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1.INTRODUCAO

A bioprospeccdo pode ser entendida como a exploracdo e investigacao de
plantas, animais e micro-organismos para identificacdo de principios ativos e ou
enzimas utilizadas em diferentes areas como na industria farmacéutica e alimenticia, na
agronomia entre outras. A bioprospeccdo também pode ser definida como o estudo da
diversidade biol6gica com fins econémicos e sociais (STROBBIAISY, 2003).

O resgate de uso tradicional de plantas € conhecido como estudo etnobotanico
e seu uso pela populagcdo mundial tem sido muito relevante nos ultimos témpos.
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostrou que cerca de 80% da populacdo
mundial fez o uso de planta medicinal para tratamento de algum sintoma doloroso ou
desagradavel, sendo que 30% foi por indicagdo médica. Desta forma, a OMS recomenda
este uso popular como forma de reduzir os custos dos programas de saude publica
(SILVA et al., 2012).

Pesquisas com plantas medicinais e suas propriedades tém proporcionado a
producdo de medicamentos com custos reduzidos e, consequentemente, mais acessiveis
a populacdo. Assim, a etnobotanica trabalha em conivéncia com a etnofarmacologia,
que consiste na exploragao cientifica multidisciplinar de agentes biologicamente ativos
(LOPEZ, 2006).

A Historia de plantas medicinais mostra que elas fazem parte da evolucéo
humana sendo utilizadas como o0s primeiros recursos terapéuticos pelos povos e ainda é
a fonte mais procurada pela grande maioria da populagédo. O seu uso é muito frequente
em varias regides do Brasil, incluindo o cerrado que é o segundo maior bioma do Brasil,
depois da floresta amazbnica, e tem grande potencial econdmico, principalmente
medicinal (CARVALHO, 2004).

A procura por novas drogas com atividade antimicrobiana tem sido constante
preocupacdo devido ao crescente numero de pacientes imunocomprometidos, o
ressurgimento de varias infecgcbes que pareciam ter sido controladas e o preocupante
aumento da resisténcia de micro-organismos. Sendo assim, a busca por fitoterapicos no
tratamento de muitas doencas € uma das alternativas mais utilizadas nos ultimos anos,
devido aos bons resultados que estes proporcionam (HOFLING et al., 2011).

Substancias antimicrobianas ou antibidticas integram um grupo de agentes
terapéuticos, usualmente obtidos a partir de organismos vivos. Sao substancias que, em

pequenas concentracdes, possuem atividade letal ou inibitéria contra um grande niamero



de espécies microbianas, auséncia de efeitos indesejaveis ao hospedeiro, estabilidade
qguimica, entre outras caracteristicas (AYRES et al.,, 2008). O conhecimento sobre
espécies vegetais com propriedades antimicrobianas tem sido revisto e ampliado, devido
ao crescente numero de problemas associados ao uso de antibiéticos. Em grande estudo
sobre plantas medicinais foi realizada avaliacdo sobre a atividade antimicrobiana de
extratos, 6leos essenciais e de substancias obtidas de espécies vegetais contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (LIMA, 2001).

Ainda que as plantas apresentem acdes benéficas, € importante constatar que
alguns de seus constituintes podem ser toxicos ao organismo, e 0 metabolismo vegetal
também pode gerar compostos com esta mesma atividade. Seus efeitos genotoxicos,
mutagénicose fisiolégicos no organismo humano necessitam de maiores estudos, e
estes estudos tém crescido junto com o aumento do uso terapéutico e com o interesse
em comprovar sua eficacia nas mais diversas finalidades farmacologicas (JIMENEZ et
al., 2005).



2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cerrado

O Brasil possui ampla diversidade de espécies vegetais, sendo que a vegetacado
se agrupa em seis areas distintas e de grande abundéancia de plantas nativas, Mata
Atlantica, Cerrado, Pantanal, Pradarias, Caatinga e Amaz6nia. Um dos Biomas de
destaque é o Cerrado. O Bioma Cerrado constitui o segundo maior bioma brasileiro
ocupando &rea de aproximadamente 2 milhdes de &mue corresponde a cerca de
24% do territério nacional (KLINK & MACHADO, 2005).

De acordo com Saret al.(2007), 61% da cobertura vegetal natural do cerrado
corresponde a vegetacdo savanica, 32% formacéao florestal e 7% formacédo campestre. O
cerrado apresenta elevada riqueza de espécies, com plantas herbaceas, arbustivas,
arboreas e cip0s, totalizando 11.627 espécies vasculares nativas (MENDEDNCA
2008.

O cerrado apresenta grande diversidade de espécies utilizadas na medicina
popular, em funcdo de caracteristicas morfologicas, como xilopddios e cascas, que
acumulam reservas e assim possuem substancias farmacologicamente ativas. Esse
bioma apresenta grande diversidade de ordem, familias e géneros, e quanto maior for a
diversidade taxonémica em niveis superiores, maior é o distanciamento filogenético
entre as espécies e maior € a diferenca e a diversidade quimica entre elas, despertando
maior interesse e importdncia em pesquisas com espécies vegetais utilizadas como
medicinais (CONCEICAO et al., 2011).

E reconhecido mundialmente como um dosa&tspots, tem grande parte da
sua flora composta por espécies endémicas, o que lhe confere o titulo de savana mais
diversificada do mundo (SANO et al, 200Aa uma diversidade de plantas do Cerrado
gue tém sido estudadas por suas potencialidades terapéuticas e dentre estas merecem
destaque por suas propriedades antimicrobiaBasearia sylvestriSw, Rosmarinus
officinalis L, Tabebuia avellaneda@IOFLING et al., 2011),Schinus molleSchinus
terebinthifolius, Origanum vulgaregntre outras (SHIMIZU et al., 2006). O Cerrado
tem inlOmeras espécies de plantas com potenciais medicinais que ainda ndo foram

estudadas.

2.2 Plantas medicinais e principios ativos

O Brasil possui a maior diversidade vegetal do mundo e a utilizagdo das

plantas medicinais, no tratamento de doencas, apresenta como base influéncias da
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culturas indigena, africana e europeia. Essas influéncias marcaram as diferentes areas da
cultura brasileira no aspecto material, constituindo a base da medicina popular que vem
sendo retomada pela medicina natural. Planta medicinal pode ser definida como toda e
qualquer planta que serve de alguma maneira, para o tratamento de um problema de
saude, tendo efeito definido sobre doencas e sintomas e com efichcia comprovada
cientificamente (CONCEICAO et al., 2011).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 0s extratos vegetais ou
seus principios ativos sdo usados na medicina popular em terapias tradicionais por 80%
da populacdo mundial (BHALODIA & SHUKLA, 2011). No Brasil, a quantidade de
informacdes sobre plantas medicinais cresceu apenas 8% anualmente durante os ultimos
20 anos. Isto demonstra que, num pais biologicamente tdo rico e com ecossistemas téao
ameacados, pesquisas com plantas medicinais devem ser estimuladas, uma vez que
podem levar a reorganizacdo do uso dos recursos naturais, tendo em vista a necessidade
de a sua extracao estar associado a manipulacéo de plantas (PEREIRA et al., 2009).

