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O uso de plantas medicinais cada vez mais é mostrado como uma fonte alternativa para tratamento de
doencas. Este trabalho visou determinar o nivel genotdxico e citotoxico da infusdo das folhas de Spondias
purpurea L., investigar o potencial antimicrobiano e conhecer o perfil cromatogréfico de compostos
presentes na infusdo. Foram realizados os testes Allium cepa e Artemia salina para avaliar a genotoxicidade
e citotoxicidade, respectivamente. Os métodos de difusdo em disco e concentracéo inibitdria minima (CIM)
foram usados para determinar a atividade antibacteriana nas bactérias Staphylococcus epidermidis, S.
aureus, Escherichia coli, Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae. No teste de A. cepa, a andlise estatistica ndo indicou diferengas significativas do
indice mitotico entre os tratamentos e o controle. O teste de A. salina mostrou que a infusdo apresentou
toxicidade frente aos nauplios a partir da dose 10ug/mL. Em relacdo a atividade antibacteriana, houve
presenca de halos de inibi¢do contra as bactérias S. aureus e E. coli, e quando submetidos ao CIM, a infuséo
apresentou atividade antibacteriana contra todas as bactérias testadas. Sendo assim, a partir desse estudo
pode-se inferir que a infusdo (chd) das folhas da planta S. purpurea se mostrou como uma fonte medicinal
ndo genotoxica para o teste A. cepa, bem como uma possivel fonte antitumoral indicada pelo teste A. salina,

além de uma promissora fonte antibacteriana.
Palavras-chaves: Genotoxicidade, Antimicrobiana, Seriguela.

The use of medicinal plants is increasingly shown as an alternative source for the treatment of diseases.
This study aimed to determine the level genotoxic and cytotoxic infusion of the leaves of Spondias
purpurea L., study the antimicrobial potential and know the chromatographic profile of the compounds
present in the infusion. Tests were performed Allium cepa and Artemia salina to assess the genotoxicity
and cytotoxicity, respectively. The disk diffusion method and the minimum inhibitory concentration (MIC)
they were used to determine the antibacterial activity in bacteria Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
Escherichia coli, Salmonella enterica serotype Choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae. On test A. cepa, statistical analysis indicated no significant differences in mitotic index
between treatment and control. The test of A. salina showed that infusion toxicity has opposite from the
nauplii dose 10mg / ml. With regard to antibacterial activity, there was the presence of halos of inhibition
against the bacteria S. aureus e E. coli, and when subjected to MIC infusion showed antibacterial activity
against all tested bacteria. Thus, from this study can be inferred that the infusions (tea) from the plant
leaves S. purpurea showed as a non-genotoxic medicinal source for testing A. cepa, as well as a possible

antitumor source indicated by the test A. salina, as well as a promising antibacterial source.
Keywords: Genotoxicity, Antimicrobial, Seriguela.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais pela populacdo € uma cultura antiga, a partir das primeiras
civilizages perceberam o poder curativo das plantas, a qual foi por muitos anos o Gnico recurso
terapéutico utilizado para tratar doencas [1]. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (2012) [2], as plantas medicinais atuam como remédios capazes de aliviar
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ou ainda curar enfermidades, sendo utilizadas e documentadas ha séculos pela populacéo,
inclusive fornecida pelo Sistema Unico de Salide (SUS), desde a década de 80. As plantas
medicinais tém sido utilizadas para diversos tipos de tratamento, como diabetes [3], hipertenséo
[4], obesidade [5], doencas causadas por fungos e bactérias [6], entre outras. Diante o crescente
nimero de usuarios da medicina popular, torna-se importante aumentar as informagdes sobre
plantas medicinais, principalmente no que diz respeito a suas atividades curativas e acéo
toxicoldgica.

