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RESUMO 

 

A importância das plantas medicinais e seus efeitos terapêuticos vêm sendo constatada 

ao longo do tempo, e muitas vezes, estas são usadas como único recurso para o tratamento 

de diversas doenças. A espécie Miconia ferruginata DC. (Melastomataceae) é conhecida 

popularmente como pixirica-do-campo ou babatenão, tem sido usada na medicina popular 

para tratar inflamações e infecções. Considerando o seu uso popular e os resultados 

promissores para o potencial anti-inflamatório, antitumoral e antioxidante, maiores 

esforços na investigação terapêutica da M. ferruginata tornam-se necessários, a fim de 

validar tal potencial. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar as atividades 

antioxidante e anti-inflamatória de extratos etanólicos brutos de folhas, do caule, de 

inflorescência e da casca da espécie Miconia ferruginata DC. A quantificação de 

compostos fenólicos e a avaliação da atividade antioxidante in vitro dos extratos foi 

realizada por meio da espectrofotometria. Todos os extratos brutos de Miconia 

ferruginata apresentaram teores de compostos fenólicos totais (CFT) com destaque para 

o extrato de inflorescência (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 

(EC50 de 483,58 μg/mL µg/mL). A citotoxicidade dos extratos foi avaliada sobre células 

mononucleares do sangue periférico (PBMC) humano, após 24 horas ou cinco dias de 

cultura, empregando o método de exclusão com azul de Tripan. Concentrações não 

tóxicas dos extratos M. ferruginata foram utilizadas para avaliar o efeito dos extratos 

sobre a proliferação de linfócitos e suas subpopulações TCD4 e TCD8, observando-se o 

decaimento da fluorescência de células marcadas com VPD450, em culturas estimuladas 

pela fitohemaglutinina (PHA). Os extratos apresentaram efeito inibitório sobre a resposta 

proliferativa de linfócitos e de suas subpopulações T CD4 e T CD8.  A produção das 

citocinas pró-inflamatórias (IFN-γ, TNF-α 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 não tiveram efeito sobre a produção das citocinas IFN-γ 

e TNF-α pelos linfócitos totais. No entanto, houve diminuição de IL-2 em linfócitos totais 

tratados com extrato bruto de inflorescência. Assim, no presente estudo os extratos 

etanólicos brutos de Miconia ferruginata mostraram atividade antiproliferativa, a inibição 

da proliferação de linfócitos pelo extrato de inflorescência parece estar associada à 

inibição da citocina mitogênica IL-2. É provável que a atividade antioxidante observada 

possa estar relacionada a presença de compostos fenólicos nos extratos brutos de folhas, 



 
 

de caule, de inflorescência e da casca, sendo necessário maiores investigações para 

comprovação da provável associação destas atividades. 

 

 

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

ferruginata. Atividade Anti-inflamatória. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

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 babatenão, 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 (EC50 of 483.58 μg/mL μg/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 TCD8 
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 CD8 
subpopulations.  The production of proinflammatory cytokines (IFN-γ, TNF-α 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-γ and TNF-α 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. INTRODUÇÃO  

 

A utilização de plantas com fins medicinais para o tratamento, a cura e a prevenção 

de doenças é uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade 

(MACEDO, 2016; WHO, 2014-2023). Apresenta-se como importante instrumento na 

assistência farmacêutica, principalmente, em países em desenvolvimento (OMS, 2002; 

CRAVOTTO et al., 2010).  

Os efeitos terapêuticos das plantas medicinais estão relacionados aos metabólitos 

secundários presentes em sua composição, que podem estar correlacionados a potenciais 

atividades biológicas, entre elas as atividade antioxidante e anti-inflamatória (LI et al., 

2020; PEREIRA et al., 2021). 

Os antioxidantes são classificados em enzimáticos e não enzimáticos, sendo 

frequentemente encontrados em fontes naturais (OLIVEIRA et al., 2009; VELLOSA et 

al., 2021). Entre os antioxidantes provenientes de vegetais encontram-se os compostos 

fenólicos, que têm sido associados à capacidade de combater os prejuízos celulares 

decorrentes do estresse oxidativo e processos inflamatórios crônicos (JÁUREGUI, 2007; 

HUSSAIN et al., 2016).  

 Os polifenóis possuem quatro classes de metabolitos secundários, os ácidos 

fenólicos, os flavonoides, os estilbenos e as lignanas. (BOUAYED; BOHN, 2010). Em 

especial, os flavonoides possuem capacidade de reduzir a produção e eliminar as espécies 

reativas, além de exercer um papel eficaz como fatores anti-inflamatórios 

(ARULSELVAN et al., 2016). Este efeito parece estar associado a  quelação de traços de 

elementos envolvidos na produção de radicais livres, pela captura direta de espécies 

reativas de oxigênio (ROCHA; SOUZA, 2018), capacidade desses compostos em inibir 

enzimas importantes no processo inflamatório, 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 modulação da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) 

(PIETTA, 2000; YOON; BAEK, 2005; SANTANGELO et al., 2007; MARTINS, 2013).  

Os polifenois e outros metabolitos secundários são encontrados em diferentes 

espécies vegetais. A espécie Miconia ferruginata, uma planta do Cerrado, conhecida 

popularmente como pixirica-do-campo ou babatenão, assim como outras plantas da 

família Melastomataceae, se insere neste contexto e, é utilizada com fins medicinais 

(CAMPOS; AVELAR-FREITAS, 2018). Estudos químicos com espécies do gênero 
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Miconia apontam a presença de terpenoides, catequinas e flavonoides, sendo esses os 

possíveis responsáveis pelas atividades biológicas associadas a essas espécies. Na 

literatura já 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 

et al., 2021).  

Neste contexto, nosso grupo de pesquisa verificou, em estudos de triagem de 

atividades biológicas in vitro, que extratos brutos de M. ferruginata apresentaram efeitos 

antioxidante, antitumoral e anti-inflamatório, (BARROSO, 2015; LIMA, 2016; 

CORDOBA, 2017; CRUZ, 2017). De maneira geral, os extratos etanólicos apresentaram 

efeito citotóxico altamente seletivo frente a diferentes células tumorais (BARROSO 

2015; CORDOBA, 2017). Os extratos aquosos das folhas (45μg/mL) e do caule (15, 20 

e 30 μg/mL) apresentaram elevada inibição proliferativa de linfócitos estimulados por 

mitógenos em comparação à dexametasona, com eficácia de 39,9%, 57,3%, 137,4% e 

251,8%, respectivamente. O extrato aquoso do caule se destacou uma vez que, quando 

avaliado na concentração de 30 μg/mL apresentou eficácia 2,5 vezes superior ao fármaco 

padrão (BARROSO, 2015). Também foi observada elevada capacidade antioxidante e 

redução do burst respiratório em neutrófilos (LIMA, 2016; CRUZ, 2017). Estes 

resultados sugerem possível atividade antioxidante e anti-inflamatória destes extratos. 

Contudo, ainda são necessárias investigações mais detalhadas sobre os efeitos dos 

extratos brutos de folhas, caule, inflorescência e casca de M. ferruginata a fim identificar 

e validar tais atividades. Ademais, torna-se necessário compreender os mecanismos 

celulares pelos quais a M. ferruginata atua no processo inflamatório, requerendo 

avaliações quanto a produção das citocinas, a proliferação de subpopulações de linfócitos 

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

 

2.1. As plantas medicinais 

 

A importância das plantas medicinais e seus efeitos terapêuticos vêm sendo 

constatadas ao longo do tempo, e muitas vezes são utilizadas como único recurso para o 

tratamento de diversas doenças (KOPAEI, 2012; JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Para a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), as plantas medicinais são instrumentos 

importantes da assistência farmacêutica, especialmente da população de países em vias 

de desenvolvimento, no que se refere à Atenção Primária à Saúde (OMS, 2011). Assim, 

o uso das plantas pode ser uma alternativa para manutenção, prevenção e tratamento de 

saúde para diferentes patologias (RODRIGUES et al., 2007; DANTAS et al, 2018; 

EBRAHIMI et al., 2020).  

No Brasil, as plantas medicinais são amplamente utilizadas para o tratamento de 

diversas doenças (RODRIGUES et al., 2008) e, essa abordagem é 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 hotspot 

mundial (JOLY et 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 fitoterápicos vêm com 

expectativa de aumentar a regularização e distribuição destes produtos no Brasil, visando 

a disponibilidade de medicamentos para atendimento à população (OLIVEIRA, 2016). 

De acordo com a WHO, cerca de 80% da população mundial faz uso das plantas 

medicinais na atenção primária a saúde (WHO, 2014-2023). A utilização de plantas 

medicinais e fitoterápicos deve ser realizada por meio de prescrição adequada e 

informação sobre possíveis interações medicamentosas (MATTOS et al., 2018).  Assim, 

são necessários mais estudos com plantas medicinais, incluindo espécies vegetais 

provenientes do Cerrado, com o objetivo de averiguar seus reais potenciais 

farmacológicos e   assegurar a segurança de seu uso (SOUZA, 2015). 

De acordo com a diretriz da Política de Plantas Medicinais e Fitoterápicos de 

2006, é garantido à população a obtenção e o uso das plantas medicinais e fitoterápicos 

com segurança, eficácia 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 não poderiam fazer mal (CRUZ et al., 

2015). No estado de Santa Catarina, também foi observado um grande uso de plantas 

medicinais pela população do município de Blumenau, as plantas eram colhidas em suas 

residências e feitas em forma de chás. Ainda foi visto, que os principais usuários foram 

do sexo femininos e com idade avançada (ZENI, 2017). 

Adicionalmente, também foi demonstrado por Piriz (2013) o elevado uso de 

plantas medicinais, sendo maior uso nas comunidades rurais e usuários do Sistema Único 

de Saúde (SUS) e da Estratégia Saúde da Família (ESF). O uso das plantas medicinais se 

deve a fatores econômicos, 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 

terapêuticos (SIMÕES et al., 1999; NICOLETTI et al., 2015; CAMPOS; AVELAR-

FREITAS, 2018).  

Contudo, o uso inadequado e desconhecimento de efeitos secundários de plantas 

pode ocasionar reações adversas, intoxicações, algumas até graves, levando a morte 

devido a presença de substâncias tóxicas (NAVARRO MOLL, 2000; FRANCA et al., 

2008; VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009; FARZAEI et al., 2020). Um exemplo 

é o uso da Ruta graveolens, conhecida como arruda, em mulheres grávidas seu uso pode 

provocar efeitos teratogênicos, hemorragias e até mesmo provocar abordo (GORRIL et 

al., 2016). Foi observado que informações sobre intoxicações e outros efeitos advindos 

da utilização das plantas não atinge as pessoas que fazem uso do serviço público de saúde 

(SILVA, 2003; ALEXANDRE; BAGATINI; SIMÕES, 2008; SILVEIRA, BANDEIRA; 

ARRAIS 2008), tornando-se necessário a capacitação de profissionais de saúde 

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 etnobotânicos, químicos e farmacológicos são importantes para 

identificar os fatores de riscos, os mecanismos de ação e a padronização 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 investigações da medicina tradicional 

e popular; isolamento, purificação e caracterização de princípios ativos; investigação 

farmacológica de extratos, frações e constituintes químicos isolados; modificações 

estruturais e a preparação de diferentes formulações para a produção de fitoterápicos. 
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Assim, a junção destas áreas multidisciplinares na pesquisa de plantas medicinais pode 

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

 

2.2. Família Melastomatacea e o gênero Miconia 

 

A família Melastomatacea apresenta aproximadamente 4.500 espécies, com quase 

dois terços dessas encontradas nas Américas. Esta família está representada por 100 

gêneros, sendo o gênero Miconia Ruiz & Pav, o maior e mais representativo, com cerca 

de 1000 espécies (MEYER, 1998; MARTINS, 2009). As espécies são, em maior parte, 

arbustos e ervas de sub-bosque, e estão distribuídas em habitats secos a úmidos, desde o 

nível do mar a grandes altitudes, mas é possível encontrar outras formações como 

trepadeiras, epífitas, ervas anuais e perenes. Suas folhas são geralmente curvinérveas 

acródroma, estames falciformes, sem estípulas e anteras poricidas facilitam sua distinção 

entre outras espécies (MARTINS, 1996; RENNER 2004; ROMERO, 2002; 

ALBUQUERQUE et al., 2013).  

Estudos fitoquímicos de espécies do gênero 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 

químicos relatados pertencem ao grupo dos compostos fenólicos, 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 têm sido apontados como 

os responsáveis pelas atividades anti-inflamatória, antioxidante e analgésica, e são 

indicadas para tratar artrite, artrose e dores musculares. Dentre esses, os flavonoides já 

foram apontados como responsáveis por forte efeito antioxidante e anti-inflamatório 

(RICE- EVANS et al., 1996; MANCINI et al., 2008; SERAFINI; PELUSO; 

RAGUZZINI, 2010; PIERONI et al., 2011). Os compostos triterpenos pentaciclicos, 

especialmente, os ácidos ursólico e oleanólico, tem registros também de atividade anti-

inflamatória (VASCONCELOS et al., 2006; DALLA; GNOATTO; GOSMANN, 2009).  

Muitas espécies do gênero Miconia têm sido utilizadas na medicina popular como 

agentes anti-inflamatórios e antibióticos. Estudos científicos preliminares com algumas 

espécies têm mostrado potenciais atividades biológicas, tais como ação antimicrobiana, 

antitumoral, antimutagênica, antimalárica, antinoceptiva, antiparasitária, antioxidante e 

anti-inflamatória (CELOTTO et al., 2003; CRUZ; KAPLAN, 2004; CUNHA, 2003; 
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CUNHA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2006; CUNHA et al., 2008; RODRIGUES 

et al., 2008; PIERONI et al., 2011; PEIXOTO et al., 2011; SERPELONI et al., 2011; 

BARROSO, 2015; LEITE, 2016; LIMA, 2016; CRUZ, 2017; GATIS- CARRAZZONI et 

al., 2018; CUNHA et al., 2019; GONTIJO et al. 2019; BARROSO et al., 2021). 

A Miconia albicans (SW.) conhecida popularmente como canela de velho é uma 

das espécies mais estudadas no gênero (SERPELONI et al., 2008; PIZA, 2009; PIERONI 

et al., 2011; SANTOS; COUTO, 2018; LIMA, 2020; QUINTANS- JUNIOR et al., 2020; 

GOMES et al., 2021). Tem sido aplicada comercialmente na forma de chás, cápsulas de 

extratos secos e pomadas de uso adjuvante e cosmético, que não necessitam de liberação 

da ANVISA, para tratar dores musculares e articulares.  

