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RESUMO — Os manguezais sdo ecossistemas ricos em diversos componentes fitoquimicos
de atividade biologica relevante. O “mangue vermelho” (Rhizophora mangle) contém
diversos compostos fitoquimicos associados a diversas atividades biologicas, o que
contribui para sua utilizagdo na medicina popular como anti-inflamatorio, antibacteriano,
antioxidante e antipirético. Neste estudo, foram avaliadas as atividades antioxidante, anti-
inflamatoria e citotoxica dos extratos das folhas e cascas de R. mangle, utilizando os
ensaios de viabilidade celular (MTT), potencial antioxidante pela rea¢cdo com DPPH e
quantificagdo da citocina pro-inflamatoria IL-1f. Os resultados demonstraram uma
atividade antioxidante dose-dependente, uma diminui¢do da viabilidade celular e pouca
influéncia na redugdo da producgdo de citocinas pro-inflamatorias, criando espago para
uma nova abordagem no que diz respeito as atividades biologicas dos extratos e seu
possivel papel em linhagens celulares tumorais.
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ABSTRACT — Mangroves are ecosystems rich in several phytochemical components of
relevant biological activity. The "red mangrove" (Rhizophora mangle) contains several
phytochemical compounds associated with various biological activities, which contributes
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to its use in folk medicine as an anti-inflammatory, antibacterial, antioxidant and
antipyretic. In this study, the antioxidant, anti-inflammatory and cytotoxic activities of R.
mangle leaf and bark extracts were evaluated, using cell viability (MTT), antioxidant
potential by reaction with DPPH and quantification of the pro-inflammatory cytokine IL-
1. The results demonstrated a dose-dependent antioxidant activity, a decrease in cell
viability, and little influence on the reduction of pro-inflammatory cytokine production,
creating space for a new approach with regard to the biological activities of the extracts
and their possible role in tumor cell lines.
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1 INTRODUCAO

Popularmente conhecida como “mangue vermelho”, a espécie Rhizophora mangle (familia
Rhizophoraceae, género Rhizophora) se destaca por suas propriedades etnobotanicas,
comumente utilizadas em diferentes partes do mundo devido a sua ampla distribui¢io geografica
em regides tropicais e subtropicais (Regalado et al., 2016). Os manguezais sdo ecossistemas
costeiros extremamente ricos em espécies que contém inumeros compostos de atividade
bioldgica de interesse farmacoldgico. O mangue vermelho € rico em diversos compostos de
diferentes classes fitoquimicas como alcaloides, flavonoides, adcidos fenolicos, taninos. terpenos,
saponinas e esteroides. Existe uma quantidade expressiva de atividades atribuidas a diversidade
de componentes presentes nesta espécie, sendo utilizada na medicina popular como anti-
inflamatorio, antibacteriano, antioxidante e antipirético (Kalasuba et al., 2023)

Os compostos fenolicos, como catequina e epicatequina, triterpenos € taninos sao
moléculas reconhecidas por suas propriedades antioxidantes, com alto grau de hidroxilagao,
atuando na prevencao da oxidagdo de moléculas impedindo sua interagdo com espécies reativas
de oxigénio (ROS - reactive oxygen species). A atividade antioxidante corrobora com diversos
efeitos farmacologicos, o que confere a R. mangle atividade hipoglicemiante, anti-cancer,
bactericida, antifingico e hipolipemiante. Um dos principais ensaios empregados na
determinagdo dessa atividade envolve a reacdo de sequestro do radical livre 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) (Damm et al., 2023).

Um dos principais constituintes que podem ser obtidos das cascas de R. mangle sao os
taninos, que variam numa proporcao de 15 a 36%. (Berenguer et al., 2006). Com isso, 0s
componentes fitoquimicos sdo importantes na redugdo de radicais livres, moléculas produzidas
durante processos fisioldgicos como respiragdo, fagocitose e metabolismo de acidos graxos. Em

plantas, as ROS sdao formadas normalmente durante o crescimento ¢ metabolismo, com isso, 0s
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compostos bioativos em plantas de manguezal sdo produzidos em resposta a formacao de radicais
em diferentes condi¢des, podendo ser utilizados como fonte rica no tratamento de diversas
doencgas que possuem envolvimento dessas espécies reativas como parte da patogénese (Thatoi
et al., 2014).

