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RESUMO  

 

Muitos fármacos utilizados atualmente são derivados de plantas que foram empregados 

primeiramente como medicinais pela população indígena, neste sentido, o conhecimento 

tradicional tem se mostrado uma ferramenta útil na busca de novos medicamentos. 

Porém, a maioria das plantas utilizadas como medicinais não foram avaliadas quanto 

sua eficácia e segurança. O objetivo do trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana 

do extrato da casca e folhas de M. urundeuva e avaliar sua toxicidade, citotoxicidade, 

mutagenicidade e genotoxicidade. Os extratos foram avaliados quanto a Concentração 

Inibitória Mínima em leveduras e bactérias ATCC e testados utilizando-se o teste de 

Ames sem ativação metabólica, teste em Allium cepa, avaliação da atividade hemolítica 

e teste de toxicidade aguda em ratos. Os extratos etanólico da casca e folhas 

apresentaram atividade antimicrobiana, reduziram a germinação das sementes, o 

tamanho das raízes e diminuíram a atividade mitótica em A. cepa, além de apresentar 

toxicidade aguda em ratos. Não foi observada atividade hemolítica em eritrócitos. Os 

extratos não induziram alterações nucleares nas células meristemáticas de A. cepa, bem 

como não apresentaram atividade mutagênica no teste de Ames. Os testes em A. cepa e 

de Ames apresentaram associação entre os resultados. Foi observada associação nos 

resultados entre o teste em A. cepa e de toxicidade aguda em ratos. Com base nos 

resultados, os extratos da casca e folhas de M. urundeuva devem ser evitados, 

principalmente sua ingestão, devido à toxicidade e citotoxicidade observada. 
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ABSTRACT 

 

Many drugs currently used are derived from plants that have been used primarily as 

medicinal by the indigenous population, in this sense, traditional knowledge has proven 

a useful tool in the search for new drugs. However, most plants used in traditional 

medicine have not been evaluated for efficacy and safety. The objectives were to assess 

the antimicrobial activity of the extract of the bark and leave of M. urundeuva and 

evaluate its toxicity, cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity. Extracts were 

evaluated for Minimum Inhibitory Concentration in yeast and bacteria ATCC and tested 

using the Ames test without metabolic activation, Allium cepa test, evaluation of 

hemolytic activity and acute toxicity test in rats. The ethanol extracts of bark and leaves 

showed antimicrobial activity, reduced seed germination, the size of the roots and 

decreased mitotic activity in A. strain, as well as presenting acute toxicity in rats. There 

was no hemolytic activity in erythrocytes. The nuclear extracts did not induce changes 

in the meristematic cells of A. cepa and showed no mutagenic activity in the Ames test. 

The tests A. cepa and Ames were associated in the results. An association was observed 

between the test results in A. cepa and acute toxicity in mice. Based on the results, the 

extracts from the bark and leaves of M. urundeuva should be avoided, especially your 

intake due to toxicity and cytotoxicity observed. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A utilização de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é relatada ao 

longo da história humana, e ainda hoje o é, sendo em diversas comunidades o único 

recurso terapêutico (Carneiro et al., 2014).  Mesmo sendo valorizados historicamente, 

os fitoterápicos foram substituídos ao longo do tempo por compostos sintéticos mais 

eficazes. Porém, a fácil aceitabilidade, disponibilidade e baixo custo dos fitoterápicos 

têm favorecido a utilização de plantas medicinais e, estimulado os estudos voltados a 

esta área. 

No Brasil, cerca de 80% da população utiliza produtos à base de plantas 

medicinais para o tratamento e prevenção de doenças, tendo como base o conhecimento 

tradicional, uso popular, transmissão oral entre gerações ou através de sistemas oficiais 

de saúde (Brasil, 2012). 

O grande consumo de produtos fitoterápicos no Brasil pode estar relacionado à 

existência de uma flora diversificada no país, além de uma extraordinária diversidade 

cultural, que apresenta diferentes formas de utilização terapêutica desses recursos 

(Brasil, 2012). Essas características têm favorecido o desenvolvimento de várias 

pesquisas para comprovação da atividade biológica, caracterização fitoquímica e 

obtenção de novos princípios ativos a partir de plantas existentes nos diferentes 

ecossistemas brasileiros (Ribeiro et al., 2014).  

Diversos laboratórios e indústrias farmacêuticas buscam novos agentes 

antimicrobianos com estruturas ativas ou com atividades complementares às drogas já 

existentes, através dos estudos das plantas, na tentativa de se encontrar a cura para 

doenças causadas por micro-organismos multirresistentes e de novas doenças (Varanda, 

2006). 

Porém, para a liberação do uso de uma planta ou de seus componentes, exige-se 

completa investigação da eficácia e segurança dos compostos presentes em uma dada 

espécie, sendo que ao final deve-se observar que os benefícios do uso da nova molécula 

podem superar seus efeitos colaterais. A Resolução nº 90, de 16 de março de 2004, da 

ANVISA, que indica os métodos padronizados para os estudos de toxicologia pré-

clínica para registro e renovação de registro de fitoterápicos, exige a realização de 

estudos avaliando a toxicidade e genotoxicidade de plantas medicinais (Brasil, 2004). 
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Os estudos para identificar a ação dos compostos nos organismos e em 

diferentes componentes celulares, têm desenvolvido diversos ensaios de avaliação da 

toxicidade dos compostos (Fiskesjö, 1994; Maron e Ames, 1983; Khalil e Ei-Adawy, 

1994; OECD, 2001). As finalidades dos testes irão determinar quais tipos de 

organismos serão utilizados. Os bioensaios com procariotas permitem a detecção de 

agentes que induzem mutações nos genes e danos primários ao DNA. As análises com 

organismos eucariontes permitem a detecção de maior extensão de danos, como 

mutações genéticas, danos cromossômicos e aneuploidias, além da identificação de 

compostos citotóxicos e tóxicos (Leme e Marin-Morales, 2009). 

Neste sentido, estudos que visem apresentar a avaliação do potencial tóxico, 

citotóxico, genotóxico e mutagênico de plantas utilizadas popularmente, tornam-se 

importantes para a busca da prevenção a saúde humana. 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. Plantas Medicinais e Fitoterápicos  

 

O conhecimento sobre plantas medicinais faz parte do contexto social humano 

desde as civilizações mais antigas até os dias atuais, e está intrinsicamente relacionado à 

história da medicina. No início, o homem descobria como curar suas doenças e feridas 

através da observação, tentativas, erros e acertos, a partir deste conhecimento inicial que 

foi passado de geração em geração, foi constituída a base da medicina moderna 

(Mendanha et al., 2010). 

Ainda hoje, a busca por novos medicamentos à base de plantas, é fundamentada 

no conhecimento popular. Muitos fármacos utilizados atualmente são derivados de 

plantas que foram empregados pela primeira vez na medicina tradicional, ou seja, 

utilizadas primeiramente com base em conhecimentos tradicionais das populações. De 

acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) aproximadamente 25% dos 

medicamentos são de origem vegetal (Saslis-Lagoudakis et al., 2012). 

Para a OMS, plantas medicinais são aquelas que têm uma história de uso 

tradicional como agente terapêutico. Segundo a ANVISA, planta medicinal é toda 

planta ou partes dela que contenham as substâncias ou classes de substâncias 

responsáveis pela ação terapêutica (Brasil, 2010). Os medicamentos fitoterápicos, de 
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acordo com a ANVISA, são medicamentos obtidos exclusivamente de matérias-primas 

vegetais (Brasil, 2011). 

As plantas medicinais são consideradas uma forma alternativa de tratamento em 

várias partes do mundo, pois, acredita-se na ideia de que medicamentos a base de 

plantas e produtos naturais são mais seguros do que os medicamentos sintéticos (Silva 

et al. 2008; Turolla e Nascimento, 2006). Além disso, em muitos casos, a medicina 

popular é o único acesso que as populações têm para tratarem suas doenças, devido às 

condições socioeconômicas que dificultam o acesso a medicamentos alopáticos (Rates, 

2001).  

Calcula-se que em torno de 10.000 a 53.000 espécies de plantas são usadas 

tradicionalmente em todo o mundo (Schippmann et al., 2002; McChesney et al., 2007), 

no entanto, apenas uma pequena proporção destas foram avaliadas quanto suas 

atividades biológicas (Saslis-Lagoudakis et al., 2012). No Brasil, um levantamento 

realizado apenas no Cerrado, listou 298 espécies de plantas utilizadas pela população 

para fins medicinais (Carneiro e Santos, 2014). 

Em 2008, foi aprovada no Brasil a Portaria Interministerial n° 2960, que criou o 

Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterápicos e o comitê Nacional de 

Plantas Medicinais e Fitoterápicos. O objetivo do programa foi propor medidas de 

segurança para o uso de fitoterápicos por parte da população, bem como o acesso e o 

uso racional de plantas medicinais e fitoterápicos. O programa busca ainda aumentar o 

número de fitoterápicos oferecidos pelo Sistema Único de Saúde (SUS) (Brasil, 2009). 

Portanto, a aquisição de conhecimento sobre as plantas medicinais utilizadas 

tradicionalmente é importante para obtenção de novas drogas para o tratamento de 

doenças e, como medida de segurança para a população que faz uso contínuo de 

fitoterápicos, uma vez que a planta utilizada pode possuir agentes tóxicos. 

 

2.2. Myracrodruon urundeuva 

 

A família Anacardiaceae é representada por plantas de porte arbustivo a arbóreo, 

tendo sua ocorrência em regiões tropicais e subtropicais (Barroso, 1991). Nesta família 

estão presentes muitas espécies cujas folhas e o caule são utilizados na medicina 

tradicional, dentre estas destacam-se: Myracrodruon urundeuva Allemão, Schinus 
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terebinthifolius Raddi, S. lentiscifolius Marchand, S. molle L. e Lithraea brasiliensis 

Marchand (Kato e Akisue, 2002). 

A espécie Myracrodruon urundeuva é conhecida popularmente como aroeira, 

aroeira-do-sertão, arendeúva, arindeúva, aroeira-da-serra, aroeira-preta e urundeúva 

(Lorenzi e Matos, 2008). Seu limite de distribuição natural se estende pelas Regiões 

Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil até a Bolívia, Paraguai e Argentina (Santin 

e Leitão-Filho, 1991; Lorenzi, 1992).  

A aroeira possui tamanho variado conforme a região de sua ocorrência, podendo 

atingir 30 metros de altura (Rizzini, 1971). Seu florescimento ocorre entre julho e 

setembro, e a maturação dos frutos ocorre de setembro a outubro (Lorenzi, 1992; 

Andrade et al., 2000).  

Segundo o IBAMA (2008), M. urundeuva é uma das espécies ameaçadas de 

extinção, sendo, portanto, categorizada como uma espécie vulnerável. A presença nesta 

lista se deve principalmente ao uso de sua madeira como matéria-prima em obras 

externas como postes, mourões, esteios, dormentes, armações de pontes, na construção 

civil, como caibros, vigas, para peças torneadas, etc. (Salis e Crispim, 2006). 

Na fitoterapia, M. urundeuva é utilizada por populações indígenas e não 

indígenas do Brasil, sob a forma de semicúpio (“banho-de-assento”) após o parto 

(Cunha et al., 2009), e também como adstringente, anti-inflamatório, cicatrizante e no 

tratamento da gastrite e úlcera (Oliveira Júnior e Conceição, 2010). Pesquisas apontam 

que esta planta possui atividade antimicrobiana, porém estudos indicam que ela pode ser 

tóxica (Almeida et al., 2010; Jandú et al., 2013; Ustulin et al., 2009). 

