aos ERs, inibindo assim, as reacdes e danos desses
radicais (BIANCHI, 1999).

Ademais, os flavonoides podem apresentar efeitos anti-inflamatorios, visto que,
sdo capazes de atenuar o processo inflamatério por meio de diferentes vias de sinalizacao
(CHEN et al., 2018). De acordo com Hussain et al. (2016) os polifendis atuam através da
eliminacdo de radicais livres, regulacdo das atividades de células inflamatorias,
modulacdo das atividades das enzimas fosfolipase A2 e COX e metabolismo da arginina
(INOS) e modulagdao da produgcdo de moléculas pré-inflamatorias. Dessa forma, os
flavonoides exercem papel importante, uma vez que, o estresse oxidativo promove a
ativagdo de mediadores inflamatorios envolvidos em doengas cronicas associadas a
inflamagao.

Ebegboni et al. (2019) demonstraram a eficacia dos flavonoides contra a presenca
de EROs, ao protegerem células trofoblasticas contra o estresse oxidativo induzido por

fumaga de cigarro. Neste contexto, varios estudos tém demonstrado a agdo de extratos
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provenientes de plantas medicinais no combate ao estresse oxidativo € no processo
inflamatério. Esses estudos sugerem que os efeitos terapéuticos envolvem acgdes
antioxidantes e imunomoduladoras tais como, a reducdo de citocinas pré-inflamatorias
(IL-2, TNF-a e IFN-y) e a expressao e/ou atividade de enzimas (COX-2, iNOS e outras)
(AVELAR et al., 2011; ALMEIDA, 2012; LEE et al. 2012; AVELAR-FREITAS et al.,
2013; HELLINGER et al., 2013).

Desta forma, a investigacao de atividades bioldgicas a partir de extratos de plantas
medicinais consiste em uma importante estratégia para a identificagdao de substancias que

podem fornecer novos farmacos antioxidantes e anti-inflamatorios.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar as atividades antioxidante e anti-inflamatdria de extratos etanolicos

brutos de diferentes partes da espécie Miconia ferruginata DC.

3.2.  Objetivos especificos

° Obter extratos etanolicos das folhas, inflorescéncia, casca e caule da espécie M.
ferruginata.

. Determinar a concentragao de compostos fenolicos dos extratos.

o Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos.

o Determinar a toxicidade dos extratos em células mononucleares do sangue

periférico (PBMC) humano.
o Avaliar o efeito dos extratos sobre a proliferagdo de linfocitos e de suas
subpopulagdes T CD4+ ¢ T CD8+ em PBMC.

. Avaliar o efeito dos extratos sobre a producao de citocinas pro-inflamatorias em

PBMC.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes

Acido cloridrico — ISOFAR®; Acido Gélico — IMPEX; Alcool etilico (Etanol)
P.A — PROQUIMIOS®; Alcool metilico P.A (Metanol) — VETEC®; Azul de Tripan
(Sigma®); Brefeldina a obtida de Penicillium Brefeldianum (Sigma®); ®; Anticorpo IL-
2 HU APC 250 UG (BD Pharmingem); Anticorpo INF -G HU/PNH APC 4S.B3 50T(BD
Pharmingem); HU Anti- TNF Alexa 700 MAB 11; Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) — SIGMA®; Carbonato de Sédio P.A — DINAMICA®;
Ciclosporina Sandimmun®, 50mg/mL, injetdvel, Novartis Biociéncias S. A., Industria
Brasileira);Cloreto de aménio — DINAMICA®; Cloreto de cadmio (Proquimios®);
Cloreto de Sodio (Vetec®); coquetel de antibidticos (penicilina G 100 UI/mL e
Estreptomicina 100 pg/mL) — ( Sigma®); Dimetilsulfoxido P.A (DMSO) — VETEC®j
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) — SIGMA-ALDRICH®; Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM); Fosfato de Potéssio dibasico - VETEC®; Fosfato de Potéssio
monobésico P.A— VETEC®; Fosfato de Sodio bibasico— DINAMICA®; Fosfato de
Sédio monobasico— CINETICA®; Hipoclorito de Sodio 2,0 a 2,5% p/v — SANTA
CLARA®; Ionomicina Calcica (Sigma®); SFB inativado (Gibco®); Ficoll-Histopaque
1077 (Sigma®); L-glutamina - Sigma, St. Louis, EUA; 1-2 Miristrato 13- acetato de
forbol (Sigma- Aldrich); Soro fetal bovino (SFB) - Gibco, Invitrogen Corporation;
Paclitaxel (Quiral Quimica®); Persulfato de Potassio — VETEC — RPMI-1640 (Sigma®)

4.1.1. Equipamentos

Balanga analitica (Bioprecisa®, modelo JA3003N); Banho-maria (Fanen LTDA®
, modelo 102); Capela de fluxo laminar (Veco® , modelo BIO SEG 12) e (Airstream® ,
Esco, Class II BSC); Centrifuga (Thermo® , modelo Heraues Megafuge 16 R); Citdmetro
de fluxo (FACScan® - Becton-Dickinson); Estufa Incubadora com demanda bioquimica
de Oxigénio (B. O. D.) (Solab® Cientifica, SL 200/364); Espectrofotometro leitor de
microplacas modelo molecular Devices/ Spectra Max 190 (Spectramax®);
Espectrofotrométro Multiskan GO; Microscopio optico (Olympus® , modelo CX 41);
Microscopio Invertido (Medilux® , modelo MDL 150 TAI); Microscopio confocal
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modelo zeiss; PHmetro (Hanna® Instrumentos, modelo HI 3221 pH/ORP/ISE Meter);
Vortex (Phoenix Luferco® , modelo AP-56).

4.2. Protocolos Experimentais

4.2.1. Obtencido do material vegetal e preparo dos extratos vegetais

Os extratos utilizados fazem parte da extratoteca do Laboratorio de Doengas
Parasitarias/UFVJM e foram preparados pela Ms. Poliana Ribeiro Barroso. O material
coletado foi georeferenciado e o voucher foi depositado no Herbario Dendrolégico
Jeanine Felfili (HDJF) da UFVIM, sob o nimero de registro HDJF2405. A identificacdo
foi realizada por Dr. Evandro Luiz Mendonga Machado, curador do HDJF. A autorizagio
para coleta de plantas foi emitida pelo Ministério do Meio Ambiente (ntimero de registro
64300-13) e o acesso ao patrimoénio genético pelo Conselho de Gestdo do Patrimdnio
Genético (CGEN AACD7CF/2018).

Os procedimentos de obtencdo do material vegetal e preparo dos extratos foi
realizado no Laboratério de Quimica Organica e Produtos Naturais do departamento de
Farmacia da UFVIM. O material vegetal foi estabilizado e seco em estufa de ar circulante
(Biopar® S480AT) a aproximadamente 40 °C, por 14 dias, segregado em folhas, caule,
inflorescéncias e casca, posteriormente, pulverizado com auxilio de moinho de facas
(Marconi® MAS580) e, armazenados em sacos plasticos, em local fresco, a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. Os materiais pulverizados de cada parte foram submetidos a
extragcdo por maceracao, utilizando-se como solvente extrator o etanol 96%, na razao 1:10
p/v (planta: solvente). Os extratos etanolicos foram concentrados em evaporador rotativo
(Fisaton® 801) e, transferidos para frascos previamente tarados, para secagem final em
temperatura ambiente (20 + 4°C), em dessecador com vacuo onde ficaram armazenados
durante todo o procedimento experimental. Os novos extratos foram submetidos a ensaios
de triagem prévia para confirmacao das atividades anti-inflamatoria e antioxidante, uma
vez que alteracdes nos constituintes quimicos decorrentes de alteragdes sazonais sao
possiveis.

Para a utilizag@o nos ensaios biologicos, os extratos da Miconia ferruginata foram
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO), na concentracdo de 10 mg/mL para o extrato
de Folha e 3,33 mg/mL para os extratos de Caule, Inflorescéncia e Casca. As aliquotas

dos extratos foram mantidas a — 20 °C e descongeladas a temperatura ambiente no
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momento do uso. As concentragdes foram definidas de acordo com estudos prévios de

toxicidade dos extratos em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano.

4.2.2. Determinacio da concentracio de compostos fendlicos totais dos extratos de

Miconia ferruginata

Nesta avaliacdo foi usada o método de Folin-Ciocalteu, segundo Singleton e
colaboradores em 1965. A composi¢do quimica deste reagente inclui o acido
fosfotiinguistico (H3PW12040) e acido fosfomolibidico (H3PMo012040), que na presenca
de certos agentes redutores como os compostos fendlicos, como o acido galico (AG)
formam os chamados complexos molibdéniotungsténio azuis [(PMoW104)*], nos quais
a média do estado de oxidag¢do dos metais estd entre 5 e 6 (reagdo 5) (Figura 4) a qual
intensidade de coloragdo permite a determinacdo da concentragdo das substancias

redutoras (SINGLETON et al., 1999; HUANG et al., 2005).

Figura 4- Esquema de Reaciio do AG
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Legenda: Esquema de Reagdo do AG (1) com o Molibidénio (2), componente do reagente
de Folin-Ciocaulteau. Fonte: LIMA, (2016)

Foram pipetados 12,5 pL de cada concentracdo dos extratos de folha, caule,
inflorescéncia e casca, nas concentracdes de 50 a 750 pg/mL, 12,5 pL do reagente Folin-
Ciocauteau e 100 pL de 4gua Milli-Q (pH= 7,0) em cada pogo da microplaca de 96 pogos.
A placa foi submetida a agitacao de 60 segundos e depois a um repouso de 5 minutos. Em

seguida, acrescentou-se 125 puL de carbonato de s6dio 1M obtendo um volume final de
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250 uL por pogo e a microplaca foi mantida em incubagao por 90 minutos em temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. A leitura da absorbancia foi realizada em 750 nm em leitor de
microplacas (Spectramax®, marca), utilizando o metanol como branco (SINGLETON e
ROSSI, 1965). No mesmo ensaio, foi confeccionada uma curva de calibragdo com o
padrao AG nas concentragdes de 50 a 750 ug/mL. As absorbancias obtidas para os
extratos foram convertidas em concentracdes de AG, calculadas a partir da equagdo da
reta obtida na curva de calibragdo. Os resultados foram expressos em equivalentes de AG

por grama de extrato (EAG/ g de extrato).

4.2.3. Avaliacio da atividade antioxidante in vitro dos extratos de Miconia

ferruginata

Varios métodos sdo utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substancias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a capacidade
sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1picril-hidrazila (DPPH+) (SUCUPIRA et al.,
2012). O radical DPPHe, de coloracdo purpura apresenta absor¢cdo méaxima a 515 nm,
que por acao de um antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), reduz o DPPHe
com

formando o 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela,

consequente decréscimo da absorbancia em 515 nm em meio alcodlico (Figura 5).

