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RESUMO

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae) é uma planta original do México e América
Central, podendo ser encontrada no Brasil, especialmente na regido Nordeste.
Apresenta potencial atividade antimicrobiana, porém estudos mais detalhados séo
necessarios para esclarecer tal atividade. Foram realizados estudos
farmacognosticos para identificacdo de compostos e para compreender o potencial
bioldgico dessa espécie, foi tracado um perfil cromatografico dos mesmos em CLAE-
DAD. A avaliagcdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela Concentracédo
Inibitéria Minima utilizando a técnica de microdiluicdo em placa de 96 pocos dos
extratos etanolico 100%, hexanico e diclometanico de folhas secas de S. purpurea
frente a bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Também foi realizada a
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos pelo método DPPH. Com a
finalidade de avaliar a seguranca de tais extratos, foi realizado um estudo de
citotoxicidade frente a células HaCat, J774 e HepG2. Os resultados mostraram que
0s extratos ndo apresentaram atividade frente as bactérias na concentracdo maxima
avaliada de 5,0 mg/mL, no entanto, mostraram acéo fungistatica frente espécies de
Candida e dermatofitos. O extrato etandlico 100% apresentou atividade antioxidante
de 88% e ndo apresentou citotoxicidade significativa frente as células mencionadas
anteriormente.

Palavras-chave: Spondias purpurea. Seriguela. Anacardiaceae. Atividade
antioxidante. Atividade antimicrobiana. Citotoxicidade.



ABSTRACT

Spondias purpurea L. (Anacardiaceae) is an original plant from Mexico and Central
America, that can be found in Brazil, especially in the Northeast region. It has
potential antimicrobial activity, but there is a need for more detailed studies to clarify
this activity. Pharmacognostic studies were carried out to identify compounds and to
understand the biological potential of this specie. A chromatographic profile of the
extracts was performed in CLAE-DAD, in order to evaluate the safety of these
extracts. An evaluation of antimicrobial activity by Minimum Inhibitory Concentration
using the 96 - well plate microdilution technique of 100% ethanolic, hexanic and
dichloromethanic extracts of S. purpurea dried leaves against bacteria, yeasts and
filamentous fungi was carried. An evaluation of the antioxidant activity by the DPPH
method was also performed. A study of cytotoxicity against HaCat, J774 and HepG2
cells was done. The results showed that the extracts have no activity against the
bacteria at the maximum concentration evaluated of 5,0 mg/mL, however, they
showed fungistatic action against Candida species and dermatophyte. The 100%
ethanolic extract presented antioxidant activity of 88% and did not show significant
cytotoxicity against the cells previously mentioned.

Keywords: Spondias purpurea. Seriguela. Anacardiaceae. Antioxidant activity.
Antimicrobial activity. Citotoxicity.
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1. Introducéo

Plantas s&o utilizadas para diversas finalidades desde a antiguidade. Em
muitas comunidades, o tratamento das mais diversas enfermidades se restringe ao
uso dessas substancias (SILVA et al., 2014). Ainda na atualidade, em muitos locais,
ndo somente em comunidades especificas, sdo utilizadas para fins terapéuticos
diversos. De acordo com Meléndez e Capriles (2006), estima-se que apenas 1,0%
das espécies de plantas encontradas no planeta Terra foram estudadas com
finalidades farmacologicas. Com o aumento da resisténcia microbiana causado pelo
uso indiscriminado de antibiéticos e mutacdo genética natural dos microrganismos,
se faz necesséaria a busca por novas substancias bioativas que possam contribuir
com o tratamento de doencas ocasionadas por microrganismos diversos.

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae. As espécies mais
estudas pertencentes a esse grupo sao Spondias mombin e Spondias tuberosa, que
sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas doencas como
desordens infecciosas e inflamacdes (SILVA et al.,, 2014). Spondias purpurea L.,
popularmente denominada “Seriguela”, faz parte desse grupo. Essa planta cresce
em climas tropicais, subtropicais e temperados sendo originaria do México e América
Central. No Brasil, ela é encontrada especialmente no Nordeste, embora também
seja encontrada em outras regiées do pais como Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro entre outras regides (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015; ALENCAR, et al.,
2015).

Na medicina popular ela é utilizada, especialmente na forma de cha, que é
realizado com as folhas frescas e o mesmo também é preparado por decoccado a
partir do caule. Seu uso esta relacionado ao desconforto gastrointestinal (flatuléncias)
e dores de estbmago. Também ha relatos de utilizacdo contra infeccGes bucais e
caries (ALENCAR, et al., 2015). No Brasil, € usada para o tratamento de diarreia e
ainda ha relatos de que essa planta € utilizada para tratar diabetes e colesterol
(MARISCO; PUNGARTNIK, 2015). Estudos fitoquimicos realizados com as cascas e
com o fruto dessa espécie apontaram a presenca de compostos fendlicos, &cidos
organicos e compostos volateis, porém nédo ha muita informacéo no que diz respeito
as folhas e demais partes dessa planta. Trata-se de uma espécie ainda pouco
explorada que, devido ao seu uso medicinal popular e importancia econémica, deve
ser mais profundamente estudada (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015).
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Assim, este trabalho teve o objetivo de estudar a atividade biologica de

extratos de folhas secas de S. purpurea.
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2. Revisado da Literatura

2.1. Spondias purpurea

O género Spondias pertence a familia Anacardiaceae que compreende
aproximadamente 77 géneros e 600 espécies, variando entre arvores e arbustos. A
Spondias purpurea L., popularmente denominada de diversas formas tais como
“Seriguela” e “Ciriguela”, faz parte desse grupo. Essa planta cresce em climas
tropicais, subtropicais e temperados, sendo originaria do México e América Central.
No Brasil, ela é encontrada especialmente no nordeste, embora também seja
encontrada em outras regides do pais como Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro entre outras (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015; ALENCAR et al., 2015).

S. purpurea pode ser considerada uma planta de crescimento rapido, sendo
capaz de crescer em solos pouco férteis, ndo necessitando de cuidados especificos
para seu cultivo (PIMENTA-BARRIOS; RAMIREZ HERNANDEZ, 2003; ARSHADI et
al., 2015). Trata-se de uma arvore caducifdlia, que perde suas folhas em épocas
mais frias do ano. Suas folhas sdo imparipinadas, apresentando assim, numero
impar de foliolos com bainha (Figura 1). Seu tamanho pode variar, em média, de 3 a
10 metros de altura (Figura 4). Possui flores pequenas (Figura 2), as quais podem
apresentar grande variacdo de coloracdo, como cor-de-rosa, roxo e branco
esverdeado. Seus frutos apresentam superficie lisa e possuem formato ovoide
(Figura 3) que também possuem cores variando entre o verde, amarelo, laranja e
vermelho. Apresenta sabor doce e levemente acido (SILVA, MELO, 2013). Trata-se
de um fruto muito apreciado especialmente no Nordeste do Brasil, comprovando-se
pelo aumento do consumo dos frutos in natura e processados (MARTINS et al.,
2003). O tamanho dos frutos pode variar de acordo com a fase de colheita no ano
(BAUTISTA-BARNOS et al., 2000). A fase de maturacéo na qual a coloracédo do fruto
se encontra predominantemente amarela, € a melhor fase para realizar a medicao
de massa, volume, comprimento e diametro do fruto. No entanto, para finalidades
alimenticias e, consequentemente, comerciais, a melhor fase € a de coloracédo
avermelhada, a qual apresenta maior concentracdo de vitaminas. As variacdes
botanicas ocorrem de setembro a outubro, podendo ocorrer outros tipos de
variacdes em fases mais umidas e mais secas do ano (MARISCO; PUNGARTNIK,
2015).
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A reproducdo dessa espécie se da por brotacdo, estratificacdo, cortes
(mudas), entre outros. Isso ocorre devido ao nucleo do fruto ser, em sua maioria,
estéril (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015).

Figura 1. Folhas imparipinadas da espécie S. purpurea

Fonte:The Virtual Field Herbarium

Figura 2. Flores da espécie S. purpurea

Fonte:The Virtual Field Herbarium



Figura 3. Fruto da espécie S. purpurea

Fonte: The Virtual Field Herbarium

Figura 4. Spondias purpurea.
'f ¢ i
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Essa espécie apresenta tanto importancia econémica quanto importancia na
medicina popular de muitas regibes. Economicamente, se destaca na
comercializacao do fruto e seus derivados como sucos, geleias, sorvetes, compotas
e licores (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015). O processamento industrial dos frutos
gera uma porcentagem consideravel de residuos provenientes das cascas, carogos
e bagaco. Devido a producéo desse residuo agroindustrial ser consideravel (30 a
40 %), estudos apontaram que na constituicdo do residuo existem acidos fendlicos,
acido ascorbico e carotenoides em quantidades expressivas, fazendo com que tal
residuo possa ser (til para a extracdo de compostos antioxidantes naturais (SILVA;
MELO, 2013).

Na medicina popular a S. purpurea € utilizada, especialmente na forma de cha
preparado com as folhas frescas ou por decoccao a partir do caule. Seu uso esta
relacionado ao desconforto gastrointestinal (flatuléncias) e dores de estdmago.
Também ha relatos de utilizacdo contra infec¢des bucais e caries (ALENCAR et al.,
2015). No Brasil, é usada para o tratamento de diarreia e ainda ha relatos de que
essa planta é utilizada para tratar diabetes e colesterol (MARISCO; PUNGARTNIK,
2015).

2.1.1. Atividade biolégica

Foi estudada a atividade antimicrobiana das partes aéreas S. purpurea e
também seus frutos contra bactérias e fungos. Esses estudos mostraram que o
extrato etandlico de S. purpurea foi considerado promissor, embora mais estudos
sejam necessarios para comprovar tal atividade (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015).

Existem relatos de atividade antiparasitaria (PEREIRA et al., 2015) e
antiulcerogénica, estes resultados foram obtidos em estudos realizados com extrato
etandlico. Pesquisas realizadas com o fruto mostraram grande potencial antioxidante
desta espécie (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015).
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2.1.2. Composicéao quimica

Estudos realizados em integrantes da familia Anacardiaceae mostraram a
presenca de diversas substancias, entre elas produtos do metabolismo secundario
de plantas, os quais podem apresentar grande potencial biolégico (MARISCO;
PUNGARTNIK, 2015). Estudos fitoquimicos realizados em S. purpurea (folhas,
casca e fruto) mostraram a presenca de polissacarideos, terpenos, componentes
volateis e flavonoides, ainda que ndo tenham sido realizados muitos estudos da
composicdo quimica dessa planta (MARISCO; PUNGARTNIK, 2015). Das cascas,
também foram identificados acidos fenolicos e flavonol-O-glicosilados, O-glicosideos
de quercetina, canferol, canferideo e raminetina (SILVA et al., 2014).

