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MASCULINAS DE Carica sp.

RESUMO

O uso plantas medicinais constitui-se em algo rotineiramente
praticado por grande parcela da populagdo como forma de
tratamento. O género Carica sp conhecido popularmente como
mamoeiro é uma das plantas utilizadas com finalidade terapéutica.
Frente a isso, 0 presente estudo teve como objetivo identificar os
metabolitos secundérios e avaliar as atividades citotoxica e
antibacteriana das flores masculinas de Carica sp. As flores
estudadas foram obtidas em uma feira livre do municipio de Ji-
Parand, Ronddnia. Para o estudo preparou-se 0s extratos aquoso e
hidrometandlico das flores frescas nas concentracdes de 500
mg/mL; 250 mg/mL, 125 mg/mL; 62,5 mg/mL e 31,25 mg/mL.
Logo apds, se realizou a identificagdo qualitativa dos
fitoquimicos, o teste de letalidade frente aos microcrustaceos
Artemia salina para determinacdo da dose letal 50 (DL50) e a
atividade antibacteriana frente as cepas de Shigella sp,
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Os resultados
demonstraram a presenca de flavonoides; cumarinas; saponinas;
antraquinonas; triterpenos e alcaloides. Com relagdo a
determinacgdo da citotoxicidade, observou-se 100% de letalidade
nas concentraces testadas, o que inviabilizou o célculo da DL50.
As flores analisadas apresentaram atividade antimicrobiana para
0os trés microrganismos estudados somente no extrato
hidrometandlico nas concentra¢des de 250 e 500mg/mL. Conclui-
se que as solucdes hidrometandlicas das flores do género Carica
sp apresentaram citotoxicidade seletiva para todas as espécies de
bactérias estudadas. No entanto, devido a diversidade de
fitoquimicos identificados, se sugere que o potencial bioldgico
continue a ser investigado considerando concentragBes e métodos
distintos.

Palavras-chave: Prospecgdo. Metabdlitos secundéarios. Carica sp.
Artemia salina. Atividade antibacteriana.

PHYTOCHEMICAL STUDY AND
ANALYSIS OF THE CYTOTOXIC AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITIES OF
MALE FLOWERS OF Carica sp

ABSTRACT

The use of medicinal plants is something that is routinely
practiced by a large part of the population as a form of treatment.
The genus Carica sp popularly known as papaya is one of the
plants used for therapeutic purposes. The objective of this study
was to identify the secondary metabolites and to evaluate the
cytotoxic and antibacterial activities of the male flowers of Carica
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sp. The studied flowers were obtained in a free fair of the
municipality of Ji-Parana, Rondénia. For the study the aqueous
and hydromethanolic extracts of the fresh flowers were prepared
in concentrations of 500 mg / mL; 250 mg / mL, 125 mg / mL;
62.5 mg / mL and 31.25 mg / mL. After that, the qualitative
identification of the phytochemicals, the lethality test against
Artemia salina microcrustaceans to determine the lethal dose 50
(LD50) and the antibacterial activity against the strains of Shigella
sp, Escherichia coli and Staphylococcus aureus were carried out.
The results demonstrated the presence of flavonoids; coumarins;
saponins; anthraquinones; triterpenes and alkaloids. Regarding the
determination of cytotoxicity, 100% of lethality was observed at
the concentrations tested, which made the calculation of LD50
unfeasible. The analyzed flowers presented antimicrobial activity
for the three microorganisms studied only in the hydromethanolic
extract at concentrations of 250 and 500mg / mL. It was
concluded that the hydromethanolic solutions of the flowers of the
genus Carica sp presented selective cytotoxicity for all species of
bacteria studied. However, due to the diversity of phytochemicals
identified, it is suggested that the biological potential continue to
be investigated considering different concentrations and methods.

Keywords: Prospecting. Secondary metabolites. Carica sp.
Artemia salina. Antibacterial activity.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins
medicinais é uma pratica amplamente difundida
em todo o mundo, sendo empregadas no
tratamento das mais variadas doengas, bem como,
dos seus sintomas, desde os primordios e vem
resistindo ao longo do tempo (HALBERSTEIN,
2005; LUCA et al., 2014). No Brasil, essa pratica
é proveniente de uma mistura cultural dos povos
indigenas, portugueses e africanos que vem sendo
repassada de geracdo em geracdo (ALMASSY et
al., 2005; LIPORACCI; SIMAO, 2013).