Através da análise fitoquímica do caule e folhas M. urundeuva foram observadas 

a presença de esteroides, fenóis simples, flavanonas, flavanonóis, saponinas, taninos e 

xantonas (Pinho et al., 2012; Figueredo et al., 2014). Destaca-se nesta lista a presença 

de flavonoides (flavononas, flavanonóis), saponinas e taninos, pois estes compostos são 

relatados por possuírem propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Akiyama et al., 

2001; Cushnie e Lamb, 2005). 

 

2.3. Agentes mutagênicos e danos ao DNA 

 

Os fatores genéticos e ambientais se complementam no surgimento do câncer, 

ou seja, além da propensão (suscetibilidade genética) ao câncer, causas externas 
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(ambientais) têm favorecido o surgimento de mutações genéticas que favorecem o 

surgimento desta doença (Nickels et al., 2013). 

Diariamente sofremos danos no DNA decorrentes da exposição a diversos 

compostos químicos e outros fatores ambientais. As principais alterações presentes na 

fita de DNA são o aparecimento de mutações, que podem causar alterações metabólicas 

nas células, bem como resultar na sua morte (Nickels et al., 2013; Tomasetti e 

Vogelstein, 2015).  

Quando uma mutação apresenta como resultante uma alteração no metabolismo 

celular, esta pode ser neutra ou não, podendo causar uma desordem no metabolismo 

celular, e induzir um crescimento anormal das células, dando origem a neoplasias 

(Ribeiro et al., 2003). Segundo Tomasetti e Vogelstein (2015), dois terços dos cânceres 

ocasionados em adultos são decorrentes de mutações durante o processo de divisão 

celular, sendo grande a probabilidade de esses genes defeituosos serem passados para 

outras gerações. 

A exposição a um mutágeno pode resultar em diferentes tipos de danos ao DNA 

(aductos de DNA, sítios álcali-lábeis e quebras de fitas), sendo que, as mutações podem 

envolver alterações em um único nucleotídeo (mutação gênica ou puntiforme), e 

aberrações cromossômicas atingindo cromossomos inteiros ou pedaços de cromossomos 

(Mateuca et al., 2006). Os mutágenos podem ter ação direta e indireta na fita de DNA, a 

Figura 1 mostra os mecanismos pelos quais as moléculas podem induzir alterações nas 

células e a carcinogênese (Kirsch-Volders et al., 2003). 

 

Figura 1. Visão geral dos mecanismos pelos quais mutágenos de atuação direta e 

indireta e outras moléculas podem desempenhar na carcinogênese. (Adaptado de 

Kirsch-Volders et al., 2003). 
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Em decorrência das diversas vias que os compostos podem atuar, diversos 

ensaios de genotoxicidade foram desenvolvidos (Maron e Ames, 1983; Fiskesjö, 1994; 

Khalil e Ei-Adawy, 1994). Cada teste se propõe a avaliar uma via de dano que os 

compostos podem ter, os objetivos de cada estudo irão determinar quais tipos de 

organismos serão utilizados durante os testes.  

 

2.4. Citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade 

 

Considerando as diversas vias de ação que os compostos podem ter nos 

organismos, o uso de vários testes para avaliação de um composto torna-se necessária, 

pois, aumenta a segurança e garante a eficiência do composto avaliado. 

Estudos que visam avaliar a citotoxicidade de um composto têm por objetivo 

avaliar os danos causados às células decorrentes da exposição a um agente citotóxico, 

ou seja, um agente que causa dano na célula capaz de induzir a morte celular (Riss e 

Moravec, 2004).  

A avaliação da viabilidade celular é o parâmetro mais utilizado para avaliar a 

citotoxicidade. Neste método são utilizados corantes específicos para corar 

diferencialmente células que sofreram dano e/ou estão em processo de apoptose 

(Rogero et al., 2003). Além deste parâmetro, a citotoxicidade pode ser evidenciada pela 

alteração no crescimento de um tecido, bem como pela diminuição no número de 

células em processo de divisão celular (mitose ou meiose) (Leme e Marin-Morales, 

2009).  

Em geral a avaliação do potencial citotóxico envolve ensaios em culturas 

celulares (humanas e de outros organismos). As principais culturas de células utilizadas 

são as linfocitárias humanas e células provenientes de hamster Chinês, como por 

exemplo, células CHO (Chinese Hamster Ovary), células V79 (pulmonares), CHL/IU 

(Chinese Hamster Lung), dentre outras (Takahashi et al., 2003). Outro teste in vitro para 

avaliação da citotoxicidade de uma substância é o teste para avaliação da atividade 

hemolítica, utilizando sangue humano (Jandú et al., 2013) ou de outros animais (Hassan 

et al., 2010). 

A citotoxicidade pode ser avaliada também por meio de ensaios com vegetais, 

dentre os quais, destaca-se o teste em Allium cepa. Neste ensaio é possível verificar a 

ação citotóxica dos compostos através do número de células em divisão e apoptose.  O 
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teste em A. cepa permite avaliar outros parâmetros além da citotoxicidade dos 

compostos como, a atividade mutagênica e a toxicidade. 

Além da citotoxicidade, para fins de regulamentação, os compostos também são 

analisados quanto a sua capacidade de serem mutagênicos ou genotóxicos. Os termos, 

mutagênico e genotóxico são frequentemente empregados de forma a causar confusão 

quanto ao seu uso. 

Os agentes que danificam o DNA, causando lesões permanentes são 

considerados genotóxicos. Assim, a genotoxicidade é a capacidade que algumas 

substâncias têm de induzir alterações celulares que podem influenciar no funcionamento 

da maquinaria genética dos organismos expostos, podendo não agir diretamente na fita 

de DNA, mas causar danos em estruturas relacionadas ao núcleo como as fibras do fuso, 

enzimas e proteínas envolvidas na manutenção da integridade do genoma (Kirsch-

Volders et al., 2003; Mateuca et al., 2006). Para avaliação genotóxica são utilizados 

testes que avaliam danos ao material nuclear, como quebras cromossômicas e 

micronúcleos. Exemplos de testes utilizados: teste em Allium cepa (Fiskesjö, 1994) e 

teste do Micronúcleo em animais (Schimid, 1975). 

A mutagenicidade é a capacidade que uma substância tem de acelerar ou 

aumentar o surgimento de mutações, ou seja, são compostos que alteram as sequências 

de bases nitrogenadas em taxas superiores ao que normalmente pode ser registrado 

(Ribeiro et al., 2003). Exemplos de testes utilizados para avaliação da mutagenicidade: 

teste de mutagênese com Salmonella Typhimurium – Teste de Ames – (Maron e Ames, 

1983) e Ensaio Cometa (Östling e Johanson, 1984). 

 

2.5. Testes de avaliação mutagênica, genotóxica, citotóxica e tóxica 

 

2.5.1. Teste em Allium cepa 

 

O teste em Allium cepa foi desenvolvido por Levan (1938, 1949), para o estudo 

dos efeitos de produtos químicos em cromossomos de células das raízes dos bulbos de 

cebolas, sendo um bioensaio simples, rápido e com alta sensibilidade, o teste se baseia 

na avaliação de diversos parâmetros genotóxicos e citotóxicos (Grant, 1999). 

A partir de sua criação o teste em A. cepa tornou-se importante ferramenta em 

pesquisas básicas para avaliação do potencial genotóxico e citotóxico de produtos 
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químicos, substâncias complexas como extratos de plantas, dejetos industriais e águas 

contaminadas (Cuchiara et al., 2012). Devido ao seu baixo custo, rapidez, facilidade de 

manipulação e a possibilidade de utilizar amostras sem tratamento prévio, o teste passou 

a estar presente em diversos laboratórios que trabalham com testes de genética 

toxicológica (Fiskesjö, 1994; Leme e Marin-Morales, 2009). 

A utilização do método de avaliação das alterações cromossômicas em raízes de 

A. cepa é reconhecida pelo Programa Internacional de Segurança Química (IPCS, OMS) 

e o Programa Ambiental das Nações Unidas como um teste eficiente para análise e 

monitoramento in situ da genotoxicidade de substâncias ambientais (Cabrera e 

Rodriguez, 1999). 

Trabalhos têm demonstrado a aplicação do teste de A. cepa para avaliação do 

potencial genotóxico de águas residuais (El-Shahaby et al., 2003; Cuchiara et al., 2012), 

solos contaminados (Cabrera e Rodriguez, 1999), infusões vegetais (Bagatini et al., 

2007, Dias et al., 2014), metais pesados (Palacio et al., 2005) e de vegetais tratados com 

agrotóxicos (Feretti et al., 2007). 

O teste de A. cepa permite utilizar dois parâmetros de avaliação toxicológica, 

macroscópicos, que avalia a presença de tumores, crescimento e forma das raízes, e 

microscópicos, que avalia alterações nos núcleos das células (cromossomos em anel, 

pontes cromossômicas, sticky chromosomes, retardos cromossômicos e formação de 

micronúcleos) e o índice mitótico, número de células em processo de divisão (Fiskesjö, 

1994; Monarca et al., 2002). Além disso, este teste também permite avaliar a toxicidade 

do composto através da germinação das sementes. 

O teste permite a avaliação de diferentes mecanismos genéticos afetados pela 

exposição a um agente mutagênico. As categorias genéticas que podem ser analisadas 

por este teste são: 

- o índice mitótico, permite avaliar a influência dos compostos sobre a divisão 

celular, neste parâmetro é avaliado o número total de células em divisão no ciclo 

celular, esta análise tem sido utilizada como um parâmetro para avaliar a citotoxicidade 

de vários agentes, assim, os níveis de citotoxicidade de um agente podem ser 

determinados pela diminuição no índice mitótico (Fernandes et al., 2007). 

- aberrações cromossômicas, permitem avaliar a influência dos compostos na 

indução de alterações na estrutura cromossômica ou no número total de cromossomos 

(Leme e Marin-Morales, 2009).  
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- anormalidades nucleares, são alterações morfológicas no núcleo interfásico, 

como resultado da ação do composto testado, podendo ser observados núcleos 

lobulados, gomos nucleares, células polinucleares, entre outros (Leme e Marin-Morales, 

2009). 

- micronúcleos, surgem a partir do desenvolvimento de algumas aberrações 

cromossômicas, por exemplo, quebras e perdas cromossômicas, podendo também ser 

derivada de outros processos como poliploidização, são identificados como sendo 

“núcleos” bem menores que o núcleo verdadeiro da célula (Fernandes et al., 2007). 

Segundo Rank (2003), uma das vantagens do teste em A. cepa é a possibilidade 

de se avaliar a exposição direta do organismo a substância teste. Considera-se como 

outra vantagem do teste em A. cepa a presença de um sistema de metabolização dos 

compostos através de oxidação enzimática, sendo importante para avaliar subprodutos 

do composto original que podem apresentar uma atividade mutagênica, gerados a partir 

da exposição a estas enzimas (Fatima e Ahmad, 2006). Este fato é importante, pois 

outros testes, como o teste de Ames, é complementado com a utilização da fração S9 

(fração obtida de fígado de rato – que representa um sistema metabólico exógeno) para 

se obter um sistema de metabolização de oxidação enzimática.  

