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RESUMO: Plantas medicinais sao utilizadas para o tratamento de doencas
por grande parte da populagdo, sendo importante estudar suas propriedades,
no sentido de verificar a seguranga de seu uso bem como para descobrir no-
vas moléculas com potencial aplicagdo na industria farmacéutica. O género
Erythroxylum compreende espécies que apresentam metabolitos secundarios de
interesse medicinal, incluindo E. deciduum St. Hil, conhecida como “cocdo”.
O objetivo desse trabalho foi investigar o potencial antioxidante do extrato
metanolico de E. deciduum, in vitro ¢ in vivo. No ensaio in vitro, realizado
pelo método do DPPH, o extrato apresentou IC, de 10 pg.mL"'. Para a ava-
liagdo in vivo, linhagens de Saccharomyces cerevisiae (selvagem e mutantes
cttlA, cttiAsodIA, sod2A e sodI Asod2A) foram pré-tratadas com o extrato e
submetidas a estresse induzido por peréxido de hidrogénio (H,0,). O extrato
metanolico de E. deciduum nio foi citotdoxico para as linhagens avaliadas,
exceto em concentragdes acima de 600 ug.mL"! para a mutante sodIAsod2A.
Para as células selvagens, o extrato ndo teve efeito protetor contra o H,0,. O
extrato aumentou em cerca de 30% a sobrevivéncia da mutante ctt/A apds o
tratamento com H,O,, quando usado na concentragdo de 900 pg.mL". Para
as demais linhagens mutantes, ndo foi observada protegao.

Palavras-chave: E. deciduum. Coc@o. Saccharomyces cerevisiae. Planta
medicinal. Estresse oxidativo.

ABSTRACT : Medical plants are used to disease treatment by a broad part
of population, so it is important to study their properties in the sense of ensure
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their security use as well to discovery new molecules with potential applica-
tion in pharmaceutical industry. The Erythroxylum genus covers species that
have secondary metabolites of medical interesting, including E. deciduum St.
Hil, popularly named “coc@o”. The objective of this work was investigated
the antioxidant potential of methanolic extract from E. deciduum, in vitro
and in vivo. In the in vitro assay, performed by DPPH method, the extract
presented CL  of 10 pg.mL"". To the in vivo assays, Saccharomyces cerevisiae
strains (wild type and cttI A, cttl1AsodIA, sod2A e sodl Asod2A mutants) were
pre-treated with the extract and then subjected to H,O,- induced stress. The
methanolic extract of E. deciduum was not cytotoxic to the analyzed strains,
as exception to the sod1Asod2A mutant at concentrations upper 600 ug.mL".
The extract was not able to protect wild type strain against hydrogen peroxide
(H,0,) stress. The extract increased survival of the c#¢/A mutant about 30%
after H O, treatment, when used at 900 pg.mL"'. To the remaining mutants
no protection was observed.

Keywords: E. deciduum. Cocdo. Saccharomyces cerevisiae. Medicinal plant.

Oxidative stress.

Introducgao

Estima-se que 60 a 70% da populagdo faz
0 uso de plantas medicinais para tratamento
de enfermidades (OMS, 2010) e nos Gltimos
anos, a industria vem fazendo o uso destas na
fabricagao de produtos de higiene, cosméti-
cos e nutracéuticos (ABURJAI e NATSHEH,
2003; BERNAL et al., 2011), pois diversos
estudos comprovam que compostos presen-
tes nessas plantas sdo realmente benéficos a
saude e eficazes no tratamento de doengas
(JABBAR et al., 2007). Adicionalmente, o
estudo de propriedades de extratos de plan-
taspode ser Util para direcionar a descoberta
de novas moléculas a serem utilizados na
industria farmacéutica (BAHMANI et al.,
2014).