Estudos demonstram que o consumo das
espécies vegetais ocorre rotineiramente na forma
de chés, cultivadas e colhidas pelo proprio
usuario ou pessoa proxima, outrora tambem é
observado o consumo de plantas secas trituradas

ou rasuradas, comercializadas em feiras livres e

estabelecimentos especializados em produtos
naturais (JUNIOR; PINTO, 2005; SILVA;
SOUZA, 2007; OLIVEIRA; LUCENA, 2015;
COSTA; MARINHO, 2016). Sua aplicacdo é
realizada por meio de diferentes preparacoes,
como extratos brutos, infusdes e emplastos;
entretanto, sucede de forma empirica, sem algum
conhecimento cientifico que certifigue sua
eficacia (LOPEZ, 2010). Sendo assim, existe a
possibilidade do risco de exposicdo aos
compostos toxicos inerentes necessitando de
estudos investigativos (AGRA et al., 2007).
Dentre as plantas utilizadas, estdo as do
género Carica sp. popularmente conhecido como
mamoeiro, que pertencem a familia Caricaceae
que sdo abundantemente distribuidas em regides
tropicais e subtropicais, sendo o mamé&o um fruto

de importancia econémica (CANINI et al., 2007;
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TAVARES, 2007). Além de ser utilizado para
algumas finalidades terapéuticas. Na literatura é
possivel verificar a relacdo das diversas partes
desta planta (fruta, semente e folhas) com as
atividades anti-protozoaria, anti-helmintica e
antibacteriana; com acfes anti-inflamatorias,
laxantes e abortivas, além dos efeitos analgésicos
e da indicacdo para o tratamento da asma
(KERMANSHAI et al., 2001; BATATINHA et
al., 2004; KAO, 2010; OWOYELE et al., 2008;
OLOYEDE, 2005).

Diante do exposto, o presente estudo teve
como objetivo identificar 0s metabdlitos
secundarios, avaliar a citotoxicidade e a atividade

antibacteriana das flores do género Carica sp.

METODOLOGIA

As flores masculinas frescas de Carica sp.
foram obtidas em uma feira-livre localizada no
municipio de Ji-Parand, estado de Rondbnia.
Apobs a aquisicdo o material foi acondicionado e
transportado para o laboratdrio de Fitoguimica do
Centro Universitario Luterano de Ji-Parana
(CEULJI/ULBRA).

Os extratos aquosos foram preparados
pela técnica de infusdo (90£2°C) onde, para 0s
testes realizados utilizou-se as concentracfes de
500 mg/mL; 250 mg/mL, 125 mg/mL; 62,5
mg/mL e 31,25 mg/mL. No teste de atividade
antimicrobiana também se utilizou os extratos
hidrometanolicos (80%) nas mesmas

concentragdes do extrato aquoso.

Identificacdo de metabdlitos secundarios

A identificacdo dos  compostos
secundarios do extrato aquoso das flores de
Carica sp foi realizada de maneira qualitativa
baseada nos principios colorimétricos seguindo as
metodologias  reconhecidas. Os  compostos
pesquisados foram: Alcaloides, Flavonoides,
Triterpenos (RADI; TERRONES, 2007), Taninos,
Antraquinonas (RODRIGUES et al, 2009),
Saponinas, Cumarinas volateis (WAGNER,;
BLADT, 1996) e Auronas e Chalconas (PAECH;

TRACCEY, 1955).

Citotoxicidade

Foi utilizado o teste de letalidade frente
ao  microcrusticeo  Artemia salina  para
determinagdo da atividade citotoxica (MEYER et
al., 1982).

A partir do extrato inicial (500 mg/mL),
realizou-se as diluicbes do mesmo em solucdo de
Cloreto de Sodio (NaCl 3,5%), para obtengéo das
concentragbes  pre-estabelecidas. Em  tubos
contendo 5mL de cada diluicdo a ser testada,
foram adicionados 10 naupilos de A. salina. Para
0 controle negativo utilizou-se apenas a solucéo
de NaCl (3,5%). ApGs 24h realizou-se a contagem
dos microcrustaceos mortos e vivos para
determinagdo da dose letal mediana (DLs)
(CARVALHO et al., 2009).

Para interpretacdo dos resultados utilizou-
se o descrito por Mayer et al. (1982) que
classifica as amostras que apresentarem DL50 <
1000 pg/mL como toxicas ou ativas, e as que
apresentarem DL50 >1000 pg/mL como atoxicas

ou inativas.
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Atividade antimicrobiana

O teste de atividade antibacteriana foi
realizado utilizando os seguintes microrganismos:
Shigella sp, Escherichia coli (ATTC 1809) e
Staphylococcus aureus (ATCC 2494).

