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Resumo

Plectranthus neochilus é uma erva aromética conhecida popularmente como boldo-gamba, usada na medicina popular para tratar dispepsia e
insuficiéncia hepatica, usada também com efeito analgésico e anti-inflamatorio. Tendo em vista o uso popular da planta, torna-se importante a
investigagdo farmacol6gica dos compostos isolados de P.neochilus. A avaliacdo da Citotoxicidade em plantas é de extrema importancia para
posterior utilizacdo em medicamentos. O objetivo deste trabalho € avaliar concentragdes ndo citotdxicas de 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina
um composto isolado anélogo a forscolina oriundo do extrato hidroalcodlico das folhas e caules de P.neochilus e avaliar se este diterpeno possui
capacidade antioxidante. Para o teste de citotoxicidade foi utilizado o ensaio de viabilidade com sangue total, foi feita a coleta de sangue de 5
voluntérios higidos, e confeccionadas 6 culturas, sendo a primeira controle a segunda um controle de DMSO, que foi utilizado como solvente
para o diterpeno e 4 culturas em concentracdes diferentes do diterpeno, 40, 20, 10 e 5ug/ml, seguiu-se o protocolo de lise de hemécias com
cloreto de aménio e marcou-se com azul de tripan, posteriormente, foi feita a leitura por citometria de fluxo. Também foi analisada a capacidade
antioxidante do diterpeno por meio da determinagdo do poder de reducdo do ion ferro, FRAP (do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power)
em que é analisada a producdo do ion Fe2+ a partir da reducéo do ion Fe3+ presente no complexo 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ). Quando
0 ocorre a redugdo, ha alteragdo de cor na solucdo, a avaliagéo € realizada por espectrofotdmetro em comprimento de onda de 593 nm. Os
resultados demonstraram que nas concentragdes testadas, 40, 20, 10 e 5 pg/ml o diterpeno extraido da planta P. neochilus ndo apresentou
citotoxicidade seletiva a nenhuma populagdo leucocitéria avaliada (linfécitos, mondcitos e neutréfilos) e ainda apresentou grande capacidade
antioxidante. Mais estudos devem ser realizados evidenciando os potenciais farmacoldgicos da planta P. neochilus, bem como de substancias
isoladas a partir de extratos da planta.

Palavras-chave: Diterepeno. Citotoxidade. Antioxidante

Abstract

Plectranthus neochilus is an aromatic herb popularly known as boldo- opossum, used in folk medicine to treat dyspepsia and hepatic
insufficiency, also used as analgesic and anti-inflammatory. In view of the popular use of the plant, it becomes important the pharmacological
investigation of the compounds isolated from P.neochilus. The evaluation of plant cytotoxicity is of extreme importance for subsequent use in
medicinal products. The objective of this study is to evaluate non-cytotoxic concentrations of 1,6-di-O-acetyl-9-deoxyphosphine an isolated
compound analogous to forskolin from the hydroalcoholic extract of P.neochilus leaves and stems and to evaluate whether this diterpene has
antioxidant capacity. For the cytotoxicity test, the whole blood viability assay was performed, blood was collected from 5 healthy volunteers,
and 6 cultures were made, the second control being a DMSO control, which is the diterpene solvent and 4 cultures at different concentrations
of diterpene, 40, 20, 10 and 5 g / ml, followed by the protocol of red blood cell lysis with ammonium chloride and labeled with tripan blue, and
then read by flow cytometry. The antioxidant capacity of diterpene was also analyzed by means of the determination of the iron ion reduction
power (FRAP) in which Fe2 + ion production is analyzed from the Fe3 + ion present in complex 2, 4,6 -tripyridyl-s-triazine (TPTZ). When
the reduction occurs there is a color change in the solution, turning to an intense purple, the evaluation is performed by spectrophotomete r
at wavelength of 593 nm. The results demonstrated that at the tested concentrations, 40, 20, 10 and 5 pug / ml diterpene extracted from the
plant P. neochilus did not present selective cytotoxicity to any leukocyte population evaluated (lymphocytes, monocytes and neutrophils) and
still presented a great antioxidant capacity. Further studies should be performed evidencing the pharmacological potentials of the plant P.
neochilus, as well as of substances isolated from extracts of the plant.
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1 Introducéo volateis encontradas foram a-terpenilacetato, a-tujona,
[B-cariofileno cariofileno, B-pineno e a-pineno (MOTA et al.,
2014). O 6leo essencial também apresentou in vitro atividade

gamb4” é uma erva perene, com galhos suculentos. Sua infusdo contra vermes adultos de Schistosoma mansoni e, ainda,
é um tBnico amargo utilizado no tratamento de males de figado ~ reduziu de forma dose-dependente o niimero e a porcentagem
e problemas de digestdo (DUARTE e LOPES,2007). O 6leo  do desenvolvimento de ovos do parasita (CAIXETA et al.,
essencial da planta foi estudado e as principais substancias ~ 2011). O 6leo essencial da planta também ja demonstrou

A planta P. neochilus Schitr, pertencente a familia
Lamiaceae, conhecida popularmente como “boldo” e “boldo
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efeito antimicrobiano contra diversas bactérias cariogénicas,
especialmente, o Streptococcus mutans (CREVELIN et al.,
2015).