A utilizacdo de extratos de plantas, bem como outras formas de tratamentos
médicos alternativos, vem ganhando grande popularidade desde a década de 1990. Os
motivos para este ressurgimento incluem reducao das novas drogas antimicrobianas no
setor farmacéutico, aumento na resisténcia aos antibioticos, e a necessidade de
tratamentos para novos patdégenos emergentes QRJétlal., 2009).

As propriedades terapéuticas das plantas medicinais sdo os principios ativos
que elas contém para o seu uso em diferentes doencas. Esses principios ativos sdo os
metabolitos primarios e secundarios (WINK, 2008).

Os metabdlitos priméarios de uma planta sdo substancias produzidas necessarias
as funcdes basicas vitais como crescimento celular, respiracdo, fotossintese, estocagem
e reproducdo (FUMAGALI et al., 2008). Metabdlitos secundarios sdo substancias
produzidas em pequenas quantidades, mas, nem sempre estdo envolvidos em fungdes
vitais do vegetal ou mesmo presentes em todos eles como nos produtos do metabolismo
primario. Caracterizam-se por apresentarem baixo peso molecular e possuirem
caracteristicas quimicas variadas e as vezes complexas (ALVES, 2001).

Os metabolitos secundarios produzidos pelas plantas contém compostos cuja
funcdo é protecdo contra herbivoria e ataque de patdogenos, além de beneficia-las na
competicdo com outros vegetais, também protegem o vegetal de influéncias externas,
como temperatura, umidade, exposi¢cdo a luz ultravioleta e deficiéncia de nutrientes
minerais (ALVES, 2001).
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Experimentos demonstraram que muitos metabdlitos secundarios como os
alcaloides, glicosideos cianogénicos, terpenos, saponinas, taninos, antraquinonas sao
aleloquimicos com caracteristicas adaptativas e que tém se diversificado durante a
evolucdo pela selecdo natural a fim de proteger as plantas contra virus, bactérias,
fungos, plantas concorrentes e contra os herbivoros (WINK, 2003).

Existem formas de preparo e uso mais adequados, para a utilizacao e extracao
dos principios ativos de uma planta, para cada parte a ser utilizada, ou doenca a ser
tratada, pois assim, os efeitos colaterais serdo poucos nha utilizacdo dos fitoterapicos,

desde que utilizados na dosagem correta (ARNOUS et al., 2005).
2.3 Cochlospermum regium

Cochlospermum regiunpopularmente conhecido como algod&dozinho-do-
cerrado ou algoddozinho-do-campo, faz parte da familia Cochlospermaceae, € uma
planta nativa do cerrado, ocorre em regies tropicais como América, Africa e Austrélia.
Embora esta espécie tenha sido considerada como exclusivamente brasileira, foi
localizada também no Paraguai e Bolivia, nas localidades de Amambai e Santa Cruz
(LIMA et al, 1995).

No Brasil, C. regium € comum na vegetacdo do cerrado e campos da
Amazobnia, onde é considerada como planta forrageira, ornamental e medicinal.
Demonstra resisténcia a queimadas e ao pastejo sobrevivendo nas leiras em solo
arenoso, no entanto, € considerada em perigo de extincdo pelo governo do Estado do
Parana, entrando na lista de espécies medicinais ameacadas, divulgada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) (SOUZA
& LORENZI, 2008; POTT & POTT, 1994).

A planta € um subarbusto de até 2 m de altura, os ramos variam de 0,8 a 1,8 m
de comprimento, apresenta caule ferrugineo e nodoso, ramos castanho-avermelhados e
acinzentados, folhas alternadasistema subterraneo robusto e lenhoso (MENDONCA
et al., 1998; DURIGAN et al., 2004). As flores sao igneo-fulvas ou amarelas e medem
de 6 a 8 cm de diametro, dispostas em paniculas terminais, contendo de 5 a 10 flores,
localizadas na extremidade de brotos grossos e totalmente despidos de folhas
(NORONHA & GOTTSBERGER, 1980). O fruto € uma cépsula deiscente ovoide ou
elipsoide, medindo cerca de 6 cm, tendo as sementes envoltas em filamentos compridos
e lanosos. As raizes sao tuberosas por causa da abundancia de tecido parenquimatico de

reserva, o qual é permeado pelo tecido vascular (MENDONCA et al., 1998) (Figura 1).



Figura 1: Fruto (A) e folhas (B) d€ochlospermum regium

Fonte: Acervo pessoal.

C. regiumpossui propriedades analgésicas, anti-inflamatorios, antibacterianas,
antiedematogénicas e tem sido extensivamente utilizada na medicina popular para o
tratamento de gastrite, Ulceras, inflamacdo, infeccdo e artrite reumatdide. As raizes
contém compostos triterpendides, flavondides, saponinas, taninos e compostos fendlicos
(OLIVEIRA et al. 1996; SIQUEIRA et al. 1994; CORREA, 1975).

Um estudo recente caracterizou o extrato hidroetanélico da r&iz mgium
pela presenca de flavonoides, triacilbenzenos e derivados de acido galico, fornecendo
apoio para justificar 0 uso popular desta espécie no tratamento infeccGONSDAI,

2012). Estudosn vitro demonstraram a citotoxicidade do extrato da raiz contra as
células CHO-K1 néao-tumorigénicas (CESCHINI & CAMPO, 2006). Além disso,
regium ndo exibiu efeitos antimutagénicos quando avaliados na medula O6ssea de
camundongos (ANDRADE et al, 2008).

2.4 Perigos associados

Existem poucos estudos, apesar da crescente importancia dos fitoterapicos, que
comprovem a eficacia e a seguranga das plantas medicinais. Entre os constituintes
quimicos das plantas, muitas substancias podem ser nocivas para a saude humana,
sendo algumas muito téxicas. Este conhecimento contradiz a falsa ideia de que drogas
naturais, preparadas por produtos derivados de plantas, sdo seguras e isentas de efeitos
adversos (CALIXTO, 2000).

As plantas sempre foram usadas como fonte comum de medicamentos, tanto
em remédios tradicionais, quanto de produtos industrializados. Estima-se que mais de
80% da populacdo mundial utiliza plantas como a sua fonte primaria de agentes



medicinais. A flora brasileira foi estimada como a maior no mundo, e no pais as plantas
sempre foram usadas para efeitos preventivos e tratamento de doengas. Devido a isso, é
extremamente importante que os testes de genotoxicidade destas preparacfes sejam
feitos para avaliar o seu potencial mutagénico ou modulacéo da genotoxicidade, quando
relacionado com outras substancias (ANDRADE et al., 2008).

As plantas produzem grande variedade de substéncias toxicas, alguns em
guantidades significativas, como defesa contra micro-organismos (bactérias, fungos,
insetos e virus) e animais. O uso indiscriminado de plantas medicinais, muitas das quais
sdo toxicos, podem ter riscos para a saude porque a dose limiar existe para cada planta
medicinal assim como para produtos farmacéuticos sintéticos (ALMEIDA, 1993).

