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Resumo

O ecossistema manguezal € muito extenso no Brasil, tendo grande variedade de
espécies, incluindo plantas com atividades biolégicas que ainda ndo foram
totalmente elucidadas. Uma delas é a Rhizophora mangle, conhecida popularmente
como mangue vermelho, € usada na medicina popular para o tratamento de Ulceras,
inflamacéo, diabetes, tumor e dores. As plantas de mangue vivem em condi¢des de
estresse ambiental (salinidade, temperatura, flutuacdo das marés e solo anéxico),
estando adaptadas, morfologicamente e fisiologicamente, a este ambiente, e podem
ser fontes potenciais de componentes biologicamente ativos, com ampla aplicagao.
Extratos de diversas plantas medicinais podem modular a atividade de enzimas
responsaveis pela biotransformacéo, aumentando assim, a possibilidade de ocorrer
interagBes entre farmacos quando administrados concomitantemente. Com isso, a
utilizacdo inadequada de um produto natural pode induzir alteragcdes nas
concentragbes plasmaticas dos farmacos alopéaticos e de seus derivados e,
consequentemente, mudancas na sua eficacia e seguranca. O objetivo deste
trabalho foi investigar os possiveis efeitos in vitro de extratos metandlicos de folhas
de R. mangle sobre a atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD), enzima
da classe das CYPs, responsavel pela metabolizacdo de diversas substancias. Este
estudo foi realizado com extratos de R. mangle obtidos a partir de folhas coletadas
em 3 regifes diferentes do mangue: franja, bacia e transicdo. Os extratos
metanolicos, nas concentracfes de 25 e 50 pg/ml, reduziram significativamente a
atividade de EROD, quando comparados ao controle; j& na concentracdo de 2,5
pg/ml, teve pouco efeito na modulacao da atividade desta enzima.
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RHIZOPHORA MANGLE EXTRACT STUDY AND ITS EFFECTS
ON THE ACTIVITY OF HEPATIC MICROSOMAL 7-
ETOXYRESORUFFINE-DISETILASE (EROD) IN RATS

Abstract

The mangrove ecosystem is very extensive in Brazil, having a great variety of
species, including plants with biological activities. One of them is the Rhizophora
mangle, popularly known as red mangrove, due to its coloration; is very rich in
phenolic substances, especially tannins. Mangrove plants live in conditions of
environmental stress (salinity, temperature, tidal fluctuation and anoxic soil), being
morphologically and physiologically adapted to this environment, and may be
potential sources of biologically active components. Extracts from various medicinal
plants may modulate the activity of biotransformation enzymes, CYPs (cytochrome P-
450), thus increasing the possibility of interactions between drugs when administered
concomitantly. Thus, inadequate use of a natural product may induce changes in the
plasma concentrations of allopathic drugs and their derivatives and, consequently,
changes in their efficacy and safety. The objective of this work was to investigate the
possible in vitro effects of methanolic extracts of R. mangle leaves on the activity of
7-ethoxyresorufin-O-deethylase (EROD), an enzyme of the CYPs class, which are
responsible for the metabolism of various substances. This study was carried out with
extracts of R. mangle obtained from leaves collected in 3 different regions of the
fringe, basin and transition mangrove. These areas have different levels of salinity
and flooding. The methanolic extracts, at concentrations of 25 and 50 pg/ml, reduced
the EROD activity when compared to the control; already at the concentration of 2.5
pg/ml, had little effect on the modulation of EROD activity.

Keywords: 7-ethoxyresorufin-O-deethylase. Rhizophora mangle. CYP. Mangrove.

Introducéo

O manguezal € um ecossistema localizado em areas intermarés nas regides
tropicais e subtropicais do globo. As regides costeiras brasileiras detém uma gama
de ecossistemas: dunas, estuarios, lagoas, manguezais, pantanos, recifes de corais
e as restingas. Os manguezais abrangem cerca de 1.225.444 hectares em quase

todo o litoral brasileiro constituindo zonas de elevada produtividade biologica.
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Rhizophora mangle (Rhizophoraceae), conhecida popularmente como
mangue vermelho, € rica em substancias fendlicas e possui indicacdes
etnofarmacologicas e etnobotanicas. A literatura descreve uma série de
propriedades farmacoldgicas para esta espécie.

