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RESUMO 
 
 

O EXTRATO BRUTO DAS FOLHAS DA ESPÉCIE Randia ferox (Cham & 
Schlecht) DC. APRESENTA ADEQUADO PERFIL DE SEGURANÇA E 

POTENCIAL ANTINEUROINFLAMATÓRIO IN VITRO 
 
 

AUTORA: Lauren Pappis 
ORIENTADORA: Liliane de Freitas Bauermann 
COORIENTADOR: Alencar Kolinski Machado 

 
 
As doenças neuropsiquiátricas afetam diretamente a qualidade de vida dos indivíduos 
acometidos e seus familiares, tornando-se um problema de saúde pública. Dentre as 
hipóteses de sua fisiopatologia tem sido explorado a neuroinflamação, tornando-a um 
alvo de tratamento. Os produtos naturais são amplamente explorados devido as suas 
atividades farmacológicas e substâncias inéditas. A espécie Randia ferox, conhecida 
popularmente como limoeiro-do-mato, é uma espécie nativa da Mata Atlântica. Suas 
folhas são usadas na cultura popular como cicatrizante e anti-inflamatória. Entretanto, 
há poucos estudos sobre sua eficácia e segurança. Por isso, o objetivo desde estudo 
foi avaliar o potencial antineuroinflamatório do extrato bruto das folhas da espécie 
Randia ferox e seu perfil de segurança in vitro. As folhas da planta foram coletadas no 
município de Arroio do Tigre, secas em estufa, maceradas em etanol 70%, seu extrato 
hidro alcóolico evaporado e o seu extrato bruto liofilizado. Para a qualificação e 
quantificação de seus metabólitos secundários, foi utilizado a cromatografia líquida de 
alta eficiência acoplado a espectrofotômetro de massas. No estudo de 
neuroinflamação, as micróglias (BV-2) foram tratadas com lipopolissacarídeo (LPS) e 
uma curva do extrato nas concentrações de 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 400 µg/mL foi 
utilizada para avaliar a viabilidade e a formação de óxido nítrico (ON) e espécies 

reativas de oxigênio (ERO). Foram testadas citocinas pró (interleucina 1β e 6, fator de 

necrose tumoral α e interferon γ), e anti-inflamatórias (interleucina 10), as caspases 8 

e 3 e a expressão gênica do inflamassoma NLRP3. No estudo do perfil de segurança, 
foram utilizadas as células mononucleadas de sangue periférico, fibroblastos humanos 
(HFF1), macrófagos de murinos (RAW) e células epiteliais de rim de macaco (VERO), 
as quais foram submetidas a exposição ao extrato bruto na curva-concentração 25- 
400 µg/mL nos períodos de 24 e 72h. Após o encerramento de cada período de 
incubação, foram feitos os testes de viabilidade e proliferação celular, quantificação de 
ON, ERO e dsDNA sobrenadante para avaliar a morte celular. Foram feitos os testes 
de DNA cometa, teste gemo modificador e hemólise. O extrato bruto demonstrou um 
potencial antineuroinflamatório sendo capaz de diminuir os níveis de ON, ERO, as 
citocinas pró-inflamatórias, as caspases 8 e 3, a expressão do inflamassoma NLRP3 e 
aumentar a citocina anti-inflamatória, demonstrando assim um mecanismo 
neuroprotetor do extrato nessas condições. No perfil de segurança, o extrato não foi 
citotóxico nas linhagens e condições estudas, com exceção da concentração de 400 
µg/mL. Apenas as células mononucleadas apresentaram diferença na produção das 
ERO ao serem expostas ao extrato, não houve modificações na modulação do ON. 
Nenhuma concentração estudada foi genotóxica ou hemolítica. O extrato bruto das 
folhas da espécie R. ferox demonstrou atividade antineuroinflamatória e foi 
considerado seguro nas condições estudadas 
 
Palavras-chave: Antioxidante. Inflamassoma. Citocinas. Viabilidade celular. 
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ABSTRACT 
 
 

CRUDE EXTRACT OF THE LEAVES OF THE SPECIES Randia ferox (Cham 
& Schlecht) DC. PRESENTS AN APPROPRIATE IN VITRO SAFETY 

PROFILE AND ANTI-NINEUROINFLAMMATORY POTENTIAL 
 
 

AUTHOR: Lauren Pappis 
SUPERVISOR: Liliane de Freitas Bauermann 
CO-SUPERVISOR: Alencar Kolinski Machado 

 
 

Neuropsychiatric diseases directly affect the quality of life of those affected and their 
families, becoming a public health problem. Among the hypotheses of its 
pathophysiology, neuroinflammation has been explored, making it a target for 
treatment. Natural products are widely explored due to their pharmacological activities 
and novelty of their substances. The Randia ferox species, popularly known as wild 
lemon tree, is a native species of the Atlantic Forest. Its leaves are used in popular 
culture to provide healing and anti-inflammatory action. Nevertheless, there are only a 
few studies on its effectiveness and safety. In this way, the objective of this study is to 
evaluate the anti-neuroinflammatory potential of the crude extract of Randia ferox 
species leaves, besides its in vitro safety profile. The leaves of the plant were collected 
in the municipality of Arroio do Tigre, dried in an oven, macerated in 70% ethanol. 
Hence its hydro-alcoholic extract evaporated, and its crude extract lyophilized. For the 
qualification and quantification of its secondary metabolites, high performance liquid 
chromatography coupled to a mass spectrophotometer was used. In the 
neuroinflammation study, microglia (BV-2) were treated with lipopolysaccharide (LPS). 
An extract curve at concentrations of 25, 50, 75, 100, 150, 200, and 400 µg/mL was 
used to assess the viability and the formation of nitric oxide (NO) and reactive oxygen 
species (ROS). Pro (interleukin 1β and 6, tumor necrosis factor α and interferon γ) and 
anti-inflammatory (interleukin 10) cytokines, caspases 8 and 3, and NLRP3 
inflammasome gene expression were tested. In the study of the safety profile, 
peripheral blood mononuclear cells, human fibroblasts (HFF1), murine macrophages 
(RAW) and monkey kidney epithelial cells (VERO) were used. They were exposed to 
the crude extract in the curve -concentration 25- 400 µg/mL in periods of 24 and 72h. 
After the end of each incubation period, cell viability and proliferation tests, 
quantification of ON, ROS, and supernatant dsDNA were performed to assess cell 
death. Comet DNA, gem modifier and hemolysis tests were performed. The crude 
extract demonstrated an anti-neuroinflammatory potential, being able to decrease the 
levels of NO, ROS, pro-inflammatory cytokines, caspases 8 and 3, as well as the 
expression of the NLRP3 inflammasome and the increase of the anti-inflammatory 
cytokine, therefore demonstrating a neuroprotective mechanism of the extract under 
these conditions. In the safety profile, the extract was not cytotoxic in the strains and 
conditions studied, except on the concentration of 400 µg/mL. Only mononucleated 
cells showed difference in the production of ROS when exposed to the extract, without 
significant changes in NO modulation. None of the investigated concentration was 
genotoxic either hemolytic. The crude extract of the leaves of the species R. ferox 
showed anti-neuroinflammatory activity and was considered safe under the 
investigated conditions. 
 
 
Keywords: Antioxidant. Inflammasome. Cytokines. Cell viability. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A maioria das doenças podem ser relacionadas a fatores psicológicos, 

biológicos e sociais. As doenças neuropsiquiátricas acabam gerando 

sofrimento para os indivíduos acometidos, para as famílias e para a 

comunidade no geral, tornando-se uma problemática de saúde pública. Assim, 

o diagnóstico e o tratamento precoce, assim como a acessibilidade a eles, 

tornam-se fundamentais para que esses indivíduos sejam reinseridos na 

comunidade e consigam ter uma vida produtiva e com qualidade. Por isso, 

pode-se dizer que a saúde mental tem papel importante para o bem-estar geral 

da sociedade (OMS, 2002). 

Dentre as doenças neuropsiquiátricas, pode-se citar a depressão maior, 

o transtorno bipolar, cujos sintomas são episódios de mania e depressão e 

também a esquizofrenia, um dos transtornos mais socialmente incapacitantes 

(LEBER et al., 2017). Apesar da relevância dessas doenças para a sociedade 

no geral, ainda não há uma fisiopatologia bem descrita e, com isso, seus 

tratamentos também não são específicos (RANG & DALE, 2007). Um dos 

possíveis aspectos relacionados a fisiopatologia das doenças 

neuropsiquiátricas é a neuroinflamação, sendo que foram observadas 

evidências de micróglias ativadas em cérebros de pacientes com esquizofrenia 

e depressão maior, por exemplo (HASHIOKA et al., 2019). 

Com isso, a neuroinflamação tornou-se um novo alvo de tratamento para 

doenças neuropsiquiátricas e, devido aos sintomas adversos de medicamentos 

alopáticos anti-inflamatórios, os produtos naturais vêm sendo estudados como 

possíveis agentes terapêuticos (SHEHATA et al., 2018; ZAIDUN, THENT, 

LATIFF, 2018). O Brasil possui mais de 46 mil espécies de plantas divididas em 

seus ecossistemas (Flora do Brasil, 2018). Com esta vasta biodiversidade, o 

Brasil é uma fonte de substâncias ativas para o mercado farmacêutico 

(BRANDÃO et al., 2008). O Brasil possui muitas plantas medicinais que são 

utilizadas no tratamento de inflamações, dentre elas pode-se citar a espécie 

Ageratum conyzoides conhecida como “erva-de-são-joão” e utilizada para tratar 

artrite reumatoide (FAQUETI et al., 2016), a Eugenia brasiliensis conhecida 

como “cereja brasileira”, que é usada no tratamento do reumatismo (LAZARINI 
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et al., 2018) e a Cissus sicyoides conhecida como “cipó-pucá” que é também 

utilizada no tratamento de doenças inflamatórias (SALAZAR et al., 2018). 

Uma planta encontrada na Mata Atlântica brasileira é a espécie Randia 

ferox, conhecida popularmente como “limoeiro-do-mato”. Essa espécie possui 

uso popular para diferentes enfermidades, sendo que as suas raízes são 

utilizadas para tratar febre, reumatismo e como tônica, suas sementes como 

estimulantes do apetite e seus frutos para tratar asma e fadiga. As suas folhas 

possuem uso como cicatrizante e também como anti-inflamatórias (SILVA, 

RABELO, ENOQUE, 2015). Todavia, apesar do seu uso pela população, ainda 

não há estudos científicos comprobatórios frente às suas propriedades 

medicinais e também sobre a sua segurança. Devido a isto, motivou-se a 

investigação do potencial antineuroinflamatório e do perfil de segurança in vitro 

do extrato bruto das folhas da espécie R. ferox. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 DOENÇAS NEUROPSIQUIÁTRICAS: UMA PROBLEMÁTICA DE SAÚDE 

PÚBLICA 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), o conceito de 

saúde inclui o bem-estar físico, mental e emocional, sendo que a maioria das 

doenças estão relacionadas ao desequilíbrio de mais de um desses fatores 

(OMS, 2002). Os transtornos mentais consistem em alguma disfunção 

psicológica, com prováveis alterações biológicas, fisiológicas ou bioquímicas. 

Além de estarem relacionados com alterações de humor, pensar, agir e 

relacionamentos profissionais, sociais e pessoais (DOS SANTOS; DE 

SIQUEIRA, 2010). 

No Brasil e no mundo, os transtornos mentais representam um problema 

de saúde pública. Em 2015, dados da OMS apontam que 4,4% da população 

mundial e 5,8% da população brasileira foi diagnosticada com depressão maior 

(DM). Os transtornos de ansiedade atingiam 3,6% da população mundial e, no 

Brasil, a taxa representava 5,4% da população (WHO, 2017). Além dos 

transtornos já citados, há também o transtorno bipolar (TB), que é 

caracterizado por sintomas intercalados de mania, depressão e remissão, 

tendo como diagnóstico, exclusivamente comportamental, o que pode ter como 

consequência o diagnóstico errado, principalmente se o paciente está na fase 

de depressão e/ou apresenta uma fase maníaca mais sutil (CLEMENTE, 2015). 

Esse transtorno atinge cerca de 3-5% da população mundial (LIMA et. al, 

2005). 

Outro transtorno, considerado um dos mais devastadores, é a 

esquizofrenia (EZ). Nela, os pacientes perdem a capacidade de pensar e de ter 

emoções com clareza, seus sintomas, normalmente, surgem na 

adolescência/início da vida adulta, causando muitos problemas sociais e 

possível incapacitação das pessoas atingidas. Os sintomas podem incluir 

alucinações auditivas e visuais, falta de clareza no pensamento, diminuição de 

concentração, comportamento bizarro, falta de higiene, entre outros (APA, 

2002). 
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Os transtornos mentais são desafiadores para os pacientes, familiares e 

sociedade envolvidos, eles são também um problema de saúde pública (DOS 

SANTOS; DE SIQUEIRA, 2010). Os tratamentos oferecidos para transtornos 

mentais nem sempre têm o efeito desejado, podem possuir efeitos adversos, 

considerados intoleráveis, que são capazes de comprometer a adesão a eles, 

além do difícil acesso de alguns pacientes aos tratamentos necessários 

(ASHER; GERKIN; GAYNES, 2017). Os pacientes com transtornos mentais, 

como a DM, TB e EZ, possuem uma alta taxa de suicídio, demonstrando a 

gravidade desses distúrbios (TOO et. al, 2019). 

 

2.1.1 Fisiopatologia e tratamentos das doenças neuropsiquiátricas 

 

No diagnóstico da DM, é necessário um conjunto de sintomas, como 

modificações do humor, diminuição do prazer, diferenças de apetite, de peso e 

distúrbios do sono. Além de problemas de concentração, falta de emoções e, 

até mesmo, pensamentos suicidas. A causa dessa doença ainda não é bem 

conhecida, variando entre fatores genéticos, ambientais e bioquímicos. 