As substancias mutagénicas podem causar danos celulares aos organismos
Vivos que estdo frequentemente expostos a estas, danos que geralmente séo induzidos
por agentes fisicos, quimicos ou biolégicos que acabam afetando processos como a
transcricdo e duplicacdo génica e alteragcbes cromossOmicas, 0 que poda levar
processos cancerosos e morte celular. As substancias que causam lesfes nos materiais
genéticos sao conhecidas como genotoxicas (POLETTO et al., RidXeste que se
destaca para avaliacdo de mutagenicidade € o teste com cklliala €epa, suas
raizes ficam em contato direto com a substancia testada, o que permite a avaliacdo de
toxicidade, citotoxicidade e genotoxicidade em diferentes concéasiaAs altergdes
cromossOmicas e as da divisdo das células meristematicas da raiz de cebola s&o usadas
para alertar a populacao sobre o consumo do fitoterapico (STANGE et al., 2009).

Os estudos toxicoldgicos sao realizados para se avaliar os efeitos toxicos que as
plantas podem conter e mostrar que apesar de serem naturais, os produtos fitoterapicos
nao sao isentos de efeitos toxicos ou adversos, e que 0 uso popular de plantas
medicinais serve como validacdo da eficacia destes medicamentos (CUNHA et al.
2009).



3.0BJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana e antioxidante, identificar os principais
metabdlitos secundarios e os potenciais efeitos toxico e citotdéxico do extrato etandlico
das folhas d€ochlospermum regium

3.2 Objetivos Especificos

o Avaliar a acdo do extrato etandlico das folha€dehlospermum regium

frente a bactérias e leveduras de interesse clinico.

o Quantificar os principais metabdlitos secundéarios presentes no extrato
etandlico deCochlospermum regium.

o Avaliar a mutagenicidade, citotoxicidade e toxicidade do extrato

etandlico da folha d€ochlospermum regiuem Allium cepa.
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RESUMO

O estudo de plantas medicinais representa fonte importante para o tratamento
de diversas doencas, incluindo as infec¢cdes fungicas e bactefawmospermum
regium (Cochlospermaceae) popularmente conhecida como algodaozinho-do-o&rrado,
uma planta amplamente utilizada na medicina no Brasil. Entre as véarias propriedades
medicinais atribuidas a planta, destaca-se seu uso para o tratamento de doencas de
etiologia infecciosa e inflamacfes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a
atividade antimicrobiana, antioxidante, os principais metabdlitos secundarios e 0s
potenciais efeitos toxico e citotdxico do extrato etandlico das folh@scldospermum
regium. A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método de microdiluicdo em
caldo. A acdo antioxidante foi determinada com o ensaio de radical livre DPPH. Para
determinar a composicdo quimica do extrato foi realizada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Os possiveis efeitos toxico e citotoxico foram avaliados pelo teste com
Allium cepa O extrato etandlico da folha apresentou acdo fren@aridida krusei
(64pg mL™), Enterococus faecali§4pg mL™Y) e Escherichia coli(8ug mL™Y). A
atividade antioxidante apresentou IC50 de 1§§7mL™. A prospecé fitoquimica
indicou presenca de flavondides, femdaninos. Os resultados demonstraram que as
concentracdes testadas ndo causaram toxicidade, sugerindo que o exirategiem
nao interfere na divisdo celular. Esse trabalho demonstrou a atividade antimiceobiana
antioxidante de€C. regiume auséncia de toxicidade, indicando suas potencialidades para

o desenvolvimento de novas terapias no tratamento de infecgdes.

Palavras-chave Cochlospermum regiunsgerrado, propriedades medicinais.



14

ABSTRACT

The study of medicinal plants is important for the treatment of various diseases
source, including fungal and bacterial infection€ochlospermum regium
(Cochlospermaceae) popularly known as algodéozinho-do-cerrado, is a plant widely
used in medicine in Brazil. Among the various medicinal properties attributed to the
plant, there is its use for the treatment diseases of infectious etiology and inflammation.
The aim of this work was to evaluate the antimicrobial, antioxidant, key secondary
metabolites and potential toxic and cytotoxic effects of the ethanol extract of the leaves
of Cochlospermum regiumThe antimicrobial activity was performed by the
microdilution broth method. The antioxidant activity was determined with the DPPH
free radical assay. To determine the chemical composition of the extract to high
performance liquid chromatography was performed. Possible toxic and cytotoxic effects
were evaluated by testing withllium cepa The ethanolic leaf extract showed activity
againstCandida kruse{64pg mL™), Enterococcus faecaligipg mL™) andEscherichia
coli (8ug mL™). The antioxidant activity showed an IC50 of 18,67 mg™. The
phytochemical screening indicated the presence of flavonoids, phenols, tannins. The
results showed that the tested concentrations did not cause toxicity, suggesting that the
extract ofC. regiumdoes not interfere with cell division. This study demonstrated the
antimicrobial and antioxidant activity @. regiumand absence of toxicity, indicating

their potential for the development of new therapies for the treatment of infections.
Keywords: Cochlospermum regiun€errado, medicinal properties.

1. INTRODUCAO

Cochlospermum regiunfiCochlospermaceae), popularmente conhecido como
algodaozinho-do-cerrado, algodaozinhoedoypo, € encontrado na regido de cerrado
em areas tropicais como Ameérica, Africa e Austréalia (LIMA et al., 1995). O Cerrado é o
segundo maior bioma do Brasil, depois da Amazonia, com mais de 7.000 espécies de
plantas vasculares. Devido a sua flora diversificada, tem aumentado o interesse em
pesquisas sobre plantas medicinais endémicas do Cerrado como fonte de compostos
bioativos (VIOLANTE et al., 2012).

A infuséo de suas folhas, e principalmente das raizes tem sido extensivamente
utilizada na medicina popular para o tratamento de gastrite, UGlceras, inflamacao, artrite

reumatoide, infeccado do Utero e ovario, entre outras doencas (OLIVEIRA et al. 1996,
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SIQUEIRA et al. 1994, CORREA, 1975). Dentre as plantas medicinais indicadas como
antiinflamatdérias por raizeiros da regido de Goiania-GO, o algodaozinho obteve o maior
namero de citacdes, onde os pesquisados citaram a utilizacdo do sumo das sementes,
folhas, flores apos infuséo, e ainda a raiz em decoccéo (SANTOS et al., 2004).

