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RESUMO

A infeccdo do trato urinario (ITU) é ocasionada por patdgenos que contaminam os tecidos do
sistema urinario e estd entre as doencas nosocomiais infecciosas mais comuns.
Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) popularmente conhecida como
algodaozinho-do-cerrado, é utilizada para o tratamento de infec¢fes geniturinarias. O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium frente a microrganismos associados & infec¢do urinéria e avaliar sua
citotoxicidade e mutagenicidade. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo. Também foi realizada a triagem fitoquimica e a quantificacdo de
flavonoides, compostos fenolicos e taninos condensados. A pesquisa de citotoxicidade foi
realizada pela viabilidade celular com MTS (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenyl)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lio) e a mutagenicidade pelo teste de Ames. O extrato das folhas de
Cochlospermum regium apresentou acao frente aos microrganismos Escherichia coli e
Candida tropicalis, mostrou a presenca de &cidos organicos, esterdides e triterpenos,
flavondides, compostos fenolicos e taninos condensados e auséncia de alcaloides,
apresentando para flavondides 87,4 mg/g; compostos fendlicos 167,2 mg/g; taninos
condensados 21,7 mg/g e ndo mostrou citotoxicidade e mutagenicidade nas concentragdes
testadas. As folhas de Cochlospermum regium demonstraram atividade frente aos
microrganismos relacionados a infeccdo urindria associando esta acdo aos compostos

encontrados e ndo apresentou citotoxicidade e mutagenicidade.

Palavras - Chave: Infeccdo Urinaria, Planta Medicinal, Algodaozinho-do-cerrado,

Citotoxicidade, Mutagenicidade.



ABSTRACT

A urinary tract infection (UTI) is caused by pathogens that infect the urinary system tissues
and is among the most common infectious nosocomial diseases. Cochlospermum regium
(Schrank) Pilger (Bixaceae) popularly known as Algodaozinho-do-cerrado, is used for the
treatment of genitourinary infections. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial
activity of the ethanol extract of the leaves Cochlospermum regium against microorganisms
associated with urinary tract infection and assess their cytotoxicity and mutagenicity. The
antimicrobial activity was evaluated by microdilution broth method. Phytochemical screening
and quantification of flavonoids, phenolics compounds and condensed tannins also was
performed. The cytotoxicity study was conducted by MTS cell viability (4,5-dimethylthiazol-
2-yl) -5- (3-carboximetoxifenyl) -2- (4-sulfophenyl) -2H-tetrazolium) and mutagenicity by the
Ames test. The extract of leaves Cochlospermum regium presented opposite action to
microorganisms Escherichia coli and Candida tropicalis showed the presence of organic
acids, steroids and triterpenoids, flavonoids, phenolics compounds, and condensed tannins
and absence of alkaloids, flavonoids having to 87,4 mg/g; phenolics compounds 167,2 mg/g;
condensed tannins 21,7 mg/g and showed no mutagenicity and cytotoxicity at the
concentrations tested. The leaves of Cochlospermum regium demonstrated activity against the
microorganisms related to urinary infection linked this action to compounds found and

showed no cytotoxicity and mutagenicity.

Key - words: Urinary Infection, Medicinal Plant, Algoddozinho-do-cerrado, Cytotoxicity,

Mutagenicity.
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1. INTRODUCAO GERAL

A infeccdo do trato urinario (ITU) é ocasionada por microrganismos patogénicos que
colonizam os tecidos do sistema urinario e esta entre as doencas infecciosas mais comuns
(TANGI et al., 2015). O uropatégeno mais frequente em infecgdes urinarias é Escherichia
coli (MAMANI et al.,, 2015), bactéria Gram-negativa enteropatogénica que apresenta
resisténcia aos antimicrobianos (DAOUD et al., 2015). Além disso, microrganismos
oportunistas como leveduras também sdo encontrados nestas infeccdes, dentre os quais se
destaca Candida tropicalis, relatado como segundo fungo leveduriforme mais encontrado
(OZHAK-BAYSAN, et al., 2012; FREITAS et al.,, 2014). O tratamento para a infeccdo
urinaria requer custos econdémicos elevados e a auséncia desta terapia pode levar o individuo a
morte (NANGINO et al., 2012).

Plantas medicinais sdo utilizadas popularmente para o tratamento de diversas infeccdes
(NGEZAHAYO et al., 2015). Segundo Veiga Junior (2008), mais de 90% da populacdo faz
uso da fitoterapia. Os compostos naturais encontrados e o conhecimento sobre o seu modo de
acdo fornecem uma fonte para o desenvolvimento de estratégias alternativas (LUTHJE
& BRAUNER, 2016).