A forma de uso mais utilizada de plantas medicinais é em cha, através da infusao ou decoc¢éo,
a depender da caracteristica da planta e da parte que esta sendo utilizada [7]. Albertasse et al.
(2010) [8] alerta quanto ao uso do método de decoccdo, pois a depender da planta pode haver
degradacdo ou eliminac¢do dos principios ativos da mesma, inativando o efeito terapéutico do cha
ou tornando-o perigoso a saude. A toxidade presente em algumas plantas medicinais vem sendo
retratada em diversos trabalhos, e pode ser acentuada com a forma de uso, bem como a dosagem
utilizada pela populacdo [9], podendo ser evitada desde que as plantas sejam consumidas da
maneira e na dosagem correta [10].

As espécies vegetais sdo capazes de sintetizar substancias com alguma atividade bioldgica, os
metabolitos secundarios. Esses compostos sdo muito utilizados de forma direta ou indireta por
industrias farmacéuticas, alimenticias, cosméticas e agroguimicas. Os metabdlitos séo
classificados a partir de sua composi¢do quimica e suas funcdes, como por exemplo, para 0s
tratamentos antioxidante, antibacteriano, anti-inflamatério, antitumoral, entre outros [11, 12].

A familia Anacardiaceae abrange cerca de setenta géneros, distribuidas em diversas regides
do mundo. Esta familia é bem conhecida pela presenca de fendis e acidos fenolicos [13]. Nos
paises de clima temperado o género Spondias é o segundo género mais importante, possuindo 18
espécies descritas, seis dessas ocorrem no Brasil, sdo arvores frutiferas tropicais em domesticacéo
e exploradas pelo seu valor comercial [14]. A espécie Spondias purpurea L. (seriguela) é
distribuida principalmente no nordeste brasileiro e tem sido utilizada contra diversas doencas e
sintomas como diabetes, hipertensdo, colesterol, diarreia e dores estomacais [15, 16, 17],
entretanto, poucos estudos de toxicidade e mutagenicidade dessa planta foram encontrados na
literatura [13].

Para avaliar a genotoxicidade das plantas, o teste com raizes de Allium cepa é uma alternativa
barata e apresenta bons resultados para analises de alteragdes cromossdémicas e mitdticas [10].
Além disso, tém sido utilizados em estudos com agentes quimicos [18], ambientais [19] e com
extratos de plantas [20] para avaliacdo genotoxica. O ensaio de letalidade com Artemia salina
abrange desde potencial tdxico de plantas, possivel bioatividade, screening biol6gico até etapas
precursoras de pesquisas in vivo [21]. Neste contexto, esse trabalho visou verificar a
genotoxicidade e citotoxicidade da infusdo de folhas de S. purpurea através dos bioensaios A.
cepa e A. salina, bem como investigar o seu potencial antibacteriano.

2. MATERIAL E METODOS

As folhas de S. purpurea foram coletadas na cidade de Brumado, Bahia, Brasil com
localizacdo geogréfica definida com Latitude = 14° 12” 13” S e Longitude= 41° 39’ 55” W. A
coleta foi realizada no més de Setembro de 2013 e uma amostra testemunha foi identificada e
incorporada ao herbario HUESBVC da UESB.

As folhas foram desidratadas em estufa de circulador de ar e os chas das folhas foram
preparados pelo método de infusdo, ficando cobertas por 15 min em &gua destilada fervente. A
infusdo foi resfriada a temperatura ambiente.

No bioensaio de genotoxicidade bulbos de A. cepa enraizados foram transferidos para as
concentragdes de 25, 50 e 100 mg/mL da infuséo de S. purpurea, onde as raizes ficaram submersas
por 24 h. Como controle negativo foi utilizado a 4gua destilada. Para cada concentracdo da infuséo
foram dispostos quatro bulbos de A. cepa seguindo a metodologia proposta por Sturbelle et al.
(2010) [22]. Foram analisadas 3500 células de cada bulbo, totalizando 14000 células por
tratamento. As laminas foram avaliadas observando-se as células em intérfase, profase, metéfase,
anafase e tel6fase, com auxilio de microscépio 6ptico com a objetiva de 100X. Foram calculados
o0s valores médios do numero de células de cada uma das fases do ciclo celular de A. cepa, e
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determinado o indice mit6tico (IM) em porcentagem pelo ndmero de células em divisdo dividido
pela soma do nimero das células em interfase e das células em divisdo [23]. Para o indice mitético
a analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste F com nivel de probabilidade < 0.05
considerado significativo. Para o nimero de células em cada fase mitdtica os dados foram
analisados pelo teste estatistico ANOVA seguido pelo teste Tukey, onde o valor p < 0.05 foi
considerado significativo.

