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RESUMO 

 
 

A Costus spicatus Swartz, popularmente chamada no Brasil de ‘cana-do-

brejo’, é uma espécie nativa encontrada em locais úmidos da América Latina. É 

utilizada na medicina popular como diurético, no alívio de infecções urinárias e 

para expelir pedras renais. Recentemente, esta planta tem atraído a atenção de 

pesquisadores, pois se verificou nos rizomas da mesma uma nova fonte de 

diosgenina, precursor de hormônios esteroidais. Também, por estudos 

fitoquímicos feitos com as partes aéreas da planta, foram descritos, 

recentemente, dois novos diglicosídeos flavônicos: a tamarixetina 3-O-

neohesperidosídeo e  o canferídeo 3-O-neohesperidosídeo. Outros compostos 

bastantes conhecidos como a quercetina 3-O-neohesperidosídeo e mais seis 

flavonóides foram identificados. Estes diglicosídeos flavônicos apresentaram 

comprovada atividade antiinflamatória.  

Entretanto, não existem ainda estudos que comprovem a eficácia e a 

segurança do uso desta planta para fins terapêuticos. Em função disso, o objetivo 

desse trabalho foi verificar as atividades mutagênica e antimutagênica do extrato 

hidroalcóolico da cana-do-brejo, bem como a sua atividade antioxidante, 

utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo.  

Para os estudos de mutagênese a antimutagênese, empregou-se a 

linhagem XV185-14c, a qual detecta mutação reversa, mutação do tipo forward e 

por deslocamento do quadro de leitura (frameshift). A linhagem, em fase 

estacionária, foi incubada em salina com quantidades crescentes do extrato 

hidroalcoólico da planta, durante 20 horas e posteriormente semeada em meios 

de seleção específicos. Após 3 a 5 dias de incubação à 30oC, as colônias foram 

contadas. Para o ensaio de antimutagênese, a mesma linhagem foi incubada com 

concentrações crescentes do extrato vegetal e posteriormente exposta por 1 hora 

a peróxido de hidrogênio (H2O2) ou então tratada simultaneamente com o extrato 

e com o H2O2 por 4 horas, sendo posteriormente semeada como no experimento 

anterior. No pré-tratamento, o extrato não protegeu a linhagem das lesões 



 

 

induzidas por peróxido de hidrogênio. Quando tratadas simultaneamente, os 

resultados sugerem uma atividade antimutagênica apenas no lócus da histidina. 

Para os ensaios de atividade antioxidante, utilizaram-se linhagens 

proficientes e deficientes em sistema de defesa antioxidante (SOD, sod1, sod2, 

sod1sod2) no teste chamado disco central ou “central disc”, e neste caso foram 

testados os extratos hidroalcoólico e metanólico. As linhagens em fase 

exponencial ou estacionária foram pré-incubadas em solução salina com doses 

crescentes do extrato por 16 horas e, no dia seguinte, estriadas em placa de meio 

rico completo (YEPD) contendo no centro um disco de papel filtro com os agentes 

oxidantes paraquat ou H2O2. Após 2 ou 3 dias de incubação à 30oC, mediu-se a 

inibição de crescimento.  

Com extrato hidroalcoólico, pôde-se perceber um baixo efeito antioxidante 

em linhagens tratadas com doses mais baixas (25-50µL/mL suspensão celular); 

também se verificou um efeito pró-oxidante nas linhagens tratadas com a dose 

mais alta (250µL/mL suspensão celular), tanto em fase exponencial, quanto em 

fase estacionária. Por outro lado, com o extrato metanólico observou-se um efeito 

antioxidante bastante significativo para todas as doses testadas. 

Como a maior concentração dos flavonóides deve estar representada na 

fração metanólica, pode-se inferir que esses sejam responsáveis, pelo menos em 

parte, pela atividade encontrada. Da mesma forma, pode-se sugerir que o efeito 

pró-oxidante observado com extrato hidroalcoólico é devido à presença de 

compostos de menor polaridade, as quais não devem estar presentes na fração 

metanólica e sim, na hidroalcoólica. 

 



 

 

ABSTRACT 
 

The Costus spicatus Swartz, commonly called ‘cana-do-brejo' in Brazil, is a 

native specie found in wet coastal forests from Latin America. It is utilized in folk 

medicine as a diuretic, to relieve in urinary affections and to expel kidney stones. 

Recently, this plant has attracted attention of researchers, because it has been 

verified in the rhizome of this plant a new source of diosgenin, a precursor of 

steroidal hormones. Also by phytochemical studies done with the aerial parts two 

new flavonol diglycosides were described recently: tamarixetin 3-O-

neohesperidoside and kaempferide 3-O-neohesperidoside. Other compounds 

such as quercetin 3-O-neohesperidoside and six more flavonoids were also 

identified. These flavonol diglycosides showed to exhibit anti-inflammatory activity.  

However there are no studies that confirm the efficacy and safety of this 

plant for therapeutics purposes. For this reason, the aim of this study was to 

verified the mutagenic and antimutagenic activities of hidroalcoholic extract, as 

well as its antioxidant activity using the yeast Saccharomyces cerevisiae as a 

model organism. 

For the mutagenic and antimutagenic experiments the strain XV185-14c 

was used, which permits the detection of reverse, forward and frameshift 

mutations. The strain in stationary phase was incubated in saline with increased 

amounts of the hidroalcoholic extract for 20 hours, following plating on appropriate 

media. After 3 to 5 days of incubation, the colonies were counted. For the 

antimutagenic assay, the same strain was either incubated for 16 hours with 

various concentrations of the same extract following by 1 hour exposure to 

hydrogen peroxide (H2O2) or treated simultaneously with the extract and H2O2 for 

4 hours, being plated as in the previous experiment. In the pretreatment assay the 

extract did not protect the strain significantly for the lesions induced by H2O2. 

However, when treated simultaneously, the results suggested antimutagenic 

activity only in the locus of histidine.  

In the antioxidant assay, Saccharomyces cerevisiae strains proficient and 

deficient in the superoxide dismutase antioxidant defense (SOD, sod1, sod2, 

sod1sod2) were used in the central disc assay. In this case the hidroalcoholic and 

methanolic extracts were tested. The strains either in exponential or stationary 



 

 

phase of growth were preincubated in saline solution with increased doses of the 

extract for 16 hours. An inoculation loop of cells from a suspension was streaked 

from the center to the border of a Petri dish in one continuous strike, to both sides 

of the plate. A filter-paper disk was placed in the center of the plate and the 

oxidizing agent paraquat or H2O2 was applied onto the disk. After 2 or 3 days of 

incubation at 30oC, the impairment growth was measured. 

A weak antioxidant effect was observed for the lower doses of the 

hidroalcoholic extract (between 25-50µL/mL cell suspension). Besides, a 

prooxidant effect was seen in the strains treated with the highest dose (250µL/mL 

cell suspension), either in exponential or stationary phase of growth. On the other 

hand, the methanolic extract showed a significant antioxidant effect for all doses 

and strains.  

As a major concentration of flavonoids should be represented in the 

methanolic fraction, one might suggest that these are responsible, at least in part 

for the antioxidant activity observed. In the same way, it can be suggested that the 

prooxidant effect observed for the hidroalcoholic extract is due to the presence of 

compounds of minor polarity, which are not present in methanolic, but in the 

hidroalcoholic fraction. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que 80% da população 

mundial utilize plantas medicinais como principal recurso no atendimento básico 

de saúde. Incluem-se aí populações que as usam in natura (por opção ou por ser 

a única alternativa disponível) e os sistemas de medicina que empregam plantas 

processadas em formulações medicamentosas, como a medicina chinesa e 

ayurvédica (tradicional indiana). Além disso, os medicamentos fitoterápicos são 

reconhecidos oficialmente pela OMS como recurso terapêutico, desde 1978 e 

amplamente consumidos mundialmente. 

Estima-se que o comércio mundial de fitoterápicos movimenta cifras de 

22 bilhões de dólares anuais (Yunes, 2001). Este quadro tem sido denominado “a 

revolução dos medicamentos fitoterápicos” (Rates, 2001). Em nosso País, 

acredita-se que ¼ dos oito bilhões de faturamento da indústria farmacêutica 

nacional em 1996 foram advindos de medicamentos derivados de plantas 

medicinais. Entretanto, poucas informações estão disponíveis a respeito do risco 

potencial de certas plantas medicinais para a saúde humana, ainda que muitas 

contenham substâncias químicas conhecidas por serem mutagênicas e/ou 

carcinogênicas (Bjeldanes e Chang, 1977; Weisburger, 1979; Goggelmann e 

Schimmer, 1986). 

Como a maior parte da flora ainda é desconhecida do ponto de vista 

farmacobotânico, são imprescindíveis ações para a legalização das normas de 

uso e registro de fitoterápicos a fim de evitar o uso indiscriminado pela medicina 

popular, que vem promovendo uma redução drástica das populações naturais de 

algumas espécies como: Maytenus spp., Bauhinia spp., Mikania spp., Cordia spp., 

Tabebuia spp., Pilocarpus spp., Erytroxylum spp (De Stasi, 1996). 

O Brasil é considerado um dos países com uma enorme biodiversidade 

vegetal, abrigando 55 mil espécies catalogadas. Estima-se que quatro mil 

espécies vegetais sejam usadas para fins medicinais, resultado da observação e 

manejo da flora por povos tradicionais. Uma investigação nessa área influenciaria 

diretamente a sociedade em vários níveis, possibilitando a descoberta de novas 

drogas, a identificação de fontes de substâncias químicas locais capazes de 
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substituir as importadas, assim como o desenvolvimento das indústrias de 

fitomedicamentos nacionais. 

Para alcançar qualquer dessas metas é indispensável à fundamentação 

científica, pois é o que possibilita a transformação segura e eficaz de uma planta 

em um medicamento fitoterápico de qualidade, diferente do uso baseado somente 

na prática popular (Elisabetsky, 2002). 

 



2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 A planta Costus spicatus 

 

A planta Costus spicatus Swartz (sin.: C. cylindricus Jacq. Família: 

Zinziberaceae/Costaceae), popularmente chamada no Brasil de ‘cana-do-brejo’, é 

uma espécie nativa encontrada em locais úmidos do Sul do México, Yucatan, 

Costa Rica, norte da Colômbia e Brasil (Silva et al., 1999). A denominação cana-

do-brejo é utilizada para designar duas espécies de Costus: Costus spiralis Rosc. 

e Costus spicatus Swartz, pois ambas possuem a mesma utilização na medicina 

tradicional. 

É uma planta perene, rizomatosa, ereta, não ramificada, de 1-2m de 

altura, nativa em quase todo o Brasil, principalmente na mata Atlântica e região 

Amazônica. Apresenta folhas alternas, membranáceas, dotadas de bainhas 

papiráceas, velutina em ambas as faces, de 25-40cm de comprimento por 6-10cm 

de largura. Possue inflorescências em espigas terminais estrobiliformes, com 

grandes brácteas vistosas de cor vermelha, que protegem as flores de cor 

amarelada. Multiplica-se tanto por sementes como por rizomas. É cultivada como 

ornamental, tanto para jardins como para produção de flor de corte. Suas folhas, 

hastes e rizomas são empregados na medicina tradicional de longa data, 

principalmente na região Amazônica (Lorenzi e Matos, 2002). É utilizada 

popularmente pela sua ação depurativa e diurética, para alívio de infecções 

urinárias e para expelir pedras renais. Esta planta tem atraído a atenção de 

pesquisadores, pois se verificou nos rizomas da mesma uma nova fonte de 

diosgenina, um precursor de hormônios esteroidais (Silva et al., 1999). 

