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Resumo

Introdugdo: As espécies de plantas frutiferas, além da importancia nutricional, podem ser usadas como fontes de
compostos bioativos de interesse para o desenvolvimento de novos medicamentos. Entre as plantas com potencial
terapéutico destacamos a Spondiias dulcis (caja-manga) indicada pela medicina tradicional para tratamento de condicGes
médicas dos sistemas tegumentar, respiratorio e genitourinario. Objetivos: Realizar a caraterizagdo fitoquimica,
antioxidante e citotoxica do extrato alcodlico bruto de folhas de Spondia dulcis. Material e Métodos: O extrato bruto foi
obtido por percolacdo com o uso de 20 g das folhas secas e trituradas de Spondia dulcis e 100 ml de etanol a 70° por
24h. Na padronizagdo do extrato foram utilizadas diferentes reagGes para analises de identificacdo de compostos do
metabolismo secundario, bem como a determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre do DPPH.
Apos retirada do alcool por rotaevaporacdo, foram realizados testes de citotoxidade /n vitro (hemolise) em solugao
glicosilada (5%) de hemacias (4%) nas diferentes concentragdes do extrato (0,5%, 1% e 1,5%). Resultados: As analises
fitoquimicas qualitativas identificaram a presenca de compostos fendlicos, flavonoides, taninos genéricos e cumarinas. A
avaliagdo dos compostos terpenoides mostrou presenga de saponinas e auséncia de sesquiterpenos e triterpenos. Os
alcaloides foram detectados pelas reac6es de Bouchardat, Dragendorff, Mayer e Sheibler. A anadlise da atividade
antioxidante do extrato indicou alta capacidade antioxidante (71%). No ensaio de hemdlise a citotoxidade foi baixa nas
concentracoes de 0,5% e 1% e relativa na concentragdo de 1,5%. Conclusdo: O extrato alcodlico bruto de Spondia dulcis
contém compostos bioativos anti-inflamatdrios, alta capacidade antioxidante e baixa citotoxicidade até a concentracdo
de 1,5% com potencial de aplicagdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Fitoterapicos. Spondias dulcis. Extratos brutos. Antioxidantes.

Abstract

Introduction: Fruit plant species, in addition to their nutritional importance, can be used as sources of bioactive
compounds of interest for the development of new drugs. Among the plants with therapeutic potential, we highlight
Spondias dulcis (caja-manga) indicated by traditional medicine for the treatment of medical conditions of the
integumentary, respiratory and genitourinary systems. Objectives: To carry out the phytochemical, antioxidant and
cytotoxic characterization of the leaves crude alcoholic extract of Spondia dulcis. Material and Methods: The crude extract
was obtained by percolation using 20 g of dried and crushed leaves of Spondia dulcis and 100 ml of ethanol at 70° for
24 hours. In the standardization of the extract, different reactions were used to analyze the identification of compounds
of secondary metabolism, as well as the determination of the antioxidant activity by capturing the free radical of DPPH.
After removing the alcohol by rotary evaporation, /n vitro cytotoxicity tests (hemolysis) were performed in a glycosylated
solution (5%) of red blood cells (4%) at different concentrations of the extract (0.5%, 1% and 1.5%). Results: Qualitative
phytochemical analyzes identified the presence of phenolic compounds, flavonoids, generic tannins and coumarins. The
evaluation of terpenoid compounds showed the presence of saponins and the absence of sesquiterpenes and triterpenes.
Alkaloids were detected by Bouchardat, Dragendorff, Mayer and Sheibler reactions. The analysis of the antioxidant
activity of the extract indicated that the crude extract of Spondia dulcis has a high antioxidant capacity (71%). In the
hemolysis assay, cytotoxicity was low at concentrations of 0.5% and 1% and relative at concentrations of 1.5%.
Conclusion: The crude alcoholic extract of Spondia dulcis contains anti-inflammatory bioactive compounds, high
antioxidant capacity and low cytotoxicity up to a concentration of 1.5% with potential for pharmacological application.
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Resumen