O bhioensaio de A. salina para citotoxicidade foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Meyer et al. (1982) [24]. Um total de 0,02 g de ovos de A. salina foram colocados
em 300 mL de solucéo salina a 3,5% e pH 8-8,5 por 25 horas até a eclosdo. Foram coletados 10
nauplios, individualmente, com o auxilio de uma pipeta e transferido para cada poco da placa de
24 pocgos. Foram feitas diluicBes da infusdo de S. purpurea em 4gua salina para obtencdo das
concentragdes de 0,001, 0,01, 0,1 e Img/mL. Como controles foram usados &gua salina (3,5%) e
dicromato de potassio (0,104 g/L). Todas as concentracGes foram testadas em triplicata. O nimero
de dbitos foi contado ap0s 24 horas de exposicéo e a CLso (concentracéo letal) determinada. Para
determinar a toxicidade, foi utilizada a escala proposta por Meyer et al. (1982) [24], que
descreveram uma escala onde os valores de CLsy <500 pg/mL* indicam toxicidade, CLso entre
500 e 1000 pug/mL* denotam toxicidade moderada, enquanto CLsp> 1000 pg/mL* sugerem
auséncia de toxicidade.

Para a realizagio da atividade antibacteriana foram utilizados os métodos de difusdo em Agar
e Concentracdo inibitéria minima (CIM) em triplicata. Foram utilizadas as bactérias Gram-
positivas: S. epidermidis (ATCC35984) e S. aureus (ATCC25921) e Gram-negativas: E. coli, S.
enterica sorotipo Choleraesuis, P. aeruginosa (ATCC27853) e K. pneumoniae. As bactérias
foram inoculadas em meio de cultura Agar Mieller-Hinton, incubadas a 37°C por 24 horas e
ajustadas para concentragdo 1-2 x 108 células mL™.

Para o teste de difusdo em Agar foi inoculado na placa contendo meio de cultura Agar Miieller-
Hinton 100 pL da suspensdo bacteriana, em seguida foram produzidos pequenos pogos no meio
de cultura com capacidade para 50 pL adaptado de Porfirio et al. (2009) [25]. E em cada poco foi
adicionado 40 pL da infusdo filtrada (0,22 um) nas concentragdes de 1, 50, 100 e 200 mg/mL.
Como controle positivo foi utilizado cloridrato de tetraciclina (0,02 mg/mL). As placas foram
mantidas a 37 °C durante 24 h e a determinagdo da atividade antimicrobiana foi medida em
milimetros de acordo com o halo de inibicdo do crescimento bacteriano.

As CIMs foram determinadas por ensaios de microdiluicGes em placas de 96 pocos, como
sugerido pelas normas CLSI (2011) [26]. Col6nias individuais de culturas bacterianas crescidas
em meio agar Mueller-Hinton foram diluidas em solug&o salina e ajustadas para concentragdo 1.5
x 108 UFC/mL. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram diluidas em caldo Mueller-Hinton
e plagueadas nas placas de 96 pogos com densidade igual a 5.0 x 10° UFC/cels. Diferentes
concentragdes do cha de S. purpurea (200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 1 mg/mL) foram adicionados
a cada pogo, em seguida as placas foram incubadas a 37°C por 24 h, e determinada a CIM. Foram
utilizados agua destilada e cloridrato de tetraciclina (0.02 mg/mL) como controles. Controles de
viabilidade dos microrganismos testados e da esterilidade do meio de cultura também foram
realizados.