Dos compostos presentes nesta espécie, destaca-se a presenca de
flavonoides por se tratarem de uma classe de metabdlitos secundarios de papel
muito importante, uma vez que tais compostos sdo relacionados a uma gama
diversa de acdes biolégicas em plantas. Destas acfes, destacam-se a defesa, a
coloracdo das flores e protecdo UV, além de outras fungBes que também estdo
relacionadas a essas substancias. Tais metabolitos secundarios sdo considerados
importantes guimiotaxondmicos. Também possuem atividades antioxidantes, as
quais sao responsaveis por varios beneficios a sautde humana (PEREIRA et al.,
2015)

Em uma analise dos compostos fendlicos presentes nos frutos da seriguela
em cromatografia gasosa, foi possivel identificar duas cetonas, quatro alcoois, sete
aldeidos, nove ésteres e cinco hidrocarbonetos terpénicos (CEVA-ANTUNES et al.,
2006). Um estudo mais recente com os frutos da S. purpurea identificou alguns
compostos por CLUE com detector de arranjo de diodos - espectrometria de massas
por ESI electrospray, entre eles analogos de quercetina, canferol e acido gélico
(ENGELS et al., 2012).

2.2. Busca por novos antimicrobianos

Os antimicrobianos séo substancias que tém a capacidade de matar ou inibir
0 crescimento de microrganismos. Possuem fundamental importancia para o
tratamento de diversas doencas que acometem o0s seres humanos e animais. Em

sua grande maioria sdo substancias sintéticas, mas ha também as de origem natural.
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Em um cenario em gque as doencas infecciosas representam a segunda maior causa
de mortes no mundo, a busca por novas substancias com novos mecanismos de
acdo e seguranca para o paciente € de fundamental importancia. Além de
acometerem grande parte da populacdo mundial, também ha o fato da resisténcia
dos microrganismos crescerem em ritmo acelerado, fazendo tal busca ser de
extrema importancia. Neste contexto, as plantas sdo promissoras, pois podem
apresentar em sua biossintese compostos que agem como antimicrobianos naturais
contra possiveis patégenos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
O aumento da resisténcia microbiana aos antibidticos esta levando ao surgimento
de, cada vez mais, bactérias multidroga resistentes (MDR) e, ainda, as de
resisténcia extrema as drogas (XDR), as quais conferem um quadro de grande
preocupacdo, uma vez que o tratamento as infecgbes com tais microrganismos é
muito dificil. Outro problema que vem aumentando é o de infec¢cdes bacterianas ou
fungicas persistentes em pacientes que passaram por algum procedimento de
implantes ou que entraram em contato com equipamentos médicos contaminados
com microrganismos que formaram um biofilme, que consiste na forma de vida séssil
bacteriana em superficies solidas, em que as mesmas se multiplicam recobertas por
uma matriz de biofilme (autoproducdo), cuja composicdo €, entre outros itens,
bactérias intercelulares, polissacarideos, proteinas e &cidos nucleicos liberados
extracelularmente. Tais microrganismos representam uma grande preocupacao para
a medicina (SLOBODNIKOVA et al., 2016).

Além disso, o aumento da resisténcia fungica também vem sendo relatado.
Os medicamentos utilizados como os “azéis” estdo se tornando cada vez menos
eficazes, resultando no insucesso dos tratamentos (NIGAM, 2015). Candida albicans
€ considerado o fungo patogénico mais frequente em humanos. Trata-se da causa
mais comum de infec¢des vaginais e micoses profundas. O uso de antifungicos para
o tratamento dessas doencas vem levando a resisténcia desses microrganismos,
especialmente aos “azdis”’, devido a isso, a busca por novas substancias
antifingicas para o tratamento de infeccbes por Candida € de extrema importancia
(ZIDA et al., 2016).
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2.3. Doencas Infecciosas

Doencas infecciosas representam grande importancia no quadro de
mortalidade mundial. Essas ndo acometem apenas seres humanos, mas também os
animais. Atualmente, tais doencas representam a segunda maior causa de 6bitos no
mundo e a terceira causa em paises desenvolvidos (NUSSBAUM et al.,, 2006).
Diversas sdo as causas de resisténcia microbiana, sendo que, ndo s6 o abandono
do tratamento pode levar a tal resisténcia como também o fato da globalizacdo que
permite que um mesmo individuo esteja em varios locais em um curto periodo de
tempo e que leve consigo novos microrganismos que podem, pela promiscuidade
bacteriana, trocar material genético entre diferentes espécies. Além disso, ha
também o fato de que, muitas vezes, a doenca € diagnosticada tardiamente ou
erroneamente, o que colabora com a resisténcia dos microrganismos (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010). A resisténcia microbiana € caracterizada pela
capacidade do microrganismo crescer em meio com um Ou mais compostos que
normalmente inibiriam seu crescimento (ALENCAR et al., 2015). Quando
microrganismos se tornam resistentes a antimicrobianos, reduz-se a opcao de
tratamento para as doencas que 0s mesmos causam, sendo necessaria a busca por

novos medicamentos que tratem tais doencas (WHO, 2015).

2.3.1. Doencas fungicas

As doencas infecciosas podem ser ocasionadas por diferentes tipos de
microrganismos. Doencas que tem como agente causador os fungos sédo muito
comuns e de dificil tratamento. Devido a isso, medicamentos foram desenvolvidos
ao longo do tempo para combater tais doencas. A maioria desses medicamentos é
de origem sintética e apresenta consideravel toxicidade. Doencas flungicas, em
geral, apresentam tratamento de longa duracdo que s&o abandonados pelos
pacientes fazendo com que ocorra a selecdo dos microrganismos mais resistentes.
Além de acometer seres humanos, as doencas fungicas também tem importancia
agricola, causando grande prejuizo a esse setor. Nesse contexto, produtos naturais
podem representar uma alternativa na busca por novas substancias antifungicas

com eficacia e maior seguranca (FENNER et al., 2006).
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A exposicdo dos pacientes a tratamentos imunossupressores, pacientes
portadores de doencas imunossupressoras como o HIV, bebés prematuros,
transplantados entre outros motivos, levam a um aumento da frequéncia de doencas
oportunistas. Candidiase, Aspergilosis, Criptococose, entre outras, sdo causas
frequentes de complicacbes clinicas em pacientes imunocomprometidos. A
candidiase € a principal causa de morte entre pacientes com leucemia sendo
Candida a levedura mais frequente em pacientes que estao na unidade intensiva de
saude (UTI) (ZARRIN; MAHMOUDABADI, 2009). O género Candida desperta
grande preocupacdao, devido ao crescente niumero de pacientes internados que sdo
acometidos por esta contaminacdo. Tem demonstrado crescente resisténcia aos
antifingicos utilizados como os azéis, além de causarem complicacdes no quadro
clinico do paciente (WHALEY; ROGERS, 2016) Estudos recentes avaliando
Candidas isoladas de pacientes de unidade de terapia intensiva na Polbnia
mostraram grande variabilidade genética das amostras avaliadas (MALEK et al.,
2016).

Existem aproximadamente 200 espécies de Candida, no entanto, a maioria
delas ndo esta envolvida com doencas a seres humanos. Ainda que existam outras
espécies causadoras de doencas, 90% das infeccfes sistémicas sdo causadas por
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicallis, Candida parapsilosis e
Candida krusei. Depois da C. albicans, as demais sdo as espécies mais encontradas
em pacientes com imunodeficiéncia (ZARRIN; MAHMOUDABADI, 2009).

A espécie mais comum pertencente ao género Candida é a C. albicans, mas
outras espécies tém sido mais frequentemente encontradas durante as duas ultimas
décadas. Ha diferenca na prevaléncia das espécies de acordo com localizacdo
geografica. Ainda que em menor frequéncia, comparada a outras espécies,
infeccbes causadas por C. tropicalis tém crescido globalmente. C. krusei tem tido um
aumento em sua resisténcia ao antifungico fluconazol e tem sido reconhecida como
um patdégeno multi-droga resistente (MDR). Isso ocorre devido a diminuicdo de sua
sensibilidade a 5-fluorocitosina e anfotericina B (MALEK et al., 2016).

C. glabrata é uma espécie que pode ser encontrada na microbiota do intestino
humano. Embora esteja presente na microbiota, essa espécie surgiu como um dos
principais agentes causadores de infecgcbes de mucosas e infecgOes sistémicas.
Tais infec¢des representam uma taxa de mortalidade de 40 a 70% especialmente

em pacientes imunocomprometidos, sendo considerada uma taxa alta (AL-YASIRI et
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al.,, 2016). De acordo com diferentes estudos, essa taxa de mortalidade esta
associada ndo somente a C. glabrata, mas a espécies de Candida em geral
(REZAZADEH et al., 2016). Com excecao aos seres humanos, a C. glabrata é um
comensal comum de diversas espécies de passaros, incluindo passaros de
estimacdo. Muitos estudos apontam que o0s passaros sado disseminadores de
diversos microrganismos patogénicos como fungos, bactérias, virus e parasitas (AL-
YASIRI et al.,, 2016). Alguns estudos demonstraram que a C. glabrata foi
considerada um agente causador de pneumonias, especialmente em pacientes
ambulatoriais (YAZICI et al., 2016).

Outra espécie muito encontrada em pacientes imunodebilitados é a Candida
parapsilosis. Existem estudos que apontam que esse microrganismo esta associado
a endocardites. Aproximadamente de 2 a 5 % das endocardites possuem fungos
como agente causador (SILVA-PINTO et al., 2015).

Dentre os tratamentos existentes para as candidiases, o principal é realizado
com fluconazol, uma substancia com consideravel hepatotoxicidade (ZARRIN;
MAHMOUDABADI, 2009). O uso intensivo de fluconazol como tratamento
antifingico em humanos esta associado ao aumento de cepas fluconazol-
resistentes em isolados clinicos (AL-YASIRI et al., 2016). De acordo com Rezazadeh
et al. (2016), as espécies C. albicans e C. parapsilosis demonstram susceptibilidade
ao fluconazol, porém, as espécies que mostraram maior resisténcia a esse
antifangico foram a C. krusei e a C. glabrata.

