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1 INTRODUCAO

brasileiro

RESUMO

Relevancia Etnofarmacoldgica: Rhizophora mangle
L., conhecida como mangue vermelho, possui
varios usos na medicina popular. E uma das plantas
mais frequentes nos manguezais, inclusive no
mangue brasileiro. Objetivo do estudo: A fim de
avaliar a toxicidade in vitro do extrato de
Rhizophora mangle, foi realizada a citotoxicidade
dos extratos aquosos das folhas, caule e raiz, como
também a caracterizagdo do perfil fitoquimico.
Materiais e Métodos: A citotoxicidade foi realizada
através do método colorimétrico de brometo com 1
X 104 célulassrmL HeLa submetidas as
concentragcdes de 100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.0001,
0.00001 pg/mL do extrato aquoso das folhas, caule
e raiz da R. mangle, diluidos com Dimetilsuféxido
a0,1%. O perfil fitoquimico foi realizado através da
Cromatografia em Camada Delgada para pesquisa
de triterpenos, taninos, flavonoides, cumarinas,
alcaldides e saponinas. Resultados: Houve
proliferacdo de células Hela em todos os extratos
aquosos de folha, caule e raiz da R. mangle. As
concentragdes dos extratos aquosos de folha de 100,
10,1,0.1,0,01 e 0,001 pg/mL , do caule de 100, 10,
1, 0.1, 0.01 e 0.001 pg/mL e raiz 100 pg/mL
apresentaram  diferencas estatisticas quando
comparadas ao controle. O perfil fitoquimico
revelou presenca de taninos e flavondides nos
extratos das folhas; taninos, flavonoides, triterpenos
e saponinas no do caule, e na raiz revelou presenca
de taninos e triterpenos. Conclusdo: Os extratos
aquosos da folha, caule e raiz da R. mangle L.
apresentaram efeito proliferacdo em células HeLa;
e na caracterizagdo do perfil fitoquimico, os taninos
estiveram presentes nos extratos das trés porcdes da
planta do mangue brasileiro o que sugere efeito
mitogénico deste composto.

Palavras-Chave: Rhizophora Mangle,
Citotoxicidade, Fitoquimica, Mangue vermelho.

A medicina tradicional tem sido usada ha milhares de anos, e € uma parte importante e muitas

vezes subestimada dos servicos de satde.(WHO, 2013). Na Asia e na América Latina, as populacdes

continuam a préatica da medicina tradicional como resultado de circunstancias historicas e crengas
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culturais. Na Africa, ¢ utilizada por até 80% da populacio para atender as necessidades de saude. Ja
na China, é responsavel por cerca de 40% dos cuidados de saude. (WHO, 2002).

Houve um aumento consideravel, nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, do interesse
pela medicina tradicional, e particularmente, em medicamentos fitoterapicos. Tem havido um répido
crescimento do mercado internacional em relacdo as plantas medicinais com retornos econémicos
significativos. (WHO, 2003)

As plantas medicinais estdo presentes em diversos biomas, inclusive no mangue. O mangue é
um ecossistema de transicdo, de areas costeiras e estuarios dos rios, extremamente adverso por possuir
alta salinidade e baixa oferta de oxigénio nos solos lamacentos, além de estar susceptivel as variacGes
diarias da maré e do pH do solo, alta temperatura e umidade. (Revathi et al., 2013). Para prosperar
nestes ambientes hostis, alteracdes nos seus processos fisioldgicos ocorreram, resultando na sintese de
novos compostos quimicos. (Bandaranayake, 1998, Edreva et al., 2008; Reyes and Cisneros-Zevallos,
2003).

De acordo com o Manual Técnico de Vegetacdo Brasileira (2012), a vegetacao especializada
no manguezal brasileiro mais frequetemente encontrada é a Rhizophora mangle L., também conhecida
como mangue vermelho, é amplamente distribuida ao longo das costas tropicais e subtropicais da
América Central e do Sul, Flérida, Africa Ocidental e nas ilhas de Fidji, Tonga e Nova Caleddnia.
(Silva, et al., 2005; Chapman, 1970).

