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ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E CITOTOXICA DO EXTRATO
HIDROETANOLICO DA CASCA DE Nectandra cuspidata Nees & Mart. ex Nees

Alex Santos Oliveiral
Edson Lucas dos Santos?

Thaliny Bonamigo®
RESUMO

Nectandra cuspitada é uma planta popularmente conhecida no Brasil com louro-pimenta,
louro-canela e faz parte da flora nativa do cerrado brasileiro. Neste estudo, investigou-se a
atividade antioxidante e citotoxica do extrato hidroetandlico da casca de Nectandra cuspidata
(EHNC). O conteudo de compostos fenolicos e flavonoides foram determinados utilizando o
método Follin-Ciocalteau e do cloreto de aluminio, respectivamente. A atividade antioxidante
do EHNC foi avaliada através do ensaio de captura de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) e 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) (ABTS), além
da inibicdo da hemolise oxidativa em eritrdcitos induzidos por 2,2'-azobis amidinopropano
(AAPH) seguido da quantificacdo de malondialdeido (MDA\) e investiga¢cdo da modulagdo de
enzimas antioxidantes enddgenas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). As linhagens
celulares CCRF-CEM e Kasumi-1 foram utilizadas para avaliar sua citotoxicidade. Os
resultados mostram que o EHNC apresenta o conteddo de compostos fenolicos de 292,88 +
11,49 mg EAG/g do extrato e Flavonoides 7,03 £ 1,18 mg EQ/g do extrato. Em relacdo a sua
capacidade antioxidante, demonstrou ser capaz de inibir 50% dos radicais livres de DPPH e
ABTS em 3,9 pug/mL e 1,99 pg/mL para o EHNC, e em 3,54 pug/mL e 3,27 para o acido
ascorbico, respectivamente. O EHNC foi capaz de inibir a hemdlise e a peroxidacgdo lipidica
em eritrécitos humanos incubados com agente oxidante, o qual foi confirmado pelos niveis de
MDA, sendo capaz de reduzir em 66,39 = 6,74%. O EHNC foi capaz de modular a acéo da
enzima CAT, aumentando sua atividade nas menores concentracbes avaliadas e ndo foi
observado alteracdes na atividade enzimatica de SOD. O EHNC apresentou acdo citotdxica
contra as linhagens celulares CCFR-CEM e Kasumi-1. Esse estudo demonstra pela primeira
vez que 0 EHNC é capaz de promover atividade antioxidante, modula a atividade enddgena de
CAT, e promove efeitos citotdxicos em linhagens celulares leucémicas, abrindo novas
perspectivas de estudos para utilizacdo das cascas de Nectandra cuspidata Nees como um
produto natural seguro e com propriedades antioxidantes.

Palavras-Chave: Cerrado, Leucemia, Peroxidacédo Lipidica.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY AND CITOXICITY EVALUATION OF THE
HYDROETANOLIC EXTRACT FROM Nectandra cuspidata Nees BARK

Alex Santos Oliveiral
Edson Lucas dos Santos?

Thaliny Bonamigo®
ABSTRACT

Nectandra cuspitada is a plant popularly known in Brazil with laurel-pepper, laurel-cinnamon
and is part of the native flora of the Brazilian cerrado. In this study, the antioxidant and cytotoxic
activity of the hydroethanolic extract of the shell of Nectandra cuspidata (EHNC) was
investigated. The content of phenolic compounds and flavonoids were determined using the
Follin-Ciocalteau method and aluminum chloride, respectively. The antioxidant activity of the
EHNC was evaluated by the free radical capture test 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
and 2,2'-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS). inhibition of oxidative
hemolysis in erythrocytes induced by 2,2'-azobis amidinopropane (AAPH) followed by
quantification of malondialdenyde (MDA) and investigation of the modulation of endogenous
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). Cell lines CCRF-CEM
and Kasumi-1 were used to evaluate their cytotoxicity. The results show that the EHNC presents
the content of phenolic compounds of 292.88 + 11.49 mg EAG / g extract and Flavonoides 7.03
+ 1.18 mg EQ / g extract. In relation to its antioxidant capacity, it was able to inhibit 50% of
the free radicals of DPPH and ABTS in 3.9 pg / mL and 1.99 pg / mL for the HNOS, and in
3.54 ng/mL and 3, 27 for ascorbic acid, respectively. EHNC was able to inhibit hemolysis and
lipid peroxidation in human erythrocytes incubated with oxidizing agent, which was confirmed
by MDA levels, being able to reduce by 66.39 + 6.74%. EHNC was able to modulate the action
of the CAT enzyme, increasing its activity at the lowest concentrations evaluated and no
changes were observed in the enzymatic activity of SOD. The EHNC presented cytotoxic action
against CCFR-CEM and Kasumi-1 cell lines. This study demonstrates for the first time that
EHNC is capable of promoting antioxidant activity, modulates the endogenous activity of CAT,
and promotes cytotoxic effects in leukemic cell lines, opening up new perspectives for the use
of Nees as a natural safe product of Nectandra cuspidata and with antioxidant properties.

Key-Words: Cerrado, Leukemya, Lipid peroxidation.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do planeta. O bioma do Cerrado
corresponde a aproximadamente 22% do territorio brasileiro, sendo considerada a mais rica
savana do mundo. (KLINK et al., 2005; MARQUIS, 2002). A maioria das plantas nativas do
cerrado ainda é desconhecida pela populagdo brasileira e possui uma grande diversidade
biolégica em sua flora, que inclui espécies com propriedades medicinais (GUARIM NETO;
MORAIS, 2003).

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento e prevencdo de doencas é
uma das mais antigas praticas medicinais da humanidade, sendo consideradas de facil obtencéo
e baixo custo (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005). Os efeitos farmacoldgicos das plantas
medicinais devem-se aos seus variados compostos quimicos naturalmente presentes, como por
exemplo, compostos fenolicos, carotenoides e tocoferdis. Esses compostos estéo relacionados
com sua atividade antioxidante, sendo bastante descritos na literatura por ser capaz de
minimizar o efeito causado por espécies reativas (LORDELO et al., 2010; ROCHA et al., 2013;
VIEIRA et al., 2015).

Dentre as espécies de plantas que podem ser encontradas no Cerrado, a Nectandra
cuspidata, conhecida como louro-pimenta e/ou louro-canela, possui significativo potencial para
dar origem a novas substancias bioativas, sendo que poucos sdo os trabalhos relacionados
especificamente a espécie em questdo, tanto do ponto de vista fitoquimico, quanto de sua
bioprospec¢io (DEHARO et al., 2001; MUNOZ et al., 2000 FERREIRA et al., 2017;). Tendo
em vista a enorme biodiversidade do pais, especialmente na regido do Cerrado, ha uma
necessidade de conhecer as espécies da flora e seu uso na medicina.

As espécies reativas sdo mantidas em equilibrio no organismo, reguladas através de
mecanismos enddgenos de defesa. O desequilibrio entre uma maior producéo de radicais livres
e o sistema de defesa antioxidante do organismo é chamado de estresse oxidativo. Uma vez
iniciado, ocorrerd uma sequéncia de reacdes em cadeia as quais irdo resultar em produtos
toxicos ao organismo, tais como malondialdeido (MDA), que sdo acumulados e promovem o
desenvolvimento de diversas doengas, dentre elas o cancer (COTIGUIBA et al., 2013).