Além das candidiases, as dermatofitoses apresentam grande importancia no
guadro de doencas infecciosas, atingindo tanto o homem quanto os animais. Alguns
fungos causadores de dermatofitoses sao Trichophyton rubrum, Microsporum canis
e Trichophyton mentagrophytes. Ha dados que relatam que tais doencas estao entre
as zoonoses mais comuns do mundo, afetando mais de 20-25% dos individuos
(PINHEIRO; MOREIRA; SIDRIM, 1997; CURADO et al., 2016). As dermatofitoses
sao infec¢cdes que acometem pelos, cabelos e camadas queratinizadas da pele e
sao causadas por fungos filamentosos queratinoliticos e queratinofilicos. Trata-se de
um problema endémico em muitos paises, afetando ndo s6 caes, gatos e seres
humanos, mas também animais de laboratério como os ratos e camundongos
(DEBNATH et al., 2015).

Animais de estimacéo podem ser carreadores de esporos de dermatéfitos do

género Microsporum. Tais esporos ndo conseguem invadir a pele sadia do animal,
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no entanto, em casos de imunossupressao, deficiéncia nutricional, ambientes com
temperaturas elevadas e umidas, trauma na pele, entre outros, podem levar ao
desenvolvimento de lesdes (DEBNATH et al., 2015).

Os antifungicos mais comumente utilizados para o tratamento das
dermatofitoses em animais de estimacdo (cdes e gatos) sao itraconazol,
griseofulvina e terbinafina. Estudos realizados mostraram que M. canis e T.
mentagrophytes apresentaram sensibilidade diante dos antifiungicos cetoconazol,
itraconazol e anfotericina B, no entanto, o mesmo n&o foi observado para 0s

antifangicos fluconazol e miconazol (DEBNATH et al., 2015).

2.3.2. Doencas bacterianas

N&o sé doencas fungicas representam importancia médica, mas também as
causadas por diversos outros microrganimos, tais como as bactérias. A resisténcia
bacteriana tem sido alvo de muitos estudos até o presente momento, devido a
facilidade de ocorréncia pela promiscuidade bacteriana, que consiste em troca de
material genético entre diferentes espécies, tornando-as cada vez mais resistentes
aos antibidticos ja existentes, tendo grande impacto para a sociedade (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; WHO, 2015).

De acordo com Lara et al. (2009), as bactérias multidroga resistentes (MDR),
definicdo dada a microrganismos resistentes a antibidticos comumente utilizados
para o tratamento dessas doencas, expdem 0s pacientes a tratamentos com mais de
dois tipos diferentes de antibiéticos, sendo menos efetivo, mais toxico e mais caro,
além de aumentar significativamente o tempo de permanéncia desses pacientes em
hospitais e elevar a taxa de mortalidade dos infectados por essas bactérias.

Existem diversas espécies de bactérias patogénicas, sendo uma de grande
importancia médica a Escherichia coli. Trata-se de uma espécie comumente
encontrada na microbiota normal do intestino, porém, em situacdes adversas, como
baixa imunidade, pode gerar infecgcdes ao hospedeiro, sendo a diarreia, o tipo mais
comum de doenca. Devido a isso, € uma bactéria muito utilizada como indicador de
contaminacdo fecal. A E. coli é um bacilo Gram-negativo, anaerébio facultativo.
Estéo dispostas em seis grupos diferentes, sao eles: E. coli enteroagregante (EAEC),
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli de adesao difusa (DAEC), E. coli

enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC) e E. coli enterotoxigénica
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(ETEC) (VARELA; LAVALLE; ALVARADO, 2015). De acordo com Fleckeinstein et
al.,2010, a E. coli enterotoxigénica (ETEC) causa diarreia severa sendo responsavel
por uma alta taxa de mortalidade infantil.

Outra espécie de bactéria importante € a espécie Bacillus subtilis, uma
bactéria Gram-positiva encontrada no solo que resiste a condicdes ambientais
desfavoraveis (temperaturas altas, osmolaridade, fontes de carbono baixas, entre
outros) (BAIS; FALL; VIVANCO, 2004). Tais condicdbes fazem com que o
microrganismo entre em condi¢cdo de crescimento lento, formando endésporo, que é
uma estrutura extremamente resistente a condicbes ambientais adversas. Devido a
essa capacidade, ela é utilizada como agente de biocontrole em testes de
esterilizac@o por 6xido de etileno e a vapor (LANNA FILHO et al.,2010)

Embora essa espécie, normalmente, ndo esteja associada a doencas, a
mesma tem sido associada a gastroenterites em criancas que receberam alimentos
contaminados (ABDOU et al.,2007).

Outra bactéria que apresenta grande importancia médica, especialmente no
que diz respeito a utilizacdo de alimentos crus, é a Salmonella sp. Esta pode ser
relacionada a infeccbes alimentares. A resisténcia desse microrganismo a
antibioticos comercializados atualmente tem representado uma grande preocupacao
(BAJPAI; BAEK; KANG, 2012).

Outra bactéria de grande importancia estudada nesse trabalho &
Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva que esta amplamente distribuida na
natureza e a maioria das pessoas possui essa bactéria em seu organismo de forma
assintomética, sendo a mucosa nasal o principal habitat dessa bactéria. Apresenta-
se como anaerobio facultativo, meséfilo, com temperatura étima de crescimento na
faixa de 30-37°C. Esta envolvida em uma grande variedade de infec¢fes, sendo a
maioria delas adquiridas por pacientes em ambiente hospitalar. Apresentar grande
patogenicidade e facil transmissdo, além de elevada capacidade em desenvolver
resisténcia a diversos antibioticos (GUSHIKEN et al., 2016). As chamadas S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) representam um grande problema para a sociedade,
no que diz respeito a sua grande incidéncia e dificuldade de tratamento. Essas
possuem a capacidade de producéo de lactamases ou penicilases que sdo enzimas
capazes de hidrolisar o anel lactamico das penicilinas, tornando-os inativos
(KLEVENS et al.,2007)
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Devido ao exposto, o estudo de novas substancias antimicrobianas se faz
necessario devido, tanto a resisténcias de microrganismos as substancias ja
existentes, quanto a busca por substancias eficazes e mais seguras para o

tratamento de infec¢gbes causadas por esses microrganismos.

2.4. Citotoxicidade

Em muitas regides ainda se observa a compra e venda de produtos naturais
com a propaganda de que por se tratar de uma fonte natural de tratamento, a
seguranca esta garantida, o que é um grande equivoco, uma vez que a maioria das
plantas ndo apresenta sua composi¢cdo quimica completamente caracterizada. A
bioatividade de uma planta pode ser oriunda do efeito sinérgico entre os diferentes
componentes que ela apresenta. Para que se tenha a utilizacdo segura de plantas
medicinais, € necessario que a mesma tenha passado por estudo de controle de
qualidade, caracterizacdo de composicao quimica e toxicidade (VEIGA Jr; PINTO;
MACIEL, 2005; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil, produtos naturais com finalidades medicinais sdo utilizados em
larga escala, muitas vezes sem comprovacao farmacoldgica. Trata-se do tipo de
tratamento de enfermidades variadas mais acessivel para cerca de 80% da
populacdo. A toxicidade de plantas medicinais € um tema de grande importancia
para a saude publica. Efeitos adversos, aumento da acédo frente a outras
substancias (sinergismo) e adulteracdes sdo alguns dos problemas do uso irracional
de substancias naturais (PINHO et al., 2009; SOUZA-MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2010).

Devido a esses problemas, se faz necessaria a avaliacdo toxicolégica de
plantas para que se tenham produtos seguros ao uso da populacéo.

Por todos os motivos apresentados anteriormente, especialmente no que diz
respeito ao aumento da resisténcia microbiana nos ultimos anos, este trabalho visa
pesquisar bioativos potenciais de origem vegetal, sendo a Spondias purpurea a

planta de escolha.



3. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial bioativo de extratos

folhas de S. purpurea.

3.1. Objetivos especificos

VvV V.V V V VYV VY

Andlise farmacognostica das folhas de S. purpurea;

Preparo dos extratos;

Determinacéo da Concentracdo Inibitéria e Bactericida Minima;
Determinacdo da Concentracao Inibitéria e Fungicida Minima;
Avaliacao da atividade antioxidante dos extratos;

Andlise do perfil cromatrogréafico dos extratos;

Avaliacao da citotoxicidade.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Obtencéo do material vegetal e identificacdo da planta

As partes aéreas da S. purpurea foram coletadas na cidade de Séo Carlos -
SP. Foi confeccionada uma exsicata para que a planta fosse devidamente
identificada. Tal exsicata foi registrada sob o numero HRCB 66391, no herbéario da
Universidade Estadual Paulista — UNESP- Instituto de Biociéncias de Rio Claro —
Departamento de Botanica, pelo Professor Dr. Jalio A. Lombardi.

O material vegetal coletado foi seco em estufa de circulacdo de ara 40 £ 1 °C

e, posteriormente, pulverizado em moinho de facas tipo Willye — TE-648.

Figura 5. Folhas de S. purpurea secas e pulverizadas.

Fonte: Autoria prépria

4.2. Analise farmacogndéstica das folhas de S. purpurea

A andlise farmacogndéstica foi realizada segundo os procedimentos descritos
na Farmacopeia Brasileira (1988, 2010), Costa (1994) e Simdes et al. (2007).