Mota et al. (2013) identificaram que a composigao volatil
de P. neochilus apresenta forte odor desagradavel, cor amarela
clara e composicdo complexa. Revelaram também que as
espécies Plectranthus cultivadas em Portugal possuiam
composicdes de Oleos essenciais diferentes das espécies ja
estudadas colhidas na Africa e no Brasil.

Poucos séo os estudos de avaliacdo do efeito de extratos do
boldo-gamb4, sobretudo, extratos de média e alta polaridade,
que se aproximariam do uso popular da planta. O extrato
metandlico de P. neochilus apresentou toxicidade para a
espécie Leishmania chagasi (ANTINARELLI et al., 2015). O
extrato etandlico apresentou toxicidade para Artemia salina, a
letalidade a este microcrustaceo pode ser utilizada como um
teste preliminar répido e simples para triagem de compostos
bioativos. O extrato hidroalcodlico de P. neochilus demonstrou
efeito analgésico no controle da dor pés-operatdria em gatas
(SILVA etal., 2012). H4 evidéncias, portanto, de que extratos
de média e alta polaridade da planta, assim como o dleo
essencial, apresentam atividades bioldgicas importantes para
controle de doencas e analgesia. Os principais metabdlitos
secundarios descritos, sobretudo, do 6leo essencial da planta
séo terpenoides. Barros (2014) realizou estudo quimico de P.
neochilus e conseguiu isolar em um precipitado o diterpeno
analogo a forscolina, 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina, assim
0 objetivo do presente trabalho foi investigar a toxicidade do
diterpeno encontrado em P. neochilus frente aos leucécitos
humanos in vitro, assim como avaliar a atividade antioxidante
ndo enzimatica de 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina isolado
de P. neochilus.

2 Material e Métodos

Esse trabalho foi realizado em parceria com 0s
pesquisadores do Departamento de Quimica da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Desta forma,
ndo foi objetivo deste trabalho o isolamento de 1,6-di-O-
acetil-9-deoxiforscolina a partir de P. neochilus, e sim a
realizacdo dos testes de toxicidade e atividade antioxidante.
Portanto, nesta se¢do se faz uma descri¢do resumida incluindo
coleta da planta e identificacdo do diterpeno. Em sintese, a
espécie P. neochilus foi cultivada no Campus JK da UFVIM
(180 14’ S, 430 36 W), Diamantina/MG, sendo seu plantio
através de propagacdo vegetativa utilizando os galhos da
planta, provenientes de Belo Horizonte /MG. A identificacdo
da espécie foi realizada pelo botanico Prof. Dr. Carlos Victor
de Mendongca Filho do Departamento de Ciéncias Bioldgicas
da FCBS/UFVJM, sendo depositada uma exsicata do material
no Herbario DIAM da UFVJM, sob o registro nimero 1720. A
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investigacdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas
e caules de P. neochilus forneceu um precipitado contendo
um diterpeno andlogo a forscolina, o 1,6-di-O-acetil-9-
deoxiforscolina. A elucidacdo estrutural da substancia se
baseou na andlise espectroscopica de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), e por comparacdo com dados encontrados na
literatura. Todos os testes descritos abaixo foram realizados
com a fracdo extraida de P. neochilus, a qual continha a
substancia isolada 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina. O
material foi identificado conforme Barros (2014) e, ento,
cedido para os testes de citotoxidade e atividade antioxidante.

2.1 Citotoxicidade aos leucécitos do sangue periférico in
vitro

Para andlise da toxicidade da fragdo extraida P. neochilus
foram realizados testes de viabilidade celular em culturas de
leucéeitos. As analises foram realizadas com sangue total de
cinco voluntérios higidos (n =5). Tendo em vista a utilizacéo
de células humanas, o projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da UFVJM, certificado de apresentagdo para
apreciagdo ética nimero CAAE 28665514.2.0000.5108, e o
parecer tem registro n® 1.018.204. Foram confeccionadas para
cada voluntério 6 culturas em camara de fluxo, sendo a primeira
controle, contendo apenas célula e meio de cultura, a segunda
um controle do solvente que continha DMSO (1% v/v), célula
e meio de cultura. As outras quatro culturas foram realizadas
com a fragéo de P. neochilus em diferentes concentragdes, 40,
20, 10 e 5ug/ml. As culturas foram encubadas por 4 horas,
e seguiram o protocolo de lise de hemacias com solugdo
de cloreto de amonio (1,6% p/v). Passaram por duas etapas
de adicdo de solucdo de lise seguida de incubagdo no gelo,
centrifugacdo 240g por 10 min, e desprezo de sobrenadante.
Foi realizada também uma etapa de limpeza com a solugéo
tampéo PBS (NaCl 1,50 M; Na2HPO4 0,08M; NaH2PO4
0,02M, pH 7,20-7,40). Apos a etapa de lavagem foi realizada
a marcagdo com azul de trypan (0,002% p/v), conforme
Freitas et al. (2014), seguida da leitura em citdmetro de fluxo.
Seguindo pardmetros de tamanho e complexidades internas
foram selecionadas as populag@es leucocitarias para analise
da viabilidade de linfdcitos, mondcitos e neutréfilos frente as
diferentes concentragdes da fragao.