Porém, quando o sistema de enzima oxidase de plantas é comparado com as 

enzimas do citocromo P-450 de mamíferos, o complexo enzimático de plantas apresenta 

baixa concentração e uma limitação na especificação substrato (Rank e Nielsen, 1997). 

Apesar desta baixa especificidade, os resultados de bioensaios utilizando o teste em A. 

cepa não devem ser desconsiderados, pois, uma substância capaz de induzir danos 

cromossômicos em plantas pode também oferecer risco para os outros organismos 

(Leme e Marin-Morales, 2009). 

 

2.5.2. Teste de mutagenicidade com Salmonella Typhimurium (Teste de Ames) 

 

Os princípios do teste de mutagenicidade com Salmonella Typhimurium foi 

publicado por Ames e Yamasaki (1971), utilizando cepas mutantes de S. Typhimurium 

deficientes na síntese do aminoácido histidina, para avaliar o potencial carcinogênico de 

compostos químicos (Maron e Ames, 1983). 

O ensaio consiste na utilização de linhagens de S. Typhimurium auxotróficas 

para o aminoácido histidina (his
-
), tais linhagens possuem diferentes mutações no 
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operon deste aminoácido, assim, essas linhagens são incapazes de sintetizá-lo, sendo 

incapazes de crescer e formar colônias na sua ausência (Mortelmans e Zeiger, 2000).  

O surgimento de novas mutações no local dessas mutações pré-existentes, e em 

regiões próximas a estes genes, podem restaurar a função do gene e permitir que as 

células sintetizem novamente a histidina, assim estas células mutadas podem crescer 

normalmente na ausência de histidina e formar colônias (Umbuzeiro e Vargas, 2003). 

As cepas contêm ainda outras mutações que aumentam a capacidade em detectar 

mutágenos, além da mutação para histidina. A perda parcial da membrana de 

lipopolissacarídeo, causada pela mutação rfa, aumenta a permeabilidade da membrana, 

permitindo a entrada de grandes moléculas, que não penetrariam normalmente na 

membrana (Maron e Ames, 1983).  

A mutação uvrB é uma deleção em um gene que codifica o sistema de reparo por 

excisão, diminuindo a capacidade de reparo do ácido desoxirribonucleico (DNA) e 

aumentando a sensibilidade na detecção de mutágenos. Esta deleção estendeu-se até o 

gene de síntese de biotina, consequentemente, as bactérias necessitam de biotina para 

seu crescimento, apenas a cepa TA102 não contém esta mutação (Maron e Ames, 

1983). 

As linhagens TA97a e TA98 detectam mutações do tipo frameshift, TA100 

detecta substituições de pares de bases e TA102 também detectam mutações do tipo 

frameshift e possui a mutação hisG428, que aumenta os sítios específicos para 

mutagênese e detecta vários mutágenos que dificilmente são detectados nas outras cepas 

como, formaldeído, hidroperóxidos, bleomicina e mitomicina C (Maron e Ames, 1983). 

As linhagens TA98 e TA100 são as mais utilizadas em avaliação de compostos, 

mostrando-se eficientes na detecção de vários agentes mutagênicos. Os objetivos do 

teste, os resultados alcançados e a quantidade de amostra disponível para ser testada, 

irão determinar o acréscimo de outras linhagens no ensaio. Segundo Mortelmans & 

Zeiger (2000) para fins de regulação, a bateria mínima utiliza as linhagens TA98, 

TA100, TA97a ou TA1537 e, frequentemente, TA1535 ou TA102, cada linhagem irá 

apresentar características genéticas adicionais que aumentam a sensibilidade na 

detecção de agentes mutagênicos. 

As linhagens utilizadas no teste não apresentam enzimas de metabolização, que 

a exemplo nos mamíferos, são utilizadas para metabolização de compostos para sua 

redução e assimilação ou eliminação (Mortelmans e Zeiger, 2000). Para superar essa 
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dificuldade, foi incluída no teste a chamada fração S9, que é adicionada às culturas 

durante os ensaios, a fração S9 contém enzimas de metabolização obtida a partir do 

fígado de ratos, esta enzima permite a identificação de compostos com ação indireta 

(Maron e Ames, 1983). 

O teste de Ames foi desenvolvido para detectar mutações induzidas 

quimicamente, sendo utilizado em todo o mundo como um teste preliminar para 

determinar o potencial mutagênico de novos produtos químicos e drogas. Para 

utilização do teste por empresas e laboratórios, diversas normas internacionais foram 

desenvolvidas, a fim de se garantir a uniformidade de procedimentos do teste antes da 

apresentação de dados para as agências reguladoras, para o registro ou a aceitação de 

muitos produtos químicos (FDA, 2012; ISO, 2014). 

O teste de Ames é considerado um ensaio que possui grande sensibilidade na 

detecção do potencial mutagênico de diferentes agentes químicos, sendo um teste 

padronizado e intensamente utilizado pela comunidade científica internacional. Porém, 

este teste detecta vários tipos de mutações de ponto viáveis que envolvem poucos pares 

de base do DNA, em um genoma bacteriano simples, assim, muitos estudos 

complementam o teste utilizando outros ensaios com a utilização de animais (mamíferos 

principalmente) e teste in vitro com linhagens celulares humanas e de outros 

organismos. 

 

2.5.3. Avaliação da atividade hemolítica 

 

Metodologias in vitro têm sido utilizadas para determinação do potencial tóxico 

e mutagênico de produtos naturais. Ensaios in vitro podem desempenhar um papel vital 

na avaliação de extratos vegetais, podendo ser utilizados na triagem comparada, estudos 

de interação, bioatividade e caracterização biológica (Agarwal et al., 2014). 

O teste de avaliação da atividade hemolítica é um dos testes, dentre os testes in 

vitro, que apresenta maior simplicidade na execução e os resultados são alcançados com 

maior rapidez. A ruptura do eritrócito com liberação de hemoglobina caracteriza o 

processo de hemólise.  

Diversas metodologias são utilizadas para a verificação da atividade hemolítica 

de compostos naturais e sintéticos. Inicialmente, o teste era realizado através da 

avaliação qualitativa por observação de coloração vermelha decorrente da liberação de 
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hemoglobina, metodologia esta preconizada na época pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS, 1998). Outra alternativa, é o método de observação de formação de halos 

de hemólise em placas de ágar sangue (Efing, 2008). A Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária – ANVISA recomenda o teste através da observação da absorbância da 

hemoglobina em ultravioleta (ANVISA, 2003).  

 

2.5.4. Toxicidade aguda 

 

Os ensaios de toxicidade aguda avaliam os efeitos adversos que ocorrem em um 

curto período de tempo, após administração única ou múltipla, de elevadas doses do 

composto a ser avaliado em animais. Os primeiros estudos utilizando o teste de 

toxicidade aguda ocorreram na década de 1920, neste período os estudos tinham como 

objetivo avaliar substâncias que seriam utilizadas em seres humanos, na década de 1970 

os estudos passam a comparar e classificar a toxicidade de substâncias, tornando-se pré-

requisito para as agências reguladoras responsáveis pela a aprovação de novos 

fármacos, aditivos alimentares, ingredientes cosméticos, produtos domésticos, químicos 

industriais e pesticidas (Valadares, 2007). 

A toxicidade aguda expressa a potência das substâncias em termos da dose letal 

média (DL50 dose letal 50% - dose que mata 50% dos animais) ou da concentração letal 

média (CL50 concentração letal 50% - concentração que mata 50% dos animais) valores 

estes que representam a dose estimada que cause a morte em 50% dos animais expostos 

ao produto testado (OECD, 2001). Outros parâmetros considerados neste teste é a 

avaliação da perda de massa corporal durante a exposição do composto estudado e a 

presença de sinais clínicos de toxicidade, como diarréia, piloereção, variações no 

comportamento e sangramento (Kapoor et al., 2014). A administração das substâncias 

pode ser por diferentes vias, dentre elas a dérmica, a oral e a inalatória. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivos Geral 

 

Determinar a atividade antimicrobiana e avaliar os extratos etanólico de casca e 

folhas de M. urundeuva através dos testes de mutagenicidade, genotoxicidade, 

citotoxicidade e toxicidade. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Determinar a Concentração Inibitória Mínima dos extratos da casca e folhas de 

M. urundeuva frente a micro-organismos de interesse clínico. 

Analisar a presença de compostos fenólicos nos extratos etanólico da casca e 

folhas de M. urundeuva. 

Avaliar a toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade dos 

extratos etanólico da casca e folhas e de M. urundeuva.
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4. ARTIGO 

 

Myracrodruon urundeuva: atividade antimicrobiana e avaliação toxicológica pelos 

testes de Ames, Allium cepa, atividade hemolítica e toxicidade aguda. 
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Resumo 

 

Relevância etnofarmacológica: O uso de plantas medicinais não se baseia em estudos 

que comprovem a sua eficácia e segurança. Myracrodruon urundeuva é uma planta 

nativa do Brasil utilizada pela população indígena e não indígena no tratamento de 

infecções, apresentando ação adstringente, cicatrizante e no tratamento da gastrite e 

úlcera. O objetivo do trabalho foi verificar a atividade antimicrobiana dos extratos da 

casca e folhas de M. urundeuva e avaliar a toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade e 

genotoxicidade. 

Materiais e Métodos: Foi determinada a Concentração Inibitória Mínima dos extratos 

etanólicos e frações acetato de etila e hidroalcoólico da casca e folhas de M. urundeuva, 

os extratos que apresentaram atividade antimicrobiana foram caracterizados via 

cromatografia líquida e avaliados em testes toxicológicos.  Para avaliação toxicológica 

foi realizado o teste de Ames, Allium cepa, avaliação da atividade hemolítica e teste de 

toxicidade aguda em ratos.  

Resultados: Os extratos etanólicos da casca e folhas apresentaram atividade 

antimicrobiana, e foram considerados tóxicos e citotóxicos pelo teste em A. cepa (a 

partir da concentração 0,3 mg mL
-1

) e de toxicidade aguda em ratos. Não foi observada 

atividade hemolítica em eritrócitos. Os extratos não apresentaram genotoxicidade e 

mutagenicidade pelo teste em A. cepa e de Ames. A caracterização química indicou a 

presença de flavonoides e taninos nos extratos etanólicos. 

Conclusão: Extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva apresentam atividade 

antimicrobiana e não possuem atividade mutagênica, porém, apresentaram toxicidade. 

Os testes em A. cepa e de Ames apresentaram similaridade entre os resultados. Foi 

observada similaridade nos resultados entre o teste em A. cepa e de toxicidade aguda em 

ratos. Com base nos testes utilizados, os extratos etanólicos da casca e folhas de M. 

urundeuva apresentam citotoxicidade e toxicidade, não sendo indicada a sua ingestão. 

 

 

Palavras chaves: fitoterápicos; citotoxicidade; mutagênese; toxicologia. 
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1. Introdução 

A avaliação da atividade antimicrobiana, toxicidade, genotoxicidade e 

mutagenicidade de extratos vegetais utilizados na medicinal tradicional, constituem 

importantes ferramentas na prevenção a saúde da população que fazem uso destes 

extratos. Vários estudos são direcionados à descoberta de novos agentes bioativos 

originados de extratos vegetais e outros produtos naturais que, apresentem maior 

eficiência no tratamento de doenças e menor toxicidade (Bagiu et al., 2012; Eren e 

Özata, 2014; Gehrke et al., 2013). Laboratórios e indústrias farmacêuticas buscam 

novas estruturas ativas ou com atividades complementares às drogas já existentes, para 

tratamento de infecções ou ação contra micro-organismos multirresistentes (Varanda, 

2006).  