A família Zingiberaceae (Costaceae) é largamente distribuída entre os 

trópicos, particularmente no sudeste da Ásia (Holttum,1950). Estas espécies 

crescem naturalmente em locais úmidos e em regiões sombrias de planícies ou 

colinas com declives, na forma de plantas espalhadas ou matas. Vários membros 

desta família são facilmente reconhecidos pelas características das folhas 

aromáticas e rizomas carnudos quando são espremidos, e também pelas suas 

formas elípticas e elípticas-alongadas. Nessa região, várias espécies são usadas 

como especiarias, temperos, medicamentos, agentes flavorizantes e como fonte 



 

 

16 

de certos corantes (Burkill,1966). Muitas espécies do gênero Alpinia, Amomum, 

Curcuma, Costus, Caempferia e Zingiber estão presentes em ingredientes de 

tônicos tradicionalmente preparados e chamados de ‘Jamu’, que estão 

comercialmente disponíveis.  

  

 

 

Figura 1. Flor da Costus spicatus (http://toptropicals.com) 

 

 

Figura 2. Costus spicatus (http://toptropicals.com) 
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Figura 3. Partes aéreas da Costus spp. em seu habitat (www.hear.org). 

 

  

Informações etnofarmacológicas registram o uso das raízes e rizomas 

como diurético, tônico, emenagogo e diaforético, enquanto o suco da haste fresco 

diluído em água tem uso contra gonorréia, sífilis, nefrite, picadas de insetos, 

problemas da bexiga e diabetes (Albuquerque, 1989; Van den Berg, 1993; Corrêa 

et al.,1998; Vieira e Albuquerque,1998; Mors et al., 2000). Externamente, sua 

decocção é empregada para aliviar irritações vaginais, leucorréia e no tratamento 

de úlceras (Boorhem, 1999), enquanto que na forma de cataplasma é empregada 

para amadurecer tumores (Mors et al., 2000). Nas Guianas, o decocto da planta 

inteira é utilizado para disenteria, cólicas, como carminativa e laxante (Grenand et 

al., 1987). Na sua composição química é registrada a presença, além de inulina, 

de ácido oxálico, taninos, sistosterol, saponinas, sapogeninas, mucilagens e 

pectinas (Albuquerque, 1989; Corrêa et al., 1998; Vieira e Albuquerque, 1998).   

Há muitos relatos de que os constituintes das plantas Zinziberaceous da 

Malásia não apresentam atividades biológicas dos compostos isolados ou 
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extratos brutos (Sirat, 1994; Sirat et al.,1994; Sirat e Nordin, 1994; Sirat e Liamen, 

1995; Sirat e Nordin, 1995; Sirat et al., 1996). Mas sabe-se que, muitas espécies 

das Zinziberaceae apresentam atividade antioxidante e antimicrobiana (Iwu e 

Anyanwu, 1982; Yamada et al., 1982; Bandara et al., 1989; Jitoe et al., 1992; 

Haraguchi et al., 1996). 

Por meio de estudos fitoquímicos e da combinação de espectroscopia e 

métodos químicos realizados com as partes aéreas da Costus spp, foi descrita a 

estrutura e o isolamento de dois novos diglicosídeos flavônicos, principalmente 

nas folhas da cana-do-brejo, como a tamarixetina 3-O-neohesperidosídeo e o 

canferídio 3-O-neohesperidosídeo. Estes glicosídeos flavônicos das folhas da 

planta demonstraram apresentar atividade inibidora da produção de óxido nítrico 

pelos macrófagos ativados, onde apresentaram atividades antiinflamatórias. Além 

destes, foram identificados outros compostos muito conhecidos como quercetina 

3-O-neohesperidosídeo, juntos com mais seis outros flavonóides (Silva et al., 

2000). 

De acordo com algumas literaturas, muitos polissacarídeos do tipo 

glicano, encontrados em vegetais, mostraram possuir atividade antiinflamatória 

(Czarnecki e Grzybek, 1995) e imunomoduladora (Tomoda et al., 1994). Muitos 

estudos sugerem que os mecanismos de ação desses polissacarídeos podem ser 

devido a sua ação no sistema retículo-endotelial, com a estimulação fagocitária.  

 

 

2.2 Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) 
 

O oxigênio é uma molécula altamente reativa e pode ser parcialmente 

reduzido para formar um número de agentes quimicamente reativos. O processo 

de transferência de elétrons, ou a absorção de energia pode levar o oxigênio a 

gerar as Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) (Oga, 2003), as quais abrangem 

moléculas com um elétron desemparelhado no último orbital, ou seja, ocupando 

um orbital atômico ou molecular sozinho, também conhecidas como Radical Livre 

(RL), tornando-o muito instável, extraordinariamente reativo, e com uma enorme 

capacidade para combinar-se com diversas moléculas integrantes da estrutura 

celular e derivados de cada uma delas. ERO é um termo freqüentemente usado 
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para incluir também espécies que não são radicais livres, mas algumas moléculas 

derivadas de O2 (Oxigênio), capazes de gerar radical livre, como por exemplo, o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) (Halliwell e Gutteridge, 2000). O O2 envolvido no 

processo respiratório, em certas condições no organismo, pode ser transformado 

em ânion superóxido, radical hidroxil, oxigênio singlet e peróxido de hidrogênio, e 

todas essas variações estão muitas vezes associadas a circunstâncias 

patológicas, incluindo reações inflamatórias. Entretanto, também estão 

relacionadas a processos fisiológicos, como por exemplo a resposta imune. 

Estas formas de oxigênio são altamente prejudiciais para os constituintes 

celulares, incluindo o DNA, os lipídios, ácidos graxos e as proteínas (Storz et al., 

1987; Wolff et al.,1986). O oxigênio atmosférico é o principal agente responsável 

pela deterioração de materiais orgânicos e alimentos expostos ao ar. Diversas 

classes de moléculas são susceptíveis ao ataque de O2 e acabam formando 

hidroperóxidos. Tais hidroperóxidos contribuem para a deterioração e disfunção 

em células e membranas celulares (Larson, 1988).  

As ERO podem direcionar a produção de mais espécies reativas, 

particularmente através de processos endógenos, acontecendo em muitas células 

como conseqüência dos processos metabólicos. Também podem ser formadas 

pela exposição de células à radiação ionizante, pelo ciclo-redox químico presente 

no ambiente ou pela exposição a metais pesados (Ames, 1983; Brennan e 

Schiest, 1996). Apesar destes mecanismos, todos os organismos aeróbios estão 

continuamente expostos a oxidantes reativos, ocorrendo estresse oxidativo, onde 

a concentração destes oxidantes aumenta a capacidade de tamponamento 

antioxidante da célula. Dadas as obliqüidades naturais das ERO, a maioria, se 

não todos os organismos, têm seus meios desenvolvidos para proteção dos seus 

constituintes celulares contra os oxidantes reativos. 

 

Radical Superóxido (O2
•-) 

Este radical é o mais comum e abundante na célula (Boveris, 1998), pode 

ser gerado em eventos de transporte de elétrons que ocorrem em cloroplastos e 

microssomos do retículo endoplasmático, ou por reações de autoxidação do 

oxigênio molecular (Santoro e Thiele, 1997). O radical superóxido é formado no 
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organismo principalmente através da cadeia de transporte de elétrons ou por ação 

de células fagocitárias (neutrófilos, monócitos e macrófagos) para defesa 

bactericida (Diaz et al., 1998). Essas células fagocitárias produzem quantidades 

significativas do radical superóxido durante a fagocitose, devido à ativação da 

enzima NADPH oxidase que está presente na membrana dessas células. Entre as 

substâncias de interesse biológico que se autoxidam gerando o radical superóxido 

incluem-se a hemoglobina, a mioglobina e catecolaminas. Essas autoxidações 

são, geralmente, reações em cadeia nas quais o radical superóxido pode atuar 

como iniciador e propagador das cadeias radicalares. Apesar de o nome sugerir 

que esse radical tem alto poder oxidante, o superóxido atua na maioria das 

reações como um agente redutor (Oga, 2003). 

 

Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

O peróxido de hidrogênio não é um radical livre por definição, porém é um 

intermediário reativo do oxigênio que se torna perigoso pelo alcance que tem, e 

por não reagir imediatamente, pois o H2O2 pode migrar pela célula e atingir alvos 

distantes do local de sua formação. É uma ERO importante por sua capacidade 

de gerar o radical hidroxil (HO•) em presença de metais como ferro. O H2O2
 é 

formado principalmente na matriz mitocondrial, durante o processo de redução do 

oxigênio, ou pela dismutação do radical superóxido pela enzima Sod (Fridovich, 

1998). Além de ser formado na reação de dismutação do superóxido e por 

fagócitos, também é um subproduto da assimilação oxidativa de várias fontes de 

carbono e nitrogênio, por peroxissomos e glioxissomos (Forman e Thomas, 1986).  

Algumas bactérias e micoplasmas também liberam peróxido de hidrogênio, que 

pode lesar células do hospedeiro, visto que o H2O2 pode atravessar membranas 

biológicas (Oga, 2003). 
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Radical Hidroxil (HO•)           

Na presença de íons ferro reduzido, o H2O2 pode originar um dos 

intermediários mais reativos de oxigênio, o radical hidroxil (HO•) através da reação 

de Fenton (Halliwell e Gutteridge, 2000) apresentada abaixo: 

 

              Fe2
+    +    H2O2     →   Fe3+    +   HO•    +    HO− 

 

O radical hidroxil é extremamente reativo, ou seja, uma vez formado, tem 

uma meia vida extremamente curta, reagindo rápida e inespecificamente com os 

alvos celulares mais próximos, podendo lesar DNA, proteínas, carboidratos e 

lipídios. A capacidade desse radical em lesar as células é superior às demais 

ERO, já que o organismo não dispõe de um sistema enzimático de defesa contra 

o radical hidroxil (Halliwell e Gutteridge, 2000). Por isso, a melhor defesa que a 

célula tem contra este radical é preventiva, ou seja, evitar que o mesmo seja 

gerado. Na ausência da catálise pelos íons metálicos, a reação de Fenton 

ocorreria de forma muito lenta, caso realmente acontecesse (Gralla e Kosman, 

1992). Por esta razão, a célula mantém um rígido controle da homeostase 

metálica. O transporte de metais é altamente regulado (Eide, 1998) e os íons de 

metais de transição são mantidos em sua valência mais alta, ou estão de alguma 

forma complexados a proteínas e enzimas, onde são armazenados ou fazem 

parte funcional das mesmas. A compartimentalização de compostos metálicos 

nos vacúolos e a ferritina podem ser considerados parte das defesas 

antioxidantes da célula (Halliwell e Gutteridge, 2000). 

Em decorrência do alto teor de água nas células, a exposição destas às 

radiações ionizantes, como raios X e raios gama, resulta na formação do radical 

hidroxil pelo processo de radiólise da água. A reação do radical superóxido com o 

peróxido de hidrogênio forma o radical hidroxil através da reação de Haber-Weiss, 

seguida abaixo: 

 

                   O2 
•−    +    H2O2  →   HO•     +   HO−  +   O2 

 



 

 

22 

Apesar disso, a formação de HO• a partir do peróxido de hidrogênio pode 

ser catalisada pela presença de íons de metais de transição como mostrado na 

reação de Fenton anteriormente. 