A mais antiga teoria sobre a causa da DM é a teoria monoaminérgica, 

que consiste em uma diminuição da atividade da noradrenalina (NA) e/ou da 

serotonina (5-HT) através de mecanismos bioquímicos diferentes. Por isso, são 

utilizados para o tratamento da depressão os inibidores da monoaminooxidase 

(IMAO), os quais aumentam a NA e 5-HT na fenda sináptica, sendo um 

exemplo, a fenelzina. Os antidepressivos tricíclicos têm como mecanismo de 

ação o bloqueio da recaptação das monoaminas e são eles a amitriptilina, a 

imipramina e a nortriptilina, entre outros. 

Os antidepressivos mais bem aceitos, em relação à teoria 

monoaminérgica, são os inibidores seletivos da captação da 5-HT (ISCS), 

possuem menos efeitos colaterais anticolinérgicos e também maior segurança 

quanto à dose. São exemplos desses fármacos, a fluoxetina, o citalopran, a 

sertralina e a paroxetina. Há algumas teorias diferentes sobre os antagonistas 

dos neuropeptídios, como a substância P e também no envolvimento do ácido 

γ-aminobutírico (GABA), que é um inibidor do sistema nervoso central, porém 

nada muito elucidado e ainda não há tratamentos específicos para essas 

teorias (BRIGITTA, 2002; RANG & DALE, 2007). 
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Uma hipótese mais recente sobre a causa da DM é a neuroinflamação. 

As respostas imunológicas à inflamação, como a liberação de citocinas pró-

inflamatórias, podem gerar consequências, como a neurodegeneração 

(O’CALLAGHAN, MILLER, 2019) e também mudanças no humor, como a 

depressão; sendo um dos mecanismos, a indução da enzima que degrada as 

monoaminas (ZHANG, et al., 2020). 

A fisiopatologia do TB ainda é considerada incerta, algumas teorias 

relacionam as suas causas ao estresse oxidativo, à síntese de monoaminas e 

também à inflamação (KILIÇ, et al., 2020). O tratamento para o TB visa a 

redução dos sintomas agudos, assim como a prevenção de novos episódios. 

As medicações, com maiores comprovações de ação, são o lítio, os 

anticonvulsivantes, como a carbamazepina e o ácido valpróico e também os 

antipsicóticos típicos, como o haloperidol e a clorpromazina e os atípicos, como 

a olanzapina. Apesar de ainda não ser bem elucidado o seu mecanismo de 

ação, o lítio ainda é o medicamento de primeira escolha, sendo eficaz, 

principalmente, no controle dos sintomas de mania como episódios de euforia e 

possui uma boa resposta na prevenção do suicídio (MORENO, MORENO, 

RATZKE, 2005). 

A psicose no TB é mais comum na fase de mania, sendo que os 

antipsicóticos são, geralmente, utilizados em associação a outros 

medicamentos, como o lítio. Os antipsicóticos atípicos são mais bem tolerados 

pelos pacientes por possuírem menos sintomas adversos, como os 

extrapiramidais e também por possuírem um menor risco de causar depressão. 

O tratamento ideal para o TB ainda não existe, sendo que a combinação de 

fármacos se faz necessária na maioria dos casos e varia de acordo com o 

paciente e a fase do transtorno em que ele se encontra (MORENO, MORENO, 

RATZKE, 2005). 

Já a EZ, por sua vez, possui dois comportamentos diferentes de 

sintomas, eles são classificados em sintomas positivos, que são as 

alucinações, pensamentos desconexos e em sintomas negativos, que são 

problemas intelectuais e de memória, falta de emoção e isolamento. Não se 

sabe a causa desse transtorno, mas há algumas associações à genética e ao 

ambiente. A fisiopatologia dessa doença também ainda não é totalmente 

conhecida, existem algumas teorias como a dopaminérgica, sendo que esse 
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sistema funciona de maneira mais acentuada durante os surtos psicóticos. A 

comprovação desta teoria é baseada na eficácia dos medicamentos 

antagonistas à dopamina como a clorpromazina, o haloperidol e a perfenazina, 

entre outros. Além da dopamina, as monoaminas e o GABA também estão 

elevados em pacientes esquizofrênicos (ALVES; SILVA, 2001). 

Visto que a fisiopatologia dos transtornos psiquiátricos ainda não está 

completamente elucidada, ainda há muito o que ser estudado quanto às 

causas, suas alterações fisiológicas e bioquímicas, além de tratamentos mais 

eficazes e com menores sintomas adversos e riscos. 

 

2.2 NEUROINFLAMAÇÃO E O METABOLISMO OXIDATIVO: UMA HIPÓTESE 

DA FISIOPATOLOGIA DOS TRANSTORNOS MENTAIS 

 

As doenças neuropsiquiátricas são um problema de saúde mundial. 

Estima-se de que no mundo há 322 milhões de pessoas atingidas por alguma 

desordem mental (WHO, 2018). Apesar de atingirem uma grande parte da 

população, a fisiopatologia e a progressão dessas doenças ainda não são 

completamente compreendidas (ANDREAZZA, et al., 2010). Fatores como o 

estresse podem desencadear a DM e pesquisas sugerem o envolvimento das 

micróglias em resposta ao estresse e à depressão. Em algumas amostras 

estudadas, essas células se apresentam em maior número e ativadas. Como 

elas são responsáveis pelas respostas inflamatórias, quando ativadas, elas 

liberam citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-1β (IL-1β), que é ativada 

pela caspase-1 (BRITES, FERNANDES, 2015). 

Além da IL-1β, as interleucinas 1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), fator de 

necrose tumoral α (TNF-α) e outros fatores pró-inflamatórios podem contribuir 

com a progressão da DM. A inflamação pode interferir na liberação e síntese 

das monoaminas, na ativação de receptores glicocorticoides além de que a 

ativação crônica das micróglias está relacionada à liberação de espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e ao estresse oxidativo, o que pode ter como 

consequência os processos de neurodegeneração (LIU, et al., 2019). 

Em virtude da sua elevada produção de energia, o oxigênio é utilizado 

como aceptor de elétrons no final da cadeia respiratória, formando água. 

Dentro do metabolismo aeróbico, podemos citar o oxigênio como sendo a 
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molécula usada com essa finalidade nas células fagocíticas, na cadeia 

respiratória mitocondrial, na síntese de prostaglandinas, entre outras 

(RIBEIRO, et al., 2005). Na cadeia respiratória mitocondrial, ocorre a produção 

de energia através da fosforilação oxidativa impulsionada pela glicólise. No final 

desta cadeia, há a formação da adenosina trifosfato (ATP), a qual é a 

responsável pelo fornecimento de energia produzida (XIONG et al., 2018). 

As ligações de fosfato, presentes na estrutura do ATP, possuem uma 

energia muito alta, que é liberada quando as enzimas hidrolisam o ATP e 

formam a adenosina difosfato (ADP) ou a adenosina monofosfato (AMP) 

(XIONG et al., 2018). Além de possuir um importante papel no armazenamento 

e liberação de energia, o ATP também está envolvido em processos biológicos 

essenciais, como por exemplo, a síntese de DNA, a neurotransmissão, a 

divisão celular, respostas imunes, entre outros (HARMAN, 1981). O ATP é 

encontrado no meio extracelular em concentrações baixas, entretanto, quando 

ocorrem processos que envolvam, por exemplo, a apoptose, há um aumento 

na concentração de ATP extracelular. Esse aumento de ATP extracelular pode 

acarretar na ativação da cascata inflamatória, como a indução da produção de 

citocinas pró-inflamatórias e também na liberação de ERO pelos neutrófilos 

(FAAS, SÁEZ, VOS, 2017). 

Contudo, ainda nesse mecanismo mitocondrial, como o oxigênio possui 

dois elétrons desemparelhados, ele pode sofrer redução parcial, o que gera as 

ERO, às quais pertencem o radical hidroxil (O-H), o peróxido de hidrogênio 

(H2O2) e o radical superóxido (O2
-) (RIBEIRO, et al., 2005). Durante a produção 

de energia pela mitocôndria, os processos que envolvem fosforilação e 

transporte de elétrons geram as ERO (Figura 1), principalmente o O2
- e o H2O2 

(CADENAS, 2018). 
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Figura 1 – Formação de espécies reativas de oxigênio na mitocôndria através 

da cadeia respiratória. 

 

 

 

Fonte: Desenvolvido pela autora. 

 

 

As ERO, em concentrações baixas, são essenciais para o 

funcionamento celular. Essas espécies possuem ação fisiológica como 

segundo mensageiros na comunicação de mitocôndria com mitocôndria e de 

mitocôndria com NADPH oxidases (NOX) (ZANDALINAS & MITTLER, 2018). 

Elas apresentam papel na proliferação celular através do aumento da liberação 

de ERO pela mitocôndria, estimulada pela Angiotensina II, o que gera a 

indução da sinalização da MAPK. Possuem também importância na ativação 

dos linfócitos T, mediante a liberação de ERO pela mitocôndria e estimulação 

da interleucina 2 (IL-2) (DIEBOLD &CHANDEL, 2016), colaboram na defesa 
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contra patógenos, sendo citotóxicas, e auxiliando na remoção de células 

danificadas (JURÁNEK, et al., 2013). 

Além das ERO, as espécies reativas de nitrogênio (ERN), 

principalmente, o radical óxido nítrico (ON), possui importante papel na 

fisiologia corporal. Visto que o ON tem facilidade em permear membranas sem 

necessidade de um mediador, ele também é utilizado na comunicação celular. 

O ON tem papel no relaxamento vascular (AMBE, et al., 2016), na cicatrização 

através da vasodilatação colaborando na angiogênese (RAND& GELHORN, 

2016), na contração uterina durante o trabalho de parto (FILHO& 

ZILBERSTEIN, 2000), no sistema nervoso central influenciando na formação 

da memória, em resposta a estímulos de dor (CHRISTOPHERSON& BREDT, 

1997) e também como neurotransmissor (BRADT, et al., 1991). 

A formação do ON é feita fisiologicamente por três isoformas da enzima 

ON sintetase, sendo elas a ON sintetase neuronal (nNOS), a ON sintetase 

endotelial (eNOS) e a ON sintetase induzida (iNOS) (HALL & GARTHWAITE, 

2009). A nNOS sintetiza baixos níveis de ON, tendo papel na modulação da 

memória e do aprendizado, estando ligada com o desenvolvimento de doenças 

neuropsiquiátricas (GADEK-MICHALSKA, et al., 2013). As eNOS são 

localizadas na membrana plasmática das células endoteliais, possuindo 

importância na fisiologia do corpo, liberando ON em níveis baixos, o qual 

colabora na angiogênese, na migração e proliferação celular e na homeostase 

vascular (KOLLURU, SIAMWALA, CHATTERJEE, 2010). A iNOS está presente 

nas células da glia e é estimulada por processos inflamatórios e imunológicos, 

sendo que é capaz de produzir altos níveis de ON em um curto período de 

tempo (ISSY et al., 2018). 

Essas espécies reativas, tanto de oxigênio quanto de nitrogênio, quando 

em excesso, podem interagir com estruturas celulares e causar danos às 

células. Para manter os níveis fisiológicos dessas espécies e evitar tais danos, 

existem as defesas antioxidantes endógenas e exógenas, que compreendem 

mecanismos enzimáticos e não-enzimáticos. Esses antioxidantes podem ser de 

primeira, segunda e terceira linha de defesa (MIRONCZUK-CHODAKOWSKA, 

WITKOWSKA, ZUJKO, 2018). A primeira linha de defesa (Quadro 1) tem papel 

preventivo, suprimindo as espécies formadas no metabolismo. Elas conseguem 
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neutralizar rapidamente as moléculas precursoras de ERO (IGHODARO & 

AKINLOYE, 2018). 

A segunda linha de defesa tem papel de neutralização, normalmente 

possuem propriedades scavenger. Essas moléculas se oxidam para reduzir os 

radicais livres, formando radicais com menor toxicidade e facilmente reduzidos 

(IGHODARO & AKINLOYE, 2018), sendo um exemplo a glutationa (GSH), que 

oxida seu grupo tiol (JOBBAG, et al., 2018). Dentro dessa linha de defesa, 

encontram-se os antioxidantes exógenos (IGHODARO & AKINLOYE, 2018), ou 

seja, os antioxidantes que o organismo não produz e são adquiridos, 

principalmente, na ingestão de alimentos de origem vegetal (SIMÕES et 

al.2010). São exemplos de antioxidantes exógenos o ácido ascórbico (QIU et 

al., 2018), vitamina E (tocoferol) (GIMÉNEZ et al., 2018), carotenoides 

(NOELIA et al., 2011) e os compostos fenólicos (SIMÕES et al., 2010). 

A terceira linha de defesa tem papel de reparo, ela consegue reparar os 

danos causados pelos radicais livres. Outra função dela é remover proteínas e 

lipídeos oxidados, evitando o seu acúmulo no organismo. Adicionalmente, este 

tipo de defesa pode reparar o DNA (IGHODARO & AKINLOYE, 2018). 

 

Quadro 1 – Antioxidantes enzimáticos e não-enzimáticos da primeira linha de 

defesa endógena 

 

Antioxidantes endógenos Funções 

Enzimáticos  

Superóxido dismutase (SOD) Catalisa a reação do ânion 

superóxido (O2
-) em H2O2 e O2 

Catalase (CAT) Catalisa a reação do H2O2 em 

2H2O e O2 

Glutationa peroxidase (GPx) Catalisa a reação do H2O2 em 

2H2O e O2 

Glutationa redutase (GR) Reduz a glutationa 

Peroxirredoxinas Reduzem o H2O2 em H2O e O2 
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(continuação) 

Não-enzimáticos  

Ceruplasmina Inibe a mieloperoxidase, oxida 

íons de Fe2+ 

 

 

Todavia, além das fontes endógenas de espécies oxidantes, há também 

as fontes exógenas, que incluem, especialmente, aspectos ambientais como o 

tabagismo, poluição ambiental e radiação, por exemplo (SIES, 2018) e também 

alguns compostos químicos que consumimos, como derivados naturais, que 

em concentrações maiores podem ser pró-oxidantes (SIMÕES et al., 2010). O 

estresse oxidativo é quando ocorre um desequilíbrio na formação de espécies 

oxidantes em relação às defesas antioxidantes do organismo, de modo que as 

moléculas oxidantes se encontrem em maior quantidade (GUTTERIDGE & 

HALLIWELL, 2018). O estresse oxidativo tem como consequência a disfunção 

homeostática celular, pois as moléculas oxidantes podem causar danos em 

proteínas, lipídeos e no DNA, podendo levar à morte celular (ZAIDUN, THENT, 

LATIFF, 2018). Esse desequilíbrio, na homeostase, pode ser considerado o 

ponto central na patogênese de várias doenças crônicas como o diabetes, 

doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (ZAIDUN, THENT, LATIFF, 

2018). 