Myracrodruon urundeuva é conhecida popularmente como aroeira, e pode ser 

entrada nas Regiões Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do Brasil até a Bolívia, Paraguai 

e Argentina (Lorenzi e Matos, 2008). Na medicina tradicional, a planta é utilizada no 

tratamento de várias doenças, sendo observado o uso por populações indígenas e não 

indígenas do Brasil, sob a forma de semicúpio (“banho-de-assento”) após o parto e no 

tratamento de infecções vaginais (Cunha et al., 2009), como adstringente, anti-

inflamatório, cicatrizante e no tratamento da gastrite e úlcera (Oliveira Júnior e 

Conceição, 2010). Pesquisas apontam que esta planta possui atividade antimicrobiana, 

porém indicam que ela pode ser tóxica (Almeida et al., 2010; Jandú et al., 2013; Ustulin 

et al., 2009). 

Diferentes ensaios biológicos são utilizados para avaliação da toxicidade de uma 

planta, cada ensaio apresenta tipos celulares e características diferentes. A avaliação 

toxicológica utilizando diferentes metodologias é recomendada para garantir maior 

segurança nos resultados obtidos (Brasil, 2013; WHO, 2005). Os testes comumente 

utilizados são: teste de Ames – (Maron e Ames, 1983); teste em Allium cepa (Fiskesjö, 

1994); avaliação da atividade hemolítica (Khalil e Ei-Adawy, 1994) e toxicidade aguda 

em ratos (OECD, 2001). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), produtos a 

base de plantas devem ser investigados sobre sua toxicidade, por meio de testes in vitro 

(teste de Ames e cultura de células) para avaliar a genotoxicidade, mutagenicidade e 

citotoxicidade, e em ratos para avaliar a toxicidade aguda e a dose máxima tolerada 

(WHO, 2005). 
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O teste em Allium cepa, apresenta alta sensibilidade para detectar agentes 

mutagênicos e permite avaliar mecanismos genéticos distintos como, mutações 

pontuais, aberrações e quebras cromossômicas (Leme e Marin-Morales, 2009). Testes 

em vegetais também permitem avaliar a toxicidade e citotoxicidade de extratos vegetais 

(Eren e Özata, 2014; Paz et al., 2013). Outro teste simples e rápido de avaliação 

citotóxica é o de avaliação da atividade hemolítica, que avalia a capacidade de 

determinada substância causar hemólise (Jandú et al., 2013).  

Os testes de toxicidade aguda são pré-requisitos para as agências internacionais 

responsáveis pela a aprovação de novos fármacos, aditivos alimentares, cosméticos, 

produtos domésticos, químicos industriais e pesticidas (Valadares, 2006). No Brasil a 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), com base em protocolos de 

agências regulamentadoras internacionais, estabelece o teste de toxicidade aguda como 

parte dos testes de avaliação da segurança de plantas medicinais (Brasil, 2013). 

O teste de Ames constitui um método eficiente e rápido para detectar mutações 

genéticas, e foi incluído como parte dos ensaios internacionalmente propostos para 

registro de medicamentos, outras drogas e formulações químicas (FDA, 2012; ISO, 

2014). O teste de Ames baseia-se em linhagens de S. Typhimurium derivadas da 

parental LT2, auxotróficas para o aminoácido histidina (his-). Na presença de agentes 

mutagênicos, estas linhagens sofrem mutações que revertem seu caráter de auxotrofia, 

passando assim a formar colônias em meio desprovido desse aminoácido (Maron e 

Ames, 1983; Mortelmans e Zeiger, 2000). Além da avaliação da atividade mutagênica, 

o teste de Ames também é utilizado para avaliar a atividade antimutagênica dos 

compostos (Resende et al., 2012). 

Muitos compostos avaliados que não apresentam atividade mutagênica podem 

apresentar atividade citotóxica e tóxica. Neste sentido, o estudo de plantas utilizadas 

como medicinais exigem uma abordagem que contemple diversas metodologias de 

avaliação toxicológica. M. urundeuva é utilizada como medicinal, porém, pouco se 

conhece quanto sua atividade. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade 

antimicrobiana dos extratos de M. urundeuva e sua toxicidade utilizando os testes de 

Ames, Allium cepa, atividade hemolítica e de toxicidade aguda em ratos. 
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2. Material e Métodos 

 

2.1 Material Vegetal 

As cascas e as folhas da M. urundeuva foram coletadas na área da Fazenda 

Experimental da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados – Mato 

Grosso do Sul – Brasil, coordenadas S 22º 14’’ 877 W 54’ 59’’ 615. Exsicatas da 

espécie foram identificadas pela professora Dr. Zefa Valdivina Pereira e depositadas no 

Herbário da Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais, da Universidade Federal 

da Grande Dourados sob número de registro 534. 

 

2.2 Preparo dos extratos  

As cascas e folhas foram secas em estufa de ar circulante à temperatura de 40ºC, 

após a secagem o material foi pulverizado em moinho de facas, pesado e armazenado 

em local seco sem umidade. O material seco e pulverizado foi misturado a 

aproximadamente 900mL de álcool etílico absoluto e deixado à temperatura de 25ºC por 

48h, com agitações ocasionais. Após ser filtrado, o álcool etílico dos extratos vegetais 

foi completamente evaporado à 35ºC em evaporador rotativo, sendo posteriormente 

liofilizados. 

Para obtenção das partições líquido-líquido dos extratos etanólicos da casca e 

folhas, foram utilizados solventes de polaridade crescente (acetato de etila e 

clorofórmio), sendo ao final obtida a fração hidroalcoólica e acetato de etila da casca e 

folhas de M. urundeuva. Após a separação dos extratos e frações, estes foram testados 

quanto suas possíveis atividades antimicrobianas. 

 

2.3 Ensaios de atividade antimicrobiana 

 

2.3.1 Micro-organismos 

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando micro-organismos da 

American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). As cepas ATCC 

utilizadas foram Candida albicans 90028, Candida krusei 6258, Candida tropicalis 

750, Candida glabrata 2001, Escherichia coli 25922, Enterococcus faecalis 51299, 

Staphylococcus aureus 29213 e Pseudomonas aeruginosa 27853. 
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2.4.2 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos extratos 

A Concentração Inibitória Mínima foi determinada pela técnica de microdiluição 

em caldo, com algumas adaptações para utilização de produtos naturais (CLSI, 2008). 

Os extratos etanólicos e as frações acetato de etila e hidroalcoólica da casca e folhas 

foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich®) e, em seguida, 

diluições sucessivas (1:2) do extrato foram realizadas em microplacas de 96 poços. As 

concentrações foram de 4µg mL
-1

 a 2048µg mL
-1

. A suspensão de cada micro-

organismo testado foi ajustada na concentração de 0,5 de McFarland (10
8
 UFC mL

-1
) e 

os meios de cultura utilizados foram RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®) e caldo Müller 

Hinton (Himedia®) para leveduras e bactérias, respectivamente. As microplacas foram 

incubadas por 48h a 37ºC para leveduras e por 24h a 35ºC para as bactérias. A CIM foi 

definida como a menor concentração que inibiu crescimento fúngico e bacteriano. 

 

2.3.3 Concentração Fungicida Mínima (CFM) e Concentração Bactericida Mínima 

(CBM) 

Concentração Fungicida Mínima e Concentração Bactericida Mínima foram 

determinadas em placas de Petri contendo ágar Sabouraud Dextrose para as leveduras e 

ágar Müeller Hinton para bactérias. Alíquotas de cada poço das microplacas foram 

retiradas com palitos esterilizados e perfurados nas placas de Petri com o meio de 

cultura. As placas foram incubadas por 48h a 37ºC para as leveduras e 24h a 35ºC para 

as bactérias. As CFM e CBM foram definidas como a menor concentração que não 

apresentou crescimento fúngico e bacteriano, respectivamente (Bagiu et al., 2012). Os 

extratos que apresentaram atividade antimicrobiana foram avaliados nos demais testes. 

 

2.4 Análise dos extratos via cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), com 

detector de arranjo de diodos (DAD) 

Os extratos etanólicos da casca e folhas foram analisados no Cromatógrafo 

Líquido de Alta Eficiência (CLAE) modelo: VARIAN 210, detector de arranjo de 

diodos (DAD), com varredura entre 200-800nm. Coluna Phenomenex C-18 (Ø 4,6mm x 

|| 250mm, diâmetro da partícula 10µm) e pré-coluna (25mm x 3mm) de mesma fase da 

coluna. Eluição realizada em sistema gradiente: MeOH/H2O de 5 a 100% metanol, 

levando 15 minutos para atingir 100% de metanol, 100% de metanol por 5 min e 5 min 

para voltar à condição inicial, sendo 25 min de análise total. Vazão de fluxo da bomba 
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de 1mL min
-1

 e volume injetado de 5µL. As amostras foram filtradas com um 

microfiltro de 0,45µm. 

 

2.5 Ensaios em Allium cepa 

 

2.5.1 Citotoxicidade 

Cem sementes de A. cepa (Isla®) foram distribuídas em placas de Petri de vidro 

(100 x 15mm) tendo como substrato uma folha de papel-filtro umedecida com 3mL dos 

extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva. Água destilada foi utilizada 

como controle negativo e trifluralina (Nortox®) (0,00084g L
-1

) como controle positivo 

(Fernandes et al., 2007). As concentrações avaliadas de cada extrato foram: 0,2; 0,3; 

0,4; 0,5 e 1mg mL
-1

 de cada extrato. Para a avaliação dos efeitos citotóxicos, o 

parâmetro analisado foi o índice mitótico nas células das raízes das sementes.  

As raízes das sementes de A. cepa foram medidas ao longo dos cinco dias, e no 

quinto dia elas foram coletadas, pré-tratadas e fixadas em solução de Carnoy (álcool e 

ácido acético na proporção 3:1 v/v) por 24h, sendo posteriormente lavadas três vezes 

com água destilada, hidrolisadas em HCl 5 M por 10 min em banho-maria a 60ºC, 

lavadas novamente e coradas com Reativo de Schiff por 45 min (na ausência de luz). 

Após esses procedimentos, o meristema da raiz foi cortado e colocado em uma lâmina 

junto com uma gota de Carmim acético 45%, sendo esmagado com uma lamínula. 

Para determinar o índice mitótico (IM) utilizou-se a seguinte fórmula: IM = 

NCM/NTC x 100, onde NCM = número de células em mitose e NTC = número total de 

células analisadas. Foram analisadas 1.000 células por lâmina em microscópio de luz 

com aumento de 40x, sendo para cada tratamento cinco lâminas, tendo um total de 

5.000 células analisadas por tratamento. 

 

2.5.2 Toxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade 

Cem sementes de Allium cepa (Isla®) foram distribuídas em placas de Petri de 

vidro (100 x 15mm) tendo como substrato uma folha de papel-filtro umedecida com 

3mL dos extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva. Água destilada foi 

empregada como controle negativo e trifluralina (Nortox®) (0,00084g L
-1

) e formol 3% 

como controles positivo (Fernandes et al., 2007). As concentrações avaliadas dos 

extratos etanólicos da casca e folhas foram: 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 1mg mL
-1

, durante cinco 
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dias. Os parâmetros analisados para toxicidade foram índice de germinação (IG) das 

sementes e tamanho médio (TM) das raízes das sementes, para avaliação da 

genotoxicidade foi utilizado o índice de alterações cromossômicas (IAC) e para 

mutagenicidade foi utilizado o índice de mutagenicidade (IMt) (Fernandes et al., 2007). 