4.2.1. Determinacgéo do pH

Para a determinacdo do pH da droga vegetal, foi preparada uma infuséo
(solucdo aquosa a 1 %) da droga vegetal. Em um erlenmeyer foram inseridos 99 g
de &gua e o mesmo foi levado a chapa de aquecimento elétrico até ebulicdo, durante
o tempo de 5 minutos. Posteriormente, pelo processo extrativo de infusdo, a agua
fervida foi vertida sobre 0 1,0 g do vegetal e o recipiente foi tampado com auxilio de

vidro de reldgio, ficando em infusdo por 15 minutos. Apos 15 minutos, a infusao foi
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filtrada com auxilio de algoddo e recolhida em erlenmeyer. Apés resfriar, a
verificacdo do pH foi realizada com auxilio de peagametro e confirmada com auxilio
de papel indicador universal (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988)

4.2.2. Determinacédo da densidade aparente ndo compactada

Uma proveta de 100 mL foi pesada e, posteriormente preenchida com o
vegetal para nova pesagem. A densidade aparente foi determinada com os dados de

volume e massa, de acordo com o seguinte célculo:

Densidade aparente ndo compactada = (peso da proveta cheia — peso da proveta
vazia) / 100

4.2.3. Determinacdo da perda por dessecacdo em balangca com
infravermelho — INFRATEST

A perda por dessecacédo foi realizada em balanga com infravermelho. Foram
pesados 4 g de vegetal pulverizado (granulacdo: 32 mesh) na balanca INFRATEST.
O material foi aquecido a aproximadamente 110 °C por uma hora. O teste foi
realizado em triplicata (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2.4. Teor de cinzas totais

Inicialmente, os cadinhos de porcelana foram calcinados em mufla a 450 °C
por 30 minutos. Posteriormente, os mesmos foram resfriados em dessecador com
silica gel por 20 minutos e suas massas (taras) foram determinadas em balanca
analitica. Em cada cadinho foram adicionados cerca de 4,0 g do vegetal triturado, os
quais foram incinerados (levados ao estado de carvdo em chapa elétrica) e,
posteriormente, submetidos a calcinagdo em mufla utilizando o seguinte gradiente
de temperatura: 30 min a 200 °C, 60 min a 400 °C e 90 min a 600 °C. Posteriormente,
os cadinhos foram deixados em dessecador por 15 minutos e, na sequéncia,
pesados. A técnica foi repetida até massa constante. O resultado foi expresso em
porcentagem em massa de cinza do material vegetal (%, m/m) e representa a média
de trés determinacdes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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4.2.5. Testes de identificacdo de taninos

Primeiramente foi preparado um decocto adicionando 5,0 g do vegetal
pulverizado a 100 mL de agua deionizada fervente em um béquer tampado com
vidro de relégio (mantido sob fervura por 15 minutos). Posteriormente, a solugéo
extrativa foi filtrada em funil com papel de filtro, recolhendo em béquer e deixou-se

esfriar até temperatura ambiente.

4.25.1. Reacéo de gelatina
Foram misturados 2 mL da solucdo extrativa (aquosa) com 2 gotas de HCI
diluido e solucédo de gelatina 2,5% gota a gota. A formacao de precipitado confere

um resultado positivo.

4.2.5.2. Reacdo com sulfato de quinina (alcaloide)
Foram adicionados 2 mL da solucdo extrativa, 1 gota de solucdo de &cido
cloridrico 10 % e 15 gotas de solu¢do de sulfato de quinina a 0,1 % em acido
sulftrico 0,1 M em um tubo de ensaio. A formacgéo de precipitado branco confere um

resultado positivo

4.2.5.3. Reacgao de sais de ferro
Foram misturados 2 mL da solugéo extrativa com 10 mL de agua destilada e 2 a
4 gotas de solucdo de FeCls a 1% em metanol. O surgimento de coloracdo azul

representa a presenca de taninos hidrolisaveis ou verde de taninos condensados.

4.2.5.4. Reacdo de acetato de chumbo
Foram misturados 2 mL da solucdo extrativa com 10 mL de solucdo de acido
acético 10% e 5 mL de solucdo de acetato de chumbo a 10%. A formacéao de

precipitado esbranquicado confere a presenca de taninos hidrolisaveis ao vegetal.
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4.2.6. ldentificacdo de saponinas

Dois gramas do material vegetal pulverizado foram aquecidos juntamente com
25 mL de agua destilada por 5 minutos em ebuli¢do (decoccao). Esfriou-se e filtrou-
se com algodao para um tubo de ensaio. O tubo foi agitado vigorosamente durante
15 segundos e posteriormente deixado em repouso por 15 minutos. Se o anel de
espuma formado persistir apds o acréscimo de gotas de HCI diluido, o resultado &

positivo para o teste.

4.2.7. Determinacéo do teor de fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi realizada por meio de
espectrofotometria de absorcdo no visivel utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau
e o teor de compostos fendlicos totais expressos como &cido gélico em extrato
etandlico 100% (EtOH 100%) de S. purpurea (SINGLETON, ROSSI, 1965).

Primeiramente foi preparada uma solucédo do extrato EtOH 100% (3,0 mg/mL).
Foram pesados 30,0 mg do extrato EtOH 100% seco e o mesmo foi solubilizado com
cerca de 5,0 mL de metanol. A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de
10,0 mL e o volume completado com metanol, lavando o béquer que continha a

solucéo.

Apoés adicdo dos reagentes para o0 ensaio de determinacao de fendlicos totais, a
concentracéao final do extrato foi de 30 ug/mL. O preparo da solugao para obtengao
da curva analitica foi realizado preparando uma solucdo mée de 10,0 mg de acido
galico solubilizado em 2,5 mL de metanol. Depois disso, a solucéo foi transferida
para baldo volumétrico de 5,0 mL e o volume foi completado com metanol, lavando o

béquer que continha a solucéo.

Depois de preparada a solugdo mée, foi realizada uma diluicdo seriada
adicionando 2,5 mL de solu¢do mé@e a um baldo volumétrico de 5,0 mL e o volume
sendo completado com metanol. A diluicdo seriada foi realizada até completar 5
solucbes de concentracbes diferentes, incluindo a solucdo mée. Sendo as
concentracfes obtidas: 2,000 mg/mL (Solucdo mée), 1,000 mg/mL, 0,500 mg/mL,
0,250 mg/mL, 0,125 mg/mL.

Apés adicdo dos reagentes para o ensaio de determinagdo de fendlicos totais,

as concentracdes finais de acido galico foram de 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 yg/mL. Para a
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realizacdo da leitura espectrofotométrica pelo método de Folin-Ciocalteau foram
preparadas as seguintes solucdes: com auxilio de pipeta adicionou-se 0,1 mL das
solucdes de &cido gélico (padrbes), do extrato (amostra) ou de metanol (branco) ao
baldo volumétrico de 10,0 mL e 0,5 mL de solucao do reagente de Folin-Ciocalteau,
agitando em seguida; aguardou-se 8 min. Foi adicionada 1,5 mL de solucdo de
carbonato de calcio 20% e o volume foi completado com metanol. Aguardou-se 2
horas e as leituras fotométricas foram realizadas em triplicata em 760 nm. Os
valores foram anotados e uma curva de calibracdo de acido gélico foi construida. O
teor de fendlicos totais equivalentes a acido galico no extrato EtOH 100% foi

calculado a partir da curva de calibracéo obtida.

4.2.7.1. Reac0Oes colorimétricas de identificagéo

4.2.7.1.1. Reacdo de Shinoda (reacao de cianidina)

Uma aliquota de 2 mL da solugédo extrativa foi colocada em tubo de ensaio e,
em seguida, foi adicionado um fragmento de magnésio metalico juntamente com
gotas de acido cloridrico concentrado. O aparecimento de coloracdo rosea ou
vermelha acompanhada de desprendimento de hidrogénio (Hz) confere um resultado

positivo.

4.2.7.2. Reacao de Taubock (reacdo oxalato-bérica)

Uma aliquota de 5 mL da solucdo extrativa foi evaporada em banho-maria em
tubo de ensaio até a secura. O residuo foi resfriado e umedecido com 5 gotas de
acetona. Alguns cristais de acido bérico e acido oxalico foram adicionados e o tubo
foi levado novamente ao aquecimento em banho-maria para secar. O residuo foi
dissolvido em 5 mL de éter etilico e transferido para outro tubo de ensaio. A solucéao
obtida foi exposta a luz UV (365 nm). A fluorescéncia amarelo-esverdeada confere

um resultado positivo.



35

4.2.7.3. Reacdo com cloreto férrico
Uma aliquota de 2 mL da solucéo extrativa foi adicionada em tubo de ensaio e 4
gotas de solucdo metandlica de cloreto férrico a 2%. A solucéo foi diluida com 5 mL
de &gua deionizada para visualizar o resultado. A coloracdo verde, amarela ou

violacea, dependendo do tipo de flavonoide, confere resultado positivo para o teste.

4.2.7.4. Reacdo com cloreto de aluminio
Quatro areas diferentes de pedaco de papel de filtro foram umedecidas com 2
gotas da solucdo extrativa. Sobre duas manchas, foi adicionada uma gota de
solucéo etandlica de cloreto de aluminio a 5%.
O resultado foi visualizado sob luz UV (365 nm). Caso haja intensificacdo da
fluorescéncia ou fluorescéncia verde-amarelada, trata-se de resultado positivo para

0 teste.

4.2.8. Extracéo e identificacdo de antraquinonas

4.2.8.1. Antraquinonas livres
A solucao extrativa foi preparada da seguinte maneira: 1,0 g da droga vegetal
pulverizada com 10,0 mL de éter etilico foi agitada em um béquer e posteriormente a
solucéo foi filtrada em um funil comum com papel de filtro para tubo de ensaio. O

material vegetal retido no papel de filtro ndo foi descartado.

4.2.8.1.1. Reacgéao de Borntrager
Uma aliquota de 1,0 mL de aménia diluida foi adicionada ao tubo de ensaio
contendo a solucdo extrativa e foi agitada. A formacédo de camada aquosa rosea

confere resultado.

4.2.8.2. Glicosideos antragquindnicos
Uma aliquota de 20 mL de agua deionizada foi adicionada ao po6 residual seco do
item 01 em béquer, que foi levado a fervura por 5 minutos em banho-maria, em

seguida foi resfriado e filtrado.
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4.2.8.2.1. Reacédo de Borntrager

Foi adicionado ao filtrado 10 mL de acido cloridrico SR e 3 mL de agua
oxigenada 30% e fervido por 5 minutos (hidrélise dos glicosideos). ApoOs esfriar, a
solucéo extrativa hidrolisada foi filtrada em funil comum com papel de filtro para funil
de separacao e realizou-se duas etapas de particao liquido-liquido com 5 mL de éter
etilico cada. As fases etéreas obtidas foram unidas em tubo de ensaio, na qual
adicionou-se 2 mL de aménia diluida e foi agitada. A camada aguosa torna-se rosea
quando o resultado é positivo.