O cérebro é um órgão que necessita de muita energia para manter a sua 

funcionalidade, por isso sua homeostase é afetada pelo dano mitocondrial 

(MARIN; SANETO, 2016). Andreazza e colaboradores (2010) demonstraram 

que o TB pode estar associado ao dano mitocondrial no complexo I da cadeia 

de transporte de elétrons, o que tem como consequência a diminuição de ATP 

e o aumento de ERO. Quando há o aumento dessas espécies de forma 

patológica, ocorre o estresse oxidativo que causa peroxidação lipídica, danos 

no DNA e morte celular. 

Em amostras cerebrais post-mortem de pacientes com TB, foi possível 

verificar o dano mitocondrial no complexo I e a ativação do inflamassoma nod-

like receptor pyrincontaining 3 (NLRP3) (KIM, et al.,2016). O inflamassoma 

NLRP3, ativado pelo sistema imune, é responsável pela formação de um 

complexo com a caspase-recruitament domain (ASC), o qual ativa a caspase 1, 
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gerando a liberação de citocinas pró inflamatórias como a interleucina 1β e a 

18 (KELLEY et al., 2019). Outra citocina que pode ser ativada em resposta ao 

estresse oxidativo, é fator de necrose tumoral α, ele está envolvido na maioria 

das respostas inflamatórias, é responsável pela ativação de outras citocinas 

pró inflamatórias como a interleucina 6, colaborando com a resposta 

inflamatória celular (LI et al., 2012). Dessa maneira, é possível associar o TB à 

neuroinflamação (KIM, et al., 2016). 

Logo, o estresse oxidativo e a neuroinflamação vêm sendo avaliados 

como potenciais alvos terapêuticos para tais doenças, especialmente quanto à 

busca por novos métodos terapêuticos. Neste sentido, os produtos naturais 

vêm ganhando destaque, principalmente em decorrência dos seus potenciais 

antioxidantes (ZAIDUN, THENT, LATIFF, 2018). 

As plantas vêm sendo amplamente estudadas por apresentarem 

metabólitos secundários que apresentam atividade antioxidante, podendo ser 

utilizadas no tratamento ou prevenção do estresse oxidativo e suas 

consequências (SIMÕES et al., 2010). Estudos demonstram que os metabólitos 

secundários podem ser utilizados na prevenção de doenças renais causadas 

pelo estresse oxidativo (RODRIGO & RIVERA, 2002), na reversão do estresse 

oxidativo em plaquetas (OLAS & WACHOWICZ, 2002), obesidade, 

envelhecimento e câncer (ZHANG et al., 2015), assim como seu potencial 

antineuroinflamatório (de SOUZA et al., 2020). 

Além de atuar como antioxidantes, alguns metabólitos secundários dos 

produtos vegetais podem atuar diretamente nos mediadores inflamatórios. 

Como o TNF-α e as interleucinas 6 e 1β, causando a sua inibição e atuando 

como agentes anti-inflamatórios (KIM et al., 2011; LIU et al., 2018; 

ZIMMERMAN-FRANCO et al., 2018), além de possuírem a capacidade de 

aumentar algumas interleucinas anti-inflamatórias como a IL-10 (KHOSHNAM 

et al., 2018). Os fármacos anti-inflamatórios presentes no mercado possuem 

muitos efeitos adversos que podem atingir, por exemplo, órgãos do sistema 

digestório e excretor. Por esse motivo, a busca por agentes anti-inflamatórios 

que apresentem menores efeitos colaterais vem aumentando, dentre eles, 

encontram-se os produtos de origem vegetal, os quais possuem moléculas que 

têm benefícios biológicos consideráveis (SHEHATA et al., 2018). 
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2.3 PRODUTOS NATURAIS: POTENCIAIS ALTERNATIVAS CONTRA 

DOENÇAS NEUROPSIQUIÁTRICAS 

 

O uso de plantas medicinais em tratamentos de doenças ainda é 

amplamente empregado e as pesquisas vêm mostrando a eficácia de muitas 

espécies, sendo que há uma grande parcela de medicamentos empregados 

que derivam de plantas (DAS, BEHERA, PRAMANIK, 2017). Os tratamentos de 

doenças neuropsiquiátricas possuem muitos efeitos adversos e são de alto 

custo, por isso uma parcela da população prefere o tratamento com produtos 

naturais. Algumas espécies como a Hypericum perforatum, Crocus sativus e 

Rhodiola rosea já são utilizados no tratamento para depressão, possuindo 

mecanismo de ação ligados à teoria monoaminérgica. Outras espécies 

relatadas podem ser usadas para tratar alguns sintomas neuropsiquiátricos 

como insônia e ansiedade (SAKI, BAHMANI, RAFIEIAN-KOPAEI, 2014).  

Considerando os recentes aspectos vinculados a doenças psiquiátricas, 

em especial a disfunção mitocondrial, Machado e colaboradores (2016) 

demonstraram que o extrato do fruto de açaí (Euterpe oleracea Mart) é capaz 

de recuperar a função da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial de 

células neuronais-like após o dano no complexo I, induzido pela rotenona, 

através da superexpressão de genes que induziram uma melhor expressão de 

proteínas que fazem parte de tal complexo. Adicionalmente, o fruto também 

teve capacidade antioxidante e anti-inflamatória frente à modulação do 

inflamassoma NRLP3 em macrófagos ativados (MACHADO, et al., 2019). 

Além dos extratos e seu sinergismo, os compostos isolados também 

podem ter efeitos no sistema nervoso central, como a morfina que possui efeito 

analgésico (SAKI, BAHMANI, RAFIEIAN-KOPAEI, 2014) e o alcaloide 

mitragina, isolado de MitragynaspeciosaKroth, que possui propriedades 

relaxantes ou estimulantes, sendo elas dose-dependentes (CARPENTER et al., 

2016; SINGH et al.; 2017). 

Dentre os compostos isolados, com capacidade anti-inflamatória, pode-

se citar o ácido vanílico (figura 2), um polifenol, que possui uma atividade 

específica como anti-inflamatório e antioxidante na neuroinflamação, 

revertendo o estresse oxidativo e colaborando com a diminuição do déficit de 

memória e de aprendizado (SINGH et al., 2015). Ele é capaz de inibir a síntese 
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da interleucina (IL)-6, ciclocoxigenase-2 (COX-2), ON e o fator de necrose 

tumoral (TNF-α), consegue suprimir a ativação da caspase-1 (KIM et al., 2011), 

além de aumentar a interleucina (IL)-10 (KHOSHNAM et al., 2018). 

 

Figura 2 – Estrutura química do ácido vanílico 

 

 

Fonte: Estrutura desenvolvida pela autora. Os pontos vermelhos representam moléculas de 

oxigênio e os pontos azuis moléculas de hidrogênio. 

 

 

Outro composto isolado com atividade anti-inflamatória é o flavonoide 

luteolina (figura 3), o qual apresenta capacidade de inibir as interleucinas 

inflamatórias IL-6, IL-1β, IL-2, IL-17, IL-12, o TNF-α, o interferon (IFN)-γ, e 

elevar o nível da interleucina anti-inflamatória IL-10. A luteolina inibe a 

expressão da iNOS e, consequentemente, diminui a produção de ON, outro 

fator pró-inflamatório. Este flavonoide também possui atividade antioxidante ao 

remover ERO e estimular enzimas antioxidantes endógenas (AZIZ, KIM, CHO, 

2018; WANG et al., 2017). 
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Figura 3 – Estrutura química da luteolina 

 

 

Fonte: Estrutura desenvolvida pela autora. Os pontos vermelhos representam moléculas de 

oxigênio e os pontos azuis moléculas de hidrogênio. 

 

 

O ácido cafeico (figura 4) possui atividade antioxidante com ação 

scavenger e propriedade quelante, consegue cruzar a barreira sangue-cérebro 

e inibe a permeabilidade transitória mitocondrial (BARROS, et al., 2012). Esta 

molécula mostra-se capaz de proteger contra a atividade neurotóxica da 

rotenona em modelo de Parkinson através da supressão das células microgliais 

e a normalização dos mediadores inflamatórios COX-2, iNOS e fator nuclear κβ 

(NF-κβ) (ZAITONE et al., 2019). 

 

Figura 4 – Estrutura química do ácido cafeico 

 

 

 

Fonte: Estrutura desenvolvida pela autora. Os pontos vermelhos representam moléculas de 

oxigênio e os pontos azuis moléculas de hidrogênio. 
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O flavonoide apigenina (figura 5) pertence ao subgrupo flavonas, 

encontrada em alimentos – caules, folhas, raízes e frutas (NAVABI et al., 

2018). Em estudo com intoxicação do herbicida paraquat, a apigenina foi capaz 

de reverter a lesão pulmonar, a imunotoxicidade, o estresse oxidativo, 

normalizando os níveis das enzimas superóxido dismutase, catalase e 

glutationa peroxidase, e também diminuir as citocinas pró-inflamatórias como a 

IL-6 e TNF-α (LIU et al., 2018).  

 

Figura 5 – Estrutura química da apigenina. 

 

 

 

Fonte: Estrutura desenvolvida pela autora. Os pontos vermelhos representam moléculas de 

oxigênio e os pontos azuis moléculas de hidrogênio. 

 

 

A maioria dos compostos bioativos das plantas tem origem no 

metabolismo secundário, o qual apresenta função de auxiliar na reprodução e, 

também, de proteger contra ataques de patógenos. Por não ser essencial e 

poder apresentar funções diferentes, o metabolismo secundário pode ser 

distinto em cada organismo, dependendo, principalmente, do estresse sofrido, 

tendo como consequência uma gama de diferentes metabólitos de acordo com 

os fatores genéticos de cada espécie e ambiente. Devido a essa grande 

diversidade química, esses metabólitos são considerados uma fonte de novas 

substâncias na área alimentícia, de perfumaria, agrônoma e também de 

funções farmacológicas importantes (CHEZEM & CLAY, 2016; KROYMANN, 
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2011; SIMÕES et. al, 2010), além de possuírem possíveis propriedades tóxicas 

(SIMÕES et al., 2010). 

 

2.4 PLANTAS MEDICINAIS E A INVESTIGAÇÃO DE PERFIS DE 

TOXICIDADE 

 

O uso das propriedades medicinais das plantas é uma das práticas mais 

antigas no mundo (BOUASLA& BOUASLA, 2017). A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) define como planta medicinal, todo e qualquer vegetal que, em 

um ou mais órgãos, possuam propriedades terapêuticas para tratamento e 

prevenção de doenças (BRASIL, 2006). As plantas são fontes de novas 

terapias e remédios, sendo que 50% dos fármacos usados, no mundo, são 

derivados de produtos naturais (WYK, PRINSLO, 2018). 

As plantas medicinais são utilizadas pela população para tratar muitas 

doenças e sintomas, sendo que há uma associação da sua origem natural com 

a sua baixa toxicidade. No decorrer da história da humanidade, as plantas, 

além de serem usadas para alimentação e processos de cura, também são 

usadas como venenos e, até mesmo, para caça, como é o exemplo do curare, 

uma substância extraída de espécies dos gêneros Strychnose Chondodendron 

e é utilizado pelos índios para causar paralisia muscular. Além dessas 

aplicações, algumas plantas podem causar severas alergias, problemas 

respiratórios, cardiovasculares, entre outros (CAMPOS et al., 2016). 

Além disso, algumas plantas podem ter interações com medicamentos 

alopáticos, tendo como exemplo a espécie Hypericum perforatum L. ou “erva-

de-São-João” que, por interferir na metabolização pelo citocromo P450, diminui 

a biodisponibilidade de drogas que são metabolizadas por essa via (CAMPOS 

et al., 2016). A toxicidade das plantas pode variar muito da resposta de cada 

organismo, dos seus constituintes químicos, assim como da dose e tempo de 

administração (SIMÕES et al., 2010). As plantas medicinais podem conter 

centenas de metabólitos, o que pode gerar muitas dúvidas sobre a segurança 

ao serem utilizadas, devido às complexas interações que tais moléculas podem 

fazer e também ao sinergismo. Mesmo alguns compostos já utilizados e 

comercializados podem apresentar sinais de toxicidade com seu uso agudo ou 

crônico, tendo como exemplos o Ginkgobiloba, que pode agir como anti-
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agregante plaquetário e a Aloevera, cujo uso crônico pode gerar 

hipopotassemia (GEORGE, 2011). Por isso, não é indicada a automedicação, 

mesmo que seja através de produtos naturais (CAMPOS et al., 2016). 

Uma planta utilizada na medicina popular brasileira é a espécie Randia 

ferox, conhecida popularmente como “limoeiro-do-mato”. Essa espécie possui 

uso popular para diferentes processos de cura, sendo que se pode destacar as 

suas folhas, que são administradas como anti-inflamatórias e cicatrizantes 

(SILVA, RABELO, ENOQUE, 2015). Todavia, apesar do seu uso pela 

população, ainda não há estudos que investiguem a sua ação 

antineuroinflamatória ou a sua segurança biológica. 

 

2.5 FAMÍLIA RUBIACEAE E ESPÉCIE Randiaferox (Cham&Schlecht) DC. 

 

A família Rubiaceae possui uma ampla diversidade, com mais de 13.000 

espécies, divididas em 615 gêneros, sendo a quarta família de angiospermas 

com maior diversidade de espécies. Essa família é encontrada em florestas 

tropicais e em locais com temperaturas mais elevadas (CHIQUIERI, DI MAIO, 

PEIXOTO, 2004; XIE et al. 2014). O Brasil abriga uma vasta diversidade desta 

família, as quais totalizam 1392 espécies, divididas em 125 gêneros 

(BARBOSA et al., 2015). Esta família possui um importante papel ambiental, 

seus frutos, pólens e néctar servem de alimento para os animais, além de suas 

espécies estarem presentes em diferentes faixas de crescimento vegetativo 

(ANDRADE et al., 2015). 

