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RESUMO 

  

As plantas medicinais sempre foram e são de fundamental importância para que o homem 

possa aumentar sua expectativa de vida na terra. Contudo, a busca por plantas que oferecem 

atividades biológicas, as quais se apresentem de forma mais ativa e com reações menos 

rigorosas no organismo, está cada vez maior. Na identificação destas plantas, estão sendo 

cada vez mais usadas técnicas rápidas, simples e baratas como é o caso do bioensaio com 

Artemia salina Leach. Diante disso, o presente trabalho apresenta um estudo biológico 

realizado com extratos e frações de duas espécies da família Melastomataceae: Miconia 

ferruginata e Tibouchina granulosa. No caso da espécie Tibouchina granulosa, das quatro 

amostras testadas duas apresentaram atividade tóxica com DL50 < 1000 µg mL
-1

: fração 

diclorometânica (DL50 = 633,817 µg mL
-1

) e fração hidroalcoólica (DL50 = 695,435 µg mL
-1

). 

Quanto à espécie Miconia ferruginata, tanto o extrato etanólico quanto as frações hexânica, 

diclorometânica e em acetato de etila se mostraram ativas frente ao microcrustáceo com DL50 

= 328,425 µg mL
-1

, 835,941 µg mL
-1

, 571,153 µg mL
-1 

e 502,219 µg mL
-1

, respectivamente. 

 

Palavras-chave: Miconia ferruginata. Tibouchina granulosa. Artemia salina. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

É inegável o quanto o reino vegetal tem contribuído para o desenvolvimento da 

humanidade. Uma das grandes contribuições deste reino para o homem está, sem dúvida, no 

uso plantas como fontes terapêuticas. Estas plantas são utilizadas como agentes naturais de 

fármacos e muitas vezes proporcionam a obtenção de novas substâncias devido à variedade de 

constituintes químicos que apresentam
1
. 

A aplicação de plantas na terapêutica é datada de milhares de anos e abrange 

desde o combate ao câncer até os micro-organismos patogênicos
2
, sendo que a cada dia são 

relatadas na literatura novas moléculas. Estudos revelam que das 250 a 500 mil espécies de 

plantas existentes no planeta apenas 15% foi estudada do ponto de vista fitoquímico e uma 

porcentagem ainda menor sob aspectos biológicos
3
. 

A maioria das drogas encontradas nos últimos 40 anos tem como foco principal a 

prevenção e o tratamento contra o câncer. Isso porque nos países desenvolvidos e nos países 

em desenvolvimento o câncer está entre as três causas mais comuns de morte e morbidade
4
. 

Uma das grandes contribuições que as plantas medicinais, principalmente as ditas 

anticâncer vem proporcionando, é quanto à citotoxicidade apresentada, onde esta se apresenta 

baixa, diminuindo assim os sintomas colaterais
5
. 

Diante disso e de uma procura cada vez maior por produtos naturais 

biologicamente ativos, estão sendo cada vez mais utilizados bioensaios simples e rápidos, os 

quais oferecem vantagens em relação à padronização e controle de qualidade dos produtos 

naturais
6
. 

Estes bioensaios podem envolver desde organismos inferiores, como micro-

organismos e microcrustáceos até ensaios bioquímicos, com enzimas e receptores e cultura de 

células animais e humanos. Deste modo, dentre os ensaios mais citados, estão os que utilizam 

organismos simples, como é o caso do microcrustáceo Artemia salina Leach. Este ensaio é 

considerado um teste que antecede o estudo de extratos e metabólitos com potencial atividade 

biológica
7
. 

O Brasil é considerado o país da megadiversidade, já que apresenta a maior 

diversidade genética do mundo
8
. As plantas dos biomas que possui têm sido utilizadas como 

fármacos naturais pelas populações locais no tratamento de várias doenças tropicais, tais 

como: esquistossomose, leishmaniose, malária e infecções fúngicas e bacterianas
9
.  
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Neste contexto o presente trabalho tem como objetivo avaliar a toxicidade de 

extratos e frações de duas espécies da família Melastomataceae (Miconia ferruginata e 

Tibouchina Granulosa) frente ao microcrustáceo Artemia salina Leach. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Produtos Naturais 

 

Desde tempos imemoriáveis, os recursos naturais - principalmente os de origem 

vegetal - vêm sendo utilizadas pelos homens tanto para melhorarem suas condições de vida 

quanto para aumentarem suas chances de sobrevivência: primeiro na forma de alimentos e 

mais tarde na confecção de roupas e ferramentas além de combustível para o fogo
10

. Através 

da experiência e observação da natureza descobriram que vegetais diferentes apresentavam 

efeitos diferentes e que quando ingeridos, muitas das vezes levaram ao sucesso ou ao 

fracasso, pois às vezes curavam, em outras matavam ou produziam efeitos colaterais 

severos
11

.  

Em relatos históricos sobre plantas medicinais, verifica-se que elas vêm sendo 

utilizadas em praticamente todas as civilizações e que foram os primeiros recursos 

terapêuticos utilizados pelos homens, antes mesmo do aparecimento da escrita. A primeira 

referência escrita sobre o uso de plantas como agentes terapêuticos é encontrada na obra 

chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia”) escrita por volta de 2800 a.C. por Shen Nung
12

. 

No Egito, cerca de 2000 a.C. muitos médicos utilizavam as plantas como 

remédio
4
. No Papiro de Erbers, o qual é uma coleção egípcia que contem 811 prescrições e 

data de cerca de 1500 a.C. foram mencionadas cerca de 700 drogas diferentes, dentre elas: 

drogas vegetais, minerais e animais de várias procedências
13

.  