O género Erythroxylum compreende cer-
ca de 250 espécies (CRONQUIST, 1981),
muitas das quais apresentam metabolitos
secundarios de interesse como flavonoides
e alcaldides, bem como taninos, terpenos
e fenilpropandides, os quais apresentam

atividades antioxidantes, anticancerigenas
¢ atividade anti-inflamatoria, dentre outras
(NASCIMENTO, 2008). Varias espécies
deste género apresentam propriedades me-
dicinais, como € o caso da popular coca (E.
coca ¢ E. novogranatense), a qual ¢ objeto
de estudo devido a presenca de alcaloides
em suas folhas e por ser utilizada como
anestésico em pequenas cirurgias. Ja a es-
pécie E. campestre ¢ utilizada como laxante
e E. tortuosum como adstringente no caso
de hemorragias, ambas na forma de infusao
(NASCIMENTO, 2008).

A espécie Erythroxylum deciduum St.
Hil., popularmente conhecida como “cocdo”,
¢ uma arvore de grande porte encontrada
no Brasil, nos estados do Piaui e Nordeste
até o Rio Grande do Sul e Mato Grosso do
Sul, além de também ocorrer na Argentina
e Paraguai (LORENZI, 2002). Os estudos
realizados até o momento com E. deciduum,
indicam que fragdes metanolicas das folhas
da planta possuem atividade antitumoral com
elevado potencial citotoxico para linhagens
de leucemia cultivadas in vitro sem, no en-
tanto, apresentarem citotoxicidade para linha-
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gens celulares ndo tumorais (NASCIMENTO
et al., 2013). Por outro lado, ja foi descrito
que a ingestdo de frutos de E. deciduum ¢
toxica para ovinos (COLODEL et al., 2004).

Muitas espécies de plantas produzem
substancias toxicas capazes de causar danos
em seres vivos. Com a diversidade de espé-
cies existentes, o nimero de plantas poten-
cialmente toxicas é elevado. Desta forma,
qualquer planta, na qual tenham sido isolados
compostos com potencial terapéutico, deve
ser cuidadosamente estudada para evitar que
seu uso indiscriminado resulte em efeitos
adversos (PERON et al., 2008).

Considerando a escassez de dados na li-
teratura a respeito da toxicidade e potencial
farmacologico de E. deciduum, bem como
a presenca de diferentes compostos com
potencial antioxidante nos extratos da planta
(NASCIMENTO et al., 2013), é importante
que mais pesquisas sejam desenvolvidas com
esta espécie no sentido de compreender seus
efeitos para os organismos vivos e seus usos
potenciais.

Neste sentido, este trabalho teve por ob-
jetivo investigar o potencial antioxidante do
extrato metanolico de E. deciduum, in vitro e
in vivo, utilizando-se, para os ensaios in vivo,
células do micro-organismo Saccharomyces
cerevisiae (S. cerevisiae).

Material e Métodos

Coleta e preparagao do extrato
metanolico de E. deciduum

A coleta do material vegetal foi re-
alizada no municipio de Erechim, RS
(27°38°58.88”S, 52°16°12.52”0). A exsicata
foi identificada e depositada no herbario
Padre Balduino Rambo da URI Erechim
(HPBR) sob ntimero 11.833.

Ap6s coleta, folhas de E. deciduum foram
desidratadas em estufa com fluxo de ar a
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temperatura 30-40°C até atingir peso cons-
tante, sendo em seguida moidas em moinho
de facas e homogeneizadas. A obtencao do
extrato foi realizada pelo método de infusao,
sendo utilizados 20 gramas de folhas moidas
para 100 mL de metanol, mantidos a 4°C por
24 horas. Posteriormente o extrato foi filtrado
em papel filtro Whatman n° 1 e rotavaporado
a 45°C para a concentracdo. Em seguida, o
extrato foi liofilizado e armazenado em frasco
ambar a 4° C para posterior analise.

Determinacéao do potencial
antioxidante de E. deciduum in vitro

A atividade antioxidante in vitro foi in-
vestigada pelo método de DPPH (2,2-dife-
nil-1-picril hidrazil) (MIRANDA; FRAGA,
2006). Para isso, a absorbancia do radical
DPPH foi medida em espectrofotometro (515
nm), na presenga ou auséncia de diferentes
concentracdes do extrato metanolico de E.
deciduum (entre 1 ¢ 25 ug.mL"). Como con-
trole, foi utilizado etanol no lugar de extrato
e o branco foi montado somente com etanol
(sem solucao de DPPH). O percentual de
captacao do radical DPPH foi calculado em
termos da porcentagem de atividade antioxi-
dante (AA%), conforme a seguinte formula:

AA%=100- {[(Abs.
=+ Abs.