Estudos vêm sendo realizados para correlacionar a composição química com as 

atividades biológicas atribuídas à espécie. Vasconcelos et 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 contorção. Os autores verificaram que os 

extratos hexânico e cloreto de metileno, administrados por via oral, produziram 

antinocepção, e que os triterpenos isolados poderiam ser os responsáveis pela analgesia. 

Adicionalmente, os ácidos ursólico e oleanólico foram os principais metabólitos isolados 

em mistura de Miconia albicans, cujo extrato bruto apresentou atividades analgésica e 

anti-inflamatória. No entanto, a administração da mistura contendo 65% de ácido ursólico 

e 35% de ácido oleanólico não exibiu significativas ações analgésica e anti-inflamatória. 

Assim, considerando que a mistura de ácido ursólico e ácido oleanólico 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-inflamatória 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 fenóis presentes. 

Outras espécies do gênero Miconia, também tem demonstrado efeitos 

anticonceptivos e anti-inflamatórios (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 migração de leucócitos, reduziu a produção das 

citocinas pró-inflamatórias (TNF e IL-1β) e reduziu cerca de 58,9% o número de 

contorções, mostrando um possível efeito analgésico e anti-inflamatório. Segundo os 
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autores, essas atividades parecem estar envolvidas com a presença de compostos 

fenólicos.  Nesta espécie também foi observada capacidade de inibição do crescimento 

tumoral de adenocarcinoma uterina tanto o extrato etanólico, quanto a mistura de ácidos 

oleanólico e ursólico (CUNHA et al., 2008). 

A espécie M. ferruginata DC. (Figura 1) conhecida popularmente como pixirica-

do-campo ou babatenã, tem sido usada na medicina popular para tratar inflamações e 

infecções (ALMEIDA; BANDEIRA, 2010). É encontrada na Bolívia e Brasil, está 

presente nos estados de Minas Gerais, São Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Goiás, 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 áreas de altitude elevada. Possui ramos bastante robustos, rugosos, com 

estrias bem evidentes, grandes inflorescências escorpioides (14-38,5 cm de comprimento) 

(REZENDE et al., 2014).  

 

                                       Figura 1- Miconia ferruginata DC. 

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Acervo próprio.   

 

Através de estudos fitoquímicos com extratos etanólicos e aquosos de folhas e 

caules de M. ferruginata foi possível identificar 14 compostos equivalentes a diferentes 

classes de sesquiterpenos, hidrocarbonetos, monoterpenos, fenil propanóides, e álcoois, 

sendo predominante os sesquiterpenos β-cariofileno e α-humuleno (BARROSO, 2015). 

Cunha et al. (2020) isolaram os compostos 5,6,7-trihidroxi 4'-metoxiflavona e uma 

mistura de ácidos ursólico e oleanólico de extrato etanólico das folhas de M. ferruginata. 
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O estudo de BARROSO et al.  (2021) identificou compostos fenólicos utilizando 

cromatografia líquida de ultra eficiência com arranjo de fotodiodos (UFLC- DAD). No 

extrato etanólico de folhas/flores foi possível identificar a presença de flavona, flavonol 

e derivados de flavonóides da quercetina, e no extrato etanólico de caule foi identificado 

as classes de catequinas e flavonol. 

 CRUZ (2017) determinou quantidade significativa de compostos fenólicos totais 

(561, 89 mg EAG/g) no extrato das folhas de M. feruginata. Além disso, foi observado 

potencial atividade antioxidante em relação aos radicais DPPH• e ABTS•+. A capacidade 

antioxidante foi associada a quantidade de compostos fenólicos presentes no extrato 

bruto. Vale ressaltar que o extrato não apresentou efeito citotóxico em neutrófilos isolados 

de sangue total tratados com o extrato nas concentrações de 25 e 50 µg/mL. 

Adicionalmente, no estudo de LIMA (2016) atividade antioxidante dos extratos do caule 

também foi observada, que promoveram elevada inibição do burst oxidativo dos 

neutrófilos, associada a moderada quantidade de compostos fenólicos presentes. 

 Estudo realizado por CORDOBA (2017), mostrou potencial seletivo e citotóxico 

dos extratos etanólicos e aquosos do caule de M. ferruginata sobre as células de leucemia 

linfocítica (Jukart), com provável mecanismo antitumoral por apoptose, com indução e 

retenção das células tumorais na fase G0-G1. Além disso, foi demonstrado que extratos 

etanólicos apresentaram elevada citotoxidade sobre diferentes células de linhagem 

tumoral, tais como adenocarcinoma de mama (MDA- MB-231), adenocarcinoma de 

câncer murino (4T1) e adenocarcinoma de pulmão humano (A549), mostrando provável 

atividade antitumoral dos extratos testados (BARROSO et al., 2021). Adicionalmente, 

efeito citotóxico de triterpenos na forma metilada isolados das folhas de M. ferruginata 

foi observado, apresentando inibição de 90 % sobre linhagens tumorais do melanoma 

(MDA- MB- 435) e câncer de cólon (HCT-8). Além da inibição da catepsina-B pela 

mistura dos triterpenos ácido ursólico e ácido oleanólico também foi observado neste 

estudo (OLIVEIRA, 2010). 

A atividade anti-inflamatória de M. ferruginata tem sido estudada por nosso 

grupo, os extratos aquosos das folhas (45μg/mL) e do caule (15, 20 e 30 μg/mL) 

apresentaram elevada inibição proliferativa de linfócitos estimulados por mitógenos, com 

eficácia de 39,94%, 57,3%, 137,4% e 251,8%, respectivamente, em comparação à 

dexametasona. Com destaque para o extrato aquoso do caule, com eficácia 2,5 vezes 

superior ao fármaco padrão dexametasona (BARROSO, 2015). Recentemente, estudo in 

vivo com camundongos (C57BL/10 Sc Sn- Dmdmdx/J) mostrou promissor potencial da 



22 
 

função regenerativa tecidual, anti-inflamatória e anti-fibrótica do extrato aquoso das 

folhas de M. ferruginata (CORRÊA, 2020). 

Considerando o uso popular da espécie e os resultados altamente promissores para 

o potencial anti-inflamatório, antitumoral e antioxidante, maiores esforços na 

investigação terapêutica da M. ferruginata, tornam-se necessários. Assim, é importante a 

investigação das atividades anti-inflamatória e antioxidante a fim de validar tais 

atividades de extratos etanólicos brutos da espécie Miconia ferruginata DC. 

 

2.1. Resposta imune inata e adaptativa  

 

As respostas imunes contra agentes patogênicos são compostas das reações 

primárias 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). Macrófagos, células dendríticas, 

mastócitos, neutrófilos, eosinófilos e células natural Killer (NK), também chamadas de 

células polimorfonucleares (PMN) participam da resposta inata. Os mecanismos de 

defesa envolvem fagocitose, ativação do sistema complemento, liberação de mediadores 

inflamatórios, citocinas e quimiocinas (CRUVINEL et al., 2010; PAHWA et al., 2020). 

As células dendríticas e monócitos/macrófagos possuem a capacidade de reconhecer 

padrões moleculares associados a patógenos (PAMP’s) ou a danos (DAMP’s) por meio 

de receptores de reconhecimento de padrões (PPRs) (AKIRA et al., 2009; MEDZHITOV, 

2010; KEARNEY; MARTIN, 2017), que atuam na ativação de linfócitos T (SANTANA; 

ESQUIVEL-GUADARRAMA 2006; GUERRIERO et al., 2019). Assim, a imunidade 

inata fornece uma resposta rápida e não específica, 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, após a 

primeira estimulação imunológica (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).   
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                                          Figura 2- Imunidade inata e adaptativa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: COSTA (2018) 

 

Já a resposta adaptativa possui um conjunto de mecanismos mediado por 

linfócitos B ou T, incluindo os subconjuntos de CD4+, CD8+, desempenhando 

importante ação na inflamação por vários mecanismos, que incluem a secreção de 

citocinas, a co-estimulação de linfócitos e a produção de anticorpos e 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 é mediada por 

anticorpos produzidos e liberados pelos linfócitos B, que neutralizam ou até mesmo 

eliminam antígenos. Essa resposta frente a antígenos protéicos necessita do 

reconhecimento do antígeno pelos linfócitos T auxiliares e sua contribuição com os 

linfócitos B antígenos específicos, induzindo expansão clonal dos linfócitos B, a mudança 

de classe, a maturação de afinidade e a diferenciação em linfócitos B de memória 

(revisado por BONILLA; OETTGEN, 2010; JUNIOR et al., 2010).    

 A imunidade celular é mediada por linfócitos T que promovem a destruição de 

microrganismos intracelulares alojados em fagócitos ou induzem a morte de células 

infectadas para eliminar reservatórios de infecção. Além disso, os linfócitos T auxiliam 

no recrutamento de outras células fagocíticas e auxiliam as células B na produção de 

anticorpos (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CRUVINEL et al., 2010). 
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Os linfócitos T são divididos em duas subpopulações, os linfócitos T CD4+, 

também chamados de linfócitos T auxiliares ou T helper (Th) e linfócitos T CD8+, 

conhecidos como linfócitos T citotóxicos. Os linfócitos T reconhecem antígenos 

apresentados através de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade 

(MHC) presentes na superfície de uma célula apresentadora de antígenos (JUNIOR et al., 

2010).  Os linfócitos T CD8+ reconhecem os antígenos ligados às moléculas do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe I (MHCI), realizando dessa forma 

a eliminação de células infectadas por patógenos intracelulares. Já os linfócitos T CD4+ 

reconhecem os antígenos que se encontram na superfície celular ligados as moléculas do 

Complexo Principal de Histocompatibilidade de classe II (MHC II) e, sua ativação induz 

a produção de citocinas, o que amplifica tanto a resposta inata quanto a adquirida 

(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; CLARK; KUPPER, 2005; MACIEL, 2014). 

Os linfócitos TCD4+ possuem subconjuntos denominados Th1, Th2, Th17, Th9, 

Linfócitos T reguladores (Treg, Tr1 e Th3) e Th folicular, sendo determinados de acordo 

com as citocinas que produzem.  

A indução da resposta de linfócitos Th1é realizada, principalmente, pela produção 

de IL-2, que induz a proliferação de linfócitos T, a proliferação e o aumento da capacidade 

citotóxica dos linfócitos TCD8+ (JUNIOR et al., 2010). O IFN-γ também produzido em 

grandes quantidades, gerando a ativação de macrófagos e promovendo a ação citotóxica 

de linfócitos TCD8+ (JUNIOR et al., 2010; OCHOA- AZZE, 2014). 

 A população de Th2 apresenta papel importante nas repostas humorais, 

favorecendo a produção de anticorpos por meio das citocinas produzidas. As citocinas 

que representam a resposta Th2 são IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-10. Sua principal função 

está relacionada a defesa contra helmintos. Entretanto, possui contribuição em casos 

patológicos como asma e reações alérgicas provocado pela troca de classe de 

imunoglobulinas nos linfócitos B para IgE através da IL-4, e produção e ativação de 

eosinófilos pela IL-5 (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; BONILLA; 

OETTGEN, 2010; JUNIOR et al., 2010). 

O grupo Th17 apresenta um subtipo de linfócitos T efetores, com papel importante 

na proteção contra microrganismos extracelulares. As citocinas produzidas por esse 

subtipo são IL-22, IL-26 e citocinas da família IL-17 (JUNIOR et al., 2010). A IL17 induz 

a inflamação por meio da produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-6 e TNF-α) e da 

infiltração celular (KIMURA; KISHIMOTO, 2010; JUNIOR et al., 2010). A 

hipersecreção dessa citocina vem sendo associada a doenças autoimunes, uma vez que, 
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foi detectado altos níveis de IL-17 no soro e tecidos alvos de pacientes com esclerose 

múltipla, lúpus e artrite reumatoide (KIMURA; KISHIMOTO, 2010).  

As células T regulatórias (Treg) apresentam papel na manutenção da homeostase 

imunológica e na prevenção de doenças autoimunes. Atuam na supressão da resposta 

imunológica, suprimindo a ativação, a proliferação e as funções efetoras como a produção 

de citocinas e a ativação de linfócitos TCD4+ e TCD8+, de células NK, de linfócitos B, 

de células dendríticas e de mastócitos (SAKAGUCHI S. et al., 2010; RINCON, 2017). 

As células Treg encontradas no sangue têm origem no timo e são conhecidas como Treg 

naturais (HERNANDEZ, 2009; JUNIOR et al., 2010). Essas células apresentam níveis 

elevados de CD25 e expressam fator de transcrição Foxp3, que possui papel importante 

no desenvolvimento e função das células T regulatórias (JUNIOR et al., 2010; 

SAKAGUCHI et al., 2010). Além de expressar a molécula de superfície CD25+, os 

linfócitos como Treg naturais expressam CTLA-4, GITR, TNFR-2 e HLA- DR 

(BATISTA et al., 2012). 

Os linfócitos T reguladores (Tr1) originam-se em tecidos periféricos, 

apresentando função supressora através da produção de citocinas, como IL10. Já os 

linfócitos reguladores Th3 atuam na supressão da resposta imunológica por meio da 

produção de TGF-β, sendo capaz de impedir o desenvolvimento de doenças autoimunes 

(HERNANDEZ, 2009; JUNIOR et al., 2010; BATISTA et al., 2012). Dessa forma, os 

linfócitos T reguladores apresentam papel importante na manutenção da homeostase 

imunológica e controle das respostas autoimunes. 

Os linfócitos T auxiliares foliculares são identificadas nos centros germinativos 

dos folículos dos órgãos linfoides secundários, quando presentes no sangue essas células 

são denominadas linfócitos T auxiliares circulantes. Apresentam importante função em 

auxiliar os linfócitos B na produção de anticorpos, uma vez que, a alteração de classe e 

de afinidade dos anticorpos, a diferenciação das células B e a geração de memória 

dependem da cooperação entre os linfócitos T auxiliares foliculares e as células B. Nos 

folículos, essas células sintetizam a IL-21 que atua estimulando a proliferação de 

linfócitos B e sua diferenciação em plasmócitos. Contudo, quando presentes no sangue, 

a subpopulação de linfócitos T auxiliares foliculares circulantes podem ser reconhecidas 

com diversos marcadores clássicos de linfócitos T auxiliares (ALONSO; FOMIN; 

RIZZO, 2021).  