Na Grécia antiga, o médico Hipócrates (460-377 a.C.) denominado o “Pai da 

Medicina” descreveu inúmeros medicamentos incluindo o uso de vegetais, vinhos e bolores 

para tratamento e cura de doenças genitais
14

.  Dioscórides no começo da Era Cristã, ao 

acompanhar os exércitos romanos na Península Ibérica, no norte da África e na Síria coletou 

importantes informações sobre as plantas dessas regiões. Essas plantas, cerca de 600, foram 

catalogadas, ilustradas e posteriormente publicadas em sua obra “De Matéria Médica”
15

. 

Galeno (129-199 a.C.), considerado o fundador da farmácia, prescrevia produtos 

de origem natural para dores de cabeça, epilepsia, asma, cólicas, febre e até mesmo para 

estados melancólicos
16

. 

A literatura revela que foram as grandes navegações que trouxeram ao mundo 

moderno o grande arsenal terapêutico de origem vegetal até hoje indispensável à medicina, 

sendo que, o início do século XVIII foi um período importante para desenvolvimento dos 
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estudos sobre as plantas medicinais, já que nesta época houve o isolamento das primeiras 

substâncias puras do reino vegetal, como: morfina (1806), quinina e estriquinina (1820)
17

. 

Em 2003, cerca de 25% dos medicamentos prescritos nos países industrializados 

eram originários de plantas e cerca de 120 compostos de origem natural, obtidos a partir de 

cerca de 90 espécies de plantas, são utilizados na terapia moderna
4
. Cerca de 49% das drogas 

desenvolvidas entre 1981 a 2002, foram obtidas a partir de produtos naturais, ou análogos 

semissintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos naturais
18

. 

Um dos grandes motivos que levam os consumidores a utilizarem plantas 

medicinais nos dias atuais vai além da procura por uma melhor qualidade de vida
19

, decorre 

também pelo fato dos medicamentos industrializados apresentarem custos elevados, onde 

devido à crise econômica e a falta de assistência médica e farmacêutica os consumidores 

procuram utilizar produtos naturais
20

. A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 

80% da população mundial não possuem acesso ao atendimento primário em saúde
21

. Na 

América Latina, 50% da população têm pouco ou nenhum acesso aos medicamentos
22

. No 

Brasil, por exemplo, ainda hoje nas regiões mais pobres e até mesmo nas grandes cidades do 

país, plantas medicinais são comercializadas em feiras livres, mercados populares e 

encontradas em quintais residenciais
23

. 

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), o Brasil apresenta a maior 

biodiversidade do planeta, a qual abrange as mais variadas espécies de flora, fauna e micro-

organismos
24

. Em relação à flora, o Brasil apresenta a Floresta Amazônica, a Caatinga o 

Pantanal a Floresta Atlântica e o Cerrado, sendo que os dois últimos estão entre os mais ricos 

e mais ameaçados reservatórios de vida animal e vegetal no planeta
25

. Neste contexto, é fato 

que o Brasil se encontra em uma posição privilegiada, já que os diversos ecossistemas que 

apresenta produzem uma enorme variedade de estruturas químicas que podem ser utilizadas 

para diversos fins, representando uma das mais ricas fontes de novas substâncias bioativas
26

. 

No entanto, diferente dos animais, as plantas não possuem mobilidade, não 

podendo fugir quando atacadas por insetos ou predadores e nem utilizar o sistema 

imunológico quando infectadas por bactérias, fungos e vírus
27

. Por outro lado, a evolução 

dessas plantas resultou no desenvolvimento de diversas estratégias de sobrevivência incluindo 

a produção de substâncias químicas denominadas metabólitos secundários
28

. Diferentemente 

dos metabólitos primários, os quais exercem função essencial para a manutenção da vida dos 

vegetais, ajudando na fotossíntese, respiração e no transporte de solutos, os metabólitos 
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secundários atuam em defesa das plantas. Além disso, podem ser utilizados como importantes 

fontes terapêuticas para o tratamento de várias doenças
26

.
 

Vale ressaltar que as taxas de produção desses metabólitos podem ser alteradas de 

acordo com o ambiente em que a planta se encontra. Alguns dos fatores que alteram a 

produção desses metabólitos são: desenvolvimento e sazonalidade, índice pluviométrico, 

temperatura, nutrientes, radiação ultravioleta e poluição atmosférica
29

.  

Dentre alguns casos de plantas com metabólitos secundários empregados na 

terapêutica, podem ser citadas a vimblastina (1) e a vincristina (2) cujas estruturas estão 

representadas na Figura 2.1. Extraídos da Catharanthus roseus no final dos anos 60, são 

considerados moléculas importantes para o tratamento da leucemia
30

. 

 

Figura 2.1. Estruturas das moléculas de vimblastina e vincristina 
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Outras importantes substâncias extraídas de plantas são a salicilina e a saligenina 

(Figura 2.2), isoladas das cascas de Salix alba e Filipendula ulmaria, respectivamente. Estas 

substâncias apresentam propriedades anti-inflamatórias e analgésicas reconhecidas, o que 

levou à descoberta da aspirina, ( ácido acetilsalicílico)
30

.  
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Figura 2.2. Estrutura das moléculas de salicilina, saligenina, ácido salicílico e ácido 

acetilsalicílico 
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Diante dos dados apresentados anteriormente, observa-se que a natureza, através 

das plantas representa uma farmácia a céu aberto e que nos últimos séculos vem trazendo à 

humanidade enormes contribuições. 

 

2.2. Família Melastomataceae 

 

Considerada umas das maiores representantes da flora neotropical, a família 

Melastomataceae, pertencente à ordem Myrtales, é formada por aproximadamente 166 

gêneros que incluem 4200-4500 espécies
31

. Na América tropical, a família está representada 

por aproximadamente 3000 espécies, distribuídas em 100 gêneros, sendo Miconia o maior 

gênero da família, com cerca de 1000 espécies
32

. 