Pesquisas anteriormente realizadas com as raiz€s dgiumevidenciaram
propriedades anti-inflamatérias (PIO CORREA, 1975), antibacterianas (OLIVEIRA et
al, 1996), analgésicas e antiedematogénicas (SIQUEIRA et al. 1994). Além disso,
estudos demonstraram que as raizes possuem boa atividade para o tratamento de Ulcera
(LEWIS & HANSON, 1991), dermatite e artrite reumatoide (PIO CORREA, 1975). As
raizes deC. regiumcontém compostos triterpendides, flavonoides, saponinas, taninos e
compostos fendlicos (RITTO, 1996). Contudo, ainda sdo escassos 0s estudos que
determinam as propriedades medicinais das folh&s degium

No Brasil, 0 uso de medicamentos fitoterpicos estd aumentando com taxa de
20% ao ano, apos a reavaliacdo do uso de plantas medicinais para o tratamento de varias
doencas (PETROLINI et al.,, 2012). Mesmo com o desenvolvimento de antibidticos,
infeccdes bacterianas e fungicas ainda constituem questdo importante na medicina, e a
presenca de numerosas cepas resistentes aos medicamentos representa um novo desafio
aspesquisas. Medicamentos a base de plantas tém sido amplamente utilizados no campo
da medicina por muitos séculos. Recentemente, tem aumentado o interesse em produtos
naturais, devido a sua disponibilidade, menos efeitos colaterais ou toxicidade, bem
como melhor biodegradabilidade, em comparacdo com os antibidticos disponiveis e
conservantes (BENLI et al., 2007).

Estudos tém demonstrado a possibilidade de antioxidantes comerciais
utilizados na industria alimenticia apresentarem alguns efeitos toxicos (CETINUS et al.,
2007; MOURE et al., 2001; SOUSA et al, 2007). Em funcéo dos possiveis problemas
provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, as pesquisas tém-se voltado no
sentido de encontrar produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo
substituir os sintéticos ou fazer associacao entre eles (SOUSA et al, 2007).

Apesar das profundas vantagens terapéuticas apresentadas por algumas plantas,
como ajuda no combate a doencas infecciosas, disfun¢cdes metabdlicas, doencas
alérgicas e traumas diversos, entre outros, alguns constituintes de plantas medicinais
podem ser potencialmente toxicos, cancerigeno e teratogénico (AKINBORO &
BAKARE, 2007). Determinados compostos dos extratos vegetais podem causar doengas
e até a morte por acdo de agentes naturais mutagénicos e carcinogénicos, justificando o

interesse em determinar os riscos no uso medicinal desses extratos (LUZ et al., 2012).
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Devido a ampla utilizacdo da raiz do algodaozinho-do-cerrado pela populagéo,
e aos poucos estudos sobre as propriedades das folhas, bem como a necessidade de se
encontrar farmacos que ndo oferecam risco a saude humana,ivoatgste trabalho
foi avaliar a atividade antimicrobiana, antioxidante, os potenciais efeitos téxico e
citotoxico e os principais metabolitos secundarios do extrato etandlico das folhas de

Cochlospermum regium.
2. MATERIA IS E METODOS

2.1 Material Vegetal

As folhas deCochlospermum regiunforam coletadas em uma regido de
cerrado, localizada na Fazenda Santa Madalena, Rodovia Dourttidbsm, Km 12S
22° 13" 41.8 / W 054° 49° 58. 4, Dourados- MS, durante o més de dezembro de
2012. A exsicata foi identificada pela Prof. Dra. Zefa Valdivia Pereira e depositadas no
o Herbério da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais da Universidade Federal
da Grande Dourados (UFGD), Dourados, MS sob a identificacdo DDMS 5001

2.2 Obtencao do extrato etandlico

As folhas deC. regiumforam secas em estufa de ar circulante a temperatura de
30°C por sete dias e apds a secagem o material foi pulverizado em moinho de facas,

pesado e armazenado em local seco sem umidade.

O material botanico seco e pulverizado foi misturado em 1000 mL de alcool
etilico absoluto a 95% (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda) e deixados a
temperatura de 25°C por 48 h, com agitacdes ocasionais. Apos ser filtrado, o extrato
vegetal da folha foi completamente evaporado a 35°C, em rota-evaporador (Rotaevapor
R — 215) e liofilizado (liofilizador E-C MicroModulyo) acoplado a bomba de vacuo
(valuPump VLP80 Savant). O extrato etandlico liofilizado foi mantido sob refrigeracéo

até ser utilizado para os testes biologicos.

2.3Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato

A Concentragdo Inibitéria Minima do extrato foi determinada por meio de
técnica de microdiluicio em caldo, de acordo com as diretrize€lidzal and
Laboratory Standards Institufg€LSI, 2008).
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Os micro-organismos testados séo provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)Candida albicansATCC 90028,Candida
tropicalis ATCC 750, Candida glabrataATCC 2001, Candida kruseiATCC 6558,
Enterococcus faecalisATCC 51299, Pseudomonas aeruginos&ATCC 27853,
Escherichia coliATCC 25922, Staphylococcus aureuBTCC 29213. As leveduras
foram armazenadas em caldo Sabouraud Dextrose (Difco) com 20% de glicerol e as
bactérias em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Himedia) com 20% de glieerol
mantidos em freezer -80°C. A ATCE. aeruginosdoi armazenada em agar nutriente

(Himedia) e mantida em temperatura de 8°C.

O extrato etanodlico foi dissolvido em Dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-
Aldrich) e foram realizadas diluicdes em série com o caldo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich)
para leveduras e caldo Muller Hinton (Himedia) para bactérias. As concentracdes foram
distribuidas em placas de microdiluicdo com 96 pocos (Nunclon, Delta, Nunc A/S,
Roskilde, Denmark), com concentracéo inicial de 2048jLg e concentracéo final de
ng mL™ Logo apos, foi adicionado 100 pL do indculo na concentragédo de 0,5 de
McFarland (18 UFC mL™) nos pocos. As placas de microdiluicdo foram incubadas a
35°C por 48 horas (para leveduras) e 37°C por 24 horas (para bactérias). Para controle
positivo foram utilizados Fluconazol (antifungico convencional) e ampicilina
(antibidtico). A CIM foi considerada como a menor concentracdo do extrato no qual os
micro-organismos nao apresentaram crescimento visivel apés incubacao (PANGHAL et

al., 2011)O teste foi realizado em duplicata.

2.4 Determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e

Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

As amostras foram removidas de cada poco (10 pL) da placa de microdiluicao
do CIM e perfuradas em uma placa de Petri contendo agar Sabouraud Dextrose (Difco)
para avaliacdo da ac¢do fungicida e para avaliacdo bactericida foram perfuragiaa em
placa de Petri contendo agar Mueller Hinton (Himedia). As placas foram incubadas
durante 48 horas a 35°C para avaliagdo fungicida e durante 24 horas a 37°C para
avaliacao bactericida. EFM e CBM foram definidas como a menor concentragao que

nao houve crescimento de colénias (BAGHAI.,2012).

2.5Ensaio antioxidante com o radical livre DPPH
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O teste antioxidante com o radical livre DPPH (4,Hifenil — 2 picrl —
hidrazila) foi realizado na amostra empregando solucdo preparada de DPPH a 0,004%
em metanol. A amostra foi analisada empregando diferentes concentracdes de 0,2 a 400
ngmL™. A cada 0,5 mL da solucdo preparada foram adicionados 1 mL da solucdo de
DPPH. Para o branco foi utilizado o solvente de solubilizagdo das amostras (etanol).
Através das absorbancias foi calculado o percentual de inibicdo (Pl) (MOKBEL &
HASHINAGA, 2006). As concentracdes e o Pl foram empregados para obter o (IC50)
de cada amostrd.odos os testes foram realizados em triplicata e a leitura foi realizada

em espectrofotometro (Biospectro) no comprimento de onda de 517 nm.