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger é um arbusto da familia Bixaceae Kunth,
popularmente conhecida como ‘algoddozinho-do-campo”, ou “algoddozinho-do-cerrado”
(BATISTA et al., 2014). Por suas propriedades medicinais, é utilizada popularmente para o
tratamento de infeccdes geniturinarias (NUNES et al., 2003; SOLON et al., 2012). Além de
sua acdo antimicrobiana, as raizes de C. regium apresentam efeito analgésico,
antiedematogénico e antiinflamatorio (CASTRO et al., 1994).

Raizes e xilopddios de Cochlospermum regium estdo entre as partes de plantas medicinais
mais indicadas e comercializadas por vendedores de ervas em centros urbanos para o
tratamento de inflamacGes e infeccOes, dentre estas infeccdo geniturinarias (NUNES et al.,
2003). Sendo assim, sua exploracdo tem causado preocupacdo quanto a conservagdo de sua
espécie, uma vez que a retirada dessas estruturas subterraneas ocasiona a destruicdo do
arbusto (BRATTI et al., 2013) e consequentemente coloca a espécie na lista de plantas
medicinais ameacadas de extin¢do, e se torna assim prioritario a sua conservacdo (PEREIRA
etal., 2007).

Devido a sua exploracdo para o uso e comércio, varias pesquisas com C. regium vém

sendo realizadas com o objetivo de realizar a germinagao e sua conservagao in vitro, uma vez
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que a planta ja se torna escassa (VIU et al., 2007; COELHO et al., 2008; CAMILLO et al.,
2009; INACIO et al., 2011). Para que Cochlospermum regium seja utilizado por suas
propriedades benéficas no alivio de sintomas causados por infec¢do urinaria, incentivando o
uso das folhas da espécie uma vez que a sua retirada ndo as danifica, mitigando assim 0s
impactos ambientais gerados por sua exploragéo e resultando em sua conservagdo, 0 extrato
etandlico das folhas foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana frente a uropatdgenos,
realizado a triagem fitoquimica e dentre as classes obtidas, quantificado os compostos
flavonoides, compostos fenolicos e taninos condensados, e investigado a citotoxicidade e

mutagenicidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Infecgdo Urinéaria

As doengas infecciosas atingem milhdes de pessoas a cada ano e geram grandes problemas
financeiros na saude publica (LIMA et al., 2010). Dentre as doengas infecciosas mais comuns
esta a infeccdo do trato urinario (ITU) (TANGI et al., 2015), que é ocasionada por
microrganismos patogénicos que colonizam os tecidos do sistema urinario como uretra,
bexiga, ureter e os rins (ALSHAMI & ALHARBI, 2014). Os sintomas geram desconforto
sendo os principais, ardéncia ao urinar, necessidade frequente de urinar com pouca eliminacao
de urina, dor na uretra, dor na pélvis, dor nas costas na altura dos rins, algumas vezes o
individuo pode apresentar febre, calafrios e nauseas (GROSSMAN & CARONI, 2009).

O agente etiolégico mais frequente em infeccdo do trato urindrio € Escherichia coli
(KAVITHA & SATISH, 2014; MAMANI et al., 2015), bactéria Gram-negativa de origem
entérica, ou seja, presente no intestino de animais endotérmicos, que pode ser responsavel
desde uma simples cistite até uma pielonefrite cronica (BRUMBAUGH et al., 2015). A ITU
atinge principalmente mulheres, pois a anatomia do seu corpo favorece a contaminacao, ja
que existe uma maior proximidade da regido genital feminina com o anus, e também pela
uretra ser mais curta que a masculina favorecendo a chegada dos microrganismos patogénicos
nestas regides (LOURA & FERNANDES, 2010). No entanto, apesar de sua prevaléncia em
mulheres, ndo é ausente em homens e tem crescido os relatos em criancas (YUN et al., 2014)
e idosos (COSTA et al., 2015).

Os fungos leveduriformes também podem atuar como uropatdgenos, sendo as Candidas
relatadas como importante causa de infeccdo do trato urinario (ALENZI, 2016). Candida
tropicalis € um microrganismo oportunista que se destaca como a segunda espécie de candida
mais frequente em isolados nestas infeccbes (OZHAK-BAYSAN et al., 2012). O tratamento
para a infeccdo urinéria requer custos econdmicos elevados e a auséncia de terapia pode levar
o individuo a morte (NANGINO et al., 2012).