A presença de íons de metais de transição funciona como um fator que 

promove a formação de radicais livres. À medida que, mudam de um estado de 

valência para outro, esses íons podem perder ou ganhar um elétron. Os metais de 

transição presentes no organismo em maior abundância são o ferro e o cobre. 

 

 

Oxigênio Singlet (O2
1) 

Outra espécie reativa do oxigênio capaz de modificar o DNA diretamente, é 

o oxigênio singlet excitado (Cadenas, 1989), cuja meia vida em tecidos é menor 

que 0,5 micro segundos (Patterson et al., 1990). Esta espécie reativa pode ser 

gerada pelos fagócitos por indução luminosa, por reações catalisadas por 

peroxidades, etc (Cadenas, 1989; Epe, 1991). O O2
1 difere do oxigênio molecular 

por não apresentar restrição na transferência de elétrons, o que o torna altamente 

reativo (Beckman e Ames, 1998), causando danos às proteínas devido à oxidação 

de grupos essenciais de aminoácidos, principalmente do triptofano, metionina, 

histidina e resíduos de cisteína (Halliwell e Gutteridge, 2000). 

 

 

2.2.1 Estresse oxidativo 

 

Os radicais livres formam-se em condições fisiológicas em proporções 

controladas pelos mecanismos defensivos celulares. O estresse oxidativo ocorre 

quando há uma falta de equilíbrio dinâmico entre a produção de oxidantes e a 

concentração de defesas antioxidantes, levando a danos celulares. Este estresse  

pode resultar de uma situação em que há uma diminuição nos níveis das enzimas 

antioxidantes, pela elevada produção de radicais livres, ou por ambos os 

processos simultaneamente. Os agentes oxidantes são formados no processo 

normal do metabolismo, mas em algumas condições patológicas, eles podem ser 

produzidos em excesso, levando ao estresse oxidativo e à possível morte celular. 



 

 

23 

Distúrbio do equilíbrio entre a formação e a remoção de ERO são associadas a 

uma série de processos patológicos, por exemplo câncer, isquemia, 

arteriosclerose, diabetes, mal de Alzheimer entre outras desordens neurológicas e 

não-patológicas, como por exemplo o envelhecimento (Hermes-Lima e Storey, 

1998) (Pawlak et al., 1998; Beckman e Ames, 1998, revisado por Salvador e 

Henriques, 2004). 

 

 

2.2.2 Sistemas de defesa oxidantes 
 

As células possuem sistemas de defesa enzimáticos e não-enzimáticos 

para proteger seus constituintes celulares e manter o estado redox celular. O 

sistema de defesa enzimático consiste tipicamente de pequenas moléculas que 

são solúveis em qualquer meio aquoso ou como em alguns exemplos, em meios 

lipídicos. Eles agem em geral como varredores de radicais, substância oxidada 

pelas ERO e assim removem os oxidantes da solução (Halliwell e Gutteridge, 

2000). 

. 

 

  

2.2.2.1 Sistemas de defesas enzimáticos 
 

As defesas antioxidantes enzimáticas incluem a atividade da superóxido 

dismutase (Sod), catalase (Cat), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase 

(GR) e glutationa S-transferase (GST). Para minimizar os efeitos tóxicos dos 

radicais livres formados, é necessário um adequado equilíbrio das enzimas 

antioxidantes citadas acima (Sies, 1993, Inoue, 1994, Bonnefoy et al., 2002). 

Os radicais superóxido (O2
•−) se dismutam por ação da atividade da 

superóxido dismutase, produzindo peróxido de hidrogênio e oxigênio simples (O2) 

como mostra a reação:  

 

         
      Sod      
2 O2

•−   +  2H+                   2H2O2   +  O2 
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As células da levedura, em comum com outros eucariotos, possuem duas 

formas de Sod intracelular, o homodímero que contém cobre e zinco (CuZnSod - 

codificada pelo gene da SOD1), que se encontra no citosol e na matriz nuclear, e 

um homotetrâmero que contém manganês (MnSod - codificada pelo gene da 

SOD2), que se encontra predominantemente na matriz mitocondrial 

(Bermingham-McDonogh et al., 1988, Deby e Goutier, 1990). 

A Cu/ZnSod  é a maior enzima envolvida na remoção dos ânions 

superóxido do citoplasma e possivelmente também do peroxissoma (Gralla e 

Kosman, 1991; Jamieson et al., 1994), enquanto a função fisiológica da MnSod, 

parece ser para proteger a mitocôndria dos superóxidos gerados durante a 

respiração e exposição ao etanol, e parece ter uma função contrária à toxicidade 

aumentada aos componentes do ciclo-redox durante o crescimento fermentativo 

(Costa et al., 1997; Guidot et al., 1993; Jamieson et al., 1994). Há também 

evidências funcionais da Cu/ZnSod em células protetoras contra a respiração 

derivada dos ânions superóxidos (Ayub et al., 1992). Por exemplo, as mutantes 

nulas sod1 deixam de crescer em meios contendo lactato como única fonte de 

carbono (um típico fenótipo de células respiratórias deficientes) (Gralla e Kosman, 

1991). Atualmente, fica evidente que a Cu/ZnSod pode ter uma função no 

tamponamento da concentração de cobre intracelular, além disso, esta função 

não aparece relatada como função de proteção contra o estresse oxidativo 

(Culotta et al., 1995). 

A enzima catalase é uma ferrihemoenzima cuja função principal é 

dismutar peróxido de hidrogênio formando água e oxigênio molecular (Fridovich, 

1998). Na reação da catalase, que inativa a H2O2, uma das duas moléculas de 

peróxido de hidrogênio é oxidada a oxigênio-molecular e a segunda é reduzida à 

água, mostrada na seguinte reação: 

 

   

 

 

A glutationa peroxidase, por sua vez, reduz o peróxido de hidrogênio, os 

peróxidos alifáticos e os aromáticos à água e seu correspondente álcool inerte, 

      Cat     
            2H2O2         

          2H2O   +  O2 
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em uma reação que precisa da presença de glutationa reduzida (GSH) como 

fonte de equivalentes redutores. 

 

 

A figura 4 apresenta um resumo da detoxificação enzimática realizada 

por Sod, Cat, GPx e GR: 

 

Figura. 4. Detoxificação enzimática realizada por Sod, Cat e GPx (Salvador e 

Henriques, 2004). 

      

2.2.2.2 Sistemas de defesa não-enzimáticos  
 

O mais conhecido exemplo de sistema de defesa não-enzimático é a 

glutationa, um tripeptídio ϒ- L-glutamil -L- cistinilglicina. A glutationa reduzida 

(GSH) age como um varredor de radical com grupo sulfidril com ação redox, 

reagindo com oxidantes para produção de glutationa oxidada (GSSG). A 

glutationa é possivelmente a mais abundante molécula limpadora-redox nas 

células (Marchler et al., 1993), e conseqüentemente esta função é a mais 

importante na manutenção do estado redox celular. 

                                 GPx  
   H2O2 +  2GSH                           GSSG + 2H2O2 
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Os genes envolvidos na biossíntese da GSH são identificados em S. 

cerevisiae (GSH1 e GSH2, codificando a sintetase ϒ - glutamilcisteína e sintetase 

glutationa, respectivamente) (Kistler et al., 1986; Ohtake et al., 1990, Ohtake e 

Yabuuchi, 1991). 

Entre os antioxidantes não enzimáticos também pode-se citar a vitamina 

C, a vitamina E, ubiquinol, os carotenóides e os flavonóides (Machlin e Bendich, 

1987). A vitamina C elimina os radicais livres do plasma, citosol e outros 

compartimentos aquosos. A vitamina E e outros antioxidantes hidrofóbicos atuam 

fundamentalmente nas membranas e nas bicamadas lipídicas (Halliwell e 

Gutteridge, 2000). Os flavonóides são potentes antioxidantes capazes de atuar 

como aceptores de radicais livres (Husain et al., 1987; Yuting et al., 1990) ou de 

íons metálicos (Afanas’av et al., 1989). 

Os fitoquímicos fenólicos constituem a maior categoria de fitoquímicos de 

espécies vegetais. Os três grupos mais importantes para a alimentação humana 

são os flavonóides, ácidos fenólicos e polifenóis (Angelis, 2001). 

 

Propriedades farmacológicas dos flavonóides 

Os flavonóides constituem um grupo de substâncias naturais, que 

possuem atividades biológicas diversificadas e estudando sua ação como 

antioxidante, foram desenvolvidas muitas pesquisas, envolvendo não só os 

compostos flavonoídicos, como também os seus precursores biossintéticos 

(Richardson et al., 1974; Pratt e Birac, 1979; Rios et al., 1992). Os compostos 

polifenólicos estão presentes em frutas e vegetais (Angelis, 2001) como nozes, 

sementes, ervas, especiarias, flores, em diversos chás e vinho tinto. Eles são 

importantes compostos de frutas cítricas (Kefford e Chandler, 1970), aparecem 

em diversas fontes de alimentos e são consumidos regularmente na dieta humana 

(Herrmann, 1976). O consumo destes compostos tem sido associado a efeitos 

protetores contra doenças cardiovasculares e cânceres (Angelis, 2001). 

Mais de 4000 estruturas exclusivas dos flavonóides foram identificadas 

de plantas (Harborne et al.,1975; Harborne, 1986; 1988 a,b). Primeiramente, eram 

reconhecidos como pigmento responsável pelas cores amarelo, laranja e 

vermelho, em flores e alimentos (Timberlake e Henry, 1986; Brouillard e 
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Cheminant, 1988). Os flavonóides são metabólitos secundários de plantas e estas 

os usam para atrair polinizadores e repelir predadores, para colorir flores e para a 

proteção de raios ultravioletas, quando expostas ao sol (Angelis, 2001).  

Essas substâncias de baixo peso molecular, encontradas em todas as 

plantas vasculares, são fenilbenzo-pironas (fenilcromonas) com variedades de 

estruturas baseadas em núcleos comuns de três anéis. Eles são geralmente 

subdivididos de acordo com seus substituintes dentro dos flavonóides, 

antocianidinas e flavonas, flavononas e chalconas (Figura 5). Esta estrutura 

básica é composta de dois anéis benzeno (A e B) ligadas a um anel pirano 

heterocíclico (C) ou pirona (com uma ligação dupla) no centro, mostrados na 

figura 5. Esta subdivisão está baseada primeiramente na presença (ou ausência) 

de ligação dupla na posição 4 do anel C (no centro), e a presença (ou ausência) 

da ligação dupla dos átomos de carbono 2 e 3 do anel C, e a presença dos 

grupos hidroxil no anel B (Figura 5). Na estrutura do flavonóide, um grupo fenil é 

geralmente substituído na posição-2 do anel pirona (anel C). Nos isoflavonóides, 

as substuições acontecem na posição-3 deste anel (Bilyk e Sapers, 1985; Hertog 

et al., 1992; Rice-Evans e Packer, 1998). 
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Figura 5. Estrutura genérica dos flavonóides, também chamada de núcleo 
fundamental (letra A). A estrutura do Flavon-3-ol (letra ’G’) também mostra a 
estrutura genérica dos flavonóides, mostrando o grupo hidroxil do anel ‘C’, 
juntamente com os outros compostos representativos (adaptado de Middleton et 
al., 2000). Os flavonóis mais encontrados são a quercetina, canferol e miricetina. 
Abaixo da figura 5 são mostrados os substituintes radical hidroxil, os quais 
formam os compostos citados acima. Os nomes das 7 estruturas químicas 
representadas e suas respectivas nomenclaturas são: A= flavonóide; B= flavan-3-
ol; C= antocianidina; D= flavona; E= flavonona; F= chalcona; G= flavon-3-ol. 

