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RESUMO: O extrato alcodlico dos frutos da espécie nativa Allophylus edulis (A.St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk. (Sapindaceae), po-
pularmente conhecida como “vacum”, “fruto-de-pombo”, “vacunzeiro”, “chal-chal”, “murta vermelha”, foi avaliado no presente trabalho
quanto as atividades citotoxicas, antioxidantes e anticolinesterasicas. O extrato dos frutos mostrou baixa toxicidade pelo bioensaio de letali-
dade frente a nauplios de Artemia salina Leach (CL, > 1000 pg mL™"), ndo sendo considerado citotoxico. As propriedades antioxidantes fo-
ram investigadas in vitro pelo método de DPPH e foram consideradas bastante significativas (CI,; = 46,4 ug mL™'). Apenas um componente
do extrato mostrou atividade anticolinesterasica pelo ensaio enzimatico de inibi¢ao de acetilcolinesterase. Estes resultados sugerem que os
frutos de Allophylus edulis apresentem baixa toxicidade e sejam considerados uma fonte de metabolitos bioativos, podendo ser indicados
em terapias de doengas relacionadas com a presenga de radicais livres. Tanto a atividade antioxidante quanto a atividade anticolinesterasica
estdo sendo relatadas pela primeira vez para esta espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Allophylus edulis. Vacum. Fruto-de-pombo. Sapindaceae. Atividade antioxidante. Atividade anticolinesterasica.

EVALUATION OF ANTIOXIDANT, CYTOTOXIC AND ANTICHOLINESTERASE PROPERTIES OF Allophylus edulis
(A.ST.-HIL., CAMBESS. & A. JUSS.) RADLK. (SAPINDACEAE) FRUITS

ABSTRACT: The alcoholic fruit extract of native species Allophylus edulis (A.St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk. (Sapindaceae),
commonly known as “vacum”, “fruto-de-pombo”, “vacunzeiro”, “chal-chal”, “murta vermelha”, was evaluated in this study regarding its
cytotoxic, antioxidant and anticholinesterase activities. The fruit extract showed low toxicity to bioassay lethality for Artemia salina Le-
ach (LC> 1000 ug mL™") and not considered cytotoxic. The antioxidant properties were investigated in vitro by DPPH method and were
considered highly significant (IC, = 46.4 ug mL™"). Only one component of this extract showed anticholinesterase activity by enzymatic
assay of inhibition of acetylcholinesterase. These results suggest that Al/lophylus edulis fruits have low toxicity and are considered a source
of bioactive metabolites, may be prescribed in the therapy of diseases related to the presence of free radicals. Both the antioxidant and
anticholinesterase activities for this species have been reported for the first in this study.
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Introducio

Allophylus edulis (A.St.-Hil., Cambess. & A.
Juss.) Radlk., popularmente conhecida como “chal-
-chal”, “vacum”, “fruto-de-pombo”, “vacunzeiro”,
“murta vermelha”, “pau-de-pedreira”, ¢ uma es-
pécie pertencente a familia Sapindaceae (LOREN-
Z1, 1992). Encontra-se distribuida em boa parte da
América do Sul (Guiana, Brasil, Bolivia, Paraguai,
Argentina e Uruguai). Corresponde a uma arvore de
porte médio, sendo muito utilizada na recuperagdo
de ecossistemas degradados. A madeira produzida ¢
de boa qualidade, podendo ser utilizada em diversas
areas (marcenaria, carvao, esteiras, moirdes) (SENE-
ME; POSSAMALI; SCHUTA, 2006). Tanto as folhas,
quanto os frutos de 4. edulis possuem propriedades
terapéuticas. A infusdo das folhas ¢ empregada no
tratamento de diabetes (DIAZ et al., 2008), em infla-
macdes de garganta, feridas, pressao alta, problemas

intestinais e digestivos (ABREU et al., 2005). J4 os
frutos maduros sdo comestiveis ¢ quando fermen-
tados produzem a bebida “chicha” (ABREU et al.,
2005). Alguns estudos relataram que A. edulis apre-
senta propriedades repelentes contra insetos (CAS-
TILHO et al., 2009) e atividade genotoxica (YAJIA
etal., 1999).