No Brasil, essa família pode ser encontrada desde a região Amazônica até o Rio 

Grande do Sul. Grande diversidade de hábitos, desde herbáceo até arbustivo, ocorrendo muito 

comumente espécies arbóreas, e mais raramente trepadeiras e epífitas, que permitem a 

ocupação de ambientes distintos e diversificados. A família encontra-se bem representada nas 

formações rupestres do Brasil com alguns gêneros restritos a determinadas regiões. Os seus 

representantes são prontamente reconhecidos, principalmente, pelas folhas decussadas com 

nervação acródroma, estames geralmente falciformes e anteras poricidas
33

. Quimicamente, a 

família Melastomataceae se destaca pela presença de ácidos graxos, triterpenóides, 

flavonóides e taninos 
34

. 

Dentre o uso terapêutico desta família encontra-se, principalmente: ação contra 

erisipela, vermes intestinais, leucorréia, ulcerações, palpitações, males dos rins e bexiga, 

escabiose, dermatoses, eupepsia, reumatismo, resfriado, febre, infecções vaginais, hematúria, 

insônia, dores de garganta, dores de cabeça
35

, dor de dente
36

 e também indicada como 
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cicatrizante e antiséptica
37

. In vitro foram observadas as atividades: antibacteriana
38

, efeito 

antinociceptivo
39

, tripanocidal e analgésica
40

, antiviral e citotóxica
41

, anticolinesterásica
42

, 

anti-inflamatória
43

, mutagênica
44

, protetora da mucosa gástrica 
45

. 

 

2.3. Gênero Miconia 

 

O gênero Miconia é um dos maiores representantes da família Melastomataceae, 

contando com aproximadamente 1000 espécies, as quais se distribuem ao longo da América 

tropical. No Brasil este gênero é representado por cerca de 250 espécies
46

. 

Apesar do gênero ainda ser pouco conhecido em relação ao seu potencial químico, 

estudos mostram que suas espécies apresentam possibilidades para o isolamento de 

substâncias com potencial biológico.  

Estudos realizados com Miconia albicans permitiram o isolamento e a 

identificação estrutural de dois triterpenos: ácido ursólico e oleanólico (Figura 2.3), os quais 

estavam presentes no extrato bruto. Estes dois triterpenos apresentaram atividade biológica 

contra as formas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
47

. 

 

Figura 2.3. Estruturas químicas do ácido oleanólico e ursólico isolados de Miconia albicans 
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Estudos realizados com o ácido ursólico relatam que este triterpeno tem 

apresentado atividades antioxidantes 
48

. 

Na China, em 1995, foi realizado um estudo acerca do emprego do ácido 

oleanólico para o tratamento de doenças hepáticas, incluindo hepatite aguda e crônica, dentre 

outras. O estudo revelou que este ácido apresentou atividade hepatoprotetora, diminuindo a 
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necrose de células parenquimatosas do fígado, fibrose, prevenção da cirrose crônica e 

intensificação da regeneração do fígado
49

.  

Também foram descritas atividades antiparasitárias contra espécies de 

Plasmodium falciparum
50

, Trypanosoma sp
40

, Leishmania
51

, atividade biológica contra 

Mycobacterium tuberculosis
52

 potencial atividade antiviral contra HIV
53

 e antifertilidade
54

.  

Estes dois triterpenos ácidos podem atuar em vários estágios no desenvolvimento 

de tumores, sendo: inibição da tumorigênese, inibição na produção do tumor e indução da 

diferenciação da célula tumoral, inibição efetiva da invasão de células tumorais e metástase
53

. 

Podem induzir a apoptose em células tumorais além de prevenirem a transformação maligna 

das células normais
55

. 

Além das inúmeras atividades biológicas citadas anteriormente, um estudo 

realizado com o ácido ursólico demonstrou ainda que este triterpeno contribui de forma 

significativa para a formação do tecido ósseo. Isso ocorre porque este ácido possui potencial 

anabólico, o que acaba por estimular a diferenciação de osteoblastos, contribuindo assim para 

a formação óssea
56

. 

Recentemente, um estudo fitoquímico realizado com Miconia ferruginata (Figura 

2.4) levou ao isolamento e identificação de sete metabólitos secundários. 

 

 

Figura 2.4. Foto de Miconia Ferruginata 
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Das substâncias encontradas nesta espécie, dois são triterpenos: ácido ursólico e 

ácido oleanólico (Figura 2.3), dois esteróides (-sitosterol e estigmasterol) e três flavonóides 

(5,7,4’-trihidroxi-6,8-dimetilflavona, 5,6,7’- trihidroxi-4’-metoxiflavona e 5- hidroxi-7,4’-

dimetoxi-8-metilflavona) (Figura 2.5)
57

 

 

Figura 2.5. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Miconia ferruginata 
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Algumas das substâncias isoladas de Miconia ferruginata foram testadas frente às 

catepsinas B e K. Também foram realizados testes de citotoxidade in vitro frente a três 

linhagens cancerígenas: MDA-MB-435 (melanoma), HCT-8 (cólon) e SF-295 (SNC). Quanto 
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às catepsinas B e K, estas estão relacionadas aos processos cancerígenos e às doenças ósseas, 

respectivamente
57

.  

De Miconia lepidota foram isolados duas benzoquinonas
58

 (Figura 2.6). 