Portanto, este estudo foi realizado com o objetivo de estudar a atividade antioxidante e
citotoxicidade do extrato hidroetandlico da casca de Nectandra cuspidata, buscando ampliar o
conhecimento sobre as plantas nativas do cerrado brasileiro no Estado do Mato Grosso do Sul

e obtencdo de informacdes sobre as propriedades medicinais desta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Cerrado

O Cerrado é o0 segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma area equivalente a 22%
do territério nacional (area aproximada de 2.036.448 km?), superado apenas pelo bioma
Amazobnia. O termo Cerrado é utilizado para nomear um conjunto de ecossistemas (savanas,
matas, campos e matas de galeria) que ocorrem no Brasil Central (KLINK et al., 2005). Abrange
predominantemente a regido central do Brasil, englobando parte do territorio dos estados do
Maranhdo, Piaui, Bahia, Tocantins, Minas Gerias, Goiés, Sdo Paulo, Parana, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, além do Distrito Federal (GODINHO et al., 2016; IBGE, 2004; KLINK
et al., 2005).

E considerado como a savana tropical mais diversificada do mundo, possuindo cerca de
um terco da biodiversidade brasileira e 5% da fauna e flora mundial, grande diversidade para
ser explorada na intencao de descobrir novos extratos vegetais e principios ativos que possam
ser utilizados em beneficio da satde humana. A vegetacao tipica do Cerrado é caracterizada por
arvores de troncos tortuosos, de porte baixo, ramos retorcidos, cascas espessas e folhas grossas.
Sdo encontradas mais de 11.000 espécies vegetais, das quais 4.400 sdo endémicas e cerca de
220 sdo utilizadas para fins medicinais (MEDEIROS, 2011; GODINHO et al., 2016).

No entanto, apesar da sua grande biodiversidade, € um dos biomas mais degradados pela
acdo antropoldgica, sendo a expansao da fronteira agricola uma das principais ameacas a sua
biodiversidade. As transformacdes ocorridas no Cerrado trazem grandes danos ambientais,
dentre os quais podem ser citados a fragmentacdo dos habitats, extin¢do da biodiversidade e de
espécies exaticas e erosao dos solos ( KLINK et al., 2005; MEDEIROS, 2011; BRASIL, 2018;).

Portanto, estudos que acrescentem informacdes sobre as espécies nativas do Cerrado
tornam-se necessarios, contribuindo assim para a preservacdo do bioma e conhecimento do

potencial farmacoldgico de espécies ainda ndo relatas na literatura.

2.2. Plantas Medicinais

As plantas medicinas sdo utilizadas pelo homem desde o inicio de sua historia e, desde
muito antes do surgimento da escrita ja sdo utilizadas para fins medicinais (CARNEIRO et al.,
2014). Segundo a ANVISA (2014), planta medicinal é toda planta ou partes dela que contenham
as substancias ou classes de substancias responsaveis pela sua acéo terapéutica (BRASIL,
2012).



Cerca de 82% da populacdo brasileira utiliza produtos a base de plantas medicinais,
vinculadas ao conhecimento popular transmitido entre geragbes (BRASIL, 2012). S&o
utilizadas como uma terapia alternativa de tratamento e prevencéo de diversas doengas por ser
considerada de baixo custo e de facil acessibilidade quando comparado a medicamentos
industrializados, sendo favoravel desde que o usuério tenha conhecimento prévio de sua
finalidade, riscos e beneficios (BADKE et al., 2012; CARNEIRO et al., 2014).

Diferentes estudos apontam os beneficios dos extratos de plantas presentes no Cerrado
com potencial farmacologico, tais como as espécies Curetella americana (LOPES et al., 2016),
Campomonesia adamantium (ESPINDOLA et al., 2016) e Hancornia speciosa (SANTOS et
al., 2016). No entanto, no Cerrado brasileiro ainda h4 muitas espécies que possuem pouco ou

nenhuma informacdo medicinal como a Nectandra cuspidata.

2.2.1. Nectandra cuspidata Nees & Mart. ex Nees

A Nectandra cuspidata Nees & Mart. ex Nees € uma planta medicinal que faz parte da
flora nativa do Cerrado brasileiro. Conhecida como louro-pimenta, louro-canela, louro-
eucalipto, caneldo seboso e/ou louro preto. A planta N. cuspidata € uma angiosperma pertence
a familia Lauraceae e apresenta-se como uma arvore de grande porte, até 25 metros de altura
(ALVES; SARTORI, 2009; SANTOS; ALVES, 2013).

Possui folhas elipticas a lanceoladas, apice longamente acuminado; frutos com cupula
pateliforme, globoso; flores pequenas, com cerca de 4-5 mm, receptaculo profundo, e estames
e estilete com cerca de 50 a 60% do tamanho do pistilo. Floresce ao longo do ano; frutifica em
fevereiro, marco e outubro. Sua madeira é leve a média, relativamente durével e utilizada em
construcdo assim como para indmeros outros propositos (ALVES; SARTORI, 2009;
MORAES, 2005; SANTOS; ALVES, 2013).

Figura 1. Fruto de Nectrandra cuspidata.
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(Fonte: SANTOS; ALVEZ, 2013)




E uma das mais frequentes e bem distribuidas espécies do género, encontrada do sul do
México até o Paraguai. No Brasil, apresenta distribuicdo abrangente, com ocorréncia para 0s
dominios Mata Atlantica, Cerrado e Amazonico, sendo encontrada desde o Norte até o estado
do Parana. No estado do Mato Grosso do Sul, a espécie pode ser coletada na floresta decidual
ombréfila densa aluvial e savanas florestadas das regiGes central, norte, sul e leste (QUINET et
al., 2015).

O extrato etanolico da casca do caule possui potente atividade antimalarica e sua
decoccdo é utilizada para tratamento de problemas estomacais. Extratos da folha possuem
compostos fendlicos e atividade anti-leishmania (FERREIRA et al., 2017; MUNOZ et al.,
2000). A analise fitoquimica das folhas desta espécie revelou a presenca de alcaloides,
sesquiterpenos, poliprenois, a-tocoferol e B-sisterol (BATISTA etal., 2015). No entanto, relatos

sobre atividade antioxidante e citotoxicidade da casca ndo sdo encontrados na literatura.

Figura 2. Distribuigdo geografica na Ameérica Central e na Ameérica do Sul de N. cuspidata.

Fonte: Global Biodiversity Information Facility (GBIF)

2.3.  Radicais livres e estresse oxidativo

Radicais livres sdo produtos do metabolismo celular, que podem ser definidos como
qualquer a&tomo ou molécula energeticamente instavel e muito reativa que possuem elétrons
desemparelhados em sua Orbita exterior. Devido sua elevada reatividade, podem se apropriar
de elétrons de outros compostos para alcancar sua estabilidade, sendo assim denominado um
agente oxidante (PHANIENDRA,; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).



