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RESUMO

No decorrer da historia a utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de patologias se tornou um hébito,
porém muitas plantas ndo possuem seus efeitos colaterais ou tdxicos descritos na literatura. A planta Syzygium
malaccense (L.) Merr. & Perry, conhecido popularmente como jambeiro vermelho é amplamente utilizada pela
populagdo como diurético e no alivio de prurido, edemas e também no tratamento de inflamag@es. O presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotoxico dos extratos aquoso e etandlico de folhas secas da planta
Syzygium malaccense. Os ensaios utilizados foram o teste de letalidade aguda em Artemia salina Leach permitindo
que fosse definida concentracdo letal media e teste germinativo em bulbos de Allium cepa que permite avaliar a
citoxicidade, avaliando crescimento radicular. As folhas foram processadas para que o extrato aquoso e etanélico
fossem preparados nas diferentes concentrages 1000, 500, 250, 125 e 62,5 pg/mL. Os extratos aquoso e etandlico
da planta Syzygium malaccense apresentaram baixa toxicidade frente a Artemia salina quando expostos 24 horas
e toxicidade moderada quando expostos a 48 horas. Quando exposto a bulbos de Allium cepa o extrato etanélico
apresentou diferenca significativa em relacdo ao controle negativo nas concentrag¢fes de 1000, 500 e 250 pg/mL e
no extrato aquoso todas as concentracdes apresentaram diferenca significativa de crescimento radicular, mostrando
gue extrato aquoso pode apresentar maior toxicidade. Porém, mais estudos e com diferentes parametros devem ser
realizados, para afirmar a toxicidade uma vez que altas concentrages do S. malaccense apresentaram niveis de
toxidade.
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ABSTRACT

Throughout history, the use of natural products for the treatment of pathologies has become a habit, but many plants do not
have their side effects or toxic described in the literature. The plant Syzygium malaccense (L.) Merr. & Perry, popularly
known as jambeiro vermelho is widely used by the population as a diuretic and in relieving itching, edema and also in the
treatment of inflammation. The present study aimed to evaluate the cytotoxic effect of aqueous and ethanolic extracts of
dry leaves of the Syzygium malaccense plant. The tests used were the acute lethality test in Artemia salina Leach, allowing
a mean lethal concentration and germination test to be defined in Allium cepa bulbs, which allows the evaluation of
cytotoxicity by evaluating root growth. The leaves were processed so that the aqueous and ethanolic extract were prepared
at the different concentrations 1000, 500, 250, 125 and 62.5 pg / ml. The aqueous and ethanolic extracts of the Syzygium
malaccense plant presented low toxicity to Artemia salina when exposed to 24 hours and moderate toxicity when exposed
to 48 hours. When exposed to Allium cepa bulbs, the ethanolic extract presented a significant difference in relation to the
negative control at the concentrations of 1000, 500 and 250 pg / mL and in the aqueous extract all concentrations showed
a significant difference of root growth, showing that the aqueous extract may present higher toxicity. However, further
studies and with different parameters should be performed to affirm toxicity since high concentrations of S. malaccense
presented levels of toxicity.
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1. INTRODUCAO

No decorrer da histdria a utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de patologias
se tornou um habito [1]. Sendo descrita ha pelo menos 2800 a.C. até os dias atuais. Segundo a
organizacdo mundial das nac¢Ges unidas cerca de 80% da populacdo mundial utiliza produtos
naturais para o tratamento de patologias e 65% da populacdo de paises em desenvolvimento
possuem como Unica forma de acesso a salde o uso de plantas medicinais [2,3]. As plantas
medicinais geralmente sdo utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades, como
inflamacGes, tumores, ativacdo imunoldgica, infec¢bes no ouvido, tosse, disenteria, vaginite,
analgeésico, diabetes, hipertensdo, ansiedade e dentre outras [4,5].

A familia Myrtaceae, possui cerca de 80 géneros, com quase 3000 espécies tanto de
arvores quanto arbustos, tendo como exemplo Psidium guajava L. (goiaba), Eugenia uniflora
L. (pitanga), Campomanesia xanthocarpa O. Berg. (gabiroba), Plinia trunciflora O. Berg
Kausel (jabuticaba), Eugenia jambolana Lam (jambol&o) e Syzygium malaccense (jambo
vermelho), sendo o género Syzygium o maior da familia, compreendendo quase 500 espécies,
tendo aproximadamente 400 espalhadas pelo Brasil [6,7].

O Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M. Perry (S. malaccense), é uma arvore da
familia Myrtaceae popularmente denominado como jambeiro vermelho, tem origem na regiéo
da Asia Meridional/Sudeste Asiatico, encontrado no Brasil na regido Norte, Nordeste e em
regides quentes do Sul e Sudeste. Podendo atingir até quinze metros de comprimento com
tronco reto e grandes folhas, seus frutos sdo suculentos; de polpa esbranquicada e casca
avermelhada, lisa e cerosa; contendo uma unica semente [6,8].

Diferentes partes do S. malaccense sdo utilizadas na medicina popular. Extratos de
frutos, cascas, sementes, e folhas mostraram variacdes na atividade antimicrobiana, como os
frutos sem sementes obtiveram efeito moderado contra a bactéria Escherichia coli e extratos de
cascas e folhas demonstraram atividade contra Shigella paradis [9]. Ja as raizes sdo utilizadas
como diurético e no alivio de prurido e edemas, enquanto as folhas séo amplamente utilizadas
no tratamento de inflamacGes [9] e diabetes [10]. A presenca de terpenos, flavonoides,
esteroides, agUcares redutores, proantocianidinas, &cido galico e taninos hidrolisdveis nos
extratos tanto de folhas, frutos, sementes e cascas confirmam a propriedade farmacéutica dos

extratos [7].
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A importancia da utilizacdo de varios tipos de extratos é justificada, devido a alteracéo
na liberacdo de diferentes substancias em diferentes extratos como foi descrito em extratos
aquosos de folhas do S. malaccense, o qual é possivel extrair flavonoides, aclcares redutores,
proantocianidinas, taninos, monoterpenos e sesquiterpenos e nos extratos de etandlicos
apresentam taninos, saponinas, alcaloides, flavonoides, triterpendides e heterosideos em geral
[7, 8, 11]. A presenca de alguns compostos naturais em extratos pode apresentar toxicidade ao
usuario e ao meio ambiente. Estudos de toxicidade podem revelar o tempo e/ou a concentracao
em que o material em estudo é potencialmente prejudicial e/ou benéfico a saude [12, 13]

Um dos testes empregados que permite avaliar o efeito toxico é o ensaio com 0s
microcrustaceos Artemia salina. Teste de facil acesso e simples de realizar., onde organismo da
Artemia salina é usado para monitorar a citotoxicidade por concentracdo letal média (CL50),
sendo consideradas toxicas ou ativas, substancias que matarem 50% da populacdo em uma
concentracéo teste abaixo de 1000 pg/mL, podendo ser classificada como toxicidade baixa,
média e alta [14, 15]. Além de ser utilizada para avaliar a presenca de metais pesados, pesticidas
e toxinas [6].

O teste com Allium cepa é muito difundido na pesquisa pela sua capacidade de avaliar
a citotoxicidade e mutagenicidade/genotoxicidade de extratos de plantas e outras substancias e
principalmente por ser de féacil acesso [16]. O bulbo do vegetal é mantido em contato direto
com a substancia testada, permitindo que o crescimento germinativo e a morfologia celular
sejam analisados [17, 18, 19, 20; 21]. O Allium cepa é uma espécie bioindicadora eficiente para
monitorar a toxicidade por oferecer parametros macroscopicos durante o periodo germinativo
do crescimento radicular, onde pode ser analisando a mudanca de cor, formato, textura,
espessura e comprimento das radiculas [18, 22, 23].

O presente estudo teve como objetivo avaliar a citotoxicidade dos extratos aquoso e
etanolico de folhas secas da planta Syzygium malaccense utilizando o0s organismos testes Allium

cepa e Artemia salina

2. MATERIAL E METODOS

2.1. COLETA DAS PLANTAS E PREPARO DOS EXTRATOS

Em setembro de 2017 no municipio de Ji-Parana, Rondonia, Brasil, Latitude 10°51°48.53”S ¢

Longitude 61°57°36.53” foram coletadas a folhas das plantas utilizadas na pesquisa. O material
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estd registrado como o exemplar n° 251 no herbario Anténio Dalla Martha do Centro
Universitario de Ji-Parana.

As folhas foram lavadas, embaladas em sacos de papel e secas em estufa a 45 °C por 72 horas.
Foram trituradas em moinho de facas modelo Wiley e acondicionadas em frascos de vidro
estereis, sem presenca de luz e umidade [7].

Para a obtencdo do extrato aquoso o procedimento com adaptacdo descrito por Di
Giacomo et al. (2015) foi utilizado, a qual foi utilizado 250 g de folhas secas e trituradas com
1 L de &gua destilada e foi aquecido a 80 °C em banho maria por 1 hora [24].