Esta família possui um importante papel cultural mundial, pois a ela 

pertence a espécie Coffea arabica, a qual é mundialmente conhecida e 

apreciada pela produção do café e da cafeína, um estimulante natural do 

sistema nervoso central (PEREIRA, 2007; ONTAWONG et al., 2019). Outra 

espécie conhecida desta família é a Uncaria tomentosa, conhecida como 

“unha-de-gato”. A U. tomentosa é utilizada popularmente no tratamento de 

úlceras gástricas, reumatismo, hemorragias, irregularidades menstruais, 

contraceptivo, antifúngica, asma, processos inflamatórios e degenerativos, 

entre outros (MORAES et. al., 2015; VALENTE, 2006). 

No sudeste da Ásia, a espécie Mitragyna speciosa Kroth, conhecida 

como Katron, é utilizada pelos indígenas para aliviar a febre, dores musculares, 
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diarreia e para reduzir o apetite (CARPENTER et al., 2016). Esta espécie já 

possui 44 alcaloides isolados, sendo o majoritário, a mitraginina, o qual possui 

uma propriedade estimulante ou relaxante, sendo esta atividade dose-

dependente. Este alcaloide é um agonista opioide e há comprovação que o 

alcaloide o 7-hidroximitraginina, encontrado em menor quantidade na planta, 

possui um efeito como dos opioides também. Devido as suas propriedades 

psicoestimulantes, essa planta vem sendo utilizada de forma recreacional pela 

população mais jovem, sendo que não há relatos que ela produza os efeitos 

adversos dos opioides, como a constipação e a depressão respiratória. Apesar 

deste uso indevido, ela é também utilizada como um recurso natural para tratar 

dependentes químicos de drogas de abuso, como o álcool, assim como na 

síndrome de abstinência a opioides (CARPENTER et al., 2016; SINGH et al.; 

2017; SINGH et al.; 2018). 

Na Amazônia, a espécie Genipa americana, é utilizada pelas tribos 

indígenas como corante (devido à presença de um iridóide de coloração azul), 

alimento e no tratamento de enfermidades (NERI-NUMA et al., 2018). Alguns 

estudos já demonstraram propriedades farmacológicas desta planta como 

anticonvulsivante (NONATO et al., 2018), antioxidante e também sendo fonte 

de compostos fenólicos com propriedades anti-inflamatórias e antimicrobianas 

(KOO et al., 2006; NÁTHIA-NEVES et al., 2017). 

A família Rubiaceae possui uma vasta representatividade mundial e, 

dentre suas espécies, podemos encontrar a Randia ferox(Cham&Schlecht) DC. 

(Figura 6), popularmente conhecida como “limoeiro-do-mato” e, no Brasil, 

distribuída na Mata Atlântica com ocorrências, principalmente, no sul do país 

(BARBOSA, 2015; DELPETRE, SMITH, KLEIN, 2005). Na medicina popular, as 

suas raízes são utilizadas no tratamento de febres baixas, reumatismo e como 

tônica; os seus frutos, para tratar asma e fadiga, sendo que suas sementes são 

utilizadas como estimuladoras do apetite (SILVA, RABELO, ENOQUE, 2015). 

As suas folhas são utilizadas nos processos de cicatrização (LEONHARDT et 

al., 2008; NOELLI, 1998) e também como anti-inflamatórias (SILVA, RABELO, 

ENOQUE, 2015). 
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Figura 6 – Imagem da espécie Randia ferox em seu local de coleta. 

 

 
 

Fonte: Dissertação de mestrado (PAPPIS, 2015). 

 

 

Segundo Pappis (2015), o extrato bruto das folhas de R. ferox possui, 

em sua composição, os compostos fenólicos ácido clorogênico, rutina, ácido 

gálico, luteolina, quercetina e quercetrina. Nesse estudo de toxicidade de doses 

repetidas, as doses mais altas (200 e 400 mg/Kg) do tratamento foram capazes 

de diminuir as ERO, a peroxidação lipídica e a formação de proteína carbonil 

no fígado dos ratos e ratas Wistar. A depleção desses marcadores oxidativos e 

de ERO foram associadas aos metabólitos secundários presentes no extrato, 

visto que não houve modulação nas enzimas antioxidantes, como a superóxido 

dismutase e a catalase, e é bem estabelecida a atividade antioxidante desses 

compostos. Todavia, ainda há carência quanto a estudos complementares, que 

demonstrem melhor o perfil de segurança deste produto natural, bem como não 

se sabe se tal material pode atuar como potencial agente anti-inflamatório. 

Contudo, apesar das várias investigações científicas que vêm sendo 

conduzidas com produtos naturais, ainda são escassas as pesquisas 
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possuindo a R. ferox como temática. Adicionalmente, vale ressaltar que além 

das pesquisas de eficácia, as avaliações de perfil de segurança se fazem de 

suma importância. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a propriedade antineuroinflamatória do extrato bruto das folhas 

da espécie Randia ferox e o perfil de segurança in vitro do extrato frente a 

diferentes linhagens celulares. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Os objetivos específicos desta tese de doutorado estão organizados em 

metas de acordo com as produções científicas decorrentes dos temas 

abordados. 

 

META 1:  avaliar o potencial antineuroinflamatório in vitro do extrato bruto de 

Randia ferox em micróglias ativadas com lipopolissacarídeo através de: 

• Mensurações de índices de proliferação celular; 

• Determinações de parâmetros do metabolismo oxidativo; 

• Análise da expressão proteica das citocinas pró- e anti-inflamatórias, 

assim como as caspases 3 e 8; 

• Análise da expressão gênica do inflamassoma NLRP3; 

 

META 2: avaliar o perfil de segurança in vitro do extrato bruto de Randia ferox 

em diferentes linhagens celulares através de: 

• Mensurações de índices de viabilidade e proliferação celular; 

• Determinações de parâmetros do metabolismo oxidativo; 

• Análises da capacidade genotóxica; 

• Análises da capacidade hemolítica. 
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4 META 1 

 

A metodologia dessa meta, assim como os seus resultados e discussão, 

foram redigidos em formato de artigo, com o título “Randia ferox (Cham & 

Schltdl) DC. extract has anti-neuroinflammatory effect through cytokines and 

NLRP3 inflammasome modulation”, o qual está submetido a revista Journal of 

Ethnopharmacology. 

 

4.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1.1 Materiais 

 

4.1.1.1 Material vegetal 

 

A coleta das folhas da espécie R. ferox foi realizada no município de 

Arroio do Tigre (coordenadas 29° 19' 58''S e 53° 05' 36''W) no estado do Rio 

Grande do Sul, Brasil. A identificação e caracterização botânica foi feita no 

Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa Maria e o material 

testemunho foi armazenado com o registro SMDB 13775. A atividade de 

acesso ao Patrimônio Genético foi cadastrada sob o número de protocolo 

A34C437. 

 

4.1.1.2 Cultivo celular 

 

As células aderentes utilizadas para avaliar a neuroinflamação e o 

potencial antineuroinflamatório foram as BV-2 micróglias (ATCC CRL-2467TM), 

essa linhagem foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As 

células foram cultivadas em estufa na temperatura de 37ºC com ambiente 

umidificado e com saturação de 5% de CO2, utilizando o RPMI 1640 

suplementado com HEPES a 10 mmol.L-1, completado com 10% de soro fetal 

bovino (SFB) e suplementado com 1% de penicilina e estreptomicina. 
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4.1.1.3 Reagentes, solventes e equipamentos 

 

Neste trabalho foram utilizados os solventes etanol, água destilada, 

peróxido de hidrogênio, TRIS HCl (10 mM, pH 7,4), meio RPMI de cultura 

celular, ácido fosfórico 5%, sulfanilamida 1%, N-1-naftiletilenodiamino-

bicloridrato 0,1%, iodeto de propídio, tampão PBS, isopropanol, álcool etílico 

absoluto, formaldeído, Trizan®. 

Os materiais e equipamentos utilizados foram placas de ELISA estéreis 

de 96 e 12 poços, evaporador rotatório, o aparelho leitor de placas SpetraMax 

i3 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA), liofilizador, capela de fluxo, estufa 

com controle de CO2, moinhos de facas, balança analítica, espectrofotômetro 

de massas, citômetro, Step OneTM (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA), 

materiais de cultura celular e de uso geral em laboratório. 

 

4.1.2 Desenho Experimental 

 

Os tratamentos foram designados para avaliar o potencial anti-

inflamatório e o mecanismo de ação do extrato bruto das folhas da espécie 

Randia ferox.  

Primeiramente, foi realizada uma curva de exposição das células BV-2 

nas concentrações de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 150 µg/mL, 

200 µg/mL e 400 µg/mL nos períodos de 24, 48 e 72h para avaliar o efeito per 

se (viabilidade celular e proliferação celular e produção de ON). As células 

pertencentes ao grupo controle negativo (CN) foram mantidas apenas com 

meio de cultivo. Já as células do controle positivo (CP) foram expostas ao H2O2 

na concentração de 25 µmol.L-1. Para a avaliação do potencial 

antineuroinflamatório, as células foram semeadas em placas ELISA estéreis de 

96 poços, na concentração de 2 x 105 células/mL. Para os tratamentos com as 

micróglias, foi pipetado 100 µL de meio e 50µL do LPS na concentração de 1 

µg/mL e 50 µL do extrato bruto das folhas, diluído em meio de cultura, nas 

concentrações já citadas acima, foi utilizado o meio de cultura RPMI como CN 

e LPS a 1 µg/mL como controle inflamatório. A partir das análises de 

viabilidade e proliferação celular, mensuração de ERO e ON, foi determinada a 

concentração do extrato mais efetiva, sendo tal concentração a de escolha 
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para a continuidade das avaliações via ensaios complementares. Os testes 

comprobatórios de eficácia antineuroinflamatória incluíram as análises de: 

expressão proteica de citocinas pró e anti-inflamatórias, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-

α, IFN-γ, das caspases 3 e 8, bem como a análise da expressão gênica do 

inflamassoma NLRP3. O desenho experimental está esquematicamente 

ilustrado na Figura 7. 

 

Figura 7 – Esquema ilustrativo referente ao desenho experimental da avaliação 
do potencial antineuroinflamatório e o mecanismo de ação do extrato 
bruto de R. ferox. 

 

 

Legenda: Espécies reativas de oxigênio (ERO); Óxido nítrico (ON); Extrato (Ext.) 

 

 

4.1.3 Métodos 

 

4.1.3.1 Obtenção do extrato bruto 

 

As folhas coletadas foram desidratadas em estufa à 45ºC e moídas em 

moinho de facas pequeno. O material foi submetido a maceração com etanol 

70%, o solvente foi filtrado e renovado para total extração dos compostos das 

folhas. O extrato hidroalcóolico foi evaporado em evaporador rotatório até a 
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completa eliminação do etanol, o extrato aquoso foi liofilizado para a obtenção 

do extrato bruto em pó. 

 

4.1.3.2 Avaliação da viabilidade e proliferação celular 

 

A viabilidade e a proliferação celular foram determinadas de acordo com 

o método descrito por Mosmann (1983) do Brometo de tetrazolio 2,5-Difenill-3, 

-(4,5-dimetil-2-tiazolil) (MTT). Após os períodos de incubação, foram retirados 

os tratamentos dos poços e então adicionado 200µL de PBS e 20µL da solução 

de MTT (5 mg/mL). As placas foram incubadas na estufa a 37ºC durante o 

período de 4h. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 200 

µL de dimetilsulfóxido (DMSO) para a solubilização dos cristais de formazan. 

As leituras espectrofotométricas foram realizadas na absorbância de 570 nm 

em leitora de placas Anthos 2010 (Biochrom® Anthos 2010, Londres, 

Inglaterra). 

 

4.1.3.3 Quantificação de dsDNA sobrenadante 

 

O Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent (Invitrogen®) emite 

fluorescência quando ligado ao DNA dupla fita em solução. Em cada poço, foi 

pipetado 80 µL de TE 1x e 10 µL do sobrenadante dos devidos tratamentos 

prévios. A incubação foi feita por 5 minutos no escuro e com 10 µL do reagente 

de PicoGreen® diluído. As leituras foram feitas em triplicata e com excitação a 

480 nm e emissão a 520 nm em fluorímetro (HÁ, et al., 2011) a fluorescência 

emitida foi mensurada utilizando o aparelho leitor de placas SpetraMax i3 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). 

 

4.1.3.4 Determinação das espécies reativas de oxigênio 

 

Este ensaio é utilizado para analisar o conteúdo de ERO, através do 

composto fluorescente formado pela acetilação da 2,7 diclorofluoresceína 

diacetato (DCFH-DA) que forma a diclorodihidrofluoresceína (DCFH) que é 

convertida pelas espécies reativas em diclorofluoresceína (DCF) e emite 

florescência. Foi pipetado 130 µL de TRIS HCl (10mM) pH 7,4 e 100 µL do 
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sobrenadante de cada tratamento. O tampão com a amostra foi incubado, na 

ausência de luz, durante o período de 1h com 20 µL de DCFH-DA (0,1mM) 

concentração/poço (8µM). As leituras foram realizadas em triplicata com 

excitação em 488 nm e emissão de 525 nm em fluorímetro (ESPOSTI, 2002) a 

fluorescência emitida foi mensurada utilizando o aparelho leitor de placas 

SpetraMax i3 (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). 

 

4.1.3.5 Mensuração indireta do óxido nítrico 

 

A detecção da formação do óxido nítrico orgânico nas amostras foi feita 

de forma indireta via contato dos sobrenadante com o reagente de Griess. Para 

o preparo do reagente de Griess é utilizado a solução de sulfanilamida a 1% e 

a solução de N-1-naftiletilenodiamino-bicloridrato 0,1%, na proporção 1:1. Foi 

pipetado 50µL do sobrenadante celular nas placas de ELISA de 96 poços, após 

foi adicionado 50µL do reagente de Griess. A reação foi incubada por 15 

minutos ao abrigo da luz. As leituras foram feitas em 540 nm em leitora de 

placas Anthos 2010 (Biochrom® Anthos 2010, Londres, Inglaterra) (CHOI, et al., 

2012; NOH, et al., 2015). 