4.2.9. Extracao e identificag&o de alcaloides

5,0 g de droga vegetal pulverizada foram inseridas em um gral e alcalinizada
com volume de solucéo de carbonato de sodio a 10 % suficiente para intumescer o
material vegetal. O material vegetal foi transferido para erlenmeyer (125 mL) e 50,0
mL de cloroférmio foram adicionados para realizar a extracdo, agitando com auxilio
de bastdo de vidro por cerca de 5 minutos. A solucdo extrativa foi filtrada com funil
comum e papel de filtro e o filtrado foi recolhido diretamente em um funil de
separacdo. 10 mL de solucao de &cido cloridrico 2 % foram adicionados a solucdo
extrativa e agitou-se, cuidadosamente, o funil de separacéo, deixando em repouso
até separacao completa das fases.

A fase orgéanica foi desprezada e a fase aquosa acida foi recolhida em béquer, a
qgual contém os alcaloides na forma de sal. Essa fase foi utilizada para fazer as
reacoes de caracterizagdo com os reagentes de Dragendorff, Bouchardat, Mayer e
Bertrand, colocando uma gota do reagente ao lado de outra da solucdo extrativa
aguosa acida em uma lamina de microscoépio e depois juntando-as. A formacéo de

precipitado/turvacao da solugéo extrativa, confere resultado positivo aos testes.

4.3. Obtencéo dos extratos

O material vegetal apos pulverizacdo foi submetido a extracdo com os
solventes etanol, hexano e diclorometano, separadamente, na proporcao 1:10 (m/v)
pela técnica de maceracdo durante sete dias, seguida de filtragdo, concentracdo em
evaporador rotativo a 40°C, obtendo-se os extratos EtOH 100%, hexanico e
diclorometénico (DCM) brutos (ALENCAR et al., 2015). Posteriormente, nas mesmas



condicGes e proporcdes, foi feito o extrato hidroetandlico 70% (EtOH 70%) com a

finalidade de analise do perfil cromatografico do mesmo.

4.4. Microrganismos e Manutengao

Culturas dos fungos e bactérias pertencentes ao cepario do Laboratério de
Biotecnologia Farmacéutica foram utilizadas no presente estudo. As cepas fungicas
foram mantidas em meio solidificado PDA (batata-dextrose-agar) e submetidas a
repiques periédicos a cada 30 dias. As linhagens bacterianas foram mantidas em
agar Mueller-Hinton.

As linhagens utilizadas nesse estudo estéo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Linhagens fungicas avaliadas neste trabalho

~ Espécie  Registro/origem
Candida albicans ATCC 90028
Candida krusei ATCC 6258
Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida glabrata ATCC 90030
Candida tropicalis ATCC 750
Trichophyton rubrum TR1-isolado clinico
Microsporum canis Isolado clinico

Tabela 2. Linhagens bacterianas avaliadas neste trabalho

Espécie Registro/Origem
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 25922
Salmonella setubal ATCC 19196

Bacillus subtilis ATCC 9372
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4.5. Determinacao da atividade antimicrobiana

Para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi utilizada a
metodologia segundo o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) norma
M7-A9 para bactérias (CLSI, 2012), norma M27-A3 para leveduras (CLSI, 2008a) e
M38-A2 para fungos filamentosos (CLSI, 2008b). Foram utilizadas microplacas de 96
pocos. Em todos os pocgos foram colocados 100 yuL de BHI para bactérias e RPMI
para fungos. Os extratos foram diluidos na concentracdo de 1:5 (extrato:meio de
cultura) em BHI ou RPMI a partir da solucdo estoque de 200 mg/mL, de modo que
fosse obtida uma avaliacdo na faixa de 5000 pug/mL a 4,88 pg/mL. Foram pipetados
100 pL de cada uma destas solucdes nos respectivos poc¢os da primeira coluna da
microplaca (linhas 1 a 3). Um poco foi utilizado para adicdo de 100 pL de
DMSO:Tween 80 em BHI ou RPMI (1:5; v/v) para controle do solvente e em outro
poco foram colocados 100 puL da solucdo de ampicilina na concentracdo de 12,5
pug/mL para bactérias e anfotericina B e fluconazol nas concentracbes de 16 e 64
pHg/mL, respectivamente, para Candida spp e fungos filamentosos. Foram realizadas
diluicbes seriadas, transferindo-se 100 pL do poco anterior para 0 poco
subsequente. Uma linha foi utilizada para controle positivo do crescimento
bacteriano e para controle negativo de esterilidade do meio. Em outra coluna foram
colocados 100 pL da solucédo teste dos extratos para controle microbiologico destes.
A todos os pocos, exceto os de controle de esterilidade do meio e microbiolégico dos
extratos, foram adicionados 100 pL da suspensao bacteriana de acordo com a
escala 0,5 de Mac Farland, e os fungos/leveduras na concentracdo de 1x104
células/mL para leveduras ou 1x10% células/mL para fungos. As microplacas foram
incubadas por 24 horas a 37 °C para bactérias, 35,5 °C para leveduras por 24 horas
e fungos filamentosos por 7 dias a 28°C. Em seguida, foram realizadas subculturas
de cada microplaca, utilizando agar Mueller Hinton para bactérias, agar Sabouraud
dextrose para leveduras e agar PDA para fungos filamentosos em placa de Petri de
12 cm de diametro, para determinacdo do valor da concentragdo bactericida ou
fungicida minima. As placas de Petri foram incubadas por 24 horas a 37 °C para
bactérias e 35,5 °C para leveduras, e por 7 dias a 28°C para fungos filamentosos. A
concentracdo bactericida ou fungicida minima foi observada pela auséncia ou

presenca de crescimento microbiano.
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ApoOs a realizacdo das subculturas de cada microplaca, foi realizada a
revelacdo das mesmas pela adicdo de 30 pL de uma solucédo aquosa de 0,01 % de
resazurina, e foi determinada como concentragdo inibitéria minima a menor
concentracdo que inibiu o crescimento microbiano. Os testes foram realizados em
triplicata. Na Figura 6 pode ser observado um esquema ilustrativo da determinacéo
da CIM.

Figura 6. CIM ilustrativo realizado para o microrganismo
S. aureus apos revelacdo com resazurina.

Controle Amostras
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b
e i~
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Extrato DCM

Antibiético

Controle MO.

Controle Melo

Fonte: Autoria propria

A reacdo de resazurina, conversdo da mesma em resofurina, mediada pela
desidrogenase, esta representada pela Figura 7, a qual mostra as férmulas
estruturais de resazurina - azul e ndo fluorescente, o qual é convertido por reducao
em resorufina - rosa e altamente fluorescente e por nova reducdo em
diidroresorufina - incolor e néo fluorescente (UNKRIG et al., 2012; O'BRIEN et al.,
2000; GUERIN et al., 2001).
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Figura 7. Reacéo de reducao da resazurina a resorufina e diidroresorufina.
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Fonte: Guerin et al., 2001.

4.6. Anélise do perfil cromatogréfico

4.6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O pré-tratamento das amostras foi realizado por extracdo em fase sélida
(EFS) em cartucho de extracdo Oasis® HLB (1cc/30mg), condicionado
primeiramente com 1 mL de metanol grau HPLC 100% da marca Hoyneywell,
seguido de 1 mL de &gua ultrapura. Foram dissolvidos 20 mg de cada extrato em 1,5
mL de fase mével e aplicado no cartucho, em seguida foi adicionado 1 mL de
metanol 5% em &gua, posteriormente eluido com 1 mL de metanol. Em seguida
foram filtradas em membrana (0,22 um, PVDF Millipore®).

Os padrbes (acido cafeico, acido galico, acido elagico, rutina e quercetina)
foram diluidos em fase mdvel na concentracdo de 0,5 mg/mL, em seguida foram
filtradas em membrana (0,22 um, PVDF Millipore®).

O perfil cromatogréafico foi avaliado utilizando o cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia (CLAE) da marca Shimadzu modelo 20A, com loop de injecdo de 20
UL, bomba quaternéaria LC-20AT, sistema de controle CBM-20A, detector UV/VIS de
comprimento de onda variavel SPD-M20A. A fase estacionaria utilizada foi
uma coluna de fase reversa C-18 (250 x 4,6 mm x 5 um) da marca Kromasil®, em
forno com temperatura de 40°C. O gradiente exploratorio empregado no sistema
binario agua (A) metanol (B), variou a concentracdo do metanol de 5 a 100% durante
sessenta minutos, com vazéo de 1,0 mL/min (SNYDER; DOLAN, 1996).
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4.7. Avaliacado de atividade antioxidante

O potencial de atividade antioxidante dos extratos de S. purpurea foi
determinado baseado na atividade sequestradora de radicais livres da solucéo de
2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (SCHERER; GODOQY, 2009).

Como padrbes antioxidantes para a realizacdo do teste, foram utilizados a
quercetina, rutina, acido gélico, e vitamina C na concentragao de 250 ug/mL em
metanol e diluicdes dos extratos EtOH 100%, hexanico e diclorometanico de folhas
pulverizadas de S. purpurea na concentracdo de 250 ug/mL. A 1 mL das solucbes
de amostra foram adicionados 2,5 mL da solucdo de DPPH 0,004% em metanol.
Essas solucdes foram agitadas em agitador mecanico e mantidas em local escuro
por 30 minutos em temperatura ambiente. Foi utilizada uma solugédo de 1 mL de
metanol e 2,5 mL de solu¢cdo de DPPH como controle negativo. Como branco, foi
utilizado o metanol puro. Posteriormente, a leitura foi realizada a 517 nm, em
espectrofotometro Bel Photonics, modelo UV — M51, com cubetas de quartzo de 1
cm de caminho éptico. A atividade anti-radicalar foi calculada como a porcentagem

de descoloracao do radical DPPH, segundo a equacéo abaixo:

% Reducédo do DPPH = [(Ad — Aa) x 100] / Ad

Sendo: Ad = absorvancia da solucdo de DPPH (controle negativo); Aa =
absorvancia da amostra.

Os resultados foram expressos através da porcentagem de descoloracdo do
DPPH, pela média de trés determinacfes, mais ou menos os desvios padrdes. Para
a analise estatistica, foi realizada a analise de variancia (ANOVA) com p <0,05.