 

A B 
C 

D E 
F 

G 

QUERCETINA  

 

CANFEROL  

 
MIRICETINA  
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Os flavonóides apresentam efeitos importantes na fisiologia e bioquímica 

da planta, como ação antioxidante, inibidores enzimáticos, precursores de 

substâncias tóxicas e exibindo pigmentos coloridos. Estes compostos estão 

envolvidos na fotossensibilização e na transferência de energia, em ações de 

hormônios regulatórios do crescimento da planta, no controle respiratório, na 

fotossíntese, em morfogêneses, na determinação do sexo e bem como na defesa 

contra infecções (Smith e Banks, 1986).   

Pratt e Birac (1979) estudaram os efeitos antioxidantes da quercetina, 

quercitrina, miricetina, quercetina 3-monoglicosídeo, quercetina 3-triglicosídeo, 

extraídos de sementes de diversas plantas. Rios et al. (1992) testaram os efeitos 

de cinco flavonóides glicosilados de Sideritis javalambrensis como inibidores da 

peroxidação de lipídeos nos microssomas. Richardson et al. (1974) testaram o 

efeito de flavonas e derivados de flavonas como antioxidantes em amostras de 

leite e comprovaram a eficácia de suas ações. Vários antioxidantes naturais, 

principalmente os compostos fenólicos, também foram encontrados em muitos 

vegetais, conforme trabalhos realizados por Harel e Kanner (1984), Farr et al. 

(1988), Sheabar e Neeman (1988), Namiki (1990), Pratt e Hudson (1990), Loliger 

(1991) e Kanner et al. (1994). 

Os processos de lipoperoxidação podem ocorrer atacando as membranas 

celulares. Os flavonóides quercetina e canferol têm-se mostrado ativos como 

agentes antiinflamatórios, atuando na inibição da biossíntese de eicosanóides 

envolvidos em processos inflamatórios via atividade antiradicalar e 

antiperoxidante (Larson, 1988). Os seus efeitos antioxidantes se devem à 

capacidade de diminuir os radicais livres e dentre eles, a quercetina parece ser o 

mais potente antioxidante (Angelis, 2001). Propõe-se então, que os flavonóides 

exerçam efeitos benéficos em diversos estados patológicos, incluindo câncer, 

doenças cardiovasculares e em desordens neurovegetativas. Muitas ações 

biológicas destes compostos são atribuídas às suas propriedades antioxidantes, e 

à sua possível influência do estado redox intracelular. O mecanismo preciso 

exercido pelos flavonóides destas ações benéficas e tóxicas ainda permanece 

pouco conhecido. Entretanto, alguns estudos têm demonstrado que sua atividade 

antioxidante clássica de doação de hidrogênio (Rice-Evans, 1995; Rice-Evans et 
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al.,1996, 1997; Rice-Evans, 2001) é pouco provável ser a única explicação para 

os efeitos celulares benéficos sugeridos (Spencer et al., 2001c). 

Primeiramente, os flavonóides eram metabolizados in vivo, resultando em 

uma significativa alteração no seu potencial redox. Isto tornou claro que a forma 

bioativa dos flavonóides in vivo não era aquela encontrada nas plantas, como por 

exemplo, os glicosídeos e aglicona. Em vez de conjugado e metabolizado, 

originando glicosídeos e aglicona durante a absorção intestinal (Spencer et al., 

2003), há uma forte evidência do metabolismo na fase I e II de deglicosilação, que 

resulta a aglicona como quercetina, hesperetina, naringenina e epicatequina para 

glicuronides, sulfatos e formas O-metiladas, durante a passagem através do 

intestino delgado (Spencer et al., 1999; Spencer et al., 2001b,c) e novamente 

para o fígado. Além disso, a transformação tem sido relatada ocorrer no cólon, 

onde as enzimas da microflora intestinal degradam os flavonóides a simples 

ácidos fenólicos (Scheline, 1999), que podem ser também absorvidos e, 

subseqüentemente, metabolizados pelo fígado. 

Após pesquisas na área da farmacologia de alimentos fitoquímicos, um 

grande número de relatos tem estabelecido que os compostos fenólicos de 

plantas, incluindo os flavonóides, são potentes antioxidantes e também há relatos 

de possíveis efeitos antimutagênicos e anticarcinogênicos dos mesmos 

(Middleton e kandaswami, 1994; Rice-Evans et al., 1997). Também têm sido 

mostrados relatos sugerindo que uma dieta rica em compostos fenólicos exibem 

propriedades pró-oxidantes e citotóxicas, sob certas condições (Summers e 

Felton, 1994; Yamanaka et al., 1997; Sugihara et al., 1999). Esta atividade 

antioxidante/pró-oxidante dos compostos fenólicos pode depender de 

determinados fatores, tais como o potencial de redução de metal, pH e das 

características de solubilidade (Decker, 1997). Muitos extratos de plantas, 

particularmente os que contêm flavonóides, parecem apresentar uma significativa 

atividade antioxidante, capaz de diminuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais 

livres (RL), e conseqüentemente o surgimento de doenças associadas à ação 

destes RL. 

       

 



3 ENSAIOS PARA DETECÇÃO DA ATIVIDADE GENOTÓXICA EM 
EUCARIOTOS 

 
 

Vários ensaios para identificação de agentes mutagênicos e/ou 

genotóxicos vem sendo desenvolvidos (Mac Gregor et al., 2000). As mutações 

são detectadas freqüentemente através da expressão fenotípica, causada por 

uma mudança súbita e hereditária no genótipo de um organismo, alterando suas 

características. A ocorrência de mutações, no entanto, depende da natureza da 

lesão e das respostas celulares aos danos no DNA.  Basicamente, as mutações 

são divididas em duas grandes categorias: mutações gênicas e cromossômicas. 

As mutações gênicas são alterações que ocorrem na seqüência de nucleotídeos 

do DNA e as cromossômicas são as que produzem alterações no número ou na 

estrutura dos cromossomos e são detectadas através de análises citogenéticas 

(Friedberg et al.,1995). Dependendo do tipo de lesão que se quer detectar são 

necessários, portanto, diferentes testes. 

Bactérias como Salmonella typhimurium e Escherichia coli são utilizadas 

nos métodos mais amplamente empregados para detecção de mutações gênicas. 

Mas, como estas bactérias são organismos simples, os resultados obtidos nem 

sempre são válidos para células animais ou outros eucariontes. Portanto, para se 

obter dados sobre mutação gênica em eucariotos há testes em leveduras 

(Saccharomyces cerevisiae), em Drosophila ou mesmo mutações somáticas em 

mamíferos, pelo teste de HGPRT (gene de hipoxantina-guanina fosforibosil-

transferase, ligado ao cromossomo X dos mamíferos). Para detectar mutações 

cromossômicas os testes mais utilizados incluem as aberrações cromossômicas e 

micronúcleos, sendo que estes testes exigem que as células estejam em estado 

proliferativo (Le Curieux et al., 1993; Tice et al., 1998, MacGregor et al., 2000).  

 Estes testes têm um sistema de validação internacional e podem ser 

desenvolvidos tanto in vitro como in vivo, desde que se conheça adequadamente 

a biologia do organismo-teste. Recentemente, o teste alcalino eletroforético de 

célula única ou Ensaio Cometa (EC), que detecta quebras no DNA, também tem 

sido recomendado (Fairbairn et al., 1995; Tice, 1995; Singh e Stephens, 1996; 

Singh, 2000), sendo este realizado em células individuais não proliferativas. 
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4 A LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae COMO MODELO DE ESTUDO 

EUCARIOTO 
 

 

A levedura S. cerevisiae é um organismo eucarioto amplamente estudado 

e notavelmente semelhante às células de mamíferos no que se refere às 

macromoléculas, organelas e proteínas com homologia a proteínas humanas, 

tornando-a uma ferramenta importante nas pesquisas sobre mutagênese, reparo 

do DNA e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo (Costa e Ferreira, 

2001).  

As leveduras podem crescer tanto em condições anaeróbias quanto 

aeróbias e, portanto, são expostas continuamente às ERO geradas como 

bioprodutos do metabolismo (Costa e Ferreira, 2001). A S. cerevisiae pertence ao 

grupo das leveduras anaeróbias facultativas. Isto significa que ela fermenta 

hexoses, como a glicose e a frutose, independente da concentração de oxigênio. 

A glicose é a principal fonte de carbono da S. cerevisiae, uma preferência que é 

mediada por um complexo processo de repressão e ativação de genes e de 

proteínas, usualmente conhecida como repressão da glicose ou repressão 

catabólica (revisado em De Winde et al., 1997; Gancedo, 1998). Quando a 

concentração de glicose cai para menos de 0,2% no meio, há a desrepressão das 

enzimas que participam da biossíntese na mitocôndria e de outros genes 

necessários para o crescimento respiratório (De Winde et al., 1997; Gancedo, 

1998). Este crescimento apresenta fases distintas do ponto de vista metabólico e 

cinético (figura 6). Após um breve período de adaptação em meio rico (YEPD – 

2% glicose), chamado de fase lag, as células iniciam uma divisão celular a cada 

hora e meia (fase exponencial), com energia proveniente da fermentação da 

glicose. Ao diminuir a disponibilidade de glicose no meio, ocorre a desrepressão 

catabólica (transição diáuxica), na qual há uma parada transiente na divisão 

celular, enquanto as células são preparadas para o metabolismo respiratório. 

Após, ela reassume a divisão celular em um ritmo mais lento (uma divisão a cada 

três ou quatro horas), utilizando o etanol como fonte de carbono produzido 

durante a fermentação (fase pós-diáuxica). Quando todas as fontes de carbono 
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forem exauridas, as células entram na fase estacionária na qual podem sobreviver 

por muito tempo na ausência de nutrientes (Pringle e Hartwell, 1982; Fuge e 

Werner, 1997).  

 

 

 

Figura 6. Fases de crescimento de uma levedura selvagem quando iniciada em 
meio completo (Adaptado de Fuge e Werner, 1997). 
 