Segundo Schaeffer-Novelli (1995), seis espécies de plantas de mangue sao
bem adaptadas as condi¢gBes de elevadas taxas de salinidade na regido do litoral do
Brasil. As mesmas estdo distribuidas no pais em forma decrescente até as altas
latitudes, contendo apenas uma espécie no territério de Laguna (SC), tendo entédo
seu limite latitudinal. Trés dessas estdo presentes no Estado do Rio de Janeiro
(Avicennia schaueriana, Laguncularia racemosa e Rhizophora mangle) com
consideravel adaptacdo as condicbes proximas ao mar, tais como altas taxas de
salinidade.

As enzimas citocromos P450 foram descritas primeiramente por Klingeberg
em 1959, através de um pigmento microssomal, quando reduzido através da ligacédo
de mondxido de carbono (Klingenberg, 1958). Apoés isso, foi revelada por Omura e
Sato (1962) a natureza hemoprotéica do pigmento batizando a proteina com o home
de citocromo 450. Em 1963, foi demonstrado que essas proteinas estdo diretamente
ligadas com a hidroxilagdo no carbono 21 da 17-hidroxi-progesterona e também pela
oxidacao de diversas substancias (Estabrook et al.,1963).

As CYP’s sao caracterizadas por catalisarem a monooxigenacdo de uma
gama de substratos organicos, com significincia para a saude e para o
funcionamento do organismo em geral (Stegeman, Livingstone, 1998). Essas
proteinas sdo expressas em todas as fases do desenvolvimento e em basicamente
todos os tecidos dos organismos em geral, sendo no tecido hepatico o local de maior
expressdo. Em outros 6rgaos, como rins e tecido epitelial da traqueia e faringe,
também se nota uma grande expresséo destas proteinas (Ding, Kaminsky, 2003).

As diferentes isoformas da enzima P-450 da subfamilia 1 A (CYP1A) séo
encontradas e expressas principalmente em hepatdcitos. Observa-se que um
significativo aumento na expressdo dessas enzimas pode indicar a exposicao a
determinados tipos de substancias como, por exemplo, os xenobioticos (Goksayr,
Forlin, 1992).
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A T-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) presente em animais vertebrados e
invertebrados transforma substancias de dificil excrecdo em componentes mais
facilmente excretados. Como todo metabdlito, alguns sdo extremamente reativos e
podem causar sérios danos a salude e até mesmo ao DNA, podendo em casos
extremos promover até mesmo a carcinogénese (Goldstone, Stegeman, 2006).

A biotransformacé&o ou desintoxicagcédo de xenobioticos se da normalmente em
duas fases. A fase | consiste em reacdes de oxidacao, reducao ou hidrélise e os
produtos formados sao frequentemente mais reativos que os iniciais. A fase Il
consiste na conjugacédo destas substancias reativas, provenientes da fase I, a fim de
serem eliminadas do organismo como substancias inertes (Sirok4, Drastichova
2004).

Em principio, as substancias mais lipofilicas, aquelas que exibem alto
coeficiente de particdo lipideo:dgua, tendem a permanecer e acumular no
organismo, uma vez que 0s meios comuns de eliminagdo (urina e fezes) sé&o
fundamentalmente aquosos. Assim, embora 0s xenobidticos mais hidrossolaveis
possam ser eliminados de forma inalterada, a depuracdo das substancias mais
lipofilicas absorvidas pelo organismo depende essencialmente dos processos de
biotransformacao (Pacheco et al., 2005).

O citocromo P450 (CYP450) representa a principal via metabdlica de
biotransformacéo da Fase |, através de suas mais de 500 isoenzimas, e faz parte do
sistema de oxidases de funcédo mista (MFO) (Lin, Lu, 1998). Tais monooxigenases
participam tanto da biossintese como da degradacdo de substancias enddgenas, e
inmeros tipos de xenobidticos. Essas reacdes ocorrem, principalmente, no figado;
contudo, existe expressdo em menor grau por todo o organismo, incluindo intestino,
pulméo e rim, entre outros (Nebert 1991). A subfamilia CYP1A é responsavel pela
desintoxicacdo de diversas substancias poluentes, tais como os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. As enzimas do sistema de MFO sdo constituidas pelos
seguintes componentes: NADPH e a enzima NADPH citocromo P450 redutase;
citocromo b5 e a enzima citocromo b5 redutase, além do préprio CYP450 (Bucheli,
Fent 1995).
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Apdés uma contaminagdo de um ambiente por xenobi6ticos, 0s niveis de
EROD dos seres que ali habitam tendem a aumentar, observando a necessidade da
descoberta de algum facilitador da excrecdo dos xenobiéticos (Cajaraville, 2000).
Segundo Pollino, Holdway (2003) os niveis de EROD tendem a subir quando o

organismo for submetido a uma exposi¢cao maior de xenobioticos.