A subpopulação de linfócitos T auxiliares, Th9 está relacionada a produção de IL-

9 que está associada a maior hiper-reatividade brônquica e possui papel patogênico em 
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doenças alérgicas, como a asma (SOUZA et al., 2010; DEGASPERI et al., 2018). A IL-

9 atua como fator de crescimento para mastócitos e potencializa a produção de citocinas. 

Além disso, induz a produção dos anticorpos IgG e IgE nos linfócitos B (DEGASPERI 

et al., 2018). 

 Assim, a defesa imunológica contra patógenos é realizada de forma integrada, 

envolvendo componentes da a resposta inata e da adaptativa, com a participação de 

diversas células do sistema imunológico e de mediadores inflamatórios. 

 

2.2. Inflamação 

 

A inflamação é caracterizada como uma cascata complexa de eventos fisiológicos, 

os quais são responsáveis pela eliminação de patógenos ou agentes lesivos associados a 

dano celulares com o intuito de reparo e do restabelecimento da homeostasia e da função 

tecidual (MEDZHITOV, 2008; VODOVOTZ et al., 2009; CHEN et al., 2017; 

KEARNEY; MARTIN, 2017; PAHWA et al., 2020). Assim, a inflamação é uma 

estratégia defensiva do organismo, em que o sistema imunológico identifica células 

danificadas e realiza sua função protetora, diminuindo ou neutralizando os agentes 

nocivos.  

A inflamação pode ser classificada em aguda ou crônica, sendo que a fase aguda 

se inicia rapidamente e, tem uma duração relativamente curta, de duas a seis semanas. O 

estímulo para resposta aguda ocorre através de danos nos tecidos devido a trauma, a 

invasão microbiana ou a compostos nocivos (revisado por CHEN et al., 2017; PAHWA 

et al., 2020). Apresenta como principais características a permeabilidade capilar com a 

exsudação de fluidos ricos em proteínas plasmáticas, a vasodilatação e a migração de 

leucócitos, como neutrófilos para o sítio inflamatório através da parede capilar 

(MEDZHITOV, 2008; CHEN et al., 2017; PAHWA et al., 2020).  

A inflamação crônica é lenta e de longo prazo, podendo durar por meses e anos, a 

fim de eliminar o agente lesivo e restaurar as funções do tecido. Os efeitos ocasionados 

pela inflamação crônica diferenciam-se de acordo com a causa da lesão provocada e a 

capacidade de reparar o dano tecidual (PAHWA et al., 2020). Assim, em casos de 

persistência inflamatória, pode ocorrer lesão tecidual persistente e prejudicial, induzida 

pelo acúmulo de células mononucleares, como linfócitos, macrófagos e sinais de 

angiogênese, 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 é a 

resolução da inflamação rapidamente, por meio da eliminação tanto dos agentes 

patogênicos, quanto dos neutrófilos estimulados por apoptose (KUNDU; SURH, 2005).  

Durante a inflamação, os macrófagos ativados produzem grande quantidade de 

moléculas pró-inflamatórias, incluindo o óxido nítrico (NO), as prostaglandinas da série 

E2 (PGE2), o TNF-α e a IL-1 (CRUVINEL et al., 2010; ARULSELVAN et al., 2016; 

CHEN et al., 2017).  O NO também é produzido por muitos tipos celulares, sobretudo as 

células endoteliais do tecido lesionado, atuando como mediador inflamatório no 

desempenho de várias funções, tais como: vasodilatação, regulação da liberação de 

neurotransmissores, ação antagônica nos estágios de ativação plaquetária (adesão, 

agregação e degranulação).  Ele também é utilizado pelos macrófagos, como metabólito 

citotóxico na destruição de micro-organismos e células tumorais (FERNANDES, 2004; 

COUTINHO et al., 2009; CHAMUSCA et al., 2012).  

A resolução do dano tecidual ocorre através da mudança de um perfil pró- 

inflamatório para anti-inflamatório. Desse modo, mediadores anti-inflamatórios inibem 

seletivamente certos aspectos da resposta imune (MEDZHITOV, 2010; NATHAN; 

DING, 2010). A citocina IL-4 secretada por mastócitos, basófilos e linfócitos Th2 

induzem os macrófagos a mudarem para um perfil de supressão da inflamação, 

favorecendo a cicatrização do tecido lesado, através da produção de IL-10 e TGF-β 

(NATHAN; DING, 2010). Além disso, redução da infiltração de neutrófilos no tecido e 

sua apoptose, a contra regulação de quimiocinas e outras citocinas auxiliam na resolução 

da inflamação (CHEN et al., 2017).  

As citocinas são polipeptídeos ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis 

(revisado por LIN et al., 2000), apresentando papel importante na modulação da resposta 

inflamatória. As citocinas são liberadas por meio de células imunitárias, incluindo 

monócitos, macrófagos e linfócitos (revisado por TURNER et al., 2014), 

agem influenciando a atividade, a diferenciação, a proliferação e a sobrevida das células 

do sistema imunológico. Elas também regulam a produção e a atividade de outras 

citocinas, que podem aumentar (pró-inflamatórias) ou atenuar (anti-inflamatórias) a 

resposta inflamatória (WOOLF; SALTER, 2000; PENNA; COSTA, 2018). Dessa forma, 

as citocinas modulam a resposta imune à infecção ou inflamação e regulam a própria 

inflamação por meio de uma complexa rede de interações. Contudo, a produção excessiva 

de citocinas pró-inflamatórias pode acarretar a danos nos tecidos, alterações 
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hemodinâmicas, falência de órgãos e, ainda, a morte celular (CZAJA, 2014; LIU et al., 

2016). 

As citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, INF-γ, IL-2, IL-1, IL-6 e outras) são 

produzidas por muitos tipos de células, principalmente, por macrófagos, mastócitos e 

linfócitos. Elas apresentam vários papéis na resposta inflamatória, incluindo a ativação 

do endotélio, expressão de moléculas de superfície em leucócitos e outros aspectos da 

resposta da fase aguda (MEDZHITOV, 2008). Entre as principais citocinas pró-

inflamatórias, está o TNF-α, citocina produzida, principalmente, por monócitos, 

macrófagos e linfócitos T CD4+ (LIN; CALVANO; LOWRY, 2000). Essa citocina 

desempenha um papel fundamental para iniciar o processo inflamatório, bem como na 

regulação da cascata de sinalização de outras citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias e 

no recrutamento de neutrófilos e monócitos para o sítio de infecção e na sua ativação 

(RUBIO-PEREZ, 2012; MAYER et al., 2015; KEARNEY; MARTIN, 2017). Após 

procedimentos cirúrgicos, trauma ou durante as infecções, o TNF-α é um importante 

mediador envolvido na resposta inflamatória. Ele tem importante papel também em 

doenças inflamatórias como a artrite reumatoide, a doença de Cronh, e outras doenças 

inflamatórias intestinais (KEARNEY; MARTIN, 2017). Além disso, exerce papel 

fundamental na ativação da cascata de coagulação, na estimulação da expressão ou na 

liberação de moléculas de adesão (PGE2), fator ativador de plaquetas, glicocorticoides e 

eicosanoides e, ainda influência a apoptose celular (CURFS et al., 1997; ZHANG, 2007).  

O INF-γ é outra citocina com significativa participação na inflamação, produzida 

por linfócitos T CD4+, além de ter sua produção estimulada por células NK e, por isso, 

possui funções tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa. Essa citocina apresenta 

diversas funções, tais como, a ativação de células endoteliais, a estimulação na atividade 

das células NK, a indução de MHC I e MHCII, a diferenciação de linfócitos B, a ativação 

de linfócitos T e macrófagos, entre outros (revisado por VARELLA; FORTE, 2001, 

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

A IL-6 é uma citocina pró-inflamatória secretada por várias células, como 

osteoblastos, miócitos, queratinócitos, células β pancreáticas, células endoteliais, 

monócitos, macrófagos, adipócitos, dentre outras (CAREY et al., 2004). Sua 

concentração circulante é, regularmente, baixa, porém se eleva em várias condições 

inflamatórias (TORRES-LEAL, 2012). Já a IL-2 é produzida principalmente por células 

TCD4+ e em menor quantidade por células TCD8+, que atua estimulando o crescimento 

e a proliferação de linfócitos T e B. Além disso, ela induz a produção de outras citocinas, 
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como o IFN-γ e Fator de necrose tumoral beta (TNF-β), o que resulta na ativação de 

monócitos, neutrófilos e células NK. Assim, a IL-2 contribui para a formação e a 

propagação da resposta inflamatória crônica e estimulação da apresentação de 

antígenos (CURFS et al., 1997; RAEBURN et al., 2002; JUNIOR et al., 2010). 

Vale destacar que, no processo inflamatório ocorre uma maior produção de EROs 

e outras ERs, liberados de várias células do sistema imune mediadas/ativadas por 

citocinas pró-inflamatórias (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 

ocorrência com certas doenças, agindo como causador ou agravante (LOBO et al., 2010; 

GUAN; LAN, 2018; VELLOSA et al., 2021), impulsionou a busca por novas substâncias 

capazes de prevenir ou minimizar os danos celulares causados pelos ERs e pela 

inflamação. Neste contexto, a avaliação da produção de diferentes citocinas pró-

inflamatórias e ação sobre a proliferação de linfócitos são parâmetros importantes na 

avaliação de potenciais candidatos a fármacos anti-inflamatórios. 

 

2.3. Os radicais livres e seus efeitos no organismo 

 

Os radicais livres referem-se a espécies químicas constituídas de um átomo ou 

associação de átomos com existência independente, contendo um ou mais elétrons não 

emparelhados ou ímpares na orbita externa (HALLIWELL,1994; DREHER; JUNOD, 

1996; COTINGUIBA et al., 2013) e, são, portanto, altamente instáveis. Para alcançar sua 

estabilidade, esses compostos tendem a se ligar a outros componentes celulares, tais como 

proteínas, lipídios e o ácido desoxirribonucleico (DNA), levando a diversas alterações 

(SOUZA; FERREIRA, 2007; LUSHCHAK, 2014). Os radicais livres são gerados em 

sistemas biológicos como resultado do metabolismo aeróbico celular normal ou de 

reações anormais estimuladas por alguma doença e/ou xenobióticos (SIES, 1986), 

ocorrendo tanto no citoplasma como nas membranas celulares, mas principalmente, nas 

mitocôndrias (BARJA, 2007; BARBOSA et al., 2010). A formação de radicais livres 

pode ocorrer ainda pela via ação catalítica de enzimas, no decorrer de processos de 

transferência de elétrons que ocorrem no metabolismo celular e pela exposição à fatores 

exógenos, tais como radiação UV, infecções, estresse e poluição (CERUTTI 1991, 1994; 

VELLOSA et al., 2021).  

Existe várias formas de radicais livres, a maior parte relacionada ao oxigênio, 

entretanto, há outras origens diversas. Entre as espécies de radicais livres presentes 
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naturalmente no organismo, podem ser citadas as espécies reativas de oxigênio (ERO), 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) o oxigênio singlete ou molecular (O2), ro adical 

superóxido (O2-), o radical hidroxila (OH-), o oxido nítrico (NO), o peroxinitrito (ONOO) 

e o radical semiquinona (Q) (BIANCHI; ANTUNES, 1999; OLIVEIRA et al., 2009; 

GUAN; LAN, 2018). 

 A presença de radicais livres no nosso corpo é essencial para a manutenção das 

funções vitais, porém, quando em excesso, devido ao desequilíbrio entre moléculas 

oxidantes e antioxidantes, pode levar ao processo denominado estresse oxidativo (SIES, 

1993; KRISHNAIAH et al., 2011; GUAN; LAN, 2018). Esta condição de estresse 

oxidativo pode gerar danos a todos os componentes celulares vitais, como DNA, proteínas 

e lipídios de membrana, sendo capaz de levar à morte celular (COTINGUIBA et al., 2013; 

ARULSELVAN et al., 2016). Assim, em concentrações fisiológicas os ERs possuem 

funções essenciais para o nosso corpo, atuando como mensageiros de sinalização. Em 

baixas concentrações estão envolvidos na regulação de processos que compreendem a 

manutenção da homeostase celular e funções como transdução de sinal, expressão gênica 

e ativação de receptores (RIBEIRO et al., 2005; HUSSAIN et al., 2016).  

As principais patologias associadas ao estresse oxidativo são as doenças 

degenerativas e problemas cardiovasculares, tais como como distúrbios do 

envelhecimento, câncer, aterosclerose, doenças neurodegenerativas, catarata, diabetes, 

esclerose múltipla, doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC); artrite reumatoide, 

obesidade, doença de Cronh e outras (THANAN et al., 2014; GOUVEIA; LIMA, 2017; 

GUAN; LAN, 2018; VELLOSA et al., 2021). Ainda, as EROs e ENOs estão relacionadas 

aos processos de envelhecimento e desenvolvimento de doenças crônico-degenerativas 

(VALKO et al., 2006; GONÇALVES, 2008; ALVES et al., 2010; SIMAS; GRANZOTI; 

PORSHC, 2019).  

Ademais, os danos oxidativos nas células e tecidos causados pelo excesso dos 

radicais têm sido associados com problemas pulmonares (JAUREGUI et al., 2007; 

VELLOSA et al., 2021). De acordo com Andrade Junior et al. (2005) o pulmão é um alvo 

frequente dos EROs, visto que os tecidos entram em contato com o oxigênio por duas 

vias diferentes, perfusão e ventilação. Segundo esse autor, em casos de tabagismo 

crônico, DPOC, asma, apneia obstrutiva do sono e síndrome do desconforto respiratório 

agudo há atuação dos EROs nos danos teciduais. Outra doença associada ao estresse 

oxidativo é a aterosclerose, onde a produção de EROs e ENOs está associada a liberação 

de enzimas degradativas, citocinas e fatores de crescimento, além da citotoxicidade direta 
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do LDL oxidado, que causa mudanças estruturais nas células endoteliais e fibroblastos. 

Em condições crônicas, esses agentes podem danificar essas células levando ao 

desenvolvimento de uma lesão aterosclerótica (HESSLER et al., 1983; CATHCART et 

al., 1985; SILVA; CERCHIARO; HONÓRIO, 2011; VELLOSA et al., 2021).  

No sistema imunológico, as ERs exercem um papel fundamental nas ações 

bactericida, fungicida, virótica, atuando como defesa do organismo na presença destes 

microrganismos (RAHMAN, 2007). Porém, a exposição a altos níveis de ERs tem um 

impacto negativo no sistema imunológico (FERREIRA et al., 2018). As bases 

moleculares para esses efeitos não permanecem claros, mas provavelmente, está 

relacionado a um desequilíbrio entre papéis dos radicais como tóxicos imunes e seus 

papéis na comunicação celular.  