Na medicina tradicional, Rhizophora mangle tem sido utilizada para tratamento contra Ulceras
gastricas (Berenguer et al., 2006, De-Faria et al., 2012, Perera et al., 2010, , Roig, 1974), efeito
antidiarréico ( Wendel et al., 2013), acdo antibacteriana (Melchor et al., 2001), atividade antioxidante
(Sanchez et al., 2006) e anti-inflamatoria (Marrero et al., 2006), e também na cicatrizacdo de feridas
cuténeas (Fernandez et al., 2002).

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo a avaliagdo da citotoxicidade dos extratos
aquosos das folha, caule e raiz, além da caracterizacdo do perfil fitoquimico de Rhizophora mangle L.

através da determinacdo dos seus compostos secundarios.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

A Rhizophora mangle L., também conhecida no Brasil como mangue vermelho, teve seu nome
oficial verificado no site www.theplantist.org em 05 de fevereiro de 2015. O vegetal estava na fase
adulta durante a coleta, no periodo da floragdo. Folha, caule e raiz foram coletadas no més de outubro
de 2014, no mangue do municipio de Itamaracd, distrito de Vila Velha, Estado de Pernambuco — Brasil
com 7° 40’ de latitude sul e 34° 50° longitude oeste. (Barros et al., 2000).
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Uma exsicata foi identificada pela bidloga Marlene Barbosa e encontra-se no Herbéario da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob nimero UFP. 69.655. A coleta foi autorizada pelo
Companhia Pernambucana de Controle da Poluicdo Ambiental e de Administracdo de Recursos
Hidricos sob autorizagdo CA DRFB N° 120/2014.

2.2 PREPARACAO DO EXTRATO

O extrato foi preparado por trituracdo de 5009 das folhas frescas, 5009 de caule e 500g de raiz
e foram submetidos a infusdo com &gua destilada em 2 x 200mL a 40° C por 10 minutos, sendo filtrado.
Em seguida, o solvente foi removido em liofilizador L101 da marca Liobras (McCloud et al., 1988;
Leite, 2003). ApoOs a liofilizacdo, os extratos aquosos das folhas, caule e raiz renderam,
respectivamente, 1,76%, 2,74%, e 2,54%. E os residuos secos foram armazenados a 5°C e utilizados
para citotoxicidade e para realizagdo do perfil fitoquimico.

2.3 CARACTERIZACAO DO PERFIL FITOQUIMICO

Os extratos da folha fresca, caule e raiz foram submetidos a técnica de Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), empregando-se sistemas de desenvolvimento e reveladores adequados
(Markhan, 1982; Harbone, 1984) para a identificacdo dos compostos secundarios a fim de se avaliar a

presenca ou auséncia de cumarinas, flavondides, triterpenos e taninos (Tabela 1).

Tabela 1- Metabolitos e materiais utilizados para perfil fitoquimico do extrato de R. mangle L

METABOLITOS PADROES REVELADORES FASE MOVEL PROPORQAO
Cumarinas Acido cumérico | KOH 10 % — ETOH Tolueno + Eter 50:50
Flavonoides Quercetina NEU Acetato de Etila + 100:11:11:26

Acido Formico + Acido
Acético glacial + Agua

Triterpenos Lupeol Liberman — Burchard | Tolueno + Cloroférmio 40:40:10
+ Etanol

Taninos Acido Tanico Cloreto férrico 1% Cloroférmio + Metanol 65:30:5
+ Agua

L . Tolueno+ Acetato de .
Alcal6ides Escopolamina Dragendoff Etila+ Dietilamina 70: 20: 10

Fonte: (Wagner et al, 1996; Da Silva et al., 2010).
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A identificacdo de triterpenos, flavondides e cumarinas foram realizadas na presenca de luz
ultravioleta. O teste de identificacdo de alcaloides foi realizado de acordo com Honda et al. (2000) e

saponinas por Da Silva et al. (2010).

2.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS EXTRATOS

A avaliacdo da atividade citotoxica dos extratos aquosos da folha, caule e raiz ocorreu através
do método colorimétrico de brometo (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio) (MTT) (Cingi et
al., 1991; Mosmann, 1983). Suspensdes de 1 x 10* células/mL de células tumorais de origem epitelial
(HeLa) foram cultivadas em placa de 96 pocos.