 

 

4.1 Defesas antioxidantes da levedura S. cerevisiae 
 

Como todos os aeróbios, a S. cerevisiae apresenta uma variedade de 

mecanismos de defesa contra danos oxidativos, como atividades enzimáticas, 

presença de antioxidantes, seqüestradores de metais e diversos mecanismos de 

reparação (Maris et al., 2001; Brozmanová et al., 2001; Henriques et al., 2001). As 

superóxido dismutase (Sod) são enzimas que fazem a dismutação do radical 

superóxido a peróxido de hidrogênio. A levedura S. cerevisiae contém a Mn-Sod 

(produto do gene SOD2) localizada na matriz da mitocôndria e CuZn-Sod (produto 

do gene SOD1) presente no citoplasma, núcleo e lisossomos (Gralla e Valentine, 

1991; Gralla e Kosman, 1992; Longo et al., 1996; Park et al., 1998; Longo et al., 
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1999). As linhagens mutantes sod1∆, que são deficientes nesta enzima, 

apresentam problemas de crescimento em condições aeróbias, são muito 

sensíveis a hiperóxia (Bilinski et al., 1985), a substâncias envolvidas em reações 

tipo ciclo-redox, tais como paraquat ou menadiona, perdem a viabilidade em fase 

estacionária e são auxotróficas para metionina e lisina em presença de oxigênio 

(Srinivasan et al., 2000). Acredita-se que estas auxotrofias se devem a enzimas 

relacionadas à síntese destes aminoácidos, que seriam extremamente sensíveis à 

desativação por O2
•- (Liu et al., 1992, Slekar et al., 1996). As mutantes sod2∆ são 

hipersensíveis ao oxigênio e crescem mal ou não crescem em fontes de carbono 

não-fermentáveis. A sensibilidade a hiperóxia é revertida pela mutação rho0 

(leveduras sem mitocôndrias), confirmando o papel decisivo da mitocôndria na 

geração de O2
•- (Guidot et al., 1993; Fernàndez-Checa et al., 1998). 

Mutantes sod1∆ e sod2∆ mostram níveis de ferro, detectado por 

Ressonância Paramagnética de Elétron (EPR), de até cinco vezes maiores em 

relação aos níveis basais da linhagem selvagem isogênica, enquanto a duplo 

mutante sod1∆sod2∆ apresenta níveis de ferro superiores a nove vezes o 

encontrado para a selvagem, em condições aeróbias de crescimento. O 

tratamento da linhagem selvagem com um gerador de superóxido - paraquat, 

também aumentou o ferro detectável por EPR, indicando que o excesso de ferro 

livre pode ser devido aos efeitos deletérios do radical superóxido (Srinivasan et 

al., 2000).  

O peróxido de hidrogênio pode ser catabolizado pelas catalases e 

peroxidases. Em levedura, a resistência a peróxido tem sido associada a níveis 

intracelulares de glutationa (Izawa et al., 1995; Kobayashi et al., 1996). O gene 

GSH1 é necessário para a síntese de γ-glutamilcisteína sintetase, a enzima 

responsável pelo primeiro passo, e é ponto limitante da biossíntese de glutationa 

(GSH); e o gene GSH2 codifica a glutationa sintetase, a segunda enzima da 

síntese de glutationa. Ambos foram clonados e as mutantes correspondentes 

analisadas (Ohtake e Yabuuchi, 1991; Lisowsky, 1993; Grant et al., 1997; Brendel 

et al., 1998; Inoue et al., 1998). As mutantes gsh1∆ induzem apoptose (Madeo et 

al., 1999) e morrem rapidamente quando nenhuma GSH exógena é fornecida. A 

GSH endógena é importante para a manutenção da integridade mitocondrial. 
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Mesmo em meio suplementado com GSH, as mutantes gsh1∆ têm uma alta 

tendência de perder a função mitocondrial (Schmidt e Mcentee, 1996; Brendel et 

al., 1998). Além disso, as leveduras mutantes gsh1∆ não adquirem resistência 

intrínseca sob condições não-fermentáveis, e na fase estacionária contra H2O2 

(Maris et al., 2000) e não mostraram respostas adaptativas ao estresse por H2O2  

durante a fase exponencial em meio YEPD-glicose (Izawa et al., 1995).  

Duas catalases, uma citosólica e uma peroxissomal, codificadas pelos 

genes CTT1 e CTA1, respectivamente, também foram identificadas (Spevak et al., 

1983; Hartig e Ruis, 1986; Cohen et al., 1988). Ambas são importantes para a 

resposta adaptativa ao H2O2 (Izawa et al., 1996). A regulação do gene CTT1 pelo 

H2O2 é mediada pelo elemento de resposta ao estresse (‘Stress Responsive 

Elements – STRE’). As leveduras ctt1∆ e cta1∆ mutantes são bastante sensíveis 

a H2O2 (Izawa et al., 1996; Grant et al., 1998).  

A simplicidade do cultivo e caracterização genética, as fases de 

crescimento características e controláveis, e sua marcante semelhança aos 

sistemas de estudo em eucariotos superiores, fazem da levedura um sistema 

modelo ideal para estudo de danos oxidativos e funções mitocondriais (Longo et 

al., 1999). 

 

 

4.2 Avaliação genotóxica: testes de mutações reversas  
 

Os ensaios com leveduras têm sido de grande utilidade na determinação 

de agentes mutagênicos ambientais ou farmacológicos, servindo para 

complementar os ensaios de mutagenicidade realizados em bactérias (Henriques 

et al., 1987; Poli et al., 1999; Terziyska et al., 2000). Estes ensaios são rápidos, 

sensíveis, econômicos e reprodutíveis, apresentando resultados confiáveis na 

identificação biológica. Além disto, a levedura possui um sistema endógeno de 

ativação metabólica constituído por um complexo enzimático (citocromo P-450) e 

detoxificação, sem a necessidade da adição de um sistema exógeno, sendo desta 

forma, uma vantagem sobre os ensaios bacterianos (Paula-Ramos et al., 1991; 

Moreno et al., 1991; Poli et al., 1999).  
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Experimentos de mutações reversas são os mais comumente utilizados. 

Estes se baseiam na restauração ou compensação de um defeito gênico 

responsável por um requerimento nutricional (Zimmermann, 1975). A restauração 

se deve a uma reversão exata do defeito original, enquanto que a compensação 

pode ser devido a uma mutação secundária dentro do gene (mutação supressora 

interna) ou por uma mutação externa, como no caso dos alelos sem sentido 

(nonsense – mutação que resulta na alteração de um códon que determina um 

aminoácido para um códon de terminação da síntese protéica) (Hawthorne e 

Leopold, 1974; Atkin et al., 1993). A reversão de auxotrofia para prototrofia pode 

ser causada por uma substituição, inserção ou deleção de pares de bases, ou 

ainda uma mutação induzida por supressor do gene mutante original (Henriques 

et al., 1987). Para que seja identificada a mutação reversa é necessária à 

utilização de uma linhagem com alterações genéticas adequadas, como por 

exemplo, a linhagem haplóide de S. cerevisiae XV185-14c, isolada por Von 

Borstel (Parry e Parry, 1984). Esta linhagem permite a detecção de dois tipos de 

mutações lócus específico: reversões do alelo ocre lys1-1 (alteração no códon 

UAA de término de cadeia) ou do alelo missense his1-7 (códon alterado codifica 

um aminoácido diferente), e reversões por deslocamento do quadro de leitura do 

DNA (frameshift) verificadas no lócus hom3-10. As células revertentes podem ser 

detectadas pela semeadura em placas contendo meio seletivo no qual o fator de 

crescimento inicialmente requerido não está presente, ou está em quantidades 

muito pequenas, permitindo um “background” de crescimento. 

 

 

4.3 O estudo de substâncias com atividades pró-e/ou antioxidantes 
 

A levedura S. cerevisiae vem sendo utilizada como modelo de estudo 

experimental de proteção antioxidante em estudos de reparo do DNA. Linhagens 

isogênicas deficientes em defesas antioxidantes têm sido utilizadas para o estudo 

do mecanismo de ação de agentes físicos e químicos que interferem com o 

estado redox celular (Brennan e Schiestl, 1998; Lee et al., 2001). Um método 

utilizado consiste em comparar a sensibilidade ao tratamento com um agente 

físico (por exemplo, radiação) ou químico (por exemplo pró/antioxidante), de 
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diversas mutantes deficientes em enzimas antioxidantes ou em um fator de 

transcrição sensível ao estado redox, como o Yap1p, ou ainda deficiente na 

síntese de GSH, a fim de avaliar a importância de cada defesa antioxidante 

celular na desintoxicação do agente testado. Também é possível combinar um 

oxidante conhecido, como H2O2, t-BOOH (peróxido de terc-butil) e paraquat, com 

uma substância antioxidante ou com outro composto de mecanismo 

desconhecido, e avaliar o efeito do tratamento da substância na modulação do 

estresse oxidativo. O aumento da viabilidade celular ao tratamento estará 

sugerindo atividade protetora (antioxidante) e a diminuição da viabilidade a um 

efeito deletério (pró-oxidante) (Maris et al., 2000). 

Respostas adaptativas ao estresse oxidativo também podem ser 

encontradas em levedura. Células pré-tratadas com concentração subletal de um 

oxidante (H2O2, t-BOOH, paraquat) apresentam indução de uma resposta 

protetora que permite que as mesmas sobrevivam a um tratamento com 

concentrações mais altas ou letais do oxidante (Kuge e Jones, 1994; Izawa et al., 

1995; 1996; Grant et al., 1998). Esta resposta adaptativa não é restrita ao 

estresse oxidativo, sendo que em levedura a resposta adaptativa mais conhecida 

é a do choque térmico. Respostas similares também ocorrem para o estresse 

osmótico, para agentes que provocam danos ao DNA e para outros tipos de 

estresse. O pré-tratamento com um tipo de agente estressor pode também induzir 

resistência cruzada contra outro tipo de agente estressor (Park et al., 1998; Lee et 

al., 1999; Sugiyama et al., 2000). Esses estudos demonstram a complexidade de 

sistemas altamente regulados que evitam os danos celulares. A regulação desses 

sistemas em leveduras pode ser mais complexa do que daqueles de organismos 

aeróbios, pois a levedura é um aeróbio facultativo (Maris et al., 2001). 

Maris et al. (2000) demonstraram que a capacidade antioxidante das 

leveduras em crescimento fermentativo está bastante diminuída em relação a 

leveduras que não fermentam e que esta diferença não depende da função 

mitocondrial, ou seja, que o sistema antioxidante da levedura está sujeito à 

repressão por glicose, também conhecida por repressão catabólica.  

Em S. cerevisiae foi demonstrado que uma exposição prévia ao dióxido 

de hidrogênio - H2O2 e menadiona (gerador de superóxido) aumenta a resistência 



 

 

38 

a níveis anteriormente tóxicos destes compostos, através da indução de genes e 

proteínas. Recentemente, foi proposta a existência de dois regulons paralelos de 

resposta a estresse por H2O2, que seriam controlados pelos fatores de transcrição 

Yap1 e Skn7, envolvendo a indução de mais de 30 proteínas (Lee et al., 1999). 

Os genes controlados por Yap1 codificam produtos essenciais na manutenção do 

estado redox da célula.  

Desta forma, testes em células eucarióticas da levedura S. cerevisiae, 

tanto proficientes como deficientes em sistemas de reparação de danos causados 

por estresse oxidativo, assumem um importante papel na verificação da 

capacidade oxidante e antioxidante, e na determinação do possível mecanismo 

de ação dos produtos testados.  
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5 OBJETIVOS 
 

• Preparar um extrato hidroalcoólico das partes aéreas da planta Costus 

spicatus, nas mesmas condições em que ele é vendido e consumido pela 

população; 

 

• Avaliar os possíveis efeitos citotóxico, mutagênico e antimutagênico do 

extrato hidroalcoólico, utilizando a levedura S. cerevisiae como modelo in 

vivo de estudo; 

 

• Realizar o fracionamento químico das partes aéreas de Costus spicatus, 

utilizando solventes em uma seqüência crescente de polaridade (hexano, 

clorofórmio e metanol); 

 

• Testar a atividade antioxidante in vivo do extrato hidroalcoólico e da fração 

metanólica (mais polar) obtida de Costus spicatus, utilizando linhagens de 

S. cerevisiae proficientes e deficientes em proteção antioxidante.  
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
6.1 Amostra vegetal 

 

Partes aéreas secas da planta Costus spicatus foram gentilmente cedidas 

pela empresa Santos-Flora (São Paulo – SP, Brasil). O laudo botânico foi também 

realizado e fornecido pela referida empresa. 