As analises fitoquimicas foram realizadas por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em
placas cromatograficas de aluminio TLC de silica gel 60 F 254 (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Foram aplicados nas placas aliquotas de aproximadamente 10uL da infusdo de S. purpurea
utilizando sistemas eluentes. O sistema A, constituido de acido acético e cloroférmio (1:9), foi
utilizado para a separagdo de fenois. O sistema B, hexano e cloroférmio (3:2), para separar fenil
propenos. O sistema C, BAW - butanol, acido acético e agua (4:1:5), para flavanoides. O sistema
D, BAW (14:1:5), para separar taninos. O sistema E, cloroférmio, metanol e 4gua (13:7:2), para
separar sapogeninas. O sistema F, metanol e hidroxido de aménio (200:3), para alcaloides. Por
Gltimo, o sistema G, BAW (4:1:5), para separar agucares. Os cromatogramas foram desenvolvidos
em cubas saturadas e revelados com auxilio da em luz ultravioleta de 254 e 356 nm.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, foi possivel observar que a exposicdo das células de A. cepa quando submetidas
a infusdo de S. purpurea ndo indicaram diferencas significativas no indice mitético (Tabela 1),
mostrando que S. purpurea nestas condi¢fes ndo apresenta efeitos genotoxicos. Estudos
realizados por Atoyebi et al. (2015) [27] observaram que extratos aquosos de uma outra espécie
do género Spondias, a planta Spondias mombin também néo apresentou efeito genotoxico frente
as células de A. cepa. E importante destacar que com o uso cada vez mais frequente de plantas
medicinais, sd0 necessarios estudos de toxicidade, e o teste A. cepa é umas das primeiras analises
para 0 monitoramento in situ da genotoxicidade de substancias ambientais [28, 9].

Tabela 1: Namero de células da raiz de A. cepa contadas em diferentes concentracgdes da infusdo de S.

purpurea.
Tratamentos Total de células Células em Célulasem IM (%) F<0,05
interfase divisdo
Controle 14000 12643 1357 9,702 -
25 mg/ml 14000 12965 1035 7,392 0,95
50 mg/ml 14000 12862 1138 8,132 0,96
100 mg/ml 14000 12782 1218 8,702 0,97

Controle = 4gua destilada; IM = indice mitdtico; Os valores ndo diferem estatisticamente pelo teste F.

No entanto, a exposicdo a infusdo de S. purpurea causou alteracdes nas frequéncias da fase
celular anafase nas concentracdes de 25 e 50mg (Tabela 2) quando comparadas com o controle.
De acordo com Parsons, Williams (2000) [29] os alcaloides, tém propriedades bioldgicas,
incluindo a inibicdo da sintese de proteinas e DNA em certas células. Colocando-o0s assim como
possiveis promotores da condensacao dos cromossomos em fases do ciclo mitético [30].

Tabela 2: Namero de células em cada fase mitética da raiz de Allium cepa presentes nas diferentes
concentragOes da infusdo de Spondias purpurea.

Total de Células Numero de células em divisdo celular
Tratamentos - Z
Préfase  Metafase ~Anafase  Telofase
Controle 14000 871 192 130 164
25 mg/ml 14000 584 340 o5 86
50 mg/ml 14000 611 414 31* 82
100 mg/ml 14000 598 472 54 92

* Significativamente diferente do tratamento controle pelo teste de Tukey (p<0,0 5%).
Controle = agua destilada

Em relacdo aos resultados do bioensaio com A. salina, foi possivel mostrar que a infusdo das
folhas de S. purpurea apresentou toxicidade frente aos nduplios. O CLsp foi de 10 pg/mL-1 em
24 h de exposicdo, valor altamente téxico quando comparado a escala proposta por Meyer et al.
(1982) [24]. Este bioensaio de citotoxicidade tem sido utilizado para selegéo de extratos de plantas
com substancias de potencial farmacoldgico. Além disso, este teste possui correlagdo significativa
com a inibicdo de crescimento de tumor sélido em linhagens de células humanas, que tem sido
demonstrado pelo Instituto Nacional do Cancer no EUA, sugerindo o valor deste bioensaio como
uma ferramenta de pré-triagem para pesquisa de drogas antitumorais [31].