Outras espécies do género Allophyllus tam-
bém apresentam propriedades biologicas e medi-
cinais interessantes. A espécie A. serratus possui
atividades antiosteoporogénica (MANMEET et al.,
2010) e antiulcerogénica (DHARMANI et al., 2005).
Segundo Marwabh et al. (2007), as folhas de A. rubi-
folius apresentam potencial capacidade antioxidante.
Outra espécie com propriedades biologicas impor-
tantes ¢ a 4. cobbe, a qual mostrou atividades ne-
maticidas e inseticidas (JAYASINGHE et al., 2003a;
2003b).
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Quanto a composicdo quimica das espécies
deste género, ainda ha poucos estudos. Segundo Ya-
jia et al. (1999), a espécie 4. edulis ¢ constituida por
compostos fendlicos, cianoglicosideos, flavonoides,
antraquinonas, naftoquinonas, alcaloides, esteroides
e triterpenoides. Diaz et al. (2008), isolaram o L-que-
brachitol, uma substancia com potencial para substi-
tuir o agtlicar, cujo consumo justificaria o uso popular
desta planta em tratamento contra o diabetes. O dleo
das sementes de 4. edulis, A. dregeanus e A. natalen-
sis mostraram-se ricos em compostos cianolipidicos
(AICHHOLZ; SPITZER; LORBEER, 1997; AVATO
et al., 2005). Das folhas da espécie 4. caldatus foram
identificados alguns poliprenois (CIEPICHAL et al.,
2007). Dos frutos de 4. laevigatus foram identifica-
dos o sesquiterpeno 11-acetoxi-4-alfa-metoxieudes-
mano e as flavonas carissona e apigenina 8-C-beta-
-thamnopiranosideo (DAVID; SANTOS; DAVID,
2004). E finalmente, da espécie A. cobbe foram isola-
das algumas amidas acidas (JOHNS; LAMBERTO,
1969).

Considerando a importancia de ampliar o co-
nhecimento a respeito de novas propriedades biologi-
cas de espécies brasileiras nativas, o presente estudo
buscou avaliar potenciais atividades da espécie Allo-
phylus edulis (Camb.) Radlk. (Sapindaceae). Neste
sentido, o extrato dos frutos de 4. edulis foi avaliado
pelo bioensaio de letalidade frente a Artemia salina
quanto a atividade citotoxica, pelo método in vitro de
inibicdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrili-
drazila (DPPH) quanto as propriedades antioxidan-
tes, e pelo ensaio enzimatico de inibi¢do de acetil-
colinesterase quanto a atividade anticolinesterasica.

Material e Métodos
Material Vegetal

Os frutos maduros da espécie Allophylus
edulis foram coletados em é4rea remanescente de flo-
resta estacional semidecidual do Noroeste do Parana
(coordenadas 520 52°W e 220 36’S, Diamante do
Norte, PR). A planta foi identificada botanicamente
pela Prof*. Dr". Mariza Barion Romagnolo, da Uni-
versidade Estadual de Maringad (UEM). Uma exsica-
ta encontra-se depositada no Herbario Educacional
da Universidade Estadual de Maringa, sob o registro
n° HUEM 21466.

Reagentes e Solugdes

A solucdo de dgua do mar artificial emprega-
da no teste de citotoxicidade foi preparada pela dis-
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solugdo de 38,0g de sal marinho em 1,0 L de agua
deionizada. Uma solugdo do radical livre estavel
2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH; Sigma-Aldrich®)
foi preparada em metanol (4,7mg/200mL) para a
avaliagdo da atividade antioxidante. Acetilcolineste-
rase de peixe elétrico (EC 3.1.1.7, Sigma-Aldrich®)
foi utilizada em todos os ensaios bioautograficos. A
enzima liofilizada foi dissolvida em solugdo tampao
(Tris 0,05 M, pH 7,8 contendo Img/mL de albumina
de soro bovino - BSA, 98%, Sigma-Aldrich®) para
obter uma solug¢do 1U/mL. Acetato de a-naftila (Sig-
ma-Aldrich®) foi o substrato utilizado no ensaio (so-
lugdo 1,5 % em etanol PA/agua). O sal Fast Blue B
(95%, Sigma-Aldrich®) foi utilizado como reagente
nos ensaios bioautograficos na concentragao de 0,5%
em agua MilliQ®.

Preparacio dos extratos

As polpas dos frutos frescos (400 g) de A.
edulis foram separadamente submetidas a um pro-
cesso de extragdo exaustiva por maceragdo estatica
com etanol. O extrato etandlico resultante foi seco
por evaporacdo em evaporador rotativo sob pressdao
reduzida para total remog¢ao do solvente, seguido de
liofilizacdo (48h), originando o extrato alcodlico bru-
to dos frutos de 4. edulis (AEB, 11,2 g).