O processo inflamatório envolve uma rede complexa de eventos de sinalização 

intracelular, em que participam muitos mediadores químicos e que o dano tecidual 

associado à inflamação crônica é mediado em parte, pela produção endógena de espécies 

reativas (KEHRER; KLOTZ, 2015). Assim, no processo inflamatório mediadores 

inflamatórios são gerados, como citocinas, ácido araquidônico e quimiocinas, que atuam 

por meio de células inflamatórias ativas na área de infecção e liberam espécies mais 

reativas (ARULSELVAN et al., 2016). 

Acredita-se que a produção de ERs e outros mediadores inflamatórios por células 

ativadas contribui para os danos que ocorrem, por exemplo, na artrite reumatoide 

(VELLOSA et al., 2021). O recrutamento subsequente de mais neutrófilos ativados levam 

à inflamação crônica, degeneração gradual das articulações característica desta doença 

(DATTA et al., 2014). Dessa forma, as doenças crônicas associadas à maior produção de 

ERs, resultam do estresse oxidativo e variedade de oxidações de proteínas (HUSSAIN et 

al., 2016). Além disso, os efeitos de outros mediadores inflamatórios e proteases liberadas 

são importantes, contribuindo no processo e manutenção das doenças crônico 

inflamatórias (BOGDAN, 2001; KEHRER; KLOTZ, 2015; FURMAN et al., 2019). 

 Em decorrência desta relação entre o dano tecidual e a presença de espécies 

reativas, a utilização de substâncias 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  
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Antioxidante pode ser definido como qualquer substância que, quando presente 

em concentrações menores comparadas àquela do substrato oxidável, retarda ou previne, 

significativamente, a oxidação do substrato (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; 

HALLIWELL, 2006). Deste modo, essas moléculas apresentam uma função importante 

na regeneração e no reparo dos danos oxidativos (ALVES et al., 2010). 

 Os antioxidantes podem ter origem endógena ou dietética, em que o sistema 

antioxidante de origem endógena consiste em um arsenal que pode ser enzimático ou não 

enzimático (ALVES et al., 2010; VELLOSA et al., 2021). O sistema de defesa enzimático 

inclui as enzimas superóxido 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). Já o não enzimático inclui os compostos antioxidantes de origem 

dietética como o alfa-tocoferol (vitamina E), o beta-caroteno (pró-vitamina A), o ácido 

ascórbico (vitamina C), os antioxidantes tiol (glutationa, tioredoxina e ácido lipóico), a 

melatonina, os carotenoides e os compostos fenólicos (HALLIWELL et al., 1995; 

MCCALL; FREI, 1999; PIETTA, 2000; RODRIGO et al., 2007).   

A catalase é uma enzima de defesa primária encontrada, principalmente, no 

peroxissomo das células aeróbicas, mas pode ser encontrada livre no citoplasma e 

fagolisossomos, sendo eficaz na indução da conversão do peróxido de hidrogênio (H2O2) 

em água (H2O) e oxigênio molecular (O2) (MATES et al., 1999; ANDRADE-JUNIOR et 

al., 2015). Essa enzima está relacionada com papel protetor importante contra alguns 

tumores, como o câncer de pulmão. No estudo realizado com 24 pacientes portadores de 

câncer de pulmão, a atividade da catalase encontrava-se significativamente diminuída no 

tecido tumoral em comparação com o pulmão normal (CHUNG-MAN, 2001). Além 

disso, sua deficiência ou disfunção está relacionada ao aparecimento de doenças, como 

hipertensão arterial, anemia, câncer, vitiligo, diabetes, doença de Parkinson, doença de 

Alzheimer (NANDI et al., 2019) 

A enzima glutationa peroxidase atua semelhante a catalase, fazendo com que o 

peróxido de hidrogênio se encontre em baixas concentrações (BARBOSA et al., 2010). 

O mecanismo de ação da glutationa peroxidase (Figura 3) ocorre por meio da redução do 

peróxido de hidrogênio e de peróxidos orgânicos em água (H20) e oxigênio (O2)  com 

utilização 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 poderá ser regenerada por meio da glutationa redutase – (GR), 

sendo responsável dessa forma pela recuperação da glutationa reduzida na presença de 
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nicotinamida adenina dinucleotídeo 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 selênio e a independente de selênio (MATES et al., 1999). Já a enzima 

superóxido dismutase age catalisando a conversão de ânions superóxido (O2
•) em 

oxigênio (O2) e peróxido de hidrogênio H2O2.  Pode ser encontrada no organismo de duas 

formas: a primeira é encontrada no citoplasma, superóxido dismutase dependente de 

cobre e zinco, contendo o Cu 2+ e Zn 2+ como cofatores, cuja ação não é afetada pelo 

estresse oxidativo. Já a segunda forma é encontrada na mitocôndria, dependente de 

manganês (Mn), contendo o Mn 2+ 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 manutenção do estado 
redox (-SH-) de proteínas intracelulares suscetíveis a oxidação de Espécies reativas 
de oxigênio (espécies reativas de oxigênio) e ERNs (espécies reativas de nitrogênio). 

 
Legenda: NOS, óxido nítrico sintase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; 

NADPH+, nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzida; NADP+, nicotinamida adenina 

dinucleotidio fosfato oxidada. Fonte: SILVEIRA et al., (2008) 
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 Dentre os antioxidantes não enzimáticos, a vitamina E, representa uma 

importante molécula, em que o hidroxil fenólico é a base para a atividade antioxidante 

desta molécula que pode doar um elétron formando o radical tocoferoxil, sendo esse 

radical minimamente reativo. O β-caroteno é um precursor da vitamina A e pode eliminar 

O2 in vitro com eficiência muito alta (BOSIO et al., 2013). Estes particularmente quando 

consumidos na dieta, representam uma parte importante do sistema antioxidante não-

enzimático (STAHL; SIES, 2005). A vitamina C (ácido ascórbico), além de ser o 

antioxidante solúvel em água mais importante, apresenta papel essencial como cofator 

enzimático, como para a prolil hidroxilase. Esta atividade de cofator é baseada em sua 

capacidade de sofrer reações redox, associado com sua capacidade de reagir 

quimicamente com ERs. Entretanto, a vitamina C também pode funcionar como um pró–

oxidante, especialmente na presença de íons de metais de transição, promovendo um 

efeito contrário das defesas antioxidantes celulares, tendo os níveis fisiológicos ideais 

ainda incerto (KEHRER; KLOTZ, 2015). Segundo Rodrigo et al. (2007), a vitamina C 

age contra a oxidação e lipídios, proteínas, e DNA com subsequente proteção de sua 

estrutura e função biológica.  

Contudo, dentre todos os compostos antioxidantes não-enzimáticos presentes em 

plantas e vegetais, os compostos fenólicos, com destaque aos flavonoides são os mais 

importantes (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Os flavonoides possuem capacidade de 

reduzir a formação e eliminação de ERs (PIETTA, 2000), por meio da capacidade de 

doação de átomos de hidrogênio aos ERs, inibindo assim, as reações e danos desses 

radicais (BIANCHI, 1999).  

Ademais, os flavonoides podem apresentar efeitos anti-inflamatórios, visto que, 

são capazes de atenuar o processo inflamatório por meio de diferentes vias de sinalização 

(CHEN et al., 2018). De acordo com Hussain et al. (2016) os polifenóis atuam através da 

eliminação de radicais livres, regulação das atividades de células inflamatórias, 

modulação das atividades das enzimas fosfolipase A2 e COX e metabolismo da arginina 

(iNOS) e modulação da produção de moléculas pró-inflamatórias. Dessa forma, os 

flavonoides exercem papel importante, uma vez que, o estresse oxidativo promove a 

ativação de mediadores inflamatórios envolvidos em doenças crônicas associadas a 

inflamação.  

 Ebegboni et al. (2019) demonstraram a eficácia dos flavonoides contra a presença 

de EROs, ao protegerem células trofoblásticas contra o estresse oxidativo induzido por 

fumaça de cigarro. Neste contexto, vários estudos têm demonstrado a ação de extratos 
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provenientes de plantas medicinais no combate ao estresse oxidativo e no processo 

inflamatório. Esses estudos sugerem que os efeitos terapêuticos envolvem ações 

antioxidantes e imunomoduladoras tais como, a redução de citocinas pró-inflamatórias 

(IL-2, TNF-α e IFN-γ) e a expressão 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 investigação de atividades biológicas a partir de extratos de plantas 

medicinais consiste em uma importante estratégia para a identificação de substâncias que 

podem fornecer novos fármacos antioxidantes e anti-inflamatórios.  
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3. OBJETIVOS  

3.1.  Objetivo geral 

 

Investigar as atividades antioxidante e anti-inflamatória de extratos etanólicos 

brutos de diferentes partes da espécie Miconia ferruginata DC. 

 

3.2.  Objetivos específicos 

 

• Obter extratos etanólicos das folhas, inflorescência, casca e caule da espécie M. 

ferruginata. 

• Determinar a concentração de compostos fenólicos dos extratos. 

• Avaliar a atividade antioxidante in vitro dos extratos. 

• Determinar a toxicidade dos extratos em células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) humano. 

• Avaliar o efeito dos extratos sobre a proliferação de linfócitos e de suas 

subpopulações T CD4+ e T CD8+ em PBMC. 

• Avaliar o efeito dos extratos sobre a produção de citocinas pró-inflamatórias em 

PBMC. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1. Reagentes 

 

Ácido clorídrico – ISOFAR®; Ácido Gálico – IMPEX; Álcool etílico (Etanol) 

P.A – PROQUIMIOS®; Álcool metílico 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-difeniltetrazólio (MTT) – SIGMA®; Carbonato de Sódio P.A – DINÂMICA®; 

Ciclosporina Sandimmun®, 50mg/mL, injetável, Novartis Biociências S. A., Indústria 

Brasileira);Cloreto de amônio – DINÂMICA®; Cloreto de cádmio (Proquimios®); 

Cloreto de Sódio (Vetec®); coquetel de antibióticos (penicilina G 100 UI/mL e 

Estreptomicina 100 μg/mL) – ( Sigma®); Dimetilsulfóxido P.A (DMSO) – VETEC®; 

2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH) – SIGMA-ALDRICH®;  Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium (DMEM); Fosfato de Potássio dibásico – VETEC®; Fosfato de Potássio 

monobásico P.A– VETEC®; Fosfato de Sódio bibásico– DINÂMICA®; Fosfato de 

Sódio monobásico– CINÉTICA®; Hipoclorito de Sódio 2,0 a 2,5% p/v – SANTA 

CLARA®; Ionomicina Cálcica (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 Química®); Persulfato de Potássio – VETEC – RPMI-1640 (Sigma®) 

 

4.1.1. Equipamentos  

 

Balança analítica (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); Citômetro 

de fluxo (FACScan® - Becton-Dickinson); Estufa Incubadora com demanda bioquímica 

de Oxigênio (B. O. D.) (Solab® Cientifica, SL 200/364); Espectrofotômetro leitor de 

microplacas modelo molecular  Devices/ Spectra Max 190 (Spectramax®); 

Espectrofotromêtro Multiskan GO; Microscópio óptico (Olympus® , modelo CX 41); 

Microscópio Invertido (Medilux® , modelo MDL 150 TAI); Microscópio 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. Obtenção do material vegetal e preparo dos extratos vegetais 

 

Os extratos utilizados fazem parte da extratoteca do Laboratório de Doenças 

Parasitárias/UFVJM e foram preparados pela Ms. Poliana Ribeiro Barroso. O material 

coletado foi georeferenciado e o voucher foi depositado no Herbário Dendrológico 

Jeanine Felfili (HDJF) da UFVJM, sob o número de registro HDJF2405. A identificação 

foi realizada por Dr. Evandro Luiz Mendonça Machado, curador do HDJF. A autorização 

para coleta de plantas foi emitida pelo Ministério do Meio Ambiente (número de registro 

64300-13) e o acesso ao patrimônio genético pelo Conselho de Gestão do Patrimônio 

Genético (CGEN AACD7CF/2018). 

  Os procedimentos de obtenção do material vegetal e preparo dos extratos foi 

realizado no Laboratório de Química Orgânica e Produtos Naturais do departamento de 

Farmácia da UFVJM. O material vegetal foi estabilizado e seco em estufa de ar circulante 

(Biopar® S480AT) a aproximadamente 40 ºC, por 14 dias, segregado em folhas, caule, 

inflorescências e casca, posteriormente, pulverizado com auxílio de moinho de facas 

(Marconi® MA580) e, armazenados em sacos plásticos, em local fresco, a temperatura 

ambiente e ao abrigo da luz. Os materiais pulverizados de cada parte foram submetidos à 

extração por maceração, utilizando-se como solvente extrator o etanol 96%, na razão 1:10 

p/v (planta: solvente). Os extratos etanólicos 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 vácuo onde ficaram armazenados 

durante todo o procedimento experimental. Os novos extratos foram submetidos a ensaios 

de triagem prévia para confirmação das atividades anti-inflamatória e antioxidante, uma 

vez que alterações nos constituintes químicos decorrentes de alterações sazonais são 

possíveis.   

Para a utilização nos ensaios biológicos, os extratos da Miconia ferruginata foram 

solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO), na concentração de 10 mg/mL para o extrato 

de Folha e 3,33 mg/mL para os extratos de Caule, Inflorescência e Casca. As alíquotas 

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

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

 

4.2.2. Determinação da concentração de compostos fenólicos totais dos extratos de 

Miconia ferruginata 

 

Nesta avaliação foi usada o método de Folin-Ciocalteu, segundo Singleton e 

colaboradores em 1965. A composição química deste reagente inclui o ácido 

fosfotúnguístico (H3PW12O40) e ácido fosfomolibídico (H3PMo12O40), que  na presença 

de certos agentes redutores como os compostos fenólicos, como o ácido gálico (AG) 

formam os chamados complexos molibdêniotungstênio azuis [(PMoW11O4)4-], nos quais 

a média do estado de oxidação dos metais está entre 5 e 6 (reação 5) (Figura 4) a qual 

intensidade de coloração permite a determinação da concentração das substâncias 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Esquema de Reação do AG (1) com o Molibidênio (2), componente do reagente  
de Folin-Ciocaulteau. Fonte: LIMA, (2016) 

 

Foram pipetados 12,5 μL de cada concentração dos extratos de folha, caule, 

inflorescência e casca, nas concentrações de 50 a 750 µg/mL, 12,5 μL do reagente Folin-

Ciocauteau e 100 μL de água Milli-Q (pH= 7,0) em cada poço da microplaca de 96 poços. 