Estudos de toxicidade com as folhas da planta S. purpurea foram relatadas por Dantas (2012)
[32], que realizou o bioensaio com extrato etandlico das folhas e observou presenca de toxicidade
moderada apés 48 h de exposicdo com valores de CLso igual a 823 pg/mL™. E estudos realizados
por Fonseca et al. (2013) [33] mostraram que a toxicidade pode variar a depender da parte da
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planta que esta sendo analisada, pois ndo foi observado toxicidade no extrato aquoso da semente
de S. purpurea, apresentando 100% de sobrevivéncia na maior concentracdo testada que foi na de
dose de 500 ug/mL™. Dessa forma, os metabdlitos secundarios podem ou ndo serem téxicos,
fazendo-se necessario a realizacdo de estudos de toxicidade em plantas utilizadas
medicinalmente.

Quanto ao bioensaio antibacteriano da infusdo das folhas de S. purpurea, 0 método de difusdo
em disco forneceu dados qualitativos, com a presenca de halos de inibi¢do contra as bactérias S.
aureus e E. coli, nas concentracGes de 100 e 200 mg/ml (Tabela 3). As doses testadas que
apresentaram inibicdo antibacteriana sdo semelhantes as doses utilizadas na forma de infuséo
pelos consumidores caseiros desta planta, isto € relevante e se destaca, mostrando que de fato o
uso atraves de chas pode ser eficaz para problemas gastrointestinais como descrito na literatura
[15, 17].

Tabela 3: Didmetro dos halos de inibi¢do (mm) da infuséo das folhas de Spondias purpurea.

Tratamentos em mg/mL

Bactérias 1 50 100 200 Controle Positivo
Staphylococcus. epidermidis 0 0 0 0 31
Staphylococcus aureus 0 0 4 6 31
Escherichia coli 0 0 0 4 20
Salmonella enterica sorotipo 0 0 0 0 22
Choleraesuis
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0 9
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 7

Controle positivo: Cloridrato de tetraciclina (0,02 mg/mL).

No teste CIM ndo foi observado inibicéo total da infusdo das folhas de S. purpurea sobre as
bactérias testadas, no entanto, nas concentragdes de 25 e 12,5 mg/ml foi notado a inibig&o parcial
(CLso) sobre as bactérias Gram-positivas: S. epidermidis e S. aureus e Gram-negativas: E. coli, S.
enterica sorotipo Choleraesuis e K. pneumoniae (Tabela 4). O fato do CL ter sido 50 pode estar
relacionado ao fato do teste ter sido realizado com a infusdo das folhas de S. purpurea e ndo com
extratos mais isolados.

Tabela 4: Valores de CIM e CL 5o do CIM da infusdo de Spondias purpurea.

Concentragdes em mg/mL

Bactérias CIM CL 5
Staphylococcus. epidermidis - 25
Staphylococcus aureus - 25
Escherichia coli - 25
Salmonella enterica sorotipo Choleraesuis - 25
Klebsiella pneumoniae - 12,5

- ndo apresentou CIM

Extratos das folhas de S. purpurea ja foram relatados na literatura com atividade inibitoria
contra as bactérias E. coli, S. enterica sorotipo Typhi e Shigella flexneri [34, 35]. Miranda-Cruz
et al. (2012) [36] consideraram a S. purpurea como uma fonte antimicrobiana promissora, ja que
0s extratos etanolicos da folha desta planta apresentaram uma zona de atividade antimicrobiana
elevada contra Bacillus cereus, bactéria causadora de intoxicacgao alimentar. Alencar et al. (2015)
[37] constatou em seus estudos que o extrato bruto das folhas de S. purpurea combinado com o
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antibidtico eritromicina apresentou efeito inibitorio significativamente maior com doses menores
contra quatro cepas distintas de S. aureus, quando comparados ao antibidtico ou extrato vegetal
testados isoladamente.