Muitas pessoas utilizam plantas medicinais por optarem por um estilo de vida natural, e
acreditam que a fitoterapia é a op¢do mais saudavel e segura para o tratamento de suas
enfermidades (LIMA et al., 2014). Sendo assim, por plantas apresentarem propriedades que
aliviam os sintomas desagradaveis gerados por infeccGes, muitas delas vém sendo utilizadas

pela populacdo para o tratamento de infeccdo urinaria (SOUZA et al., 2014).
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2.2 O uso popular de plantas medicinais

Planta medicinal pode ser definida como toda espécie vegetal utilizada com o propoésito
terapéutico para o alivio de sintomas desagradaveis (BRASIL, 2010). Durante muito tempo,
grande parte da populacao ndo teve facil acesso aos remédios sintéticos, utilizando as plantas
para o controle de suas enfermidades (OLIVEIRA & VIVEIRO, 2012).

O uso de plantas medicinais € considerado tradi¢do da cultura indigena, que retiram os
mais diversos remédios e promove a cura e prevencdo de suas enfermidades, e repassam seus
conhecimentos sobre as plantas medicinais de geracdo em geracdo (CLARCK, 2008).
Atualmente, o uso da fitoterapia tem se tornado uma medicina alternativa para muitas
populagdes (GONCALVES et al., 2011; SERPICO et al., 2016). Segundo Veiga Junior
(2008), os paises com populacdes mais pobres além do uso das plantas medicinais por
tradicdo, as utilizam devido a auséncia de recursos econdmicos viaveis, e nos paises
desenvolvidos essa acdo esta relacionada com o modernismo de consumo de produtos

naturais.

As plantas medicinais utilizadas pela populacdo sdo encontradas em diversos biomas,
como Amazonia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, dentre eles se destaca
o cerrado, segundo maior bioma do pais e a mais rica savana tropical do planeta, com mais de
12.000 espécies de plantas, em que pelo menos 30% sdo endémicas (FORZZA et al., 2010).
Possui um grande nimero de interagdes bioquimicas complexas, porém apesar de sua vasta
riqueza de compostos, uma pequena quantidade de especies foi investigada no aspecto
fitoquimico. E necessario intensificar as pesquisas neste bioma, uma vez que tal dominio
contém grande fonte de compostos bioativos ainda a serem descobertos (NOVAES et al.,
2013).

2.3 Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Algoddozinho-do-Cerrado)

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger é um arbusto do género Cochlospermum Kunt e
familia Bixaceae, popularmente conhecida como ‘“algoddozinho-do-campo”, ou
“algodiozinho-do-cerrado” (BATISTA et al., 2014). E considerada planta nativa do cerrado
brasileiro, no entanto ha registros de ter sido encontrada em regides tropicais como Africa,
Australia e partes da regido Sul-Americana como, Paraguai e Bolivia (LIMA et al., 1995;
SOUZA & LORENZI, 2008). No Brasil, C. regium é caracterizada como planta forrageira,

ornamental e medicinal utilizada com fregiiéncia nos estados de Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do

Sul, Distrito Federal e Sdo Paulo (SOLON et al., 2012).
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Tresvenzol et al. (2006), citam que C. regium é uma das principais plantas medicinais
comercializadas em Goiania (GO) e cidades vizinhas e seus Xilopodios sdo popularmente
indicados para infecgdes ginecoldgicas, gastrites e Ulceras. O cha de suas raizes tem sido
utilizadas para o tratamento de infec¢des geniturinarias (NUNES et al., 2003; SOLON et al.,
2012), afecgdes da pele e leucorréia (PIO CORREA, 1975). Além disso, suas cascas também
servem para o tratamento de inflamacGes e depurativo do sangue, reduzindo o colesterol (PIO
CORREA, 1975; GUARIN NETO, 1987; LIMA et al., 1995; OLIVEIRA et al., 1996;
RITTO, 1996; NUNES et al.,, 2003; NUNES & CARVALHO, 2003; ANDRADE, 2008;
CAMILLO, 2008). A espécie ainda é utilizada como regulador menstrual e por suas
propriedades laxativas (GUARIN NETO & MORAES, 2003). Entretanto, Siqueira (1988)
adverte, sobre o cuidado de se evitar tomar doses excessivas no uso da planta, sendo que

relata que a infusdo da raiz € empregada como um perigoso purgativo.