Decorridas 24h de incubacéo a 37 °C em estufa (HF 212 UV marca Ultrasafe), com atmosfera
Umida enriquecida com 5 % de CO. e umidade de 95%; as células foram tratadas com dilui¢des
seriadas (100, 10, 1, 0.1, 0.01, 0.001, 0.0001 e 0.00001 [Jg/mL) e colocadas nos pogos com as celulas
HelLa. Cada concentracdo foi testada em quadruplicata. Dimetilsufoxido (DMSO) a 0,1% foi utilizado
como controle. Apos 72 horas, 25 ul de MTT e 5 mg/mL de solugdo tampéo de fosfato salino (PBS)
foram adicionados aos pogos e as placas foram incubadas durante 3 h. A densidade Optica foi medida
a 585 nm com leitor ELX 800.

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram analisados através de medidas de estatistica descritiva; média, mediana e
desvio padrdo. E inferencialmente pelo teste de Kruskal-Wallis com p <0,05. A analise estatistica foi

realizada usando SPSS (Statistical Package for Social Sciences) versdo 21.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo, através da avaliacdo da citotoxicidade, evidenciou a proliferacdo in vitro de
células HelL.a em todas as dilui¢ces dos extratos aquosos das trés porces da R. mangle L., contudo as
concentracdes dos extratos aquosos de folha de 100, 10, 1, 0.1, 0,01 e 0,001 pg/mL , do caule de 100,
10, 1, 0.1, 0.01 e 0.001 pg/mL e raiz 100 pg/mL apresentaram diferencas estatisticas quando
comparadas ao controle. (Tabela 2)

A Tabela 2 expressa também os resultados da comparacdo entre os extratos das diferentes partes
da planta numa mesma concentragéo com relacdo a proliferacdo celular. Nas concentragdes de 10 e
0,01 pg/mL, o extrato do caule apresentou maior proliferacdo celular estatisticamente significativa
quando comparada aos extratos da folha e raiz. Na concentracdo de 0,0001 pg/mL, o extrato da folha

apresentou maior crescimento celular com relagcdo aos extratos do caule e da raiz. Vale ressaltar
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também que a raiz nas concentragdes de 1 e 0,1 e 0,001 pg/mL apresentou menor proliferacéo celular

em relacdo aos extratos do caule e da folha.

Tabela 2- Avaliacdo da citotoxicidade de extratos aquosos da folha, caule e raiz da R. mangle em células HeLa.

Grupo
Média + DP (Mediana): n =4
- DMSO 0,66 +0,18 (0,59) @
Concentracao Local Valor de p
pug/mL
Folha (n=4) Caule (n=4) Raiz (n=4)
Média + DP (Mediana) Média + DP Média + DP
(Mediana) (Mediana)
- C100 1,34 £0,50 (1,51) 4D 1,54+ 0,08 (1,56) A® | 1.10+0,09 (1,09) P | p®=0,104
-C10 1,30 £0,12 (1,33) ("AP | 1,47 +0,07 (1,50) (=~ 0,74 £ 0,21 (0,75) pWw=
b) (m,BCD, a) *
0,001
-Cl 1,25+ 0,04 (1,25) (*A D) 1,20+ 0,09 (1,17) 0,71 £ 0,07 (0,74) (VB¢ pW=
(e.B.b) a) 0,005*
-C0,1 1,11+0,18 (1,19) (*YA8 | 1,46 +0,29 (1,43) A | 0,90 + 0,09 (0,89) (V-AD: p®=
b) b) a) 0’030*
- C0,01 1,10 + 0,09 (1,10) (Y-AB.-b) | 144 +0,17 (1,37) A | 0,75+ 0,14 (0,69) ™BC: p®<
b) 3 0,001*
- C0,001 1,10 +£ 0,09 (1,11) (*AB.b) | 108 +0,12 (1,08) *B | 0,72 + 0,10 (0,72) (V-BG pW=
b) a) 0,0014*
- C0,0001 0,98 + 0,09 (0,96) (Y&~ | 0,90 + 0,03 (0,89) ¢ | 0,73+ 0,07 (0,72) =B p®=
3 3 0,001*
- C0,00001 0,91 +0,11 (0,87) ®a 0,91+0,13 (0,89) ©® | 0,80+0,10 (0,82) BCP. | p W =0,370
a)
Valor de p p ®=0,023* p ®=0,001* p ®=0,034*

(*): Diferenga significativa a 5%.