 

4.1.3.6 Mensuração da expressão proteica das citocinas pró e anti-

inflamatórias e das caspases 

 

Foi avaliada a expressão proteica das citocinas pró-inflamatórias, 

incluindo a IL-1β, IL-6, TNF-α e IFN-γ. Também se analisou a expressão da 

citocina anti-inflamatória IL-10. Adicionalmente, foi analisada a expressão 

proteica das caspases 3 e 8 (casp3 e casp8, respectivamente). As análises 

foram realizadas através de ensaios imunoenzimáticos (ELISA) com Kit de 

proteases colorimétrico ApoTarget™ (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil) 

conforme instruções do fabricante. 

 

4.1.3.7 Mensuração da expressão gênica do inflamassoma NLRP3  

 

Esse teste foi realizado com as micróglias tratadas e tem como objetivo 

avaliar o efeito do LPS e do extrato na modulação do inflamassoma NLRP3 
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(MACHADO et al., 2019). As análises foram realizadas segundo método 

descrito por Barbisan et al. (2014) através de ensaios de expressão gênica, a 

qual as células foram inicialmente submetidas a extração do RNA usando 

TRIzol (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil, cat #T9424). O RNA obtido foi 

quantificado no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher) e posterior formação 

do cDNA utilizando Bio-Rad iScript cDNA Syntesis kit (Laboratório Bio-Rad, 

Hercules, CA, EUA, cat #1708891), seguindo as instruções do fabricante. A 

PCR em tempo real foi realizada no equipamento Step-One (Applied 

Biosystems, Waltham, MA, EUA). Os ciclos foram: 50ºC por 2 min, 95ºC por 2 

min e 40 ciclos a 95ºC por 15 s e 60ºC por 30 s. Os primers do inflamassoma 

NLRP3 utilizados foram: Fowad 5’-CCATCAATGCTGCTTCGACA-3’ e Reverse 

5’-GAGCTCAGAACCATGCGAG-3’. 

 

4.1.3.9 Análises estatísticas 

 

Os resultados foram transformados em porcentagem em relação à 

média do CN. Para calcular os percentuais das técnicas foi utilizado o 

programa Microsoft Excel®. A análise estatística dos resultados foi feita através 

do GraficPrism® versão 5.0. Os resultados foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) de uma via ou de duas vias, dependendo da situação, 

seguido de post hoc de Tukey usando a média ± desvio padrão sob a 

porcentagem do CN. Os resultados foram considerados significativos quando p 

< 0,05. 

 

4.2 RESULTADOS 

 

O extrato bruto das folhas da espécie R. ferox obteve um rendimento de 

5,8%. A composição química do extrato foi descrita por Pappis et al. (2021), 

sendo que o ácido clorogênico e a rutina foram os seus compostos majoritários. 

A exposição das células BV-2 ao extrato nos tempos de 24, 48 e 72h pode ser 

observado na Figura 8, a qual nos mostra que no que tange viabilidade celular, 

no período de 24h (Figura 8A) foi observado uma diminuição nas duas maiores 

concentrações e no período de 72h (Figura 8C) apenas na concentração de 

400 µg/mL foi capaz de diminuir o índice de proliferação celular. Em todos os 
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períodos de incubação o CP tratado com H2O2 causou diminuição da 

viabilidade celular. Ao avaliarmos o efeito do extrato na produção de ON, é 

possível observar que em 48h (Figura 8E) as concentrações de 150, 200 e 400 

µg/mL causaram uma diminuição desse parâmetro. Contudo, as demais 

concentrações do extrato nos diferentes períodos de incubação não foram 

capazes de modular significativamente os níveis de ON. 

 

Figura 8 – Exposição das células BV-2 micróglias (ATCC CRL-2467TM) às 
diferentes concentrações do extrato bruto da espécie R. ferox 
durante 24, 48 e 72 horas. 

 

 

 

Células BV-2 micróglias expostas a curva -concentração do extrato bruto de R. ferox nos 
períodos de 24h (gráficos a, d), 48h (gráficos b, e) e 72h (gráficos c, f), sendo a) b) e c) 
viabilidade celular, d), e) e f) mensuração indireta da produção de ON. *p<0.05, **p<0.01, 
***p<0.005. n=3. 

 

 

Para a avaliação do potencial antineuroinflamatório do extrato bruto da 

espécie R. ferox as células BV-2 foram tratadas com o indutor da inflamação, o 

LPS e tratadas com o extrato nas seis concentrações consideradas não tóxicas 

no período de 72h observado na Figura 9C. A proliferação celular (Figura 9A) 

aumentou nas células tratadas com LPS, sendo que as concentrações de 25-

150 µg/mL foram capazes de diminuir a proliferação de maneira significativa 
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quando comparadas ao LPS, as duas maiores concentrações foram capazes 

de aumentar o dsDNA extracelular (Figura 9B). Na mensuração de ON o LPS 

aumentou significativamente a sua produção quando comparado ao CN, e 

todas as concentrações do extrato foram capazes de diminuir a produção de 

ON quando comparadas ao grupo LPS, sendo que as duas maiores 

concentrações foram significativamente maiores que o CN, o mesmo 

comportamento pode ser observado na formação de ERO (Figura 9D)  

 

Figura 9 – Exposição das células BV-2 micróglias (ATCC CRL-2467TM) ao 
LPS e às diferentes concentrações do extrato bruto da espécie R. 
ferox durante 72 horas. 

 

 

 

Células BV-2 micróglias expostas ao LPS e a curva -concentração do extrato bruto de R. ferox 
no período de 72h a) proliferação celular, b) quantificação do dsDNA extracelular, c) 
mensuração indireta da produção de ON, d) mensuração indireta da produção de ERO, e) 
controle negativo, f) controle LPS, g) células tratadas com LPS + 25 µg/mL do extrato. *p<0.05, 
**p<0.01, ***p<0.005 quando comparado ao CN e #p<0,05 quando comparado ao controle 
LPS. n=3. 

 

 

Após a avaliação das concentrações e do potencial antineuroinflamatório 

a menor concentração foi a que apresentou um efeito promissor, por isso as 

demais análises foram conduzidas utilizando apenas a concentração de 25 
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µg/mL da R. ferox como tratamento. As micróglias tratadas foram avaliadas 

quanto a morfologia via microscopia. As células do CN, mantidas em condições 

ideais de cultivo, apresentaram morfologia fusiforme, semelhante a neurônios 

(Figura 9E). Contudo, células expostas somente ao LPS (Figura 9F) 

mostraram-se em maior número e com formado esférico, condizendo com 

ativação celular. Micróglias ativadas com LPS e tratadas com o extrato (Figura 

9G) apresentaram uma recuperação dos aspectos microscópicos, de forma 

aproximada ao controle CN. 

Nas análises da expressão proteica das citocinas, é possível observar as 

migróglias expostas somente ao LPS apresentam um aumento da IL-1β, da IL-

6, do TNF- e do IFN-, além disso, este grupo de tratamento apresentou 

redução da produção da citocina anti-inflamatória IL-10. Células expostas 

somente a 25 µg/mL de extrato de R. ferox apresentaram níveis proteicos de 

tais citocinas não moduladas, quando comparado a células não tratadas. O 

tratamento com o extrato sob células ativadas com LPS, mostrou-se capaz de 

reduzir significativamente os níveis de expressão proteica das citocinas pró-

inflamatórias testadas, bem como aumento da IL-10 (Figura 10). 
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Figura 10 – Exposição das células BV-2 micróglias (ATCC CRL-2467TM) ao 
LPS e concentração de 25 µg/mL do extrato bruto da espécie R. 
ferox durante 72 horas. 

 

 

 
Células BV-2 micróglias expostas ao LPS e a concentração de 25 µg/mL do extrato bruto de R. 
ferox no período de 72h a) IL-1β, b) IL-6, c) TNF-α, d) IFN γ, e) IL-10, f) Casp3, g) Casp8, h) 
Inflamassoma NLRP3. **p<0.01, ***p<0.005 quando comparado ao CN e #p<0,05 quando 
comparado ao controle LPS. n=3. 

 

 

O mesmo perfil de resposta encontrado para as citocinas inflamatórias, 

foi observado quanto a expressão proteica das caspases 3 e 8 (Figuras 10F e 

10G, respectivamente). No grupo tratado com LPS é possível observar um 

aumento da expressão proteica das caspases 3 e 8 (Figuras 10F e 10H, 

respectivamente), assim como uma diminuição de tais moléculas no grupo 

tratado com LPS e extrato quando comparados ao LPS. A mensuração do 

inflamasssoma NLRP3 foi conduzida via análise de expressão gênica. Com 

isso, assim como esperado, o grupo LPS apresentou índice de expressão do 

NLRP3 superior ao CN, enquanto que micróglias ativadas e tratadas com o 

extrato apresentaram uma significativa redução na expressão de tal mediador 

inflamatório, quando comparado ao controle positivo de LPS (Figura 10H). 
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4.3 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo in vitro foi realizado o preparo do extrato bruto das folhas 

da espécie R. ferox e então uma curva-resposta do extrato foi analisada frente 

ao efeito per se nas células microgliais. Também foi analisado seu potencial 

efeito antineuroinflamatório frente a células ativadas com o LPS. Foram 

realizados testes de avaliação da proliferação e índice de morte celular, assim 

como foram desenvolvidos testes de mensuração indireta de ERO e ERN com 

o intuito de identificar a concentração do extrato com maior potência de 

eficácia. A partir de uma concentração de escolha com atividade 

antineuroinflamatória in vitro, foram realizados os testes mais específicos para 

comprovação da atividade antineuroinflamatória do extrato, bem como para 

avaliar potenciais mecanismos de ação, incluindo a análise das citocinas 

inflamatórias, caspases e a expressão gênica do inflamassoma NLRP3. 

Após o preparo, o extrato bruto de R. ferox foi submetido a uma análise 

espectrofotométrica na qual foram quantificados 10 compostos fitoquímicos, os 

quais são o ácido clorogênico, rutina, ácido vanílico, ácido cafeico, ácido p-

cumárico, ácido ferúlico, quercetina, luteolina, apigenina e canferol, sendo os 

dois primeiros os compostos majoritários. As informações de preparo do 

extrato, bem como sua caracterização estão presentes no artigo recentemente 

publicado por Pappis et al. (2021). Tanto os compostos fenólicos como os 

flavonoides possuem efeitos biológicos já comprovados cientificamente 

(SIMÕES et al., 2010). 

Algumas destas investigações científicas podem inclusive corroborar 

com o uso popular da espécie como anti-inflamatória. O flavonoide apigenina, 

por exemplo, possui estudo frente à atividade anti-inflamatória, sendo que em 

um estudo com indução de inflamação pelo LPS, esta molécula mostrou-se 

capaz de atenuar a atividade da MPO e dos mediadores inflamatórias como a 

TNF-α e IL-1β (JIANG et al., 2018). O ácido p-cumárico também possui a 

capacidade de diminuir a inflamação induzida pelo LPS em modelos in vivo e in 

vitro (KHEIRY et al., 2019). Em um estudo in vivo foi possível determinar que o 

canferol teve atividade anti-inflamatória diminuindo os níveis de IL-6 e TNF-α 

(XIAO et al., 2018). Tais informações podem contribuir com os achados 

descritos neste estudo. 
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Na análise do efeito per se a curva-resposta do extrato não foi capaz de 

induzir alterações na viabilidade e/ou proliferação celular nos três períodos de 

tempo de exposição, com exceção de que em 24h houve uma diminuição da 

viabilidade celular nas duas maiores concentrações e em 72h o mesmo ocorreu 

para a concentração de 400 µg/mL. No estudo previamente realizado pelo 

nosso grupo de pesquisa (PAPPIS et al., 2021) foi também observado esse 

mesmo efeito citotóxico das maiores concentrações nas células 

mononucleadas de sangue periférico e em fibroblastos humanos em 24h. Com 

isso, pode-se dizer que, especialmente a maior concentração do extrato 

também foi citotóxica para as micróglias aqui testadas. O extrato não alterou a 

modulação do ON na maioria das concentrações e tempo de exposição 

estudados, apenas em 48h que as concentrações de 150, 200 e 400 µg/mL 

apresentaram uma diminuição da produção de ON, podendo ser relacionado ao 

potencial scavenger de alguns metabólitos como o ácido cafeico (BARROS, et 

al., 2012). 

O potencial antineuroinflamatório foi testado frente a um agente que faz 

parte dos Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs) utilizando o 

lipopolissacarídeo (LPS) como agente pró-inflamatório (LI et al., 2018). As 

células induzidas à inflamação e tratadas com o extrato apresentaram 

diminuição da proliferação celular quando comparadas com o controle positivo 

de LPS, com exceção da concentração de 200 µg/mL. Todas as concentrações 

foram capazes de diminuir os níveis de ON e de ERO quando comparadas ao 

controle inflamatório, sendo que as duas maiores concentrações tiveram 

também diferença significativa em relação ao CN. Com isso, foi possível 

observar que o extrato foi capaz de reverter alguns parâmetros alterados pelo 

processo inflamatório desencadeado pelo LPS, como a proliferação celular e a 

modulação de ON e de ERO. 

Sabe-se que o ON é uma molécula gasosa com função 

imunorregulatória na inflamação. Além disso, as ERO podem também 

influenciar na resposta inflamatória, pois podem ativar algumas moléculas 

mediadoras, como a NF-κβ, por exemplo. Logo, neste contexto, acredita-se que 

substâncias com atividade antioxidante podem possuir efeitos anti-inflamatórios 

concomitantes. Os produtos naturais, como os polifenois, possuem uma 

atividade scavenger frente a essas ERO e ao ON (CHEN et al., 2019; FILHO & 
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ZILBERSTEIN, 2000; SHEHATA et al., 2018), como, por exemplo, o ácido 

ferúlico, que possui, mesmo em pequenas concentrações, o potencial de 

neutralizar ERO (PERES, et al., 2018) e o ácido cafeico que tem atividade 

antioxidante com ação scavenger (BARROS, et al., 2012). 