Figura S - Reacio de captura do radical livre DPPH
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Legenda: Reagdo de captura do DPPH*. Fonte: SANTOS et al., (2011)

Para a preparagdo da solu¢gdo DPPH foram dissolvidos 0,0024g do reagente DPPH
em metanol (concentracao final de DPPH: 60 uM) e aferiu-se o volume em um baldo
volumétrico de 100 mL. O preparo da solucao foi realizado apenas no dia do experimento
sendo armazenada ao abrigo da luz at¢ o momento de sua utilizagdo. As solugdes dos

extratos foram diluidas em metanol nas concentragdes de 50, 100, 250, 500 e 750 pg/mL.
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Em uma microplaca de 96 pogos foram adicionados 244 uL. de DPPHe 60 uM,
em ambiente escuro e em seguida foi adicionado uma aliquota de 6 pL. de cada diluicao
dos extratos e do padrao AG, obtendo um volume final de 250 pL. Foi realizado um
controle contendo somente o reagente DPPHe ¢ um branco com metanol. A placa foi
mantida a temperatura ambiente e ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos, em
seguida foi realizada leitura das absorbancias a 515 nm em leitor de microplacas
(Multileitura Spectramax® Paradigma). Os resultados das absorbancias foram
convertidos em porcentagem de inibi¢ao através da equacdo 1 e foi calculada a

Concentracdo Eficiente para captura de 50% do radical (CEso).

Inibicao (%) -= (Ac — Aam) / Ac) x 100 (Eq. 1)

Onde Ac é a Absorbancia de Controle com DPPH;

Aam ¢é a Absorbancia dos extratos.

4.2.4. Obtencao das Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC) humano

A avaliagdo da atividade anti-inflamatoria e toxicidade dos extratos de M.
ferruginata, foi realizada por meio da utilizacdo das células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) obtidas de sangue humano. Foram recrutados voluntérios, de ambos
os sexos, com idades entre 20 a 39 anos e que declararam ndo apresentar doenca
infecciosa ou cronica ndo transmissiveis, auto-imune, cronica ndo transmissivel ou de
hipersensibilidade. Além disso, foi também critério de inclusdo ndo ter usado
medicamentos com agao anti-inflamatéria em até cinco dias antes da coleta. Os
participantes foram informados sobre os objetivos e beneficios da pesquisa e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). A coleta de sangue seguiu todas
as recomendagdes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e ap6s o procedimento
experimental, o material foi devidamente descartado. O projeto foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), nimero do parecer n°® 2.931.933 (Anexo B).

No ensaio, 20 mL de sangue periférico venoso coletados em tubos a vacuo
contendo heparina (Vacutainer, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) foram diluidos
na propor¢ao 1:1 em Tampao Fosfato de Salina (PBS) (NaCl 1,50 M; Na,HPO4 0,08M;
NaH>PO4 0,02M, pH 7,20-7,40). As PBMC foram obtidas por meio de gradiente de
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densidade durante centrifugacdo (400 g, 21°C, 30 min) com Ficoll-Histopaque 1077,
conforme descrito por Bicalho et al. (1981) e, lavadas duas vezes em PBS (250 g, 4°C,
15 min). Em seguida, as PBMC foram ressuspensas em 1 mL de RPMI suplementado
(10% SFB, 1% L-glutamina 2mM; 1% coquetel de antibioticos - penicilina G 100 ug/mL
e estreptomicina 100 pg/mL). As PBMC foram contadas em camera de Neubauer e

ajustadas em PBS ou RPMI completo na concentracio de 1x10” PBMC/mL.

4.2.5. Avaliacio da viabilidade celular em culturas tratadas com extrato de Miconia

ferruginata

A avaliagdo da a toxicidade dos extratos de M. ferruginata e determinacdo das
concentracdes a serem utilizadas no ensaio de atividade anti-inflamatoria foi realizada
pela determinagdo de viabilidade em PBMC por meio da técnica de exclusdo com Azul
de Tripan, nos tempos de quatro e 120 horas. Uma suspensdo de 5x10° PBMC (n=6),
obtidas de voluntarios saudaveis, foram tratadas com diferentes concentragoes dos
extratos brutos e incubadas a 37 °C com 5% de CO;. No tempo de quatro horas e 120
horas, as concentragdes testadas foram de 120 ug/mL, 60 ug/mL e 30 pg/mL para os
extratos de folhas e 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL para os extratos de caule,
inflorescéncia e casca. As concentra¢des utilizadas foram definidas de acordo com
estudos prévios do laboratdrio e resultados preliminares. Os controles do experimento
incluiram: controle negativo contendo somente meio RPMI; um controle positivo com
cloreto de Cadmio (CdCI2) 2mg/mL; e um controle do solvente com DMSO a 0,6% e
1,2%.

Ao fim dos periodos de incubacao as células foram lavadas com PBS, transferidas
para tubos de poliestireno (Falcon 2059, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) seguido
de centrifugagdo (240g, 7 min, 18°C). O sobrenadante foi descartado e 10 pL suspensao
celular foram incubados com 190 pL da solugdo de Azul de Tripan (0,4%) e o percentual
de células vidveis dentre as células totais foi determinado utilizando camara de Neubauer

em microscopio optico (Olympus®, modelo CX 41).

4.2.6 Atividade sobre elementos da resposta imune dos extratos de Miconia

ferruginata
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4.2.6. Analise da emissao de fluorescéncia por células tratadas com extrato de

Miconia ferruginata

A citometria de fluxo foi escolhida para avaliar a atividade anti-inflamatéria dos
extratos brutos de folha, caule, inflorescéncia e casca de M. ferruginata sobre PBMC
humanas. Assim, torna-se necessario avaliar se esses extratos, bem como o solvente
DMSO, seriam capazes de emitirem fluorescéncia nos canais de detec¢do usados do
citometro de fluxo (BD FACSCanto II®, - Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), e
assim determinar quais marcadores fluorescentes poderao ser usados nas analises de
proliferacio de linfécitos e producdo de citocinas. Assim, uma suspensio de 5x10°
PBMC, obtidas de voluntarios saudaveis (n=5) foram tratadas com os extratos brutos de
folhas nas concentracdes de 120pg/mL, 60 pg/mL e 30pug/mL, e de caule, inflorescéncia
e casca nas concentragdes de 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/mL no tempo de quatro horas
e 120 horas. Os controles experimentais incluiram: um controle negativo contendo
somente meio RPMI; um controle positivo com cloreto de Cadmio (CdCl) 2mg/mL; e
um controle solvente com DMSO 0,6% ¢ 1,2%. As culturas foram incubadas por 4 ¢ 120
horas, a 37 °C em estufa com 5% de COa-.

Apo6s incubacdo, as PBMC foram transferidas para tubos poliestireno e lavadas
duas vezes com PBS gelado (240g, 18°C, 7 min). Os dados foram adquiridos em citometro
de fluxo (BD FACSCanto II® - Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) com aquisi¢do
de 10000 eventos por cultura (BRITO-MELO et al., 2006), utilizando o software BD
FACSDiva versao 6.0, e a analise dos dados foi realizada no software FlowJo 10.0.7. A
estratégia de andlise consistiu em um grafico de distribuicdo pontual de FSC-A versus
FSC-H, para exclusdo dos “doublets” celulares, localizados fora da regido P1 (Figura 6A
e 6D). Posteriormente, foi realizada a selecdo da populagdo de linfocitos em graficos de
distribuicao pontual de FSC-A versus SSC-A (Figura 6B e 6E.). A emissdo de
fluorescéncia pelas células tratadas foi analisada em histogramas de intensidade de
fluorescéncia para cada um dos oito canais disponiveis no citometro em fun¢ao do nimero
de eventos (Figura 6C e 6F). A presenca de fluorescéncia contaminante induzida pelos
extratos (Figura 6F) foi avaliada pelo deslocamento do pico de fluorescéncia para a

direita, em relagdo ao pico de fluorescéncia da cultura nao tratada (Figura 6C).
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Figura 6 - Estratégia de analise por citometria de fluxo da emissao de
fluorescéncia das PBMC tratadas com os extratos de Miconia ferruginata
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A e D — Seleg@o dos singlets celulares das culturas controle; B ¢ E — Sele¢@o da populagéo linfocitaria; C e

F — Histogramas da emissdo de fluorescéncia verde (485 — 535 nm) apds excitagdo do laser violeta.

4.2.7. Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre a producio de citocinas por

linfocitos humanos

As concentragdes de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina 2 (IL-
2), e Interferon gama (INF-y) foi realizada utilizando citometria de fluxo, com marcagio
por anticorpos especificos, segundo protocolo do fabricante. Para isso, uma suspensao de
5x10° PBMC/mL, obtidas de voluntérios saudaveis (n= 4) foram tratadas com os extratos
brutos de folhas nas concentragdes 120pg/mL e de caule, inflorescéncia e casca nas
concentragdes 40pug/mL de M. ferruginata. As culturas foram estimuladas ou ndo com
Miristato Acetato de Forbol (PMA) 25 ng/mL e lonomicina a 1 ng/mL, além da adicao
de brefeldina a 1mg/mL, e incubadas a 37 °C com 5% de COa, por quatro horas. Os

controles do experimento incluiram: um controle negativo para producdo de citocinas
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estimulado ou ndo estimulado; um controle positivo com o farmaco padrao ciclosporina
Spg/mL; e um controle do solvente com DMSO 1,2 %. Apds o periodo de incubagao as
células foram lavadas duas vezes com PBW (PBS contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida
sodica, pH 7,2-7,4) (240 g, 7 min, 18°C), o sobrenadante foi descartado e as suspensoes
celulares foram homogeneizadas. Em seguida, foram adicionados aos tubos, PBS- W ¢
paraformaldeido a 4% (paraformaldeido 4%, NaOH 2,65mM, pH 7,2-7,4). A suspensao
foi incubada a 4° C por 15 min, posteriormente as células foram permeabilizadas com
PBS-P (Tampao Fosfato Salina Permeabilization) (PBS-P contendo 0,5% de BSA, 0,1%
de azida sodica e 0,5% de saponina, pH 7,2-7,4) e centrifugadas (250 g, 7 min, 18°C), o
sobrenadante foi descartado e as suspensdes celulares foram homogeneizadas e
distribuidas em tubos contendo anticorpos monoclonais, para IL-2 conjugada com o
fluorocromo APC (aloficocianina; clone MQI1-17H12, BD Pharmingen), TNF-a
conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor e, INF-y conjugado com o fluorocromo APC
(aloficocianina; clone MQ1-17H12, BD Pharmingen). Foram confeccionadas as mesmas
culturas para controles sem estimulo e tratamento. Apods incubagdo por 30 minutos, a 4°C
e ao abrigo da luz, as PBMC foram lavadas com PBS-W (250 g, 7 min, 18°C) e, em
seguida foi avaliada a producdo de citocinas por citometria de fluxo (FACSCANTO II -
Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), com aquisicdo de 30000 eventos (BRITO-
MELO et al., 2006). Para analise dos dados foi utilizado o programa FACSDIVA (Becton
Dickinson, San Jose, CA, EUA).