O extrato etanolico foi preparado de acordo com o procedimento descrito por Lima
(2006), com adaptac0es, sendo adicionado em um Erlenmeyer 250 g de folhas secas e trituradas
e 1 L de etanol PA 95 %, armazenados por sete dias. [25]

Para a obter os extratos bruto, tanto o etanolico quanto o aquoso, o0s extratos foram
filtrados em filtro de papel e evaporados em recipientes de vidro a 45 °C por 72 horas. Os
extratos foram devidamente armazenados a 4 °C até a realizacdo dos experimentos. Todos 0s
procedimentos de manuseio dos extratos foram realizados em auséncia de luz para evitar a

degradacdo de compostos fotossensiveis [24, 25].

2.2. BIOENSAIO DE LETALIDADE EM ARTEMIA SALINA

O teste de toxicidade utilizando Artemia salina utilizado foi descrito por Meyer et al.
(1982) com adaptagdes. Os ovos dos microcrustaceos foram inseridos em uma solucéo de sal
marinho na concentracdo de 35 g.L-1 (pH 8,0 — 9,0) e foram mantidos submersos durante o
periodo de 48 horas em temperatura de 25°C com constante aera¢do utilizando uma bomba de
ar para aquario Sarlo S300 127V.

Seguindo a metodologia de Meyer et al. (1982) a concentragéo inicial recomendada ¢é de
1000 pg/mL, tendo em vista que concentracbes maiores sdo consideradas inativas
biologicamente. Sendo assim, foram utilizadas as concentra¢6es de 1000, 500, 250, 125, 62,5
em triplicata. Preparados através de dilui¢do seriada em razdo de dois [15].

Em tubos de ensaio com 2 mL de solugéo salina a 2% de DMSO e 3mL dilui¢cdo dos
respectivos extratos foram acrescentados 10 nauplios de A. salina. Como controle negativo
(CN) foi utilizado solucéo salina a 2% de DMSO e como controle positivo (CP) dicromato de
potassio a 0,1% [26]
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Para obtencdo dos resultados, foram contabilizados os animais imdveis no tempo de 24 e
48 horas de imerséo nos extratos com as diferentes concentragcfes. Os calculos de porcentagem

seguiram a descri¢cdo de Candido et al. (2017) representados na figura 1. [27]

%eMortalidade = (Teste — Média de mortos do CN) X 100
Media de mortos do CP |

Figura 1. Férmula para célculo de % Mortalidade descrita por Candido et. al. 2017.

Fonte: Arquivo Pessoal

A concentracdo letal média (CL50) foi calculada com base na equacdo da reta obtida
pela regressdo linear, considerando a correlagdo do logaritmo das concentracbes e a
porcentagem de mortalidade. Ao valor de y (ordenadas) foi atribuido a metade das mortes
maximas possiveis (n/2), ao resultado de x obtido (abscissas), onde foi aplicado o antilogaritmo,
resultando no valor final da CL50 [28, 29].

2.3. ANALISE DE CITOTOXICIDADE EM ALLIUM CEPA

Nos testes de citotoxicidade de Allium cepa foi utilizado o procedimento descrito por
Cuchiara (2012) com adaptacdes, tendo sido escolhidas cebolas pequenas, uniformes, saudaveis
e ndo estando germinadas. Para eliminacdo de substancias que pudessem afetar o crescimento
das raizes, as cebolas foram expostas por duas horas em agua [16].

As concentragdes utilizadas foram as mesmas utilizadas nos testes da A. salina, tendo a
primeira diluicdo 1000 pg para cada mL de agua, com 0,5% de DMSO. Sendo diluidos em
razdo de 2 até a concentracdo de 62,5 pg/mL. Como controle negativo foi utilizada agua
destilada e controle positivo sulfato de cobre na concentragéo de 0,0006 mg/L [30, 31].

Para cada concentracao utilizou-se 7 unidades de cebola, sendo colocadas para germinar
com os bulbos em contato com o0s extratos nas respectivas concentra¢des, durante um periodo
de 72 horas a temperatura de 25°C. Posteriormente os meristemas foram cortados na base do
bulbo com auxilio de um bisturi e medidos utilizando uma régua milimetrada.