Metodologia

As folhas foram coletadas em janeiro de 2017 ao sul do Estado do Rio de
Janeiro, na Reserva Biologica Estadual de Guaratiba, que abriga uma das principais
florestas de mangue do Estado e o principal remanescente de manguezais do
municipio do Rio de Janeiro. A espécie escolhida para estudo foi coletada de acordo
com cada regido do ecossistema Manguezal ao longo do litoral fluminense. As
coletas foram realizadas mensalmente por meio de projetos de monitoramento
existentes as margens das baias de Sepetiba, pelo grupo de pesquisa do
professor/pesquisador Filipe de Oliveira Chaves, Nucleo de Estudos em
Manguezais, Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ).

O material vegetal foi coletado em trés regides diferentes: franja, bacia e
transicdo. Para o preparo do extrato metandlico, as folhas foram secas a 60°C e
fragmentadas com auxilio de moinho de jarros. Os extratos brutos metandlicos
obtidos foram concentrados sob presséo reduzida, utilizando rotaevaporador Biichi,
equipado com banho aquecedor a 40°C. Depois de extrair todo o solvente, os
extratos foram congelados e liofilizados para garantir a retirada total de agua e de
metanol.

Ratos Wistar machos foram mantidos em condicbes adequadas e
alimentados com racdo de roedores e agua ad libitum. O uso de animais neste
projeto foi aprovado pela CEUA da UEZO (referéncia 005 — 2-15). A eutanasia foi
realizada em camara de CO: e os figados foram retirados, acondicionados e

armazenados em nitrogénio liquido para posterior preparo do microssoma. O
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preparo da fragcdo microssomal hepatica dos ratos ocorreu, basicamente, conforme
descrito por Ribeiro Pinto et al. (2001). Para o preparo do microssoma os figados
congelados foram retirados do reservatorio de nitrogénio liquido, descongelados,
fragmentados e pesados (3,5 g) em balanca semi analitica (marca Bel). Em seguida,
os figados foram homogeneizados em homogeneizador do tipo Potter-Elvejhem,
com 10 mL de solucdo tampdo gelada (fosfato de potassio 0,1 M, de pH 7,0,
contendo 0,25 M de sacarose). Foram realizados ciclos de movimentos ascendentes
e descendentes, até que fosse constatada visualmente a homogeneizacao do tecido.
Logo apds foram adicionados mais 4mL do mesmo tamp&o. Os homogeneizados
hepéticos foram centrifugados a 33.000 g por 45 min a 4°C em ultracentrifuga
HITACH. Os sobrenadantes desta primeira centrifugacdo foram transferidos para
outros tubos e novamente centrifugados em ultracentrifuga (marca Hitachi modelo
Himac cp 80wx), a 100.000 g por 1h e 30 min a 4°C. Apés este tempo, o
sobrenadante foi desprezado e os pellets contendo a fragdo microssomal foram
ressuspensos utilizando a mesma solucdo tampao utilizada anteriormente e re-
homogeneizados manualmente. A partir do momento em que foi constatada
visualmente a homogeneizacédo dos pellets, a fracdo microssomal assim obtida foi
dividida em aliquotas, distribuidas em criotubos devidamente identificados, e
armazenada em nitrogénio liquido.

A atividade da 7-etoxiresorufina-O-desetilase (EROD) foi determinada
conforme Burke et al. (1985). Em cubeta de quartzo, posicionada dentro do
espectrofluorimetro (com temperatura controlada a 37°C por um banho-maria com
circulacdo de agua), foram pipetados o tampéao fosfato de K* 0,1M de pH 7,8 (g.s.p.
2,0 mL), 10 yL MgCl2 1,0 M em agua destilada (5 mM final), o substrato dissolvido
em DMSO (5,0 uM final), 10 uL de extrato metandlico de R. mangle em diferentes
concentracdes (2,5 pg/ml; 25,0 pg/ml e 50 pg/ml) e 200 yg microssoma hepatico
(diluido na hora do uso em tampdo de homogeneizacdo). Ap6s 8 minutos de preé-
incubacao, a reacao foi disparada com a adicdo de 20 yL de NADPH 25 mM em
agua (0,25 mM final). A velocidade da reacéo foi determinada em tempo real pelo

aumento da fluorescéncia causada pelo acumulo de resorufina. A fluorescéncia foi
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lida continuamente por 60 segundos em um espectrofluorimetro (marca ISS modelo

pcl), com excitacdo a 550 nm e emissao a 582 nm, com fendas 1/1.