A andlise de dados foi realizada utilizando o software Flow Jo versdao 10.0.6.
Inicialmente, foram gerados graficos bidimensionais de distribui¢do pontual FSC-H
versus FSC-A, nos quais foi delimitada uma regido correspondente aos singlets celulares
(Figura 7A). A partir dos eventos dessa regido, foram gerados novos graficos de
complexidade interna (SSC-A) em fun¢do do tamanho celular (FSC-A), em que foram
delimitados os eventos referentes aos linfocitos (Figura 7B). Para determinar o perfil de
producao de citocinas de linfocitos totais para cada uma das citocinas avaliadas, foram
obtidos graficos de distribuicdo pontual de fluorescéncia para Alexa Fluor (conjugado
anti-TNF-a), APC (conjugado ao anti-IFN-y), ou APC (conjugado ao anti-IL-2) versus
SSC-A (Figura 7C; 7D e 7E).
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Figura 7- Sequéncia de procedimentos utilizados para a analise do perfil de
producio de citocinas por linfocitos.
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A — Selegdo dos singlets celulares das culturas; B — Sele¢do da populacéo linfocitaria; C, D e E— graficos
de fluorescéncia para Alexa Fluor ou APC x SSA-A, foram gerados para avaliar a producdo de citocinas

em linfocitos.

4.2.8. Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre proliferacio de linfocitos

humanos

Foi utilizada a técnica de incorporagdao e decaimento da fluorescéncia do BD
Horizon Violet Proliferation Dye 450 (VPD450) para avaliagdo do efeito dos extratos da
planta sobre a proliferagio de linfécitos humanos. Uma suspensdo de 1x10” PBMC/mL,
obtidas de voluntarios saudaveis (n=8) foram suspensas em PBS (NaCl 1,50 M; Na,HPO4
0,08M; NaH,PO4 0,02M, pH 7,20-7,40) e incubadas por 15 minutos no banho-maria a
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37° C. Em seguida, lavou-se as suspensdes celulares por centrifugagao (500g, 10 min,
18°C), e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 10mL de RPMI suplementado,
seguida de nova centrifugagdo (500g, 10 min, 18°C), o sobrenadante foi descartado e as
PBMC marcadas com VPD450 foram suspendidas em RPMI suplementado.

Para avaliar o efeito dos extratos brutos de M. ferruginata sobre a resposta
proliferativa de linfocitos, 5x10° PBMC/mL foram incubadas em RPMI suplementado
com ou sem estimulo de mitdgeno fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Aldrich) 5 mg/mL.
As concentragdes avaliadas foram de 120 pg/mL para o extrato de folha e de 39,9 pg/mL
para o extrato de caule, inflorescéncia e casca. Os controles experimentais incluiram: um
controle negativo contendo somente meio RPMI com ou sem estimulo; um controle
positivo com o farmaco Ciclosporina A (CSA) 5ug/mL; e um controle solvente com
DMSO (0,6% v/v), essa porcentagem corresponde a quantidade de DMSO presente na
maior concentragdo do extrato. As células foram incubadas por 120 h, a 37 °C em estufa
com 5% de CO;. Em todos os experimentos foram realizados teste de marcagdo do
VPD450 antes da montagem das culturas. Apos incubacao, as PBMC foram transferidas
para tubos poliestireno e lavadas duas vezes com PBS gelado, por centrifugagdo (240g,
18°C, 7 min). As suspengdes celulares foram divididas em duas aliquotas: uma utilizada
para avaliacdo da viabilidade celular pela técnica de exclusdo com azul de Tripan 0,4%,
por meio da contagem em camara de Neubauer e a outra usada para avaliacdo do efeito
dos extratos na proliferacdo de linfocitos.

Coma a finalidade de identificar as subpopulagdes linfocitarias foi adicionada as
PBMC os anticorpos: CD4 conjugado com o fluorocromo APC-Cy7(aloficocianina
combinada a cianina Cy7; Clone SK3, BD Biosciences) e anti CD8- conjugado com o
fluorocromo FITC (isotiocianato de fluorescéncia; clone UCHT1, Biolegend). Apds a
incubacao de 20 min a temperatura ambiente e ao abrigo da Luz, as PBMC foram lavadas
com PBS e realizou-se a analise de proliferagao celular pela medida do decaimento da
fluorescéncia do VPD450 através de citometria de fluxo (FACSCANTO 11 —
BectonDickinson, San Jose, CA, EUA), com aquisicdo de 50.000 eventos por tubo.,
respectivamente usando o software FACSDIVA versao 6.1.3.

A andlise dos dados foi realizada utilizando o software FlowJo versdao 10.0.6. Em
graficos de distribui¢dao pontual de tamanho celular em altura (FSC-H) versus o tamanho
celular em area (FSC-A), selecionou-se a regido dos singlets celulares para culturas
estimuladas e ndo estimuladas (Figura 8A-D). Em outro grafico correspondente aos

singlets, por meio dos parametros complexidade interna celular em area (SSC-A) versus



48

tamanho celular em area (FSC-A), a populacao de linfocitos para culturas estimuladas e
ndo estimuladas (Figura 8B e 8E, respectivamente). O marcador M1 foi definido como o
pico de células que ndo proliferaram na andlise de linfocitos em fungdo da fluorescéncia
para VPD450 em culturas sem estimulo (Figura 8C).

As subpopulagdes linfocitarias foram analisadas em graficos de distribuigao
pontual de fluorescéncia para APC-Cy7 (anti-CD4) ou para FITC (antiCDS) (Figura 8H
e 81). Em seguida, os linfocitos e suas subpopulagdes T CD4+ e T CD8+ foram analisados
para intensidade de fluorescéncia do VPD450 utilizando-se histogramas do numero de
eventos em funcao da fluorescéncia para VPD450 (Figura 8J e 8H).

Nestes graficos, a regido M1 foi definida como células marcadas com VPD450
derivadas do grupo controle negativo e os picos de M2 a M8 foram definidos de acordo
com picos de diferentes intensidades de VPD450 em culturas estimuladas com PHA na
presenca dos extratos testados. O indice de proliferacdo foi calculado por meio do
percentual de células viaveis nas regides M1 a M8 das culturas celulares através da

seguinte equagao (1):

Em que,

P_mn—v
Y

V(0 = X+ L 422,
(x) = Xy >t

X X3 Xy Xs
8 16 32

Sendo X0 a porcentagem de células que nao se dividiram (localizadas em M1), e
X1 a X8 os picos de divisdo gradual (localizados de M2 a M8) (ANGULO; FULCHER,
1998).
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Figura 8- Estratégia de analise utilizados para avaliacdo da proliferacio celular
pelo decaimento da fluorescéncia do VPD450
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A e D - Grafico de distribui¢do pontual (FSC-H x FSC-A) para selecdo dos singlets celulares para culturas

ndo estimuladas e estimuladas, respectivamente; B e E - Graficos de distribui¢do pontual (SSC-A x FSC-

A) para a seleg@o da populagdo de linfocitos das culturas ndo estimuladas e estimuladas respectivamente;

H e J - Graficos de distribui¢do pontual (SSA-H x APC-Cy7) para selecionar as células TCD4+ ¢ (SSA-H

x FITC) para selecionar as células TCD8+; C e F - Histogramas de eventos x VPD450, para definir os

marcadores M1 em culturas controle, ou M2 a M5 em culturas estimuladas com PHA. G - Histograma com

cultura estimulada com PHA e tratada com extrato etanolico de Miconia ferruginata.

4.2.9. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo e as andlises foram

realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., San Diego,



50

CA, EUA). As diferengas entre as variaveis com distribuicdo normal foram testadas
utilizando ANOVA one-way com Post Hoc de Tukey. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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S. RESULTADOS

5.1. Avalia¢ao do potencial antioxidante in vitro de Miconia ferruginata

5.1.1. Determinacio da concentra¢ao de compostos fendlicos totais dos extratos de

Miconia ferruginata

A primeira etapa na determina¢do da concentragdo dos compostos fenolicos nos
extratos de partes da M. ferruginata foi a obteng¢do da curva de calibracdo a partir de

diferentes concentragdes do padrio Acido Galico representada na figura 9.

Figura 9 - Curva de calibracido do padrao acido galico (AG) para

determinacio de compostos fenolicos totais
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Curva analitica do padrdo acido galico (n=3)

A partir da obtencdo da equagdo de regressdo linear da curva, os teores de
compostos fendlicos totais dos extratos brutos de M. ferruginata, foram calculados a
partir da substitui¢do dos valores das absorbancias das amostras na variavel Y. Os
resultados foram apresentados em miligramas de fendlicos totais equivalentes de AG por
grama do extrato (EAG/g) e sdo mostrados na figura 10 e 11.

Os dados obtidos para avaliacao da concentragdao de teor de compostos fendlicos
totais em diferentes concentragdes dos extratos estdo contidos no grafico 10 e mostram

uma adequada capacidade de detec¢do dos compostos fenolicos nestas amostras, contudo
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para comparagao isolada de diferentes amostras o ideal ¢ realizar a dosagem em amostras

com concentragdes superiores a S00ug/mL (Apéndice A).

Figura 10 - Teor de compostos fenolicos totais (mgEAG/g) em diferentes
concentracoes dos extratos brutos de Miconia ferruginata
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Quantificacdo de Teor de compostos fendlicos totais em diferentes concentragdes (50, 100, 250, 500 e 750

ug/mL) dos extratos brutos de Miconia ferruginata. Valores expressos em média + erro padrdo, (n=4). FT:

fendlicos totais.

Na concentragao de 750 ug/mL, o extrato etandlico de inflorescéncia (120,13 mg

EAG/g) apresentou maior teor de compostos fendlicos totais (p<0,05), seguido pelos

extratos etandlicos de folhas (91,70 mg EAG/g), de casca (85,88 mg EAG/g) e de caule

(81,80 mg EAG/g), os quais nao foram diferentes entre si (Figura 11).
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Figura 11- Teor de compostos fenolicos totais de extratos brutos de diferentes
partes da espécie Miconia ferruginata na concentracao de 750 ug/mL
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Teor de compostos fendlicos totais de extratos brutos de diferentes partes da espécie Miconia ferruginata
na concentragdo de 750 ug/mL. Valores expressos em média £ erro padrdo, experimento realizado em
triplicata (n=4). Barras acompanhadas por letras diferentes diferem entre si (p<0,05) Nivel de significancia
p<0,05. Teste estatistico utilizado, ANOVA one way seguida de Tukey. FT: fendlicos totais; FO: Extrato

bruto de folhas; CL Extrato bruto de caule; IF: Extrato bruto de inflorescéncia; CS: Extrato bruto de casca.

5.1.2. Avaliacdo da atividade antioxidante in vitro dos extratos de Miconia

ferruginata

Os valores das absorbancias foram medidos em 515nm e convertidos em
porcentagem de inibicao de acordo com a equacao 1 (figura 12). O extrato etanolico do
caule apresentou maior porcentagem de inibi¢do do radical DPPH (82,37 %), seguido do
extrato etanolico de inflorescéncia (71,32%), extrato etandlico de folhas (68,92%) e

extrato etanolico de casca (53,24) %), quando presentes na concentragdo de 750 pg/mL.
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Figura 12 - Porcentagem de inibi¢cdo da captura do radical DPPH
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Porcentagem de inibigao da captura do radical DPPH pelos extratos brutos de diferentes partes da espécie
Miconia ferruginata na concentragdo de 750 ug/mL. Valores expressos em média + erro padrdo,
experimento realizado em triplicata (n=4). a: representa diferenga estatistica em relagdo a b. Nivel de
significancia p<0,05. Teste estatistico utilizado, ANOVA one way seguida de Tukey. FO: Extrato bruto de

folhas; CL Extrato bruto de caule; IF: Extrato bruto de inflorescéncia; CS: Extrato bruto de casca.