O índice de germinação foi determinado pela seguinte fórmula, IG = NG/TS x 

100, onde NG = número de sementes que germinaram e TS = total de sementes expostas 

ao tratamento. O tamanho médio das raízes foi determinado através de medidas 

realizadas ao longo dos cinco dias de tratamento. 

 O índice de alterações cromossômicas (perda de cromossomos, c-metáfase, 

ponte cromossômica, poliploidia e multipolaridade) foi estabelecido pela seguinte 

fórmula, IAC = NCA/TC x 100, onde NCA = número de células alteradas e TC = total 

de células observadas. Para determinar o índice de mutagenicidade (IMt), utilizou-se a 

seguinte fórmula: IMt = NCMn+NQC/TC x 100, onde NCMn = número de células que 

apresentaram micronúcleos, NQC = número de células que apresentaram quebra 

cromossômica e TC = total de células observadas.  Assim como na avaliação do IM, 

foram analisadas 1.000 células por tratamento, sendo para cada tratamento cinco 

lâminas. 

 

2.6 Teste de Ames 

O teste foi conduzido de acordo com a metodologia de pré-incubação, 

desenvolvida por Maron e Ames (1983). A toxicidade foi evidenciada pela redução no 

número de revertentes his+ ou como um crescimento de fundo (background) nas placas 

teste de ágar mínimo glicosado (Mortelmans e Zeiger, 2000). As cepas de Salmonella 

Typhimurium utilizadas foram das linhagens TA97a, TA98, TA100 e TA102. 

As concentrações avaliadas dos extratos etanólicos da casca e folhas foram 0,05; 

0,09; 0,19; 0,28 e 0,38µg placa
-1

. Em cada concentração dos extratos foram adicionados 

0,5mL de 0,2M de tampão fosfato e 0,1mL da suspensão bacteriana e incubados a 37ºC 

por 30 min. Em seguida, foram adicionados à mistura 2mL de top ágar suplementado 

com traços de histidina e biotina. Homogeneizou-se levemente e plaqueou-se em meio 

mínimo glicosado. Após solidificação do top ágar, as placas foram incubadas a 37ºC por 

48h. Após esse período, as colônias revertentes foram contadas manualmente. O ensaio 

foi realizado em triplicata. 
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Os agentes mutagênicos padrões utilizados para confirmar as propriedades de 

reversão e especificidade de cada cepa em experimentos foram: Azida sódica (1,25μg 

placa
-1

); 4-nitro-o-fenilenodiamina (10μg placa
-1

) e Mitomicina C (0,5μg placa
-1

). Como 

controle negativo foi utilizado DMSO (100µL placa
-1

). 

A concentração do extrato foi expressa em unidade de massa/placa. Os 

resultados foram avaliados através da razão de mutagenicidade (RM) conforme a 

fórmula abaixo: 

RM = Número de revertentes da amostra teste / Número de revertentes do controle 

negativo 

A amostra foi considerada mutagênica quando houve um aumento significativo 

do número de revertentes induzidos e a RM foi maior ou igual a dois em pelo menos 

uma das concentrações testadas (Mortelmans e Zeiger, 2000). 

 

2.7 Avaliação da Atividade Hemolítica in vitro 

O sangue (5-10mL) foi obtido por punção venosa de um voluntário não fumante 

e saudável que concordou com a coleta do sangue e assinou o termo de consentimento 

livre e esclarecido.  

Os eritrócitos foram imediatamente isolados a partir do sangue por centrifugação 

a 1500rpm durante 10 min. Após a remoção do plasma os eritrócitos foram lavados três 

vezes com solução salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) e depois preparada uma 

suspensão de eritrócitos a 1%, com a utilização do mesmo tampão (adaptado de Khalil e 

Ei-Adawy, 1994). 

A avaliação da atividade hemolítica dos extratos etanólicos da casca e folhas 

foram realizadas in vitro. Cada tubo recebeu 1,1ml da suspensão de eritrócitos e 0,4ml 

de várias concentrações dos extratos (0,05; 0,1 e 0,5mg mL
-1

). O controle negativo foi o 

PBS (solvente) e o controle positivo Quillaja saponina (0,0025%) (Jandú et al., 2013). 

Após 60min de incubação à 37ºC, as células foram centrifugadas e o sobrenadante foi 

usado para medir a absorbância da hemoglobina liberada em espectrofotômetro 

(comprimento de 540nm). 

O valor da média foi calculado a partir do ensaio em triplicata. A atividade 

hemolítica foi calculada pela seguinte fórmula: 
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Atividade hemolítica (%) = (Ae - An) / (An - Ap) x 100, onde Ae = absorbância 

na presença do extrato, An = absorbância do controle negativo (sem extrato), e Ap = 

absorbância do controle positivo. 

 

2.8 Teste de toxicidade aguda 

Vinte cinco ratas Wistars adultas (65 dias de idade, peso aproximadamente de 

250g, n= 25), provenientes do Biotério da Universidade Federal da Grande Dourados 

(UFGD), foram utilizadas para avaliar a toxicidade aguda dos extratos. Os animais 

foram mantidos sob condições controladas de luminosidade (12 horas de claro/ 12 horas 

de escuro) e temperatura (média de 23ºC), recebendo água e ração comercial à vontade. 

O teste de toxicidade aguda foi realizado utilizando protocolo da OECD (Organization 

for Economic Co-operationand Development), Guideline 425 (29) e as diretrizes da 

ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária).  

Os animais foram distribuídos em cinco grupos experimentais (n= 5 

animais/grupo), os quais foram tratados com 0 e 2000mg kg
-1

 de peso corporal de 

extrato etanólico da casca e da folha de M. urundeuva. Os animais permaneceram em 

jejum 12h antes da administração dos extratos e os tratamentos foram realizados em 

dose única por via oral (gavage), e foram observados, nas primeiras horas e a cada 24h 

durante 14 dias. Foram analisados parâmetros comportamentais, como irritabilidade, 

contorção, reflexo de endireitamento, tremores, convulsões, piloereção, respiração e 

morte. Também foi avaliado o peso corporal e a quantidade de água e ração consumida 

pelo grupo durante os 14 dias de avaliação. No 15º dia, todos os animais dos grupos 

experimentais foram pesados e anestesiados com ketamina (25mg kg
-1

) e xilazina 

(10mg kg
-1

) e submetidos à eutanásia. 

O Comitê de Ética em Experimentação Animal da UFGD aprovou o 

procedimento experimental (protocolo nº 003/2012).    

 

2.8.1 Análise Histológica 

Todos os animais foram submetidos à necropsia no fim do experimento para 

analisar as características macroscópicas do fígado, pulmão e rim. Os órgãos foram 

retirados cuidadosamente e pesados individualmente e posteriormente fixados em 

formalina 10% tamponada, seccionados em micrótomo e montada lâminas histológicas. 
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Os cortes seccionados foram corados com hematoxilina-eosina.  As lâminas foram 

analisadas em microscópio óptico de luz com aumento de 40x. 

 

2.9 Análise estatística 

A análise de dados foi feita por meio de estatística descritiva, utilizando os testes 

Mann-Whitney e ANOVA. As diferenças foram consideradas significativas quando 

p<0,05. Os dados foram computados e analisados através do Software BioEstat 5.0.  

 

3. Resultados e Discussões 

 

3.1 Atividade antimicrobiana  

Extrato etanólico, frações acetato de etila e hidroalcoólica da casca de M. 

urundeuva apresentaram atividade inibitória mínima contra leveduras C. albicans, C. 

krusei e C. tropicalis, entre as concentrações 32 a 64µg mL
-1

.  O extrato etanólico e a 

fração hidroalcoólica das folhas de M. urundeuva apresentaram atividade inibitória 

contra C. krusei (64µg mL
-1

). Os extratos apresentaram atividade inibitória contra 

bactérias E. faecalis e S. aureus. Para as demais bactérias os extratos não apresentaram 

atividade (Tabela 1). 

 

Tabela 1.  

Concentração Inibitória Mínima (CIM), Concentração Fungicida Mínima (CFM) e 

Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos extratos etanólico e frações da folha e 

casca de M. urundeuva frente a cepas da American Type Culture Collection (ATCC). 

Extratos 
E.E.C 

 (µg mL-1) 

E.A.E.C.  

(µg mL-1) 

E.H.C  

(µg mL-1) 

E.E.F.  

(µg mL-1) 

E.A.E.F  

(µg mL-1) 

E.H.F.  

(µg mL-1) 

 
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM 

C. albicans 64 128 64 64 32 128 + + + + + + 

C. glabrata + + + + + + 1024 2048 + + + + 

C. krusei 32 1024 64 512 64 + 64 2048 + + 64 1024 

C. tropicalis 64 128 64 128 32 256 512 1024 512 512 1024 2048 

 
Extratos 

E.E.C  

(µg mL-1) 

E.A.E.C.  

(µg mL-1) 

E.H.C  

(µg mL-1) 

E.E.F.  

(µg mL-1) 

E.A.E.F  

(µg mL-1) 

E.H.F.  

(µg mL-1) 

 
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM 

E. coli + + + + + + + + + + + + 

E. faecalis 1024 1024 + + + + 512 512 512 512 + + 
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S. aureus 512 512 256 256 + + 512 512 2048 2048 + + 

P. aeruginosa + + + + + + + + + + + + 

Extrato Etanólico da Casca (E.E.C); Extrato Acetato de Etila da Casca (E.A.E.C); Extrato Hidroalcoólico da Casca (E.H.C); Extrato 

Etanólico da Folha (E.E.F); Extrato Acetato de Etila da Folha (E.A.E.F); Extrato Hidroalcoólico da Folha (E.H.F). Cepas utilizadas: 

Candida krusei ATCC 6258; Candida glabrata ATCC 2001; Candida albicans ATCC 90028; Candida tropicalis ATCC 750; 
Escherichia coli ATCC 25922; Enterococcus faecalis ATCC 51299; Staphylococcus aureus ATCC 29213; Pseudomonas 

aeruginosa ATCC 27853; (+) Crescimento positivo. 

 

Segundo Holetz (2002), considera-se que se a atividade do extrato testado na 

CIM for inferior a 100µg mL
-1

, sua atividade antimicrobiana será considerada boa, se a 

atividade antimicrobiana for de 101 a 500µg mL
-1

 é considerada mediana, a partir de 

501 a 1000µg mL
-1

 a atividade antimicrobiana é considerada fraca; e mais de 1000µg 

mL
-1 

a ação do extrato é considerada inativa. Os resultados mostram que os extratos de 

M. urundeuva apresentam boa atividade antimicrobiana. 

Jandú et al. (2013), encontraram ação inibitória do extrato metanólico da casca 

de M. urundeuva contra Aspergillus niger, Bacillus subtilis, C. albicans, Enterococcus 

faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus e S. aureus entre 

as concentrações 390 a 3190µg mL
-1

. Podemos observar melhor atividade 

antimicrobiana em nosso trabalho, o que pode estar relacionado ao tipo de extração dos 

extratos, álcool etílico, variações da própria espécie, ou mesmo das condições 

ambientais onde ela cresceu.  

A atividade antimicrobiana dos extratos de M. urundeuva pode ser atribuída à 

presença de flavonoides e taninos. Outros trabalhos mostraram a relação dos 

flavonoides e taninos com a atividade antimicrobiana desta espécie (Jandú et al., 2013; 

Siqueira et al., 2012; Araújo et al., 2008). 