Em relagdo a suas propriedades farmacologicas, suas raizes apresentaram efeito analgésico,
antiedematogénico e antiinflamatorio (CASTRO et al., 1994). E estudos relatam sua atividade
antibacteriana frente a microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (OLIVEIRA et al., 1994;
SOLON et al., 2012).

As raizes e xilopddios de Cochlospermum regium, estdo entre as partes de plantas
medicinais mais indicadas e comercializadas por vendedores de ervas para o tratamento de
inflamacGes e infecgbes, dentre essas infecgdes geniturinarias (NUNES et al., 2003; SOLON
et al., 2012). Entretanto, sua exploracdo se torna preocupante, pois ao se coletar as raizes e
xilopddios, que sdo estruturas essenciais ao desenvolvimento e conservagdo da planta
consequentemente se destrdi o arbusto (BRATTI et al., 2013) e diversas pesquisas vém sendo
desenvolvidas para sua germinacao e conservacao in vitro (VIU et al., 2007; COELHO et al.,
2008; CAMILLO et al., 2009; INACIO et al., 2011) uma vez que o seu desenvolvimento
natural j& estd se tornando escasso. Desta maneira, segundo Pereira et al. (2007), C. regium
estd entre as espécies medicinais prioritarias para a conservacdo. O IBAMA (Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) e o Governo do Estado do
Parand divulgaram a lista das plantas medicinais ameacadas de extincdo e dentre elas a
espécie C. regium foi citada na categoria “Em Perigo” (CAMILLO, 2008).

Desta forma, a pesquisa realizada com suas folhas se torna importante uma vez que a

retirada de suas partes aéreas ndo as danifica, mitigando o impacto ambiental e conservando a
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espécie. Entretanto, € necessario que sua citotoxicidade e mutagenicidade sejam avaliadas

para que seu uso ndo ocasione danos a saude.

2.3.1 Fitoquimica da espécie Cochlospermum regium

Como uma resposta natural em se adaptar as agressées ambientais, as plantas produzem
substancias naturais conhecidas como metabolitos secundarios ou compostos organicos, como
por exemplo, os compostos fendlicos, terpenos e esteroides, e os alcaldides (FUMAGALI et
al., 2008; KHAN et al., 2009) que em defesa da planta atuam contra a herbivoria e controle de
fitopatogenos (HILLEN et al., 2012).

Os compostos organicos geralmente atuam com acgdo antimicrobiana, e a planta que
constituem essas propriedades apresenta beneficios no tratamento de infeccGes, e torna seu
uUso vantajoso uma vez que existe grande preocupacdo associada a resisténcia dos
microrganismos (LIMA et al., 2010; ABREU et al., 2012).

Dentre os compostos isolados da raiz de C. regium, os principais encontrados sdo 0s
flavondides e taninos que sdo compostos fendlicos (LIMA et al., 1995). Os autores ainda
relatam que dentro da classe dos flavondides foram registradas a presenca de apigenina,
naringenina, e aromadendrina. Analises fitoquimicas e farmacoldgicas realizadas por Camillo
et al. (2009), confirmaram que as raizes de C. regium possuem o flavondide Kaempferol (F-
52), que contém propriedades analgésicas, antiedematogénicas, antibacterianas e

antioxidantes.

Além disso, Solon et al. (2012), em sua pesquisa fitoquimica de C. regium, detectou sete
derivados fendlicos e dois triacilbenzenos conhecidos como Cochlosperminas A e B, e
enfatizou que por apresentar derivados fenolicos, como o acido galico, associa a sua atividade
antimicrobiana, dando suporte do uso da planta no tratamento de infeccoes.

Ainda, autores em suas pesquisas relatam a presenca de compostos da classe dos esteroides
e triterpenos como as saponinas; e também apresentam 6leos essenciais e alguns acgucares,
como glicose, frutose, rafinose e sacarose (KIRIZAWA, 1981; RITTO et al., 1996).

2.4 Toxicidade
Por ser um recurso natural, as populagdes que utilizam as plantas medicinais acreditam que
elas ndo apresentam quaisquer riscos para a saude humana, no entanto os vegetais ndo sdo

isentos de toxicidade (VARANDA, 2006; CUNHA et al., 2009).
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Além disso, ao se utilizar as plantas medicinais no tratamento de enfermidades deve se
considerar que o preparo adequado, 0 conhecimento quanto a procedéncia do vegetal e o
armazenamento correto sdo fatores relevantes na preservagdo de suas propriedades
farmacoldgicas e que evitam o comprometimento da qualidade das espécies vegetais e
possiveis danos aos seus usuarios (NUNES et al., 2003; FEIJO et al., 2012).