Apesar das atividades bioldgicas de diversas espécies vegetais serem descritas e
consolidadas, existe uma escassez no que diz respeito a R. mangle e seu papel na modulagao da
inflamacdao. Em estudos de Vinod Prabhu & Guruvayoorappan (2012), foram avaliadas as
atividades anti-inflamatoria e anti-tumoral do extrato metanolico de Rhizophora apiculata, onde
demonstraram a redugdo da inflamag¢ao em edemas induzidos por carragenina em camundongos.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo preencher a lacuna no tocante a atividade
antioxidante e anti-inflamatdria in vitro dos extratos etanolicos obtidos das folhas e cascas de
Rhizophora mangle, utilizando um cendrio de tratamento profilatico seguido de estimulo com

lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos diferenciados da linhagem THP-1.

2 MATERIAIS E METODOS

As amostras vegetais foram coletadas na zona de manguezal do Parque Ezio Dall’ Acqua
(23°59'12.0"S 46°24'11.8"W), no municipio de Praia Grande, Sdo Paulo. Posteriormente, foi
realizada a identificacdo no Herbario da Universidade Santa Cecilia e registro em exsicatas sob
o numero HUSC-15733. As folhas e cascas foram secas em estufa, na temperatura maxima de
45°C e trituradas. As cascas e folhas secas e trituradas foram submetidas a extrag@o por turbdlise
com etanol absoluto grau UHPLC utilizando um aparelho Ultraturrax a 4000 rpm durante 10
minutos.

Os ensaios para avaliagdo do potencial antioxidante foram realizados utilizando o reagente
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), um radical livre estavel que ¢ eliminado na presenca de
substancias antioxidantes. Os resultados expressos em percentual de atividade antioxidante foram
obtidos ap6s 30 minutos de reacdo, utilizando um leitor de microplacas (espectrofotometro) com
o comprimento de onda de A = 517nm.

Nos ensaios de atividade biologica dos extratos vegetais, utilizou-se células da linhagem
celular monocitica humana THP-1. As células foram cultivadas em placa de 96 pogos em meio
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) High Glucose suplementado com 10% de Soro

Fetal Bovino (SFB) e uma mistura de antibidtico + antimicotico. Apds 24 horas em estufa de
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cultura (temperatura de 37°C; pCOz de 5%), o meio de cultura foi trocado e os monocitos foram
diferenciados em macrofagos pela adi¢do de 25 ng de PMA (forbol 12-miristato 13-acetato).

. Os extratos etandlicos filtrados foram secos em concentrador a vacuo (SpeedVac SPD
1030, ThermoScientific) por duas horas a 35°C e pressao de 13,5 mTorr, sendo posteriormente
ressuspensos em metanol (MeOH) em uma solugdo-estoque de 20mg/mL. Os tratamentos foram
realizados através da diluicdo da solucdo estoque em meio de cultura. Os macrofagos foram
plaqueados e submetidos aos tratamentos com os extratos de folhas e cascas de R. mangle durante
o periodo de 3h, seguido da adi¢ao de LPS a 1 pg/mL como estimulo inflamatério por um periodo
de 24h. Ao fim do ensaio, o sobrenadante foi recolhido para a quantificagdo de interleucina 1
(IL-1B), enquanto as cé€lulas aderidas a placa foram utilizadas no ensaio de viabilidade celular
(MTT).

Para a realizacdo do teste de viabilidade celular, foram adicionados 100 pL. de MTT na
concentragdo de 0,5 mg/mL aos pogos contendo as células aderidas remanescentes. A placa foi
incubada por 4h em estufa (37°C; pCO: de 5%) cobertas com papel aluminio. Ao fim do periodo
de incubacgdo, o sobrenadante foi retirado e adicionou-se 100 pL. de dimetilsulfoxido (DMSO)
em todos os pogos. A leitura foi realizada por espectrofotometria em um leitor de microplacas no
comprimento de onda de 570 nm ap6s 10 min. A quantificagdo de IL-1p foi realizada utilizando
o kit comercial BD OptEIA™ Set Human IL-1B (Lote: 4170083). A citocina foi quantificada nas
amostras por meio de uma curva padrao de IL-1p, realizada a partir da proteina recombinante e
seguindo as recomendagdes do fabricante.