A placa foi submetida à agitação de 60 segundos e depois a um repouso de 5 minutos. Em 

seguida, acrescentou-se 125 μL de carbonato de sódio 1M obtendo um volume final de 

Figura 4- Esquema de Reação do AG 
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250 µL por poço e a microplaca foi mantida em incubação por 90 minutos em temperatura 

ambiente, ao abrigo da luz. A leitura da absorbância 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 calibração com o 

padrão AG nas concentrações de 50 a 750 μg/mL. As absorbâncias obtidas para os 

extratos foram convertidas em concentrações de AG, calculadas a partir da equação da 

reta obtida na curva de calibração. Os resultados foram expressos em equivalentes de AG 

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

 

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

ferruginata  

  

Vários métodos são utilizados para determinar a atividade antioxidante em 

extratos e substâncias 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 DPPH●, de coloração púrpura apresenta absorção máxima a 515 nm, 

que por ação de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R●), reduz o DPPH● 

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

consequente decréscimo da absorbância em 515 nm em meio alcoólico (Figura 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Reação de captura do DPPH*. Fonte: SANTOS et al., (2011) 

 

Para a preparação da solução DPPH foram dissolvidos 0,0024g do reagente DPPH 

em metanol (concentração final de DPPH: 60 μM) e aferiu-se o volume em um balão 

volumétrico de 100 mL. O preparo da solução foi realizado apenas no dia do experimento 

sendo armazenada ao abrigo da luz até o momento de sua utilização. As soluções dos 

extratos foram diluídas em metanol nas concentrações de 50, 100, 250, 500 e 750 µg/mL. 

Figura 5 - Reação de captura do radical livre DPPH 
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  Em uma microplaca de 96 poços foram adicionados 244 μL de DPPH● 60 μM, 

em ambiente escuro e em seguida foi adicionado uma alíquota de 6 μL de cada diluição 

dos extratos e do padrão AG, obtendo um volume final de 250 μL. Foi realizado um 

controle contendo somente o reagente DPPH● e um branco com metanol. A placa foi 

mantida à temperatura ambiente e ao abrigo da luz por um período de 30 minutos, em 

seguida foi realizada leitura das absorbâncias a 515 nm em leitor de microplacas 

(Multileitura Spectramax® Paradigma). Os resultados das absorbâncias foram 

convertidos em porcentagem de inibição através da equação 1 e foi calculada a 

Concentração Eficiente para captura de 50% do radical (CE50). 

 

Inibição (%) -= (Ac – Aam) / Ac) x 100 (Eq. 1) 

 

Onde Ac é a Absorbância de Controle com DPPH;  

Aam é a Absorbância dos extratos.  

 

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

  

A avaliação da atividade anti-inflamatória e toxicidade dos extratos de M. 

ferruginata, foi realizada por meio da utilização das células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) obtidas de sangue humano. Foram recrutados voluntários, de ambos 

os sexos, com idades entre 20 a 39 anos e que declararam não apresentar doença 

infecciosa ou crônica não transmissíveis, auto-imune, crônica não transmissível ou de 

hipersensibilidade. Além disso, foi também critério de inclusão não ter usado 

medicamentos com ação anti-inflamatória em até cinco dias antes da coleta. Os 

participantes foram informados sobre os objetivos e benefícios da pesquisa e assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo A). A coleta de sangue seguiu todas 

as recomendações da Organização Mundial da Saúde (OMS) e após o procedimento 

experimental, o material foi devidamente descartado. O projeto foi avaliado e aprovado 

pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) da Universidade Federal dos Vales do 

Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), número do parecer n° 2.931.933 (Anexo B). 

No ensaio, 20 mL de sangue periférico venoso coletados em tubos a vácuo 

contendo heparina (Vacutainer, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) foram diluídos 

na proporção 1:1 em Tampão Fosfato de Salina (PBS) (NaCl 1,50 M; Na2HPO4 0,08M; 

NaH2PO4 0,02M, pH 7,20-7,40). As PBMC foram obtidas por meio de gradiente de 
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densidade durante centrifugação (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, 4ºC, 

15 min). Em seguida, as PBMC foram ressuspensas em 1 mL de RPMI suplementado 

(10% SFB, 1% L-glutamina 2mM; 1% coquetel de antibióticos - penicilina G 100 ug/mL 

e estreptomicina 100 μg/mL). As PBMC foram contadas em câmera de Neubauer e 

ajustadas em PBS ou RPMI completo na concentração de 1x107 PBMC/mL. 

 

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

ferruginata 

 

A avaliação da a toxicidade dos extratos de M. ferruginata e determinação das 

concentrações a serem utilizadas no ensaio de atividade anti-inflamatória foi realizada 

pela determinação de viabilidade em PBMC por meio da técnica de exclusão com Azul 

de Tripan, nos tempos de quatro e 120 horas. Uma suspensão de 5x105 PBMC (n=6), 

obtidas de voluntários saudáveis, foram tratadas com diferentes concentrações dos 

extratos brutos e incubadas a 37 °C com 5% de CO2. No tempo de quatro horas e 120 

horas, as concentrações testadas foram de 120 μg/mL, 60 μg/mL e 30 μg/mL para os 

extratos de folhas e 40 μg/mL, 20 μg/mL e 10 μg/mL para os extratos de caule, 

inflorescência e casca. As concentrações utilizadas foram definidas de acordo com 

estudos prévios do laboratório e resultados preliminares. Os controles do experimento 

incluíram: controle negativo contendo somente meio RPMI; um controle positivo com 

cloreto de Cádmio (CdCl2) 2mg/mL; e um controle do solvente com DMSO a 0,6% e 

1,2%. 

Ao fim dos períodos de incubação as células foram lavadas com PBS, transferidas 

para tubos de poliestireno (Falcon 2059, Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) seguido 

de centrifugação (240g, 7 min, 18°C). O sobrenadante foi descartado e 10 µL suspensão 

celular foram incubados com 190 µL da solução de Azul de Tripan (0,4%) e o percentual 

de células viáveis dentre as células totais foi determinado utilizando câmara de Neubauer 

em microscópio óptico (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. Análise da emissão de fluorescência por células tratadas com extrato de 

Miconia ferruginata 

 

 A citometria de fluxo foi escolhida para avaliar a atividade anti-inflamatória dos 

extratos brutos de folha, caule, inflorescência e casca de M. ferruginata sobre PBMC 

humanas. Assim, torna-se necessário avaliar se esses extratos, bem como o solvente 

DMSO, seriam capazes de emitirem fluorescência nos canais de detecção usados do 

citômetro de fluxo (BD FACSCanto II®, - Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), e 

assim determinar quais marcadores fluorescentes poderão ser usados nas análises de 

proliferação de linfócitos e produção de citocinas. Assim, uma suspensão de 5x105 

PBMC, obtidas de voluntários saudáveis (n=5) foram tratadas com os extratos brutos de 

folhas nas concentrações de 120μg/mL, 60 μg/mL e 30μg/mL, e de caule, inflorescência 

e casca nas concentrações de 40 μg/mL, 20 μg/mL e 10 μg/mL no tempo de quatro horas 

e 120 horas. Os controles experimentais incluíram: um controle negativo contendo 

somente meio RPMI; um controle positivo com cloreto de Cádmio (CdCl2) 2mg/mL; e 

um controle solvente com DMSO 0,6% e 1,2%. As culturas foram incubadas por 4 e 120 

horas, a 37 °C em estufa com 5% de CO2.   

Após incubação, as PBMC foram transferidas para tubos poliestireno e lavadas 

duas vezes com PBS gelado (240g, 18ºC, 7 min). Os dados foram adquiridos em citômetro 

de fluxo (BD FACSCanto II® - Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA) com aquisição 

de 10000 eventos por cultura (BRITO-MELO et al., 2006), utilizando o software BD 

FACSDiva versão 6.0, e a análise dos dados foi realizada no software FlowJo 10.0.7.  A 

estratégia de análise consistiu em um gráfico de distribuição pontual de FSC-A versus 

FSC-H, para exclusão dos “doublets” celulares, localizados fora da região P1 (Figura 6A 

e 6D). Posteriormente, foi realizada a seleção da população de linfócitos em gráficos de 

distribuição pontual de FSC-A versus SSC-A (Figura 6B e 6E.). A emissão de 

fluorescência pelas células tratadas foi analisada em histogramas de intensidade de 

fluorescência para cada um dos oito canais disponíveis no citômetro em função do número 

de eventos (Figura 6C e 6F). A presença de fluorescência contaminante induzida pelos 

extratos (Figura 6F) foi avaliada pelo deslocamento do pico de fluorescência para a 

direita, em relação ao pico de fluorescência da cultura não tratada (Figura 6C).   
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A e D – Seleção dos singlets celulares das culturas controle; B e E – Seleção da população linfocitária; C e 

F – Histogramas da emissão de fluorescência verde (485 – 535 nm) após excitação do laser violeta.    

 

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

linfócitos humanos 

 

    As concentrações de Fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), Interleucina 2 (IL- 

2), e Interferon gama (INF-γ) foi realizada utilizando citometria de fluxo, com marcação 

por anticorpos específicos, segundo protocolo do fabricante. Para isso, uma suspensão de 

5x105 PBMC/mL, obtidas de voluntários saudáveis (n= 4) foram tratadas com os extratos 

brutos de folhas nas concentrações 120μg/mL e de caule, inflorescência e casca nas 

concentrações 40μg/mL de M. ferruginata. As culturas foram estimuladas ou não com 

Miristato Acetato de Forbol (PMA) 25 ng/mL e Ionomicina a 1 ng/mL, além da adição 

de brefeldina a 1mg/mL, e incubadas a 37 °C com 5% de CO2, por quatro horas. Os 

controles do experimento incluíram: um controle negativo para produção de citocinas 

Figura 6 - Estratégia de análise por citometria de fluxo da emissão de 
fluorescência das PBMC tratadas com os extratos de Miconia ferruginata 
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estimulado ou não estimulado; um controle positivo com o fármaco padrão ciclosporina 

5μg/mL; e um controle do solvente com DMSO 1,2 %. Após o período de incubação as 

células foram lavadas duas vezes com PBW (PBS contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida 

sódica, pH 7,2-7,4) (240 g, 7 min, 18°C), o sobrenadante foi descartado e as suspensões 

celulares foram homogeneizadas. Em seguida, foram adicionados aos tubos, PBS- W e 

paraformaldeído a 4% (paraformaldeido 4%, NaOH 2,65mM, pH 7,2-7,4). A suspensão 

foi incubada à 4º C por 15 min, posteriormente as células foram permeabilizadas com 

PBS-P (Tampão Fosfato Salina Permeabilization) (PBS-P contendo 0,5% de BSA, 0,1% 

de azida sódica e 0,5% de saponina, pH 7,2-7,4) e centrifugadas (250 g, 7 min, 18°C), o 

sobrenadante foi descartado e as suspensões celulares foram homogeneizadas e 

distribuídas em tubos contendo anticorpos monoclonais, para IL-2 conjugada com o 

fluorocromo APC (aloficocianina; clone MQ1-17H12, BD Pharmingen), TNF-α 

conjugado com  o fluorocromo Alexa Fluor e,  INF-γ conjugado com o fluorocromo APC 

(aloficocianina; clone MQ1-17H12, BD Pharmingen). Foram confeccionadas as mesmas 

culturas para controles sem estímulo e tratamento. Após incubação por 30 minutos, à 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 produção de citocinas por citometria de fluxo (FACSCANTO II - 

Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA), com aquisição de 30000 eventos (BRITO-

MELO et al., 2006). Para análise dos dados foi utilizado o programa FACSDIVA (Becton 

Dickinson, San Jose, CA, EUA). 

A análise de dados foi realizada utilizando o software Flow Jo versão 10.0.6. 

Inicialmente, foram gerados gráficos bidimensionais de distribuição pontual FSC-H 

versus FSC-A, nos quais foi delimitada uma região correspondente aos singlets celulares 

(Figura 7A). A partir dos eventos dessa região, foram gerados novos gráficos de 

complexidade interna (SSC-A) em função do tamanho celular (FSC-A), em que foram 

delimitados os eventos referentes aos linfócitos (Figura 7B). Para determinar o perfil de 

produção de citocinas de linfócitos totais para cada uma das citocinas avaliadas, foram 

obtidos gráficos de distribuição pontual de fluorescência para Alexa Fluor (conjugado 

anti-TNF-α), APC (conjugado ao anti-IFN-γ), ou APC (conjugado ao anti-IL-2) versus 

SSC-A (Figura 7C; 7D e 7E).  
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A – Seleção dos singlets celulares das culturas; B – Seleção da população linfocitária; C, D e E– gráficos 

de fluorescência para Alexa Fluor ou APC x SSA-A, foram gerados para avaliar a produção de citocinas 

em linfócitos. 

 

4.2.8. Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre proliferação de linfócitos 

humanos  

  

 Foi utilizada a técnica de incorporação e decaimento da fluorescência do BD 

Horizon Violet Proliferation Dye 450 (VPD450) para avaliação do efeito dos extratos da 

planta sobre a proliferação de linfócitos humanos. Uma suspensão de 1x107 PBMC/mL, 

obtidas de voluntários saudáveis (n=8) foram suspensas em PBS (NaCl 1,50 M; Na2HPO4 

0,08M; NaH2PO4 0,02M, pH 7,20-7,40) e incubadas por 15 minutos no banho-maria a 

Figura 7- Sequência de procedimentos utilizados para a análise do perfil de 
produção de citocinas por linfócitos. 
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37º C. Em seguida, lavou-se as suspensões celulares por centrifugação (500g, 10 min, 

18ºC), e o sobrenadante descartado. Foi adicionado 10mL de RPMI suplementado, 

seguida de nova centrifugação (500g, 10 min, 18ºC), 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 linfócitos, 5x105 PBMC/mL foram incubadas em RPMI suplementado 

com ou sem estimulo de mitógeno fitohemaglutinina (PHA) (Sigma Aldrich) 5 mg/mL. 