 

6.2 Preparação dos extratos 
 
6.2.1 Extrato hidroalcoólico 
 

Para preparação do extrato hidroalcoólico as partes aéreas secas da 

planta foram colocadas em maceração com álcool 50% em proporção de 1:5, ou 

seja, uma parte da planta para cada cinco partes do solvente, durante 21 dias, à 

temperatura ambiente, acondicionada em frasco âmbar. 

 

6.2.2 Extratos orgânicos 
 

A partir das partes aéreas de Costus spicatus iniciou-se o processo de 

fracionamento, no qual o material vegetal (1:2) foi submetido à extração por 

maceração, utilizando solventes em polaridade crescente (hexano, clorofórmio e 

metanol). Este processo foi repetido com cada solvente até o esgotamento da 

planta. Após, os extratos foram concentrados à secura em aparelho de 

evaporação rotatória, obtendo-se as frações hexânica, clorofórmica e metanólica 

das partes aéreas da planta. Todas as frações foram estocadas em frasco âmbar 

e deixadas evaporar completamente em capela de exaustão à temperatura 

ambiente. 

 

6.3 Linhagens de Saccharomyces cerevisiae 
 

Na tabela 1 estão apresentadas as linhagens de S. cerevisiae com seus 

genótipos relevantes. A linhagem XV185-14c foi utilizada nos experimentos de 

mutagênese e antimutagênese e as demais foram empregadas no ensaio de 

atividade antioxidante. A linhagem EG118 é defectiva no sistema enzimático que 
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envolve a enzima superóxido dismutase citoplasmática (CuZnSOD - produto do 

gene SOD1), enquanto a EG110 o é na SOD mitocondrial (MnSOD - produto do 

gene SOD2); EG133 é o duplo mutante, defectivo para SOD1 e SOD2 EG103 

corresponde à linhagem selvagem, portanto proficiente nestas enzimas.  

 

Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste estudo.  

Linhagens Genótipo Origem 

XV 185-14c MATα ade2-2 arg4-17 his1-7 lys1-1 trp5-48 hom3-10 Van Borstel, Canada 

EG103 (WT) MATα leu2-3, 112 his3-1,trp1-289 ura3-52 Edith Gralla, L Angeles 

EG118 (sod1) mesmo que  EG103, exceto sod1::URA3 Edith Gralla, L Angeles 

EG110 (sod2) mesmo que EG103; exceto sod2::TRP1 Edith Gralla, L Angeles 

EG133 

(sod1sod2) 
mesmo que EG103, exceto sod1::URA3 sod2::TRP1 Edith Gralla, L Angeles 

 

 

6.4 Meios de cultura e soluções 
 

O crescimento das células foi feito em meio líquido completo (YEL) 

contendo 1% de extrato de levedura, 2% de bactopeptona e 2% de glicose 

obtidos da marca Difco, Oxoid ou Vetec. Para determinação do número de células 

viáveis, ou seja, unidades formadoras de colônias, foram feitas semeaduras em 

meio YEPD solidificado com 2% de bacto-ágar, marca Vetec (Ausubel et al., 

1989). 

Para todos os tratamentos, as células foram ressuspendidas e diluídas 

em solução salina (NaCl 0,9%). 

Nos testes de mutagênese e antimutagênese foi empregado o Meio 

Sintético (SC) suplementado (SC-histidina, SC-lisina e SC-homoserina), nos quais 

os aminoácidos foram omitidos, conforme descrito por Ausubel et al. (1989).  

 

6.5 Condições de crescimento 

 Células em fase estacionária de crescimento foram obtidas a partir de uma 

colônia isolada, retirada da placa e colocada para crescer em meio líquido YEL, 

por 48 horas, a 30oC, até atingir a concentração de 2-4 x108  células/mL. 
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 As linhagens EG103, EG118, EG110 e EG133 não eram crescidas com 

agitação, a fim de evitar o acúmulo de supressores. 

 Culturas em fase exponencial foram obtidas por incubação de 2x106 

células/mL de uma pré-cultura em fase estacionária, também em meio YEL. Após 

cerca de 4 horas de incubação, nas mesmas condições acima descritas, a cultura 

alcançava a fase exponencial de crescimento (1-2x107 células/mL), com uma 

percentagem de 50-70% brotos. 

  

6.6 Detecção da atividade mutagênica e antimutagênica 
 

Para os ensaios de mutagenicidade e antimutagenicidade (figura 7) 

utilizou-se a linhagem XV185-14c de S. cerevisiae. Em frasco de Erlenmeyer 

contendo 30 mL de YEL foi inoculada uma colônia isolada dessa linhagem e 

colocada para crescer em ‘shaker’ (incubadora com agitação orbital – LABLINE), 

a 180 rpm e 30oC, durante 48 horas, para atingir a fase estacionária. As culturas 

assim mantidas atingiam uma concentração de 2 a 4 x108 céls/mL. 

Posteriormente, esta suspensão foi passada para um tubo Falcon de 50 mL e 

centrifugada por 5 minutos a 5000 rpm. Após esta primeira centrifugação, 

desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se 20mL de solução salina, seguido de 

centrifugação para lavagem das células. Este procedimento foi repetido duas 

vezes. As células foram então contadas em câmera de Neubauer no microscópio 

óptico e foram feitas as diluições necessárias para se obter à concentração 

celular desejada para o tratamento. Uma suspensão celular de 2x108 células/mL 

em fase estacionária foi incubada durante 20 horas a 30oC, sob agitação a 180 

rpm, com doses crescentes (50-500µL/mL de suspensão celular) do extrato 

hidroalcoólico da Costus. Determinou-se a sobrevivência através de semeadura 

em meio rico YEPD, após 3-5 dias de crescimento em estufa a 30oC. Para a 

detecção de mutação induzida (revertentes das marcas LIS, HIS ou HOM) as 

células foram incubadas em meio mínimo seletivo, durante 3-5 dias a 30oC. A 

mutação his1-7 é um alelo de sentido incorreto ou missense, do tipo não 

supressivo, e, portanto, as reversões são a conseqüência de mutações no próprio 

lócus. Entretanto, o alelo lys1-1 corresponde a uma mutação do tipo ocre sem 

sentido (nonsense), a qual pode ser revertida de forma lócus específico ou 
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através de mutação para frente (mutação forward) em um gene supressor. A 

diferença entre as reversões verdadeiras e mutações supressoras (forward) no 

lócus lys1-1 está bem descrita por Schüller e Von Borstel (1974), onde o conteúdo 

de adenina reduzido no meio SC-lys mostra reversão no lócus quando as colônias 

são vermelhas e mutações supressoras quando as colônias ficam brancas. 

Acredita-se que hom3-10 contenha mutação do tipo deslocamento do quadro de 

leitura ou frameshift, devido a sua resposta a uma série de agentes sabidamente 

mutagênicos.  

Para os experimentos de antimutagênese, dois tipos de tratamento foram 

realizados:  

1. Pré-tratamento: a linhagem foi incubada por 16 horas (a 30oC com 

agitação a 180 rpm), com diferentes doses do extrato hidroalcoólico da 

planta, sendo posteriormente adicionado o H2O2 16mM por mais uma 

hora, sendo então semeada a sobrevivência e a mutagênese em meios 

específicos (SC-lys, SC-hom e SC-his); 

2. Tratamento simultâneo: a mesma linhagem foi incubada por 4 horas 

com diferentes doses do extrato hidroalcoólico e com H2O2 16mM 

concomitantemente (a 30oC com agitação), seguido por plaqueamento 

nos mesmos meios descritos acima.  

 

Nos dois casos, as placas foram incubadas no escuro a 30oC, em estufa, 

durante 3-5 dias e após fez-se à contagem do número de colônias revertentes. 

Todos estes experimentos foram feitos em triplicata para cada dose testada.  

Como controle positivo foi utilizado o composto nitroquinoleína-1-óxido, 

(4-NQO 5µM), da marca Sigma, em todos os experimentos de mutagênese e 

antimutagênese. 
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Figura 7. Representação esquemática do teste de mutagênese e antimutagênse 
em S. cerevisiae. 
 
 
6.7 Detecção da atividade antioxidante em S. cerevisiae, pelo ensaio de 

inibição de crescimento 
 

Para os ensaios de análise da atividade antioxidante, foram utilizadas 

linhagens de S. cerevisiae proficientes e deficientes em sistema de defesa 

antioxidante (SOD, sod1, sod2, sod1sod2) no teste do disco central ou ‘central 

disc’. As linhagens em fase exponencial e estacionária foram pré-incubadas em 

solução salina com doses crescentes do extrato, durante a noite e no dia 

seguinte, estriadas em placa de YEPD contendo no centro um disco de papel filtro 

(Figura 8) com 8µL de paraquat 500mM ou 5µL de H2O2 10M, para tratamento em 

fase estacionária, e 6µL de paraquat 500mM ou 3µL de H2O2 10M para 

tratamento em fase exponencial de crescimento. Após 2 ou 3 dias de incubação a 

30oC, mediu-se a inibição de crescimento, sendo estes resultados tabelados e 

submetidos a tratamento estatístico. 
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            Figura 8. Representação do ensaio do disco central.  

 

 

6.8 Análise estatística 
 

Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o Teste 

ANOVA-Dunett, comparando-se os tratamentos dos extratos  com o controle 

(dose zero de extrato). Foi considerado estatisticamente significativo * P < 0,05 e 

** P < 0,01. 
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7 RESULTADOS 
 
7.1 Ensaios de mutagênese e antimutagênese 
 

Na tabela 2 pode-se observar que o extrato hidroalcoólico da Costus 

spicatus não é capaz de induzir mutagenicidade na linhagem XV185-14c de S. 

cerevisiae em nenhuma das doses testadas. É importante ressaltar que na dose 

de 50 µL/mL suspensão celular o número de revertentes no lócus de histidina é 

ainda menor que no controle (dose zero de extrato), mostrando que o extrato 

deve conter substâncias capazes de diminuir a própria mutagênese espontânea 

da linhagem. 

Na tabela 3 estão apresentados os resultados da antimutagênese, com o 

pré-tratamento, ou seja, onde a linhagem foi pré-incubada por 16 horas com o 

extrato e posteriormente tratada com o H2O2. Neste caso, não foi observada 

diferença estatisticamente significativa de proteção do extrato frente às mutações 

induzidas pelo H2O2. 

A tabela 4 contém os resultados da antimutagênese com o tratamento 

simultâneo de extrato e H2O2 durante 4 horas. Neste tipo de ensaio, pôde-se 

perceber uma redução significativa da mutagenicidade induzida pelo H2O2 no 

lócus da histidina para as doses de 100, 250 e 500 µL/mL suspensão celular de 

extrato, indicando, portanto, atividade antimutagênica. 
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Tabela 2. Indução de mutação pontual (his1-7 e lys1-1) e mutação por deslocamento do quadro de leitura ou frameshift (hom3-10) 

na linhagem haplóide XV 185-14c de S. cerevisiae, após o tratamento com o extrato hidroalcoólico da Costus spicatus em fase 

estacionária de crescimento. 