Abs., )x 100]

amostra “branco

controle}

Onde: AA ¢ o percentual de atividade
antioxidante.

Utilizando-se os valores de AA obtidos
para cada concentracdo de extrato testada,
chegou-se a uma equacao da reta gerada por
regressao linear, a partir da qual foi calculada
a concentragcdo de extrato necessaria para
capturar 50% do radical livre DPPH (IC,).

A andlise de atividade antioxidante in
vitro nao foi realizada com o extrato aquoso
de E. deciduum, pois o mesmo nao foi sola-
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vel em etanol (que ¢é o solvente utilizado na
analise de DPPH).

Avaliacéo do potencial antioxidante
de E. deciduum in vivo.

As linhagens de S. cerevisiae utilizadas
estdo descritas na Tabela I. As linhagens
foram cultivadas a partir de uma colonia
isolada em meio liquido YEL (1% de extrato
de levedura, 2% peptona e 2% glicose). Para
avaliar a sensibilidade ao extrato metanolico
de E. deciduum, as células (1 x 10® células.
mL") foram tratadas com duas faixas de
concentragdes: entre 25 ¢ 150 pg.mL"! e entre
300 a 900 ug.mL"!. Os tratamentos foram
realizados em tampao fosfato salina PBS
(3,2 mM Na,HPO,, 0,5 mM KH,PO,, 1,3
mM KCl, 135 mM NaCl, pH 7,4) durante 90
minutos a temperatura de 30°C. Em seguida
foram diluidas, semeadas em YEPD soélido
(1% extrato de levedura, 2% peptona, 2% de
glicose, 2% agar bacteriologico) e mantidas
em estufa a 30°C por 48 horas para posterior
contagem das colOnias sobreviventes.

Para verificar a atividade antioxidante de
E. deciduum, as células (1 x 108 células.mL-
") foram pré-tratadas em PBS por 90 minutos
a 30°C, com uma concentragdo nio citotoxica
do extrato. Em seguida, as células foram la-
vadas e tratadas com peroxido de hidrogénio
(H,0, 5 mM) em PBS por 60 minutos a 30°C.
Para determinar a sobrevivéncia, as amostras
foram diluidas, semeadas em meio YEPD

Tabela I - Linhagens de S. cerevisiae utilizadas no estudo.
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solido e incubadas a 30°C por 48 horas antes
da contagem das coldnias.

Todos os testes foram repetidos pelo me-
nos trés vezes e realizados em duplicata para
cada dose. Os dados sdo apresentados como
média =+ erro padrao (EP) e foram avaliados
estatisticamente por ANOVA seguida de
teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos.

Resultados

Analise da atividade antioxidante do
extrato de E. deciduum in vitro

O teste de DPPH mostrou que o extrato
metandlico de E. deciduum possui atividade
antioxidante com comportamento linear na
faixa de concentragdo entre 1 e 25 pg.mL"!
(R*=0,932), apresentando um IC,  calculado
de 10 pg.mL"! (Figura 1).

Figura 1 — Atividade antioxidante do extrato metanolico de
E. deciduum obtida pelo teste de DPPH.
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LINHAGEM GENOTIPO ENZIMA DEFICIENTE
EG103 (Selvagem) MATa, leu2-3, 112his3-D1, trp1-289, ura3-52. Nenhuma

EGI110 (sod2A) Idem EG103, exceto por sod2::TRP1 MnSOD

EG133 (sodIA sod2A) Idem EG103, exceto por sodl::URA3, sod2::TRP1 MnSOD e CuZnSOD

EG223 (ctt]A)

EG213 (ctt]1A sodlA)

Idem EG103, exceto por ctt/::TRP1

Idem EG103, exceto por sodl::URA3, cttl::TRP1

Catalase citosolica

CuZnSOD e catalase
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Analise da citotoxicidade e atividade
antioxidante do extrato de E.
deciduum in vivo