Muitas dessas plantas utilizadas e comercializadas pela populacéo, apesar de apresentarem
propriedades terapéuticas, podem causar danos celulares e alteracdes genéticas (VARANDA,
2006). Portanto, as pesquisas realizadas para avaliar a citotoxicidade e mutagenicidade séo
importantes com o proposito de se evitar danos a saude (LOURENCO et al., 2010;
MENEGUETTI et al, 2014).

2.4.1 Citotoxicidade

Citotoxicidade é a propriedade que uma substancia possui em causar danos na célula capaz
de induzir sua apoptose (RISS & MORAVEC, 2004). Para avaliar a citotoxicidade temos
ensaios que sdo realizados em roedores (Teste do Micronicleo em Eritrécitos da Medula
Ossea de Camundongos) (CASTRO et al., 2004), vegetais (Teste de Allium cepa) (SILVA et
al., 2010), crustaceo (Teste com Artemia salina) (GOMES et al., 2016) e cultura em células
(EREN et al., 2015).

Com intuito de avaliar o potencial de citotoxicidade, testes in vitro vém substituindo os
ensaios in vivo, principalmente pelo seu custo reduzido, alta reprodutibilidade e praticidade na
realizacdo (SILVA et al., 2015). A anélise por culturas de células in vitro torna-se cada vez
mais uma pratica comum nos laboratérios de controle da qualidade (SILVA et al., 2015). O
parametro mais utilizado para avaliacdo da citotoxicidade € viabilidade celular, sendo
utilizado para estes métodos corantes especificos que diferenciam células que sofreram danos

ou estdo em processo de apoptose (ROGERO et al., 2003).

2.4.2 Mutagenicidade

As substancias presentes em plantas medicinais que causam danos no material genético
(adicdo, substituicdo ou delecdo de base no DNA), que ndo é reparado no momento da
replicacdo celular e consequentemente transferidos para novas células sdo conhecidas como
mutagénicas (EREN et al., 2015). Diversos testes estdo a disposicdo dos pesquisadores para
avaliacdo dos efeitos mutagénicos, e que podem ser realizados em diferentes organismos,

como o teste de Ames em microrganismos (AKIN et al., 2016), Allium cepa em plantas
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(ROBERTO et al., 2016), teste do microntcleo em eritrocitos com roedores (ANTONELLI-
USHIROBIRA et al., 2015) e ensaio mutagénico em Drosophila melanogaster (insetos)
(STAMENKOVIC-RADAK & ANDJELKOVIC, 2016).

Um ensaio muito utilizado para avaliacdo de mutagenicidade é o teste de Ames (MARON
& AMES, 1983). O teste de Ames constitui um método eficiente e rapido para detectar
mutacBGes genéticas, e foi incluido como parte da bateria de ensaios internacionalmente
propostos para registro de medicamentos, outras drogas e formula¢des quimicas (FDA, 2012;
ISO, 2014). O ensaio consiste na utilizacdo de linhagens de S. Typhimurium auxotréficas para
0 aminoacido histidina (his®), por possuirem diferentes mutacées no operon deste aminoacido,
essas linhagens sdo incapazes de sintetiza-lo, e consequentemente ndo crescem e nao formam
coldnias na sua auséncia (MORTELMANS & ZIEGER, 2000). Na presenca de agentes
mutagénicos, estas linhagens sofrem mutacBes que revertem seu carater de auxotrofia,
passando assim a formar coldnias em meio desprovido desse aminoacido (Figura 1) (MARON
& AMES, 1983; MORTELMANS & ZEIGER, 2000).

Segundo Mortelmans & Zieger (2000) frequentemente se utilizam as linhagens TA97a ou
TA1537, TA98 e TA100, TA1535 ou TAL102, cada linhagem apresenta caracteristicas
geneéticas adicionais que aumentam a sensibilidade na deteccdo de agentes mutagénicos. As
linhagens utilizadas no teste ndo apresentam enzimas de metabolizacdo, que a exemplo nos
mamiferos, sdo utilizadas para metabolizacao de compostos para sua reducéo e assimilacéo ou
eliminagdo. Para superar essa dificuldade, foi incluida no teste a chamada fracdo S9, que é
adicionada as culturas durante os ensaios. A fracdo S9 contém enzimas de metabolizacdo
obtida a partir do figado de ratos, esta enzima permite a identificacdo de compostos com agéo
indireta (MARON & AMES, 1983). Alem da avaliacdo da atividade mutagénica, o teste de
Ames também ¢é utilizado para avaliagdo da atividade antimutagénica dos compostos
(RESENDE et al., 2012). Desta maneira, o teste de Ames é considerado um ensaio que possuli
grande sensibilidade na detec¢do do potencial mutagénico de diferentes agentes quimicos,
sendo um teste padronizado e intensamente utilizado pela comunidade cientifica internacional
(FDA, 2012; ISO, 2014).
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Figura 1. Teste de Ames para avaliar a presenca de mutacdes de genes em linhagens de Salmonella
Typhimurium auxotroficas para 0 aminodcido histidina. Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Ames_test
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium frente a microrganismos
associados a infeccdo urinaria, realizar a triagem fitoquimica e dentre as classes encontradas