No processo de respiracédo celular, o oxigénio (O2) € reduzido nas mitocondrias. Durante
esse processo, sdo gerados subprodutos chamados espécies reativas de oxigénio (ERO), sendo
as mais comuns o radical superdxido (O2*), hidroxila (OH®) e peroxido de hidrogénio (H205).
Apesar do perdxido de hidrogénio ndo ser um radical livre, é uma espécie com potencial reativo
(SLIMEN et al., 2014).

A geracdo de radicais livres no organismo é um processo continuo e fisiolégico, e
desempenha importantes funcbes bioldgicas. Em quantidades adequadas, sua producéo
possibilita a geracéo de energia por meio da cadeia transportadora de elétrons, ativacdo de genes
e participacdo nos mecanismos de defesa em processos de infeccdo e sinalizacdo celular
(KLINK et al., 2005; BARBOSA et al., 2010). A influéncia de fatores externos como a
exposicao aos raios ultravioletas, poluicdo do ar, tabagismo, consumo de alcool, excesso de
exercicios fisicos, dentre outros fatores, podem conduzir ao acumulo intracelular das ERO no
organismo (KANDOLA; BOWMAN; BIRCH-MACHIN, 2015).

Estresse oxidativo é definido como uma alteracdo metabolica causada pelo desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas no organismo e sua capacidade de eliminacéo através do
sistema de defesa antioxidante (WINTERBOURN, 2015). Portanto, o equilibrio entre a
producdo de espécies reativas e a sua eliminacao pelo organismo é essencial (SITI; KAMISAH;
KAMSIAH, 2015).

O processo de estresse oxidativo leva a oxidacdo de importantes biomoléculas como o
DNA, RNA, lipideos, e como consequéncia a perca de suas fungdes bioldgicas e desequilibro
homeostatico, gerando dano oxidativo celular e tecidual (PHANIENDRA; JESTADI;
PERIYASAMY, 2015). O estresse oxidativo estd relacionado com o desencadeamento de
diversas doencas humanas, incluindo doencas neuroldgicas, dermatoldgicas, cardiovasculares,
hepaticas, diabetes e cancer, assim como o envelhecimento precoce (LI et al., 2015; PISOSCHI
e POP, 2015).

2.5.1. Peroxidagao lipidica

A peroxidacédo lipidica pode ser descrita como uma cascata de eventos bioquimicos
resultantes da acdo dos radicais livres sobre os lipideos insaturados das membranas celulares,
gerando o radical alquila (L*), alcoxila (LO®) e peroxila (LOQO®). O resultado desse processo
oxidativo pode levar a destruicdo da estrutura das membranas, alterando sua permeabilidade,
resultando na entrada e saida de nutrientes e substancias tdxicas a célula, faléncia de
mecanismos e troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema a morte celular (LIMA;
ABDALLA, 2001).



O processo de peroxidagdo lipidica pode ser divido em trés etapas mostradas na equagdo
1. A primeira etapa (I) ocorre com a interacdo do &cido graxo com radical hidroxila ou com
oxigénio singleto, que tem como consequéncia a perda da de um atomo de hidrogénio do acido
graxo e liberacdo de um radical lipidico; Na segunda etapa (I1), o radical lipidico incorpora uma
ou mais moléculas de oxigénio e se transforma-se em radical peroxila; Na terceira etapa (l11),
o radical peroxila interage com outra molécula de &cido graxo e o seu hidrogénio é retirado,
originando um hidroperoxila e mais um novo radical lipidico, formando entdo uma reacéo em
cadeia (VANNUCCHI et al., 1998).

()  LH+OH® - H.O + L*
(1)  L*+ 02 - LOO®
() LOO® ------oav LOOH - L*®

Equacéo 1: Processo de peroxidacao lipidica.

Como resultado da peroxidacdo de A&cidos graxos, ocorre a producdo de
malondialdeido (MDA), resultante da oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados das
membranas fosfolipidicas, sendo um subproduto secundério toxico da peroxidacdo lipidica. O
MDA ¢é um biomarcador de dano oxidativo e pode ser quantificado no plasma sanguineo
(VANNUCCHI et al., 1998; VASCONCELOS et al., 2007).

2.5. Atividade Antioxidante

Antioxidantes sdo moléculas que inibem a agdo de radicais livres, fornecendo protecao
contra danos celulares causados pelas espécies reativas e reduzindo os efeitos causados pelo
estresse oxidativo. Os antioxidantes naturais tornaram-se alvo de diversos estudos com o
propdsito de encontrar fontes que fornecam moléculas potencialmente seguras, eficazes e de
menor custo, resultando em diversos beneficios a saide humana. A atividade terapéutica de
plantas medicinais pode ser atribuida as suas moléculas que possuem atividade antioxidante
(NIMSE; PAL, 2015;DIMITROVA et al., 2017; YASHIN et al., 2017).

O sistema de defesa antioxidante tem a finalidade de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo radicalares. As
células possuem um sistema de defesa contra os danos causados pelas espécies reativas, sendo

dividido em um sistema de defesa enzimatico e outro ndo enzimatico (BARBOSA et al., 2010).



2.5.1. Sistema antioxidante enzimatico

No sistema de defesa antioxidante enziméatico podem ser encontradas as enzimas
superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do anion radical superdéxido (O2) a
peroxido de hidrogénio - H.O> (Equacédo 3), a catalase (CAT) que atua na decomposicéo de
H>02 e O2 (Equacdo 2) e a glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peroxidos em geral,
com a utilizagdo de glutationa como co-fator. Um exemplo simplificado da integracdo do

sistema de defesa antioxidante enddgeno é mostrado na Figura 3.

Figura 3. Mecanismo coordenado de defesa antioxidante enziméatica. SOD — Superoxido Dismutase,
CAT - Catalase, GPx — Glutationa Peroxidase, GRd — Glutationa Redutase, O," — Radical superdxido,
H.0O, — perdxido de hidrogénio, OH* - Radical hidroxil, GSH — Glutationa reduzida — GSSG — glutationa
oxidada.

JHO 4 A GSSG NADPH

Fonte: BARBOSA et al., 2010.

A enzima SOD desempenha um papel modulatério das espécies reativas de oxigénio.
E uma enzima que que exerce a funcio de catalisar a dismutacio do &nion superdxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio (GAETA et al., 2002). Representando, portanto, uma das
mais importantes defesas antioxidantes enzimaticas existentes em praticamente todas as células
expostas ao oxigénio. A SOD pode ser encontrada sob duas formas: no citoplasma, é
dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn), enquanto na mitocondria, necessita do manganés
como co-fator (SOD-Mn) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

SOoD
2H+20" — > 02+ H20

Equacéo 2. Dismutacéo do radical superoxido pela SOD.



A enzima Catalase estd distribuida por todo o organismo e estd principalmente
concentrada no figado e nos eritrocitos, estando presente nos peroxissomas. Orgdos que
possuem pouco ou nenhum peroxissomas estdo expostos aos danos oxidativos, como é o caso
do cérebro, pulmao e coracdo. A defesa por meio da catalase se da por um mecanismo de difusédo
do peroxido de hidrogénio para o sangue, onde reage com a enzima catalase eritrocitaria
(equacdo 3). Quando se ha altas concentragdes de H2O> intracelular surgem outros mecanismos
que neutralizam o perdxido de hidrogénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

2 H,0p C3%13e 5+ H,0

Equacéo 3. Decomposicao do peroxido de hidrogénio pela Catalase.