 

Figura 2.6. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Miconia lepidota 
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A partir da espécie de Miconia rubiginosa foram isolados quatro triterpenos: o 

ácido oleanólico e o ácido ursólico, os quais estão representados na Figura 2.3 , a α-amirina e 

a β-amirina representados na Figura 2.7. Também foram isoladas a epicatequina, o ácido 

gálico, o lupeol (Figura 2.7) e o - sitosterol
59 

representado na (Figura 2.5). Desta espécie 

isolou-se também seis flavonóides glicosilados: quercetina-3-O-α-ramnopiranosídeo, 

quercetina-3-O-α-arabinopiranosídeo, quercetina-3-O-α-arabinopiranosídeo, quercetina-3-O-

β-arabinopiranosídeo, quercetina-3-O-β-galactopiranosídeo e quercetina-3-O-α-

ramnopiranosídeo-(1     4)-O-β-galactopiranosídeo
60

. 
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Figura 2.7. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Miconia rubiginosa 
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Os extratos hexânico, diclorometânico e etanólico desta espécie mostraram efeitos 

analgésicos significativos. Além disso, a avaliação da atividade antimicrobiana utilizando a 

técnica de difusão de poço realizada frente aos micro-organismos Staphylococus aureus, 

Staphylococus saprophyticus, Shigella flexneri, Klebsiella pneuminiae, Streptococcus 

agalactine e Candida albicans mostrou que os extratos etanólicos foram os mais ativos
34

. O 

fracionamento do extrato diclorometânico levou ao isolamento dos ácidos ursólico e 

oleanólico (Figura 2.3) como componentes majoritários. 

De Miconia stenostachya foram isolados dois triterpenos
61

, cujas estruturas 

químicas estão representadas na Figura 2.8. Os extratos hexânico, diclorometânico e etanólico 

de Miconia stenostachya também foram avaliados quanto à atividade antimicrobiana frente 

aos micro-organismos Staphylococus aureus, Staphylococus saprophyticus, Shigella flexneri, 

Klebsiella pneuminiae, Streptococcus agalactine e Candida albicans. No entanto, os extratos 

demonstraram atividade apenas frente ao micro-organismo Candida albicans
34

. 
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Figura 2.8. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Miconia stenostachya 
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2.4. Gênero Tibouchina 

 

O gênero Tibouchina está distribuído em regiões tropicais e subtropicais das 

Américas e conta com cerca de 350 espécies
62

. É um gênero neotropical concentrado 

especialmente no sudeste do Brasil estendendo-se desde o México e as Antilhas até o norte da 

Argentina
63

. Apresenta espécies arbóreas e arbustivas que são popularmente conhecidas como 

quaresmeiras ou manacás e geralmente apresentam como único recurso para seus visitantes, o 

pólen
64

. Algumas espécies, no entanto, produzem néctar
65 

sendo visitados por abelhas, 

pássaros, morcegos e roedores
66

.  

O gênero Tibouchina apresenta valor econômico já que suas espécies possuem 

flores elegantes e com colorações chamativas, podendo ser utilizadas na ornamentação de 

praças e parques. A Figura 2.9 apresenta a foto de uma espécie pertencente ao gênero 

Tibouchina. 
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           Figura 2.9. Foto de Tibouchina granulosa   

 

 

 Os poucos estudos realizados com as algumas espécies de Tibouchina mostram 

que já foi possível isolar algumas substâncias. Estes estudos evidenciam a presença de 

taninos
67, 68, 69

, flavonóides
70, 71

, benzoquinonas
72

, e de antocianinas
73, 74

. Além disso, os 

compostos isolados dos extratos brutos de Tibouchina têm apresentado atividade 

antifúngica
71

, antioxidante
75, 76

 e antimicrobiana
70, 77

. 

Em 2011, um estudo fitoquímico realizado pela primeira vez com Tibouchina 

candolleana permitiu a identificação de sete substâncias, das quais apenas quatro foram 

isoladas. Do extrato n-hexânico foi possível identificar três substâncias: β-sistosterol (Figura 

2.5), β-amirina e α-amirina (Figura 2.7). O fracionamento do extrato etanólico levou ao 

isolamento e identificação de dois flavonóides: a luteolina e a genisteína (Figura 2.10). O 

extrato em cloreto de metileno revelou a presença de uma mistura entre dois ácidos: ácido 

ursólico e ácido oleanólico (Figura 2.3). Posteriormente, as substâncias isoladas e os extratos 

n-hexânico, cloreto de metileno e etanólico foram submetidos a testes antimicrobianos 

utilizando bactérias endodônticas. Os ácidos ursólico e oleanólico foram os que mostraram 

maior atividade frente às bactérias
70

. 
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Figura 2.10. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Tibouchina candolleana 
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Os extratos n-hexânico, diclorometânico e etanólico da espécie vegetal 

Tibouchina stenoscarpa foram avaliados quanto à  atividades antimicrobianas frente a alguns 

micro-organismos bucais. Os micro-organismos utilizados no estudo da atividade 

antimicrobiana foram: Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus salivarius 

(ATCC 25975), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556), Streptococcus mitis (ATCC 49456), 

Streptococcus sobrinus (ATCC 33478), Enterococcus faecalis (ATCC 4082) e Lactobacillus 

casei (ATCC 11578). O extrato em diclorometano foi o que demonstrou maior inibição frente 

aos micro-organismos testados
77

. 

Um estudo realizado com Tibouchina grandifolia, a qual é popularmente 

conhecida como “orelha de onça” e cujo chá é usado para a cicatrização de feridas, levou ao 

isolamento de nove substâncias (Figura 2.11). As substâncias isoladas foram: (1) ácido 

protocatéurico, (2) ácido gálico, (3) quercetina-3-O-β-D-glicuronídeo, (4) quercetina-3-O-β-

D-glicopiranosídeo, (5) quercetina-3-O-β-D-galactopiranosídeo, (6) quercetina-3-O-α-L-

ramnopiranosídeo, (7) quercetina-3-O-β-L-arapiranosídeo, (8) quercetina-3-O-β-D-(6”-E-p-

cumaroil)-glicopiranosídeo e a quercetina (9)
71

. 
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Figura 2.11. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Tibouchina grandifolia 
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As substâncias isoladas foram investigadas quanto à atividade antifúngica frente 

ao fungo Cladosporium cucumerinum. O bioensaio demonstrou que as substâncias 6 e 8 se 

mostraram ativas em concentrações de 100μg e 50μg
71

. 