Os mediadores pró-inflamatórios como a IL-1β, a IL-6, o TNF-α e o IFN-γ 

não sofreram alterações na sua modulação quando foram expostos apenas ao 

extrato, demonstrando que o extrato em si não causa ativação da cascata 

inflamatória. O grupo tratado com LPS teve um aumento significativo desses 

mediadores, comprovando a ativação inflamatória desse controle positivo. O 

extrato quando usado concomitantemente com o LPS foi capaz de reduzir 

esses mediadores, podendo sugerir um potencial antineuroinflamatório. 

Acredita-se que a supressão dessas citocinas possa estar atrelada a alguns 

compostos presentes na matriz química do extrato, cuja modulação da cascata 

inflamatória já é estabelecida. Um exemplo disso é a luteolina, sobre a qual 

alguns estudos trazem sua capacidade de diminuir os níveis de IL-1β, IL-6, 

TNF-α e IFN γ, assim como diminuir o ON através da inativação da enzima 

iNOS (AZIZ, KIM, CHO, 2018; WANG et al., 2017). Outros exemplos incluem o 

canferol, o qual em situações inflamatórias é capaz de reduzir os níveis de IL-6 

e TNF-α (XIAO et al., 2018) e também a apigenina que em uma inflamação 

induzida por LPS diminuiu a IL-1β e o TNF-α (JIANG et al., 2018). 

Já a IL-10 é uma interleucina anti-inflamatória. Essa citocina apresenta 

função de inibir alguns mediadores inflamatórios e outras interleucinas (de 

OLIVEIRA et al., 2011). Neste estudo, o LPS diminuiu a expressão proteica 

dessa citocina, enquanto que o extrato sozinho não foi capaz de modular os 

seus níveis. Entretanto, quando as células BV-2 estão em um processo 

inflamatório com o tratamento do LPS, o extrato bruto da espécie R. ferox foi 

capaz de aumentar a expressão proteica de IL-10, sugerindo como uma 

possível via de mecanismo da sua atividade antineuroinflamatória. 

Também foram investigadas as ações do extrato de R. ferox sobre as 

caspases 3 e 8. A caspase 8 possui correlação com a inflamação, agindo 

diretamente na maturação da pró-IL-1β e também na regulação da secreção da 

IL-1β em diferentes vias. Além disso, há também estudos que evidenciam que 

a caspase 8 pode ser ativada em situações de intensa inflamação 

(OPDENBOSCH, LAMKANFI, 2019). Portanto, pode-se dizer que a diminuição 
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da atividade da caspase 8 no grupo tratado com LPS e o extrato, quando 

comparado com o grupo inflamatório LPS, pode ser um dos mecanismos de 

ação antineuroinflamatória do extrato, o que corrobora também com a 

diminuição dos níveis de IL-1β aqui descritos. Além dessa atividade, a caspase 

8 também ativa a caspase 3, que possui função de apoptose celular, outra 

função dela é de maturar a interleucina 16, uma citocina pró-inflamatória, 

fazendo com que a caspase 3 também desempenhe um papel na inflamação 

(ZHANG et al., 1998). Por isso, a diminuição da ativação da caspase 8 está 

diretamente ligada com a caspase 3, sendo mais um fator que contribui com a 

atividade anti-neuroinflamatória do extrato de R. ferox. Alguns estudos mostram 

que o aumento dos níveis de caspase 3 pode ser encontrado em indivíduos 

com doenças neuropsiquiátricas como o TB e a EZ, e que o tratamento 

convencional com o lítio é capaz de diminuir esses níveis (DJORDJEVIC et al., 

2010; SCAINI et al., 2017; ALURAL et al.; 2015). 

Normalmente, o LPS atua como um agente priming na ativação do 

inflamassoma NLRP3, fazendo com que seja necessário um outro sinal para 

que a ativação do complexo proteico ocorra, como por exemplo o aumento do 

efluxo K+ no meio intracelular (Figura 11A). Entretanto, em um estudo com 

monócitos humanos, foi observado que o LPS, juntamente com o TLR4, foi 

capaz de ativar a formação do complexo RIPK1 – FADD – CASP8, o qual ativa 

o inflamassoma NLRP3, dispensando assim a necessidade de um segundo 

sinal de ativação (Figura 11B) (GAIDT et al., 2016). Após ativado, o 

inflamassoma NLRP3 forma um complexo pró-caspase-1-ASC-NLRP3, 

havendo a liberação de caspase-1 ativada. O resultado desse processo é a 

ativação de várias citocinas pró-inflamatórias, iniciando com a IL-1β e a IL-18, 

com posterior indução da cascata inflamatória (SCHRODER et al, 2010; ZHOU 

et al., 2011; SHIMADA et al., 2020). 

Pode-se observar que o grupo tratado com LPS apresentou aumento na 

expressão gênica do NLRP3 quando comparado com o CN. Já os grupos 

tratados com o extrato bruto tiveram uma diferença significativa quando 

comparados ao LPS, sendo que o extrato induziu uma expressão menor do 

NLRP3 e o grupo tratamento possuiu valor de expressão próximos CN. 

Acredita-se que esse resultado possa ser devido a diminuição da caspase 8 

(Figura 11B), que ocorreu nesse mesmo tratamento ou então devido a matriz 
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química do extrato, cujos compostos agem diretamente na expressão do 

NLRP3. Wang et al. (2017) demonstraram que a rutina foi capaz de diminuir a 

expressão do inflamassoma NLRP3 em um estudo in vitro com células 

endoteliais venosas em meio de alta glicose. O ácido clorogênico, por sua vez, 

outro composto majoritário do extrato, age como anti-inflamatório via 

modulação do NLRP3 (SHI et al., 2018). 

 

Figura 11 – Vias de ativação do inflamassoma NLRP3 em exposição ao LPS. 

 

 

 

Fonte: Desenvolvido pela autora. 

 

 

Logo, acredita-se que o extrato de R. ferox possa ser uma excelente 

alternativa para a realização de estudos complementares que envolvam o 

desenvolvimento de novas alternativas terapêuticas voltadas a doenças 

neuropsiquiátricas que possuam correlação com a ativação inflamatória 

crônica. Infelizmente, o presente estudo não foi capaz de determinar a 

expressão da caspase 1, assim como ainda é um estudo in vitro, não sendo 

possível de determinar a absorção do extrato e sua capacidade de atravessar a 

barreira cérebro-sangue. Portanto, mais estudos devem ser desenvolvidos 

utilizando metodologias in vivo para melhor complementar essa pesquisa. 
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5 META 2 

 

A metodologia dessa meta, assim como os seus resultados e discussão 

foram redigidos em formato de artigo, com o título “Randia ferox (Cham & 

Schltdl) DC.: phytochemical composition, in vitro cyto- and genotoxicity 

analyses”, o qual está publicado na revista Natural Product Research (DOI: 

10.1080/14786419.2021.1960522). 

 

5.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1.1 Materiais 

 

5.1.1.1 Material Vegetal 

 

A coleta das folhas da espécie R. ferox e registro da exsicata e acesso 

ao Patrimônio Genético já foram descritos no item 4.1.1.1. 

 

5.1.1.2 Reagentes, solventes e equipamentos 

 

Neste trabalho, foram utilizados os solventes etanol, água destilada, 

peróxido de hidrogênio, ácido acético, acetonitrila, dimetil sulfóxido (DMSO), 

TRIS HCl (10 mM), meio RPMI de cultura celular, ácido fosfórico 5%, 

sulfanilamida 1%, N-1-naftiletilenodiamino-bicloridrato 0,1%. 

Os materiais e equipamentos utilizados foram placas de ELISA estéreis 

de 96 poços, leitora de placas Anthos 2010 (Biochrom® Anthos 2010, Londred, 

Inglaterra), evaporador rotatório, o aparelho leitor de placas SpetraMax i3 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA), liofilizador, capela de fluxo, estufa 

com controle de CO2, moinhos de facas, balança analítica, espectrofotômetro 

de massas, materiais de cultura celular e de uso geral em laboratório. 
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5.1.2 Métodos 

 

5.1.2.1 Obtenção do extrato bruto 

 

A obtenção do extrato bruto ocorreu conforme descrita no subitem 

4.1.3.1. 

 

5.1.2.2 Quantificação dos compostos fitoquímicos por UCLAE-MS/MS 

 

As análises foram realizadas segundo Faccin et al. (2016). O sistema 

UPLC-MS/MS consiste em um cromatógrafo (ACQUITY UPLC) acoplado ao 

espectrômetro de massas (XEVO TQ-S triplo quadrupolo) tandem 

espectrômetro de massas (Waters, Milford, USA). Foi utilizada coluna C18 

Acquity UPLC BEH 100 mm, i.d. 2,1 μm, partícula 1,7 μm, (Waters), mantida 

sob aquecimento a 40°C. 

O método utiliza uma eluição por gradiente, contendo ácido acético 0.1% 

(A) e acetonitrila (B), a uma vazão constante de 800 μL·min-1, de acordo com 

as seguintes condições: 8.0% B (0.00-0.10 min); 8.0-25.8% B (0.10-3.45 min); 

25.8-54.0% B (3.45-6.90 min); 54.0-100.0% B (6.90-7.00 min); 100.0% B (7.00-

9.00 min) e volume de injeção de 5 μl. 

O espectrômetro de massas foi operado em modo de ionização 

electrosray negativo ESI (-), cujos parâmetros foram: vazão de gás (N2) de 11 

L.min-1; pressão do nebulizador igual a 30 psi; voltagem do capilar igual a 

±2,4kV e temperatura do gás de secagem igual a 250°C. Os compostos foram 

analisados no espectrômetro de massas operando no “multiple reaction 

monitoring” (MRM). Os dados analisados foram adquiridos utilizando análise 

qualitativa do Software MassLynx Mass Spectrometry Software – Waters 

versão 4.1. 

 

5.1.2.3 Células mononucleadas de sangue periférico 

 

O sangue total periférico foi obtido de amostras descartes do Laboratório 

Escola de Análises Clínicas (LEAC) da Universidade Franciscana, com 

aprovação no Comitê de Ética em Pesquisas com Seres Humanos da 
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Universidade Franciscana sob nº CAAE 31211214.4.0000.5306, com ausência 

de identificação. A separação celular foi obtida através de diferença de 

gradiente de densidade utilizando o Histopaque® na proporção de 1:1 com o 

sangue total. As amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 30 minutos. 

Após a centrifugação, as células mononucleadas de sangue total periférico 

(CMSP) foram colocadas em tubos de tipo falcon com meio RPMI 1640 

contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e suplementado com 1% de 

estreptomicina e penicilina e centrifugadas a 1800 rpm por 8 minutos. Após a 

centrifugação, as células foram suspensas em meio RPMI completo. 

 

5.1.2.4 Células aderentes 

 

As células aderentes utilizadas para avaliar o perfil de segurança frente 

ao extrato foram os fibroblastos humanos HFF1 (ATCC® CRL-2468TM), os 

macrófagos de murinos (linhagem RAW 264.7) e as células epiteliais de rim de 

macaco adulto (linhagem VERO) (ATCC® CCL-81TM), todas as linhagens foram 

obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram 

cultivadas em estufa na temperatura de 37ºC com ambiente umidificado e com 

saturação de 5% de CO2, utilizando o RPMI 1640 com 10% de SFB e 

suplementado com 1% de penicilina e estreptomicina. 

 

5.1.3 Tratamentos 

 

Para a avaliação do perfil de segurança, as células foram semeadas em 

placas ELISA estéreis de 96 poços, na concentração de 2,5 x 105 células/mL. 

Para os tratamentos com as células mononucleadas de sangue periférico, foi 

pipetado 150 µL de meio e 50µL do extrato bruto das folhas nas concentrações 

finais de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 150 µg/mL, 200 µg/mL e 

400 µg/mL, foi utilizado o meio de cultura RPMI como CN e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) a 25 µmol.L-1 como CP.  

Nos tratamentos com as células aderentes (HFF1, RAW e VERO), foi 

pipetado 150 µL de meio e 50µL do extrato bruto das folhas, diluído em RPMI, 

nas concentrações finais de 25 µg/mL, 50 µg/mL, 75 µg/mL, 100 µg/mL, 150 

µg/mL, 200 µg/mL e 400 µg/mL, foi utilizado o meio de cultura RPMI como CN 



54 

e o peróxido de hidrogênio (H2O2) na concentração de 25 µmol/L CP conforme 

Boligon e colaboradores (2012). 

Todas as células analisadas foram expostas ao extrato nos períodos de 

24, 48 e 72 horas e os testes foram realizados em triplicata. 

 

5.1.3.1 Avaliação da viabilidade celular 

 

A viabilidade celular foi determinada de acordo com o método descrito 

por Mosmann (1983) do Brometo de tetrazolio 2,5-Difenill-3, -(4,5-dimetil-2-

tiazolil) (MTT), conforme já descrito no subitem 4.1.3.2. 

 

5.1.3.2 Quantificação de dsDNA sobrenadante 

 

A quantificação do dsDNA sobrenadante será realizada segundo o 

método descrito por Há et al. (2011), conforme já descrito no subitem 4.1.3.3. 

 

5.1.3.3 Determinação das espécies reativas de oxigênio 

 

Este ensaio foi realizado segundo o método descrito por Esposti (2002), 

conforme já descrito no subitem 4.1.3.4. 

 

5.1.3.4 Mensuração indireta do óxido nítrico 

 

A detecção da formação do óxido nítrico orgânico na amostra é feita 

através do método descrito por Choi et al. (2012) e Noh et al. (2015), conforme 

já descrito no subitem 4.1.3.5. 

 

5.1.3.5 Avaliação do DNA cometa 

 

A avaliação da formação de DNA cometa foi realizada usando CMSP 

após 24h de exposição ao extrato bruto de R. ferox, sendo que foi utilizado 

como CP o peróxido de hidrogênio (H2O2) na concentração de 25µM e o CN 

apenas o meio de cultura. Após o período de incubação as células foram 

colocadas em lâminas pré-cobertas com agarose. Para remover toda a 
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membrana celular e o citoplasma as células foram deixadas, durante uma 

semana, mergulhadas em uma solução de lise. Após, as lâminas foram pH 

neutralizadas, fixadas e coloradas segundo as instruções de Nadin et al. 