As concentrações avaliadas foram de 120 µg/mL para o extrato de folha e de 39,9 µg/mL 

para o extrato de caule, inflorescência e casca. Os controles experimentais incluíram: um 

controle negativo contendo somente meio RPMI com ou sem estimulo; um controle 

positivo com o fármaco Ciclosporina A (CSA) 5µg/mL; e um controle solvente com 

DMSO (0,6% v/v), essa porcentagem corresponde a quantidade de DMSO presente na 

maior concentração do extrato. As células foram incubadas por 120 h, a 37 °C em estufa 

com 5% de CO2. Em todos os experimentos foram realizados teste de marcação do 

VPD450 antes da montagem das culturas. Após incubação, as PBMC foram transferidas 

para tubos poliestireno e lavadas duas vezes com PBS gelado, por centrifugação (240g, 

18ºC, 7 min). As suspenções celulares foram divididas em duas alíquotas: uma utilizada 

para avaliação da viabilidade celular pela técnica de exclusão com azul de Tripan 0,4%, 

por meio da contagem em câmara de Neubauer e a outra usada para avaliação do efeito 

dos extratos na proliferação de linfócitos. 

Coma a finalidade de identificar as subpopulações linfocitárias foi adicionada às 

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 fluorescência; clone UCHT1, Biolegend). Após a 

incubação de 20 min a temperatura ambiente e ao abrigo da Luz, as PBMC foram lavadas 

com PBS e realizou-se a análise de proliferação celular pela medida do decaimento da 

fluorescência do VPD450 através de citometria de fluxo (FACSCANTO II – 

BectonDickinson, San Jose, CA, EUA), com aquisição de 50.000 eventos por tubo., 

respectivamente usando o software FACSDIVA versão 6.1.3. 

A análise dos dados foi realizada utilizando o software FlowJo versão 10.0.6.  Em 

gráficos de distribuição pontual de tamanho celular em altura (FSC-H) versus o tamanho 

celular em área (FSC-A), selecionou-se a região dos singlets celulares para culturas 

estimuladas e não estimuladas (Figura 8A-D).  Em outro gráfico correspondente aos 

singlets, por meio dos parâmetros complexidade interna celular em área (SSC-A) versus 
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tamanho celular em área (FSC-A), a população de linfócitos para culturas estimuladas e 

não estimuladas (Figura 8B e 8E, respectivamente). O marcador M1 foi definido como o 

pico de células que não proliferaram na análise de linfócitos em função da fluorescência 

para VPD450 em culturas sem estímulo (Figura 8C). 

As subpopulações linfocitárias foram analisadas em gráficos de distribuição 

pontual de fluorescência para APC-Cy7 (anti-CD4) ou para FITC (antiCD8) (Figura 8H 

e 8I). Em seguida, os linfócitos e suas subpopulações T CD4+ e T CD8+ foram analisados 

para intensidade de fluorescência do VPD450 utilizando-se histogramas do número de 

eventos em função da fluorescência para VPD450 (Figura 8J e 8H).  

Nestes gráficos, a região 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 

presença dos extratos testados. O índice de proliferação foi calculado por meio do 

percentual de células viáveis nas regiões M1 a M8 das culturas celulares através da 

seguinte equação (1): 

 

Em que,  

 

 

 

 

 

 

Sendo X0 a porcentagem de células que não se dividiram (localizadas em M1), e 

X1 a X8 os picos de divisão gradual (localizados de M2 a M8) (ÂNGULO; FULCHER, 

1998). 
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A e D - Gráfico de distribuição pontual (FSC-H x FSC-A) para seleção dos singlets celulares para culturas 

não estimuladas e estimuladas, respectivamente; B e E - Gráficos de distribuição pontual (SSC-A x FSC-

A) para a seleção da população de linfócitos das culturas não estimuladas e estimuladas respectivamente; 

H e J - Gráficos de distribuição pontual (SSA-H x APC-Cy7) para selecionar as células TCD4+ e (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 etanólico de Miconia ferruginata. 

 

4.2.9. Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão e as análises foram 

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

Figura 8– Estratégia de analise utilizados para avaliação da proliferação celular 
pelo decaimento da fluorescência do VPD450 
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CA, EUA). As diferenças entre as variáveis com distribuição normal foram testadas 

utilizando ANOVA one-way com Post Hoc de Tukey. As diferenças foram consideradas 

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

 

5.1. Avaliação do potencial antioxidante in vitro de Miconia ferruginata 

5.1.1.  Determinação da concentração de compostos fenólicos totais dos extratos de 

Miconia ferruginata 

 

A primeira etapa na determinação da concentração dos compostos fenólicos nos 

extratos de partes da M. ferruginata foi a obtenção da curva de calibração a partir de 

diferentes concentrações do padrão Ácido Gálico representada na figura 9. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Curva analítica do padrão ácido gálico (n=3) 

 

A partir da obtenção da equação de regressão linear da curva, os teores de 

compostos fenólicos totais dos extratos brutos de M. ferruginata, foram calculados a 

partir da substituição dos valores das absorbâncias das amostras na variável Y. Os 

resultados foram apresentados em miligramas de fenólicos totais equivalentes de AG por 

grama do extrato (EAG/g) e são mostrados na figura 10 e 11.  

Os dados obtidos para avaliação da concentração de teor de compostos fenólicos 

totais em diferentes concentrações dos extratos estão contidos no gráfico 10 e mostram 

uma adequada capacidade de detecção dos compostos fenólicos nestas amostras, contudo 

y = 0,0039x - 0,0551
R² = 0,997
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Figura 9 - Curva de calibração do padrão ácido gálico (AG) para 

determinação de compostos fenólicos totais  
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para comparação isolada de diferentes amostras o ideal é realizar a dosagem em amostras 

com concentrações superiores a 500ug/mL (Apêndice A).  

 

Figura 10 - Teor de compostos fenólicos totais (mgEAG/g) em diferentes 
concentrações dos extratos brutos de Miconia ferruginata 

 

 

Quantificação de Teor de compostos fenólicos totais em diferentes concentrações (50, 100, 250, 500 e 750 

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

fenólicos totais. 

 

Na concentração de 750 ug/mL, o extrato etanólico de inflorescência (120,13 mg 

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

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

(81,80 mg EAG/g), os quais não foram diferentes entre si (Figura 11).     
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Teor de compostos fenólicos totais de extratos brutos de diferentes partes da espécie Miconia ferruginata 

na concentração de 750 ug/mL. Valores expressos em média ± erro padrão, experimento realizado em 

triplicata (n=4). Barras acompanhadas por letras diferentes diferem entre si (p<0,05) Nível de significância 

p<0,05. Teste estatístico utilizado, ANOVA one way seguida de Tukey. FT: fenólicos totais; FO: Extrato 

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

 

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

ferruginata  

 

Os valores das absorbâncias foram medidos em 515nm e convertidos em 

porcentagem de inibição de acordo com a equação 1 (figura 12). O extrato etanólico do 

caule apresentou maior porcentagem de inibição do radical DPPH (82,37 %), seguido do 

extrato etanólico de inflorescência (71,32%), extrato etanólico de folhas (68,92%) e 

extrato etanólico de casca (53,24) %), quando presentes na concentração de 750 μg/mL. 

 

 

 

Figura 11- Teor de compostos fenólicos totais de extratos brutos de diferentes 
partes da espécie Miconia ferruginata na concentração de 750 ug/mL 
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Porcentagem de inibição da captura do radical DPPH pelos extratos brutos de diferentes partes da espécie 

Miconia ferruginata na concentração de 750 ug/mL. Valores expressos em média ± erro padrão, 

experimento realizado em triplicata (n=4). a: representa diferença estatística em relação a b.  Nível de 

significância p<0,05. Teste estatístico utilizado, ANOVA one way seguida de Tukey. FO: Extrato bruto de 

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

 

A Concentração Eficiente para captura de 50% do radical livre DPPH• (EC50) dos 

extratos foi calculada por meio de gráficos de porcentagem de inibição versus 

concentração (Apêndice B) e os dados obtidos estão apresentados na Figura 13. O EC50 

é a concentração da amostra ou padrão que causa 50 % da inibição da concentração inicial 

do DPPH, ou seja, quanto maior o valor do EC50 menor a capacidade de captura do 

radical, dessa forma, indicando menor ação antioxidante. O extrato etanólico do caule 

apresentou melhor atividade antioxidante (483,58 μg/mL), seguido do extrato etanólico 

de inflorescência (516, 77μg/mL), extrato etanólico de folhas (613, 02 μg/mL) e extrato 

etanólico de casca (1049,1 μg/mL). 

 

 

 

 

Figura 12 - Porcentagem de inibição da captura do radical DPPH 
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Figura 13 - Concentração antioxidante efetiva média (EC50) dos extratos 
brutos de Miconia ferruginata frente ao ensaio DPPH 

 

Concentração antioxidante efetiva média (EC50) dos extratos brutos de Miconia ferruginata frente ao ensaio DPPH. 

Valores expressos em média ± erro padrão, experimento realizado em triplicata (n=4). a: representa 

diferença estatística em relação a b.  Nível de significância p<0,05. Teste estatístico utilizado, ANOVA one 

way seguida de Tukey. FO: Extrato bruto de folhas; CL Extrato bruto de caule; IF: Extrato bruto de 

inflorescência; CS: Extrato bruto de casca 

 

A análise da correlação (Apêndice C) para a comparação dos dados de teor de 

compostos fenólicos totais e captura do radical DPPH● foi realizada para verificar se 

existe uma correlação positiva entre os testes. 

 

5.1.3. Avaliação da viabilidade celular em culturas tratadas com extrato de Miconia 

ferruginata 

 

5.1.4. Viabilidade de células mononucleares do sangue periférico humano após 

tratamento com os extratos de Miconia ferruginata. 

 

A figura 14 e 15 representam a análise de viabilidade de PBMC após quatro e 120 

horas de exposição aos extratos de folha, caule, inflorescência e casca de M. ferruginata. 

Os resultados mostram que não houve diferença significativa no percentual de células 
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viáveis após tratamento com as diferentes concentrações do extrato de folhas (120, 60 30 

ug/mL) e extratos de caule, inflorescência e casca (40, 20 e 10 ug/mL), mantendo a 

viabilidade celular acima de 90%. Vale destacar que o extrato de folhas foi testado em 

concentrações superiores aos demais extratos, pois em testes preliminares (dados não 

apresentados) apresentou menor citotoxidade. Em relação ao grupo solvente (DMSO) não 

houve diferença significativa no percentual de células viáveis comparado ao grupo 

controle, mostrando que este solvente não influenciou nos resultados apresentados para 

os extratos. Dessa forma, as concentrações testadas dos extratos não apresentaram 

qualquer toxicidade sob as PBMC e foram utilizadas nas culturas de células em outros 

ensaios de avaliação da atividade anti-inflamatória. 

 

Percentual de PBMC viáveis nas culturas controle, DMSO; CdCl2 e nas culturas tratadas com os extratos 

de Miconia ferrugianata em diferentes concentrações, avaliado por exclusão com azul de Tripan utilizando 

câmara de Neubauer (n = 6). Os dados foram representados como média e o desvio padrão. *: diferença 

estatística significativa, para p ≤ 0,05 em relação à cultura controle e DMSO; Teste estatístico utilizado, 

ANOVA one way seguida de Tukey. CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do 

solvente; CdCl2 grupo controle de morte; (A) Extrato bruto de folha (B) Extrato bruto de caule (C) Extrato 

bruto de Inflorescência (D) Extrato bruto de Casca. 

Figura 14 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento com os 
extratos de folhas, caule, inflorescência e casca de Miconia ferruginata após quatro horas 
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Percentual de PBMC viáveis nas culturas controle, DMSO; CdCl2 e nas culturas tratadas com os extratos 

de Miconia ferrugianata em diferentes concentrações, avaliado por exclusão com azul de Tripan utilizando 

câmara de Neubauer (n = 6). Os dados foram representados como média e o desvio padrão. *: diferença 

estatística significativa, para p ≤ 0,05 em relação à cultura controle e DMSO; Teste estatístico utilizado, 

ANOVA one way seguida de Tukey. CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do 

solvente; CdCl2
 
grupo controle de morte; (A) Extrato bruto de folha (B) Extrato bruto de caule (C) Extrato 

bruto de Inflorescência (D) Extrato bruto de Casca. 

 

5.2. Avaliação da emissão de fluorescência dos extratos etanólicos de Miconia 

ferruginata 

 

Segundo Ottoni (2017) é importante avaliar a presença de fluorescência das 

amostras a serem estudas, uma vez que, a fluorescência presente na amostra pode ser 

confundida com a fluorescência da sonda utilizada para a identificação de uma molécula 

específica, influenciando nos resultados obtidos. Dessa forma, tal análise evita a obtenção 

de resultados incorretos, possibilitando a escolha correta de anticorpos e marcadores a 

serem utilizados nas análises realizadas por citometria de fluxo.  Os dados obtidos estão 

Figura 15 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento com os 
extratos de folhas, caule, inflorescência e casca de Miconia ferruginata após 120 horas. 
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apresentados nas figuras 16 e 17, respectivamente. Os histogramas representam as 

intensidades de fluorescência de PBMC captada nos oito canais do citômetro de fluxo BD 

FACSCanto II, após quatro e 120 horas de exposição. 

Após quatro horas de tratamento das PBMC ocorreram deslocamentos dos picos 

de florescência para a direita nos canais dos fluorocromos FITC, PE e PerCP, laser 488 

azul (figura 16A; 16B; 16C) nas culturas tratadas com o extrato etanólico de folhas e de 

caule. O tratamento com extrato bruto de inflorescência levou a um leve deslocamento 

nos canais dos fluorocromos FITC e PerCP na cultura tratada com a concentração de 40 

µg/mL e emissão de florescência nos canais de PE nas concentrações de 20 µg/mL e 10 

µg/mL.  A avaliação do extrato bruto de casca mostrou emissão de florescência somente 

no canal do fluorocromo PerCP. A partir dos dados obtidos foi determinado que os 

fluorocromos FITC, PE e PerCP do laser 488 azul não poderiam ser utilizados para a 

análise de produção de citocinas por PBMC.  

 

 

Figura 16 - Análise da emissão de fluorescência de células tratadas com extrato etanólico 
bruto de folhas de Miconia ferruginata incubadas por quatro horas 
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Os histogramas acima representam as intensidades de fluorescência de PBMC captada nos oito canais do 

citômetro 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 

concentrações de 120 µg/mL, 60 µg/mL e 30 µg/ml   grupo tratado com extrato bruto de caule,  

inflorescência e casca nas concentrações de  40 µg/mL, 20 µg/mL e 10 µg/ml, respectivamente 

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

Ao contrário do observado após quatro horas de exposição aos extratos, nas 

culturas tratadas por 120 horas, não ocorreu emissão de fluorescência, sendo possível 

utilizar todos os canais dos fluorocromos para a análise de proliferação de linfócitos. 