Teste de atividade citotoxica

Para determinar a atividade citotoxica do ex-
trato alcoolico dos frutos de 4. edulis foi utilizado
o teste de letalidade frente a Artemia salina Leach
(MEYER et al ., 1982). Os ovos de 4. salina foram
incubados a temperatura ambiente por 48 horas em
agua do mar artificial até a eclosdo dos mesmos. As
larvas, também conhecidas como nauplios, possuem
fototropismo positivo, por isso foi utilizada uma fon-
te de luz artificial para atrair e facilitar a coleta. Dez
larvas recém eclodidas de A. salina foram transferi-
das para tubos de ensaio, contendo 5,0 mL agua do
mar artificial e o extrato dos frutos a ser testado em
diferentes concentracdes (1000, 500, 250, 125, 62,5
ug mL1). Apds 24h foi realizada a contagem das lar-
vas mortas. Esse numero foi usado para o céalculo da
concentragdo letal para 50% das larvas (CL, ) empre-
gando o método de Probitos. Os extratos com CL, <
1000 pg mL! foram considerados ativos (MEYER et
al., 1982). Como controle negativo utilizou-se agua
salina. Todos os ensaios foram realizados em tripli-
cata.
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Teste de atividade antioxidante

A atividade sequestradora de radical livre
(antioxidante) do extrato alcoolico dos frutos de 4.
edulis foi determinada na presenga do radical livre
estavel DPPH (MOLYNEUX, 2004). Os experimen-
tos foram realizados adicionando-se em cada tubo
de ensaio 2,9 mL da solu¢do metandlica de DPPH
(4,7mg/200mL) e 100uL da solugdo metandlica de
diferentes concentra¢des do extrato bruto. O extrato
foi avaliado em concentragoes decrescentes de 1000,
500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg mL"'. As leituras das
absorbancias (515 nm) foram realizadas em especto-
fotdmetro (FEMTO, modelo 700 plus). Uma solucdo
de butil hidroxianisol (BHA; 100pug mL™") foi utili-
zada como padrao positivo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata com repeti¢cdo (n=6) e apre-
sentadas em porcentagem de inibicao (%), calcula-
dos em relagdo a amostra controle (metanol+DPPH
60uM). Os desvios padroes foram dados em porcen-
tagem de inibigdo. A atividade antioxidante foi calcu-
lada através da equagdo:

%DPPH = [(Abs C — Abs A)*100]/(Abs C)

onde Abs C e Abs A correspondem as absor-
bancias do controle e da amostra, respectivamente
(MOLYNEUX, 2004).

Avaliacio da atividade anticolinesterasica

O ensaio bioautografico foi conduzido segun-
do metodologia descrita por Marston, Kissing; Hos-
tettman (2002), com algumas modificagdes (YANG
et al., 2009; SILVEIRA et al., 2011). Diferentes ali-
quotas do extrato bruto (600, 400, 200, 150, 100,50 ¢
25 pg) foram aplicadas em cromatoplaca de aluminio
(10X10cm, silica Gel 60 F,,,, 0,2 mm de espessura)
para a obteng@o de uma série decrescente de analises
com diferentes quantidades do extrato para uma ana-
lise qualitativa do potencial de atividade de cada um
dos componentes ativos. A cromatoplaca foi eluida
com uma mistura dos solventes diclorometano/meta-
nol (9:1). Apds a migragdo das amostras e secagem
para eliminagdo total dos solventes, a cromatoplaca
foi borrifada com uma solugdo da enzima (AChE em
solugdo tampao tris) e em seguida, com a solugdo
contendo acetato de a-naftila. A placa foi submeti-
da a uma breve secagem parcial, e foi mantida em
banho-maria (37 °C) por 20 minutos, para incubacao
da enzima. Decorrido este periodo, a cromatoplaca
foi borrifada com o reagente colorimétrico sal Fast
Blue B, promovendo a formag¢do de uma coloragao
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purpura em toda a superficie da cromatoplaca apos
poucos minutos. A atividade anticolinesterasica foi
determinada pela auséncia da coloragdo purpura ca-
racteristica (manchas brancas apds 5 minutos) em
comparagdo com outras regides da placa, demons-
trando desta forma a a¢do inibitoria das substancias
avaliadas sobre a atividade da enzima.

Resultados e Discussao

O teste de letalidade frente ao microcrusta-
ceo Artemia salina Leach representa um bioensaio
rapido, barato e simples para testes de bioatividade
em extratos de plantas, correlacionando-se razoa-
velmente bem com propriedades citotdxicas e anti-
-tumorais (MEYER et al., 1982). No presente estudo,
este teste foi empregado para avaliar a citotoxicidade
do extrato bruto dos frutos de A. edulis, cujos resul-

tados sdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1: Avaliacdo da letalidade de extratos de Allophilus

edulis (A.St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk. (Sapindace-
ae) frente a nauplios de Artemia salina Leach.