A Concentracgao Eficiente para captura de 50% do radical livre DPPH+ (EC50) dos
extratos foi calculada por meio de graficos de porcentagem de inibigdo versus
concentracao (Apéndice B) e os dados obtidos estdo apresentados na Figura 13. O EC50
¢ a concentracdo da amostra ou padrdo que causa 50 % da inibi¢do da concentragao inicial
do DPPH, ou seja, quanto maior o valor do EC50 menor a capacidade de captura do
radical, dessa forma, indicando menor a¢do antioxidante. O extrato etanolico do caule
apresentou melhor atividade antioxidante (483,58 pg/mL), seguido do extrato etanodlico
de inflorescéncia (516, 77ug/mL), extrato etanolico de folhas (613, 02 ug/mL) e extrato
etandlico de casca (1049,1 pg/mL).
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Figura 13 - Concentracio antioxidante efetiva média (EC50) dos extratos
brutos de Miconia ferruginata frente ao ensaio DPPH
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Concentragdo antioxidante efetiva média (EC50) dos extratos brutos de Miconia ferruginata frente ao ensaio DPPH.
Valores expressos em média + erro padrdo, experimento realizado em triplicata (n=4). a: representa
diferenca estatistica em relacdo a b. Nivel de significancia p<0,05. Teste estatistico utilizado, ANOVA one
way seguida de Tukey. FO: Extrato bruto de folhas; CL Extrato bruto de caule; IF: Extrato bruto de

inflorescéncia; CS: Extrato bruto de casca

A andlise da correlacdo (Apéndice C) para a comparacdo dos dados de teor de
compostos fendlicos totais e captura do radical DPPHe foi realizada para verificar se

existe uma correlacdo positiva entre os testes.

5.1.3. Avalia¢ao da viabilidade celular em culturas tratadas com extrato de Miconia

ferruginata

5.1.4. Viabilidade de células mononucleares do sangue periférico humano apos

tratamento com os extratos de Miconia ferruginata.

A figura 14 e 15 representam a andlise de viabilidade de PBMC apo6s quatro e 120
horas de exposicao aos extratos de folha, caule, inflorescéncia e casca de M. ferruginata.

Os resultados mostram que ndo houve diferenga significativa no percentual de células
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vidveis apds tratamento com as diferentes concentragoes do extrato de folhas (120, 60 30
ug/mL) e extratos de caule, inflorescéncia e casca (40, 20 ¢ 10 ug/mL), mantendo a
viabilidade celular acima de 90%. Vale destacar que o extrato de folhas foi testado em
concentragdes superiores aos demais extratos, pois em testes preliminares (dados nao
apresentados) apresentou menor citotoxidade. Em relacdo ao grupo solvente (DMSO) ndo
houve diferenca significativa no percentual de células vidveis comparado ao grupo
controle, mostrando que este solvente ndo influenciou nos resultados apresentados para
os extratos. Dessa forma, as concentracdes testadas dos extratos ndo apresentaram
qualquer toxicidade sob as PBMC e foram utilizadas nas culturas de células em outros

ensaios de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria.

Figura 14 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento com os
extratos de folhas, caule, inflorescéncia e casca de Miconia ferruginata apos quatro horas
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Percentual de PBMC viaveis nas culturas controle, DMSO; CdCI2 e nas culturas tratadas com os extratos
de Miconia ferrugianata em diferentes concentragoes, avaliado por exclusdo com azul de Tripan utilizando
camara de Neubauer (n = 6). Os dados foram representados como média e o desvio padrao. *: diferenca
estatistica significativa, para p < 0,05 em relagdo a cultura controle € DMSO; Teste estatistico utilizado,
ANOVA one way seguida de Tukey. CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do
solvente; CdCI2 grupo controle de morte; (A) Extrato bruto de folha (B) Extrato bruto de caule (C) Extrato

bruto de Inflorescéncia (D) Extrato bruto de Casca.
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Figura 15 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento com os
extratos de folhas, caule, inflorescéncia e casca de Miconia ferruginata apés 120 horas.
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Percentual de PBMC viaveis nas culturas controle, DMSO; CdCI2 e nas culturas tratadas com os extratos
de Miconia ferrugianata em diferentes concentragdes, avaliado por exclusdo com azul de Tripan utilizando
camara de Neubauer (n = 6). Os dados foram representados como média e o desvio padrdo. *: diferenga
estatistica significativa, para p < 0,05 em relagdo a cultura controle e DMSO; Teste estatistico utilizado,
ANOVA one way seguida de Tukey. CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do
solvente; CdCI2 grupo controle de morte; (A) Extrato bruto de folha (B) Extrato bruto de caule (C) Extrato

bruto de Inflorescéncia (D) Extrato bruto de Casca.

5.2. Avaliacdo da emissdo de fluorescéncia dos extratos etandlicos de Miconia

ferruginata

Segundo Ottoni (2017) ¢ importante avaliar a presenga de fluorescéncia das
amostras a serem estudas, uma vez que, a fluorescéncia presente na amostra pode ser
confundida com a fluorescéncia da sonda utilizada para a identificagdo de uma molécula
especifica, influenciando nos resultados obtidos. Dessa forma, tal analise evita a obten¢ao
de resultados incorretos, possibilitando a escolha correta de anticorpos e marcadores a

serem utilizados nas analises realizadas por citometria de fluxo. Os dados obtidos estdo
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apresentados nas figuras 16 e 17, respectivamente. Os histogramas representam as
intensidades de fluorescéncia de PBMC captada nos oito canais do citdmetro de fluxo BD
FACSCanto II, ap6s quatro e 120 horas de exposicao.

ApOs quatro horas de tratamento das PBMC ocorreram deslocamentos dos picos
de florescéncia para a direita nos canais dos fluorocromos FITC, PE e PerCP, laser 488
azul (figura 16A; 16B; 16C) nas culturas tratadas com o extrato etanolico de folhas e de
caule. O tratamento com extrato bruto de inflorescéncia levou a um leve deslocamento
nos canais dos fluorocromos FITC ¢ PerCP na cultura tratada com a concentragao de 40
pg/mL e emissdo de florescéncia nos canais de PE nas concentragdes de 20 pg/mL e 10
png/mL. A avaliagdo do extrato bruto de casca mostrou emissdo de florescéncia somente
no canal do fluorocromo PerCP. A partir dos dados obtidos foi determinado que os
fluorocromos FITC, PE e PerCP do laser 488 azul ndo poderiam ser utilizados para a

analise de producao de citocinas por PBMC.

Figura 16 - Analise da emissio de fluorescéncia de células tratadas com extrato etanélico
bruto de folhas de Miconia ferruginata incubadas por quatro horas
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Os histogramas acima representam as intensidades de fluorescéncia de PBMC captada nos oito canais do
citometro de fluxo BD FACSCanto II. (A) Canal FITC- H; (B) Canal PE-H; (C) Canal PerCP-H; (D) Canal
PE- Cy7-H; (E) Canal APC-H; (F) APC-Cy7-H; (G) Pacific Blue-H; (H) Canal AmCyan-H. CON: grupo
controle; DMSO: grupo solvente; grupo tratado com extrato bruto de Folhas de Miconia ferruginata nas

concentragdes de 120 pg/mL, 60 pg/mL e 30 pg/ml  grupo tratado com extrato bruto de caule,

inflorescéncia e casca nas concentracdes de 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/ml, respectivamente

permaneceram incubadas por quatro horas em estufa umida a 37°C e 5% de CO2.

Ao contrario do observado apds quatro horas de exposicdo aos extratos, nas
culturas tratadas por 120 horas, ndo ocorreu emissdo de fluorescéncia, sendo possivel
utilizar todos os canais dos fluorocromos para a analise de proliferacdo de linfécitos.
Somente para a maior concentragdo do extrato bruto de caule (40 pg/mL), houve emissao
de florescéncia nos canais de FITC, PE e PerCP, laser 488 azul, sendo estes excluidos da

analise neste extrato.

Figura 17- Anailise da emissdo de fluorescéncia de células tratadas com
extratos etanolicos brutos de folhas de Miconia ferruginata incubadas por 120 horas
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Os histogramas acima representam as intensidades de fluorescéncia de PBMC captada nos oito canais do
citometro de fluxo BD FACSCanto II. (A) Canal FITC- H; (B) Canal PE-H; (C) Canal PerCP-H; (D) Canal
PE- Cy7-H; (E) Canal APC-H; (F) APC-Cy7-H; (G) Pacific Blue-H; (H) Canal AmCyan-H. CON: grupo
controle; DMSO: grupo solvente; grupo tratado com extrato bruto de Folhas de Miconia ferruginata nas
concentragoes de 120 pg/mL, 60 pg/mL e 30 pg/ml, grupo tratado com extrato bruto de caule,
inflorescéncia e casca nas concentragdes de 40 pg/mL, 20 pg/mL e 10 pg/ml, respectivamente

permaneceram incubadas por 120 horas em estufa umida a 37°C e 5% de CO2.

5.3.  Atividade sobre elementos da resposta imune dos extratos de Miconia

ferruginata

5.3.1. Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre a proliferacio de linfocitos
humanos

Na avaliacdo do efeito dos extratos etandlicos da M. ferruginata sobre PBMC foi
realizado um experimento piloto, a fim de verificar se o solvente DMSO interferiria em
sua atividade. Na figura 18 est4 apresentado os resultados obtidos nas culturas tratadas

com DMSO a 0,6% v/v, juntamente com o controle negativo de estimulo (PBMC),

w
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controle positivo de estimulo (PHA) e controle positivo de inibigao (CSA). Os dados
mostraram que o solvente DMSO nao reduziu significativamente o indice de proliferacao
celular dos linfocitos e suas subpopulagoes (LT: 2,25 +0,88; TCD 4 1,47 +0,92; T CDS8
1,21 £ 0,88) quando comparado com as culturas controle estimuladas com PHA (LT: 2,25
+0,92; TCD4 2,07+ 0,10; T CD8 2,29 £ 0,92). Dessa forma, o solvente, na concentragao
de 0,6% v/v poderia ser utilizado nas culturas celulares tratadas com os extratos, visto
que ndo interferiu na resposta proliferativa dessas células, e a resposta observada seria

referente ao efeito exclusivamente do extrato.
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Figura 18 - Efeito do solvente dimetilsulfoxido (DMSQO) sobre o indice de

proliferacio de linfocitos humanos
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representados como média e o desvio padrdo (n=6 por grupo). Teste estatistico utilizado, ANOVA one way

seguida de Tukey, *: diferenca estatistica significativa, para p < 0,05 em relag@o a cultura estimulada com

PHA isoladamente (100% do indice de proliferacdo). PHA grupo controle de estimulo; DMSO: grupo

controle do solvente; CSA grupo controle de inibicao.