2.6 Triagem fitoquimica

Foram realizados testes para rastrear as seguintes classes de substancias
alcaléides (WALL et al.,1954, COSTA, 1982), esteroides e triterpendides (WALL et
al.,1954), flavonoides (WALL et al.,1954), 4cidos organicos (MERCK, 1980), fendis e
taninos (WALL et al.,1954).

Considerando que os compostos fendis, flavondides e taninos apresentaram
maiores concentracfes este foram quantificados. Para calcular a concentracdo de
flavonoides foi preparada uma curva analitica (2,5-125,0 pg) empregando a quercetina
como padrao, para fendis foi preparada uma curva analitica (1,0- 40,0 ug) empregando
0 acido galico como padréo e a quantificacdo de taninos condensados foi feita por meio
de curva de calibracéo externa (1,0-20¢), empregando-se a catequina como padréo.

O procedimento experimental realizado com o padrao foi o mesmo utilizado para as
amostras. Com estes dados foi feita a regressao linear e foi obtida a equacéo da reta, a
qgual teve seus dados empregados no calculo das amostras reais. Todos os testes foram

realizados em triplicata.

2.7 Andlise do extrato via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),

com detector de arranjo de diodos (DAD)

O extrato etandlico das folhas @»chlospermum regiunoi analisado no
Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) modelo: VARIAN 210, detector de
arranjo de diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm. Coluna supelco C-18 (&
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4,6 mmx 250 mm, didmetro da particula 10n) e pré-coluna (25 mm x 3 mm) de
mesma fase da coluna. Sistema eluente gradiente metanol/AcOH 6% e acetato de sodio
2 mM de 5 a 15% de metanol (v/v) até 45, d& B30% de metanol (v/v) até 55, de
30% a 50% de metanol (v/v) até 60, de%b@ 100% de metanol (v/v) até 65 mais 5
minutos para retornar a condicao inicial. Vazédo de fluxo da bomba de 1 mL/min e
volume injetado de 5 pl, 325 nm. As amostras foram filtradas com um micro-filtro de
0,45 pm.

Foram injetados 14 padrdes nas mesmas condi¢cdes da amostra, os padroes
utilizados foram &cido rosmarinico, acido caféico, carnosol, acido ferulico, acido p-
cumarico, acido vanlico, acido siringico, vanilina, acido sinapico, luteolona, apigenina,

rutina, caempferol e quercetina.

2.8 Teste deAllium cepa
2.8.1 Avaliagdo de toxicidade

Para a avaliacéo de efeitos de toxicidade submeteu-se semeAiBsndeepa
ao tratamento continuo e o parametro analisado foi o comprimento médio das raizes das
sementes (CMR) e o indice de germinacédo (IG). Para isso, foram distribuidas de 50 a
100 sementes déllium cepa,do tipo baia periforme, em placas de Petri de vidro (100 x
15 mm) tendo como substrato uma folha de papel-filtro umedecida com diferentes
concentracdes do extrato deochlospermum regiun{0,2; 0,3 e 0,5 mg mtb),
permanecendo por 5 dias em temperatura ambiente. Para controle negativo (CN) as
sementes germinaram em agua destilada e no controle positivo (CP) em Ciclofosfamida
0,1% (Baxter). As raizes foram medidas com auxilio de uma .régu@MR foi
determinado pela média do tamanho das raizes para cada uma das amostras e o IG pela

média de raizes germinadas por dia em cada tratamento.
2.8.1 Avaliacao da citotoxicidade

Para avaliacdo de citotoxicidade submeteu-se sementeSliden cepa ao
tratamento descontinuo. Foram distribuidas de 50 a 100 semerAdiaigecepa,do
tipo baia periforme, em placas de Petri de vidro (100 x 15 mm) tendo como substrato
uma folha de papel-filtro umedecida com agua destilada a temperatura ambiente por 4 a
5 dias. Quando as raizes alcancaram 2 a 4 cm de comprimento, essas foram tratadas

com diferentes concentra¢gdes do extrato etandlicdogblospermum regiuii®,2; 0,3e
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0,5 mgmL™). Para controle negativo (CN) as sementes germinaram em agua destilada e
no controle positivo (CP) em Ciclofosfamida 0,1% (Baxter). Apds 24 horas, as raizes de
A. cepaforam coletadas e fixadas em Carnoy. Para montagem das laminas as raizes de
A. cepa foram coradas com Reativo de Schiff e Carmim acético 2%, cobriu-se com uma
laminula e pressionou-se suavemente a lamina e a laminula envolvidas por um papel
filtro e observou-se em microscopico. As laminas foram confeccionadas utilizando-se as
pontas das raizes das sementes germinadas nas diferentes concentracdes, referente ao
extrato analisado e seus controles.

A andlise da atividade citotoxica consta em realizar a investigacdo de
anormalidades cromossémicas (AC) e o indice mitético (IM) nas células de raizes das
sementes dA. cepa foram analisadas 5 laminas por tratamento, contadas 1000 células

por lamina, totalizando 5000 células por tratamento.

2.9 Anélise estatistica

Para a comparacdo dos resultados dos testes de toxicidade, citotoxicidade e
genotoxicidade entre os grupos experimentais foi utilizado o teste de Mann-Whitney
pelo programa Bioestat. As diferencas foram consideradas significativas quando p <
0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacgdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do extrato

Considera-se que se a atividade do extrato testado no CIM for inferior a 100pg
mL'l, sua atividade antimicrobiana sera avaliada boa, se a atividade antimicrobiana for
de 100 a 500ug mL™ ¢ considerada mediana, a partir de 500 a 1000pug mL™" a atividade
antimicrobiana é considerada fraca; e mais de 1000ug mL"' a acdo do extrato é
considerada inativa (ARAUJO etal., 2011; HOLETZ et al., 2002

Com base nesses critérios, o extrato etanolico da folha Cochlospermum regium
obteve bom resultado frente aos micro-organismos estudados, apresentando boa agao
frente 4 Candida kruse{64ug/mL), Enterococus faecali@ug mL™") e Escherichia coli
(8ug/mL); efeito médio frente Staphylococus aureu$12ug mL™") e acio inativa a
Candida glabrata (1024pg mL™). Porém ndo obteve efeito frente a Candida albicans,

Candida tropicalis e Pseudomonas aeruginosa (Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima C{M); Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e

Concentracéo Bactericida Minima (CBM) emmg™ do extrato etandlico das folhas @eregium

Micro-organismos Cochlospermum regium Ampicilina* Fluconazol*
(folha)

CIM CRV/CBM CIM CIM

Candida albicans
ATCC 90028
Candida glabrata
ATCC 2001
Candida krusei
ATCC 6558
Candida tropicalis
ATCC 750
Enterococus faecalis
ATCC 51299
Escherichia coli
ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Staphylococus aureus
ATCC 29213

- - 1

1024 2048 32

64 512 16

512 - 128

* antibiético e antifingico padrao recomendado pelo CLSI.