Na busca por agentes anticancerígenos naturais, foi identificado, no tronco de 

Tibouchina pulchra a 2,6-dimetoxibenzoquinona
72

 cuja estrutura esta demonstrada na Figura 

2.12.  

 

         Figura 2.12. Estrutura química da substância isolada de Tibouchina pulchra 

OCH3H3CO
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2,6-dimetoxibenzoquinona
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Tibouchina semidecandra é um arbusto que apresenta flores roxas escuras e 

cresce em áreas geladas ao redor do mundo. Esta espécie apresenta potencial para extração de 

corantes naturais e é tradicionalmente usada tanto para fins medicinais quanto para fins 

alimentares
74

. O principal pigmento da flor é a antocianina, que é solúvel em água e não 

tóxica. Há relatos que evidenciam o uso seguro dessa substância como suplementos 

alimentares
78

.
 

Esta espécie é rica em taninos, principalmente em taninos oligoméricos 

hidrolisáveis. Um estudo fotoquímico realizado com folhas de Tibouchina semidecandra 

COGN levou à elucidação da estrutura e ao isolamento de alguns taninos hidrolisáveis. Foram 

isolados os dímeros nobotaninos A e F, o monômero nobotanino D e a casuarictina, cujas 

estruturas estão representadas nas figuras 2.13 e 2.14, respectivamente
69

. 

 

Figura 2.13. Estruturas químicas dos nobotaninos A, D e F isolados de Tibouchina 

semidecandra COGN
 

OH

OHOHHOHO

HO

CO CO

O

O

O
R'O

OCH2
R"

R= OH, R'=H, R"=G nobotanino D

 CO

O

CO

COO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

HO

 OH

CO CO

OH

OHOH

HO

CO CO

OHHO

HO
HO OH

OHHO

O

 

OCH2

CO OH

OH

OH

O
O

O

OH

OH

OH

OCO

O
OCH2

O
O

R

R

OH

OH

OH

CO-G =

R = OH    nobotanino A

R = (   )-OG   nobotanino F 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

 
 

Figura 2.14. Estrutura química da casuaractina isolada de Tibouchina semidecandra COGN 
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Uma análise mais aprofundada do extrato das folhas desta planta resultou no 

isolamento de um dímero chamado de nobotanino B (Figura 2.15) e de um trímero de 

estrutura relacionada, o nobotanino E
69 

o qual está representado na Figura 2.16. 
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Figura 2.15. Estrutura química do nobotanino B isolado de Tibouchina semidecandra COGN 
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Figura 2.16. Estrutura química do nobotanino E isolado de Tibouchina semidecandra COGN 
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Em outro estudo, realizado como extrato aquoso acetônico das folhas de 

Tibouchina semidecandra, novos taninos chamados de nobotanino L, M e N (Figura 2.17) 

foram isolados
67

. 
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Figura 2.17. Estruturas químicas dos nobotaninos L, M e N isolados de Tibouchina 

semidecandra 
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Em 2010 foi realizado estudo fitoquímico com as folhas secas e as cascas do caule 

de Tibouchina semidecandra L e pela primeira vez avaliou-se a bioatividade desta planta. A 

partir do extrato em acetato de etila das folhas foi possível identificar quatro flavonóides: a 

quercetina, a qual já foi identificada nos extratos de Tibouchina grandifolia (Figura 2.11), 

aquercetina3-O-α-L-(2”-O-acetil) arabinofuranosida, aviculariana e a quercitrina (Figura 

2.18). Dos extratos da casca do caule foi isolado o ácido elágico3,3’-O-dimetil-4-O-α- L-

ramnopiranosídeo (Figura 2.18)
69

. Sendo que este último, juntamente com quercetina 3-O-α-
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L-(2”-O-acetil) arabinofuranosida e a quercitrina foram isolados pela vez a partir desta 

espécie
75

. 

 

Figura 2.18. Estruturas químicas das substâncias isoladas de Tibouchina semidecandra L 
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Os ensaios biológicos mostraram que os polifenóis isolados e o extrato de acetato 

de etila possuem fortes capacidades antioxidantes, indicando que a quercetina foi a que 

apresentou maior capacidade antioxidante
75

. 

De Tibouchina multiflora foram isolados dois taninos hidrolisáveis: o nobotanino 

O e o nobotanino P
68

, os quais estão representados nas Figuras 2.19 e 2.20, respectivamente. 
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Figura 2.19. Estrutura química do no botanino O isolado de Tibouchina multiflora 
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Figura 2.20. Estrutura química do nobotanino P isolado de Tibouchina multiflora 
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2.5. Ensaio de Letalidade com Artemia salina Leach 

 

Artemia salina é um microcrustáceo da ordem Anostraca que vive em água 

salgada e serve como alimento vivo para peixes
79

. Esta espécie tem a habilidade de produzir 

cistos e náuplios. Os cistos apresentam diâmetro médio de 250 µm, podem ser armazenados a 

seco, suportando o vácuo. Os náuplios recém-eclodidos possuem 450 µm de comprimento e 

uma artêmia adulta possui corpo alongado, medindo cerca de 10 mm de comprimento
80

. 

Os ovos de A. salina Leach são comercializados em lojas de animais a um baixo 

custo e quando colocados em água marinha eclodem dentro de 48h gerando quantidade de 

larvas para o uso experimental
6
. 

 

Figura 2.21. Foto do  microcrustáceo de água salgada Artemia salina
81

 

 

 

Em geral, os compostos bioativos são tóxicos às larvas de A. salina. Assim, a 

letalidade a este microcrustáceo pode ser utilizada como um teste preliminar rápido e simples 

durante o isolamento de produtos naturais
82

.  

Há na literatura diversos trabalhos que apresentam uma boa correlação entre os 

ensaios de toxicidade a esta espécie e distintas atividades biológicas, tais como, antifúngica, 

antiviral, antimicrobiana, parasiticida, antitumoral, tripanossomicida, dentre outras 
83

. 
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Uma das principais metodologias empregadas nos testes de Artemia salina para 

avaliação de extratos e frações de produtos naturais é a que foi proposta por Meyer em 1982.  