Na figura 19 esta representando o efeito dos extratos etanolicos brutos de folha,

de caule, de inflorescéncia e de casca de M. ferruginata na resposta proliferativa de

linfécitos totais e subpopulagdes de TCD4+ e TCD8+. O extrato de inflorescéncia

apresentou maior redu¢do do indice de proliferacao tanto dos linfocitos totais quanto nas
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subpopulagdes de TCD4+ ¢ TCD8+ na concentragdao de 40 ug/mL, em comparagdo ao
controle estimulado PHA (PHA: 2,86 +0,92; LT: 1,26 + 0,96; TCD4: 0,76 + 0,77; TCDS8
0,68 £+ 0,54).

Para os extratos do caule e da casca houve uma redugdo da resposta proliferativa
de linfocitos totais e subpopulacdo de TCDS8 +, na concentragdo de 40 pg/mL,
respectivamente. Entretanto, ndo foi observado redugdo na subpopulagdo de TCD4+ nas
culturas tratadas com estes extratos. Ja o extrato de folhas diminuiu a resposta
proliferativa de linfocitos totais somente na concentragao de 120 pg/mL Como esperado,
a ciclosporina reduziu de forma significativa a proliferacdo de linfocitos totais, das
subpopulagdes de linfocitos TCD4+ ¢ TCD8+ (LT:0,19 + 0,13; TCD4: 0,12 + 0,11;
TCDS: 0,12 + 0,009), quando comparado as culturas controle de estimulo com PHA
(linfocitos totais: 2,25 + 0,92; T CD4 2,07 £ 0,10; T CDS8 2,29 + 0,92).

A partir dos dados do indice de proliferagdo de linfocitos foi calculado os valores
de eficacia do efeito antiproliferativo de cada extrato em relacao ao efeito da CSA. Para
o extrato de inflorescéncia na concentracdao de 40 pg/mL foi observado uma eficacia de
16,12% para linfocitos totais, 15,75% para células T CD4 e 9,63% para células T CDS.
J& a eficacia do extrato de folhas para linfocitos totais foi de 12,5%, o extrato de caule
apresentou eficacia de 12,3 % para linfocitos totais e 8,21% para células TCDS. E o
extrato de casca apresentou eficacia de 12, 67% para linfocitos totais e 7,56% para

linfocitos TCDS.
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Figura 19 - Indice de proliferacio de linfocitos tratados com os extratos
etandlicos brutos de Miconia ferruginata
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Analise da porcentagem relativa de linfocitos totais (A), CD4+ (B) e CD8+ (C) (n=8) estimulados com
PHA e tratados com DMSO nas concentracdes de 0,6% v/v ou ciclosporina (CsA) na concentragdo de 5
pg/mL. *: diferenca estatistica significativa, para p < 0,05 em relagdo a cultura estimulada com PHA
isoladamente (100% do indice de proliferagdo). Teste estatistico utilizado, ANOVA seguida de Tukey. E1:

extrato de folhas; E2: extrato de caule; E3: extrato de inflorescéncia e E4: estrato de casca.
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Para verificar se a queda nos valores de proliferacdo ndo estaria relacionada a
eventos de morte celular, tais como apoptose, morte por ativagdo ou outra causa ndo
relacionada ao tratamento com o extrato, foi realizada a contagem de células viaveis pela
técnica de exclusdo do azul de Tripan a 0,4% em microscopio 6tico (Figura 20). Foi
observado que os extratos de M. ferruginata nao diminuiram a viabilidade das células
comparado com o grupo controle negativo, como esperado. Além disso, ndo foi observada
citoxicidade celular nos grupos controle solvente (DMSO), grupo controle de estimulo

(PHA) e grupo controle de inibi¢do (CSA).

Figura 20 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento
com os extratos de Miconia ferruginata detectados no ensaio de linfoproliferacao
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Analise de viabilidade das PBMC no ensaio de linfoproliferagdo. Os dados foram representados como
média e desvio padrdo (n=6 por grupo). *: diferenca estatistica significativa, para p < 0,05 em relagédo a
cultura estimulada com PHA isoladamente (100% do indice de proliferagcdo). Teste estatistico utilizado,
ANOVA seguida de Tukey CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do solvente; PHA
grupo controle de estimulo; CSA grupo controle de inibi¢do; E1: extrato de folhas; E2: extrato de caule;

E3: extrato de inflorescéncia e E4: estrato de casca.
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5.3.2. Avaliacdo do efeito dos extratos brutos de Miconia ferruginata sobre a

producio de citocinas pro-inflamatorias por linfocitos humanos

A figura 21 apresenta o percentual das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-2 detectados
em culturas de linfocitos humanos e o efeito do tratamento com os extratos etanolicos
brutos de folhas, de caule, de inflorescéncia e de casca de M. ferruginata. Os dados
mostram que ndo houve redug¢ao significativa no percentual de linfocitos totais positivos
para TNF-a nos extratos testados em comparagao ao controle estimulado (PMA) (PMA:
26,9 +£5,74; E1: 18,62 + 6,13; E2: 18,67 + 6,19; E3: 19,72 + 9,12; E4: 24,37 + 8,81).
Somente o controle de inibicdo (CSA) promoveu, como esperado, uma reducdo no
percentual de células positivas para TNF-a (CSA: 0,81 £ 0,26), em comparagdo ao
controle estimulado (PMA). Para todas analises, o solvente DMSO nao promoveu efeito
significativo na diminui¢do do percentual das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a: 28,4 +
9,19; IFN-y: 21,8 + 10,45) bem como de IL2 (IL-2: 18,57 + 4,14), mostrando que os
efeitos observados foram decorrentes da a¢ao dos extratos de M. ferruginata. Importante
ressaltar que o DSMO a 1% nao interferiu na redugdo das citocinas avaliadas, estando de
acordo com os resultados encontrados também por Almeida (2015).

Similarmente ao observado para a citocina TNF-o ndo houve diminuicao
significativa da citocina IFN-y nos linfocitos tratados com os diferentes extratos de M.
ferruginata, em comparagao ao controle estimulado (PMA) (PMA: 27,07 + 10,72; E1:
12,88 = 9,13; E2: 14,28 £ 11,30; E3: 9,15 + 20,44; E4: 18,6 + 10,49). Para as culturas
tratadas com a ciclosporina houve redugado significativa no percentual de IFN-y (CSA:
2,21 +£0,55).

Contudo, houve diminuicdo significativa de IL-2 em linfécitos totais tratados com
extrato bruto de inflorescéncia (9,40 + 5,44), em comparagdo ao controle estimulado
(PMA: 21,87 £+ 3,60; E3: 9,40 £ 5,44). Porém, para os outros extratos de M. ferruginata
ndo houve este mesmo efeito de reducao desta citocina (E1: 12,76 + 4,75; E2: 12,54 +
4,74; E4: 13,17 + 2,80). Como esperado e observado para as outras citocinas, houve
reducdo no IL-2 nas culturas tratadas com a ciclosporina (CSA: 1,42 + 1,46). Em relacao
as culturas tratadas com o solvente DMSO (18,57 + 4,14), ndo foi observado efeito

significativo na diminui¢ao do percentual de linfécitos totais.
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Figura 21- Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre a produc¢io de
citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IFN-y e IL-2) em linfocitos humanos
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Analise da porcentagem relativa de linfocitos totais sobre a produgdo de citocinas. Os dados foram
representados como média e desvio padrao, (n =4). p <0,05. Teste estatistico utilizado, ANOVA one way
seguida de Tukey A — Linfocitos marcados com TNF-a; B — [IFN-y; C — IL-2. E1: extrato de folhas; E2:
extrato de caule; E3: extrato de inflorescéncia; E4: extrato de casca; CSA: Ciclosporina; PMA: Miristato

Acetato de Forbol.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi realizado a determinagdo da concentragdo de compostos
fendlicos totais presentes nos extratos brutos de folhas, de caule, inflorescéncia e de caule
de espécie M. ferruginata e, foi verificado concentragdes expressivas de compostos
fenolicos totais em todos os extratos de M. ferruginata estudados, sendo o extrato de
inflorescéncia o mais rico nesses compostos Em geral, o potencial antioxidante das
espécies vegetais pode ser atribuido, a0 menos em parte, a presenca de substancias
fendlicas em sua composi¢ao quimica. Assim, os resultados observados, corroboram com
estudos prévios de plantas deste género, em que tem sido detectado promissor efeito
antioxidante.

No estudo de Lima (2016), o extrato do caule de M. ferruginata apresentou 197,31
mg EAG/g, enquanto para o extrato das folhas foi observado um teor de 561,89 mg
EAG/g por Cruz (2017). Comparando os resultados de fenolicos totais encontrados no
presente estudo (caule: 81,80 mg EAG/g; folhas: 91,70 mg EAG/g), com os estudos
citados anteriormente, a qual utilizaram a mesma metodologia, observa-se clara diferenca
com menor concentragdo observada naquele. A anélise de compostos fenolicos pode ser
influenciada pelo método de extracdo empregado, tamanho da amostra, tempo e
condi¢des de estocagem (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA, 2015), que poderia explicar
variagdes na concentragdo observada nos extratos desta planta Um outro aspecto, ainda
mais relevante a ser considerado ¢ o fato, de que, variagdes na composi¢do quimica das
plantas podem ocorrer devido as condigdes sazonais (luminosidade, temperatura e clima) bem
como caracteristicas do solo, que podem alterar a produg@o de seus metabolitos secundarios
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LI et al., 2020).

Em relacdo ao potencial antioxidante, o extrato bruto de caule de M. ferruginata
apresentou melhor atividade. De acordo com Campos et al. (2003) sdo consideradas
substancias antioxidantes ativas as que apresentam ECso < 500 ug/mL. Assim, o extrato
que obteve esse resultado foi o extrato de caule, com ECso de 483,58 pg/mL,
respectivamente. O extrato com menor atividade foi o extrato de casca com um ECso
1049,1 pg/mL. No estudo de Lima (2016) o extrato de caule mostrou baixa atividade para
captura do radical DPPH, com EC50 de 518,51. No estudo Cruz (2017) foi observado um
EC50 minimo de até 500 pg/mL para o extrato das folhas. Comparado com os dados
obtidos no presente estudo observamos uma diferenca na concentragdo de E5S0 para o

extrato de folhas (613,02 pg/mL). Essa diferenca pode estar relacionada a composi¢ao
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quimica desta planta, visto que foi encontrado um menor teor de compostos fendlicos nos
extratos quando comparado aos estudos citados anteriormente. (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Nao foram encontrados estudos com os extratos de inflorescéncia e casca da planta
M. ferruginata envolvendo ensaio com DPPH, sendo uma contribui¢do para o
conhecimento em relagdo a essa planta, que também mostrou moderado potencial
antioxidante das inflorescéncias (516, 77ug/mL) desta espécie.

Apesar de maiores concentracdes de fendlicos estarem associadas positivamente
com maior atividade antioxidante (PIERONI ez al., 2011; LIMA, 2016; CRUZ, 2017;
GONTLIO et al., 2019), foi observado que o extrato de caule apresentou maior valor de
EC 50 (474,31 ng/mL), apesar de apresentar menor concentragdo de fenolicos totais que
o extrato de inflorescéncia e ndo diferir dos demais. Neste sentido, é possivel que outros
componentes antioxidantes nao quantificados e mais presentes no caule tenham
impactado neste achado. Além disso, a atividade antioxidante dos compostos fenolicos
depende da sua estrutura quimica (LIMA; BEZERRA, 2012). Assim, estudos mais
detalhados sobre a composi¢do quimica desta planta sdo necessarios para entendimento
de sua composicao e associacao com as atividades observadas.