C. krusei foi a espécie que obteve melhor resultado entre as leveduras
avaliadas. Esta levedura tem grande relevancia médica e demonstra resisténcia
intrinseca ao fluconazol que € considerado antifungico padrdo e € um dos mais
receitados pelos médicos, além disso, apredmaitaa sensibilidade para anfotericina B
e a 5-fluorocitosina (SCOTTI et. al., 20I2AN et al., 2012)Candida krusetem-se
mostrado como um patégeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes
portadores de doencas hematoldgicas malignas e/ou submetidos a transplante de medula
O0ssea (IWEN et al., 1995). Alguns autores relataram aumento da ocorréncia de
fungemias causadas pGr kruseiem pacientes neutropénicos expostos ao tratamento
prolongado por fluconazol (WINGARD, 1995).

O resultado obtido em nosso estudo para Enterococus faecalis Escherichia
coli foi considerado bom, pois sdo bactérias Gram negativas, cuja estrutura da parede
celular favorece maior resisténcia aos antimicrobianos (SUFFREDINI et al., 2007).

Enterococcus faecalis surgiu como um patdogeno nosocomial responsaveis por
infeccdes do trato geniturindrio, bacteremia, infec¢des de feridas, endocardite e
infec¢des pele e tecidos flexiveis (ELSNER et al., 2000; GRAY & PEDLER, 1992;
MORRISON & WENZEL, 1986)0 tratamento de infecgdes causadas por E. faecalis é
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um desafio devido a sua resisténcia intrinseca a varios antibioticos. Esta resisténcia se
tem destacado pelo rapido declinio no niimero de opg¢des terapéuticas disponiveis para o
tratamento de infecgdes causadas por esta espécie bacteriana (HARBARTH et al,
2002).

Escherichia coli ¢ uma das principais causas de doengas infecciosas em seres
humanos e ¢ o agente etioldgico mais frequente das infec¢des do trato urinério (ITUs),
acometendo principalmente mulheres e criangas (KAPER et al., 2004)Morbidade por
infeccdes do trato urinario adquiridas na comunidade ¢ alta e o uropatogéno mais
comum ¢ a Escherichia coli, e o tratamento inicial da doenca ¢ geralmente empirico
(FOXMAN & BROWN, 2003) A resisténcia adquirida pela bactéria E. coli se deve a
utilizacao inadequada de antimicrobianos e a administragdo em doses sub-terapéuticas,
isto faz com que somente os agentes bacterianos mais resistentes sejam selecionados, e
ndo contém a infec¢io (FERREIRA & KNOBL, 2000).

As CIMs do extrato etandlico da folha @e regiumforam consideradas boas
para oS micro-organismos testados, pois os valores das concentracdes que inibiram
foram muito menores comparados ao estudo realizado Silva et al. (1996) com uma
espécie do géneroCochlospermum. Estes autores relatam que a atividade
antimicrobiana do extrato etandlico da raiz@ehlospermum tinctorium apresentou
CIMs paraE. coli, S. aureusE. faecalisde >25 mgnL", 3.13 mgmL™" e 6.25 mgnL "',
respectivamente.

Violante et al. (201prelataram atividade antimicrobiana corffandida krusei
dos extratos etandlico dRoupala brasiliensiscom CIM de 31,3ug mL’, Hyptis
crenata e Protium heptaphyllumcom CIM de 125pg mL"'. As fragdes de
diclorometano e acetato de etila obtidas de H. crenata apresentaram CIM= 62,5 e 31,3
ng mL™, respectivamente e a fraccdo de diclorometano R. brasiliensis (CIM = 62,5 ng
mL™") contra Enterococus faecalis, indicando que o extrato estudado apresenta boa
atividade antimicrobiana. Pereira et al (2012) testou fragdes do extrato de Morus alba e
observou que E. coli foi sensivel a fragdo acetato de etila na concentragdo de 256 pg
mL" (CIM), S. aureus apresentou sensibilidade frente ao extrato hidroetanolico bruto
(512 pg mL™") e as fragdes butanolica (512 pg mL™") e clororférmica (256 pug mL™).
Estes resultados, comparativamente aos obtidos nesta pesquisa, possibilitam considerar
que C. regium apresenta bom potencial antimicrobiano em relacdo a outras plantas

medicinais utilizadas popularmente.
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3.2 Ensaio antioxidante com o radical livre DPPH

O DPPH ¢ um radical livre, estdvel em temperatura ambiente, que produz uma
solugdo violeta em etanol. Na presenca de componentes antioxidantes, o DPPH ¢
reduzido, produzindo uma solugdo etandlica transparente.

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentra¢do de extrato
utilizado, forneceu um IC50 de 18,67 pg mL"', que é a concentragio de extrato
etandlico necessaria para causar 50% de atividade antioxidante. Essa concentragdo foi
significativa se comparada com antioxidantes comerciais como o acido ascorbico
(IC50=2,15 pg mL"') e o Butil-hidroxi-tolueno (BHT) (IC50=5,37 pg mL™)
(SILVESTRI, 2010).

Sousa et al. (2007) avaliou a atividade antioxidante do extrato etandlico de
cinco plantas medicinais. O IC50 variou de 27,59 a 111,14 pg mL™, sendo que o extrato
etanolico de cascas de Terminalia brasiliensis (IC50=27,59ug mL™) mostrou-se
comparavel aos controles positivos rutina (IC50=27,80 png mL™") e 4cido galico
(IC50=24,27 pg mL"), demonstrando assim, que esta planta tem boa atividade
sequestradora do radical DPPH.

Evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante de
vegetais se deve, principalmente, a seus compostos fenolicos (ATOUI et al., 2005
KAHKONEN et al., 1999) Kaur & Kapoor (2002) encontraram uma correlagdo
significativa e positiva (r°=0,66, p < 0,05) entre a atividade antioxidante e conteudo de
fendis totais em vegetais da dieta asiatica. Os flavondides apresentam, no organismo
humano, uma série de atividades farmacologicas, dentre elas a mais importante € sua
propriedade antioxidante no tratamento de diversas patologias tais como doencas
cardiacas, arteriosclerose, cancro, doencas neurodegenerativas, envelhecimento, e outras
relacionadas ao estress oxidativo. Este resultado permite prognosticar que a atividade
antioxidante de C. regium se deve a presenca de fendis e flavonoides, determinada na
triagem fitoquimica realizada neste trabalho.

A literatura mostra que as atividades antioxidante e antifingica podem estar
relacionadas ao tipo de compostos fendlicos presentes em uma ampla variedade de
vegetais (EJECHI et al., 2009; VELIOGLU, 1998; VINSON, 1998), fato que motivou a
possibilidade de se associar a atividade antifungic€andida kruseiavaliada neste
trabalho, com a presenca de fendis.