2.2 Capacidade antioxidante nao enzimatica

A capacidade antioxidante ndo enzimatica das amostras foi
determinada pelo método FRAP (do inglés Ferric Reducing
Antioxidant Power), de acordo com Benzie e Strain (1996).
Foi analisada a capacidade do extrato em reduzir Fe** a Fe?* e
reagir juntamente com 2,4,6-Tri(2-Piridil)-5-Triazina (TPTZ)
resultando no complexo Fe*2-TPTZ. Quando ocorre a redugio
ha alteracdo de cor na solucdo, a avaliagdo € realizada por
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espectrofotbmetro em comprimento de onda de 593 nm. Para
a confeccdo do reagente FRAP, foram adicionados 25 ml de
tampao acetato de sddio (0,3 M, pH 3,6), 2,5 ml de TPTZ (10
mM)e 2,5mlde FeCIa.HZO (20 mM). Duas amostras de 528uL
(cada) do reagente FRAP foram adicionadas 72 uL do extrato
e a 72 uL de DMSO. As misturas foram homogeneizadas e
incubadas no escuro, a 37 °C, por 30 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 300 g por 5 min, e 0
sobrenadante foi analisado em espectrofotdmetro, em
duplicata, em leitor de microplacas, a 593 nm. A capacidade
antioxidante total das amostras foi expressa em equivalentes
de Fe?*, determinada a partir da curva padrdo de concentragdes
conhecidas de sulfato ferroso. Os resultados foram expressos
como UM de sulfato ferroso/g de extrato.

O extrato hidroalcodlico foi diluido em DMSO, portanto
0 FRAP foi realizado também para o solvente. Foi obtida uma
média dos valores de absorbancia em duplicata, repeticGes
independentes, tanto para o extrato quanto para o solvente,
respectivamente 317, 292 e 70, 62,5 uM. Para que fosse
analisado somente o efeito do extrato. O valor da média da
absorbancia do solvente foi diminuido do valor do extrato,
resultando em 246, 667 uM. O extrato tinha, inicialmente,
a concentracdo de 4 mg/ml, sendo corrigida entdo a
concentracdo pelo volume utilizado no ensaio que era de 72
ml. A nova concentracdo foi expressa em 0,29 mg. Para se
obter entdo o poder antioxidante foi preciso dividir o valor da
média de absorbancia sem o solvente pela nova concentragao.
O valor obtido foi entdo dividido por 100 para obtencdo do
valor padréo.

2.3 Analise estatistica

Inicialmente, o0s resultados foram analisados de
forma descritiva. As diferengas entre os dados no teste de
citotoxicidade foram avaliadas utilizando o teste ANOVA. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrédo e as
diferencas estatisticamente significativas foram consideradas,
quando p < 0,05. Todas as andlises estatisticas foram realizadas

utilizando o software GraphPad Prism 5.

3 Resultados e Discussao

No presente trabalho, a fracdo do extrato hidroalcodlico
de P. neochilus, contendo um diterpeno analogo a forscolina,
0 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina teve sua citotoxicidade
avaliada, para cada populacdo leucocitaria, em diferentes
concentragdes. Através de citometria de fluxo e marcacdo com
azul de tripan (Figura 1).

CANUTO,T.A;; et al.

Figura 1 - Percentual de Células mortas nas culturas controle,
controle do solvente (DMSO 1% v/v) e nas culturas tratadas
com diferentes concentracdes da fracdo extraida de P. neochilus
(40, 20, 10 e 5pg/ml) nas populacdes leucocitérias de linfocitos
(A), mondcitos (B) e neutréfilos (C). As barras seguem 0 mesmo
padrdo nas figuras A, B e C. O teste estatistico realizado foi
ANOVA (n=6).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O percentual de viabilidade celular em todas as culturas
foi superior a 92%, o que é desejavel em culturas celulares.
Néo foi observada agdo tdxica seletiva a nenhuma populagido
linfocitaria (Figura 1).