4.8. Avaliacédo da Citotoxicidade

Para a realizacéo da avaliacédo de citotoxicidade foi incubada uma suspensao
gueratinécitos humanos HaCaT em microplaca de 96 pocos com meio Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM), a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:2 por 24

horas.
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Apos a formacdo de tapete celular, foi removido 0 meio e novo meio foi
adicionado. Amostras do extrato EtOH 100%, hexanico e diclorometanico de S.
purpurea foram adicionadas em concentragdes finais de 0,07 mg/mL a 10,00 mg/mL,
incubando, novamente, a 37 °C por 24 h em estufa com atmosfera de 5% de CO..
Posteriormente, foi adicionado o corante Alamar Blue diluido e a microplaca foi
incubada em estufa sob atmosfera a 5% de CO2 a 37°C para leitura
espectrofotométrica em 570 e 600 nm, ap0s 5 a 24 horas. Foram realizados testes
de controle do solvente, controle negativo e controle positivo. Todos os testes foram
realizados em triplicata (OHNO; MIYAJIMA; SUNOUCHI, 1998; O’'BRIEN et al.,
2000; JEONG; HUH; SHING, 2015).

Para a realizacdo da avaliagdo de citotoxicidade dos extratos EtOH 100%,
hexanico e diclorometanico frente a células tumorais de figado, HepG2, e
macrofagos murinos, J774, uma suspensdo de tais células foi incubada em
microplaca de 96 pocos com meio especifico, a 37 °C em atmosfera de 5% de CO:
por 24 horas. Posteriormente, as culturas foram fixadas com &cido tricloroacético 50%
por 1 hora e coradas durante 30 minutos com Sulforrodamina B (SRB) a 0,4% (p/v)
dissolvido em acido acético a 1%. Foram realizadas quatro lavagens com &cido
acético a 1% para a remoc¢ado do corante que nao se ligou, ja o corante ligado a
proteina foi extraido com Tris base [tris (hidroximetil) aminometano 10 mM para
determinar a densidade Optica. A medida espectrofotométrica da absorvancia foi
realizada em um comprimento de onda de 565 nm e 690 nm. (SKEHAN et al., 1990)

Os calculos de viabilidade celular foram realizados com o software Gen5™

Data Analysis.

49. Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média de trés determinacbes * 0s
desvios padrées dos valores obtidos, utilizando o programa Microsoft Excel 2010® e
apresentados na forma de tabelas e graficos. Analises estatisticas foram feitas por
analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas pelos testes

paramétricos de Tukey, com p<0,05, utilizando o software Minitab®.
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5. Resultados

5.1. Rendimento dos extratos de S. purpurea

Os extratos obtidos de folhas de S. purpurea apresentaram os rendimentos
8,72%, 11,02%, 2,84%, 3,62% para os extratos EtOH 100%, EtOH 70%, hexanico e

diclorometanico, respectivamente.

5.2. Avaliacdo farmacogndstica e de S. purpurea

Os testes de controle de qualidade realizados com as folhas secas e

pulverizadas de S. purpurea estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Ensaios de controle de qualidade de S. purpurea

Andlise Resultado + DP
Densidade aparente (g/mL) 23,17 £ 0,19
pH 4,12 + 0,01
Cinzas totais 6,94 % * 0,07
Perda por dessecacao 10,2 % £ 0,15

DP: desvio padrao
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5.2.1. Identificacdo de grupos ativos

A triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos est4 apresentada

na Tabela 4.

Tabela 4. Reacdes de identificagao classe de substéncias nas folhas de S. purpurea

Grupos ativos Reacao Resultado

Saponinas Formacéao de espuma +

Gelatina +

_ Quinina -

Taninos _

Sais de Ferro +

Acetato de chumbo +

Alcaloides Dragendorff +

Bouchardat +

Mayer +

Bertrand +

) Livres -

Antragquinonas

Borntrager -

Cianidina -

_ Cloreto férrico +
Flavonoides .

Cloreto de aluminio +

Reacao de Taubock -

Fenais totais +

(-) Negativo (+) positivo
Foi caracterizada a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos, fendis e
saponinas.

5.2.2. Determinacé&o de fendis totais

A determinacdo de fendis totais para o extrato EtOH 100% de folhas de S.
purpurea, foi obtida por meio de curva analitica (Figura 8) de acido galico construida

a partir das médias das absorvancias encontradas, conforme Tabela 5.
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Figura 8. Curva analitica da solucéo padréao de acido galico
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O valor do coeficiente de correlacéo linear, R?=0,9922, foi pré6ximo a 1,0, o que
confere a linearidade para o método. A absorvancias obtidas para a amostra de
extrato etanolico foram aplicadas na formula dada pela curva analitica acima, sendo
possivel verificar que a concentracdo de fendis média no extrato € de 2,071 pg/mL
em solucéo extrativa equivalentes a acido galico.

O teor médio de fendis totais no extrato etanodlico foi de aproximadamente 6,9%
(69,03 mgEAG/g) como mostra a Tabela 5.

Tabela 5. Fendis totais (FT) do extrato EtOH 100% de folhas de S. purpurea

Concentragao o CFT (mgEQAG/Q)
Absorvancia (£ DP) TFT (%)
(ng/mL) + DP
30 0,388 £ 0,011 69,05 + 4,523 6,9 £ 0,452

CFT: concentracao de fendis totais (MgEQAG/g), mg de equivalentes em acido géalico para gramas de
extrato; TFT: teor de fendis totais (%), DP: desvio-padrao.
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5.3. Analise cromatogréafica (CLAE-DAD)

5.3.1. Avaliacéo do perfil cromatografico dos extratos

Foram realizadas diversas analises por CLAE-DAD para cada extrato, em
diferentes comprimentos de onda e estdo apresentadas nas figuras 09, 10, 11 e 12

as melhores condi¢des encontradas.

Podemos notar na Figura 9 que o extrato EtOH 100% apresentou 05 picos
majoritarios em 2,62 minutos (1), 12,49 minutos (2), 22,41 minutos (3), 23,61
minutos (4) e em 25,41 minutos (5).

Figura 9. Perfil cromatografico por CLAE-DAD do Extrato EtOH 100% de folhas de S.
purpurea diluido em metanol 95% (v/v).
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Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo 1,0
mL / minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratério 5-100% MeOH, 60 minutos)
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O extrato EtOH 70% (Figura 10) apresentou 04 picos majoritarios em 2,89
minutos (1), 23,64 minutos (2), 25,46 minutos (3) e em 27,97 minutos (4).

Figura 10. Perfil cromatogréafico por CLAE-DAD do Extrato EtOH 70% de folhas de S.
purpurea diluido em metanol 95% (v/v).

Extrato Hidroetandlico
1200000

2
1000000

800000

600000

Intensidade (m¥)

400000 3

- Ln\j\__
) IM
- 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 515 600
Tempo (min)

Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo 1,0 mL /
minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratorio 5-100% MeOH, 60 minutos)

O extrato hexanico (Figura 11) apresentou 02 picos majoritarios em 2,54
minutos (1) e em 57,95 minutos (2).

Figura 11. Perfil cromatografico por CLAE-DAD do Extrato hexéanico folhas de S.
purpurea diluido em metanol 95% (v/v).
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Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo 1,0 mL /
minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratério 5-100% MeOH, 60 minutos)
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O extrato DCM (Figura 12) apresentou 03 picos majoritarios em 1,35 minutos
(1), 54,57 minutos (2), e em 58,89 minutos (3).

Figura 12. Perfil cromatogréfico por CLAE-DAD do Extrato DCM de folhas de S.
purpurea diluido em metanol 95% (v/v).
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Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo 1,0
mL / minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratdrio 5-100% MeOH, 60 minutos).

5.3.2. Perfil cromatogréafico dos padrdes utilizados

As figuras 13 e 14 mostram os cromatogramas dos padrdes utilizados para
analise dos perfis cromatogréaficos dos extratos estudados neste trabalho. Na Figura
13 podemos observar os picos referentes a acido cafeico, acido galico e &cido

elagico nos tempos de retencéo 2,41; 2,57 e 1,82 minutos, respectivamente.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico por CLAE-DAD do padrdes de éacidos fendlicos:
Acido cafeico (A), acido galico (B) e acido elagico (C), diluidos em metanol 95% (v/v).
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Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo
1,0 mL / minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratério 5-100% MeOH, 60 minutos).
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Na Figura 14 podemos observar os picos referentes a quercetina e rutina nos

tempos de retencéo 27,94 e 2,35 minutos, respectivamente

Figura 14. Perfil cromatografico por CLAE-DAD do padrbes de flavonoides,
quercetina(A) e rutina (B), diluidos em metanol 95% (v/v).
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Coluna Kromasil® C-18 (250 x 4,6 mm x 5um) HPLC (Shimadzu®, modelo LC-20 AT), vazéo 1,0
mL / minuto, A= 254 nm (analitico, gradiente exploratério 5-100% MeOH, 60 minutos).
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5.3.3. Analise comparativa entre extratos EtOH 100% e EtOH 70%

Conforme mostra a figura 15, € possivel observar semelhanca entre os perfis
cromatograficos dos extratos EtOH 100% e EtOH 70%.

Figura 15. Sobreposicao dos perfis cromatograficos representados nas figuras 9 e 10.

v\):(o',; Legenda

Perfil cromatografico £x. hidroetandlico

soesess] —  Perfil cromatografico£x. etanolico

5.3.4. Varredura CLAE-DAD

Por meio da varredura CLAE-DAD dos picos obtidos no perfil cromatogréfico
do extrato EtOH 100%, foi possivel identificar a presenca de um pico (pico 4, tempo
de retencdo 23,61 minutos) semelhante ao espectro de flavonoides, conforme
mostra a figura 16. Nos demais extratos, hexanico e diclorometanico, ndo foram

encontrados picos com a mesma caracteristica.
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Figura 16. Espectro na regido do ultravioleta do extrato EtOH 100% no tempo de
retencdo 23,61 (A) minutos e do padrédo quercetina (B), obtidos por meio de CLAE-
DAD.
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5.4. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os resultados obtidos frente as linhagens bacterianas, de leveduras e

dermatofitos estdo apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8, respectivamente.

Tabela 6. Determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Bactericida Minima (CBM) de folhas de S. purpurea

E. coli S. aureus B. subtilis S. setubal
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
Extrato >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 =>5000 =>5000

EtOH 100%
Extrato hexanico >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000
Extrato DCM >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 =>5000 >5000 >5000
ampicilina 6,25 12,5 0,097 0,195 0,097 0,195 3,12 6,25

Resultados expressos em pg/mL. Extrato DCM: Extrato diclorometéanico; Extrato EtOH 100%:
Extrato etandlico 100%.