Os resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular (MTT) foram submetidos a
analise estatistica por one-way ANOVA, comparando os tratamentos em relagdo ao controle. Os
resultados de quantificacdo de IL-1P foram submetidos a analise estatistica por one-way ANOVA,
seguido do teste de comparagdes multiplas (multiple comparison) de Tukey, comparando todos

os grupos entre si. As andlises foram realizadas por meio do software GraphPad Prism 9.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antioxidante (AA) foi expressa em porcentagem de acordo com os resultados
obtidos do ensaio com o radical livie DPPH. Tanto os extratos das folhas quanto das cascas de
R. mangle demonstraram um aumento da atividade antioxidante in vitro proporcional ao aumento
da concentracdo testada. O extrato das folhas (1a) representa mais claramente a relagcdo entre a

atividade antioxidante e a concentragdo, ao passo que o extrato obtido das cascas (figura 1b)
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apresentou uma atividade antioxidante mais acentuada, contudo, atingindo um platd na

concentragdo de 250 pg/mL.

Figura 1: Atividade antioxidante (AA4) (a) folhas e (b) cascas de Rhizophora mangle.
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O veiculo ndo demonstrou diferenca na reducdo da viabilidade celular em relagdo ao
controle, indicando que ndo interfere de forma significativa nos tratamentos com extratos
vegetais utilizados. O controle (DMSO 10%) reduziu significativamente a viabilidade celular,
desta forma, ambos os controles estdo de acordo com os parametros esperados para a analise,
onde o grupo Controle representa as células viaveis, enquanto o grupo DMSO 10% representa o
controle de morte celular.

No tratamento com as folhas de R. mangle (Figura 2a), todas as concentragdes testadas
reduziram a viabilidade celular de forma significativa, em destaque a maior concentracao (1000
pg/mL), indicando uma possivel citotoxicidade. No tratamento com as cascas de R. mangle
(Figura 2b), a menor concentracdo (10 pg/mL) aumentou a viabilidade celular de forma
significativa.

No tratamento com as folhas de R. mangle (Figura 3a), o veiculo ndo apresentou diferenca
estatistica significativa em rela¢@o ao controle, a0 passo que apenas a maior concentracao causou
um aumento significativo na quantificacdo de IL-1B em relacdo ao controle e aos demais

tratamentos.

Figura 2: Viabilidade para as células tratadas com os extratos de (a) folhas e (b) cascas de Rhizophora mangle.
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Figura 3: Quantifica¢do de IL-1§ no sobrenadante das células tratadas com os extratos de (a) folhas e (b)
cascas de Rhizophora mangle.
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No tratamento com as cascas de R. mangle (Figura 3b), apenas o veiculo apresentou uma
redugdo significativa na concentragdo de IL-1P, enquanto as diferentes concentragdes do

tratamento nao se diferenciaram significantemente em relagdo ao controle ou entre si.

4 CONCLUSAO

No contexto da utilizagdo de produtos naturais como insumos terapéuticos inovadores e de
acesso facilitado, faz-se necessario a busca por novas espécies com atividades bioldgicas que

contribuam para o desenvolvimento de novas terapias. Desta forma, os extratos das folhas e cascas
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de Rhizophora mangle demonstram um potencial elevado na prevengdo de doengas relacionadas
ao estresse oxidativo. Apesar de ndo demonstrar um potencial elevado no que diz respeito a
redugdo de citocinas pro-inflamatdrias e reduzir significativamente a viabilidade celular, os
resultados abrem espaco para discussdes acerca do potencial citotoxico dos extratos, além da
possibilidade de diferentes concentracdes que possam ser empregadas em modelos in vitro para
modular a inflamac¢do em diferentes fenodtipos de macrofagos, bem como explorar a atividade

citotoxica em linhagens celulares cancerigenas.
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