Somente para a maior concentração do extrato bruto de caule (40 µg/mL), houve emissão 

de florescência nos canais de FITC, PE e PerCP, laser 488 azul, sendo estes excluídos da 

análise neste extrato. 

 

Figura 17- Análise da emissão de fluorescência de células tratadas com 
extratos etanólicos brutos de folhas de Miconia ferruginata incubadas por 120 horas 
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Os histogramas acima representam as intensidades de fluorescência de PBMC captada nos oito canais do 

citômetro 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 

concentrações de 120 µg/mL, 60 µg/mL e 30 µg/ml,  grupo tratado com extrato bruto de caule,  

inflorescência e casca nas concentrações de  40 µg/mL, 20 µg/mL e 10 µg/ml, respectivamente 

permaneceram incubadas por 120 horas em estufa úmida 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 proliferação de linfócitos 

humanos 

Na avaliação do efeito dos extratos etanólicos 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 está apresentado os resultados obtidos nas culturas tratadas 

com DMSO a 0,6% v/v, juntamente com o controle negativo de estímulo (PBMC), 
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controle positivo de estímulo (PHA) e controle positivo de inibição (CSA). Os dados 

mostraram que o solvente DMSO não reduziu significativamente o índice de proliferação 

celular dos linfócitos e suas subpopulações (LT: 2,25 ± 0,88; T CD 4 1,47 ± 0,92; T CD8 

1,21 ± 0,88) quando comparado com às culturas controle estimuladas com PHA (LT: 2,25 

± 0,92; T CD4 2,07 ± 0,10; T CD8 2,29 ± 0,92). Dessa forma, o solvente, na concentração 

de 0,6% v/v poderia ser utilizado nas culturas celulares tratadas com os extratos, visto 

que não interferiu na resposta proliferativa dessas células, e a resposta observada seria 

referente ao efeito exclusivamente do extrato. 
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Análise da porcentagem relativa de linfócitos totais (A), CD4+ (B) e CD8+ (C).  Os dados foram 

representados como média e o desvio padrão (n=6 por grupo). Teste estatístico utilizado, ANOVA one way 

seguida de Tukey, *: diferença estatística significativa, para p ≤ 0,05 em relação à cultura estimulada com 

PHA isoladamente (100% do índice de proliferação). PHA grupo controle de estímulo; DMSO: grupo 

controle do solvente; CSA grupo controle de inibição.  

 

Na figura 19 está representando o efeito dos extratos etanólicos brutos de folha, 

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

linfócitos totais e subpopulações de TCD4+ e TCD8+. O extrato de inflorescência 

apresentou maior redução do índice de proliferação tanto dos linfócitos totais quanto nas 

Figura 18 - Efeito do solvente dimetilsulfóxido (DMSO) sobre o índice de 
proliferação de linfócitos humanos 
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subpopulações de TCD4+ e TCD8+ na concentração de 40 µg/mL, em comparação ao 

controle estimulado PHA (PHA: 2,86 ± 0,92; LT: 1,26 ± 0,96; TCD4: 0,76 ± 0,77; TCD8 

0,68 ± 0,54).  

Para os extratos do caule e da casca houve uma redução da resposta proliferativa 

de linfócitos totais e subpopulação de TCD8 +, na concentração de 40 µg/mL, 

respectivamente.  Entretanto, não foi observado redução na subpopulação de TCD4+ nas 

culturas tratadas com estes extratos. Já o extrato de folhas diminuiu a resposta 

proliferativa de linfócitos totais somente na concentração de 120 µg/mL Como esperado, 

a ciclosporina reduziu de forma significativa a proliferação de linfócitos totais, das 

subpopulações de linfócitos TCD4+ e TCD8+ (LT:0,19 ± 0,13; TCD4: 0,12 ± 0,11; 

TCD8: 0,12 ± 0,009), quando comparado as culturas controle de estímulo com PHA 

(linfócitos totais: 2,25 ± 0,92; T CD4 2,07 ± 0,10; T CD8 2,29 ± 0,92).  

A partir dos dados do índice de proliferação de linfócitos foi calculado os valores 

de eficácia do efeito antiproliferativo de cada extrato em relação ao efeito da CSA. Para 

o extrato de inflorescência na concentração de 40 µg/mL foi observado uma eficácia de 

16,12% para linfócitos totais, 15,75% para células T CD4 e 9,63% para células T CD8. 

Já a eficácia do extrato de folhas para linfócitos totais foi de 12,5%, o extrato de caule 

apresentou eficácia de 12,3 % para linfócitos totais e 8,21% para células TCD8. E o 

extrato de casca apresentou eficácia de 12, 67% para linfócitos totais e 7,56% para 

linfócitos TCD8. 
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Figura 19 - Índice de proliferação de linfócitos tratados com os extratos 
etanólicos brutos de Miconia ferruginata 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise da porcentagem relativa de linfócitos totais (A), CD4+ (B) e CD8+ (C) (n=8) estimulados com 

PHA e tratados com DMSO nas concentrações de 0,6% v/v ou ciclosporina (CsA) na concentração de 5 

µg/mL. *: diferença estatística significativa, para p ≤ 0,05 em relação à cultura estimulada com PHA 

isoladamente (100% do índice de proliferação). Teste estatístico utilizado, ANOVA seguida de Tukey. E1: 

extrato de folhas; E2: extrato de caule; E3: extrato de inflorescência e E4: estrato de casca.  
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Para verificar se a queda nos valores de proliferação não estaria relacionada à 

eventos de morte celular, tais como apoptose, morte por ativação ou outra causa não 

relacionada ao tratamento com o extrato, foi realizada a contagem de células viáveis pela 

técnica de exclusão do azul de Tripan a 0,4% em microscópio ótico (Figura 20).  Foi 

observado que os extratos de M. ferruginata não diminuíram a viabilidade das células 

comparado com o grupo controle negativo, como esperado. Além disso, não foi observada 

citoxicidade celular nos grupos controle solvente (DMSO), grupo controle de estímulo 

(PHA) e grupo controle de inibição (CSA). 

 

Figura 20 - Porcentagem de viabilidade das PBMC submetidas ao tratamento 
com os extratos de Miconia ferruginata detectados no ensaio de linfoproliferação 

 

 

 

 

 

 

Análise de viabilidade das PBMC no ensaio de linfoproliferação. Os dados foram representados como 

média e desvio padrão (n=6 por grupo). *: diferença estatística significativa, para p ≤ 0,05 em relação à 

cultura estimulada com PHA isoladamente (100% do índice de proliferação). Teste estatístico utilizado, 

ANOVA seguida de Tukey CON: grupo controle de viabilidade; DMSO: grupo controle do solvente; PHA 

grupo controle de estímulo; CSA grupo controle de inibição; E1: extrato de folhas; E2: extrato de caule; 

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

produção de citocinas pró-inflamatórias por linfócitos humanos 

 

A figura 21 apresenta o percentual das citocinas TNF-α, IFN-γ e IL-2 detectados 

em culturas de linfócitos humanos e o efeito do tratamento com os extratos etanólicos 

brutos de folhas, de caule, de inflorescência e de casca de M. ferruginata. Os dados 

mostram que não houve redução significativa no percentual de linfócitos totais positivos 

para TNF-α nos extratos testados em comparação 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 inibição (CSA) promoveu, como esperado, uma redução no 

percentual de células positivas para TNF-α (CSA: 0,81 ± 0,26), em comparação ao 

controle estimulado (PMA). Para todas analises, o solvente DMSO não promoveu efeito 

significativo na diminuição do percentual das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α: 28,4 ± 

9,19; IFN-γ: 21,8 ± 10,45) bem como de IL2 (IL-2: 18,57 ± 4,14), mostrando que os 

efeitos observados foram decorrentes da ação dos extratos de M. ferruginata. Importante 

ressaltar que o DSMO à 1% não interferiu na redução das citocinas avaliadas, estando de 

acordo com os resultados encontrados também por Almeida (2015).  

Similarmente ao observado para a citocina TNF-α não houve diminuição 

significativa da citocina IFN-γ nos linfócitos tratados com os diferentes extratos de M. 

ferruginata, em comparação 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 redução significativa no percentual de IFN-γ (CSA: 

2,21 ± 0,55).  

Contudo, houve diminuição significativa de IL-2 em linfócitos totais tratados com 

extrato bruto de inflorescência (9,40 ± 5,44), em comparação ao controle estimulado 

(PMA: 21,87 ± 3,60; E3: 9,40 ± 5,44). Porém, para os outros extratos de M. ferruginata 

não houve este mesmo efeito de redução 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 

redução no IL-2 nas culturas tratadas com a ciclosporina (CSA: 1,42 ± 1,46). Em relação 

as culturas tratadas com o solvente DMSO (18,57 ± 4,14), não foi observado efeito 

significativo na diminuição do percentual de linfócitos totais.  

 

 



69 
 

Figura 21- Efeito dos extratos de Miconia ferruginata sobre a produção de 
citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IFN-γ e IL-2) em linfócitos humanos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise da porcentagem relativa de linfócitos totais sobre a produção de citocinas. Os dados foram 

representados como média e desvio padrão, (n = 4). p < 0,05. Teste estatístico utilizado, ANOVA one way 

seguida de Tukey A – Linfócitos marcados com TNF-α; B – IFN-γ; C – IL-2. E1: extrato de folhas; E2: 

extrato de caule; E3: extrato de inflorescência; E4: extrato de casca; CSA: Ciclosporina; PMA: Miristato 

Acetato de Forbol.   
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6. DISCUSSÃO  

 

 Neste trabalho foi realizado a determinação da concentração de compostos 

fenólicos totais presentes nos extratos brutos de folhas, de caule, inflorescência e de caule 

de espécie M. ferruginata e, foi verificado concentrações expressivas de compostos 

fenólicos totais em todos os extratos de M. ferruginata estudados, sendo o extrato de 

inflorescência o mais rico nesses compostos  Em geral, o potencial antioxidante das 

espécies vegetais pode ser atribuído, ao menos em parte, à presença de substâncias 

fenólicas em sua composição química. Assim, os resultados observados, corroboram com 

estudos prévios de plantas deste gênero, 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 fenólicos 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 diferença 

com menor concentração observada naquele.  A análise de compostos fenólicos pode ser 

influenciada pelo método de extração empregado, tamanho da amostra, tempo e 

condições de estocagem (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA, 2015), que poderia explicar 

variações na concentração observada nos extratos desta planta Um outro aspecto, ainda 

mais relevante a ser considerado é o fato, de  que, variações na composição química das 

plantas podem ocorrer devido às condições sazonais (luminosidade, temperatura e clima) bem 

como características do solo, que podem alterar a produção de seus metabólitos secundários 

(GOBBO-NETO; LOPES, 2007; LI et al., 2020).  

Em relação ao potencial antioxidante, o extrato bruto de caule de M. ferruginata 

apresentou melhor atividade. De acordo com Campos et al. (2003) são consideradas 

substâncias antioxidantes ativas as que apresentam EC50 < 500 µg/mL. Assim, o extrato 

que obteve esse resultado foi o extrato de caule, com EC50 de 483,58 µg/mL, 

respectivamente. O extrato com menor atividade foi o extrato de casca com um EC50 

1049,1 μg/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 mínimo de até 500 µg/mL para o extrato das folhas. Comparado com os dados 

obtidos no presente estudo observamos uma diferença na concentração de E50 para o 

extrato de folhas (613,02 µg/mL). Essa diferença pode estar relacionada a composição 
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química desta planta, visto que foi encontrado um menor teor de compostos fenólicos nos 

extratos quando comparado aos estudos citados anteriormente. (GOBBO-NETO; LOPES, 

2007). Não foram encontrados estudos com os extratos de inflorescência e casca da planta 

M. ferruginata envolvendo ensaio com DPPH, sendo uma contribuição para o 

conhecimento em relação a essa planta, que também mostrou moderado potencial 

antioxidante das inflorescências (516, 77μg/mL) desta espécie.  

Apesar de maiores concentrações de fenólicos estarem associadas positivamente 

com maior atividade antioxidante (PIERONI et al., 2011; LIMA, 2016; CRUZ, 2017; 

GONTIJO et al., 2019), foi observado que o extrato de caule apresentou maior valor de 

EC 50 (474,31 μg/mL), apesar de apresentar menor concentração de fenólicos totais que 

o extrato de inflorescência e não diferir dos demais. Neste sentido, é possível que outros 

componentes antioxidantes não quantificados e mais presentes no caule tenham 

impactado neste achado. Além disso, a atividade antioxidante dos compostos fenólicos 

depende da sua estrutura química (LIMA; BEZERRA, 2012). Assim, estudos mais 

detalhados sobre a composição química desta planta são necessários para entendimento 

de sua composição e associação com as atividades observadas.   

No estudo fitoquímico realizado por Barroso (2015) com extratos etanólicos e 

aquosos de folhas e caule de M. ferruginata foram identificados 14 compostos de 

diferentes classes, entre eles de sesquiterpenos, hidrocarbonetos, monoterpenos, fenil 

propanóides, e álcoois, sendo predominante os sesquiterpenos β-cariofileno e α-

humuleno. Além disso, foram isolados e identificados o esteroide β-sitosterol (E1), 

estigmasterol (E2), os triterpenos ácidos ursólico e oleanóico. 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 gênero, essa correlação entre alto teor de compostos 

fenólicos e significativa atividade antioxidante pela inibição do radical DPPH tem sido 

demonstrada. Por exemplo, no estudo do extrato metanólico de Miconia albicans e de 

Miconia latecrenata (PIERONI et al., 2011; GONTIJO et al., 2019). A análise de 

correlação entre a maior quantidade compostos fenólicos e sua capacidade de capturar 

radicais de DPPH, foi também observada no presente estudo para os extratos de folhas, 

inflorescência e casca.   

Os extratos de M. ferruginata mostraram inibição superior a 50% de atividade 

antioxidante na maior concentração (750 µg/mL), apresentando inibição de 82,37 % para 

o extrato de caule.  Embora não haja estudados semelhante na literatura para M. 
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ferruginata, plantas deste gênero 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 composição e concentração de 

compostos presentes, uma vez que o flavonoide kaempferol-3-Odiglucosídeo (32%) 

apresentou maior porcentagem de inibição comparado a quercetina -3-O-galactosídeo 

(21%), apigenina-7-O-glicosídeo (19%) e kaempferol-3-O-galactosídeo (19%) a 30 µM. 