No estudo fitoquimico realizado por Barroso (2015) com extratos etandlicos e
aquosos de folhas e caule de M. ferruginata foram identificados 14 compostos de
diferentes classes, entre eles de sesquiterpenos, hidrocarbonetos, monoterpenos, fenil
propandides, e 4alcoois, sendo predominante os sesquiterpenos p-cariofileno e a-
humuleno. Além disso, foram isolados e identificados o esteroide B-sitosterol (E1),
estigmasterol (E2), os triterpenos acidos ursolico e oleandico. Os flavonoides (5,7,4’-
trihidroxi-6,8-dimetilflavona, 5,6,7-trihidroxi-4’-metoxiflavona, 5-hidroxi-7,4’-
dimetoxi-8-metilflavona também foram identificados (OLIVEIRA, 2010).

Em outras espécies deste género, essa correlagdo entre alto teor de compostos
fenolicos e significativa atividade antioxidante pela inibicdo do radical DPPH tem sido
demonstrada. Por exemplo, no estudo do extrato metandlico de Miconia albicans ¢ de
Miconia latecrenata (PIERONI et al., 2011; GONTIO et al., 2019). A analise de
correlagdo entre a maior quantidade compostos fenolicos e sua capacidade de capturar
radicais de DPPH, foi também observada no presente estudo para os extratos de folhas,
inflorescéncia e casca.

Os extratos de M. ferruginata mostraram inibi¢ao superior a 50% de atividade
antioxidante na maior concentracdo (750 png/mL), apresentando inibi¢ao de 82,37 % para

o extrato de caule. Embora ndo haja estudados semelhante na literatura para M.
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ferruginata, plantas deste género também apresentaram atividade antioxidante. Mosquera
et al. (2009) mostrou elevado poder antioxidante de Miconia lehmannii com 45,3% de
atividade antioxidante frente ao radical DPPH. A atividade antioxidante de Miconia
alypifolia também foi demonstrada e relacionada a composicdo e concentragao de
compostos presentes, uma vez que o flavonoide kaempferol-3-Odiglucosideo (32%)
apresentou maior porcentagem de inibi¢do comparado a quercetina -3-O-galactosideo
(21%), apigenina-7-O-glicosideo (19%) e kaempferol-3-O-galactosideo (19%) a 30 uM.
A porcentagem de inibi¢do do radical aumentou quando presentes na concentragao de 100
uM, kaempferol-3-Odiglucosideo  (96%), quercetina -3-O-galactosideo (70%),
apigenina-7-O-glicosideo (41%) e kaempferol-3-O-galactosideo (43%). Assim, a
atividade antioxidante dos flavonoides depende dos arranjos de grupos funcionais e
grupos de hidroxilas, quanto maior o nimero de hidroxilas, maior serd a atividade como
doador de hidrogénio e de elétrons (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; LIMA;
BEZERRA, 2012).
Na avaliagdo do efeito dos extratos sobre os elementos da resposta imune, foi realizado
um estudo bioldgico para de avaliar a citoxicidade dos mesmos sobre as células PBMC
apos quatro e 120 horas de tratamento. Os resultados mostraram que nao houve redugao
significativa no percentual de células viaveis das PBMC tratadas com as diferentes
concentragdes dos extratos da M. ferruginata, (10 pg/mL- 120 pg/mL). Semelhante ao
observado em outros estudos, os resultados mostram que ndo houve efeito citotoxico de
extratos brutos de M. ferruginata frente a cultura de células. Comparativamente ao
presente estudo, Barroso (2015) também encontrou baixa toxicidade associada aos
extratos desta planta, ndo detectando reducdo significativa da viabilidade celular de
PBMC em concentragdes inferiores a 62,5ug/mL apds 120 horas de exposicdo aos
extratos aquosos (BARROSO, 2015). Contudo, a natureza do extrato empregado por essa
autora, foi diferente do empregado aqui (aquosos vs. etanolicos). Neste sentido, cabe
destacar que semelhante ao presente estudo Cordoba, (2017) e Cruz (2017) também
avaliaram extratos etanolicos de folhas desta planta e ndo observaram citotoxicidade nas
concentragdes inferiores a 50 ug/mL sob PBMC e neutréfilos humanos isolados do
sangue periférico.

Adicionalmente, estudos avaliando a citotoxidade dos extratos de M. ferruginata
frente a diferentes tipos de células tumorais tem mostrado um efeito altamente citotoxico
e seletivo (OLIVEIRA, 2010; BARROSO, 2015; CORDOBA, 2017). Nesses estudos,

tanto os extratos etandlicos e aquosos brutos das folhas/flores e do caule, quanto
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substancias isoladas desta espécie tem mostrado efeito antitumoral sob células MDA-
MB-231, MDA-MB-435, Jurkat e HCT-8. Estudo in vivo utilizando extrato aquoso de
folhas de M. ferruginata mostrou elevada toxidade quando administrada por via
intraperitoneal na dose de 2000 mg/kg, com determinagdo de uma DL50 de 1000 mg/kg
e sendo classificado como extrato moderadamente toxico. Entretanto, nas doses de 200,
100 e 50 mg/kg ndo houve toxicidade e foi observado uma correlagdo dose-dependente
do efeito terapéutico na distrofia muscular em camundongos mdx, com redugdo da
necrose, degeneracio celular e processo inflamatério (CORREA, 2020). Esses resultados
mostram possiveis efeitos bioldgicos e elevada seletividade dos extratos de M.
ferruginata, que o tornam uma planta promissora com atividade antioxidantes e/ou anti-
inflamatoria.

Apo6s determinar as concentragdes ndo toxicas dos extratos de M. ferruginata a
serem utilizadas nos demais ensaios biologicos e andlise de emissdo de fluorescéncia
desses extratos nos detectores do citometro, foi realizada a investigagdo do efeito dos
extratos sobe a resposta proliferativa de linfocitos totais e suas subpopulagdes TCD4 e
TCDS. Os resultados demonstram um efeito antiproliferativo dos extratos de M.
ferruginata sob linfocitos totais. Importante ressaltar que apenas o extrato de
inflorescéncia (40 pg/mL) reduziu de forma significativa o indice de proliferagdo da
subpopulagdao de TCD4. Para certificar os resultados encontrados neste ensaio, o teste de
viabilidade pelo método de exclusdo de azul de Tripan (0,4%) foi realizado, mostrando
que os efeitos inibitorios dos extratos frente a proliferagdo de linfocitos nao estavam
relacionados a eventos de morte.

Estudo realizado por Barroso (2015) mostrou potencial efeito antiproliferativo do
extrato das folhas/flores na concentracdo de 45 pg/mL e do extrato do caule de M.
ferruginata nas concentragdes de 15, 20 e 30 pg/mL. O percentual de eficacia foi de
39,94%, 57,3%, 137,4% e 251,8%, respectivamente. Este estudo revelou um alto
potencial antiproliferativo do extrato do caule com uma inibi¢ao 2.5 vezes maior em
comparac¢do a dexametasona (8 pg/mL).

O presente estudo corrobora a atividade antiproliferativa dos extratos de Miconia
ferruginata, especialmente para os extratos etandlicos brutos de M. ferruginata os quais
nao haviam sido estudados até o momento. Foi ainda verificado que o extrato etandlico
bruto de inflorescéncia obteve melhor reducao do percentual de linfocitos e da sua
subpopulagdo TCD4. As células T caracterizam a atividade efetora auxiliar na ativacao

de outros subtipos celulares, principalmente, através da secre¢cdo de citocinas e acdo
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efetora frente as células alvos. Os linfocitos TCD4 produzem citocina IL-2, que induz a
proliferagdo de linfécitos, além de aumentar a capacidade citotoxica dos linfocitos TCDS
(JUNIOR et al., 2010). A citocina IL-2 ¢ considerada principal fator estimulador de
células T, promovendo a proliferagao de linfocitos e ativagao de sua subpopulacao, sendo
produzida principalmente por linfécitos TCD4 (JUNIOR et al., 2010). Assim, o efeito
antiproliferativo dos extratos de M. ferruginata sobre os linfocitos pode ser compreendido
em parte com a avaliagdo dos efeitos dos extratos sobre a producdo da citocina IL-2.

A avaliagdo do efeito dos extratos sobre a produgao de citocinas, revelou uma
possivel correlagao do efeito antiproliferativo com a inibi¢ao da producao da citocina IL-
2 para o extrato de inflorescéncia, apresentando eficacia de 15,13% quando comparado a
CSA. Importante destacar que apenas o extrato de inflorescéncia reduziu a proliferagdo
da subpopulacdo de linfocitos TCD4. Contudo, ndo foi observada reducdo significativa
para TNF-a, IFN-y e IL-2 nas culturas tratadas com os outros extratos de M. ferruginata,
podendo estar o efeito antiproliferativo associado a outro mecanismo de acao.

Dessa forma, o efeito do extrato de inflorescéncia de M. ferruginata na redugao
da produgao de IL-2 pode estar relacionado ao seu feito sobre proliferacao de linfocitos
totais e subpopulacdes TCD4 e TCDS. A diferenca no efeito dos extratos de M.
ferruginata frente a producao de citocina observada, especificamente para IL-2 a qual
apenas o extrato de inflorescéncia apresentou inibicao significativa, pode estar associada
a composicdo quimica desses extratos, que precisa ser melhor investigada. Contudo, vale
ressaltar que, apesar da auséncia de significancia para a reducdo das citocinas pro-
inflamatoérias, houve uma reducao relativa desses dados quando comparado a cultura
controle estimulada. Esse menor efeito pode ter ocorrido devido as baixas concentragdes
usadas dos extratos ou ao baixo tempo de exposi¢do ao tratamento.

Resultado similar foi observado por Santos (2018), quando avaliou extratos
etanolicos de partes aéreas e de raizes de Eriosema campestre. Eles inibiram a
proliferacao de linfocitos totais e de suas subpopulagdes, reduziram a producdo e
expressdo génica de IL-2, mas ndo tiveram efeito sobre a producdo das citocinas IFN-y,
TNF-a e IL-10. As atividades apresentadas foram correlacionadas as substancias da
classe dos flavonoides presentes na planta.