quantificar os compostos mais presentes, e investigar a citotoxicidade e mutagenicidade.

3.2 Objetivos Especificos
1. Avaliar a atividade antimicrobiana, bactericida e fungicida do extrato etandlico das
folhas de Cochlospermum regium frente a microrganismos associados a infec¢do
urinéria;
2. Realizar atriagem fitoquimica e quantificar os compostos mais presentes do extrato

etanolico das folhas de Cochlospermum regium;

3. Avaliar se o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium apresenta

citotoxicidade pelo método de cultura de células;

4. Avaliar se o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium apresenta

mutagenicidade pelo teste de Ames (Método de Microssuspensdo Kado).
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A infecgdo do trato urinario (ITU) é ocasionada por patégenos que contaminam os tecidos do
sistema urinario e estd entre as doencas nosocomiais infecciosas mais comuns.
Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) popularmente conhecida como
algoddozinho-do-cerrado, é utilizada para o tratamento de infec¢bes geniturinarias. O objetivo
deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanolico das folhas de
Cochlospermum regium frente a microrganismos associados a infeccdo urinaria e avaliar sua
citotoxicidade e mutagenicidade. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo. Também foi realizada a triagem fitoquimica e a quantificacdo de
flavondides, compostos fendlicos e taninos condensados. A pesquisa de citotoxicidade foi
realizada pela viabilidade celular com MTS (4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenyl)-
2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) e a mutagenicidade pelo teste de Ames. O extrato das folhas de
Cochlospermum regium apresentou acdo frente aos microrganismos Escherichia coli e
Candida tropicalis, mostrou a presenca de acidos organicos, esterdides e triterpenos,
flavondides, compostos fendlicos e taninos condensados e auséncia de alcaldides,
apresentando para flavondides 87,4 mg/g; compostos fendlicos 167,2 mg/g; taninos
condensados 21,7 mg/g e ndo mostrou citotoxicidade e mutagenicidade nas concentragdes
testadas. As folhas de Cochlospermum regium demonstraram atividade frente aos
microrganismos relacionados a infeccdo urindria associando esta acdo aos compostos

encontrados e ndo apresentou citotoxicidade e mutagenicidade.
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1. Introducéo

A infeccdo do trato urindrio (ITU) é um problema de saude comum, porém grave, que
atinge milhdes de pessoas a cada ano [1]. E definida como a colonizagio de microrganismos
patogénicos que contaminam 0s tecidos como uretra, bexiga, ureter e os rins, ou qualquer
parte do sistema urinario causando infeccéo [2].

A infeccdo urinaria de origem bacteriana, na maioria das vezes é causada por bactérias
Gram-negativas entéricas, no qual Escherichia coli € o microrganismo mais frequente [3, 4,
5]. Além disso, os fungos leveduriformes também podem contribuir como uropatégenos, e
Candidas tém sido relatadas como importante causa de infecgdo do trato urinario [6]. Candida
tropicalis € um microrganismo oportunista que se destaca como a segunda espécie de candida
mais freqliente em isolados de infeccdo urinaria [7]. Devido aos danos ocasionados por estes
uropatdgenos, cresce a busca por produtos naturais que possam trazer o alivio ou a cura de
infeccdes [8, 9].

Desde a antiguidade, as plantas medicinais sdo recursos alternativos utilizados pela
populagéo para o0 uso terapéutico [10]. Estima-se que de modo geral aproximadamente 80%
das pessoas ja utilizaram a medicina natural para o alivio primario de algum desconforto
causado por enfermidades [11, 12, 13]. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) [14]
incentiva as pesquisas referentes ao uso de plantas medicinais com o objetivo de assegurar
que as pessoas que fazem o uso da fitoterapia possam utilizar suas propriedades terapéuticas
com seguranca evitando danos a salude e relata que os medicamentos modernos sao derivados
de plantas previamente utilizadas na medicina popular.