Introduccidn: Las especies de plantas frutales, ademas de su importancia nutricional, pueden ser utilizadas como fuentes de
compuestos bioactivos de interés para el desarrollo de nuevos farmacos. Entre las plantas con potencial terapéutico destacamos
Spondias dulcis (cajamanga) indicada por la medicina tradicional para el tratamiento de afecciones médicas de los sistemas
tegumentario, respiratorio y genitourinario. Objetivos: Realizar la caracterizacion fitoquimica, antioxidante y citotoxica del
extracto alcohdlico crudo de hojas de Spondia dulcis. Material y Métodos: El extracto crudo se obtuvo por percolacion utilizando
20 g de hojas secas Y trituradas de Spondia dulcisy 100 ml de etanol a 70° durante 24 horas. En la estandarizacion del extracto
se utilizaron diferentes reacciones para analizar la identificacion de compuestos de metabolismo secundario, asi como la
determinacion de la actividad antioxidante mediante la captura del radical libre de DPPH. Después de eliminar el alcohol por
evaporacion rotatoria, se realizaron pruebas de citotoxicidad (hemdlisis) in vitro en una solucion glicosilada (5%) de glébulos
rojos (4%) a diferentes concentraciones del extracto (0,5%, 1% y 1,5%). Resultados: Los analisis fitoquimicos cualitativos
identificaron la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides, taninos genéricos y cumarinas. La evaluacion de los compuestos
terpenoides mostro la presencia de saponinas y la ausencia de sesquiterpenos y triterpenos. Los alcaloides fueron detectados
por las reacciones de Bouchardat, Dragendorff, Mayer y Sheibler. Los estudios han demostrado que el extracto crudo de Spondia
dulcis tiene una alta capacidad antioxidante (71%). En el ensayo de hemdlisis, la citotoxicidad fue baja a concentraciones de
0,5% y 1% vy relativa a concentraciones de 1,5%. Conclusidn: El extracto alcohdlico crudo de Spondia dulcis contiene
compuestos bioactivos antiinflamatorios, alta capacidad antioxidante y baja citotoxicidad hasta una concentracion de 1,5% con
potencial de aplicacion farmacoldgica.

Palabras clave: Fitoterapicos. Spondias dulcis. Extractos crudos. Antioxidantes.

INTRODUCAO caja-manga, com componentes bioativos de perfil anti-

Os farmacos anti-inflamatérios podem reduzir a inflamatorio e antitumoral que tém sido estudados em

incidéncia de diversas doencas infecciosas, inflamatdrias, frutos e folhas para propostas de formulagoes de

, ., 3 6 i
como também carcinégenasl. Nesse contexto, o0s farmacos®. Estudos com a casca e folhas da Spondia

extratos bioativos naturais como os terpenos e dulcis identificou 98 compostos de metabdlicos

flavonoides que apresentam muitas propriedades, entre secundarios, dentre eles: taninos, flavonoides e

o . o . . . ides6? ivi
elas, reducio da inflamacgo, estimulacio do sistema alcaloides®’. OQutros estudos mostraram atividades

imune, modulacio de enzimas detoxificantes e do antimicrobiana e antioxidantes, como também nao

citotdxicas para extratos metandlico da fruta da Spondia
aulcis®.

metabolismo de esteroides?, podem representar uma

possibilidade de tratamento preventivo dessas doengas.

0 uso de plantas medicinais pela populacio em No entanto, ha interesse em aprofundar ainda

geral como terapia alternativa para tratar muitas mais o conhecimento do perfil dos compostos dessa

doengas é secular. Contudo, o interesse cientifico em planta, sendo importante o conjunto das informagGes

comprovar a eficicia das ervas medicinais e desenvolver sobre suas potencialidades, que permitam sua utilizagdo

fitoterapicos aumentou significativamente em todo o medicinal de forma segura. Diante deste cenario, o

mundo nos Gltimos anos3. Varias plantas na forma de seguinte estudo realizou analises fitoquimicas do extrato

extratos, decoccio ou Oleos essenciais (OE) sdo alcodlico bruto das folhas da Spondia dulcis, bem como

indicadas na medicina popular como anti-inflamatérias, a avaliacao antioxidante e de citoxicidade como forma de

contribuir para o estudo de suas possiveis propriedades

antimicrobianas, cicatrizantes, antioxidantes e

antitumorais34. No Brasil, a utilizacgio de plantas farmacologicas.