Pode-se observar na Tabela 6 que nenhum extrato de S. purpurea mostrou

atividade antibacteriana até a concentragdo méaxima avaliada para as cepas de E.

coli, S. aureus, B. subtilis e S. setubal.
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Tabela 7. Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM) de folhas de S.
purpurea.

C. albicans C. krusei C. glabrata C. tropicalis C. parapsilosis
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Extrato EtOH 100% >5000 >5000 312,5 5000 78,125 5000 39 >5000 >5000 >5000
Extrato hexanico >5000 >5000 >5000 5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000
Extrato DCM >5000 >5000 >5000 5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000 >5000
fluconazol 50 50 640 320 80 320 40 5 10 10
anfotericina B 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,0625 0,125 0,25 0,25

Resultados expressos em pg/mL. Extrato DCM: Extrato diclorometanico; Extrato EtOH 100%: Extrato etanélico 100%.
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Podemos observar na Tabela 7 que os melhores resultados de CIM foram
obtidos para C. glabrata e C. tropicalis seguido de C. krusei para o extrato etanolico.
No entanto, 0 mesmo nao demonstrou atividade contra C. albicans e C. parapsilosis.
Os extratos hexanico e DCM ndo demonstraram atividade antimicrobiana frente as

espécies de Candida estudadas neste trabalho.

Tabela 8. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de folhas de S.
purpurea

M. canis T. rubrum
CIM
Extrato EtOH 100% > 5000 625
Extrato Hexanico 19,5 2500
Extrato DCM > 5000 625
Fluconazol 32 5
Anfotericina B 0,125 0,0312

Resultados expressos em pg/mL. Extrato DCM: Extrato diclorometéanico; Extrato EtOH 100%:
Extrato etandlico 100%.

Podemos notar na Tabela 8, que frente a T. rubrum os extratos EtOH 100% e
diclorometanico mostraram atividade inibitéria moderada e o extrato hexanico

mostrou atividade tanto frente a T. rubrum, quanto a M. canis.

5.5. Avaliagéo da atividade antioxidante dos extratos

Testes de atividade antioxidante dos extratos de folhas pulverizadas de S.
purpurea foram realizados. E possivel observar que o extrato EtOH 100%
apresentou percentual de atividade antioxidante semelhante aos percentuais

encontrados para os padrdes utilizados, conforme mostra a Tabela 9.
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Tabela 9. Atividade anti-radicalar percentual das substancias padrées e extratos de
S. purpurea pelo método de DPPH.

Reducéo por DPPH (%) +

Amostras Abs. (Média)
DP

Rutina 0,084 ° 89,8 B+ 0,07
Quercetina 0,077 ® 90,78+ 0.21
Ac. Galico 0,084 B 89,85+ 0,07
Vitamina C 0,071 B 91,58+ 0,14
Ex. EtOH 100% 0,099 B 88.08+0.25
Ex. Hex. 0,524 3534+ 203
Ex. DCM 05324 35,84+ 2,44

"Ex. EtOH 100%: Extrato etandlico 100%; Ex. Hex.. Extrato Hexanico; Ex. DCM: Extrato
Diclorometéanico. Andlise estatistica realizada pelo método de Tukey com p<0,05. Os valores que
compartilham a mesma letra néo sdo significativamente diferentes. Andlise realizada pelo Software
Minitab® DP: desvio padrao.

Os outros extratos apresentaram menor atividade antioxidante avaliando pelo

método de DPPH, como mostra a Figura 17.

Figura 17. Atividade anti-radicalar percentual dos extratos obtidos de S. purpurea
e dos padrdes utilizados.
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5.6. Avaliacao da citotoxicidade

5.6.1. Viabilidade de células HaCat

Os extratos EtOH 100%, hexanico e diclorometéanico, estdo apresentados,
respectivamente, na Tabela 10 e nas figuras 18, 19 e 20. O extrato EtOH 100% nao
apresentou citotoxicidade significativa em concentracdo igual ou inferior a 5,00
mg/mL, no entanto o0s extratos hexanico e diclorometanico apresentaram

citotoxicidades relevantes.

Tabela 10. Viabilidade celular de células HaCat frente aos extratos EtOH 100%,
hexéanico e DCM obtidos de folhas pulverizadas de S. purpurea.

Células HaCat

Ex EtOH 100% Ex Hexanico VC Ex DCM VC (%)
Concentracao (mg/mL)

VC (%) + DP (%) + DP + DP
10,00 45 12 30
5,00 53 12 20
0,50 104 11 16
1,25 105 15 30
0,62 110 23 105
0,31 108 42 108
0,15 108 104 105
0,07 107 105 97

Ex. EtOH 100%: Extrato etandlico 100%; Ex. Hex.: Extrato Hexanico; Ex. DCM: Extrato

Diclorometanico. VC: Viabilidade Celular. DP:Desvio Padrao
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Figura 18. Percentual de viabilidade de células HaCat em presenca de extrato EtOH
100% de S. purpurea.
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Figura 19. Percentual de viabilidade de células HaCat em presenca de extrato
hexanico S. purpurea
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Figura 20. Percentual de viabilidade de células HaCat em presenca de extrato
diclorometéanico S. purpurea.
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5.6.2. Viabilidade de células J774
Os extratos EtOH 100%, hexanico e diclorometéanico, estdo apresentados,
respectivamente, na Tabela 11 e nas Figuras 21, 22 e 23. Os extratos EtOH 100% e
DCM né&o apresentaram citotoxicidades significativas em nenhuma das
concentracbes estudadas, enquanto que o extrato hexanico ndo demonstrou
citotoxicidade significativa em concentragao igual ou inferior a 1,25 mg/mL, conforme

mostram os dados abaixo.

Tabela 11. Viabilidade celular de macro6fagos murinos J774 frente aos extratos
etandlico, hexanico e DCM obtidos de folhas pulverizadas de S. purpurea.

Células J774
Ex EtOH 100% Ex Hexanico Ex DCM
Concentracao (mg/mL)
VC (%) VC (%) VC (%)
10,00 100 33 52
5,00 105 38 58
0,50 106 46 73
1,25 107 57 101
0,62 107 79 105
0,31 108 105 106
0,15 107 106 107
0,07 105 104 106

Ex. EtOH 100%: Extrato etandlico 100%; Ex. Hex.: Extrato Hexanico; Ex. DCM: Extrato
Diclorometanico. VC: Viabilidade Celular
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Figura 22. Percentual de viabilidade de células J774 em presenca de extrato
hexéanico de S. purpurea.
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Figura 21. Percentual de viabilidade de células J774 em presenca de extrato EtOH
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Figura 23. Percentual de viabilidade de células J774 em presenca de extrato
diclorometéanico de S. purpurea.
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5.6.3. Vialibidade de células HepG2

Os extratos EtOH 100%, hexanico e diclorometéanico, estdo apresentados,
respectivamente, na tabela 12 e nas figuras 24, 25 e 26. Pode-se observar que o
extrato EtOH 100% nao apresentou citotoxicidade significativa em nenhuma das
concentracbes estudadas. O extratos hexanico e DCM ndo apresentaram

citotoxicidade significativa em concentracdo igual ou inferior a 1,25 mg/mL.

Tabela 12. Viabilidade celular de células tumorais de figado HepG2 frente ao
extratos etanolico, hexanico e DCM obtidos de folhas pulverizadas de S. purpurea.

Células HepG2
Ex EtOH 100% Ex Hexanico VC Ex DCM VC (%)

Concentracao (mg/mL)

VC (%) (%)

10 91 51 40

5 93 41 31
0,5 97 46 46
1,25 100 79 88

0,625 103 96 99
0,3125 104 99 100
0,15625 105 102 102

0,07815 102 101 99

Ex. EtOH 100%: Extrato etandlico 100%; Ex. Hex.: Extrato Hexanico; Ex. DCM: Extrato
Diclorometanico. VC: Viabilidade Celular



Figura 24. Percentual de viabilidade de células HepG2 em presenca de extrato
EtOH 100% de S. purpurea.
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Figura 25. Percentual de viabilidade de células HepG2 em presenca de extrato
hexéanico de S. purpurea.
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Figura 26. Percentual de viabilidade de células HepG2 em presenca de extrato
diclorometénico de S. purpurea.
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6. Discussao

A familia Anacardiaceae compreende diversos géneros, dentre eles o género
Spondias, o qual compreende diferentes espécies. A espécie estudada neste
trabalho, Spondias purpurea, embora tenha alguns estudos relacionados que
descrevem seu uso popular e apresentam alguns estudos de atividades bioldgicas e
fitoquimicas, ainda sdo inconclusivos, sendo necessario mais estudos para que a
espécie seja explorada e desta forma contribuir para a comunidade cientifica.

O estudo de plantas da mesma espécie tem fundamento na taxonomia
vegetal, que sustenta a importancia do conhecimento das espécies de plantas
existentes no mundo. Essa ciéncia € muito antiga, uma vez que os vegetais foram as
primeiras opc¢des de tratamento de enfermidades na historia humana (OGUNKUNLE,
2014). Grande parte dos medicamentos comercializados ao redor do mundo surgiu a
partir de estudos desenvolvidos com base em conhecimento popular. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) reconheceu oficialmente, no ano de 1978, a utilizacdo de
medicamentos fitoterapicos. Ja no Brasil, os incentivos de fortalecimento da
fitoterapia, surgiram na década de 80 com a criacdo de programas especificos nesta
area (BRASIL, 2011). Diante desse cenario, e com a grande biodiversidade
brasileira, estudos com plantas para verificacdo de diversas atividades biolégicas
séo de extrema importancia para a populagao.

O estudo de uma potencial droga vegetal, planta medicinal ou partes da
mesma que contenham as substancias responsaveis pela acdo terapéutica
(BRASIL, 2011), deve apresentar alguns cuidados, como a identificacdo prévia da
planta e estudos fitoquimicos para um melhor conhecimento das caracteristicas
guimicas da mesma.

Neste trabalho foram preparados, a partir das folhas secas e pulverizadas de
S. purpurea, extratos com solventes de polaridades distintas (etanol, hexano e
diclorometano), permitindo verificar o melhor solvente de extragdo de compostos
com o intuito de avaliar os potenciais bioldgicos da planta em estudo.