As analises dos resultados foram realizadas pelo software Graphpad Prism 5.01 por meio
da analise de variancia ANOVA, seguida do Teste de Tukey considerando os resultados

significativos para p<0,05.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados do teste de toxicidade aguda com o extrato aquoso e
do extrato etanolico das folhas de S. malaccense nos tempos de exposi¢édo de 24 e 48 h. Pode-
se observar que a concentra¢do de 1000 pg/mL causou a morte de todos os individuos ja nas
primeiras 24 h no extrato aquoso, enquanto que utilizando o extrato etandlico obteve 83,3% de
morte. A concentracdo de 500 pg/mL de ambos extratos registrou mais de 50% de mortes apos
48 h de exposicdo, 53,3% e 70%, respectivamente. Nenhuma outra concentracdo atingiu 50%
de mortalidade. A concentracdo letal calculada no extrato aquoso em 24 horas foi de 537
pg/mL, e em 48 horas a CL50 foi de 309 pg/mL, demonstrando que o extrato aquoso é toxico,
uma vez que se enquadrou nos parametros descritos por Meyer e colaboradores (1982), que
descreve a toxicidade positiva quando a CL50 se encontra abaixo de 1000 pug/mL. Para o extrato
etandlico foi calculada em 24 horas uma CL50 de 562,34 pg/mL, e em 48 horas foi de 204,17
pg/mL é toxico [15].

Tabela 1. Porcentagem de mortalidade de A. salina utilizando diferentes concentragdes do extrato aquoso de S.

malaccense em 24 e 48 horas de exposicao. Os resultados foram obtidos em regressao linear.

"

~ 24 HORAS 48 HORAS
CONCENTRACOES DOS EXTRATOS (ug/mL) - -
MEDIA MORTOS (%) MEDIA MORTOS (%)

1000 10 £ 0,00 100 10 = 0,00 100

500 1,67 0,57 16.6 533+1,53 53.3

AQUOSO 250 1 =0,00 10 4+ 1,00 40
125 0,67 £ 0,58 6,6 1,67+ 1,15 13,3

62,5 0= 0,00 0 1 +0,00 10

1000 8.33 £ 2,00 83,3 10 = 0,00 100

500 3+ 1,00 30,0 7+1,73 70
ETANOLICO 250 1,67 +0,58 16.6 433+1,15 433
125 1 0,00 10,0 3.67+1,15 36,6
62,5 0 = 0,00 0 2,67+0,58 26,6

Segundo Nguta e colaboradores (2012) os ensaios com A. Salina sdo classificados seguindo os
seguintes parametros: CL50 menor que 100 pg/mL alta atividade toxicoldgica, entre 100 e 500
pug/mL moderada atividade toxicoldgica, 500 a 1000 pg/mL fraca atividade toxicoldgica e
acima de 1000 pg/mL ndo toxicos. Os extratos aquoso e etandlico das folhas secas de S.
malaccense apresentaram baixa toxicidade contra A. salina em 24 horas de exposi¢do. Quando
a exposicédo foi pelo periodo de 48 horas, os extratos foram caracterizados como toxicidade
moderada [32].
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A figura 2 demonstra o crescimento radicular em Allium cepa apds ser exposto aos
extratos aquoso (figura 2A) e extrato etandlico (Figura 2B). Utilizando o extrato aquoso pode-
se observar uma diferenca entre as médias de crescimento radicular nas concentracdes de 250,
500 ¢ 1000 pg/mL, variando de 0,6 a 0,3 cm, em relagdo ao crescimento nas concentracfes de
62,5 ¢ 125 ng/mL, 1,55 e 1,48 cm, respectivamente. Porém, de acordo com a analise estatistica
ndo existe diferenca significativa entre os resultados obtidos nas 5 concentragOes testadas e
quando comparados com o controle negativo, todas as concentragfes obtiveram diferenca
significativa (p<0,0001).

Nos resultados utilizando o extrato etandlico (figura 2B) observa-se que as
concentracdes de 1000, 500 e 250 pg/mL, apresentou crescimento radicular médio variando de
0,33 a 0,98 cm, obtendo diferenca significativa quando comparados com o controle negativo,
que teve média de crescimento radicular de aproximadamente 1,90 + 0,18 cm, demonstrando
que as altas concentragdes apresentam inibicdo no crescimento radicular. As concentragdes de,
125 e 62,5 pg/mL obtiveram crescimento radicular médio de 1,89 e 1,94 cm, respectivamente,
ndo havendo diferenca significativa em relacdo ao CN.

Os resultados apresentados demonstram que tanto no extrato aquoso quanto no etanolico
as concentracdes de 1000 pg/mL e 500 pg/mL ndo apresentaram diferenca em relagdo ao
controle positivo, as demais concentracOes apresentaram diferenca altamente significativa
(p<0,0001).