medicinais no tratamento de diferentes condigOes

clinicas é uma pratica comum: e, atualmente, alguns MATERIAL E METODO

medicamentos fitoterapicos estdo disponiveis na rede
farmacéutica e nas instituicoes de saude*®, o que
estimula o desenvolvimento de novas investigacoes
sobre a eficacia de fitoterdpicos como alternativas
terapéuticas ou adjuvantes no tratamento de diferentes
doencas.

Nesse cenario, podemos citar a Spondia dulcis,

nativa da América latina e popularmente conhecida como

Obtencao e padronizagao do extrato alcodlico

As folhas de Spondias dulcis, (exsicatas
depositadas no  herbario IRINA  DELANOVA
GEMTCHUINICOV (BOTU) nUmero: 34710) foram
obtidas do Centro Universitario Padre Albino, de
Catanduva-SP, Brasi, em margo de 2019.
Posteriormente, foram lavadas e secas a sombra em

temperatura ambiente, durante 15 dias, para sua
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completa dessecacao.

Os extratos brutos foram obtidos por
percolagao com o uso de 20 g das folhas trituradas em
100 ml de alcool de cereais. Os extratos brutos
permaneceram em recipientes fechados, sem
interferéncia de luz externa, durante uma semana. Apos
esse periodo, foram filtrados pelo gotejamento por
esgotamento 3 vezes no baldo de filtracdo e realizadas
as analises de padronizacdo, por meio de diferentes
reacoes para as andlises de identificacdo de seus
componentes fitoquimicos®. Apds, os extratos brutos
foram levados ao rotaevaporador para a retirada da
porcdo alcodlica e, entdo, ressuspendidos em agua em
diferentes concentracbes para as andlises de
citotoxicidade.

Identificacdo de taninos totais e taninos
especificos

A identificacdo de taninos totais foi realizada
por meio das reagdes com Acetato de Chumbo e Acetato
de Cobre. Na reacdo com Acetato Neutro de Chumbo,
em tubo de ensaio, foi diluido 1 ml da solucdo extrativa
a uma proporgao 1:5, na qual foram adicionadas 2 gotas
de solucao aquosa de Acetato Neutro de Chumbo a 10%.
Para a reagao com Acetato de Cobre, em tubo de ensaio,
foi adicionado 1 ml da solucdo extrativa diluida na
proporcao de 1:5 e 2 gotas de solugdo de Acetato de
Cobre a 5%!10 Os taninos especificos como cumarina

também foram identificados.

Identificacao de saponinas

As saponinas foram identificadas por meio da
reacdo por agitagdo. Em um tubo de ensaio foi
adicionado 1 ml da solugdo extrativa, submetida a

agitacdo por um minuto??.

Identificacao de flavonoides

A presenga de flavonoides foi pesquisada por
meio da reagdo com Hidrdxido de Sddio. Nessa reagdo,
em tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da solucdao
extrativa e 5 ml de agua destilada, na proporcdo de 1:5.
Em seguida, 1 ml dessa mistura foi descartado e, ao
conteldo restante, foram adicionadas, pela parede do
tubo, 2 gotas de hidréxido de sddio (NaOH) a 5%.

Identificacdo de alcaloides

Para a identificacdo de alcaloides, os reagentes
de Bourchardat, Mayer e Dragendorff foram preparados
previamente de acordo com o preconizado pela
Sociedade Brasileira de Farmacognosia'2. Para a reacdo
de Bourchardat, em tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml
da solugdo extrativa, 1 ml de agua destilada e 5 gotas do
reagente de Bourchardat. No desenvolvimento da reacao
de Mayer, em tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da
solucdo extrativa, 1 ml de agua destilada e 5 gotas do
reagente de Mayer. Para a reacdao de Dragendorff, em
tubo de ensaio, foi adicionado 1 ml da solugao extrativa,
1 ml de agua destilada e 5 gotas do reagente de
Dragendorff.

Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi
determinada pela capacidade de sequestro de radicais
livres com o uso de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).
Ap0s adicdo de solugdo de DPPH a 2,4 mg/100 mL, a
amostra foi mantida ao abrigo da luz durante 30 minutos
para posterior leitura em espectrofotdometro a 520 nm. A
atividade antioxidante é expressa como o percentual de
inibicdo do radical DPPH (AA%) e em termos de CE50
(concentracdo minima necessaria para o antioxidante
reduzir em 50% da concentracao inicial do DPPH). As

determinagOes foram realizadas em triplicata314,

Avaliagoes de citotoxicidade in vitro

A avaliacdo de citotoxicidade /in vitro'>16 foi
realizada com suspens@es de 1 ml de hemacias nas quais
foram adicionados 1 ml de concentracdes crescentes
(0,5%, 1% e 1,5%) dos extratos diluidos em solucdo
glicosilada. Para o controle negativo foi colocado 1 ml da
suspensado de hemacias em tubo de ensaio e adicionado
1 ml da solugdo glicosilada. Para o controle positivo foi
colocado 1 ml da suspensdo de hemaécias em tubo de
ensaio e 1 ml de Triton. A leitura da absorbancia em 540

nm foi realizada em espectofotometro.
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RESULTADOS

Identificacao de compostos fitoquimicos
Identificagdo de taninos totais (Acetato de
Chumbo e Acetato de Cobre) e taninos especificos
(Acetato de chumbo e Acido Acético Glacial,
Reativo de Wasicky)

Na reacdo com Acetato de chumbo a 10%,
houve formacao de precipitado castanho avermelhado,
evidenciando a presenca de taninos totais.
Diferentemente, na reacdao com Acetato de cobre a 5%,
nao houve formacdao de precipitado castanho
avermelhado. A auséncia de tal precipitado demonstra
auséncia de taninos para esse reagente (Tabela 1).

A presenca de taninos galicos foi confirmada
pela formacdo de precipitado castanho avermelhado
apenas na reacao para identificacdo de cumarina,
enquanto na reagdo com o Reativo de Wasicky, ndo foi
possivel evidenciar a presenca de taninos catequinicos

(Tabela 1).

Tabela 1 - Fitoquimica para identificagdo e caracterizagdo do extrato
bruto de folhas de caja-manga

Reativos Fitoquimico Presencga
Spondia
dulcis
(caja-
manga)
Acetato de Cobre Taninos Gerais -
Acetato Neutro de Chumbo Taninos Gerais +
Acetato de chumbo + Acido Taninos galicos +
Acético Glacial
Reativo de Wasicky Taninos -
catequimicos
Agitagdo Saponinas +
Hidréxido de Sédio Flavonoides +
Reagente de Bourchardat Alcaloides +
Reagente de Dragendorff Alcaloides +
Reagente de Mayer Alcaloides +

Identificacdo de saponinas (reacao por agitacao)
Na reagdo por agitacdo do frasco, houve a
formacdo de espuma, evidenciando a presenca de

saponinas no extrato bruto de Spondias dulcis (Tabela 1).

Identificacdo de flavonoides (Cloreto Férrico,
Hidroxido de Sodio)

A presenca de flavonoides foi confirmada pela
reacdo da solucdo extrativa diluida e o NaOH, com o
aparecimento de cor entre verde, amarelo-castanho e
violeta, para a comprovacao dos compostos. Contudo, a

reagao de Shinoda foi negativa para o extrato (Tabela 1).

Identificacdo de alcaloides (Bourchardat, Mayer,
Dragendorff)

A busca por alcaloides foi feita pelos reagentes
Bouchardat, Mayer e Dragendoff. Nessas reacOes foi
observada a mudancga esperada para a presenca de
alcaloides para o extrato da caja-manga (Tabela 1).

Capacidade antioxidante

A andlise da atividade antioxidante do extrato
foi determinada pela capacidade de sequestro de radicais
livres com o uso de DPPH. Os estudos demonstraram que
0 extrato bruto das folhas de caja-manga apresenta

atividade antioxidante de 71%.