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger € um arbusto da familia Bixaceae Kunth,
popularmente conhecida como ‘“algoddozinho-do-campo”, ou “algoddozinho-do-cerrado”
[15]. Suas raizes sdo utilizadas na medicina popular para o tratamento de inflamacdes e
infeccOes do trato geniturinario [16, 17], além de sua acdo antimicrobiana, também apresenta
atividade analgésica, antiedematogénica e antiinflamatoria [17, 18, 19].

Segundo os vendedores de ervas medicinais, as raizes e xilopddios de C. regium estdo
entre as partes de plantas medicinais mais procuradas e indicadas para o alivio dos sintomas
de infeccdo geniturinérias na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul [16].

Entretanto, a grande procura dessas partes subterraneas da planta em funcdo de suas
propriedades medicinais tem causado preocupacdo, uma vez que a retirada dessas estruturas
ocasiona a destruicdo do arbusto [20], e levou Cochlospermum regium a entrar para a lista de

espécies prioritarias para a conservacao, e assim diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas
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para sua germinagdo e conservagao in vitro [21, 22, 23, 24] uma vez que a planta ja se tornou
escassa. Diante disso, € necessario mitigar os impactos ambientais gerados por sua exploracao
preservando a espécie. Desta forma, por suas raizes serem muito comercializadas e haver a
caréncia em pesquisas com as folhas, sendo viavel a sua utilizacéo, ja que a sua retirada nao
ocasiona danos que leve a destruicdo da planta, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o
extrato etanolico das folhas de Cochlospermum regium apresenta acdo antimicrobiana frente a
uropatdgenos, realizar a triagem fitoquimica e dentre as classes encontradas quantificar os

compostos mais presentes, e investigar a citotoxicidade e mutagenicidade.

2. Material e Métodos

2.1 Preparo do extrato etandlico

As folhas de Cochlospermum regium foram coletadas na Fazenda Santa Madalena,
Rodovia Dourados - Itahum, Km 12, S 22° 13" 41.8”> / W 054° 49" 58. 4°’, Dourados - MS. A
exsicata foi identificada pela Profa. Dra. Zefa Valdivina Pereira e depositada no Herbério da
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD), Dourados, MS sob o registro DDMS 5001.

O material vegetal foi acondicionado em sacos de papel para secagem em estufa de ar
circulante & 45°C por sete dias. O material botanico seco e triturado (200 g) foi misturado em
1000 mL de alcool etilico absoluto a 95% (Dinamica Quimica Contemporanea Ltda) e
mantidos a temperatura ambiente por 72 h, com agitacbes ocasionais. As solu¢des foram
filtradas, e posteriormente rotaevaporadas (Rotaevapor R — 215) a 35°C até a completa
volatilizagcdo do solvente. O extrato vegetal obtido foi liofilizado (E-C MicroModulyo

acoplado a bomba de vacuo valuPump VLP80 Savant).

2.2 Concentracao Inibitéria Minima e Concentracéo Bactericida/Fungicida Minima

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do extrato foi determinada pela técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute [25, 26].

Foram testados microrganismos provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA): Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida tropicalis (ATCC
750), 3 isolados de Escherichia coli e 3 de Candida tropicalis do Laboratério de
Microbiologia Aplicada, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD).
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As bactérias foram cultivadas em agar Triptona de Soja (Himedia) a 37°C por 24 h e a
concentracio do indculo foi ajustado para 1,5 x 108 UFC/mL, utilizando o comprimento de
onda de 625 nm em espectrofotémetro (Visivel Digital Microproce Q898DRM - QUIMIS
ISO 8001). Para leveduras, os microrganismos foram cultivados em agar Sabouraud Dextrose
(Himedia) & 35°C por 48 h e a concentragdo do indculo ajustado para 2,5 x 10° UFC/mL,

utilizando o comprimento de onda de 530 nm.

Em todos os pogos da microplaca (Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark), foram
adicionados 100 pL de caldo Muller Hinton (Himedia) para bactérias e para leveduras caldo
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) e 100 pL do extrato para a diluicdo seriada (1,9 pg/mL a 1000
Hg/mL). Logo apds, foram adicionados os indculos das bactérias e leveduras incubando-as a
37°C por 24 h e 35°C por 48 h respectivamente. Para o controle do ensaio das bactérias foi
utilizado o antibiético ampicilina (Sigma-Aldrich) e para leveduras o antifungico fluconazol
(Sigma-Aldrich).