A enzima glutationa peroxidase (GPx) reduz o H>O> a agua, porém acdo depende da
manutencdo de um ciclo redox da glutationa, por meio da relacdo entre a gutationa reduzida
(GSH) e a glutationa oxidada (GSSG). Sendo assim, enzima glutationa redutase (Grd)
desempenha a funcdo de recuperacdo da glutationa reduzida (GSH), possibilitando a
integridade do ciclo redox, e consequentemente o equilibrio dos sistemas de defesa antioxidante
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

2.5.2. Sistema antioxidante ndo enzimatico

O sistema antioxidante ndo enzimatico é constituido por agentes endégenos, como por
exemplo a glutationa (GSH) que atua como co-fator para a enzima GPx e por antioxidantes
dietéticos, dos quais se destacam o &cido ascérbico (vitamina C, capturando as ERRO pela
transferéncia de elétrons) a-tocoferol (vitamina E), p-caroteno (pré-vitamina A), acido Urico,
melatonina, 0s minerais (exercendo importante funcdo sendo co-fatores para as enzimas
antioxidantes) e os compostos fendlicos (BARBOSA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2005). Essas
substancias sdo amplamente encontradas em fontes vegetais.

Dentre os antioxidantes ndo enzimaticos, os compostos fendlicos merecem destaque.
Estudos recentes investigaram que os efeitos antioxidantes de plantas medicinais podem ser
atribuidos aos compostos fenolicos (DIMITROVA et al., 2017; NILE et al., 2017). O contetdo
de compostos fendlicos e flavonoides em plantas medicinais tem sido associado a suas

atividades antioxidantes e desempenham um papel na prevencdo e no desenvolvimento de



doencas relacionadas a idade, em particular as causadas pelo estresse oxidativo, incluindo o
cancer (AZWANIDA, 2015).

2.5. Cancer

As células normais do organismo humano se dividem, amadurecem e morrem,
renovando-se em cada ciclo. O cancer se desenvolve quando as células anormais deixam de
seguir esse processo natural, sofrendo mutacdo que pode provocar danos nos genes da célula.
Danificada, dividem-se descontroladamente, produzindo assim novas células anormais. Estas
células que sofreram mutacdo, quando ndo eliminadas pelo sistema de reparo e imunoldgico,
acabam eventualmente produzindo novas células (TESSARIN, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cancer € um termo genérico para
englobar um conjunto de doencgas que tem em comum o crescimento e a proliferagdo anormal
e desordenada das células em um organismo (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2014).

Sua etiologia esta relacionada a fatores enddgenos (fatores genéticos e idade) e
exogenos (ambientais). Dentre os fatores exdgenos que contribuem para o desenvolvimento do
cancer, destaca-se o tabagismo, certas infec¢Bes, alcoolismo, radiacdo, ma alimentacdo,
sedentarismo e poluentes ambientais (ANAND et al., 2008).

2.5.1. Leucemia

A leucemia é um tipo de cancer que ocorre na formacédo das células sanguineas. Essa
doenca hematoldgica maligna prejudica seriamente a saude humana (WANG et al., 2015).

Leucemia linfoide aguda (LLA) é um distirbio das células hematopoiéticas
caracterizadas pelo blogueio da diferenciacdo celular com subsequente aumento de células
imaturas. A linhagem celular CCRF-CEM ¢ utilizada na pesquisa como modelo celular de LLA
para testar diferentes tipos de substancias com potencial terapéutico (BOZOK et al., 2014;
KUETE et al., 2015).

A Leucemia mieloide aguda (LMA) € caracterizada pela expansao clonal de células
mieloides imaturas que apresentam diferentes tipos de alteracdo genéticas e epigenéticas
(KANSAL, 2016). A linhagem celular Kasumi-1 é utilizada na pesquisa como modelo celular
de LMA para testar diferentes tipos de substancias com potencial terapéutico, assim como
investigar as vias metabdlicas (HERNANDEZ; KHANDUAL; LOPEZ, 2017; MITKEVICH et
al., 2014).
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Atualmente, as quimioterapias disponiveis para tratamento tém efeitos colaterais
adversos. Sendo assim, € de extrema relevancia a busca por novos farmacos que apresentem
nenhum ou pouco efeito colateral (COSTA-LOTUFO et al., 2010).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial antioxidante e citotoxico do extrato hidroetanolico das cascas de
Nectandra cuspidata Nees (EHNC).

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os compostos fenolicos e flavonoides totais por espectrofotometria;

¢ Avaliar o potencial antioxidante do EHNC por captura direta de radicais livres DPPH e
ABTS;

o Verificar o efeito protetor do EHNC na hemolise induzida em eritrocitos;

e Determinar as atividades das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD) e
Catalase (CAT) em eritrdcitos humanos;

e Avaliar a acdo citotoxica do EHNC em linhagens celulares leucémicas (CCRF-CEM e

Kasumi-1).
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RESUMO

Nectandra cuspitada é uma planta popularmente conhecida no Brasil com louro-pimenta,
louro-canela e faz parte da flora nativa do cerrado brasileiro. Neste estudo, investigou-se a
atividade antioxidante e citotoxica do extrato hidroetan6lico da casca de Nectandra cuspidata
(EHNC). O contetido de compostos fenolicos e flavonoides foram determinados utilizando o
método Follin-Ciocalteau e do cloreto de aluminio, respectivamente. A atividade antioxidante
do EHNC foi avaliada através do ensaio de captura de radicais livres 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) e 2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), além
da inibicdo da hemolise oxidativa em eritrdcitos induzidos por 2,2'-azobis amidinopropano
(AAPH) seguido da quantificacdo de malondialdeido (MDA) e investigacdo da modulacédo de
enzimas antioxidantes enddgenas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). As linhagens
celulares CCRF-CEM e Kasumi-1 foram utilizadas para avaliar sua citotoxicidade. Os
resultados mostram que o EHNC apresenta o conteldo de compostos fendlicos de 292,88 +
11,49 mg EAG/g do extrato e Flavonoides 7,03 £ 1,18 mg EQ/g do extrato. Em relacéo a sua
capacidade antioxidante, demonstrou ser capaz de inibir 50% dos radicais livres de DPPH e
ABTS em 3,9 pug/mL e 1,99 pg/mL para o EHNC, e em 3,54 pug/mL e 3,27 para o acido
ascorbico, respectivamente. O EHNC foi capaz de inibir a hemdlise e a peroxidacéo lipidica
em eritrocitos humanos incubados com agente oxidante, o qual foi confirmado pelos niveis de
MDA, sendo capaz de reduzir em 66,39 *+ 6,74%. O EHNC foi capaz de modular a acéo da
enzima CAT, aumentando sua atividade nas menores concentracbes avaliadas e ndo foi
observado alteracdes na atividade enzimatica de SOD. O EHNC apresentou acao citotoxica
contra as linhagens celulares CCFR-CEM e Kasumi-1. Esse estudo demonstra pela primeira
vez que o EHNC é capaz de promover atividade antioxidante, modula a atividade endégena de
CAT, e promove efeitos citotdxicos em linhagens celulares leucémicas, abrindo novas
perspectivas de estudos para utilizagdo das cascas de Nectandra cuspidata Nees como um
produto natural seguro e com propriedades antioxidantes.