Outras plantas da familia Anacardiaceae tém sido avaliadas sobre sua ac¢do antimicrobiana,
Spondias dulcis e Schinopsis brasiliensis foram avaliadas com relagéo a essa atividade seguindo
a mesma metodologia deste estudo, e mostraram-se ativas contra as bactérias S. aureus e E. coli
[38].

H& uma disposicdo mundial quanto ao uso de antimicrobianos naturais no combate a
microrganismos causadores de doengas [39, 40]. Neste sentindo, tanto S. aureus que pode
provocar doencas, que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furinculos e celulites) até
infecgdes graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do chogue toxico, septicemia e
outras) [41], E.coli que pode ocasionar doengas em superficies mucosas ou ainda se disseminar
através do organismo, implicando em processos de infeccGes gastrointestinais, urinarias e
meningite [42, 43], quanto outras bactérias patoldgicas avaliadas neste estudo, podem ser tratadas
utilizando chas medicinais de S. purpurea ou associadas com antibi6ticos durante o tratamento,
visto ser um habito comum de muitas pessoas atualmente. Além disso, € importante destacar que
as substancias da infusdo ainda ndo foram testadas isoladamente, 0 que pode aumentar ainda mais
essas atividades biol6gicas descritas.

Brito (2010) [44] relaciona a presenca de metabdlitos secundarios, como terpenos encontrados
em S. purpurea, podendo estar relacionados com essa a¢do antimicrobiana, principalmente contra
S. aureus [45]. Ravishankar et al. (1994) [46], e Momesso et al. (2009) [47], atribuiram o efeito
antitumoral aos flavandides, metabdlito identificado em estudos com S. purpurea. A partir das
CCDs realizadas neste estudo, a infusao das folhas de S. purpurea indicaram a presenca de fendis,
flavonoides, taninos, sapogeninas e alcaloides. Estudo das cascas de S. purpurea realizado por
Engels et al. (2012) [14], demonstram a presenca dos &cidos fendlicos e flavanoides como
quercetina, canferol, canferideo e raminetina. Os 6leos essenciais das folhas de S. purpurea foram
descritos por Brito (2010) [44] com a presenca de terpenos importantes como -cariofileno e a-
humuleno, os quais tém sido relatados como uma fonte antitumoral promissora [48].

Além disso, conforme Silva et al. (2014) [49], em diversas regides do mundo, espécies do
género Spondias tém sido utilizados para diversos tratamentos, e muitas dessas agdes foram
atribuidas aos compostos fenélicos (taninos e flavonoides), na maioria, presentes nas folhas.

4. CONCLUSAO

A presente investigacdo mostrou que a infusdo das folhas de S. purpurea ndo apresentou
genotoxicidade frente as células de A. cepa, no que se refere ao aumento ou diminuicéo do indice
mitotico. Entretanto, pode-se inferir que a planta em estudo exibe promissor potencial de
atividade antitumoral, visto que no teste de A. salina apresentou-se altamente ativa em
concentracdes baixas e a analise fitoquimica da infusédo foi positiva para a presenca de terpenos e
flavanoides, metabolitos associados & agdo antitumoral.

A infusdo de S. purpurea apresentou-se também como uma fonte antimicrobiana no teste de
halo de inibicdo contra duas bactérias patogénicas, S. aureus e E. coli, e no teste CIM demostrou
atividade antibacteriana para as bactérias S. epidermidis, S. aureus, E. coli, S. enterica sorotipo
Choleraesuis e K. pneumoniae. Essas atividades podem estar relacionadas com os metabolitos
secundarios (fendis, flavonoides, taninos, sapogeninas e alcaloides) encontrados no cha na forma
de infusdo, método mais habitualmente usado.

Neste contexto, a espécie S. purpurea mostrou-se como uma fonte medicinal promissora,
contudo, sdo necessarios isolamento de metabdlitos, estudos fitoquimicos e bioldgicos para
determinagdo do potencial antimicrobiano e antitumoral.
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