A presença da atividade antimicrobiana em plantas utilizadas como medicinais é 

muito importante, pois comprova sua eficácia no tratamento de infecções, porém, a 

presença desta atividade pode ser um indicativo que a planta possui substâncias tóxicas. 

Os flavonoides e taninos, além da atividade antimicrobiana, podem também apresentar 

toxicidade (Resende et al., 2012; Silva et al., 2014). Portanto, estudos sobre atividade 

antimicrobiana de plantas devem ser acompanhados de avaliações toxicológicas. 

 

3.2 Análise dos extratos via cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

As análises utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) 

permitem verificar a presença de compostos fenólicos em extratos de plantas. Os 
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espectros de absorção UV vis de compostos fenólicos permitem sua identificação e 

classificação (Yan et al., 2012). 

Os extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva apresentaram atividade 

antimicrobiana, e foram analisados via HPLC. Constatou-se a presença de flavonoides, 

taninos e fenóis em M. urundeuva (Tabela 2). 

Tabela 2.  

Concentração de metabólitos secundários no 

extrato etanólico da folha e casca de M. 

urundeuva pela técnica de HPLC. 
Metabólitos Presença 

Alcaloide - 

Ácidos orgânicos ++ 

Fenóis e Taninos +++ 

Flavonoides +++ 

Esteroides e Triterpenos ++ 

+++ presença significativa, ++ presença notável, + presença leve, - 

ausência.  

 

As análises utilizando o espectro de UV (200-800nm) mostrou que as 

substâncias em maior quantidade são os flavonoides (flavonol e chalconas), fenóis e 

taninos. Sá et al. (2009), analisaram através da cromatografia de camada delgada os 

possíveis componentes químicos do extrato etanólico de M. urundeuva também 

observaram a presença de flavonoides e taninos. Os flavonoides e taninos são 

compostos comuns na natureza, atuando na atração de polinizadores e como co-

pigmentos das antocianidinas, apresentam várias atividades biológicas, destacando-se as 

anti-inflamatórias, antibióticas, antitumorais e antioxidantes (Araújo et al., 2008; 

Dourado e Ladeira, 2008).  

A análise fitoquímica dos extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva 

mostrou a presença de flavonoides e taninos e pesquisas têm mostrado que estes 

compostos possuem atividades biológicas importantes, dentre elas atividade 

antioxidante e antimicrobiana (Araújo et al., 2008; Jandú et al., 2013; Siqueira et al., 

2012).  

 

3.3 Teste em Allium cepa 

O teste em A. cepa tem sido utilizado para estudos de avaliação preliminar da 

toxicidade, visando à detecção do potencial de genotoxicidade, mutagenicidade e 

citotoxicidade em extratos vegetais (Eren e Özata, 2014). A toxicidade foi verificada 

pela inibição da germinação das sementes e do crescimento radicular, a citotoxicidade 

foi determinada pelo número de células meristemáticas em mitose, e a genotoxicidade e 
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mutagenicidade foram determinadas através de danos no DNA e alterações nucleares 

observadas (Fiskesjö, 1994). 

Todas as concentrações testadas dos extratos etanólico da casca e folhas de M. 

urundeuva, influenciaram na germinação das sementes e no crescimento das raízes de 

A. cepa, sendo observado um efeito dose resposta, onde o aumento na concentração dos 

extratos resultou em uma diminuição no número de sementes que germinaram e no 

tamanho das raízes (p<0,05) (Tabela 3). 

Os extratos etanólico da casca e folhas de M. urundeuva diminuíram a atividade 

mitótica das células meristemáticas de A. cepa, e estes extratos não apresentaram 

atividade mutagênica para as células, pois não foram encontrados valores significativos 

para o IAC e IMt nas concentrações testadas (p> 0,05). 

Tabela 3.  

Índice de germinação (IG) das sementes, Tamanho médio das raízes (TM), Índice 

Mitótico (IM), Índice de alterações cromossômicas (IAC) e Índice de Mutagenicidade 

(IMt) em A. cepa, após tratamento com diferentes concentrações dos extratos etanólico 

da folha e casca de M. urundeuva. 

Extratos 
Concentrações  

(mg mL-1) 

IG 

(Med/DP) 

TM 

(Med/DP) 

IM 

(Med/DP) 

IAC 

(Med/DP) 

IMt 

(Med/DP) 

Folha 

CP 0a 0a 1,12±0,97b* 1,8±0,55b* 1,98±0,31b* 

CN 63±2,52 1,95±0,10 3,53±0,79 0,01±0,02 0,06±0,05 

0,2  48±2,00* 1,16±0,20* 3,34±1,20 0,02±0,01 0,09±0,07 

0,3 40±4,73* 0,80±0,34* 2,87±0,80* 0,02±0,01 0,10±0,05 

0,4 47±1,53* 0,88±0,29* 2,79±1,41* 0,03±0,01 0,10±0,12 

0,5 32±2,52* 0,58±0,23* 1,46±0,69* 0,02±0,02 0,10±0,12 

1,0 17±3,06* 0,24±0,27* 0,83±0,47* 0,01±0,03 0,10±0,10 

Casca 

CP 0a 0a 0,91±0,88b* 1,8±0,55b* 1,68±0,31b* 

CN 69±3,61 1,97±0,12 3,00±0,60 0,01±0,02 0,06±0,05 

0,2 42±1,53* 1,09±0,40* 1,78±0,32* 0,01±0,01 0,02±0,05 

0,3 47±3,06* 1,14±0,31* 1,60±0,77* 0,01±0,02 0,04±0,05 

0,4 56±1,53* 0,98±0,21* 1,83±0,49* 0,03±0,01 0,04±0,05 

0,5 57±1,53* 0,91±0,18* 1,79±0,84* 0,01±0,01 0,02±0,04 

1,0 45±2,65* 0,63±0,14* 1,12±0,13* 0,01±0,01 0,02±0,04 

Med/DP: Média e Desvio Padrão. As letras a e b na tabela indicam o tipo de controle positivo utilizado. CPa: Controle Positivo (IG; 

TM) – formol 3%; CPb: Controle Positivo (IM; IMt) – Trifluralina (0,84ppm); Controle Negativo (CN) – água destilada. *Mann-
Whitney (p< 0,05).  

 

Considerando os resultados do índice de germinação, crescimento das raízes e 

índice mitótico, os extratos apresentaram atividade antiproliferativa, por diminuírem o 

número de células no tecido vegetal. A diminuição do índice mitótico das células 
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meristemáticas de A. cepa pode ser interpretada como morte celular (Ping et al., 2012). 

Lacerda et al. (2011), utilizando Artemia salina para avaliação citotóxica do extrato 

etanólico da folha de M. urundeuva e de outras plantas, observaram que o extrato 

apresentou toxicidade elevada, com a concentração letal 50% (LC50) a 39,38mg mL
-1

. 

Nossos resultados mostram que a concentração 0,2mg mL
-1

 apresenta toxicidade, 

diminuindo a germinação das sementes e o crescimento das raízes de A. cepa (p< 0,05). 

Diversos compostos presentes nas plantas podem ser responsáveis pela inibição 

da divisão e morte celular, e consequentemente influenciar no crescimento de tecidos 

vegetais. Compostos alelopáticos podem ser responsáveis por diminuir ou mesmo inibir 

a germinação das sementes e o crescimento das raízes (Rodrigues et al., 2012). Na 

família Anacardiacea, ao qual pertence M. urundeuva, diversas espécies são 

consideradas alelopáticas (Donnelly et al., 2008), este aspecto tem sido considerado por 

alguns estudos como importante para fins medicinais, devido à atividade antimicrobiana 

encontrada em substâncias alelopática (Gehrke et al., 2013; Pawlowski et al., 2013).  Os 

compostos alelopáticos são originados do metabolismo secundário das plantas e entre 

eles encontram-se os flavonoides, taninos, esteroides e terpenóides (Li et al., 2010). As 

análises fitoquímicas de M. urundeuva indicaram a presença de flavonoides, taninos, 

esteroides e terpenóides, sendo um indicativo que esta espécie apresenta compostos com 

atividades alelopática. 

Apesar de apresentarem atividade citotóxica, os extratos de M. urundeuva não 

apresentaram atividade mutagênica no teste em A. cepa. Mesmo não apresentando 

atividade mutagênica neste teste, M. urundeuva não pode ser considerada uma espécie 

livre de compostos mutagênicos, pois, o teste em A. cepa é conduzido em um organismo 

vegetal. 

 

3.4 Teste de Ames 

Todas as linhagens utilizadas no teste de Ames apresentam auxotrofia para 

histidina (his-), além disso, cada linhagem detecta diferentes mutações causadas pelo 

mutágeno, a TA97a e TA98 detectam mutações do tipo frameshift (deslocamento do 

quadro de leitura), TA100 detecta substituições de pares de bases e TA102 além de 

detectar mutações do tipo frameshift também possui a mutação hisG428, que aumenta 

os sítios específicos para mutagênese e detecta vários mutágenos que dificilmente são 

detectados nas outras cepas (Maron e Ames, 1983). A utilização destas cepas em 
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conjunto permite verificar a ação dos extratos em diferentes regiões do DNA de cada 

cepa. O teste de Ames, sem ativação metabólica (-S9) foi desenvolvido para detecção de 

mutágenos com ação direta. O composto testado é considerado mutagênico quando pelo 

menos uma das cepas apresenta resposta positiva (formação de colônias), e observado 

efeito dose resposta, quanto maior a dose maior o número de colônias. O número de 

colônias revertentes deve ser duas vezes, ou mais, que o número de colônias do controle 

negativo, para ser considerada uma resposta positiva (Maron e Ames, 1983).   

Os resultados deste trabalho mostram que os extratos etanólico da casca e folhas 

de M. urundeuva não exibe atividade mutagênica de ação direta, em todas as 

concentrações testadas nas quatro cepas de S. Typhimurium (TA97a, TA98, TA100 e 

TA102), uma vez que a razão de mutagenicidade foi inferior a 2 (Tabela 4).  

Tabela 4.  

Atividade mutagênica avaliada pelo número de colônias e a razão de mutagenicidade 

induzida pelo extrato etanólico da folha e casca de M. urundeuva, nas cepas TA97a, 

TA98, TA100 e TA102 de S. Typhimurium. 