Resultados e Discussao

A maioria dos estudos relacionados a acéo de plantas medicinais consiste na
averiguacdo da sabedoria popular, o que contribui para elucidar a atividade das
mesmas, facilitando o uso adequado e a orientagcdo de profissionais capacitados,
visando sempre o beneficio do paciente e a descoberta de substancias com
potencial farmacolégico. Entretanto, as informacdes técnicas a respeito de plantas
ainda sao insuficientes na maioria dos casos, para garantir a qualidade, a eficacia e
a seguranca de seu uso (NICOLLET]I, 2007).

Para avaliar a atividade da enzima EROD microssomal hepatica em ratos, foi
realizado o tratamento in vitro do microssoma com o extrato metandlico de R.
mangle nas concentracdes de 2,5 pg/ml, 25 ug/ml, 50 yg/ml. Com o intuito de
observar um possivel efeito da zonacdo de R. mangle na atividade de EROD, a
espécie foi coletada em trés regides, representando pontos com diferentes
frequéncias de inundagdo pelas mares: floresta de franja, ou seja, mais proximo ao
rio; floresta de bacia; e floresta de transicdo, caracterizado por arvores de porte
menos denso e maior distancia do rio Piracao.

Na Figura 1 é possivel observar que houve uma reducéo de cerca de 5% na
atividade de EROD no tratamento com 2,5 ug/ml de extrato quando comparada ao
controle, uma reducao de 45 % com 25,0 ug/ml e para a concentragéo de 50 pg/mli
do extrato a reducédo foi aproximadamente 68%. Obteve-se uma média de 92,82 *
3,73 pmols de resorufina.mint.mg* no controle; 88,90 + 0,30 no tratamento com 2,5
pMg/ml do extrato; 50,80 £ 3,20 para 25,0 pg/ml e de 30,09 + 0,30 para o tratamento
com 50 pyg/ml.
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Figura 1. Efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora mangle

coletadas na regido de franja

Efeito do tratamento com extrato metandlico de
Rhizophora mangle (franja) sobre a atividade de
EROD hepatica de ratos wistar
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Fonte: Pesquisa do Autor

A Figura 1 relata o efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora
mangle coletadas na regido de franja durante o més de janeiro do ano de 2017
sobre a atividade de EROD microssomal hepética de ratos Wistar. Todo o
experimento foi feito em duplicata. Na Figura 2 € possivel observar que ndo houve
alteracdo na atividade de EROD no tratamento com 2,5 pg/ml de extrato obtido a
partir de folhas coletadas na regido de bacia, quando comparada ao controle.
Obteve-se uma reducéo de 29% com 25,0 pg/ml e para a concentragcéo de 50 ug/mi
do extrato a reducédo foi aproximadamente 46%. O controle apresentou uma média
de 92,82 + 3,73 pmols de resorufina.mint.mg*; 93,02 + 1,99 no tratamento com 2,5
Mg/ml do extrato metandlico; 65,99 + 1,61 para 25,0 pg/ml e de 50,51 + 0,64 para o

tratamento com 50 pg/ml.
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Figura 2. Efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora mangle coletadas na

regido de bacia.
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Fonte: Pesquisa do Autor

A Figura 2 relata o efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora
mangle coletadas na regido de bacia sobre a atividade de EROD microssomal
hepatica de ratos. O experimento foi feito em duplicata. Ao utilizar o extrato
metandlico de folhas de R. mangle coletadas na regido de transicdo (Figura 3),
obteve-se uma média de 92,82 + 3,73 pmols de resorufina.min't.mg?; 88,70 + 2,32
no tratamento com 2,5 ug/ml do extrato metandlico; 46,52 + 1,58 para 25,0 ug/ml e
de 38,54 + 1,90 para o tratamento com 50 pg/ml.

Visto esses dados, foi possivel observar a reducéo da atividade de EROD em
todas as concentragbes de extratos usadas, sendo em torno de 5% para a
concentracdo de 2,5 pg/ml, de 49 % na concentracdo de 25 ug/ml e de 59% na
concentracéo de 50 pg/ml quando comparadas ao controle.
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Figura 3. O Efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora mangle coletadas
na regido de transi¢do sobre a atividade de EROD microssomal hepética de ratos.