 

Dose do Extrato  
(µµµµL/mL de 

suspensão celular)  
 

Sobrevivência 
 (%) 

 

Revertentes His1/108 

 sobreviventesa  
 

Revertentes Lys1/108  
sobreviventesb 

 

  Revertentes Hom3/108 

sobrevientesa 

 

 
0 100% (459)c   6,20 �  1,55d (29)c 2,20 �  0,63d (12)c 2,20 �  0,28d (13)c 

 
50 120% (552)    4,00 �  1,55 (27)** 3,10 �  0,63 (19) 2,60 �  0,28 (12) 
 

100 117% (540) 4,40 �  1,27 (30) 2,10 �  0,07 (15) 1,80 �  0,28 (11) 
 

250 104% (477) 4,20 �  1,41 (37) 2,40 �  0,14 (16) 2,20 �  0,00 (12) 
 

500 102% (468) 3,30 �  2,05 (36) 2,50 �  0,21 (17) 2,80 �  0,42 (16) 
 
a Revertentes de lócus-específico; b  Revertentes de lócus-não específico; 

 c Número entre parênteses é o total de colônias contadas em três placas para cada dose;  
d Significância e desvio-padrão de três experimentos independentes;  

** Dados significativos em relação ao grupo controle negativo (salina) P<0.01 no teste ANOVA (‘Dunnett’s Multiple Comparison Test’). 
. 
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Tabela 3. Indução de mutação pontual (his1-7 e lys1-1) e mutação por deslocamento do quadro de leitura ou frameshift (hom3-10) 

na linhagem haplóide XV 185-14c de S. cerevisiae, após incubação prévia com o extrato da Costus spicatus (pré-tratamento) e 

posterior tratamento por uma hora com H2O2 16mM em fase estacionária de crescimento. 

 

 

Dose do Extrato 
(µµµµL/mL de suspensão 
celular) + H2O2 (P)  

 

Sobrevivência 
(%) 

 

Revertentes His1/108 

sobreviventesa  
 

Revertentes Lys1/108 
sobreviventesb 

 

  Revertentes Hom3/108 

sobreviventesa 

 

 
0P 100% (555)c 7,00 �  2,82d (27)c 3,80 �  0,00d (16)c   3,40 �  0,14d (10)c 

 
50P 83% (465) 11,0 �  2,82 (47) 3,80 �  0,00 (12) 3,20 �  0,14 (14) 

 
100P 109% (606) 11,3 �  3,04 (49) 2,40 �  0,98 (15) 2,70 �  0,49 (16) 

 
250P 59% (330) 14,4 �  5,23 (54) 3,30 �  0,35 (18) 2,50 �  0,63 (13) 

 
500P 81% (453) 15,6 �  6,08 (56) 3,50 �  0,21 (16) 3,10 �  0,21 (14) 

 

a  Revertentes de lócus-específico; b  Revertentes de lócus-não específico; 
b Revertentes de Lócus não-específico. 
c Números entre parênteses é o total de colônias contadas em três placas para cada dose;  
d Significância e desvio-padrão de três experimentos independentes.  
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Tabela 4. Indução de mutação pontual (his1-7 e lys1-1) e mutação por deslocamento do quadro de leitura ou frameshift (hom3-10) 

na linhagem haplóide XV 185-14c de S. cerevisiae, após o tratamento simultâneo durante 4 horas com o extrato hidroalcoólico de 

Costus spicatus e H2O2 16mM, em fase estacionária de crescimento. 

 

Dose do Extrato 
(µµµµL/mL de suspensão 
celular) + H2O2 (P)  

 

Sobrevivência 
(%) 

 

Revertentes His1/108 

sobreviventesa  
 

Revertentes Lys1/108 
sobreviventesb 

 

  Revertentes Hom3/108 

sobreviventesa 

 

0P 
 

100% (290)c 18,75�  4,73d (45)c 2,73�  1,00d (6)c 5,57�  2,77d (13)c 

50P 
 

87% (260) 19,55�  10,97 (37) 2,88�  2,43 (5) 6,30�  0,52 (16) 

100P 
 

125% (326) 12,05�  1,54* (39) 1,62�  0,57 (5) 7,42�  3,09 (22) 

250P 
 

173% (419) 9,80�  2,71* (45) 1,45�  0,80 (6) 4,15�  3,91 (13) 

500P 
 

115% (308) 13,49�  1,51* (37) 2,59�  1,21 (7) 6,03�  3,20 (15) 

 
a Revertentes de Lócus-específico. 
b Revertentes de Lócus não-específico (mutação forward). 
c Números entre parênteses é total de colônias contadas em três placas para cada dose. 
d Significância e desvio-padrão de três experimentos independentes. 

* Dados significativos em relação ao grupo controle negativo (solvente) P < 0.05 no teste ANOVA (‘Dunnett’s Multiple Comparison Test’). 
 



7.2 Ensaio de atividade antioxidante 
 
7.2.1 Tratamento com extrato hidroalcoólico 
 

A figura 9 representa os resultados das linhagens proficientes e deficientes 

em superóxido dismutase, incubadas por 16 horas com diferentes doses do extrato 

hidroalcoólico, e posteriormente expostas a peróxido de hidrogênio em fase 

estacionária de crescimento.  Pôde-se observar um pequeno efeito antioxidante, 

principalmente nos tratamentos com as doses mais baixas de extrato, sendo 

significativo apenas para dose de 100µL/mL de suspensão celular, na linhagem 

selvagem (SOD). Da mesma forma, verificou-se um efeito pró-oxidante nas linhagens 

tratadas com a dose mais elevada do extrato hidroalcoólico (250µL/mL de suspensão 

celular), o qual representa uma potencialização da citotoxicidade do agente oxidante 

ou um indicativo de que, os próprios compostos antioxidantes estão induzindo a 

formação de espécies reativas. Este efeito foi significativo na linhagem mutante sod1. 

�

�

Figura 9. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com H2O2 em fase estacionária, após a 

incubação prévia com diferentes doses do extrato hidroalcoólico. 
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Quando a exposição posterior à incubação com extrato é feita com paraquat,  

não se observa efeito antioxidante significativo (Figura 10). Da mesma forma, como 

observado com o peróxido de hidrogênio, nas linhagens tratadas com a dose mais 

elevada do extrato, evidenciou-se o efeito pró-oxidante, sendo significativo apenas 

para sod1sod2. 

 

 

Figura 10. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com paraquat, em fase estacionária, 

após incubação prévia com diferentes doses do extrato hidroalcoólico. 

 

No tratamento com as células em fase exponencial de crescimento, quando 

expostas ao peróxido de hidrogênio (Figura 11), pôde-se observar uma tendência à 

diminuição na inibição do crescimento nas linhagens tratadas com as doses mais 

baixas do extrato, porém, não de forma estatisticamente significativa. Nas linhagens 

tratadas com a dose mais elevada do extrato (250µL/mL suspensão celular), 

observou-se novamente um efeito pró-oxidante, sendo que estes resultados foram 

significativos para todas as linhagens testadas.  

 

 

0.0 25.0 50.0 100.0 250.0
0

10

20
SOD
sod1
sod2
sod1sod2

#

       (#) P < 0.01extrato hidroalcoólico
 (µµµµL/mL suspensão celular)

in
ib

iç
ão

 d
e 

cr
es

ci
m

en
to

(m
m

)



 

 

52 

 

 

Figura 11. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com H2O2 em fase exponencial, após 

incubação prévia com diferentes doses do extrato hidroalcoólico. 

 

Na exposição com paraquat, também em fase exponencial (Figura 12), 

novamente, o efeito antioxidante encontrado foi baixo, sendo significativo apenas na 

dose de 50µL para sod1. Por outro lado, o efeito pró-oxidante foi significativo para 

todas linhagens na dose de 250µL/mL suspensão celular, tendo comportamento 

semelhante ao teste com H2O2 em fase exponencial (Figura 11). 
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Figura 12. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com paraquat em fase exponencial, 

após incubação prévia com diferentes doses do extrato hidroalcoólico. 

 
 
7.2.2 Tratamento com a fração metanólica 
 

A figura 13 representa os resultados das linhagens incubadas por 16 horas, 

com diferentes doses da fração metanólica, e submetidas posteriormente ao 

tratamento com peróxido de hidrogênio em fase estacionária de crescimento. Com a 

fração metanólica, obteve-se um efeito antioxidante nas doses de 50 a 500µL nas 

doses do extrato utilizado, sendo significativo para maioria deles. 
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Figura 13. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com H2O2 em fase estacionária, após 

incubação prévia com diferentes doses da fração metanólica. 

 

Resultados semelhantes foram observados com a exposição ao paraquat 

(Figura 14), sendo que o efeito antioxidante foi significativo para todas as doses do 

extrato testadas. 
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Figura 14. Linhagens de S. cerevisiae tratadas com paraquat em fase estacionária, 

após incubação prévia com diferentes doses da fração metanólica. 
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8 DISCUSSÃO  
 

A família Zingiberaceae é largamente distribuída entre os trópicos, 

particularmente no sudeste da Ásia. Embora existam muitos relatos de que os 

constituintes das plantas dessa família encontradas na Malásia não apresentam 

atividades biológicas, seja através de extratos brutos ou compostos isolados, sabe-

se que muitas espécies das Zinziberaceae apresentam atividade antioxidante e 

antimicrobiana (Iwu e Anyanwu, 1982; Sirat, 1994). 

A planta Costus spicatus tem atraído a atenção de pesquisadores desde a 

descoberta de diosgenina, um precursor de hormônios esteroidais, em seus rizomas 

(Silva et al., 1999).  

Por meio de estudos fitoquímicos e da combinação de espectroscopia e 

métodos químicos realizados com as partes aéreas da Costus spp., foi descrita a 

identificação e elucidação estrutural de dois novos diglicosídeos flavônicos com 

atividade antiinflamatória - a tamarixetina 3-O-neohesperidósideo e o canferídio 3-O-

neohesperidosídeo - principalmente nas folhas da cana-do-brejo. Além destes, foram 

identificados outros compostos bastante conhecidos tais como quercetina 3-O-

neohesperidosídeo e seis outros flavonóides (Silva et al., 2000). 

Os flavonóides constituem um grupo de substâncias naturais que possuem 

atividades biológicas diversificadas e esta classe de compostos fenólicos, bem como 

seus precursores biossintéticos são conhecidos pela sua ação antioxidante 

(Richardson et al., 1974; Rios et al., 1992). Esta ação protetora contra os danos 

causados pelo estresse oxidativo às biomoléculas justifica o emprego de extratos de 

plantas ricas nesses metabólitos secundários como agentes antioxidantes.  Pratt e 

Birac (1979) estudaram os efeitos da quercetina, quercitrina, miricetina, quercetina 3-

monoglicosídeo, quercetina 3-triglicosídeo, extraídos de sementes de diversas 

plantas por meio da determinação da atividade antioxidante através da utilização de 

ensaios espectrofotométricos in vitro. Vários antioxidantes naturais, principalmente 

os compostos fenólicos, também foram encontrados em muitos vegetais, conforme 

trabalhos realizados por Harel e Kanner (1984), Farr et al. (1988), Sheabar e 
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Neeman (1988), Namiki (1990), Pratt e Hudson (1990), Loliger (1991) e Kanner et al. 