Extratos 
 Tratamento 

(μg placa-1) 

 
TA97a 

 
TA98 

 
TA100 

 
TA102 

 
 

 
 Med/DP RM  Med/DP RM  Med/DP RM  Med/DP RM 

Folha 

 0,05  121,67±6,64 1,26  14,67±2,08 1,05  54,67±2,58 1,12  214,67±4,69 1,05 

 0,09  100,33±8,5 1,04  14,67±3,54 1,05  66,67±0,71 1,37  329,33±4,73 1,61 

 0,19  97,33±5,22 1,01  12,67±2,52 0,90  53,00±4,36 1,09  285,67±5,73 1,39 

 0,28  118,67±4,32 1,23  13,00±4,24 0,93  47,00±3,9 0,97  255,00±6,19 1,24 

 0,38  103,33±3,44 1,07  13,67±2,12 0,98  43,67±1,41 0,90  273,00±4,95 1,33 

 CN  96,33±2,44 1  14,00±1,3 1  48,67±2,2 1  205,00±10,45 1 

 CP  729,00±5,5* 7,57  569,33±8,85* 40,67  512,33±4,3* 10,53  1143,00±25,67* 5,58 

Casca 

 0,05  154,67±6,29 1,61  12,67±1,15 0,90  69,00±8,89 1,42  260,00±2,83 1,27 

 0,09  152,67±2,03 1,58  14,00±3,36 1,00  60,67±4,85 1,25  154,67±6,71 0,75 

 0,19  93,33±9,29 0,97  15,00±2,65 1,07  59,00±7,78 1,21  165,67±4,33 0,81 

 0,28  110,00±8,42 1,14  14,33±2,12 1,02  65,67±8,49 1,35  267,67±9,19 1,31 

 0,38  97,67±8,99 1,01  15,33±4,24 1,10  78,00±9,09 1,60  192,67±3,21 0,94 

 CN  96,33±2,44 1  14,00±1,3 1  48,67±2,2 1  205,00±10,45 1 

 CP  729,00±5,5* 7,57  569,33±8,85* 40,67  512,33±4,3* 10,53  1143,00±25,67* 5,58 

Med/DP: Média de colônias revertentes e Desvio Padrão, RM: Razão de mutagenicidade. Controle Negativo: DMSO, 100 μL placa-

1; Controle Positivo: 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 μg placa-1) TA98; Azida sódica (1,25 μg placa-1) TA100 e TA 97a; e Mitomicina 

C (0,5 μg placa-1) para TA102. * ANOVA p<0,05. 

 

Os compostos que apresentam maior potencial de atividade biológica (atividade 

antioxidante, antimicrobiana, mutagênica e antimutagênica) nos extratos de plantas são 

os flavonoides e taninos (Araújo et al., 2008; Resende et al., 2012; Siqueira et al., 

2012). Foi identificada a presença de flavonoides e de taninos em M. urundeuva, e os 
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resultados mostram que os extratos etanólico da casca e folhas não apresentam efeitos 

mutagênicos, no entanto os efeitos biológicos de taninos e flavonoides podem variar.  

Resende et al. (2012), avaliando dez tipos de flavonoides, encontraram atividade 

mutagênica em alguns flavonoides e em outros atividade antimutagênica, sendo que, 

alguns flavonoides apresentavam ação dupla. O potencial mutagênico de taninos 

também é controverso, relatos apontam que os taninos podem causar danos ao DNA, 

enquanto outros estudos mostraram que os taninos podem ter atividade antimutagênica 

(Silva et al., 2014).  

O fato dos extratos não apresentarem mutagenicidade direta é um importante 

aspecto para o aprofundamento nos estudos destes extratos, mas é importante ressaltar 

que, a segurança no uso de extratos de M. urundeuva não pode ser garantida, uma vez 

que, os metabólitos gerados pelo consumo destes extratos podem ser mutagênicos. 

 

3.5 Atividade Hemolítica in vitro 

A avaliação do potencial citotóxico dos extratos em células humanas foi avaliada 

através da análise da atividade hemolítica. A atividade hemolítica é o resultado da ação 

dos compostos sobre a permeabilidade da membrana celular, com a formação de poros 

na membrana (Hu et al., 1996).  

Os resultados da avaliação da atividade hemolítica em eritrócitos humanos estão 

apresentados na Tabela 5, e foram expressos em porcentagem. Os extratos não 

apresentaram atividade hemolítica superior a 25% nas concentrações testadas, esse 

resultado indica que os extratos da casca e folha de M. urundeuva não foram citotóxicos 

para os eritrócitos.  

Tabela 5.  

Atividade hemolítica dos extratos etanólicos da 

folha (EEF) e casca (EEC) de M. urundeuva. 

EEF  EEC 

Concentração 

(mg mL-1) 

Atividade 

hemolítica 

(%) 

 
Concentração 

(mg mL-1) 

Atividade 

hemolítica 

(%) 

0,05 2  0,05 5 

0,1 8  0,1 17 

0,5 12  0,5 25 

CN 0  CN 0 

CP 100  CP 100 

Controle Negativo (CN): PBS; Controle Positivo (CP): Quillaja saponina 
(0,0025%). 
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Carvalho e Oliveira (2012), avaliaram toxidade do extrato metanólico das folhas 

de M. urundeuva através atividade hemolítica e não observaram atividade do extrato nos 

eritrócitos. Jandú et al. (2013), avaliando o extrato da casca de M. urundeuva, também 

não encontraram atividade hemolítica. Assim como nesses trabalhos, os nossos 

resultados mostraram que os extratos etanólicos da casca e folhas de M. urundeuva, não 

causam hemólise nas hemácias. 

O teste de avaliação da atividade hemolítica vem sendo utilizado em estudos 

com extratos de plantas, principalmente em conjunto com testes de avaliação da 

atividade antimicrobiana (Carvalho e Oliveira, 2012; Jandú et al., 2013). Porém, 

considerando os resultados obtidos em outros testes neste trabalho, esse teste possui 

baixa eficiência na identificação de compostos citotóxicos. 

Neste sentido, a avaliação citotóxica de extratos vegetais não devem considerar 

apenas os resultados obtidos com a análise da atividade hemolítica, sendo necessárias 

outras abordagens, podendo envolver outros testes in vitro. 

 

3.6 Toxicidade aguda 

A mortalidade das cobaias causada pela ingestão de um composto é um sinal 

claro de toxicidade in vivo. Entretanto, outras variáveis podem ser observadas, dentre 

elas, a avaliação da perda de massa corporal durante a exposição do composto estudado 

e a presença de sinais clínicos de toxicidade, como, diarreia, piloereção, variações no 

comportamento e sangramento (Kapoor et al., 2014). 

Após a administração dos extratos etanólico da casca e folhas de M. urundeuva, 

as ratas de ambos os grupos apresentaram letargia, aumento da frequência respiratória e 

ausência total de movimentos, após 15 minutos as ratas retornaram lentamente os 

movimentos, mas permaneceram com a frequência respiratória alta. No primeiro dia 

após a administração dos extratos, duas ratas (uma do grupo do extrato etanólico da 

folha e uma do grupo do extrato etanólico da casca) apresentaram sangramento nasal e 

dificuldade na respiração, sendo que no segundo dia estas morreram. Nestes dois 

animais, sob exame macroscópico, observou-se o abdômen inchado e após a dissecção 

pode-se constatar que o intestino delgado estava com a coloração amarelada e com 

formação de bolhas internas. Na avaliação histopatológica do fígado, pulmão e dos rins 

não foi evidenciada nenhuma alteração histológica desses órgãos. 
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Ustulin et al. (2009), com base em levantamentos bibliográficos, relataram 

possível toxicidade em M. urundeuva. Almeida et al. (2010), avaliaram a toxicidade de 

extratos etanólico das folhas de aroeira (M. urundeuva), por meio da determinação da 

dose letal 50% (DL50), utilizando a via intraperitoneal. Demonstraram que a DL50 do 

extrato etanólico das folhas de M. urundeuva foi igual a 0,31mg mL
-1

, indicando assim 

toxicidade aguda na via intraperitoneal. 

Considerando os resultados e com base na literatura, o extrato etanólico da casca 

e folhas de M. urundeuva apresenta toxicidade aguda, porém, a avaliação 

histopatológica não encontrou alterações. Desta forma, outros estudos de toxicidade in 

vivo e in vitro devem ser realizados para melhor identificação da toxicidade dessa 

planta. 

 

4. Conclusão 

A segurança e eficiência das plantas medicinais é uma das questões centrais 

quando há o interesse na utilização dos seus compostos. O presente estudo indica que os 

extratos etanólicos da casca e folhas de Myracrodruon urundeuva apresentam atividade 

contra leveduras do gênero Candida e bactérias. A análise química dos extratos 

confirmou a presença de flavonoides (chalconas e flavonol) e taninos.  

Os extratos etanólicos da casca e folhas não apresentaram efeito mutagênico e 

genotóxico, porém, mostraram efeito citotóxico e tóxico. Os resultados mostraram que 

testes em vegetais (Allium cepa) e animais (ratos Wistars) apresentam similaridade entre 

os resultados de avaliação toxicológica. O teste de Ames (bactérias) e de A. cepa 

(vegetal) também apresentaram similaridade. 

Considerando a avaliação citotóxica dos extratos etanólicos da casca e folhas de 

M. urundeuva, o teste de avaliação da atividade hemolítica apresentou baixa atividade 

não indicando citotoxicidade, no entanto para o teste em A. cepa os extratos 

apresentaram citotoxicidade, e o teste de toxicidade aguda indicou que os extratos 

apresentam toxicidade.  

Ressalta-se que os testes em A. cepa e de toxicidade aguda são realizados em 

organismos, enquanto o teste de atividade hemolítica é realizado in vitro, com apenas 

um tipo celular, os eritrócitos. A ausência da atividade hemolítica em eritrócitos e a 

presença de citotoxicidade e toxicidade nos outros testes, sugere que a ação tóxica do 
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extrato etanólico da casca e folhas de M. urundeuva não está relacionada ao dano de 

membrana, podendo essa atividade estar relacionada a outros mecanismos de ação. 

Os resultados indicam ausência de efeito mutagênico e genotóxico, no entanto 

foi observada a existência de efeitos tóxicos dos extratos de M. urundeuva, este fato 

sugere maior cautela na utilização dos extratos. Para garantir maior segurança no uso 

dos extratos, recomenda-se a realização do teste de Ames com sistema de metabolização 

exógeno (+S9), bem como outros testes toxicológicos in vivo e in vitro, como o teste de 

citotoxicidade em culturas celular e de mutagênese em ratos.  
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5. CONCLUSÃO GERAL 

O presente estudo indica que o extrato etanólico da casca e folha de 

Myracrodruon urundeuva apresenta atividade antimicrobiana. A análise química dos 

extratos confirmaram a presença de fenóis, taninos e flavonoides do tipo chalconas e 

flavonol, e que possivelmente estes compostos estão relacionados à atividade 

antimicrobiana. Os extratos etanólico da casca e folha não apresentaram efeito 

mutagênico e genotóxico nos teste em Allium cepa e no teste de Ames. Porém, os 

extratos mostraram efeito citotóxico e tóxico sobre células, raízes e sementes de A. cepa 

e toxicidade aguda em ratos Wistars.  

Com base nos resultados, o uso dos extratos de M. urundeuva deve ser realizado 

com cuidado, pois os testes indicaram que os extratos desta planta apresentam 

toxicidade. Outros estudos devem ser realizados para garantir a segurança na utilização 

dos compostos originados da mesma. 
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ANEXOS 

 

Anexo I 

 

 
Figura 2. Coleta do material vegetal, folhas (esquerda) e casca (direita) de 

Myracrodruon urundeuva. Fonte: Oliveira, 2013. 

 

 
Figura 3. Extração líquido-líquido. Fonte: Oliveira, 2014. 
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Figura 4. Microplaca com diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico da casca 

de M. urundeuva para avaliação da CIM em bactérias. Fonte: Oliveira, 2014. 

 

 
Figura 5. Placas com sementes de Allium cepa em diferentes concentrações do extrato 

etanólico da folha de M. urundeuva (a= 0,2; b= 0,3; c= 0,4; d= 0,5 e; e= 1mg mL
-1

). 

Fonte: Oliveira, 2014. 

 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 
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Figura 6. Células meristemáticas de Allium cepa, indicando os diferentes estágios de 

divisão celular (A – da esquerda para direita metáfase, prófase e telófase), célula com 

micronúcleo (B) e telófase com ponte cromossômica (C). Fonte: Oliveira, 2014. 