Os testes in vivo foram realizados com o
micro-organismo S. cerevisiae, um eucario-
to unicelular que possui muitos genes com
fungoes andlogas e mecanismos de funciona-
mento bioquimico similares aos observados
nos eucariotos superiores (MUSTACCHI et
al., 2006). No teste inicial de citotoxicidade,
foi observado que na faixa de concentragdo
entre 25 ¢ 150 pg.mL"!, o extrato metandlico
de E. deciduum nao afeta a sobrevivéncia de
c¢lulas selvagens de S. cerevisiae (Figura 2).
Com base nestes dados, a mesma faixa de
concentragdes foi utilizada para investigacao
do potencial antioxidante de E. deciduum
em c€lulas tratadas com H,O,. O resultado
mostrou que o extrato metandlico da planta
nao teve efeito protetor nas células selvagens
expostas ao H,O,, ndo havendo diferengas
estatisticas entre os tratamentos na presenga
ou auséncia do mesmo (Figura 3).

Figura 2 - Efeito do extrato metandlico de E. deciduum
sobre a sobrevivéncia de células selvagens de S. cerevisiae.
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Os dados sdo apresentados com média + EP. Nao houve
diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos,
conforme analisado por ANOVA seguida de teste de Tukey.

Considerando os resultados negativos em
relagdo ao efeito antioxidante do extrato de E.
deciddum na linhagem selvagem, foi levan-
tada a hipotese de que o mesmo poderia ser
mais efetivo em cé¢lulas deficientes em vias
antioxidantes. A partir disso, foi investigado
o potencial protetor do extrato em relagdo ao

H,0,, utilizando-se linhagens mutantes para

PERSPECTIVA, Erechim. v. 39, n.147, p. 07-14, setembro/2015

genes codificadores de enzimas antioxidantes
(cttIA, cttiAsodIA, sod2A e sodlAsod2A).
O resultado ¢ apresentado na Figura 4 e
demonstra que o extrato metandlico de E.
deciduum ndo apresentou atividade proteto-
ra significativa em nenhuma das linhagens
testadas, mesmo sendo elas naturalmente

deficientes para vias antioxidantes.

Um novo grupo de experimentos foi reali-
zado utilizando-se uma faixa de concentra¢ao
maior do extrato metanodlico de E. deciduum,
variando entre 300 ¢ 900 pg.mL'. Neste caso,
foi observado que na dose mais alta testada,
o0 extrato apresentou um efeito protetor em
relagdo ao H,0O, na linhagem c#t/A (Figura
5). Entretanto, para linhagem sodlAsod2A
houve uma leve tendéncia de sensibilidade
nas concentragdes de 600 e 900 pg.mL".

Figura 3 - Efeito do extrato metandlico de E. deciduum em
células selvagens de S. cerevisiae tratadas com H,O,.

100

80

1ih

wo

Sobervivéncia (%)

s

o

X
e N,&o " o “,xo ‘“a‘o Lo (a‘o
o o' X 7
WS W s W

Os dados sdo apresentados com média = EP. Nao houve
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos,
conforme analisado por ANOVA seguida de teste de Tukey.

Figura 4 — Efeito do extrato metanolico de E. deciduum
sobre células deficientes em genes de defesa antioxidante
tratadas com H,0,.

(=1, "e )
1 H,0, + extrato 50

80 mm Hy0, +extratn 150

60

40

Sobrevivéncia (%)

20

Selvagem ctt1a

ctt1Asod1A sod24 sod14sod24

Um controle negativo sem extrato e sem H,O, (ndo apresentado
na figura) foi utilizado como referéncia para normalizagdo
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dos dados e para as comparagdes estatisticas. Os dados
sdo apresentados com Média + EP. Nao houve diferengas
estatisticas significativas comparando-se os diferentes
tratamentos dentro de cada linhagem individualmente.

Figura 5 — Efeito de altas concentra¢des do extrato
metanolico de E. deciduum sobre células deficientes em
genes de defesa antioxidante tratadas com H,0,.
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apresentado na figura) foi utilizado como referéncia para
normalizagdo dos dados e para as comparagdes estatisticas.
Os dados sdo apresentados com média + EP. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas significativas (p
< 0,05) comparando-se os diferentes tratamentos dentro de
cada linhagem individualmente.