Esta metodologia é avaliada tanto como uma das mais citadas e usadas quanto a mais utilizada 

para adaptações. Pode ser considerada uma referência para estabelecer uma correlação entre a 

atividade tóxica sobre a Artemia salina e o ensaio de atividade antitumoral
 84

. 

Meyer e seus colaboradores estabeleceram uma relação entre o grau de toxicidade 

e a dose letal média, DL50, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de Artemia salina. 

Desde então, considera-se que quando são verificados valores acima de 1000 μg mL
-1

, estas 

são consideradas atóxicas e quando menor que 1000 μg mL
-1

 são consideradas tóxicas
85

. 

Estudo realizado no litoral catarinense com 19 espécies de algas marinhas 

pertencentes aos filos Chlorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta mostrou que 25 dos 26 extratos 

etanólicos testados frente à Artemia salina apresentaram toxicidade em pelo menos uma das 

concentrações testadas
86

. 

O teste de letalidade em Artemia salina L. também foi utilizado para avaliar a 

citotoxicidade do extrato hidroalcóolico obtido das folhas de Turnera ulmifolia L. 

(Turneraceae), a qual é uma erva nativa da América Tropical. O ensaio mostrou que o extrato 

testado apresentou atividade quando testados frente às larvas, sendo a DL50 igual a 224,56 μg 

mL
-1  87

. 

Além de correlacionar a atividade tóxica sobre o microcrustáceo e o ensaio de 

atividade antitumoral, esta metodologia ainda tem sido empregada como bioindicadora e 

biomonitora da qualidade da água, como por exemplo, na determinação da citotoxicidade de 

pesticidas organofosforados
88

. 

Portanto, o ensaio de letalidade em Artemia salina mostra-se como uma 

ferramenta útil e versátil. Primeiro porque pode ser utilizada na avaliação e fracionamento 

monitorado para bioatividades, podendo levar ao isolamento de diversos produtos naturais, 

incluindo várias classes, tais como flavonóides, triterpenos, esteróis e compostos aromáticos 

simples, poupado a necessidade de ensaios antitumorais caros ou em animais. Segundo, 

porque este ensaio, segundo a literatura, está sendo utilizado em várias outras atividades 

biológicas confirmando assim a sua sensibilidade e versatilidade em estudos de toxicidade
84

. 
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

3.1. Coleta do material botânico 

 

As folhas de Miconia ferruginata e de Tibouchina granulosa foram coletadas, 

respectivamente, nos meses de janeiro e fevereiro de 2013. Sendo que as folhas de Tibouchina 

granulosa foram coletadas na zona urbana da cidade de Anápolis-GO e as folhas de Miconia 

ferruginata foram coletadas no campus da Universidade Estadual de Goiás (UEG) também 

localizado na cidade de Anápolis. 

 

3.2. Obtenção dos extratos brutos  

 

O material vegetal foi seco em temperatura ambiente e pulverizado em moinho 

Willey. A extração do material moído foi realizada por percolação em etanol à temperatura 

ambiente, seguida pela evaporação do solvente em banho-maria a 60°C, obtendo-se os 

extratos brutos, conforme representado na Figura 3.1. 

 

   Figura 3.1. Obtenção dos extratos de M. ferruginata e T. granulosa 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

  

 

 

 

3.3. Fracionamento dos extratos e obtenção das frações 

 

Os extratos etanólicos de Miconia ferruginata e Tibouchina granulosa foram 

fracionados através de partição líquido-líquido, utilizando-se solventes em ordem crescente de 

Material vegetal 

seco e moído 

Concentração

do solvente 

 

EXTRATO 

Filtração 

Percolação com 

solvente por 5 dias 

“Torta” 
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polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila. Após o fracionamento, os solventes 

foram evaporados em temperatura de aproximadamente 50ºC, originando as frações 

hexânicas, diclorometânicas, acetato de etila e  hidroalcoólica, conforme representado na  

Figura 3.2 . 

 

Figura 3.2. Metodologia utilizada no fracionamento dos extratos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4. Preparação das amostras e ensaio de Letalidade em Artemia salina Leach. 

 

O ensaio de letalilidade em Artemia salina Leach foi realizado de acordo com a 

metologia descrita po Meyer (1982), com algumas modificações. 

A execução deste teste se deu conforme a Figura 4.2. Os cistos de Artemia salina 

foram colocados para eclodir em uma solução de água e sal marinhoà uma concentração de 40 

g/L.A soluçãosalina (pH 8-9) foi filtrada, sendo que 1L foi utilizado para a eclosão dos ovos 

(100 mg) e o restante  utilizada para preparo das diluições das amostras a serem testadas. A 

eclosão dos ovos se deu em temperatura ambiente  e sob luz de 100 W por um período de 48h. 

No preparo das soluções a serem testadas foram utilizados 40 mg de todas as 

EXTRATO (15g) 

FRAÇÃO       

HEXÂNICA 
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FRAÇÃO 
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 Extração com AcOEt 
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FRAÇÃO 

 ACETATO DE ETILA  
FRAÇÃO 
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amostras, os quais foram transferidos para balões de 10 mL. Devido a baixa solubilidade em 

água salina, foram adicionados em cada amostra 1,5 mL de DMSO e 3 mL  de Tween 80 a 

5%. A partir da solução preparada anteriormente (40 mg mL
-1

) foram realizadas diluições para  

tubos de  ensaio de 10 mL de forma a obter as seguites concentrações: 1040 µg mL
-1

, 520 µg 

mL
-1

, 260 µg mL
-1 

e 130 µg mL
-1

. O controle negativo (0 mg mL
-1

) foi preparado utilizando 

apenas água salina e os reagentes utlizados na solubilização das amostras. Vale lembrar que o 

teste foi realizado em  triplicata. 