 

 
Figura 7. Placas em cultivo para o teste de Ames do extrato etanólico da casca de M. 

urundeuva. Fonte: Oliveira, 2015. 
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Anexo II 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O objetivo deste estudo é de realizar a avaliação toxicológica de extratos de 

Myracrodruon urundeuva. A pesquisa faz parte de uma dissertação de mestrado do 

Programa de Pós-Graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental da Universidade 

Federal da Grande Dourados – UFGD, orientada pela Prof. Dra. Kelly Mari Pires de 

Oliveira. As análises serão realizadas no Laboratório de Microbiologia Aplicada, 

Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais.  

Neste sentido, declaro para devidos fins, concordância em fornecer um volume 

de 10mL de sangue que serão utilizados para avaliação da atividade hemolítica de 

extratos de Myracrodruon urundeuva. 

 

De acordo 

 

_______________________    ____________________ 

Nome          Assinatura 

 

 

 

Data.........../.........../.............. 
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The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional 

manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier: 

http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that source files of figures, tables and 

text graphics will be required whether or not you embed your figures in the text. See 

also the section on Electronic artwork. To avoid unnecessary errors you are strongly 

advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check' functions of your word processor. 

Article structure 

Subdivision - numbered sections 

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be 

numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section 

numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 

'the text'. Any subsection may be given a brief heading. Each heading should appear on 

its own separate line. 

Introduction 

State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a 

detailed literature survey or a summary of the results. 

Material and methods 

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already published 

should be indicated by a reference: only relevant modifications should be described. 

Theory/calculation 

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already dealt 

with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a 

Calculation section represents a practical development from a theoretical basis. 
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Results 

Results should be clear and concise. 

Discussion 

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 

combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations 

and discussion of published literature. 

Conclusions 

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, 

which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and Discussion 

section. 

Glossary 

Please supply, as a separate list, the definitions of field-specific terms used in your 

article. 

Appendices 

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and 

equations in appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; 

in a subsequent appendix, 

Eq. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc. 

Essential title page information 

• Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. 

Avoid abbreviations and formulae where possible. 

• Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family 

name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. Present the 

authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. 

Indicate all affiliations with a lowercase superscript letter immediately after the author's 

name and in front of the appropriate address. 

Provide the full postal address of each affiliation, including the country name and, if 

available, the e-mail address of each author. 

• Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages 

of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail address is 

given and that contact details are kept up to date by the corresponding author. 

• Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the 

article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') 

may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author 

actually did the work must be retained as the main, affiliation address. Superscript 

Arabic numerals are used for such footnotes. 

Abstract 

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose 

of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is often 

presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, 

References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, 

non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if essential they must 

be defined at their first mention in the abstract itself. 

The author should divide the abstract with the headings Ethnopharmacological 

relevance, Aim of the study , Materials and Methods, Results, and Conclusions. 

Graphical abstract 

A Graphical abstract is mandatory for this journal. It should summarize the contents of 

the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide 

readership online. Authors must provide images that clearly represent the work 
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described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the 

online submission system. Image size: please provide an image with a minimum of 531 

× 1328 pixels (h × w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 

5 × 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, 

PDF or MS Office files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples. 

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the 

best presentation of their images also in accordance with all technical requirements: 

Illustration Service. 

Keywords 

After having selected a classification in the submission system, authors must in the 

same step select 5 keywords. These keywords will help the Editors to categorize your 

article accurately and process itmore quickly. A list of the classifications and set 

keywords can be found here. 

In addition, you can provide a maximum of 6 specific keywords, using American 

spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for 

example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly 

established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing 

purposes. 

Chemical compounds 

You can enrich your article by providing a list of chemical compounds studied in the 

article. The list of compounds will be used to extract relevant information from the 

NCBI PubChem Compound database and display it next to the online version of the 

article on ScienceDirect. You can include up to 10 names of chemical compounds in the 

article. For each compound, please provide the PubChem CID of the most relevant 

record as in the following example: Glutamic acid (PubChem CID:611). The PubChem 

CIDs can be found via http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound. Please position the 

list of compounds immediately below the 'Keywords' section. It is strongly 

recommended to follow the exact text formatting as in the example below: 

Chemical compounds studied in this article 

Ethylene glycol (PubChem CID: 174); Plitidepsin (PubChem CID: 44152164); 

Benzalkonium chloride (PubChem CID: 15865) 

More information is available at: http://www.elsevier.com/PubChem. 

Plant names 

In the Materials and Methods section there must be a separate heading for describing 

the material used. That includes official name, local name, English name (if known), 

GPS position in case of collection in the wild or cultivation, a voucher specimen must 

be deposited in an official herbarium for possible future comparison. In the text it 

should be stated that the plant name has been checked with www.theplantlist.org 

mentioning the data of accessing that website. 

In case of commercially procured material should mention the source, batch number, 

quality control data. Data on chemical characterization (metabolomics, chromatographic 

methods) should also be presented, in case of known active compounds their 

quantitative analysis should be presented. 

Acknowledgements 

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the 

references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title 

or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g., 

providing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.). 

Database linking 
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Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their 

readers oneclick access to relevant databases that help to build a better understanding of 

the described research. 

Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: 

Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See 

http://www.elsevier.com/databaselinking for more information and a full list of 

supported databases. 

Math formulae 

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple 

formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a 

horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be 

presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number 

consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if 

referred to explicitly in the text). 

Footnotes 

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. 

Many word processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. 

Otherwise, please indicate the position of footnotes in the text and list the footnotes 

themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference 

list. 

Artwork 

Electronic artwork 

General points 

• Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork. 

• Embed the used fonts if the application provides that option. 

• Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New 

Roman, Symbol, or use fonts that look similar. 

• Number the illustrations according to their sequence in the text. 

• Use a logical naming convention for your artwork files. 

• Provide captions to illustrations separately. 

• Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version. 

• Submit each illustration as a separate file. 

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: 

http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are 

given here. 

Formats 

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, 

PowerPoint, Excel) then please supply 'as is' in the native document format. 

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic 

artwork is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following 

formats (note the resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone 

combinations given below): 

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts. 

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 

dpi. 

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a 

minimum of 1000 dpi. 
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TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a 

minimum of 500 dpi. 

Please do not: 

• Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these 

typically have a low number of pixels and limited set of colors; 

• Supply files that are too low in resolution; 

• Submit graphics that are disproportionately large for the content. 

Please note that figures and tables should be embedded in the text as close as possible to 

where they are initially cited. It is also mandatory to upload separate graphic and table 

files as these will be required if your manuscript is accepted for publication. 

Color artwork 

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS 

(or PDF), or 

MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, 

you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that 

these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless 

of whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For 

color reproduction in print, you will receive information regarding the costs from 

Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for 

color: in print or online only. For further information on the preparation of electronic 

artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

Please note: Because of technical complications that can arise by converting color 

figures to 'gray scale' (for the printed version should you not opt for color in print) 

please submit in addition usable black and white versions of all the color illustrations. 

Figure captions 

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to 

the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a 

description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum 

but explain all symbols and abbreviations used. 

Tables 

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next 

to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables 

consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes 

below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented 

in them do not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using 

vertical rules. 

References 

Citation in text 

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list 

(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished 

results and personal communications are not recommended in the reference list, but may 

be mentioned in the text. If these references are included in the reference list they 

should follow the standard reference style of the journal and should include a 

substitution of the publication date with "Unpublished results". 

"Personal communication" will not be accepted as a reference. Citation of a reference as 

"in press" implies that the item has been accepted for publication. 

Reference links 

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online 

links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing 
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services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the 

references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, 

publication year and pagination may prevent link creation. When copying references, 

please be careful as they may already contain errors. Use of the DOI is encouraged. 

Reference management software 

Most Elsevier journals have a standard template available in key reference management 

packages. This covers packages using the Citation Style Language, such as Mendeley 

(http://www.mendeley.com/features/reference-manager) and also others like EndNote 

(http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager 

(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to word processing packages 

which are available from the above sites, authors only need to select the appropriate 

journal template when preparing their article and the list of references and citations to 

these will be formatted according to the journal style as described in this Guide. The 

process of including templates in these packages is constantly ongoing. If the journal 

you are looking for does not have a template available yet, please see the list of sample 

references and citations provided in this Guide to help you format these according to the 

journal style. 

If you manage your research with Mendeley Desktop, you can easily install the 

reference style for this journal by clicking the link below: 

http://open.mendeley.com/use-citation-style/journal-of-ethnopharmacology 

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the 

Mendeley plugins for Microsoft Word or LibreOffice. For more information about the 

Citation Style Language, visit http://citationstyles.org. 

Reference style 

Text: All citations in the text should refer to: 

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the 

year of publication; 

2. Two authors: both authors' names and the year of publication; 

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of 

publication. 

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be 

listed first alphabetically, then chronologically. 

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). 

Kramer et al. (2010) have recently shown ....' 

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted 

chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the 

same year must be identified by the letters 'a', 'b', 'c', etc., placed after the year of 

publication. 

Examples: 

Reference to a journal publication: 

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific 

article. J. Sci. Commun. 163, 51–59. 

Reference to a book: 

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New 

York. 

Reference to a chapter in an edited book: 

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, 

in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing 

Inc., New York, pp. 281–304. 
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Video data 

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your 

scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit 

with their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the 

article. This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or 

animation content and noting in the body text where it should be placed. All submitted 

files should be properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In 

order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide 

the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 150 

MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic 

version of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: 

http://www.sciencedirect.com. 

Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or 

animation or make a separate image. These will be used instead of standard icons and 

will personalize the link to your video data. For more detailed instructions please visit 

our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since 

video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please 

provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article 

that refer to this content. 

AudioSlides 

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their 

published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next 

to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize 

their research in their own words and to help readers understand what the paper is 

about. More information and examples are available at 

http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive 

an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their 

paper. 

Supplementary material 

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your 

scientific research. 

Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting 

applications, highresolution images, background datasets, sound clips and more. 

Supplementary files supplied will be published online alongside the electronic version 

of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: 

http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly 

usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should 

submit the material in electronic format together with the article and supply a concise 

and descriptive caption for each file. For more detailed instructions please visit our 

artwork instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions. 

Submission checklist 

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending 

it to the journal for review. Please consult this Guide for Authors for further details of 

any item. 

Ensure that the following items are present: 

One author has been designated as the corresponding author with contact details: 

• E-mail address 

• Full postal address 

All necessary files have been uploaded, and contain: 
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• Keywords 

• All figure captions 

• All tables (including title, description, footnotes) 

Further considerations 

• Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked' 

• References are in the correct format for this journal 

• All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa 

• Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources 

(including the Internet) 

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white 

• Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required. 

• For reproduction in black-and-white, please supply black-and-white versions of the 

figures for printing purposes. 

For any further information please visit our customer support site at 

http://support.elsevier.com. 
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The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic 

documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is 

assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The 

assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document, 
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When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed 
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Online proof correction 

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, 

allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS 

Word: in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer 

questions from the Copy Editor. 

Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to 

directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors. 

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. 

All instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including 

alternative methods to the online version and PDF. 

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. 

Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and 

correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted 

for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. It 

is important to ensure that all corrections are sent back to us in one communication. 

Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections 

cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. 

Offprints 

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link 

providing 50 days free access to the final published version of the article on 

ScienceDirect. This link can also be used for sharing via email and social networks. For 

an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent 
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(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed 
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