Foram preparados discos de papel filtro
estéril de 6mm e inoculado nestes 10 uL dos
extratos aquosos e hidrometandlicos das flores
frescas de Carica sp. nas concentracdes pré-
estabelecidas (500 mg/mL; 250 mg/mL, 125
mg/mL; 62,5 mg/mL e 31,25 mg/mL) sendo
posteriormente deixados no dissecador por 48
horas (RABANAL et al., 2002; KARAMAN et
al., 2003)

Para a deteccdo da possivel atividade
antimicrobiana dos extratos, em placas contendo
agar Mueller Hinton foram inoculadas as
suspencBes bacterianas (0,5 na escala de
MacFarland), adicionando em seguida os discos
com o0s extratos, sendo essas placas
posteriormente incubadas em estufa por 24h a 37
°C, onde, apds esse periodo mediu-se os halos
formados. De acordo com De-Bona et al. (2014),
a formacdo de halos de inibigdo superiores a 6mm
de diametro indica positividade para a atividade
antimicrobiana.

Como controle positivo utilizou-se
ciprofloxacino 5ug, ceftriaxona 30ug,
amoxicilina/acido clavulédnico 30 ug, para
Shigella sp, Escherichia coli, Staphylococcus

aureus respectivamente.

RESULTADOS e DISCUSSAO

A Tabela 1 demonstra os resultados

obtidos na pesquisa de metabdlitos secundarios,

verifica-se que dentre as classes investigadas
somente taninos, chalconas e auronas ndo foram

encontradas.

Tabela 1 — Prospecgdo fitoquimica em infusdes de

flores de Carica sp.

Metabolitos Secundarios Resultados
Flavonoides +
Taninos -
Cumarinas +
Saponinas +
Antraquinonas +
Triterpenos +
Alcaldides +

Chalconas e Auronas -

Fonte: Os autores.

As plantas medicinais apresentam grande
potencial como alternativa no fornecimento de
novos farmacos para a Indistria Farmacéutica,
tendo em vista que seu arsenal de drogas deve ser
constantemente renovado e ampliado, portanto
justifica-se a investigacdo e a ampliagdo do
conhecimento sobre fitoquimicos (LUISIANE,
2011).

Cada uma das classes de metabdlitos
estudadas inclui compostos que apresentam
diversas atividades bioldgicas, os flavonoides, por
exemplo, apresentam acdo antialérgica, antiviral,
anti-inflamatéria, vasodilatadora, cicatrizante e
outras relatadas na literatura (LIMA; BEZERRA,
2012; MACHADO et al., 2008).

As saponinas apresentam reconhecido
efeito antioxidante, atividades citotoxica e
antimicrobiana, da mesma forma como o0s
triterpenos (SIMOES et al., 2010; MACHADO et
al., 2010).

As cumarinas estdo relacionadas com
acdo antitumoral (RAJ et al., 2001; BABA et al.,
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2002; BOCCA et al., 2002; AKIHISA et al.,
2003; ITO et al., 2003; ZHANG et al., 2003),
antidepressiva (SINGH et al., 1992.), antiflngica
(SARDARI et al., 1999; KOKUBUN et al., 2003),
e antimicrobiana (KAYSER; KOLODJZIEJ,
1999; KAWASE et al., 2001; TADA et al., 2002),
engquanto que a principal atividade das
antraquinonas é sua capacidade laxante (SIMOES
etal., 2010).

Os alcaloides constituem uma classe de
compostos amplamente utilizados como agentes
medicinais devido a propriedades analgésicas,
antiespasmaodicas e antibacterianas (AYOOLA &
ADEYEYE, 2010).

Oloyede (2005) ao analisar a polpa do
mamao ndo maduro, evidenciou resultados
similares, como a presenca de cumarinas e
saponinas e a auséncia de taninos, no entanto,
para os alcaloides e antraquinonas os resultados
foram opostos aos encontrados no presente
estudo. Ja Ayoola et al. (2008) identificaram a
presenca de flavonoides, saponinas,
antraquinonas, triterpenos e alcaloides nas folhas
de Carica papaya.

A diversidade entre os resultados
encontrados pode ser explicada pelas diferentes
partes vegetais utilizadas, visto que a distribuicéo
dos fitoquimicos ndo ocorre de modo uniforme
(RICARDO, 2011). Além disso, fatores como a
estacdo do ano, incidéncia solar e tipo de solo,
dentre outros, influenciam diretamente na
producdo dos metabdlitos (BECHO et al., 2009;
SILVA Jr. et al., 2009).