(2001). Foram analisadas 100 células/lâmina e o dando no DNA foi classificado 

de acordo com Singh et al (1988). 

 

5.1.3.6 Avaliação da capacidade não gemo-modificadora 

 

A possível genotoxicidade do extrato foi determinada usando um teste 

não celular conforme Cadoná et al. (2014) descreve. Para este teste utilizamos 

o dsDNA livre proveniente de bezerros, o dsDNA foi pipetado em placas pretas 

de 96 poços já com o tampão TE 1x e então o dsDNA foi exposto a curva de 

concentrações do extrato (25-400 µg/mL) durante 30 min no escuro. Depois do 

período de incubação foi pipetado o reagente PicoGreen®. Depois de 5 min de 

reação, foram realizadas as leituras em fluorímetro com 480 nm de excitação e 

520 nm de emissão. O CN apresenta apenas o dsDNA com o tampão e o CP 

foi tratado com 3 mol.L-1 de H2O2. 

 

5.1.3.7 Avaliação da indução hemolítica 

 

Os eritrócitos foram obtidos de amostras de sangue periférico total de 

humanos. As células foram lavadas 3 vezes com tampão PBS 1x e então elas 

foram expostas a curva concentração do extrato de R. ferox (25-400 µg/mL) 

pelo período de 1h como descrito por Vinardell et al. (2015). Após as células 

foram centrifugadas a 1000 rpm por 10 min, o sobrenadante foi transferido a 

placas de ELISA de 96 poços e as leituras foram realizadas a 540 nm na leitora 

de placas Anthos 2010 (Biochrom® Anthos, Londres, Inglaterra). Como CN foi 

utilizado apenas as células com o tampão e o CP foi 10% de DMSO. 

 

5.1.3.8 Análise estatística dos dados 

 

Os resultados foram transformados em porcentagem em relação à 

média do CN. Para calcular os percentuais das técnicas foi utilizado o 

programa Microsoft Excel®. A análise estatística dos resultados foi feita através 
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do GraficPrism® versão 5.0. Os resultados foram submetidos a análise de 

variância (ANOVA) de uma via seguido de post hoc de Tukey usando a média 

± desvio padrão sob a porcentagem do CN. Os resultados foram considerados 

significativos quando p < 0,05. 

 

5.2 RESULTADOS 

 

Foi possível identificar e quantificar, através do método abordado, 10 

metabólitos secundários presentes no extrato bruto das folhas de R. ferox, 

sendo que é possível destacar o ácido clorogênico (29,976 µg/mL), a rutina 

(16,364 µg/mL) e o ácido p-cumárico (0,692 µg/mL) como os majoritários, os 

resultados obtidos na cromatografia líquida acoplada a massas estão expostos 

na Tabela 1.  

 

Tabela 1 – Quantificação dos metabólitos secundários no extrato bruto das 
folhas de R. ferox. 

 

Compostos Concentração 

(µg/mL) 

LD 

(ng/mL) 

LQ 

(ng/mL) 

Ácido gálico <LD 7,0 23,5 

Ácido Clorogênico 28,976 2,9 9,8 

Catequenia <LD 3,0 10,2 

Ácido Vanílico 0,568 0,3 0,9 

Ácido Cafeico 0,124 0,3 1,0 

6-Hidroxicumarina <LD 0,3 1,1 

Ácido p-cumárico 0,692 0,1 0,2 

Ácido Ferúlico 0,516 0,1 0,4 

Rutina 16,364 0,3 1,1 

4-Hidroxicumarina <LD 0,1 0,2 

Ácido Rosmarínico <LD 1,0 3,2 

Galangina <LD 0,1 0,3 

Quercitrina <LD 0,1 0,4 

Miricetina <LD 0,8 2,8 

Fisetina <LD 0,7 2,2 



57 

Resveratrol <LD 0,2 0,5 

Ácido trans-cinâmico <LD 0,1 0,3 

Quercetina 0,664 0,5 1,6 

Luteolina 0,06 0,2 0,5 

Apigenina 0,116 0,1 0,3 

Canferol 0,372 0,3 1,1 

3,6-Dihidroxiflavona <LD 0,1 0,4 

Crisina <LD 0,03 0,1 

 
LD: limite de detecção e LQ: limite de quantificação 

 

 

Nos resultados obtidos na avaliação da exposição das células 

mononucleadas do sangue periférico ao extrato, nos períodos de 24 e 72h, é 

possível observar a diminuição da viabilidade celular (Figura 12A) na maior 

concentração, assim como a diminuição do dsDNA extracelular nas duas 

concentrações mais altas no período de 24h (Figura 12C) e uma diminuição 

nas ERO em todas as concentrações do extrato em ambos períodos de 

exposição (Figura 12 E, F). Os resultados das análises realizadas podem ser 

observados na Figura 12. 
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Figura 12 – Exposição das células mononucleadas às diferentes concentrações 
do extrato bruto da espécie R. ferox durante 24 e 72 horas. 

 

 

 

Células mononucleadas de sangue periférico (CMSP) expostas a curva -concentração do 
extrato bruto de R. ferox nos períodos de 24h (gráficos a, c, e, g) e 72h (gráficos b, d, f, h), 
sendo a) e b) viabilidade celular e proliferação celular, respectivamente, c) e d) quantificação 
do dsDNA extracelular, e) e f) mensuração indireta de ERO e g) e h) mensuração indireta da 
produção de ON. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. n=3. 

 

 

Os resultados obtidos na avaliação da exposição dos fibroblastos 

humanos as 7 concentrações do extrato bruto das folhas de R. ferox, nos 

períodos de 24 e 72h, podem ser observados na Figura 13. Nela, é possível 
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observar que ocorreu uma diminuição da viabilidade celular na maior 

concentração em 24h (Figura 13 A), um aumento de ERO na concentração de 

50 µg/mL em 24h nas de 50 e 75 µg/mL em 72h, além de uma diminuição 

nessas espécies nas duas maiores concentrações em 72h. 

 

Figura 13 – Exposição dos fibroblastos humanos (linhagem HFF1) às diferentes 
concentrações do extrato bruto da espécie R. ferox durante 24 e 72 
horas. 

 

 

 

Fibroblastos humanos (linhagem HFF-1) expostas a curva -concentração do extrato bruto de R. 
ferox nos períodos de 24h (gráficos a, c, e, g) e 72h (gráficos b, d, f, h), sendo a) e b) 
viabilidade celular e proliferação celular, respectivamente, c) e d) quantificação do dsDNA 
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extracelular, e) e f) mensuração indireta de ERO e g) e h) mensuração indireta da produção de 
ON. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. n=3. 

 

 

Os macrófagos também foram expostos às concentrações do extrato, 

demonstrando que a maioria das concentrações aumentaram a viabilidade 

celular no período de 24h, principalmente as concentrações de 75 e 100 µg/mL. 

Também é possível observar que com exceção da 400 µg/mL, as demais 

concentrações do extrato aumentaram a produção de ERO nesse mesmo 

período de incubação. Os resultados estão expostos na Figura 14. 
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Figura 14 – Exposição macrófagos murinos (linhagem RAW.) às diferentes 
concentrações do extrato bruto da espécie R. ferox durante 24 e 
72 horas. 

 

 

 

Macrófagos de murinos (linhagem RAW 264.7) expostas a curva -concentração do extrato 
bruto de R. ferox nos períodos de 24h (gráficos a, c, e, g) e 72h (gráficos b, d, f, h), sendo a) e 
b) viabilidade celular e proliferação celular, respectivamente, c) e d) quantificação do dsDNA 
extracelular, e) e f) mensuração indireta de ERO e g) e h) mensuração indireta da produção de 
ON. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. n=3. 

 

 

Na exposição do extrato bruto às células epiteliais de rim de macaco 

(linhagem VERO), ocorreu uma diminuição na proliferação celular na maior 



62 

concentração testada (Figura 15 B) no período de 72h, uma diminuição de 

dsDNA extracelular na menor concentração (Figura 15 D) e um aumento de 

ERO na concentração de 50 µg/mL nesse mesmo período de incubação 

(Figura 15 F). Todos os parâmetros analisados na exposição do extrato para 

esta linhagem podem ser observados na Figura 15. 

 

Figura 15 – Exposição das células epiteliais de rim de macaco (linhagem 
VERO) às diferentes concentrações do extrato bruto da espécie 
R. ferox durante 24 e 72 horas. 

 

 

 
Células epiteliais de rim de macaco adulto (linhagem VERO) expostas a curva -concentração 
do extrato bruto de R. ferox nos períodos de 24h (gráficos a, c, e, g) e 72h (gráficos b, d, f, h), 
sendo a) e b) viabilidade celular e proliferação celular, respectivamente, c) e d) quantificação 
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do dsDNA extracelular, e) e f) mensuração indireta de ERO e g) e h) mensuração indireta da 
produção de ON. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. n=3. 

 

 

Em todos os tratamentos o CP de H2O2 causou diminuição da 

viabilidade e proliferação celular segundo o teste do MTT causada pela morte 

celular que foi confirmada pelo dsDNA extracelular, além de aumentar a 

produção de ERO e ON. 

Para analisar o efeito genotóxico do extrato bruto de R. ferox foram 

realizados os testes do DNA cometa usando as CMSP e, para complementar, 

foi feita uma exposição do extrato à molécula de DNA livre. Depois de 24h de 

incubação, as células tratadas com H2O2 (CP) apresentaram um alto dano no 

DNA quando comparadas ao CN (Figura 16 A). O DNA livre quando exposto ao 

H2O2 teve alterações, indicando danos (Figura 16 B). Ao avaliarmos os dois 

experimentos de genotoxicidade o extrato bruto não apresentou significativo 

dano no DNA (Figura 16). 

Os eritrócitos tratados com DMSO apresentou um alto índice de 

hemólise quando comparado ao CN, o mesmo não foi observado nos 

tratamentos com a R. ferox, demonstrando que o extrato não causou dano na 

membrana da hemoglobina (Figura 16 C). 
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Figura 16 – Avaliação da genotoxicidade e hemólise frente à curva-
concentração do extrato bruto de R. ferox. 

 

 

 
Avaliação da genotoxicidade e capacidade hemolítica. A) DNA cometa de CMSP expostas ao 
extrato de R. ferox curva. B) Capacidade não gemo-modificadora do dsDNA livre exposto a 
curva-concentração do extrato de R. ferox. C) Índice de hemólise dos eritrócitos expostos a 
curva-concentração do extrato. D-L) Imagens do teste de DNA cometa, incluindo o controle 
negativo (CN), controle positivo (CP), 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 400 µg/mL, respectivamente. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. n=3. 

 

 

5.3 DISCUSSÃO 

 

O uso de plantas nos cuidados com a saúde é um costume antigo e 

secular. A população mundial possui uma crença de que as plantas, por serem 

de origem natural, não possuem efeitos tóxicos ou interações com alimentos 

(MOUNANGA, MEWONO, ANGONE, 2015). Entretanto, as plantas podem 

causar reações adversas em células, tecidos, órgãos e sistemas (GOMES et 

al., 2012). Geralmente, a presença de efeitos tóxicos está relacionada aos seus 

constituintes químicos e, além disso, outros fatores devem ser levados em 

consideração como concentração e metabolismo celular (DICSON et al., 2015; 

MOUNANGA, MEWONO, ANGONE, 2015). 

O Brasil possui uma vasta biodiversidade e uma forte cultura no uso de 

plantas medicinais como fonte de tratamentos para enfermidades e sintomas 
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(MAZZARI; PRIETO, 2014). Dentre essas plantas, encontra-se a espécie 

Randia ferox (Cham & Schltdl) DC. (Rubiaceae), nativa da Mata Atlântica e 

popularmente conhecida como limoeiro-do-mato. A população usa seus frutos 

no tratamento de asma, suas raízes para febres baixas e suas folhas como 

anti-inflamatórias e nos processos de cicatrização (LEONHARDT et al., 2008; 

NOELLI, 1998; SILVA, RABELO, ENOQUE, 2015). Embora exista uma cultura 

popular quanto ao seu uso farmacológico, ainda não existem estudos que 

comprovem a sua segurança. 

No presente estudo, foi identificado e quantificado alguns dos 

metabólitos secundários presentes no extrato bruto das folhas de R. ferox e o 

perfil de segurança frente às células mononucleadas de sangue periférico, 

fibroblastos humanos, macrófagos de murinos e células epiteliais de rim de 

macaco adulto. Assim como a capacidade genotóxica, através do DNA cometa 

e da exposição direta ao dsDNA livre, além da sua capacidade de interagir com 

membranas, como a da hemoglobina, e causar lise celular. Todos os 

protocolos e tratamentos foram utilizados afim de mimetizar os diferentes 

tecidos nos quais o extrato pode interagir considerando o seu consumo. 

Baseado nisso, nós produzimos um extrato bruto das folhas de R. ferox 

para realizar um estudo sobre os seus constituintes e seu perfil de segurança. 

Na análise de UCLAE-MS/MS foi possível identificar e quantificar 10 compostos 

químicos com atividades farmacológicas no extrato, sendo os compostos 

majoritários o ácido clorogênico e a rutina, respectivamente. O ácido 

clorogênico é um polifenol com diversas propriedades terapêuticas já 

exploradas, como seu efeito analgésico, colaborando nas dores crônicas 

(NUCCI-MARTINS et. al, 2015), atuando no controle da pressão arterial em 

hipertensos (VON WICHTMANN, 2009), anti-inflamatório e prevenção de 

algumas doenças crônicas (MEINHART et. al, 2017). A rutina, pertence a 

classe dos flavonoides e também é um metabólito secundário muito estudado 

devido ao seu uso terapêutico como anti-inflamatória, neuro protetora, 

antialérgica, no tratamento de doenças crônico-degenerativas (KICEL et. al, 

2015), colaborando no processo de cicatrização, ação analgésica e usada em 

alergias cutâneas (GANESHPURKAR & SALUJA, 2017), por exemplo. 