Consequentemente, o efeito antiproliferativo dos extratos etanolicos de M.
ferruginata pode também estar correlacionado as substancias identificadas na planta,
como compostos fenolicos e triterpenos, visto que tem apresentado efeitos anti-

inflamatorios descritos na literatura (OLIVEIRA, 2010; BARROSO, 2015; BARROSO;
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OTONI; GREGORIO, 2017; CHEN et al., 2017; CRUZ, 2017; YAHFOUF et al., 2018;
SILVA et al., 2020). Corroborando essa hipotese, tratamento com os triterpenos acido
ursolico e acido oleanoico em animais infectados com formas tripomastigotas de
Trypanosomoa cruzi foi capaz de diminuir as de INF- y e aumentar dos niveis séricos de
IL-10 (FERREIRA, 2010). Ainda, tratamento oral com acido ursolico em camundongos
Balb/c artriticos apresentou efeito inibitdrio na producgdo de citocinas pro-inflamatdrias,
IL-2, INF- y e TNF- a (AHMAD et al., 2006). Pré-tratamento com &cidos ursolico ou
oleandlico em linhagem celular de feocromocitoma (PC12) aumentou atividade de SOD
catalase e reduziu a liberagdo de IL-6 ¢ TNF-a induzida por iodeto de 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP+) ou peroxido de hidrogénio (H202), compostos toxicos capazes de
causar estresse oxidativo e apoptose da célula. Devido a agdo antioxidante e anti-
inflamatéria observadas pelos acidos ursoélico e oleandlico, esses compostos foram
agentes potentes contra distirbios degenerativos (TSAIL; YIN, 2008).

A atividade anti-inflamatdria dos triterpenoides acidos oleandlico e ursélico tém
sido relacionados a interagao com as isoformas da ciclooxigenase, com inibi¢ao da COX-
2, atuando na supressdo da resposta inflamatoria (RINGBOM et al., 1998;
MAGALHAES, 2010; SILVA, 2016).

O potencial anti-inflamatdrio observado em nosso estudo pode estar relacionado
também aos contetdos de flavonoides totais, uma vez que foi identificado compostos
fenolicos totais nos extratos brutos de M. ferruginata (OLIVEIRA, 2010; BARROSO,
2015; CRUZ, 2017), esses compostos estdo envolvidos na modulagdo da expressdo de
fatores nos processos inflamatorios, como as citocinas (GANDHI et al, 2018; YAHFOUF
et al., 2018). Importante destacar que o extrato de inflorescéncia de M. ferruginata
apresentou melhor atividade antiproliferativa e inibi¢do da produg¢ado da citocina IL-2, e
obteve maior teor de compostos fenolicos. Kim et al. (2004) propuseram que a atividade
anti-inflamatdria dos flavonoides se d4 através da inibicdo de eicosanoides em gerar
enzimas incluindo fosfolipase A2, ciclooxigenases reduzindo entdo a concentragdo de
prostaglandinas e leucotrienos. Estudo realizado por Lima ef al. (2020) mostrou efeito
anti-inflamatdrio no edema de pata em camundongos induzido por carragenina com
tratamento oral de extrato de M. albicans nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/kg, com
reducdo nos niveis de TNF-a e IL-1PB. A atividade analgésica e anti-inflamatoria foi
relacionada a presenca de flavonoides, como a quercetina. Estudos com extrato de M.
ferruginata mostraram eficidcia na inibicdo dose-dependente das espécies reativas

produzidas pelo burst oxidativo em neutrodfilos, a qual foi relacionado a presenga de
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compostos fendlicos e outros metabolitos presentes nos extratos (LIMA, 2016; CRUZ,
2017).

Outras espécies do género Miconia tem demonstrado efeito anti-inflamatorio e
antioxidante (VASCOLCELOS et al., 2006; GATIS CARRAZZONI et al., 2018), ¢
estudos fitoquimicos mostram os flavonoides e triterpenos como principais constituintes
do género (CUNHA, 2006; RODRIGUES et al., 2007, CUNHA, 2010; OLIVEIRA,
2010; BARROSO; OTONI; GREGORIO, 2017; CUNHA; CRUZ; MENEZES 2019;
LIMA, 2020), que apontam para uma importante participagdo destes compostos nas
atividades registradas também para a Miconia ferruginata.

Em resumo, os resultados obtidos mostram um potencial dos extratos de M.
ferruginata em relagdo a atividade anti-proliferativa e antioxidante, que pode estar
correlacionada a presenga de compostos fendlicos e/ou triterpenos, sendo necessario
maiores investigacdes € avangos no conhecimento fitoquimico desta planta para
comprovagdo da provavel associacdo destas atividades. Ainda, no presente trabalho ndo
foi avaliado o efeito dos extratos sobre outras citocinas como IL- 6, I[L- 12 e IL-17 que
sdo citocinas essenciais na resposta imunologica. Além disso, efeitos dos extratos brutos
de M. ferruginata sobre outros mediadores inflamatorios devem ser investigados, tais
como 6xido nitrico e produtos das cicloogenases (COX). Devido a restricao de estudos
em relagdo a atividade anti-inflamatoria, especificamente na resposta inflamatoria de M.
ferruginata, torna-se necessario outros ensaios tanto com os extratos quanto com fragdes

e/ou substancias isoladas a fim de realizar maior investigagao do efeito biologico.
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7. CONCLUSAO

No presente estudo os extratos etanolicos brutos de M. ferruginata mostraram
atividade antiproliferativa, a inibi¢do da proliferacdo de linfécitos pelo extrato de
inflorescéncia parece estar associada a inibi¢do da citocina mitogénica IL-2. E provével
que a atividade antioxidante observada possa estar relacionada a presenca de compostos
fenolicos e outras substincias antioxidantes nos extratos brutos de folhas, caule,
inflorescéncia e casca. Contudo, nao foi possivel elucidar ainda os provaveis mecanismos
de acdo anti-proliferativa e/ou anti-inflamatéria destes extratos e futuras avaliagdes do
potencial biolégico de M. ferruginata ainda deverao ser realizadas com o emprego de
outros ensaios in vitro ¢ modelos animais podem contribuir para verificacdo desse

potencial e, inclusive, avaliar as fragdes e possiveis substancias purificadas.
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Teor de compostos fendlicos totais (mgEAG/g) dos extratos brutos de Miconia

ferruginata.
Ext. etan. Ext. etan. Ext. etan. Ext. etan.
CONCENTRACAO Folhas Caule Inflorescéncia Casca
750 pg/mL 91,703 £4,75° 81,803 £ 4,54° 120,137+ 8,72* 85,885+ 12,65
500 pg/mL 65,974+ 3,80° 59,886 + 5,89° 87,028+ 3,77° 56,774+ 7,40P
250 pg/mL 44,701+ 5,432 35,239 + 4,28 39,296+ 2,31% 32,459+ 3,41°
100 pg/mL 27,730 + 4,882 19,001+ 8,0% 20,448+ 3,60% 15,358+ 4,82
50 pg/mL 20,668 + 4,09 13,706+ 6,682 9,856+ 4,912 7,816+ 7,64°

Valores expressos em média + erro padrdo, (n=4). Comparacdo entre os extratos em relagdo a cada
concentragdo. a: representa diferenca estatistica em relagdo a b; ab ndo apresenta diferenga estatistica. Nivel
de significancia p<0,05 (ANOVA, Tukey).
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Teste de correlacio entre FT (mg EAG/g extrato) e a capacidade de captura

do radical DPPHe (%)
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ANEXO A

: MINISTERIO DA EDUCAGAO \
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa intitulada: “Estudo
biomonitorado e avaliagio das atividades antitumoral, antiinflamatérias e
imunomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado”, em virtude de
realizar uma coleta de amostra sanguinea a fim de viabilizar ensaios biolégicos para
compor banco de dados e potencial biolégico de plantas medicinais coletadas na regido
dos Vales Jequitinhonha-MG, coordenada pelo(a) PROFA. HELEN RODRIGUES
MARTINS E O Aluno(a) de Pés-Graduagio, nivel de doutorado POLIANA RIBEIRO
BARROSO e contard ainda com os professor(as) KELLY CRISTINA KATO:
GUSTAVO EUSTAQUIO BRITO ALVIM DE MELO; WAGNER DE FATIMA
PEREIRA E ELAINE AMARAL LEITE. :

A sua participagdo ndo ¢ obrigatoria sendo que, a qualquer momento da
pesquisa, vocé poderd desistir e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum
prejuizo para sua relagdo com o pesquisador, ou com a UFVIM.

Os objetivos desta pesquisa sdo: realizar um estudo biomonitorado das ativida-
des antitumoral, antiinflamatéria e imunomodulatéria de extratos, fragdes. sub'frag:(‘ies
e/ou compostos isolados de espécies medicinais nativas do Cerradd pertencentes a ex-
tratoteca da Universidade Federal dos Vales Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM). Caso
vocé decida aceitar o convite, sera submetido(a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: doar
10 mL de sangue, que sera coletado por pun¢io venosa com tubos a vacuo (da mesma
maneira que ¢ coletado quando vocé faz algum exame de sangue), em data e horario a
combinar, A SER REALIZADO NO LABORAT()RIO DE IMUNOLOGIA (LABIMU-
NO) DO CENTRO INTEGRADO DE PESQUISA EM SAUDE (CIPQ-SAUDE) DA
UFVIM. O tempo previsto para a sua participagdo ¢ de aproximadamente 10 minutos
uma unica vez. : :

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo hematoma (roxo no local da co-
leta de sangue), dor, tontura, enjoo, DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DE
CONSTRANGIMENTO. ESSES RISCOS SERAO MINIMIZADOS POR SE TRATAR

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM 3
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n° 5000 - Alto da Jacuba

Diamantina/MG CEP39100000. Tel.: (38)3532-1240

Comité de Etica o Pesquisa A UFVIM
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Vocé recebera uma via deste termo onde constam o telefone e o endere¢o do
pesquisador -principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sobre sua

participag@o agora ou em qualquer momento.

Coordenador(a) do Projeto: HELEN RODRIGUES MARTINS E POLIANA RIBEIRO
BARROSO

Endereco: Laboratério de Doengas Infecciosas e Parasitarias (LADIP — CIPg-

Satde) Campus JK, Diamantina-MG.
Telefone: 0(38) 35321200 ramal 8422

Declaro que entendi os objetivos, a forma de minha participagdo, riscos e
beneficios da mesma e aceito o convite para participar. Autorizo a publicagdo dos
resultados da pesquisa, a qual garante o anonimato ¢ o sigilo referente a minha

participagéo.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa:

Informagdes — Comité de Etica em Pesquisa da UFVJM
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n® 5000 - Alto da Jacuba
Diamantina/MG CEP39100-000

Tel.: (38)3532-1240

Coordenador: Prof. Disney Oliver Sivieri Junior

Secretaria: Ana Flavia de Abreu

Email: cep.secretaria@ufvim.edu.br elou cep@ufvim.edu.br.

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n° 5000 - Alto da Jacuba

Diamantina/MG CEP39100000. Tel.: (38)3532-1240
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TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu discuti os riscos e beneficios da minha participac:’ib no estudo intitulado “Es-
tudo biomonitorado e avaliacdo das atividades antitumoral, antiinflamatérias e
imunomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado” com os pesquisado-
res envolvidos. Eu li e compreendi todos os procedimentos que envolvem esta pesquisa
e tive tempo suficiente para considerar a minha participagdo no estudo. Eu perguntei e
obtive as respostas para todas as minhas davidas. Eu sei que posso me recusar a partici-
par deste estudo ou que posso abandona-lo a qualduer momento sem qualquer constran-
gimento ou prejuizo. Eu também compreendo que os pesquisadores podem decidir a mi-
nha exclusdo do estudo por razdes cientiﬁcaé;, sobre as quais eu serei devidamente infor-
mado. N#o terei nenhuma remuneragdo e nenhum gasto por participar do projeto. Tenho
uma copia deste formulario, o qual foi assinado em duas vias idénticas e rubricadas.
Portanto, aqui fornego 0-meu consentimento para participar do estudo intitulado: “Estu-

do biomonitorado e avaliagao das atividades antitumoral, antiinflamatérias e imu-

nomodulatérias de plantas medicinais nativas do Cerrado™ durante todos os testes

realizados.