Existe na populagéo o conceito erréneo de
que as plantas medicinais ndo oferecem riscos a
salude, uma vez que, alguns dos compostos
produzidos podem desencadear intoxicacdes e
agravos a salide. Nesse contexto, insere-se o teste
de letalidade com Artemia salina, amplamente
utilizado na exploracdo do potencial toxicoldgico
das plantas (COLOMBO et al., 2010; PEREIRA
etal., 2015).

No presente estudo, observou-se a
mortalidade de 100% dos nauplios de A. salina
para todas as diluicbes testadas, o que
inviabilizou o calculo da DLs,. A alta mortalidade
registrada sugere a toxicidade e aponta para a
necessidade de mais estudos empregando
concentragdes menores para a reprodutibilidade
da técnica (STEFANELLO, 2006 e PEREIRA et
al., 2015).

Tal evidéncia pode estar relacionada a
presenca de saponinas e triterpenos, uma vez que,
reconhecidamente se atribuem a essas classes
efeitos citotoxicos (SIMOES et al., 2010;
MACHADO et al., 2010).

Conforme demonstrado na Tabela 2,
verificou-se que os extratos hidrometandlicos
apresentaram atividade antimicrobiana em suas
maiores concentracdes frente aos microrganismos
resultados

testados, diferentemente dos

registrados para os infusos.
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Tabela 2. Didmetros dos halos de inibicdo (mm) das cepas testadas nas diferentes concentracBes (mg/mL) das

solucbes hidrometandlicas 80% (MetOH 80%) e aquosas (H,0).

MetOH 31, 62,

80% ) . 125 250 500 CP
S.areus - - - - 6,3+0,3* 12,3+0,6* 20,3+0,3*
E. coli - - - - 8,6+0,6* 10,6+0,6* 27,3+0,3*

Shiguela - - - 5+0,5* 8+1* 11,6+0,3* 23+0*

H,0
S.areus - - - - - - 20+0*
E. coli - - - - - - 29+0*

Shiguela - - - - - - 25+0*

CN=controle negativo, CP=controles positivos de S. aureus (amoxicilina/acido clavulanico 30 ug), E. coli
(ceftriaxona 30 ug) e Shiguela (ciprofloxacino 5 ug). *Aumento significativo em relagdo ao grupo CN (p<0,0001).
Teste ANOVA Two-Way seguido do teste de Dunnet de comparagdes multiplas. Atividade antimicrobiana a partir de

6 mm.

Portanto, por meio dos resultados

demonstrados no presente estudo, verifica-se que
somente as concentra¢des de 250 e 500 mg/mL
apresentaram atividade antimicrobiana para os
trés  microrganismos  testados,

0 que

provavelmente pode estar relacionado & presenca

de flavonoides (MACHADO et al., 2008),
cumarinas (SOUZA, 2005; DIAS, 2015),
triterpenos  (MACHADO et al, 2010) e

alcaloides (AYOOLA et al., 2010) encontrados,
visto que estes sdo descritos como responsaveis
por tal atividade.

Estudo semelhante realizado por
Emeruwa (1982), a partir da utilizacdo de
extratos brutos de frutos e sementes de Carica
papaya, verificou a inibicdo do crescimento de
colbnias de S. aureus, Bacillus cereus, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Shigella flexneri.
Ainda, a avaliacdo da atividade antibacteriana in
vitro de geéis com diferentes concentragdes de
papaina, composto presente no fruto ndo maduro

de Carica papaya, demonstrou que a papaina a

10% foi capaz de inibir o crescimento de S.
aureus e Pseudomonas aeruginosa (FERREIRA
etal., 2010).

Os resultados encontrados demonstraram
que o extrato nas maiores concentragbes foi
efetivo tanto para cepa gram positiva (S. aureus)
e cepas gram negativas (E.coli e Shigella sp.).
De acordo com Hirsh et al (2003), as bactérias
gram negativas possuem uma parede celular que
¢ constituida internamente e externamente por
membranas que sdo separadas por glicopeptideo,

0 que dificulta a agdo de antibidticos.

CONLUSAO

As flores de Carica sp
de
secundarios que podem estar relacionados a alta
de

citotoxicidade, bem como, ao potencial biol6gico

apresentaram

consideravel  diversidade metabolitos

mortalidade encontrada no teste

da planta. Evidenciou-se atividade antibacteriana
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dos extratos hidrometandlicos nas concentragdes
de 250 mg/mL e 500 mg/mL frente as bactérias
Shigella sp, Escherichia coli, e Staphylococcus
aureus. Além do mais, sugere-se gque o potencial
bioldgico das flores masculinas de Carica sp.
continue a ser investigado considerando outras

concentragdes e métodos distintos.
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