Após o preparo das soluções, 10 náuplios foram coletados com uma micropipeta e 

transferidos para os tubos nos quais estavam presentes os extratos e frações nas diferentes 

concentrações. Os tubos foram deixados em temperatura ambiente por 24 horas. Passado este 

período, estes foram analisados para registrar a quantidade de larvas vivas. O número de 

larvas vivas em relação ao aumento da concentração dos extratos e frações foram utilizados 

para calcular os valores da DL50. 

 

 

Figura 3.3. Esquema de preparação e execução do teste de Letalidade em Artemia salina 

Leach (adaptado)
89

. 
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3.5. Cálculo dos valores de DL50  

 

A obtenção da dose que causa letalidade de 50% dos náuplios (DL50) foi feita por 

cálculos do método PROBIT de análise, através do software estatístico com 95% de 

confiança. 

“O probit é um método que estima com eficiência a dose letal de um indivíduo a 

50% (DL50) [...] Estima doses críticas em ensaios de dose-resposta, onde uma 

determinada droga é administrada em k diferentes doses (níveis), d1, d2, . . ., dk em, 

respectivamente, m1,m2,. . ., mk indivíduos, obtendo-se como resposta, após um 

período especificado, y1, y2, . . .,yk indivíduos que mudam de estado (ocorrência de 

um sucesso, por exemplo, morte).Neste tipo de ensaio uma amostra com indivíduos 

de uma mesma espécie é selecionada. Tal amostra é dividida em k grupos, cada um 

com mi indivíduos, i = 1, 2, . . . , k. Cada dose é aplicada a cada grupo e o número 

de sucessos por grupo (morte do indivíduo, por exemplo) é contado.Uma 

informação que é de interesse prático em experimentos de dose-resposta é a medida 

de Susceptibilidade ou Tolerância de uma unidade experimental ao tratamento a que 

ela foi submetida.Esta tolerância pode ser entendida como o valor crítico que o 

tratamento assume no limiar entre sucesso ou fracasso do ensaio, por exemplo, nos 

experimentos de dose-resposta, ela pode ser entendida como a menor dose possível 

para matar um determinado indivíduo, ou seja, a dose letal (lethal dose - DL) do 

indivíduo.Esta Tolerância é uma variável aleatória contínua que não pode ser 

medida diretamente. O que pesquisador tem em mãos são as proporções de sucessos 

(ou fracassos) para cada grupo do qual foi submetido o tratamento”
90. 

 
 

Sendo assim, diante dos valores da DL50 obtidos através deste método, as 

substâncias testadas em diferentes concentrações serão classificadas tóxicas quando a DL50 for 

menor que 1000 µg mL
-1 

e não tóxicas quando a DL50 for maior que 1000 µg mL
-1 85

. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

4.1. Resultados da extração 

  

Os extratos brutos etanólicos das folhas de M. ferruginata e T. granulosa foram 

obtidos conforme o procedimento 3.1 descrito na página 36. A Tabela 4.1 apresenta as 

quantidades de extratos brutos obtidos. 

 

Tabela 4.1. Massa de material vegetal e quantidade de extrato obtido das folhas M. 

ferruginata e T. granulosa 

Material Vegetal 

Seco (g) 
Solvente 

Massa de extrato 

obtida (g) 

Massa de extrato 

obtida (%) 
Código 

M. ferruginata (935,22) Etanol 23,41 2,5 MFFE 

T. granulosa (870,65) Etanol 23,89 2,7 TGFE 

M = Miconia; F = ferruginata; T = Tibouchina; G = granulosa; F = folha; E = etanol. 
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4.2. Resultados do fracionamento dos extratos brutos através da partição líquido-líquido 

 

A tabela 4.2 descreve a quantidade inicial dos extratos brutos etanólicos das 

folhas de M. ferruginata e T. granulosa utilizados na partição líquido-líquido, bem como o 

rendimento das frações hexânicas, diclorometânicas, em acetato de etila e das frações 

hidroalcoólicas após a partição. 

 

Tabela 4.2. Massas obtidas da partição líquido-líquido dos extratos brutos de Miconia 

ferruginata e Tibouchina granulosa. 

Extrato (g) Solvente 
Massa das frações 

obtidas (g) 

Massa das frações 

obtidas (%) 
Código 

Hexano 0, 5128 3,4 MFFE-H 

M. ferruginata (15) Diclorometano 0, 6163 4,1 MFFE-D 

Acetato de etila 0,4569 3,0 MFFE-A 

 Resíduo aquoso 0,738 4,9 MFFEW 

 Hexano 0, 6839 4,5 TGFE-H 

T. granulosa (15) Diclorometano 1, 00 6,6 TGFE-D 

Acetato de etila 1, 4742 9,8 TGFE-A 

 Resíduo aquoso 2, 1661 14,4 TGFE-W 
M = Miconia; F = ferruginata; T = Tibouchina; G = granulosa F = folha; E = etanol; H = hexano;  

D = diclorometano; A = acetato de etila; W = água 

 

 

4.3 Avaliação da atividade tóxica de extratos e frações de Miconia ferruginata. 

 

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustáceo A. salina foi realizado com 

quatro amostras da espécie Miconia ferruginata: MFFE, MFFE-H, MFFE-D e MFFE-A. 

Conforme demonstrado na Tabela 4.3, observa-se que tanto o extrato bruto quanto 

as frações de Miconia ferruginata apresentaram DL50< 1000 µg mL
-1

. 

 

Tabela 4.3. Avaliação da toxicidade em A. salina Leach (DL50) de extratos e frações obtidos 

de Miconia ferruginata e seus respectivos limites do intervalo de confiança de 95%. 