A porcentagem de inibição do radical aumentou quando presentes na concentração de 100 

µM, kaempferol-3-Odiglucosídeo (96%), quercetina -3-O-galactosídeo (70%), 

apigenina-7-O-glicosídeo (41%) e kaempferol-3-O-galactosídeo (43%). Assim, a 

atividade antioxidante dos flavonoides depende dos arranjos de grupos funcionais e 

grupos de hidroxilas, quanto maior o número de hidroxilas, maior será a atividade como 

doador de hidrogênio e de elétrons (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; LIMA; 

BEZERRA, 2012). 

Na avaliação do efeito dos extratos sobre os elementos da resposta imune, foi realizado 

um estudo biológico para de avaliar a citoxicidade dos mesmos sobre as células PBMC 

após quatro e 120 horas de tratamento. Os resultados mostraram que não houve redução 

significativa no percentual de células viáveis das PBMC tratadas com as diferentes 

concentrações dos extratos da M. ferruginata, (10 µg/mL- 120 µg/mL).  Semelhante ao 

observado em outros estudos, os resultados mostram que não houve efeito citotóxico 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, não detectando redução significativa da viabilidade celular de 

PBMC em concentrações inferiores a 62,5ug/mL após 120 horas de exposição aos 

extratos aquosos (BARROSO, 2015). Contudo, a natureza do extrato empregado por essa 

autora, foi diferente do empregado aqui (aquosos vs. etanólicos). Neste sentido, cabe 

destacar que semelhante ao presente estudo Cordoba, (2017) e Cruz (2017) também 

avaliaram extratos etanólicos de folhas desta planta e não observaram citotoxicidade nas 

concentrações inferiores a 50 µg/mL sob PBMC e neutrófilos 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 citotóxico 

e seletivo (OLIVEIRA, 2010; BARROSO, 2015; CORDOBA, 2017).  Nesses estudos, 

tanto os extratos etanólicos e aquosos brutos das folhas/flores e do caule, quanto 
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substâncias 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 determinação de uma DL50 de 1000 mg/kg 

e sendo classificado como extrato moderadamente tóxico. Entretanto, nas doses de 200, 

100 e 50 mg/kg não houve toxicidade e foi observado uma correlação dose-dependente 

do efeito terapêutico na distrofia muscular em camundongos mdx, com redução da 

necrose, degeneração celular e processo inflamatório (CORRÊA, 2020). Esses resultados 

mostram possíveis efeitos biológicos e elevada seletividade dos extratos de M. 

ferruginata, que o tornam uma planta promissora com atividade antioxidantes e/ou anti-

inflamatória. 

Após determinar as concentrações não tóxicas dos extratos de M. ferruginata a 

serem utilizadas nos demais ensaios biológicos e análise de emissão de fluorescência 

desses extratos nos detectores do citômetro, foi realizada a investigação do efeito dos 

extratos sobe a resposta proliferativa de linfócitos totais e suas subpopulações TCD4 e 

TCD8. Os resultados demonstram um efeito antiproliferativo dos extratos de M. 

ferruginata sob linfócitos totais. Importante ressaltar que apenas o extrato de 

inflorescência (40 µg/mL) reduziu de forma significativa o índice de proliferação da 

subpopulação de TCD4. Para certificar os resultados encontrados neste ensaio, o teste de 

viabilidade pelo método de exclusão de azul de Tripan (0,4%) foi realizado, mostrando 

que os efeitos inibitórios dos extratos frente a proliferação de linfócitos não estavam 

relacionados a eventos de morte. 

Estudo realizado por Barroso (2015) mostrou potencial efeito antiproliferativo do 

extrato das folhas/flores na concentração de 45 µg/mL e do extrato do caule de M. 

ferruginata nas concentrações de 15, 20 e 30 µg/mL. O percentual de eficácia 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 inibição 2.5 vezes maior em 

comparação a dexametasona (8 µg/mL).  

O presente estudo corrobora a atividade antiproliferativa dos extratos de Miconia 

ferruginata, especialmente para os extratos etanólicos brutos de M. ferruginata os quais 

não haviam sido estudados até o momento. Foi ainda verificado que o extrato etanólico 

bruto de inflorescência obteve melhor redução do percentual de linfócitos e da sua 

subpopulação TCD4. As células T caracterizam a atividade efetora auxiliar na ativação 

de outros subtipos celulares, principalmente, através da secreção de citocinas e ação 
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efetora frente as células alvos. Os linfócitos TCD4 produzem citocina IL-2, que induz a 

proliferação de linfócitos, além de aumentar a capacidade citotóxica dos linfócitos TCD8 

(JUNIOR et al., 2010). A citocina IL-2 é considerada principal fator estimulador de 

células T, promovendo a proliferação de linfócitos e ativação de sua subpopulação, sendo 

produzida principalmente por linfócitos TCD4 (JUNIOR et al., 2010). Assim, o efeito 

antiproliferativo dos extratos de M. ferruginata sobre os linfócitos pode ser compreendido 

em parte com a avaliação dos efeitos dos extratos sobre a produção da citocina IL-2.    

A avaliação do efeito dos extratos sobre a produção de citocinas, revelou uma   

possível correlação do efeito antiproliferativo com a inibição da produção da citocina IL-

2 para o extrato de inflorescência, apresentando eficácia de 15,13% quando comparado a 

CSA. Importante destacar que apenas o extrato de inflorescência reduziu a proliferação 

da subpopulação de linfócitos TCD4. Contudo, não foi observada redução significativa 

para TNF-α, IFN-γ e IL-2 nas culturas tratadas com os outros extratos de M. ferruginata, 

podendo estar o efeito antiproliferativo associado a outro mecanismo de ação.  

Dessa forma, o efeito do extrato de inflorescência de M. ferruginata na redução 

da produção de IL-2 pode estar relacionado ao seu feito sobre proliferação de linfócitos 

totais e subpopulações TCD4 e TCD8. A diferença no efeito dos extratos de M. 

ferruginata frente a produção de citocina observada, especificamente para IL-2 a qual 

apenas o extrato de inflorescência apresentou inibição significativa, pode estar associada 

a composição química desses extratos, que precisa ser melhor investigada. Contudo, vale 

ressaltar que, apesar da ausência de significância para a redução das citocinas pró-

inflamatórias, houve uma redução relativa desses dados quando comparado a cultura 

controle estimulada. Esse menor efeito pode ter ocorrido devido as baixas concentrações 

usadas dos extratos ou ao baixo tempo de exposição ao tratamento.  

Resultado similar foi observado por Santos (2018), quando avaliou extratos 

etanólicos de partes aéreas e de raízes de Eriosema campestre. Eles inibiram a 

proliferação de linfócitos totais e de suas subpopulações, reduziram a produção e 

expressão gênica de IL-2, mas não tiveram efeito sobre a produção das citocinas IFN-γ, 

TNF-α e IL-10. As atividades apresentadas foram correlacionadas as substâncias da 

classe dos flavonoides presentes na planta. 

Consequentemente, o efeito antiproliferativo dos extratos etanólicos de M. 

ferruginata pode também estar correlacionado às substâncias identificadas na planta, 

como compostos fenólicos e triterpenos, visto que tem apresentado efeitos anti-

inflamatórios descritos na literatura (OLIVEIRA, 2010; BARROSO, 2015; BARROSO; 
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OTONI; GREGÓRIO, 2017; CHEN et al., 2017; CRUZ, 2017; YAHFOUF et al., 2018; 

SILVA et al., 2020). Corroborando essa hipótese, tratamento com os triterpenos ácido 

ursólico e ácido oleanoico em animais infectados com formas tripomastigotas de 

Trypanosomoa cruzi foi capaz de diminuir as de INF- γ e aumentar dos níveis séricos de 

IL-10 (FERREIRA, 2010). Ainda, tratamento oral com ácido ursólico em camundongos 

Balb/c artríticos apresentou efeito inibitório na produção de citocinas pró-inflamatórias, 

IL-2, INF- γ e TNF- α (AHMAD et al., 2006). Pré-tratamento com ácidos ursólico ou 

oleanólico em linhagem celular de feocromocitoma (PC12) aumentou atividade de SOD 

catalase e reduziu a liberação de IL-6 e TNF-α induzida por iodeto de 1-metil-4-

fenilpiridínio (MPP+) ou peroxido de hidrogênio (H2O2), compostos tóxicos capazes de 

causar estresse oxidativo e apoptose da célula. Devido a ação antioxidante e anti-

inflamatória observadas pelos ácidos ursólico e oleanólico, esses compostos foram 

agentes potentes contra distúrbios degenerativos (TSAI; YIN, 2008).  

A atividade anti-inflamatória dos triterpenoides ácidos oleanólico e ursólico têm 

sido relacionados a interação com as isoformas da ciclooxigenase, com inibição da COX-

2, atuando na supressão da resposta inflamatória (RINGBOM et al., 1998; 

MAGALHAES, 2010; SILVA, 2016). 

O potencial anti-inflamatório observado em nosso estudo pode estar relacionado 

também aos conteúdos de flavonoides totais, uma vez que foi identificado compostos 

fenólicos totais nos extratos brutos de M. ferruginata (OLIVEIRA, 2010; BARROSO, 

2015; CRUZ, 2017), esses compostos estão envolvidos na modulação da expressão de 

fatores nos processos inflamatórios, como as citocinas (GANDHI et al, 2018; YAHFOUF 

et al., 2018). Importante destacar que o extrato de inflorescência de M. ferruginata 

apresentou melhor atividade antiproliferativa e inibição da produção da citocina IL-2, e 

obteve maior teor de compostos fenólicos. Kim et al. (2004) propuseram que a atividade 

anti-inflamatória dos flavonoides se dá através da inibição de eicosanoides em gerar 

enzimas incluindo fosfolipase A2, ciclooxigenases reduzindo então a concentração de 

prostaglandinas e leucotrienos. Estudo realizado por Lima et al. (2020) mostrou efeito 

anti-inflamatório no edema de pata em camundongos induzido por carragenina com 

tratamento oral de extrato de M. albicans nas concentrações de 25, 50 e 100 mg/kg, com 

redução nos níveis de TNF-α e IL-1β. A atividade analgésica e anti-inflamatória foi 

relacionada a presença de flavonoides, como a quercetina. Estudos com extrato de M. 

ferruginata mostraram eficácia na inibição dose-dependente das espécies reativas 

produzidas pelo burst oxidativo em neutrófilos, a qual foi relacionado a presença de 
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compostos fenólicos e outros metabólitos presentes nos extratos (LIMA, 2016; CRUZ, 

2017).  

Outras espécies do gênero Miconia tem demonstrado efeito anti-inflamatório e 

antioxidante (VASCOLCELOS et al., 2006; GATIS CARRAZZONI et al., 2018), e 

estudos fitoquímicos mostram os flavonoides e triterpenos como principais constituintes 

do gênero (CUNHA, 2006; RODRIGUES et al., 2007; CUNHA, 2010; OLIVEIRA, 

2010; BARROSO; OTONI; GREGÓRIO, 2017; CUNHA; CRUZ; MENEZES 2019; 

LIMA, 2020), que  apontam  para uma importante  participação destes compostos nas  

atividades  registradas  também para a Miconia ferruginata.   

Em resumo, os resultados obtidos mostram um potencial dos extratos de M. 

ferruginata em relação a atividade anti-proliferativa e antioxidante, que pode estar 

correlacionada a presença de compostos fenólicos e/ou triterpenos, sendo necessário 

maiores investigações e avanços no conhecimento fitoquímico desta planta para 

comprovação da provável associação destas atividades. Ainda, no presente trabalho não 

foi avaliado o efeito dos extratos sobre outras citocinas como IL- 6, IL- 12 e IL-17 que 

são citocinas essenciais na resposta imunológica. Além disso, efeitos dos extratos brutos 

de M. ferruginata sobre outros mediadores inflamatórios devem ser investigados, tais 

como óxido nítrico e produtos das cicloogenases (COX). Devido a restrição de estudos 

em relação a atividade anti-inflamatória, especificamente na resposta inflamatória de M. 

ferruginata, torna-se necessário outros ensaios tanto com os extratos quanto com frações 

e/ou substâncias isoladas a fim de realizar maior investigação do efeito biológico. 
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7. CONCLUSÃO 

 

No presente estudo os extratos etanólicos brutos de M. ferruginata mostraram 

atividade antiproliferativa, a inibição da proliferação de linfócitos pelo extrato de 

inflorescência parece estar associada à inibição da citocina mitogênica IL-2. É provável 

que a atividade antioxidante observada   possa estar relacionada a presença de compostos 

fenólicos e outras substâncias antioxidantes nos extratos brutos de folhas, caule, 

inflorescência e casca. Contudo, não foi possível elucidar ainda os prováveis mecanismos 

de ação anti-proliferativa e/ou anti-inflamatória destes extratos e futuras avaliações do 

potencial biológico de M. ferruginata ainda deverão ser realizadas com o emprego de 

outros ensaios in vitro e modelos animais podem contribuir para verificação desse 

potencial e, inclusive, avaliar as frações e possíveis substâncias purificadas. 
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APÊNDICE A 

 

 

 

Teor de compostos fenólicos totais (mgEAG/g) dos extratos brutos de Miconia 

ferruginata. 

 

 

Valores expressos em média ± erro padrão, (n=4). Comparação entre os extratos em relação a cada 
concentração. a: representa diferença estatística em relação a b; ab não apresenta diferença estatística.  Nível 
de significância p<0,05 (ANOVA, Tukey).  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCENTRAÇÃO 

Ext. etan. 

Folhas 

Ext. etan. 

Caule 

Ext. etan. 

Inflorescência 

Ext. etan. 

Casca 

750 μg/mL 91,703 ± 4,75 b 81,803 ± 4,54b 120,137± 8,72a 85,885± 12,65b 

500 μg/mL 65,974± 3,80b 59,886 ± 5,89b 87,028± 3,77a 56,774± 7,40b 

250 μg/mL 44,701± 5,43a 35,239 ± 4,28b 39,296± 2,31ab 32,459± 3,41b 

100 μg/mL 27,730 ± 4,88a 19,001± 8,0ab 20,448± 3,60ab 15,358± 4,82b 

50 μg/mL 20,668 ± 4,09a 13,706± 6,68ab 9,856± 4,91ab 7,816± 7,64b 
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APÊNDICE B 

 

 

 

APÊNDICE C 
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Teste de correlação entre FT (mg EAG/g extrato) e a capacidade de captura 

do radical DPPH● (%) 
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ANEXO A 
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ANEXO B 
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