Efeito do tratamento com extrato metanolico de
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Fonte: Pesquisa do Autor

A figura 3 sobre o efeito do extrato metandlico de folhas de Rhizophora
mangle coletadas na regiao de transicdo sobre a atividade de EROD microssomal

hepatica de ratos. O experimento foi feito em duplicata.

Para melhor comparagdo de nossos resultados, os efeitos dos extratos de
folnas de R. mangle coletadas nas regides de franja, bacia e transicdo sobre a
atividade de EROD foram apresentados conjuntamente na Figura 4. Como pode ser
claramente observado, os trés extratos analisados promoveram significativa inibicao
da enzima EROD, de maneira dose dependente. Sendo as inibicbes mais
destacadas nas doses mais elevadas. Como observado, o extrato de folhas de R.
mangle coletadas nas regides de franja promoveu inibicdo maior que extratos dos
outros dois fragmentos de mangue.
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Figura 4. Efeito comparativo do extrato metandlico de folhas de Rhizophora mangle
coletadas nas regibes de franja, bacia e transicdo sobre a atividade de EROD microssomal
hepatica de ratos.
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Fonte: Pesquisa do Autor

A Figura 4 aborda o efeito comparativo do extrato metandlico de folhas de
Rhizophora mangle coletadas nas regibes de franja, bacia e transicdo sobre a
atividade de EROD microssomal hepatica de ratos. O experimento foi feito em
duplicata. Baseado em estudos ja publicados, podemos inferir que o efeito inibitorio
dos extratos metandlicos de folhas de Rhizophora mangle sobre a atividade de
EROD é decorrente da presenca de taninos nestes extratos. Segundo Monteiro et al.
(2005) os taninos séo constituintes fendlicos presentes na maioria das plantas, que
podem ter sua concentracdo variando de acordo com os tecidos vegetais, bem como
em funcdo da idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do

local de coleta. As variacbes encontradas entre os extratos, possivelmente, sdo
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decorrentes dos niveis de taninos que variam de acordo com a idade e tamanho da
planta e o local/area em que foi coletada. Os taninos possuem grande afinidade por
proteinas e enzimas, ocorrendo entdo a ligacdo nas mesmas vindo a gerar
inativagao/reducédo de atividade.

O estudo de Tavares et al. (2014) demonstra a interacdo entre o tanino
presente em frutas e a acdo de enzimas da classe das citocromo P-450, conferindo
ao tanino o efeito redutor de atividade, o que corrobora com os estudos
anteriormente citados e embasa a teoria de inibicdo de EROD através da interacao
com 0S Mesmos.

E importante observar que independente do local de coleta das folhas, todos
0s extratos tiveram taxa de inibicAdo consideravel, justificando uma reducdo de
atividade maior para os extratos obtidos a partir de coletas nas regides de franja e de

transigao.

Consideracdes Finais

Este estudo foi de grande relevancia quando se compara os resultados
obtidos e verifica-se a inibicdo de forma acentuada em todos os pontos de coleta
para concentracfes de 25,0 ug/ml e 50 pg/ml. Vale ressaltar que a inibicdo de uma
enzima como EROD esta diretamente ligada com a menor excre¢cdo de xenobibticos
e consequentemente possiveis futuros danos a saude do usuario, chamando a
atencao principalmente para o uso prolongado de R. mangle como planta medicinal
sem a devida prescricao.

A utilizacédo de plantas medicinais somente deve ser feita com o auxilio de um
profissional capacitado para que seja solicitado o uso da mesma. A utilizacdo sem a
devida prescricdo pode gerar danos severos a saude do paciente sendo o dano
direto ou indireto. Direto quando a propria planta medicinal vem a causar algum
prejuizo a saude do paciente, seja devido a dosagem ou ao intervalo de uso, e 0
dano pode ser indireto como mostrado neste estudo no caso do extrato de R.

mangle que reduz consideravelmente a atividade da enzima EROD, sendo a mesma
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responsavel pela eliminacdo de xenobidticos de maneira geral e pela
biotransformacdo, podendo esta inibicio pode causar problemas graves em
pacientes que fazem uso de farmacos de maneira continua. Visto que a inibicdo
desta enzima pode levar ao acumulo de farmacos e outros xenobiéticos no
organismo, causando a sua intoxicagao.

A reducdo da atividade de EROD pode estar relacionada com futuros
problemas de saude, visto que a enzima esta diretamente ligada com a excrecao de
xenobibticos. Seus niveis sdo geralmente alterados em organismos expostos a
agentes poluentes, sendo mais uma forma de orientacdo a pessoas que utilizem R.

mangle como planta medicinal.
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