(1): Através do teste de Kruskal-Wallis para comparagdes entre as partes das plantas em cada concentragdo com

comparaces do referido teste.

(2): Através do teste Kruskal-Wallis com comparagoes entre as concentragdes em cada local da planta analisada através do

referido teste.

Obs. Se os simbolos entre paréntesis sdo distintos se comprova diferenca significativa entre os locais da planta

correspondentes.

Obs. Se as letras mailsculas entre paréntesis sdo distintas se comprova diferenca significativa entre as concentraces

correspondentes em cada local analisado.

Obs. Se as letras minlsculas entre paréntesis ndo sdo iguais aos das letras do grupo DMSO se comprova diferenca

significativa com as concentracdes respectivas.
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Estudos sobre a citotoxicidade in vitrod  os extratos da folha, caule e raiz de Rhizophora
mangle encontrada no mangue brasileiro ndo foram reportados em publicacdes anteriores. Mena-Rejon
et al (2009) realizou com estudo extrato metanolico das folha, caule e raiz de R. mangle da Peninsula
de Yucatan no México e de forma contréria revelou atividade citotoxica dos extratos em celulas HeLa,
sugerindo que tal capacidade tenha sido causada pelos compostos secundarios da planta.

O mesmo estudo nao evidenciou citotoxicidade para células de linhagem epitelial de rim canino
Madin-Darby (MDCK), contudo néo foi realizada a caracterizacdo do perfil fitoquimico da planta
para correlacionar com o resultado obtido.

Sabe-se que os compostos secundarios sao diretamente influenciados pelo solo, temperatura,
salinidade, poluicdo ambiental, e que a depender dos fatores fenotipicos uma mesma planta podera ter
funcdes diferentes em locais diferentes. (Edreva et al., 2008; Silva et al., 2010). Além disso, a utilizacéo
de solventes orgénicos ou inorgénicos extraem metabdlitos com diferentes polaridades a partir de
plantas medicinais, configurando diferentes atividades bioldgicas.(Tan et al., 2011)

Perera et al. (2008) avaliaram a toxicidade aguda e subaguda através da ingestdo do extrato
aquoso do caule de R. mangle L. pela mucosa oral de ratos e ndo evidenciaram toxicidade com dose
Unica de 2000mg/Kg de massa corpOrea de extrato nem toxicidade subaguda com a oferta de
500mg/Kg/dia do mesmo extrato por 14 dias em figado, coracao e rins.

Estudos de de-Faria et al. (2012) avaliaram 0s mecanismos associados ao efeito anti-Ulcera
gastrica através do extrato de caule da Rhizophora mangle L. ndo identificando toxicidade aguda ao
fornecer 5g/Kg de peso, por via oral, ao ratos, nem nos 14 dias seguintes.

Perera et al. (2010) estudaram os efeitos farmacoldgicos da R. mangle L. para atividades anti-
Ulceras com extrato aquoso. Neste estudo avaliaram a a toxicidade medular do extrato aquoso
liofilizado do caule da R. mangle L. e ndo evidenciaram toxicidade medular demonstrando seguranca
de tal extrato.

Nossos resultados in vitro com os extratos aquosos da R. mangle L. acrescentam-se aos estudos
toxicoldgicos realizados in vivo encontrados na literatura contribuindo para utilizacdo no futuro do
extrato na medicina convencional. (Perera et al, 2008; Perera et al, 2010; de-Faria et al., 2012)

A identificagdo qualitativa dos compostos secundarios, nos extratos aquosos das folhas, caule
e raiz da R. mangle L., evidenciou a presenca de taninos nos trés extratos. Em contra partida, 0s
alcaloides e cumarinas foram ausentes. Na folha, houve também a presenca de flavonoides, e auséncia
de triterpenos. E na raiz, os triterpenos estavam presentes, porém com auséncia de flavonoides e

saponinas. (Tabela 3)
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Tabela 3- Perfil fitoquimico gualitativo dos extratos aquosos das folhas, caule e raiz da R. mangle L.
Compostos secundarios Folha Caule Raiz

=+
1

Flavonoides i

Taninos +

Alcaldides = = =

Triterpenos -

Saponinas -

Cumarina - - -
+: presente -: ausente.