As pesquisas buscam substancias com atividade antioxidante, provenientes de

fontes naturais, que possam atuar sozinhas ou sinergicamente com outros aditivos, que
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funcionem como alternativa para prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e
limitem o uso dos antioxidantes sintéticos e agentes conservadores (MELO &

GUERRA, 2002).

3.3 Triagemfitoquimica inicial e determinacéo de fendis totais, flavondides
e taninos

A Tabela 2 apresenta os resultados da triagem fitoquimica para a espécie
Cochlospermum regium. Os testes indicaram a presenga de flavonoides, fenois e
taninos, e em menor quantidade esteroides e triterpenos. Os resultados corroboram com
Ritto et al (1996), que encontraram flavonoides, triterpendides, taninos, saponinas,
compostos fendlicos nas raizes de Cochlospermum regium. Com a quantificacdo dos
principais compostos encontrados na triagem fitoquimica do extrato etanolico das folhas
de C. regium foi possivel observar que hi maior concentragdo fenois (282,06 mg g') e

flavonoides (196,76 mg g') ¢ em menor quantidade os taninos (2,34 mg g™).

Tabela 2: Resultados da triagem fitoquimica para o extrato etandlico da folbaddospermum regium

Compostos quimicos Cochlospermum regium
(folhas)

Alcaloide (reagente Dragendorf)
Alcaloide (reagente de Mayer) -

Alcaloide (reagente de Bouchardat) -

Acidos organicos (reagente de paskova) +

Fendis e Taninos +++
Flavonoides +++
Esteroides e triterpenos ++

+++ presenca grande, ++ presenca notavel, + presenca lesémciaLl

Teste fitoquimico realizado por Audu Musa (2012) com fracdes do extrato de
Cochlospermum tinctorium mostrou que a fragdo de butanol continha glicosideos
cardiacos, saponinas e carboidratos, enquanto que a fragdo de acetona contém
antraquinonas, flavonoides e taninos.

Oliveira et al. (1996), ndo detectaram atividade antibacteriana para o
compostos dihidrokaempferol 3-Oglucopiranosideo (flavonoide) obtido dos rizomas de

C. regium frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. No entanto,
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com o extrato hexanico e a fracdo acetato de etila obtidos da raiz desta espécie
mostraram atividade para ambas as bactérias e sua fracdo butanolica apresentou acao
antibacteriana apenas para E. coli. Os referidos extratos e fragdes (OLIVEIRA et al.
1996) revelaram presenca de taninos, o que pdde justificar a atividade antimicrobiana. A
infusdo preparada na concentragdo descrita pela medicina popular ndo demonstrou
resultado efetivo.

Segundo Vale & Orlanda(2011), a atividade antimicrobiana de um extrato pode
ser devido a presenca de flavonoides e taninos, os quais estdo presentes nas folhas de C.
regium, sugerindo possivel atividade antimicrobiana. Os flavonoides sdo substancias
hidroxiladas, fenolicas conhecidas por serem sintetizadas pelas plantas em resposta a
infecgdes microbianas, justificando seu efeito antimicrobiano in vitro contra diversas
bactérias. Esta atividade ¢ provavelmente devido a sua habilidade de formar complexos
com proteinas soluveis extracelulares ¢ com a parede celular, ou ainda o carater
lipofilico dos flavonoides serem responsaveis pela ruptura da membrana celular dos
micro-organismos (TSUCHIYA et al, 1996; COWAN, 1999).

Os compostos fendlicos possuem acgdo antifingica e esta pode ocorrer, entre
outros mecanismos, pela inativacdo de sistemas enzimaticos dos micro-organismos
envolvidos na producdo de energia e nha sintese de componentes estruturais §PORTE
GODOY, 2001).

Para Monteiro et al. (2005), os taninos sdo compostos que possuem a
habilidade de formar complexos com proteinas que sdo insollveis em agua. Segundo
bactérias e fungos, a acdo direta na membrana dos micro-organismos ou pela
competicdo pelos ions metalicos, essenciais ao metabolismo microbiano.

O estudo dos constituintes quimicos presentes nessas plantas indica, na maioria
das vezes, um motivo para novos estudos, pois permite o conhecimento prévio dos
extratos e aponta a provavel natureza das substancias presentes, tornando mais facil a
escolha de futura técnica de identificagdo e fracionamento cromatografico (MACIEL et
al., 2002).

3.4 Andlise do extrato via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),

com detector de arranjo de diodos (DAD)

Os cromatogramas e espectros de UV-vis (Espectroscopia UV/visivel) ndo

foram apresentados para todos os padrdes, tendo em vista que nado foi possivel
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relacionar nenhum padrdo com uma substancia. O grupo 2 de espectros de UV indica
gue temos 6 substancias que pertencem a mesma classe de compostos, neste caso foi
possivel compararmos o espectro de UV com o da rutina indicando que estas
substancias pertencem a classe dos flavonoides (flavonol), estes dados estdo de acordo
com a literatura encontrada para o estudo quimicos das raiz€sctispermum

regium (SOLON, 2012). Dos espectros de UV 1, 3,e45 nao foi possivel
determinarmos a classe dos compostos (Figura 2).

Cueto et al (2011) relata que a analise cromatografica do extrato etandlico de
propolis indicou a presenca de flavonoides como rutina, quercetina e acido @alico.
flavonodide rutina é uma substancia amplamente difundida no reino vegetal e apresenta
atividades biolégicas importantes, tais como acdo antioxidante, vasodilatadora, anti-
inflamatoria (DE SOUZA, 2004).
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Figura 2: Perfil cromatogréfico e espectros de UV obtido via CLAE analitica do extrato etandlico das f@llaldspermum regium.
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3.5 Teste de Allium cepa

O sistema de teste de Allium cepa € aceito para o estudo de efeitos de
citotoxicidade e toxicidade de plantas medicinais, porque as suas raizes ficam em
contato direto com a substancia testada, permitindo a avaliagdo de concentragdes
diferentes. As alteragdes cromossomicas e as da divisdo das células meristematicas da
raiz de cebola sdo frequentemente usadas para alertar a populacdo sobre o consumo do
produto (VICENTINI et al., 2001).

Os efeitos citotoxicos de Cochlospermum regium em células meristematicas de
raiz de Allium cepa foram avaliados em tratamento descontinuo em diferentes
concentracdes (0,2; 0,3 e 0,5 mg mL™") posteriores a germinac¢do. Com os resultados
desse tratamento, verificou-se que os indices mitético (IM) e de alteragdo (IA) ndo
apresentaram diferencas significativas, comparadas ao grupo do controle positivo,

sugerindo que o extrato de C. regium ndo interfere na divisdo celular (Figura 3).

Indice Mitdtico Indice de Alteracao
%k
6,000 - 0,12
5,000 A 0,1
4,000 A 0,08
3,000 -  indice 0,06  indice de
Mitotico Alteragdo
2,000 | % 0,04
1,000 - 0,02
0 T T T T Ll 0
CP CN 0,2 0,3 0,5 CP CN 0,2 0,3 05

Figura 3: Média do indice mitético e indice de alteracdo das sementédlidm cepaem resposta ao
tratamento descontinuo com extrato etandlico das folhaSodblospermum regiursubmetidas aos
tratamentos 0,2; 0,3; Orbg mL™', CN e CP. *Valores estatisticamente significativos do controle positivo
em relagdo as concentracdes pelo teste de Mann-Whitney p< 0,05. CN: Quegatigo; CP: Controle

Positivo.