Palavras-Chave: Cerrado, Leucemia, Peroxidagéo Lipidica.
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1. INTRODUCAO

O bioma do Cerrado corresponde a aproximadamente 22% do territdrio brasileiro, sendo
considerada a mais rica savana do mundo [1, 2]. A utilizagdo de plantas com fins medicinais
para tratamento e prevencdo de doencas € uma das mais antigas praticas medicinais da
humanidade, sendo consideradas de facil obtencéo e baixo custo [3].

Plantas medicinais séo alvo de estudo por serem fontes de compostos que possuem
atividade antioxidante, como por exemplo os compostos fenolicos [4]. Atualmente, muitos
estudos se dedicam a explorar e utilizar plantas medicinais para a prevencao dos efeitos dos
radicais livres, realizando assim a prevencao e tratamento de diversas doencas [5, 6].

A formagdo de espécies reativas no organismo humano é um processo continuo,
principalmente por consequéncia de processos aerébicos para geracao de energia. Em excesso,
causam danos oxidativos em biomoléculas, afetando a estrutura celular [7, 8]. O sistema de
defesa antioxidante possui mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, que sdo capazes de
neutralizar a acdo dessas espécies reativas, diminuindo e prevenindo os danos causados,
inclusive prevenindo doengas, como o cancer [9, 10].

Nectandra cuspidata faz parte da familia Lauraceae, popularmente conhecida no Brasil
com louro-pimenta, louro-canela e faz parte da flora nativa do cerrado brasileiro [11]. O extrato
etandlico da casca do caule possui uma potente atividade antimalarica e sua decocgdo é utilizada
para tratamento de problemas no estdmago [12]. A andlise fitoquimica das folhas desta espécie
revelou a presenca de alcaloides, sesquiterpenos, poliprenois, a-tocoferol e B-sisterol [13]. No
entanto, relatos sobre atividade antioxidante e citotoxicidade ndo sdo encontrados na literatura.

Nesse contexto, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antioxidante e
citotoxicidade do extrato hidroetandlico da casca de Nectandra cuspidata (EHNC).
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2. MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

As cascas do caule de N. cuspidata foram coletadas no estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil, sob as coordenadas S 22° 05’ 545°°, W 055° 20’ 746°°. A identificagdo do material
vegetal foi realizada por um boténico da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais,
Universidade Federal da Grande Dourados (FCBA, UFGD), Dourados, MS, Brasil e uma
exsicata da espécie foi depositada no Herbario DDMS/UFGD, com a numeracdo Nectandra
cuspidata Nees (n° 5253).

Apos a higienizagéo e secagem, as cascas foram moidas e o extrato foi preparado através
da maceracdo com etanol 70%, a temperatura ambiente. O contetdo foi acondicionado em
recipiente escuro, e a cada 7 dias o extrato foi filtrado e o solvente reposto na proporc¢éo (1:5)
(9/solvente). Ao final de 21 dias, o contetdo filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a
vacuo para extracdo do solvente e em seguida liofilizado. Ao final, o EHNC foi armazenado
em freezer -20°C e protegido da luz. O rendimento do extrato foi de aproximadamente 28% e

foi calculado pela equacao:

) Massa do extrato seco
Rendimento (%):( , ) x100
Massa do material vegetal

2. Analise Quimica

2.2.1 Determinacdo dos teores de compostos fendlicos e flavonoides

A concentracdo de compostos fendlicos presentes no EHNC foi determinada de acordo
com o método colorimétrico Folin-Ciocalteau descrito em MEDA et al. [14], com algumas
modificacdes. Para esta finalidade, 0,5 mL do EHNC (200 pg/mL) foi misturado com 2,5 mL
de reagente Follin-Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sddio (Na2CO3) 14 %. A absorbancia
foi lida a 760 nm em espectrofotdometro T70 UV/VIS — (PG Instruments) apos incubacéo de 2
horas a temperatura ambiente, sob auséncia de iluminag&o. O &cido galico foi utilizado como
padrdo para produzir uma curva de calibragdo nas concentracdes de 0,4 - 11 pg/mL. A média
das trés leituras foi utilizada para determinar o teor de compostos fendlicos, o qual foi expresso
como mg equivalente de acido galico por grama de EHNC (EAG/q).

O conteudo de flavonoides do EHNC foi determinado de acordo com o método descrito
por Liberio et al. [15], com algumas modificagdes. Para esta finalidade, 0,5 mL do EHNC (200

pg/mL) foi misturado com uma solugédo de 4,5 mL de cloreto de aluminio hexahidratado 2%
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(AICI3-6H20), em metanol absoluto. Em seguida, incubado durante 30 minutos em local escuro
a temperatura ambiente. A absorbancia foi lida a 415nm em espectrofotometro T70 UV/VIS —
(PG Instruments). A quercetina nas concentrac6es de 0,4 - 11 pg/mL foi utilizada como padréo
para produzir uma curva de calibracdo. A média de trés leituras foi utilizada para determinar o

teor de flavonoides, o qual foi expressa como mg equivalentes a quercetina por grama de EHNC

(EQ/9).

3. Atividade Antioxidante

2.3.1 Atividade antioxidante pelo ensaio de DPPH-

A capacidade de sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH:) foi
determinada de acordo com o método descrito por Gupta e Gupta [16]. Para este ensaio, 200
pL de EHNC (1,5-50 pg/mL) foi misturado com 1,800 pL de solucdo de DPPH (0,11 mM
DPPH em etanol 80%), A mistura foi homogeneizada e incubada em temperatura ambiente por
30 minutos. A captura dos radicais DPPH- foi quantificada através de um espectrofotdmetro
T70 UV/VIS — (PG Instruments), utilizando um comprimento de onda de 517 nm. O acido
ascorbico foi utilizado como antioxidante de referéncia (controle positivo). Os testes foram
realizados em duplicata, em dois experimentos independentes. A porcentagem de inibigéo foi
calculada a partir do controle com a seguinte equacao e resultado expresso em % de inibicdo de
DPPH:

(1 - Absorbancia ¢4

Inibicdo de DDPH (%) = ( ) %100

Absorbancia .qprofe

2.3.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS**

A capacidade de capturar o radical 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico
(ABTS™) foi determinada segundo o método descrito por RE et. al. [17]. As solucdes estoques
incluiram solucdo de ABTS 7 mM e persulfato de potassio 140 mM. O radical ABTS™" foi
gerado a partir da reagdo de 5 mL solucéo aquosa de ABTS" 7 mM com 88 pL de persulfato de
potassio 140mM. Esta solucdo foi mantida ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 12-
16 horas. Apds esse periodo, diluiu-se a solugdo em etanol até obter absorbancia a comprimento
de 0,70 (£ 0,05) a 734 nm utilizando o espectrofotémetro T70 UV/VIS — (PG Instruments). Em
seguida, misturou-se 20 puL. de EHNC (1,5 - 50 pg/mL) com 1,980 pL do radical ABTS™ e a

absorbéancia foi lida 734 nm apo6s 6 minutos. O acido ascoérbico foi utilizado como antioxidante
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de referéncia (controle positivo). Foram realizados dois experimentos independentes em
triplicata. A porcentagem de inibic¢éo do radical ABTS foi calculada de acordo com a seguinte

equacdo, onde Absorbanciacontrole & a absorbancia do radical ABTS™ sem a amostra testada:

Absorbancia - Absorbancia
Inibigio de ABTS (%) = ( ( con Aot ) 100

Absorbancia,qpole
2.3.  Ensaio de inibicdo da hemdlise oxidativa

2.3.1. Preparo da suspencao de eritrocitos

Apbs a aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro Universitario da
Grande Dourados (UNIGRAN), Brasil (CEP processo numero 123/12), 20 mL de sangue
periférico foram coletados de individuos adultos, saudaveis e ndo fumantes, e transferidos para
tubos contendo anticoagulante citrato de sodio. Subsequentemente foram centrifugados a 3000
rpm por 10 min. Apds a centrifugacdo, o plasma sanguineo e a camada de leucocitos foram
descartadas, e os eritrocitos lavados trés vezes com solucdo de cloreto de sodio (NaCl) 0,9%.
Em seguida foi preparada uma suspencao eritrocitaria a 10% em solucéo de NaCl 0,9% para

atingir uma concentracdo final de 2,5% para 0 préximo ensaio.

2.3.2. Ensaio de hemdlise e inibicdo da hemdlise oxidativa induzida

O efeito protetor da hemdlise oxidativa pelo EHNC foi avaliado de acordo com o
método descrito por Campos et al., (2015) com algumas modificacdes. Os ensaios foram
realizados a partir da solucdo eritrocitaria previamente preparada. Para isto, os eritrocitos foram
pré-incubados a 37°C durante 30 minutos na presenca de diferentes concentracdes de acido
ascorbico (controle positivo) ou EHNC (12-100 pg/mL). Apos este periodo, foram adicionados
500 pl do indutor de hemdlise oxidativa, 2,2'-azobis- (2-amidinopropano) 50 mM (AAPH).
Esta mistura foi incubada a 37°C durante 4h, sob agitacdo periédica. Como controle negativo,
foi utilizada a suspencdo eritrocitaria incubada com solucéo salina. Foram preparados também
o0 controle AAPH, o controle do solvente (EtOH) e controle de hemolise total (solucdo
eritrocitaria e dgua destilada). As amostras permaneceram incubadas durante 4 horas e foram
avaliadas a cada 60 min. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 min, e
posteriormente uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foram adicionadas em cubetas
previamente preenchidas com 1,800 pL de solucdo salina 0,9%, submetidas a leitura no
espectrofotbmetro e a absorbancia foi lida a 540 nm. A percentagem de hemdlise no

sobrenadante foi medida com a férmula A/B x 100, onde (A) representa a absorbancia da
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amostra e (B) é a hemdlise total de eritrocitos (com &gua destilada). Dois experimentos
independentes foram realizados em duplicata.

2.3.3. Ensaio de inibicao da peroxidacéo lipidica

Uma suspensédo de eritrocitos 10% foi utilizada para avaliar os efeitos do EHNC de
inibicdo da peroxidacdo lipidica. Os eritrdcitos foram pré-incubados a 37°C durante 30 min.
com diferentes concentrac@es de acido ascérbico ou EHNC (12 - 100 pL/mL). Foram utilizados
0S mesmos controles do ensaio anterior. Em seguida, 50 mM de AAPH foi adicionada a
suspencdo de eritrocitos, e incubados a 37°C durante 4 horas, com agitacdo periodica. Apos 0
periodo de 120, 180 e 240 minutos, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 5 min,
e 500 pL de aliquotas do sobrenadante foram transferidas para tubos com 1 mL de &acido
tiobarbitirico (TBA) a 10 nmol. Como um controle padrdo, 500 pL de solucdo de
malondialdeido a 20 Mm (MDA), foram adicionados a 1 mL de TBA. As amostras foram
incubadas a 96°C durante 45 min e, em posteriormente, 4 ml de alcool n-butilico foram
adicionados a cada amostra, e em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante
5 min. O sobrenadante das amostras foi utilizado para a leitura em espectrofotdbmetro a 532nm.
Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata. Os niveis de MDA nas

amostras foram expressos em nmol/mL, obtido com a seguinte férmula:

' 20 x 220,32
MDA= Absorbancia,,gia ¥

Absorbancia,gzoMDA

2.4.  Avaliacdo da atividade antioxidante enzimética

2.4.1. Preparo do hemolisado

Apds a aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal da Grande
Dourados (Universidade Federal da Grande Dourados; UFGD), Brasil (CEP processo nimero
2.407.793), as hemacias foram obtidas de um doador saudavel apos centrifugacédo do sangue
total lavadas com solucdo de NaCl a 0,9% e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos,
desprezando-se em seguida o sobrenadante. O processo foi repetido trés vezes. Uma solucédo de
hemacias a 40% foi utilizada para realizagdo dos experimentos. Para realiza¢do do tratamento,
300 pL da solucdo de hemécias foram homogeneizadas com 300 puL do EHNC nas

concentragOes de 12,5 - 100 pg/mL, durante de 30, 120 e 180 minutos. As amostras tratadas



23

foram centrifugadas a 3.000 rpm por 5 minutos e aliquotas de 50 pulL das hemacias foram
retiradas e hemolisadas com &gua destilada na proporcdo 1:20 (v/v), com posterior
armazenamento a -80°C para as seguintes andlises: Superoxido Dismutase, hemoglobina (Hb)

e Catalase.

2.4.2. Dosagem de hemoglobina no Hemolisado

A determinacdo da concentracdo de hemoglobina (Hb) no hemolisado torna-se
fundamental para a obtengédo dos valores finais de CAT. Os valores foram obtidos através do
método de Drabkin. Um padréo de Hb de 11,7 g/dL foi utilizado. Para o ensaio 2 pL das
amostras preparadas a partir do hemolisado 1:20, descrito na preparagdo das amostras ou do
padrdo foram adicionadas ao reagente de Drabkin (2 mL). Essa mistura forma um composto, a
cianometahemoglobina, que pode ser mensurada em espectrofotdmetro no comprimento de
onda de 540 nm.

2.4.3. Superoxido Dismutase (SOD)

A técnica utilizada para determinacdo da SOD baseia-se na inibicdo da reacédo do radical
superoxido com o pirogalol. O radical superéxido é gerado pela auto oxidacdo do pirogalol
quando em meio basico. A SOD presente nas amostras tratadas compete pelo radical superdxido
com o sistema de deteccdo. A oxidacgdo do pirogalol leva a formacdo de um produto colorido,
detectado em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 420 nm. O ensaio consiste na
adicéo de 1,940 pL de tampdo Tris1 M (EDTA 5 mM; pH 8,0), 20 pL de cada amostra seguido
de 40 pL de pirogalol 10 mM. A absorbéncia foi determinada em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 420 nm (25° C) em um intervalo de 5 minutos, zerando o aparelho
com H20 destilada. Os resultados foram expressos em % de inibigdo da auto oxidagdo do
pirogalol, através da equacao:

s . ~ . Absorbancia idaci i
Inibicdo de oxidacao do pirogalol (%) = autoxidacio total do piragalol 100

Absorbanciagmostra

2.4.4. Atividade da Catalase

Do hemolisado dos tratamentos, 20 pL foi adicionado ao meio de reacdo, que continha
tampdo fosfato 50 mM, pH 7,0 e peroxido de hidrogénio (H202) 20 mM. A medida da atividade
da CAT ocorreu através da velocidade com que o H2O> e reduzido pela acdo da enzima,
provocando diminuicdo no valor da absorbancia em 240 nm. A diferenca na leitura das

absorbancias a 240 nm, em determinado intervalo de tempo (15 segundos), permitiu estabelecer
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a velocidade de reducdo do H.O2, que € proporcional a velocidade da reacdo enzimatica
catalisada pela CAT.