+
+

+ | +
1

O perfil fitoquimico dos extratos do caule da R. mangle L. realizado em alguns estudos
(Melchor et al., 2001;Bandaranayake, 2002; Marrero et al., 2006; Berenguer et al., 2006; De- Faria et
al., 2012) revelam a presenca de taninos.

O tanino faz parte dos compostos fendlicos que sdo importantes para o vegetal exercer protecao
antimicrobiana, e contra herbivaros fornecendo maior resisténcia contra possiveis ameacas.
(Harborne et al., 1991). Sua presenca no extrato reforca a capacidade antimicrobiana (Melchor et al.,
2001), além de fungdes antioxidante (Sanchez et al., 2006) e hemostatica (Roig, 1988).

Alguns grupos de taninos agem sobre o metabolismo do acido araquidénico em leucocitos com
papéis importantes contra as inflamacGes (Okuda, 2005) e sdo utilizados em tratamentos que
promovem a cicatrizagdo de feridas (Fernandez et al., 2002; De-Faria et al., 2012). Diante do exposto,
sugerimos que a presenca de tanino tenha papel importante na proliferacdo celular pelas suas
caracteristicas anti-oxidantes e anti-inflamatorias.

Sanchez et al (1998) caracterizaram a composicdo quimica de forma qualitativa da R. mangle
L. do mangue de Cuba, e destacaram a presenca de polifendis (54,78%), representados em sua maioria
por taninos poliméricos (80%) e taninos hidrolisaveis (20%), destancando-se a presenca nestes Utimos
de epicatequina, catequina, acido clorogénico, acido géalico e &cido elagico. Os outros componentes
incluem carboidratos (17,5%), acidos graxos (4%), fitoesterdides (0,0285%) e compostos volateis ou
semivolateis (0,0205%).

Os flavonoides podem influenciar as funcdes de células ligadas a processos inflamatorios,
agindo sobre as enzimas e vias envolvidas em processos anti-inflamatérios como, por exemplo,
prostaglandina PGE2, o TNFa (Middleton et al., 2000), em proteinas inflamatorias de macrofagos, e a
COX-2mRNA (Talhouk et al., 2007). Os flavonoides podem agir de forma sinérgica com o0s taninos
na regulacao da regeneracéo tecidual (Ofori-Kwakye et al.,2011).

Estudos de extratos de caule de Rhizophora racemosa, de raiz de Rhizophora apiculata e R.
mucronata mostraram a presenca de terpendides e saponinas (Ukoima et al , 2005; Ravikumar et al,
2011; Mathew et al 2012), e Hulchings et al. (1996) relataram que saponinas e terpendides sdo usados

em inddstrias farmacéuticas como agentes antimicrobianos, antifangicos, anti-inflamatério e anti-
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oxidante. A saponina possui atividades antifingica e espermicida apresentada por uma variedade de
plantas (Lacaille-Dubois & Wagner, 1996) j& que age nos lipidios da membrana celular. A presenca
de saponinas no extrato do caule da R. mangle L. reforca a acdo antibacteriana desta planta.

William (1999) isolou e caracterizou o taraxerol e cinnamoylupeol, dois triterpendides a partir
de folhas e caule de R. mangle L. Estes triterpenos sdo importantes na protecdo das folhas contra
herbivaros de R. mangle da Jamaica. A presenca de triterpenos possui adjuvancia com os efeitos

gastroprotetor (Pertino, et al. 2007) e anti-inflamatdrio (Medeiros, et al. 2007).

4 CONCLUSAO

A partir dos experimentos realizados no ambito deste estudo, o extrato aquoso de folha, caule
e raizda R. mangle L. estimulou a proliferacéo de células HeLa, demonstrando efeito mitogénico. Este
achado pode ser correlacionado a presencga de taninos nestes extratos, e esta de acordo com 0 uso

tradicional do extrato de R. mangle L. para o tratamento de cicatrizacdo de feridas.
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