No tratamento descontinuo o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum
regium nado alterou o indice de divisdo e ndo apresentou aumento de alteracdes
cromossomicas em relagdo ao controle negativo e positivo, o que indica auséncia de

genotoxidade e mutagenicidade. Os resultados encontrados por Askin-Celik &
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Aslanturk (2006) indicam que o extrato aquoso de folhas de Plantago lanceolata
também ndo possui efeito genotodxico.

Nunes & Carvalho (2003), verificaram que extrato de raiz de C. regium nas
concentracdes 13, 19 e 25g L' ndo mostrou atividade mutagénica direta nem
indiretamente sobre larvas de Drosophila melanogaster pelo teste RXL (ring-X loss).
Entretanto, Castro et al. (2004) mostraram que o extrato da raiz de C. regium apresentou
atividade mutagénica e citotoxica em eritrocitos da medula 6ssea de camundongos.
Segundo os autores, esses efeitos sao dados pela presenca dos flavonoides e taninos.

Andrade et al (2008), avaliaram o extrato aquoso de C. regium nas
concentragdes de 114mg kg, 76mg kg, 38mg kg ¢ 29mg kg simultaneamente a
Ciclofosfamida ¢ Mitomicina C em camundongos (Swiss) e realizou o teste do
microndcleo em eritrocitos do sangue periférico, observando que nao houve reducdo na
frequéncia de microntcleo em eritrocitos policromaticos, portanto niao exibindo efeito
antimutagénico.

A auséncia de compostos como os alcaloides, principalmente o0s
pirrolizidinicos, pode ser explicagdo para auséncia de efeitos toxicos do extrato
etandlico de C. regium, uma vez que esses metabolitos sdo responsaveis pela
hepatotoxicidade de algumas espécies medicinais, como Symphytum officinalis
(ELVIN-LEWIS, 2001).

As alteracdoes encontradas nas diferentes concentragoes utilizadas no
tratamento descontinuo foram ponte e perda cromossémica e microntcleo. No controle
negativo foram encontradas alteragdes como quebra e ponte cromossdmica, ja no
controle positivo foi possivel observar maior nimero de alteragdes como célula
binucleada e multipolar, ponte cromossdmica, micronicleo e C-metafase.

Laughinghouse et al (2012) fez o biomonitoramento da genotoxicidade e
citotoxicidade do extrato metandlico ddicrocystis aeruginosgelo teste dellium
cepa e observou os seguintes efeitos nas célasbra cromossdmica durante a
metafase, formacdo de ponte na anafase, quebras cromossdmicas durante a anafase,
micronucleos e alteracdes morfoldgicas.

Os valores do comprimento das raizes das semenfduhe cepaobtidosno
tratamento continuo mostraram inibicdo no desenvolvimento das raizes expostas em
todas as concentragbes no extrato etandlico das folh@s mgium.Um agente pode
ser considerado toxico quando promove reducdo superior a 50% no indice de
germinacdo (IG)de sementes deéAllium cepa em relagcdo ao controle negativo
(FISKESJO, 1985)0s indices de germinacdo das sementesAliem cepa sob
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tratamento continuo no extrato etandlico das folha€.deegiumforam de 59,09% na
concentracéo de 0,2 nmgL™, 51,04% em 0,3 moiL?, 41,86% em 0,5 mmL™. Esses
resultados indicam que houve reducdo no indice de germinacdo em todas as
concentracdes testadas quando comparadas com o controle negativo, que teve um IG de
56,97% e no controle positivo foi de 60,63%, podendo-se observar que o indice foi
afetado proporcionalmente ao aumento da concentracdo do extrato (Figura 4). Esses
dados demonstram que as concentracdes testadas ndo estdo proximas do limite para
toxicidade deC. regiumem células vegetais.

Indice de Germinagao
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Figura 4: Indice de germinacdo das sementes de 4. cepa em resposta ao tratamento continuo com o extrato

etanolico de folhas de Cochlospermum regium, nas concentragdes de 0,2; 0,3 ¢ 0,5 mg mL", controle negativo
(CN) e positivo (CP).

Akinboro & Bakare (2007) testou o nivel de toxicidade do extrato aquoso de
cinco plantas medicinais através do testeAlieim cepa Observou-se crescimento
radicular limitado nos extratos aquososAtmdirachta indicae Morinda ltcida nas
concentracdes de 2,6 e 0,8%.

Embora o controle positivo (ciclofosfamjd&nha influenciado sobre o indice
mitotico, nao interferiu no indice de germinacdo das raizes das semeridside
cepa O teste de germinacdo com vegetais € um modelo amplamente utilizado para
avaliar o potencial aleloquimico de extrato da planta ou de substancias isoladas, e um

dos efeitos previstos quando determinado composto interfere no funcionamento celular
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€ a alteracdo no indice de germinacdo das sementes, revelando acdo toxica e/ou
citotéxica (LUZet al., 2012).

4. CONCLUSAO

A atividade antimicrobiana contrfa. coli, E. faecalise C. krusej pode ser
associada aos compostos quimicos encontrados no extrato etandlico das f@has de
regium demonstrando possibilidade de opcado de tratamento para leveduras e bactérias
altamente resistentes.

Considerando que substancias naturais podem ser responsaveis pelo efeito de
protecdo contra o0s riscos de muitos processos patolégicos e boa atividade antioxidante
do extrato etandlico das folhas @e regiumdescritos neste trabalho, estimulam a
continuidade dos estudos para avaliar a acdo antioxidante de substancias isoladas de
C.regium

Os resultados deste estudo indicaméncia de efeitos toxicos do extrato
etandlico das folhas d@. regium pois este ndo interfere na divisdo celular. O teste de
Allium cepaé um excelente bioindicador de alteragcbes cromossdmicas que servem
como alerta para a populacdo que utiliza chas medicinais indiscriminadamente. Embora
0 bioteste seja primeira avaliagdo de toxidade, ele mostra a importancia descobertas
cientificas e novas adaptacGes do teste podem revelar iniUmeras possibilidades do seu
uso, evitando o uso de animais para os testes.

Apesar do crescente uso de plantas medicinais com fins terapéuticos é
importante a comprovacdo do seu efeito farmacoldgico. As pesquisas com plantas
medicinais envolvem investigacbes da medicina tradicional e popular, caracterizacéo
estudo do mecanismo de acdo dos principios ativos, avaliacdo farmacolégica do
extratos e identificacdo dos compostos quimicos. No Brasil, onde a populacdo tem
baixo acesso a medicamentos, pesquisas cientificas na area de plantas medicinais,
indicam as mesmas com baixo custo e facil acesso, diminuicdo de efeitos adversos,

evitando ou diminuindo os riscos de intoxica¢des por uso inadequado.
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