Diamantina,

Assinatura do voluntério:

Testemunha:

Testemunha:

Declaro que expliquei todos os objetivos, beneficios e riscos deste estudo ao voluntario,

dentro dos limites de meus conhecimentos cientificos.
PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

xesO

Poliana Ribeiro Beirroso | : HELE } ODRIGUES MARTINS

Comité de Etica em Pesquisa da UFVIM
Rodovia MGT 367 - Km 583 - n° 5000 - Alto da Jacuba

Diamantina/MG CEP39100000. Tel.: (38)3532-1240
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO BIOMONITORADO E AVALIAGAO DAS ATIVIDADES ANTITUMORAL,
ANTIINFLAMATORIAS E IMUNOMODULATORIAS DE PLANTAS MEDICINAIS
NATIVAS DO CERRADO

Pesquisador: POLIANA RIBEIRO BARROSO

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 94096218.1.0000.5108

Instituicao Proponente: Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.931.933

Apresentacao do Projeto:

A regido dos Vales Jequitinhonha, em especial Diamantina esta localizada na regido central do estado de
Minas Gerais, dentro do bioma Cerrado, com diferentes fitofisionomias, sendo a mais marcante e com maior
extensdo os campos rupestres. A regido, apresenta importancia bioldgica especial, por apresentar grande e
diversificada riqueza botanica com elevado grau de endemismo além do extenso conhecimento popular
repassado ainda por geragdes. E possivel que muitas dessas plantas medicinais apresentem atividades
bioldgicas cientificamente comprovadas. Assim, o presente estudo tem por objetivo avaliar a composigéo
quimica e atividades biolégicas de plantas medicinais da regido dos Vales Jequitinhonha, a fim de
complementar a construgdo de uma extratoteca da UFVJM com informagdes quimicas e
biolégicas/terapéuticas de diferentes extratos

vegetais

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

O objetivo do presente projeto é realizar um estudo continuado e biomonitorado das atividades antitumoral,
antiinflamatéria e imunomodulatéria de extratos, fragcdes, subfracdes e/ou compostos isolados de espécies
medicinais nativas do Cerrado pertencentes a extratoteca da UFVJM.

Objetivo Secundario:

- Coletar e obter extratos etandlicos e aquosos de espécies medicinais nativas do Cerrado com

Endereco: Rodovia MGT 367 - Km 583, n°® 5000

Bairro: Alto da Jacuba CEP: 39.100-000
UF: MG Municipio: DIAMANTINA
Telefone: (38)3532-1240 Fax: (38)3532-1200 E-mail: cep@ufvjm.edu.br
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aplicacdo na medicina popular pertencentes a extratoteca da UFVJM. - Fracionamento e analise preliminar
dos extratos por triagem fitoquimica classica, com vistas a evidenciar as principais

classes de metabdlitos secundarios presentes.- Realizar uma triagem dos extratos, fragdes, subfragdes e/ou
substancias para a atividade antitumoral, antiinflamatéria e imunomodulatéria por meio de testes in vitro. -
Avaliar a toxicidade in vitro dos extratos, fragdes, subfragdes e/ou substancias que apresentarem atividade
nos testes de triagem. - Andlise quimica dos extratos e suas respectivas fracées ativos por diferentes
técnicas espectroscépicas e espectrométricas.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos relacionados com sua participagdo sdo hematoma (roxo no local da coleta de sangue), dor,
tontura, enjoo, DE IDENTIFICACAO DO VOLUNTARIO E DE CONSTRANGIMENTO. ESSES RISCOS
SERAO MINIMIZADOS POR SE TRATAR DE UMA COLETA POR PESSOA TREINADA, CEGO PARA OS
DIFERENTES TESTES, EM LOCAL LIMPO E RESERVADO PARA EVITAR IDENTIFICAGAO E
CONSTRANGIMENTOS DO VOLUNTARIO, EQUIPADO COM CADEIRA PARA COLETA, UTILIZANDO
MATERIAL ESTERIL E DESCARTAVEL. EM CASO DE DOR E HEMATONAS SERA RECOMENDADO O
USO DE COMPRESSA GELADA NO LOCAL DA COLETA. EM CASO DE TONTURA E ENJOO O
VOLUNTARIO SERA DIRECIONADO A UM LOCAL RESERVADO E TRANQUILO PARA FICAR SENTADO
OU DEITADO ATE MELHORAR, E TERA SUA PRESSAO MONITORADA DURANTE ESTE PERIODO.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

As espécies ndo constam da Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira Ameacadas de Extingédo e serdo
usados os dados de exsicatas dos herbarios da UFVJM. A composicdo quimica dos extratos vegetais sera
realizada por fitoquimica classica e técnicas hifenadas para os extratos ativos quanto as atividades
biolégicas, segundo projeto em anexo. A avaliagdo biomonitorada das atividades biolégicas dos extratos
serao realizados testes para as atividades: antitumoral usando testes de citotoxicidade frente linhagens
tumorais e avaliagdo das vias de indugdo de morte; anti-inflamatdria e imunomoduladora usando testes de
avaliacdo do efeito sobre a producgéo citocinas, sobre a expressdo de ciclooxigenase 2 (COX2) e sobre a
proliferagdo de linfécitos humanos; toxicidade usando os testes de atividade hemolitica, viabilidade sobre
leucécitos humanos e fibroblastos normais da linhagem L929. Para as atividades anti-inflamatéria e
imunomoduladora sera utilizado células provenientes do sangue periférico de individuos sadios, da seguinte
forma: Obtengdo de leucdcitos - As amostras de sangue serdo colhidas em média de 45 voluntarios por
puncédo da veia ante cubital mediana, utilizando tubos a vacuo heparinizados. Os voluntarios serdo
estudantes da UFVJM com idade entre 29 e 30 anos, abordados no campus e

Endereco: Rodovia MGT 367 - Km 583, n® 5000
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convidados a participarem do estudo. Os procedimentos de coleta obedecerdao as Recomendacgdes da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso (2010). As
células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis (CMSP) serdo obtidas a partir de 10
mL de sangue periférico venoso apés

centrifugacdo em Histopaque 1077 conforme Bicalho et al., (1981). Avaliagéo da ativagao de leucécitos para
producao de citocinas - Aliquotas de sangue total serdo tratadas com DMSO ou

extratos, na auséncia e presenga do PMA (25 ng/mL), por 24 e 36 horas, em estufa Umida. Apds o periodo
de incubagéo as células serdo permeabilizadas e marcadas com anticorpos anti-citocinas (IL-2, IL-10, IFN- e
TNF-) conjugados com o fluorocromo PE . As amostras serdo avaliadas por citometria de fluxo,
procedendose a aquisigdo de pelo menos 30.000 eventos. Analise do efeito dos extratos sobre a
proliferagédo de linfécitos humanos - Sera utilizada a técnica de incorporagao e decaimento da fluorescéncia
de CFSE (5- (and-6)-carboxyfluorescein diacetate

succinimidyl ester)(Lyons et al., 2000). Para isso, serdo confeccionadas culturas marcadas com CFSE
estimuladas com o mitégeno Fitohemaglutinina (PHA). As células serdo estimuladas ou ndo com 10puL de
PHA (1 ug/mL) e tratadas com extratos mantidas por 5 dias em estufa umida. A proliferagdo celular sera
determinada por citometria de fluxo (ANGULO e FULCHER, 1998). Avaliagdo sobre a expressdo de COX-2 -
Aliquota de 1mL sangue periférico de voluntarios sadios, estimuladas com lipopolissacarideo (LPS), serdo
tratadas com os extratos, incubadas em estufa umida por 4 h. Apés incubagdo, 100 L de cada cultura serdo
expostas ao anticorpo anti-CD14 conjugado com PerCP-Cy5, seguida de lise eritrocitaria. Incubados com
anticorpos anti-COX-1 conjugado com FITC e anti-COX-2 conjugado com PE. Paralelamente sera
confecionado controles isotipicos. Apds a incubagéo, as células serdo analisadas em citometria de fluxo com
aquisicdo de 50000 eventos. Para os testes de toxicidade serdo utilizando CMSP e sangue total da seguinte
forma: Efeito dos extratos sobre a viabilidade de CMSP humanas- Ser&o incubadas culturas com os extratos
por 24 horas e 120 dias, em estufa umida. Sera usado a técnica de exclusdo de azul de tripam (ALLISON et
al. 1980; AVELAR-FREITAS et al. 2014). Atividade hemolitica - Suspensao de hemacias a 0,05%, coletado
de voluntarios sadios, serdo tratadas com os extratos conforme Kang et al. 2009 incubadas por 4 h, o
sobrenadante sera transferido para placas para leitura de absorbancia a 540 nm e dados como
percentagem de hemolise. Os demais ensaios ndo envolvem seres humanos conforme projeto.
Numero amostral: 45
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Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foi apresentado o Projeto de Pesquisa, Folha de Rosto, Cronograma, TCLE.

A carta da Instituicdo Co-participe foi apresentada conforme Resolugéo 466/12.

Recomendacoes:

RBrad

111

- Segundo a Carta Circular n°. 003/2011/CONEP/CNS, de 21/03/11, ha obrigatoriedade de rubrica em todas
as paginas do TCLE pelo sujeito de pesquisa ou seu responsavel e pelo pesquisador, que devera também

apor sua assinatura na ultima pagina do referido termo.

- Relatérios final

e parciais deverdo ser apresentado ao CEP. Os relatérios parciais deverao ser

apresentados nas datas: 30/04/2019; 30/10/2019; 30/04/2020; 30/10/2020;30/04/2021; 30/10/2021. O
relatério final devera ser apresentado em 30/04/2022. Considerase como antiética a pesquisa

descontinuada sem justificativa aceita pelo CEP que a aprovou.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

O projeto atende aos preceitos éticos para pesquisas envolvendo seres humanos preconizados na
Resolugdo 466/12 CNS.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 04/09/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1179558 .pdf 09:39:51
Declaracéo de CARTA_COPARTICIPANTE.pdf 04/09/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
Instituicéo e 09:39:11 |BARROSO
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TCLE_ATUALIZADA pdf 04/09/2018 |POLIANA RIBEIRO Aceito
Assentimento / 09:38:19 |BARROSO
Justificativa de

| Auséncia

Projeto Detalhado / |proposta_do_projeto_Cep_ATUALIZAD | 04/09/2018 |POLIANA RIBEIRO Aceito

Brochura A.pdf 09:37:41 |BARROSO

Investigador

Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 18/07/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
11:11:47 | BARROSO

Orgamento ORCAMENTO.pdf 16/07/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
17:00:37__|BARROSO

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 16/07/2018 | POLIANA RIBEIRO Aceito
15:20:41 | BARROSO
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Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

DIAMANTINA, 02 de Outubro de 2018

Assinado por:
Simone Gomes Dias de Oliveira
(Coordenador(a))
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