(1994) (Angelis, 2001). 

Embora o gênero Costus seja amplamente utilizado na medicina popular, 

ainda são poucos os estudos farmacológicos a respeito dos extratos dessas plantas. 

O extrato metanólico de Costus afer Ker mostrou-se citotóxico em ensaios com 

microcrustáceos, apresentou atividade anestésica local em porco da índia, atividade 

estrogênica e progestogênica em ratas e atividade anti-hiperglicemiante em ratos 

diabéticos induzidos por estreptozotocina (Anaga et al., 2004). 

Neste trabalho, estudou-se a capacidade antioxidante dos extratos 

hidroalcoólico e metanólico da planta Costus spicatus em razão da identificação 

química de compostos flavônicos obtida em estudos prévios (Silva et al., 2000). 

Também foi investigada a genotoxicidade do extrato hidroalcoólico da Costus 

spicatus, em sistema eucarioto, na levedura S. cerevisiae, em ensaios de 

mutagênese e antimutagênese. Cabe ressaltar que o uso popular desta planta se faz 

com o extrato hidroalcoólico das partes aéreas, exatamente da mesma forma como 

ele foi preparado neste estudo. Sabe-se que este extrato é capaz de retirar 

compostos polares e também os apolares, como taninos e agliconas. 

A atividade antioxidante foi determinada através de ensaios biológicos, 

utilizando linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae proficientes e deficientes 

no sistema de defesa antioxidante da enzima superóxido dismutase (SOD, sod1, 

sod2, sod1sod2), por meio de um ensaio semiquantitativo realizado através da 

inibição de crescimento (teste do disco central).  

O modelo de resposta citotóxica em S.cerevisiae, através do teste de 

inibição de crescimento é uma estratégia simples e muito sensível para avaliação do 

efeito biológico de substâncias naturais e sintéticas em tratamentos diversos (Picada 

et al., 2000; Rosa et al., 2004). 

O tratamento com extrato hidroalcoólico apresentou um baixo efeito protetor 

contra a citotoxidade induzida pelo peróxido de hidrogênio e paraquat em 

praticamente todas linhagens utilizadas e principalmente nas doses mais baixas do 

extrato (25 e 50µL/mL suspensão celular). Este efeito possui o mesmo perfil tanto em 
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fase exponencial quanto em fase estacionária de crescimento, sugerindo que os 

componentes responsáveis pelo efeito não se alteram em função do tipo de 

metabolismo da célula. A proteção também foi similar tanto para peróxido de 

hidrogênio quanto para paraquat, os quais geram espécies reativas de oxigênio 

diferentes, indicando que as moléculas antioxidantes do extrato apresentam uma 

versatilidade e um amplo espectro de detoxificação de ERO. Estas características 

peculiares são observadas com freqüência nos antioxidantes não enzimáticos, como 

as vitaminas, os polifenóis, os retinóides e os compostos sulfurados. Desta forma, 

novamente pode-se atribuir uma ação protetora aos flavonóides.  No entanto, é 

importante notar que, na maior dose desse extrato, verificou-se um comportamento 

pró-oxidante, o qual se manifesta através da potencialização da citotoxicidade do 

agente oxidante na dose mais alta do extrato. Quando consideramos evidências 

consistentes da ação paradoxal dos flavonóides em relação ao seu comportamento 

antioxidante/pró-oxidante, na mesma substância, e a dissociacão desses 

comportamentos nesse grupo de metabólitos, reforça-se ainda mais, a participação 

dessas substâncias na modulação do estado redox intracelular de S. cerevisiae 

causada pelo tratamento com Costus spicatus, sem descartar a possível influência 

dos demais compostos presentes no extrato hidroalcóolico.  

Por outro lado, o tratamento com a fração metanólica apresentou um efeito 

antioxidante significativo para todas as linhagens, sugerindo que os compostos 

presentes no extrato poderiam estar quelando espécies reativas de oxigênio, por 

interação direta e assim, substituindo e/ou reforçando algumas defesas antioxidantes 

celulares. É interessante notar que não foi verificada ação pró-oxidante, mesmo em 

altas doses da fração metanólica empregada. Considerando-se que a maior 

concentração de flavonóides deve estar representada na fração metanólica, sugere-

se que a ação pró-oxidante observada no extrato hidroalcóolico poderia ser atribuída 

a compostos de menor polaridade que não estariam presentes na fração metanólica 

do extrato. 

O extrato metanólico de Costus discolor e outras plantas do gênero 

apresentaram ação antioxidante in vitro, verificada através da oxidação de micelas 
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do ácido linolêico, comparável e superior a vitamina E. Esta ação pode dever-se a 

compostos de baixa polaridade como curcuminóides, cava-pironas e gingeróis 

(Habsab et al., 2000).   

Este trabalho é o primeiro relato da atividade antioxidante de um extrato de 

planta do gênero Costus em um modelo in vivo. Mais estudos deverão ser realizados 

para investigação desta atividade, tais como, em células de mamíferos e ensaios 

bioguiados. Além disso, é de fundamental importância à identificação dos compostos 

responsáveis pela atividade antioxidante encontrada. Para isso, ensaios em 

cromatografia gasosa (GC-MS) e HPLC (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) já 

estão em andamento. 

Algumas das substâncias presentes nos alimentos e vegetais podem ter 

efeitos mutagênicos e/ou carcinogênicos, isto é, podem induzir mutações do DNA 

e/ou podem favorecer o desenvolvimento de tumores enquanto outras podem 

atenuar ou anular estes efeitos (Antunes e Araújo, 2000).  

Após a observação inicial de efeitos antimutagênicos de certos vegetais, 

vários compostos têm sido isolados de plantas e testados quanto à ação protetora 

sobre lesões induzidas no DNA (Kada et al., 1978). O termo “antimutagênico” foi 

usado originalmente por Novick e Szilard em 1952 para descrever os agentes que 

reduzem a freqüência de mutação espontânea ou induzida, independente do 

mecanismo envolvido (Von Borstel et al., 1996). 

Os mecanismos de ação dos agentes antimutagênicos foram classificados 

em dois processos maiores, denominados desmutagênese e bio-antimutagênese. Na 

desmutagênese, os agentes protetores, ou antimutagênicos, atuam diretamente 

sobre os compostos que induzem mutações no DNA, inativando-os química ou 

enzimaticamente, inibindo ativação metabólica de pró-mutagênicos ou seqüestrando 

moléculas reativas. Na bio-antimutagênese, os antimutagênicos atuam sobre o 

processo que leva a indução de mutações, ou reparo das lesões causadas no DNA 

(Kada et al., 1978). Posteriormente, uma outra classificação mais detalhada foi 

sugerida, considerando o modo de ação dos antimutagênicos e/ou 
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anticarcinogênicos, bem como o ambiente de ação, extra ou intracelular (De Flora e 

Ramel, 1988). 

O potencial antimutagênico de uma substância pode ser avaliado em 

sistemas biológicos diversos, os mesmos empregados para o estudo e identificação 

dos agentes mutagênicos (Anderson et al., 1995; Waters et al., 1996). Em qualquer 

desses sistemas-teste, o tratamento com os agentes mutagênicos, que induzem as 

mutações, e com o antimutagênico, que poderá inibir o aparecimento de lesões no 

DNA, pode ocorrer simultaneamente ou em momentos diferentes, por meio de pré-ou 

pós-tratamento. Os agentes antimutagênicos usados em pré-tratamento ou 

tratamento simultâneo podem atuar como agentes desmutagênicos. A efetividade do 

agente antimutagênico no pós-tratamento sugere que ele esteja atuando pelo 

mecanismo de bio-antimutagênese e estaria relacionado ao processo de reparo das 

mutações, como acontece com a vanilina (Sasaki et al., 1987) e com o ácido tânico 

(Sasaki et al., 1988). Muitos compostos antimutagênicos encontrados nos alimentos 

são agentes antioxidantes e atuam seqüestrando os radicais livres de oxigênio, 

quando administrados como pré-tratamento ou nos tratamentos simultâneos com o 

agente que induz as mutações no DNA. 

Para os ensaios de mutagênese, o extrato hidroalcoólico da Costus spicatus 

não induziu atividade mutagênica na linhagem XV185-14c de S. cerevisiae nas 

doses testadas. Para os testes de antimutagenicidade, o extrato não protegeu 

significantemente das lesões induzidas por H2O2 quando pré-tratadas, mas quando 

tratadas simultaneamente, os testes sugeriram uma pequena atividade 

antimutagênica nas doses de 100, 250 e 500 µL/ mL suspensão celular, apenas no 

lócus da histidina. Conforme citado acima, este efeito poderia ser devido a uma 

atividade desmutagênica da planta, onde os agentes protetores atuariam diretamente 

sobre à ação do H2O2, inibindo a formação dos compostos que induzem mutações no 

DNA ou seqüestrando as moléculas reativas, como o radical hidroxil. 

O fato deste extrato vegetal não apresentar atividade mutagênica e sim, 

antimutagênica e antioxidante em S. cerevisiae torna-o bastante promissor para 
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estudos futuros com outros modelos animais, bem como para a identificação dos 

compostos biologicamente ativos presentes na planta. 
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9 CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos com os ensaios de atividade antioxidante permitem-

nos concluir que:  

 

• O extrato hidroalcoólico da planta Costus spicatus apresenta um baixo efeito 

antioxidante, contra a citotoxicidade induzida pelos agentes oxidantes peróxido de 

hidrogênio e paraquat em linhagens de S. cerevisiae, proficientes e deficientes na 

enzima superóxido dismutase, tanto em fase exponencial, quanto em fase 

estacionária de crescimento. 

 

• Doses elevadas do extrato hidroalcoólico induzem um perfil pró-oxidante em S. 

cerevisiae, independente da fase de crescimento. 

 

• A fração metanólica do extrato induz um efeito antioxidante significativo para 

todas as de S. cerevisiae, tanto em exposição com peróxido de hidrogênio quanto 

paraquat, sugerindo que, esta fração concentre uma quantidade significativa dos 

compostos antioxidantes da planta. Não foi observado um efeito pró-oxidante 

induzido pela fração metanólica. 

 

• Como a maior concentração dos flavonóides deve estar representada pela fração  

metanólica, pode-se inferir que esses sejam responsáveis, pelo menos em parte, 

pela atividade encontrada. Da mesma forma, pode-se sugerir que o efeito pró-

oxidante observado com extrato hidroalcoólico é devido à presença de compostos 

de menor polaridade, as quais não estariam presentes na fração metanólica. 
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Com os ensaios de atividade mutagênica e antimutagênica pode-se concluir 

que: 

 

• Nas doses testadas, o extrato hidroalcóolico da Costus spicatus não induziu 

atividade mutagênica em levedura S. cerevisiae.  

 

• O extrato hidroalcoólico não apresentou atividade antimutagênica para lesões 

induzidas por H2O2, quando a linhagem foi pré-tratada com o extrato; entretanto, 

no tratamento simultâneo da linhagem com o extrato vegetal da Costus e  com o 

H2O2,  a atividade antimutagênica mostrou-se lócus-específico. 
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