O calculo da atividade da CAT foi feito pela seguinte equacéo: (2,3/At). (a/b).(log al/a2),
onde At e a variacdo do tempo de reagéo (15s), a e o volume de hemolisado na cubeta, b e a
concentracdo de hemoglobina da amostra em g/dL, al e o valor da absorbancia no tempo zero
(t=0) e a2 e o valor da absorbancia no tempo final (t = 15s). A unidade final sera expressa-se

em k/gHb/min.

2.5. Atividade Citotéxica

2.5.1. Linhagens celulares e condigdes da cultura

As linhagens celulares CCRF-CEM (Leucemia linfocitica aguda) e Kasumi-1
(Leucemia mieloide aguda) foram cultivadas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de
soro fetal bovino e 100U/mL de penicilina e 100pg/mL de estreptomicina, e foram em

armazenadas em incubadora a 37°C, 5% de CO» e 90% de umidade relativa.

2.5.2. Ensaio de citotoxicidade

Foi realizado o teste de AlamarBlue, onde a resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona
10-6xido) apresenta coloracao azul e emite fraca fluorescéncia. Em células viaveis a resazurina
é reduzida a resorufina passando a apresentar colocagio rosa e emissdo de fluorescéncia (AEx.
= 560 nm; AEx.590 nm) (NAKAYAMA et al.,1997). Células CCRF-CEM (Leucemia linfoide
aguda) e Kasumi-1 (Leucemia miel6ide aguda) na densidade de 2x10* células/pogo foram
cultivadas em microplacas de 96 pogos durante 24 horas e expostas a concentracdes de EHNC
(25-300 pg/mL) durante 24 horas em estufa de CO2 5% a 37° C. Apés a incubacdo, foi
adicionado 20 pL do reagente AlamarBlue 10 vezes concentrado, diluido em tampé&o fosfato de
potéssio, e a placa foi incubada novamente por 4 horas a 37° C. A reducdo foi mensurada por
analise de fluorescéncia realizada em leitor de microplacas FlexStation3. A viabilidade foi

normalizada assumindo-se o controle como 100%.

2.6.  Andlises estatisticas

Os dados sdo mostrados como média * erro padrdo da média (EPM) e foram analisados
por diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, usando o teste t de Student ou por
analise de variancia (ANOVA), seguido pelos pos teste de Dunnett, comparando os tratamentos
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com o controle, usando o programa GraphPad Prisma 6. Os resultados foram considerados

significativos quando P < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1. Determinacéo de compostos fenolicos e flavonoides

A concentracdo de compostos fenolicos no EHNC foi de 292,88 + 11,49 mg de &cido
galico/g de extrato (GAE/g) e a concentracdo de flavonoides foi de 7,03 £ 1,18 mg de
quercetina/g de extrato (QE/Q).

3.2. Avaliagéo da Atividade Antioxidante

3.2.1 Atividade antioxidante pelo método DPPH- e ABTS™"

Considerando a presenca de compostos com potencial antioxidante no EHNC, foi a
avaliada a sua capacidade antioxidante in vitro. O EHNC foi capaz de capturar tanto o radical
livre DPPH quanto o ABTS nas diferentes concentracdes avaliadas. O EHNC apresentou 0 I1Csg
de 3,90, semelhante ao antioxidante padrdo acido ascorbico, de 3,54 na captura do radical
DPPH. Na captura do radical ABTS, o EHNC apresentou ICso de 1,99 e de 3,27 para 0
antioxidante padrao &cido ascorbico (Tabela 1).

Tabela 1. ICso e concentragdo da atividade maxima da captura dos radicais DPPH e ABTS do

antioxidante padrédo e EHNC.

DPPH ABTS
Amostras Atividade maxima Atividade maxima
1Cs0 (ug/mL) % Hg/mL  1Cso (Hg/mL) % pg/mL
Acido 354  9513+018 125 327  9567+19 125
ascorbico
EHNC 3,90 91,82 + 0,27 12,5 1,99 94.80 £ 0,6 6,25

Os valores s&o expressos como média + EPM. DPPH (n = 2) e ABTS (n = 3).
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3.2.2. Ensaio de hemolise e inibicdo da hemolise oxidativa induzida

O EHNC foi também avaliado pela a sua atividade hemolitica e capacidade de proteger
eritrocitos contra a hemolise induzida por AAPH (Figura 1). Quando os eritrécitos foram
incubados apenas com o acido ascérbico ou EHNC, sem agente indutor de hemolise AAPH,
observou-se que os tratamentos ndo induziram a hemolise nos tempos e nas concentracdes
testadas, como mostra a Figura 1, indicando que o extrato ndo promoveu hemolise nas

concentracdes avaliadas para este modelo celular, sendo similar ao acido ascorbico, um
antioxidante padréo.
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Figura 1. Efeito hemolitico do extrato hidroetandélico de N. cuspidata (12 - 75 pg/mL), comparado ao acido
ascorbico, em eritrocitos. (A) Eritrécitos incubados por 120 min, (B) 180 min e (C) 240 min. Os resultados estdo
expressos em média + EPM (erro padrdo da média), n=2.
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Em seguida, avaliou-se a capacidade de protecdo contra a lise celular induzida por
AAPH em eritrocitos humanos (Figura 2). O EHNC apresentou atividade antihemolitica de
maneira concentracao tempo-dependente aos 120, 180 e 240 minutos. Apds uma incubacédo de
240 min com EHNC, uma reducdo de 41,63 = 10,48% de hemolise foi observada na

concentragédo de 75 pg/mL.
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Figura 2. Efeito hemolitico do extrato hidroetandlico de N. cuspidata (12 - 75 pg/mL), comparado ao
antioxidante padrao, acido ascérbico, em eritrécitos induzidos com AAPH. (A) Eritrdcitos incubados por 120
min, (B) 180 min e (C) 240 min. Os resultados estdo expressos em média £ EPM (erro padrdo da média), n=2. *
Representa resultados estatisticamente significativos (P <0.05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo

AAPH (eritrocitos incubados apenas com o agente oxidante).
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3.2.3. Ensaio de inibicdo da peroxidacao lipidica