Discussao

O género Erythroxylum inclui plantas
produtoras de metabdlitos secundarios
como flavonoides e alcaloides, que sdo
moléculas com propriedades antioxidantes.
Na espécie E. deciduum foram identificados
os flavonoides 7,4’-dimetoxi-quercentina-
3-0O-B-D-glicopiranosideo, em fracdes do
extrato metanolico da planta (NASCIMEN-
TO et al., 2013). No presente estudo, foi
demonstrado que o extrato metanoélico de E.
deciduum apresenta atividade antioxidante
in vitro, conforme determinado pelo teste
de DPPH, com IC,  de 10 pg.mL"'. Nao
foram encontrados na literatura trabalhos
avaliando atividade antioxidante da espécie
E. deciduum in vitro. Ricardo et al. (2007) em
estudo quimico e de avaliagdo da atividade
antioxidante da espécie E. angustifolium,
realizado através do fracionamento do extrato
bruto, obteve IC, de 22 ug.mL"' e identificou
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o flavonoide quercetina 3-O-raminosideo.
Estes resultados indicam que mais espécies
do género Erythroxylum possuem potencial
antioxidante e que estes podem estar asso-
ciados com diferentes compostos da classe
dos flavonoides.

De forma geral, o extrato metanoélico de E.
deciduum nao foi citotoxico para as linhagens
de S. cerevisiae avaliadas, exceto quanto
utilizado em concentragdes acima de 600
pg.mL! para a duplo mutante sod1Asod2A.
Nascimento et al. (2013) também verificou
que o extrato da planta ndo € citotoxico para
c¢lulas mieloides ndo tumorais cultivadas in
vitro. Entretanto, € conhecido que os frutos de
E. deciduum podem ser toxicos para ovinos
(COLODELetal., 2004). Em conjunto, estes
dados reforcam a necessidade de se avaliar
com cautela plantas que tenham potencial
terapéutico. Diferentes partes dos vegetais
irdo apresentar diferengas em termos de
composi¢do quimica o que, por consequén-
cia, pode ter efeito em relagdo a toxicidade
sobre diferentes organismos vivos (REGO
JUNIOR et al., 2011).

O extrato metanolico de E. deciduum nao
foi efetivo para proteger as células selvagens
de S. cerevisiae contra os efeitos oxidativos
do H,O, em nenhuma das concentragdes
testadas. Ja na avaliagdo feita com linhagens
de S. cerevisiae deficientes em genes de
defesa antioxidante, o extrato aumentou em
cerca de 30% a sobrevivéncia da mutante
cttI A quando usado na concentragao de 900
pg.mL !, que é um valor comparativamente
mais alto do que o de IC, obtido pelo teste
de DPPH. Entretanto, devido a natureza
complexa dos sistemas biologicos em relacao
as condic¢des controladas dos experimentos
feitos em ambientes sintéticos, esta diferenca
entre atividade antioxidante in vitro € in vivo
¢ esperada (BURT et al., 2004).

Em situacdo de estresse oxidativo, as cé-
lulas de S. cerevisiae sdo capazes de induzir
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a expressao de uma série de genes de defesa
antioxidante, num mecanismo adaptativo
mediado principalmente pelo fator de trans-
cricdo Yapl, o qual, em geral, responde a
presenga de H,O, (OUYANG et al., 2011).
A resposta isolada apenas na mutante ctt/A,
possivelmente nao esta relacionada com este
mecanismo de adaptacdo geral e sim com
uma agdo direta dos compostos antioxidantes
do extrato contra as espécies reativas de oxi-
génio geradas pelo H,O,, que € o substrato da
enzima catalase (ausente na linhagem ctt/A)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Em conjunto, os resultados obtidos neste
estudo mostram que apesar da identificacdo
prévia de alcaloides no extrato metandlico
de folhas de E. deciduum (NASCIMENTO
et al., 2008), este ndo se apresentou como
um bom antioxidante para células selvagens
de S. cerevisiae. Entretanto, em situacoes de
deficiéncia especifica em vias de defesa antio-
xidante, principalmente naquelas diretamente
relacionadas com a desintoxicagdo de H,O,,
o extrato pode contribuir para a protecdo e
melhoria da viabilidade celular.
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