Segundo Antinarelli et al. (2014), P. neochilus apresentou
alta atividade antileishmanial contra formas promastigotas
de Leishmania chagasi, com concentracdo necessaria para
reduzir a viabilidade em 50% (Clso) igual a 14 pg/ml. No
presente estudo, tal concentragdo ndo foi toxica aos leucécitos
humanos. Estes autores avaliaram também a Cl,,de monécitos
murinos que foi superior a 111 pg/ml, no presente trabalho a
maior concentracdo testada foi de 40 pg/ml e esta concentracdo
apresentou baixa toxicidade para todos os leucécitos humanos
testados, incluindo mondcitos.

Arcanjo et al. (2012) relataram que as folhas secas de P.
neochilus possuem odor caracteristico, sendo usadas como
cha ou como fragmento aquoso. O estudo ainda apontou que a
salmoura induzida pelo extrato etandlico da planta demonstrou
uma indicacdo de atividade antitumoral, ainda ndo relatada na
literatura, com 1C50 de 210.31 pg/ml. No presente trabalho,
concentragcdes maiores do que 40 pg/ml ndo foram testadas.
E importante salientar que este estudo foi realizado com
uma fracdo do extrato de média/alta polaridade da planta P.
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neochilus, e a fracdo avaliada foi extraida de extrato também
de alta polaridade.

O diterpeno 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina utilizado
nos testes € um analogo da forscolina. A forscolina é um
diterpeno, também com baixa toxicidade, que é um ativador
da enzima adenilato ciclase, aumentando os niveis de AMP
ciclico intracelular (SAITOH et al., 1988; ALASBAHI,
MELZIG, 2012). A forscolina inibe alguns mecanismos de
morte celular, como a apoptose, morte celular programada
(KAMATA et al., 1996; PASSERON et al., 2009), e também
citotoxicidade celular mediada por anticorpos (SAITOH et
al., 1988). No entanto, mais estudos precisam ser realizados,
a fim de comparar as atividades da forscolina com o diterpeno
analogo avaliado neste trabalho.

3.1 Capacidade Antioxidante total do plasma (FRAP)

O método FRAP consiste na reducéo do ferro em presenca
de meio é&cido, ocorrendo uma mudanga de coloragdo,
quando existe antioxidante na amostra. O método foi
desenvolvido, especificamente, para analisar a capacidade
antioxidante do plasma, porém podem ser utilizados em
extratos brutos, tecidos, amostras bioldgicas, frutas e vegetais
(BERGAMASHI, 2010).

Observou-se que uma fragdo do extrato hidroalcodlico
de P. neochilus apresentou um alto poder antioxidante 0,850
pmol/mg. Os resultados foram expressos como pmol de
sulfato ferroso/mg de extrato. O valor obtido é considerado
alto, segundo Bergamashi (2010), que usando a mesma
metodologia em extratos vegetais polares, porém de outras
espécies, pelicula de amendoim e talo de beterraba, encontrou
valores de 1,605 e 0,619 pmol/mg como seus maiores poderes
redutores. O trabalho de Bergamashi (2010) foi citado, tento
em vista de ter utilizado a mesma metodologia do FRAP com
extratos vegetais, sendo que o mais comum é se encontrar
0 uso da metodologia em avaliacGes para testes em plasma
sanguineo. O poder antioxidante de P. neochilus ja havia
sido testado por Ramborger et al. (2017), pela metodologia
do DPPH, (método do sequestro do radical livre estavel
2,2-difenil-1-picrilhidrazil), por terem utilizado metodologia
diferente, a comparagao entre 0s ensaios ndo é possivel, no
entanto, foi notada uma atividade antioxidante para a planta
apos fitorremediacdo com herbicida.

A acdo da forscolina sobre o estresse oxidativo foi avaliada
em modelo animal, apds administracdo cronica do diperneno
por 8 semanas em ratos. O estresse oxidativo foi avaliado
pela dosagem de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG) em
amostras de urina de 24 horas. Os resultados indicaram que
a administracdo crénica de forscolina ndo reduziu, de forma
significativa, a 8-OHdG, ndo se mostrando antioxidante in
vivo pela metodologia avaliada (RIOS-SILVA et al., 2014).

4 Concluséo

A 1,6-di-O-acetil-9-deoxiforscolina, um diterpeno analogo
da forscolina oriundo do extrato hidroalcodlico das folhas
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e caules de P. neochilus nas concentragdes 40, 20 e 1 Oug/
ml ndo apresentou toxicidade seletiva a nenhuma populacéo
leucocitaria, evidenciando uma baixa toxicidade da planta.
E apresentou um bom resultado como redutor de Fe** para
Fe?*, mostrando alto poder antioxidante. Mais estudos devem
ser realizados evidenciando os potenciais farmacol6gicos
da planta Plectranthus neochilus, bem como de substancias
isoladas, a partir de extratos da planta.
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