De acordo com estudos realizados por Engels et al.,(2012) foram identificados
flavonoides e compostos fendlicos em cascas e frutos de S. purpurea. Tais
compostos também foram identificados em folhas da planta. De acordo com o0s
testes de identificacdo qualitativos realizados neste trabalho, foi possivel observar

qgue as folhas apresentam taninos condensados, flavondis, chalconas, saponinas e
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fendis. Pelo método quantitativo, foi possivel verificar a quantidades de fendis totais
presentes no extrato EtOH 100% obtido das folhas pulverizadas de S. purpurea.

Ainda com o intuito de elucidar a composicdo quimica de S. purpurea, foi
realizada uma analise dos perfis cromatogréficos por CLAE-DAD dos extratos EtOH
100%, EtOH 70%, hexanico e diclorometanico. Foi possivel identificar no extrato
EtOH 100% um pico com espectro semelhante ao espectro de flavonoides, como
mostra a Figura 16 (p. 52). No entanto, ndo foi possivel identificar picos de
caracteristicas semelhantes para 0s extratos hexanico e diclorometanico. Foi
realizada também, uma analise comparativa entre os extratos EtOH 100% e EtOH
70% para verificar a semelhanca da composi¢cdo quimica entre os dois extratos.
Essa analise foi realizada, pois no Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira, 12 edicdo de 2011, alguns extratos constituintes de formulagbes séo
hidroalcoolicos, sendo assim, tal comparacdo foi realizada para que pudesse ser
verificada a semelhanca entre ambos os extratos. A Figura 15 (p. 51) mostrou
grande semelhanca na composicdo quimica de ambos os extratos, 0 que torna
possivel sugerir que o potencial bioldgico de ambos também seja semelhante.

Com o aumento da resisténcia microbiana com o passar dos anos, esse tema
tem se tornado cada dia mais importante, o que estimula pesquisadores a buscarem
novas substancias com potencial antimicrobiano para o desenvolvimento de novos
medicamentos. Microrganismos como S. aureus e E. coli, vem representando um
grande problema tanto no ambiente hospitalar quanto na comunidade. O aumento
da resisténcia de gram-negativas fundamenta-se em diversos fatores, entre eles ao
uso irracional de antimicrobianos e a presenca de genes méveis e plasmideos que
séo facilmente disseminaveis (QUEIROZ et al, 2012).

Com relacdo a atividade antimicrobiana de S. purpurea, tem-se da literatura
gue as folhas apresentam atividade contra cepas de E. coli na concentracdo de 10
mg usando a metodologia de concentracdo inibitéria minima em disco (MICD)
(Caceres et al., 1990b). Miranda-Cruz et al. (2012), verificaram que o0 extrato
etandlico de folhas de S. purpurea, pelo método de difusdo em agar, apresentou
atividade contra Bacillus cereus, ja 0 extrato hexanico apresentou atividade tanto
para B. cereus quanto para S. aureus. Nos testes realizados pelo método da
concentragdo inibitoria minima, foi verificada atividade na concentracdo de 7,5
mg/mL, apenas para o B. cereus. Neste trabalho, foi observado que nenhum dos

extratos apresentou atividade inibitéria de crescimento bacteriano na concentracéo
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proposta (5000 pg/mL), frente as cepas de S. aureus, E. coli e B. subtilis, pelo
meétodo de microdiluicdo em placa de 96 pocos.

Com relacéo a atividade antifungica, pode-se verificar na literatura que foram
realizados estudos frente a Rhizopus stolonifer, Colletotrichum gloeosporioides
(BAUTISTA-BANOS et al., 2002) e frente a cepas de Fusarium oxysporum (PIZANA;
NECHA; GOMES, 2010). Ambos os estudos foram realizados com as folhas de S.
purpurea e apresentaram resultados positivos na inibicdo dos microrganismos. No
presente estudo foi avaliada a atividade de extratos EtOH 100%, hexéanico e
diclorometanico frente a cepas de Candida sp e dermatofitos. Foi possivel observar
acao fungistatica do extrato EtOH 100% frente a C. krusei, C. glabrata e C. tropicalis.
No entanto, os demais extratos ndo apresentaram efeitos significativos, ndo sendo
considerados ativos contra esses microrganismos. Ainda, nenhum extrato
demonstrou atividade inibitéria contra C. albicans e C. parapsilosis.

Com relacéo ao estudo realizado para as cepas de dermatéfitos, T. rubrum se
mostrou sensivel aos extratos EtOH 100% e diclorometanico, sendo que o extrato
hexanico também demonstrou atividade contra este microrganismo, ainda que
menor. M. canis se mostrou sensivel somente ao extrato hexanico. Serdo
necessarias mais analises para averiguar se a acao é considerada fungistatica ou
fungicida para estes microrganismos.

Os resultados apresentados mostraram que todas as cepas flngicas
estudadas apresentaram maior sensibilidade ao antifingico anfotericina B do que ao
fluconazol, comprovando a resisténcia aos azoéis observada em estudos realizados
com tais microrganismos (NIGAM, 2015; ZIDA et al.,, 2016). Neste contexto, os
resultados apresentados neste trabalho sdo promissores em um quadro de
resisténcia microbiana.

Zida et al. (2016) mostraram em sua revisdo que no periodo de 1969 a 2015,
a atividade de S. purpurea contra C. albicans ainda ndo havia sido estudada.
Relataram também que as publicacbes de produtos naturais anti C. albicans
aumentou de 2006 a 2015, indicando um esforgco para encontrar drogas alternativas
para o tratamento de doengas que tem como agente este microrganismo. Esses
dados reforcam a importancia deste trabalho.

De acordo com Marisco e Pungartnik (2015) ha poucos estudos fitoquimicos
relacionados as folhas de S. purpurea, no entanto para outras partes da planta,

como os frutos, foram identificadas substancias consideradas antioxidantes. Nosso
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estudo de atividade antioxidante pelo método de DPPH demonstrou que o extrato
EtOH 100% apresenta alta atividade, mostrando que as folhas também apresentam
substancias antioxidantes. Sugere-se que tal diferenca de atividade antioxidante
entre os extratos estudados neste trabalho, pode estar relacionada com a possivel
presenca de flavonoides (metabdlitos secundarios que possuem atividade
antioxidante) no extrato EtOH 100%, conforme observado na analise do perfil
cromatografico do mesmo (Figura 16, p. 52). Nos demais extratos, ndo foi possivel
observar picos de caracteristicas semelhantes que sugiram a presenca de tais
substancias.

Com relacdo a testes de citotoxicidade, a avaliacdo de porcentagem de
viabilidade celular é uma das metodologias mais comuns e empregadas em
trabalhos em que se deseja avaliar a citotoxicidade de um determinado composto
(KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014). Neste trabalho, foram realizados
estudos de viabilidade celular para os extratos EtOH 100%, hexéanico e
diclorometanico frente a linhagens celulares de macrofagos murinos (J774),
queratindcitos humanos (HaCat) e células tumorais de figado (HepG2).

Os testes iniciais de citotoxicidade frente a células HaCat mostraram que o
extrato EtOH 100% n&o apresentou citoxicidade significativa em concentracdo igual
ou inferior a 5,00 mg/mL, enquanto que o extrato hexanico nao apresentou
toxicidade significativa em concentracéo igual ou inferior a 0,15 mg/mL e o extrato
DCM nao apresentou toxicidade significativa em concentragdo igual ou inferior a
0,62 mg/mL. Os testes frente a células HepG2 mostraram que o extrato EtOH 100%
nao apresentou citoxicidade significativa em nenhuma das concentracdes analisadas,
enquanto que o extrato hexanico e o extrato DCM nao apresentaram toxicidade
significativa em concentragdo igual ou inferior a 1,25 mg/mL. Ja os testes realizados
com células J774 mostram que os extratos EtOH 100% e diclorometanico nédo
apresentaram toxicidade significativa, enquanto que o extrato hexanico nao
apresentou toxicidade significativa em concentracéo igual ou inferior a 1,25 mg/mL.
Testes realizados por Dantas (2002) para citotoxicidade de extratos de folhas de S.
purpurea contra Artemia salina mostraram que 0os mesmos apresentaram LCso 823
pHg/mL em exposicdo de 48 horas, enquanto que 0s ensaios de toxicidade aguda em
camundongos realizado pela exposicdo ao extrato etandlico durante 14 dias na
concentracdo de 2000 mg/kg, ndo apresentou sinais clinicos relevantes e morte dos

animais, ndo sendo considerado toxico.
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Este trabalho mostrou que o extrato EtOH 100% foi promissor no que diz
respeito a atividade anfifingica, antioxidante e por ndo apresentar citotoxicidade
significativa frente as trés linhagens celulares estudadas, permitindo concluir que as
folhas de S. purpurea apresentam substancias promissoras ao desenvolvimento de
novos antimicrobianos.

Os estudos aqui realizados podem ter maiores verificagbes como, por
exemplo, a andlise dos extratos por espectrometria de massas. Ainda, um

particionamento pode conduzir a frag6es ativas com perfil quimico caracterizado.
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7. Conclusodes

» Folhas de Spondias purpurea apresentam compostos fendlicos em sua
composicao fitoquimica;

» Sugere-se que o0 extrato EtOH 100% apresenta flavonoides em sua
composic¢ao, enquanto que os extratos hexanico e DCM nao possuem;

» O extrato EtOH 100% apresenta atividade antioxidante;

» Os extratos nao apresentaram atividade contra cepas bacterianas estudadas
(E. coli; S. aureus, S. setubal e B. subtilis);

» O extrato EtOH 100% apresentou atividade fungistatica contra cepas de C.
krusei, C. glabrata, C. tropicalis;

» Os extratos EtOH 100%, hexanico e diclorometanico ndao demonstraram
atividade antimicrobiana contra C. albicans e C. parapsilosis;

» Os extratos hexanico e diclorometanico ndo apresentaram atividades
significativas contra C. krusei, C. tropicalis e C. glabrata;

» Os extratos EtOH 100%, hexanico e DCM demonstraram potencial atividade
fungistética frente aos fungos dermatofitos;

» O extrato EtOH 100% néo apresentou citoxicidade significativa frente as trés
linhagens celulares estudadas neste trabalho.

» Os extratos hexanico e diclorometanico, apresentaram citotoxicidade
significativa frente as trés linhagens celulares estudadas neste trabalho, em

maiores concentracoes.
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