Para realizarmos um estudo de toxicidade in vitro de maneira completa, 

foram testados quatro tipos celulares diferentes expostas a períodos de 
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incubação de 24 e 72h e a uma curva-concentração do extrato bruto de R. 

ferox, assim as análises realizadas foram a viabilidade celular e os parâmetros 

oxidativos. As CMSP expostas ao extrato no período de 24h não apresentaram 

nenhuma mudança significativa quando comparadas ao CN, com exceção da 

maior concentração (400 µg/mL) que apresentou uma diminuição da viabilidade 

celular, assim como o CP tratado com H2O2. O dsDNa sobrenadante também 

não apresentou diferença na maioria das concentrações testadas. Para avaliar 

os parâmetros oxidativos, foi testado o ON indireto, o qual não apresentou 

nenhuma diferença na produção quando comparado com o CN e o CP causou 

um aumento desse radical, já quando observamos a mensuração das ERO 

todas as concentrações testadas do extrato foram capazes de reduzir quando 

comparados ao CN. 

Estudos de toxicidade in vitro vêm sendo explorados como uma 

importante ferramenta para substituir o uso de animais na avaliação da 

segurança. As células mononucleadas do sangue periférico estão sendo cada 

vez mais utilizadas em modelos para avaliar a viabilidade celular (SUGANTHY, 

MUNIASAMY, ARCHUNAN, 2018). Como exemplo disso, temos os estudos de 

Sagrillo et al. (2015) que desenvolveu testes para a espécie Astrocarium 

aculeatum demonstrando a segurança desses espécie nas CMSP. Siqueira et 

al. (2018) no seu estudo também testou a segurança dos compostos derivados 

de sulfametazol nesse tipo celular. 

Os fibroblastos são importantes na homeostase dos órgãos, contribuindo 

para sinalização entre as células e também na estrutura da matriz celular 

(MARSH et al., 2018). Na avaliação do perfil de segurança, os fibroblastos 

foram expostos ao extrato. Ao analisarmos os resultados, é possível observar 

uma semelhança com as CMSP nos resultados da viabilidade celular no 

período de 24h, inclusive na diminuição desta na concentração de 400 µg/mL, 

entretanto o mesmo efeito não foi observado no período de 72h, visto que 

nenhuma concentração do extrato alterou a proliferação celular. As 

concentrações de dsDNA extracelular não apresentaram diferenças 

significativas quando comparadas ao CN, apenas o CP que demonstrou um 

aumento em ambos os períodos, comprovando a indução da morte celular. 

Ao avaliarmos a produção de ERO, o extrato aumentou essa produção 

na concentração de 50 µg/mL no período de 24h e as concentrações de 50 e 
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75 µg/mL no período de 72h, além de as duas maiores concentrações serem 

capazes de diminuir essa produção em 72h. Esse aumento de ERO, pode ser 

devido a uma capacidade hermética dos produtos naturais como demonstrado 

por Pellenz et al. (2018) e a capacidade das maiores concentrações diminuírem 

essas espécies, pode ser devido a presença de metabólitos antioxidantes no 

extrato, como a apigenina (WANG et al.; 2018) e o ácido ferúlico (PERES et al., 

2018), entre outros. 

Os macrófagos (RAW 264.7) expostos ao extrato tiveram um aumento 

nas células no período de 24h, com exceção apenas da concentração de 150 

µg/mL, sendo que no período de 72h nenhuma concentração interferiu na 

proliferação celular. Não teve nenhuma alteração, em ambos os períodos, nas 

concentrações de dsDNA extracelular e as ERO tiveram um aumento no 

período de 24h na maioria das concentrações do extrato, com exceção apenas 

da 400 µg/mL, sendo que o mesmo comportamento não foi possível observar 

no período de 72h. Provavelmente nessa situação de aumento das ERO, o 

extrato teve uma atividade pró-inflamatória, podendo ser classificado como 

uma atividade DAMPs (padrão molecular associado a dano), visto que já é 

sabido que o aumento das ERO pode induzir processos inflamatórios 

(SIEGMUND; EHRENSCHWENDER; WAJANT, 2018). Tendo em vista essa 

ativação inflamatória, os macrófagos podem ter aumentado a sua reprodução 

celular em resposta a esse estímulo, justificando o aumento da viabilidade 

celular. 

Para complementar os estudos de citotoxicidade, foram utilizadas as 

células epiteliais de rim de macaco adulto da linhagem VERO, por serem de 

fácil cultivo e homólogas as células humanas, essa linhagem vem sendo 

empregada em modelos de avaliação de citotoxicidade (ARALDI et al., 2018). 

O extrato apresentou um perfil de segurança similar as demais linhagens já 

estudadas, sendo que não houve alterações significativas na viabilidade e 

proliferação celular, com exceção apenas da concentração de 400 µg/mL no 

período de 72h, a qual diminuiu a proliferação celular. As concentrações de R. 

ferox estudadas não alteraram os valores de dsDNA livre. Nos parâmetros 

oxidativos (ON e ERO), apenas a concentração de 50 µg/mL em 72h que teve 

um aumento significativo de ERO. Demonstrando assim, que a maioria das 
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concentrações estudadas não apresentam propriedades significativamente 

tóxicas para essa linhagem estudada. 

Para completar a avaliação da segurança do extrato bruto das folhas de 

R. ferox as mesmas concentrações do extrato usadas para a citotoxicidade, 

foram utilizadas para a avaliação da genotoxicidade. Os resultados 

apresentados na formação de DNA cometa nas CMSP tratadas com o extrato, 

demonstra que o extrato não possui efeitos genotóxicos nessa situação, uma 

vez que não há uma formação significativa de DNA cometa quando comparado 

ao CN e é possível observar que o CP causa danos de DNA e a formação do 

DNA cometa. Além disso, o extrato exposto diretamente ao DNA livre, também 

não causou danos significativos, apesar de que as duas concentrações mais 

altas causara um leve aumento na fragmentação do DNA quando comparadas 

ao CN. O mesmo perfil foi observado no teste de hemólise, no qual as 

concentrações expostas a hemoglobina não causaram significativos danos 

membrana, mantendo-a íntegra, quando comparados ao CN e o CP, tratado 

com DMSO, foi capaz de causar lise na membrana. 

Este estudo foi o primeiro a demonstrar um perfil de segurança de cito e 

genotoxicidade in vitro do extrato bruto das folhas de Randia ferox, usando 

diferentes períodos de incubação, diferentes linhagens celulares e mais de um 

teste para genotoxicidade, além de determinar o potencial hemolítico. 

Entretanto, há alguns estudos relacionados à segurança com a mesma família 

da R. ferox, Rubiaceae, como o estudo descrito por Freitas et al. (2011) 

desenvolvido com a espécie Paliourea coriácea (Cham.) K Schum, os autores 

mostraram que a planta não apresenta toxicidade aguda em nenhum animal 

testado. Pina et al. (2012) e Alonso-Castro et al. (2015) também 

desenvolveram estudos de segurança com duas espécies diferentes da família 

e acharam baixa toxicidade em animais e propriedades farmacológicas como 

potencial anti-inflamatório e antinociceptivo, respectivamente. Esses estudos 

podem contribuir com os nossos dados, visto que todas as plantas são da 

família Rubiaceae. 

Além disso, é importante ressaltar que todas os tipos e linhagens 

celulares foram escolhidos de acordo com o uso popular das folhas da espécie 

Randia ferox. Como por exemplo, normalmente as pessoas ingerem as folhas 

através de infusão buscando os seus benefícios farmacológicos. Nesse 
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sentido, após a absorção intestinal, existe a distribuição sistêmica através do 

sistema vascular, no qual a matriz química pode interagir com as células 

sanguíneas como a mononucleadas e as hemácias. Considerando a excreção, 

a infusão da R. ferox pode ser parcialmente removida do sangue através da 

excreção renal, por isso resolvemos analisar a interação do extrato com as 

células epiteliais de rim de macaco adulto (linhagem VERO). E, considerando 

cultura popular, de usar as folhas como anti-inflamatórias e cicatrizantes, nós 

escolhemos testar a sua toxicidade frente aos macrófagos e os fibroblastos, 

respectivamente, para tentar mimetizar a resposta celular ao extrato. 

Infelizmente, o presente estudo não conseguiu mensurar parâmetros 

adicionais de efeitos de cito e genotoxicidade celular. Outra limitação do estudo 

é que ele foi realizado inteiramente em experimentos in vitro. Nesse sentido, 

acredita-se que mais estudos sobre a segurança são necessários para 

complementarem os nossos dados. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

As doenças neuropsiquiátricas vêm sendo uma problemática de saúde 

pública, reforçando que o cuidado com a saúde mental deve ter a mesma 

relevância que o cuidado com a saúde física (OMS, 2002). Os transtornos 

mentais trazem problemas socias para o indivíduo acometido, para os 

familiares e para a sociedade em geral, além de serem capazes de incapacitar 

e também levar ao suicídio (TOO et. al, 2019). Dentre essas doenças, 

podemos dar ênfase para a depressão maior, o transtorno bipolar e a 

esquizofrenia (LEBER et al., 2017). 

A fisiopatologia dessas doenças, apesar de muito explorada, ainda não é 

bem definida, tendo várias teorias como as monoaminérgicas e GABAérgicas 

para a DM (RANG & DALE, 2007), e danos mitocondriais no complexo I para o 

TB (ANDREAZZA et al., 2010). Uma teoria que se encaixa para os transtornos 

neuropsiquiátricos é a neuroinflamação (HASHIOKA et al., 2019). O que faz 

com que sejam investigadas novas opções de tratamentos com esse alvo 

terapêutico, sendo que os produtos de origem natural são amplamente 

explorados devido a sua variedade de substâncias com uso farmacológico e 

antioxidante (SIMÕES et al., 2010; ZAIDUN, THENT, LATIFF, 2018). 

A espécie Randia ferox é uma angiosperma nativa da Mata Atlântica e 

usada na medicina popular para diversos fins, como por exemplo, suas 

sementes são utilizadas para aumentar o apetite, suas raízes como tônicas e 

suas folhas na aceleração de processos de cicatrização e como anti-

inflamatória (SILVA, RABELO, ENOQUE, 2015). Nessa pesquisa, após análise 

cromatográfica do extrato bruto da espécie, foram identificados os seguintes 

compostos fitoquímicos: ácido clorogênico, rutina, ácido vanílico, ácido cafeico, 

ácido p-cumárico, ácido ferúlico, quercetina, luteolina, apigenina e canferol, 

sendo o ácido clorogênico e a rutina os compostos majoritários. No estudo in 

vitro para avaliar o potencial anti-neuroinflamatório do extrato bruto das folhas 

da espécie Randia ferox, o extrato foi capaz de reduzir a formação de ON e de 

ERO estimulados pela inflamação causada pelo LPS, demonstrando uma 

atividade antioxidante de sua matriz química. 

Nos parâmetros inflamatórios estudados com a concentração de 25 

µg/mL, o extrato foi capaz de diminuir a expressão proteica de citocinas 
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inflamatórias como a IL-1β e a IL-6, assim como os mediadores inflamatórios 

como o TNF-α e o IFN γ, além de aumentar os níveis da citocina anti-

inflamatória, a IL-10. Esses potencias efeitos antineuroinflamatórios nas 

micróglias pode ser associado a matriz química do extrato, como a presença da 

lueteolina (AZIZ, KIM, CHO, 2018; WANG et al., 2017), o canferol (XIAO et al., 

2018) e a apigenina (JIANG et al., 2018). 

Ademais, o extrato diminuiu a expressão proteica das caspases 8 e 3, 

demonstrando outro potencial antineuroinflamatório devido a participação 

dessas caspases nos processos inflamatórios, principalmente a Casp8 

(OPDENBOSCH, LAMKANFI, 2019) A espécie Randia ferox também foi capaz 

de diminuir a expressão gênica do inflamassoma NLRP3, o qual é diretamente 

ligado a maturação e secreção da IL-1β (SHIMADA et al., 2020), podendo ser 

esse o seu principal mecanismo antineuroinflamatório. 

As plantas medicinais, além de serem muito exploradas pelo seu 

potencial farmacológico no tratamento de diversas enfermidades, também são 

associadas a baixa toxicidade devido a sua origem natural (SIMÕES et al., 

2010). Entretanto, da mesma maneira que elas podem tratar doenças, elas 

também podem causar danos a órgãos e tecidos (CAMPOS et al., 2016). Por 

isso, foi desenvolvido um estudo de segurança in vitro de uma curva-

concentração do extrato bruto das folhas da espécie em quatro diferentes 

linhagens celulares: células mononucleadas de sangue periférico, fibroblastos 

humanos, macrófagos de murinos e células epiteliais de rim de macaco adulto, 

além de testes de genotoxicidade e potencial hemolítico. 

As concentrações do extrato testadas foram consideradas seguras na 

maioria dos parâmetros analisados, sendo que apenas a maior concentração 

(400 µg/mL) foi capaz de diminuir a viabilidade ou a proliferação celular. 

Nenhuma concentração estudada foi genotóxica ou causou hemólise nas 

condições estudadas. Portanto, sugere-se dizer que esses estudos 

demonstraram que o extrato bruto das folhas da espécie R. ferox possui uma 

potencial atividade antineuroinflamatória e também é seguro nas metodologias 

exploradas. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Em suma, extrato bruto da espécie Randia ferox possui um potencial 

antineuroinflamatório in vitro, visto que ele foi capaz de reverter a proliferação, 

a liberação de óxido nítrico e também as espécies reativas de oxigênio 

induzidas pelo LPS. A concentração de escolha reduziu as citocinas pró 

inflamatórias e aumentou a expressão da anti-inflamatória. Assim como reduziu 

as caspases 3 e 8 e a expressão gênica do inflamassoma NLRP3, sugerindo, 

assim, um possível mecanismo de ação. 

Em relação ao perfil de segurança do extrato, foi possível observar que 

não houve alteração dos parâmetros analisados nas diferentes linhagens 

expostas ao extrato. Além disso, o extrato não foi capaz de induzir danos no 

DNA e hemólise, indicando que apresenta baixa ou ausência de toxicidade nas 

condições do presente estudo. Assim, sugere-se que o extrato bruto das folhas 

de R. ferox pode ser considerado seguro nas análises in vitro e nas linhagens 

testadas. Entretanto, mais avaliações com diferentes metodologias, incluindo 

estudos in vivo, devem ser exploradas para maiores esclarecimentos e 

comprovações. 
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