2.69 A 2.5+ B

2.0

209 ==
*kk seddk

1.54 —_—

1.5+

*kk

1.0 1.04
*kk

0.54 k% FTT 3

miniBing B RINININI=INIn

o ) & o ®
A S RS o

Média do crescimento radicular
{cm)

Média do crescimento radicular
(cm)

Concentragdes pg/mL Concentragdes ng/mL

Figura 2. Média de crescimento radicular de A. cepa em exposic¢ao ao extrato aquoso(A) e extrato etandlico (B)
das folhas de S. malaccense. ***p<0,0001 pelo método de Tukey (One Way ANOVA).

Fonte: Arquivo pessoal

A diferenca de toxicidade entre os extratos frente a Artemia Salina e Allium cepa existe,

uma vez que o extrato etanolico possui polaridade diferente do extrato aquoso, possuindo uma
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cadeia apolar e outra polar, permitindo que substancias hidrofébicas como os terpenos sejam
extraidos com maior eficiéncia no extrato etanolico e substancias com baixas polaridades sejam
extraidas com mais eficiéncia no extrato aquoso, justificando o maior indice de toxicidade do
extrato etanodlico frente aos nauplios e do extrato aquoso frente aos meristemas das cebolas [33,
34, 35, 36]. A presencga de 6leos essenciais na planta é indicativa de potentes compostos
citotoxicos como a classe dos terpenos, que interagem com membranas celular, o que provoca
despolarizacdo e permeabilizacdo, diminuindo a atividade enzimatica associada a membrana
[34, 35].

Souza (2016), no ensaio com A. salina em extratos aquoso e etandlicos com as folhas do
S. malaccense constatou a auséncia de toxicidade em 6 e 24 horas, o que ndo é demonstrado
nesse estudo, esse fato pode ocorrer pelo polimorfismo de algumas substancias em razéo de
fatores ambientais, tais como temperatura, umidade, duracdo e intensidade das radiacGes
solares; fatores edaficos e variabilidade genética (ROSA et al., 2016). A pesquisa de Souza foi
realizada no municipio da Bahia, regido com temperatura média de 27,8 °C e umidade de 81%,
jaem Ji-parana municipio local onde o presente estudo foi realizado apresenta uma temperatura
média de 24,5 °C e uma umidade de 88 %. O presente estudo em sua metodologia utilizou como
temperatura ambiente 25 °C, jA Souza apresentou a temperatura de 30 °C, podendo ter
interferido na toxicidade [34, 37, 38].

Os resultados apresentados no presente trabalho demonstraram uma diminui¢cdo no
crescimento radicular com o aumento da concentracdo dos extratos, tendo ainda o extrato
aquoso um indice de toxicidade mais elevado uma vez que todas as concentracdes apresentou
diferenga altamente significativa em relagdo ao controle negativo.

A toxicidade frente aos testes de Allium cepa pode ser correlacionada ao efeito
alelopatico de substancias encontradas nas folhas do S. malaccense, como flavonoides, terpenos
e Oleos essenciais. Uma vez que compostos quimicos que muitas vezes apresentam efeitos
genotoxicos e mutagénicos podem apresentar efeitos alelopaticos [39]. O efeito alelopatico é
descrito pela capacidade de uma planta liberar substancias obtendo efeito de sobre a outra
planta, que seja estimulante ou inibidora, por meio da producdo de compostos quimicos,
podendo alterar a germinacdo, desenvolvimento e/ou crescimento [36]. Plantas, com efeito,
antiproliferativo podem ser utilizadas como medicamento contra células cancerigenas, bem
como, serem adotadas como herbicidas naturais para o controle do crescimento de plantas

invasoras, podendo substituir herbicidas sintéticos [6, 40].
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As plantas produzem uma variedade de metabolitos secundérios relacionados ao
desenvolvimento e a protecdo contra predadores, patégenos e competicdo com outras plantas.
Esses compostos sdo responsaveis por atividades bioldgicas diversas e pode representar

importantes recursos terapéuticos e herbicidas naturais [28].

CONCLUSAO

Os extratos provenientes de folhas secas do S. malaccense apresentaram toxicidade
frente a A. salina e em raizes de Allium cepa caracterizando um efeito dose-dependente. Os
resultados apresentados neste estudo sugerem a necessidade da realizacdo de mais estudos
verificando as propriedades mutagénicas /genotdxicas e alelopatica, permitindo a contribuicéo
para o desenvolvimento de medicamentos contra diversas patologias. Além de obter uma

concentracdo segura para a populacéo que faz uso da planta.
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