  
Amostras 

DL50 (µg mL
-1

) 
Intervalo de confiança 95% 

Limite inferior Limite superior 

MFFE  328, 425 225, 920 430, 924 

MFFE-H  835, 941  712, 773 959, 1095 

MFFE-D  571, 153  360, 937 781, 370 

MFFE-A  502, 219  376, 825 627, 612 

M = Miconia; F = ferruginata; F = folha; E = etanol; H = hexano; D = diclorometano; A = acetato de etila. 
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Meyer e seus colaboradores (1982) estabeleceram uma classificação na qual, 

amostras que apresentam DL50 > 1000 µg mL
-1

 são consideradas atóxicas e amostras que DL50 

< 1000 µg mL
-1

 são considerados tóxicas frente ao microcrustáceo A. salina. Também 

descreveram que o bioensaio com A. salina não é um ensaio específico para esta ou aquela 

atividade biológica. Outras correlações utilizando o microcrustáceo A. salina já foram 

determinadas, como é o caso de bioensaios para determinação de atividades inseticidas
84 

e 

para determinação anti-tripanossoma 
9
.  

De acordo com Mclaughlin (1998), existe uma correlação entre a toxicidade sobre 

os microcrustáceos A. salina e células tumorais humanas
6.  

Assim, os resultados obtidos para os extratos e frações de M. ferruginata 

demonstraram que além da atividade antitumoral as substâncias isoladas a partir desta espécie 

possam também apresentar outras atividades biológicas, já que os valores da DL50 evidenciam 

que todas as amostras testadas apresentaram toxicidade sobre as larvas de Artemia salina.
 

 Diante disso, vale ressaltar que na literatura consultada não foram encontrados 

estudos que tenham verificado a toxicidade da espécie Miconia ferruginata em A. salina. No 

entanto, um estudo realizado com a espécie Miconia ferruginata o extrato bruto etanólico e as 

frações hexânica, diclorometânica e acetato de etila foram submetidos a ensaios de inibição 

enzimática (in vitro) das catepsinas B e K. Os resultados mostraram que todas as amostras, 

exeto a fração hexânica, inibiram mais de 75% das enzimas
57

. 

No mesmo estudo foi avaliada a citotoxicidade in vitro da mistura isomérica dos 

ácidos ursólico e oleanólico, isolada da fração hexânica de M. ferruginata, bem como da 

mistura dos derivados semi-sintéticos ursolato e oleanolato de metila. A citoxicidade das 

amostras frente a três linhagens MDA-MB-435 (melanoma), HCT- 8 (cólon) e SF-295 

(sistema nervoso central) estão representadas na Tabela 4.4. 

 

Tabela 4.4. Porcentagem de inibição dos triterpenos nas formas ácida e metilada. 

Amostra 

 

Linhagem celular  

MDA-MB-435 HCT- 8 SF-295 

Ácido ursólico e ácido oleanólico 15,08% 40,59% 32,98% 

Ursolato e oleanolato de metila  98,10% 98,57% 69,89% 

Fonte: 
57
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Levando em consideração que valores maiores que 90% são relevantes quanto à 

inibição do crescimento tumoral, pode-se concluir que a forma metilada apresentou maior 

citotoxicidade frente às linhagens testadas do que a forma ácida. 

 

4.4 Avaliação da atividade tóxica de extratos e frações de Tibouchina granulosa. 

 

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustáceo A. salina foi realizado com 

quatro amostras da espécie Tibouchina granulosa: TGFE, TGFE-D, TGFE-A e TGFE-W. 

Conforme a Tabela 4.5, observa-se que das quatro amostras testadas duas 

apresentaram resultados significativos, DL50 < 1000 µg mL
-1

, e duas apresentaram alta 

toxicidade frente a  A. salina. 

 

Tabela 4.5. Avaliação da toxicidade em A. salina Leach (DL50) de extratos e frações obtidos 

de Tibouchina granulosa e seus respectivos intervalos de confiança de 95%. 

 
Amostras DL50 (µg mL

-1
) 

Intervalo de confiança 95% 

Limite inferior Limite superior 

TGFE  1096, 515  972, 551 1220, 479 

TGFE – D  633, 817  488, 202 779, 432 

TGFE – A  1331, 549  763, 104 1899,99 

TGFE – W  695, 435  583, 671 807, 180 

 T = Tibouchina; G = granulosa; F = folha; E = etanol; D = diclorometano; A = acetato de etila; W = água 

 

Também não foram encontrados na literatura estudos realizados com a espécie 

Tibouchina granulosa frente à microcrustáceos de Artemia salina Leach. No entanto, estudos 

realizados com algumas espécies deste gênero têm demonstrado atividades biológicas tais 

como: antimicrobiana, como é caso de Tibouchina stenoscarpa
77

, antifúngica, como é o caso 

de Tibouchina grandifolia
71 

e antioxidantes como é o caso da espécie Tibouchina 

semidecandra L
75

. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A avaliação da atividade tóxica das espécies M. ferruginata e T. granulosa frente 

ao microcrustáceo Artemia salina Leach corroboraram para o fato de que esta é realmente 

uma técnica muito sensível. 

O teste demonstrou que o extrato etanólico e as frações hexânica, diclorometânica 

e em acetato de etila da espécie M. ferruginata se mostraram ativas frente ao microcrustáceo 

A. salina Leach já que apresentaram DL50 < 1000 µg mL
-1

. 

Quanto à espécie Tibouchina granulosa foi observado que das quatro amostras 

testadas, duas apresentaram toxicidade frente ao microcrustáceo, como foi o caso da fração 

diclorometânica e da fração hidroalcoólica. As outras duas amostras, extrato etanólico e a 

fração em acetato de etila não apresentaram toxicidade frente ao microscrustáceo A. salina 

Leach.  

Sendo assim, torna-se possível a realização de estudos mais aprofundados em 

relação às espécies estudadas, já que apresentaram toxicidade frente ao microcrustáceo A. 

salina Leach. 
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