Meyer et al. (1982) classificaram extratos ve-
getais brutos como toxico (CL,, < 1000 ug mL™") ou
atoxico (CL,, > 1000 pg mL™"), de acordo com os ni-
veis requeridos para atingir a CL,  nos ensaios de le-
talidade com A. salina. Baseado nesta classificagao,
o extrato bruto dos frutos de A. edulis nao foi con-
siderado citotoxico (CL,, > 1000 pg mL™"). Pode-se
concluir que esta espécie ndo apresenta substancias
com caracteristicas citotdoxicas em concentragao sufi-
ciente. Logo, a auséncia de citotoxicidade observada
pode ser um indicador de que a planta pode ser bem
tolerada pelo sistema bioldgico. Entretanto, estudos
mais detalhados para a avaliagdo da toxicidade deste
extrato se fazem necessarios empregando-se outros
modelos (in vitro e in vivo).

A atividade antioxidante do extrato dos frutos
de A. edulis foi avaliada por meio da quantificagao do
radical livre DPPH sequestrado. Esta metodologia se
baseia na transferéncia de elétrons de um composto
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antioxidante para um oxidante, o DPPH (DUARTE-
-ALMEIDA et al., 2006). Este extrato mostrou alto
percentual de inibi¢cdo do radical DPPH, superior a
90%, para concentra¢des acima de 100 pg mL" (Fi-
gura 2).
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Figura 2: Percentual de inibi¢do do radical livre de DPPH
pelo extrato bruto dos frutos de 4. edulis (A.St.-Hil., Cam-
bess. & A. Juss.) Radlk. (Sapindaceae).

A concentracdo responsavel pela inibigao de
50% (CL,) do radical estavel de DPPH foi obtida
com base na série de experimentos espectrofotomé-
tricos, com diferentes concentragdes do extrato bruto
(Figura 2). O valor de CI, obtido foi de aproxima-
damente 46,4 nug mL'. Desta forma, constatou-se
que este extrato apresenta propriedades antioxidan-
tes expressivas, as quais devem estar relacionadas
com a composi¢ao quimica dos metabdlitos secun-
darios. Entre os antioxidantes presentes nos vegetais,
os mais ativos e frequentemente encontrados sao os
compostos fenodlicos, tais como os flavonoides e ta-
ninos (DECKER, 1997). Segundo Yajia et al. (1999),
a espécie A. edulis apresenta composi¢ao fitoquimi-
ca complexa, com compostos fenolicos, flavonoides,
naftoquinonas, antraquinonas, alcaloides, esteroides
e triterpenoides. Considerando o perfil fitoquimico
conhecido na literatura, poder-se-ia correlacionar a
capacidade de sequestrar radicais livres observada
no presente trabalho com a presenga de compostos
fenolicos. Apenas uma espécie deste género, 4. rubi-
folius (MARWAH et al., 2007), foi avaliada quanto
a atividade antioxidante, a qual mostrou excelentes
propriedades antioxidantes, com CI,; = 7,1 pg mL"".

Outra atividade avaliada no presente estudo
foi a capacidade inibidora da enzima acetilcolines-
terase (AChE). Os inibidores da AchE sdo utilizados
no tratamento da doen¢a de Alzheimer. Esta doenga
¢ uma desordem neurodegenerativa do cérebro, res-
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ponsavel por cerca de metade dos casos de demén-
cia dentre pessoas sexagenarias (VIEGAS JR et al.,
2004). Dessa forma, a elevacdo do nivel da acetilco-
lina pode se mostrar util para amenizar a deficiéncia
da aprendizagem, um dos sinais da doenca (TREVI-
SAN; MACEDO, 2003).

Nos ensaios anticolinesterasicos qualitativos,
a inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase foi observa-
da somente para um componente de polaridade mé-
dia (R, = 0,16), presente no extrato. No ensaio bio-
autografico quantitativo preliminar, este composto
apresentou atividade nos extratos aplicados a partir
de 100 pg. Diante da evidente inibicdo da atividade
anticolinesterasica, observada a partir do extrato dos
frutos com 100pg, este resultado demonstra ativi-
dade anticolinesterasica moderada e agrega valor as
plantas do género Allophylus, como fonte de com-
postos bioativos. Este ¢ o primeiro relato desta ativi-
dade para plantas deste género.

Conclusao

Os resultados obtidos nesta investigacao su-
gerem que o extrato dos frutos da espécie A. edulis
possa ser considerado uma fonte de compostos bio-
ativos. Os frutos mostraram baixa toxicidade frente
a Artemia salina, alta atividade antioxidante e, pelo
menos um componente com atividade anticolineste-
rasica moderada. Desta forma, os frutos desta espé-
cie poderiam ser indicados em tratamentos de doen-
cas relacionadas a presenca de radicais livres. Tanto
a atividade antioxidante, quanto a atividade antico-
linesterasica estdo sendo relatadas pela primeira vez
para esta espécie.
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