Avaliagoes de citotoxicidade in vitro

Os estudos de citotoxicidade /n vitro mostraram
baixa citotoxicidade do extrato do caja-manga na
dosagem de 0,5% e 1%, citotoxicidade relativa na
dosagem de 1,5% e potencialmente citotoxica acima

dessa concentragdo (Tabela 2 e Grafico 1, Figura 1).

Tabela 2 — Teste de hemdlise com analise por espectrofotometro

Absorbancia
8. dulcis
(caja-manga)

Concentracao do
extrato bruto

CN 0.018
CpP 2.500
0,5% 0.079
1% 0.345
1,5% 0.695
2% 1.492
4% 1.940
8% 2.500

CN- Controle Negativo
CP-Controle Positivo
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Grafico 1 — Teste de hemolise
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Figura 1 - Andlises de citotoxicidade por Hemolise (/in vitro). Tubos da
esquerda para a direita: Controle negativo (PBS), Controle positivo (0.1%
Triton), diluigbes do extrato a 0,5%, 1%, 1,5%, 2%, 4% e 8%
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Controle Controle 0,5% 1% 1,5% 2% 4% 8%
negativo Positivo

Caja-manga

DISCUSSAO

A caracterizacdo e padronizagdo de extrato de
Spondia dulcis é importante para o conhecimento dos
compostos, além da descricdo do perfil de componentes
de metabdlicos secundarios e o estabelecimento de
dosagens seguras. Diante disso, procedemos as analises
fitoquimicas qualitativas e avaliacdo de citotoxicidade /in
vitro de extrato alcodlico bruto das folhas de caja-
manga.

Nossos resultados mostraram a presenca de
taninos, flavonoides e alcaloides, o que evidencia as
propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes do
extrato bruto do extrato, incluindo a saponina, como ja
observado em outros estudos®®. A capacidade
antioxidante elevada da solugdo extrativa da caja-manga
foi confirmada pela analise de DPPH. Nossas analises
corroboram com investigagdo anterior que avaliou a
capacidade antioxidante de extratos da fruta da Spondia
dulcis® e eliminagdo de radicais livres'’,

Os fitoquimicos presentes nas folhas de
diferentes espécies incluindo o género Spondia podem
encontrar aplicagdes para melhorar o funcionamento do
organismo e prevenir doengas gastrointestinais causadas
por microrganismos'819, principalmente pelos compostos

fendlicos, flavonoides e alcaloides!®20. Os carboidratos,

saponinas, taninos, alcaloides, fenodis, flavonoides,
peptideos e acetogeninas presentes no extrato da
Spondia dulcis mostraram perfis promissores como
agentes antitumorais, antioxidantes, antidiabetogénicos
e antiparasitarios®® . Em um estudo, o extrato da casca
da S. dulcis foi relacionado a inibicdo da genotoxicidade

e mutagenicidade?! individualmente ou em combinagdo,

com propriedades terapéuticas para  doengas
inflamatdrias cronicas e infecciosas.
Mesmo relacionados & inibicdo da

genotoxicidade e mutagenicidade?! como mostrou outro
estudo de extrato da casca da S. du/cis, individualmente
ou em combinacdo, mostraram também propriedades
terapéuticas para doengas inflamatdrias cronica,
infecciosas e doengas microbianas. Diante de todos os
achados, essas situagcGes enfatizam a importancia do
desenvolvimento de mais pesquisas para identificar e
quantificar a quantidade de fitoquimicos, bem como
determinar as doses a serem usadas em modelos in vivo,
na continuidade da caracterizacdo do extrato da S.

aulcis.

CONCLUSAO

Nossos dados mostraram a presenca de
compostos com atividades anti-inflamatérias e
antioxidantes nos extratos das folhas da caja-manga. O
extrato da Spondia dulcis nao apresenta citotoxicidade
em concentragdes até 1,5%, sendo considerado
citotdxico acima dessa concentracdo. Esses resultados
mostram perfil fitoquimico satisfatorio dos extratos de
folhas da caja-manga, o que estimula a continuidade dos

estudos sobre o uso terapéutico desse extrato.
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