A capacidade do EHNC de proteger os eritrocitos humanos contra a peroxidacao lipidica
induzida pelo agente oxidante AAPH foi avaliada através da dosagem de MDA (Figura 3). O
EHNC promoveu reducdo dos niveis de MDA em todo o periodo experimental de forma
concentracdo tempo-dependente. Depois de 240 minutos de incubagdo dos eritrocitos com
EHNC, observou-se uma reducéo de 66,39 + 6,74% de MDA na concentragdo mais elevada

avaliada.
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Figura 3. Concentracao de malondialdeido (MDA) em eritrdcitos humanos induzidos a peroxidacao lipidica
com o agente indutor apds o tratamento em diferentes concentragdes (12,5 — 75 pg/mL) do extrato de N.
cuspidata e acido ascérbico. (A) Eritrdcitos incubados por 120 min, (B) 180 min e (C) 240 min. Os resultados
estdo expressos em média + EPM (erro padrdo da média), n=2. * Representa resultados estatisticamente
significativos (P <0.05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo de AAPH (eritrGcitos incubados

apenas com o agente oxidante).
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3.4.  Avaliacao da atividade antioxidante enzimética

3.4.1. Atividade de Superoxido Dismutase
Em nenhuma das concentracGes avaliadas o EHNC alterou a atividade da enzima
superoxido dismutase em todos os tempos avaliados quando comparados ao controle somente

com a presenca de soro fisiolégico (Figura 4).
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Figura 4: Atividade da enzima superoxido dismutase em eritrocitos apos o tratamento com diferentes
concentracgdes (12,5 — 100) extrato de N. cuspidata comparado ao grupo veiculo sem tratamento. (A)
Eritrocitos incubados por 30 min, (B) 120 min e (C) 180 min. Os resultados estdo expressos em média + EPM

(erro padrédo da média), n=3.
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3.4.2. Atividade da Catalase

Os efeitos do EHNC sobre a atividade da Catalase em eritrdcitos humanos submetidos
a diferentes concentracdes e tempos de tratamento estdo apresentados na Figura 5. O EHNC foi
capaz de elevar a atividade da enzima catalase nas concentragoes de 12,5 e 25 pg/mL aos 30
minutos de tratamento em todas as concentracOes avaliadas (12,5-100 pug/mL) aos 120 minutos
quando comparado com o grupo controle veiculo (sem a influéncia do extrato). Porém em 180

minutos, demonstrou diminuicdo da atividade da catalase nas concentracdes de 12,5 — 75

ug/mL.
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Figura 5: Atividade da enzima catalase em eritrdcitos sobre diferentes concentragées em pg/mL do extrato
de N. cuspidata comparado ao grupo veiculo sem tratamento. (A) Eritrdcitos incubados por 30 min, (B) 120
min e (C) 180 min. Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro padrdo da média), n=3. * Representa
resultados estatisticamente significativos (P <0.05) quando o grupo tratado foi comparado com o grupo veiculo

(eritrdcitos incubados apenas com a concentragao de solvente em sua maior concentracao).
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3.5.  Atividade Citotdxica
Como resultados preliminares, o EHNC foi capaz de reduzir a viabilidade de células
leucémicas em 53,41% para a linhagem celular CCRF-CEM e 55,71% linhagem Kasumi-1 na

concentragdo de 200 pg/mL. O ICso foi de 168,05 pg/mL para CCRF-CEM e 176,78 pg/mL
para a Kassumi-1.
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Figura 6: Atividade citotdxica do EHNC. (A) Células de leucemia linfocitica aguda (CCRF-CEM) e (B) células
de leucemia miel6ide aguda (Kassumi-1) em curva de dose-resposta (25-300 pg/mL).

4, DISCUSSAO

A fitoterapia vem sendo utilizada a décadas para o tratamento e prevencdo de diversas
doencas, tendo em vista seus baixos custo e eficacia comprovados. Estudos quimicos e
farmacoldgicos tém demonstrado cada vez mais a eficiéncia das plantas medicinais, utilizadas
com alternativas terapéuticas [19]. Dentre as plantas medicinais, espécies do género Nectandra
apresentam acdo antioxidante, relacionada a sua composicdo quimica presente, possuindo
moléculas como alcaloides e sesquiterpenos [13].

Pela primeira vez, foi demonstrado o potencial antioxidante do extrato hidroetandlico
da casca de Nectandra cuspitada Nees (EHNC). Essa atividade pode ser atribuida ao contetido
de compostos fendlicos, tendo em vista que estes sdo a principal classe de metabdlitos
secundarios, diferentes estudos relacionam a atividade antioxidante com o conteido de
compostos fenolicos, incluindo plantas da familia Lauraceae [20-22].

O EHNC demonstrou ser capaz de capturar os radicais livres DPPH e ABTS. Neste
estudo, a capacidade de antioxidante de captura dos radicais livres DPPH do EHNC obteve

resultado de ICso inferior a um estudo feito por FERREIRA et al. [22] com o extrato
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hidroetandlico da folha de N. cuspidata, demonstrando assim que tanto na casca quanto na folha
possuem compostos que possuem atividade antioxidante.

O EHNC foi eficaz em proteger eritrécitos humanos contra a peroxidacéo lipidica da
membrana induzida pela acéo do radical peroxil gerado pelo agente oxidante AAPH. A protecédo
contra a peroxidacédo lipidica pode ser atribuido a capacidade de captura direta dos radicais
peroxil pelo EHNC pelos compostos antioxidantes, evitando assim a hemolise decorrente da
oxidacdo dos lipideos presente na membrana celular [23].

A capacidade de modular mecanismos de defesa antioxidante pode prevenir o acumulo
de espécies reativas de oxigénio e o estresse oxidativo. A manutencdo do balango das espécies
reativas de oxigénio necessita da acdo de enzimas antioxidantes, tais como a superéxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT). Essas enzimas atuam como a primeira linha de defesa,
reduzindo no organismo os efeitos deletérios das espécies oxidantes [10].

Neste contexto, 0 EHNC, extrato que possui compostos fenolicos, demonstrou neste
estudo utilizando como modelo eritrocitos humanos a capacidade de modulacdo de
antioxidantes endogenos pela elevacdo da atividade da catalase. Compostos fendlicos sédo
moléculas que apresentam atividade antioxidante e reduzem o efeito deletério das espécies
reativas. Esses resultados estdo de acordo com os descritos por SANTOS et al. [5] e
CASAGRANDE et al.[24], tendo em vista que, 0s estudos com extratos de plantas provenientes
do Cerrado Brasileiro, ricos em compostos fenélicos, sdo capazes de modular a acdo de enzimas
antioxidantes endogenas em eritrocitos humanos, como por exemplo, ativacdo da enzima
catalase. Entretanto, neste estudo, 0 EHNC ndo promoveu alteracdo na atividade de SOD em
comparagéo ao controle.

O EHNC apresentou acdo citotdxica contra as linhagens celulares CCFR-CEM e
Kasumi-1. A atividade citotoxica do EHNC pode estar relacionada com a presenca de
compostos fendlicos em sua composicdo, tendo em vista que estudos com compostos isolados
sdo capazes de reduzir a viabilidade celular da linhagem celular CCRF-CEM e outras linhagens
cancerigenas [25, 26].
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5. CONCLUSAO

Conclui-se que 0 EHNC apresenta compostos fendlicos e flavonoides, os quais podem
estar relacionados as atividades bioldgicas, incluindo a sua atividade antioxidante e citotoxica.
Em conjunto, esses resultados abrem novas perspectivas de estudos para utilizagdo das cascas

de Nectandra cuspidata como um produto natural seguro e com propriedades antioxidantes.
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