Para bactérias, a leitura visual da concentragdo inibitoria minima (CIM) foi adicionado 50
uL de solucdo 0,1% de cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) (Vetec) e incubado as microplacas
a 37°C por 30 minutos. A leitura para leveduras foi determinada visualmente. A CIM foi
considerada como a menor concentracdo do extrato no qual oS microrganismos nao
apresentaram crescimento visivel [27]. O teste foi realizado em duplicata, em trés momentos
distintos.

Para a determinacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) e concentracdo fungicida
minima (CFM), uma aliquota de 10 pL de todos os pocos da placa de microdiluicdo foi
retirada e plaqueada em agar Mueller Hinton (Himedia) a 37°C por 24 h para bactérias, e para
leveduras os microrganismos foram plaqueados em &gar Sauboraud Dextrose (Difco) a 35°C
por 48 h. A CBM e a CFM foram definidas como a menor concentracdo que ndo houve

crescimento de colonias [28].

2.3 Triagem Fitoquimica e Quantificacdo de Flavonoides, Compostos Fenolicos e
Taninos Condensados

Foram realizados testes para rastrear as seguintes classes de compostos: alcaldides [29,
30], esteroides e triterpenoides [29], flavonoides [29], acidos organicos [31], compostos
fendlicos e taninos condensados [29]. Entre essas classes foram quantificados os flavondides,

compostos fenolicos e taninos condensados.
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A concentracdo de flavonoides foi determinada utilizando como reagente uma solugao de
cloreto de aluminio 10% (AICls), e a quantificagdo foi realizada pelo método
espectrofotométrico descrito por Lin & Tang [32]. Os resultados foram expressos como
equivalentes miligramas de quercetina (QE) por grama do extrato etanolico.

A concentracdo de compostos fenolicos foi determinada pelo método espectrofotométrico
discutido por Djeridane et al. [33], utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. Os resultados
foram expressos como equivalentes miligramas de acido galico (EAG) por grama de extrato
etandlico.

A concentragdo de taninos condensados foi determinada pelo método proposto por
Broadhurst & Jones [34] e adaptado por Agostini-Costa et al. [35], sendo utilizada a vanilina
em metanol acidificado. Os resultados foram expressos em miligramas de catequina

equivalente (CAE) por grama de extrato.

2.4 Ensaio de Citotoxicidade com Linhagem de Células HeLa in vitro (Cultura de Células)

As células HelLa (Henrietta Lacks, linhagem celular de adenocarcinoma de colo do Utero)
foram cultivadas a 37°C sob 5% de CO, em meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM; Gibco) que continha 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de
penicilina/estreptomicina (P/E; Gibco). Depois de atingir 80% de confluéncia, as células
foram separadas utilizando 25% de solucédo tripsina /EDTA (etilenodiamino tetra-acético)
(Gibco). A concentragdo de células foi ajustada a 2 x 10° células/mL com DMEM fresco sem
P/E, e a suspensdo foi adicionada as cavidades de uma microplaca de 96 pocos (Promega,
Madison, WI, EUA) e incubada a 37°C sob 5% de CO2 por 24 h.

Os pogos foram lavados duas vezes com solucdo de tampéo fosfato (PBS) pH 7,0, 0,1 M.
Foram adicionados na microplaca com as células, diferentes concentragdes do extrato (250
pug/mL, 500 pg/mL e 1000 pg/mL) e as células tratadas com DMSO (Dimetilsulfoxido)
(Sigma-Aldrich) foram utilizadas como controle negativo, incubando-as durante a noite a
37°C sob 5% de CO,. Apds o periodo de incubacdo, foi realizado o ensaio com base na
reducdo de MTS ou (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetraz6lio) em DMEM sem vermelho de fenol. Ap6s 3 h de incubacgdo a 37°C, a absorbancia
de formazan foi medida no comprimento de onda 490 nm, utilizando leitora de microplaca
ASYS (Biochrom, Holliston, MA, EUA). Um controle positivo foi realizado medindo a
atividade celular de células humanas cultivadas sob as mesmas condic¢des, mas na auséncia do

extrato. A citotoxicidade do composto é apresentada como a média da triplicata, realizada em
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trés momentos distintos [36, 37]. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada pelo
valor da absorbancia da amostra, dividido pelo valor da absorbéncia do branco e
multiplicando o resultado por 100, onde o branco é o MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-

carboximetoxifenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazoélio).

2.5 Ensaio de mutagenicidade pelo teste de Ames (Método de Microssuspensdo Kado)

A avaliacdo do potencial efeito mutagénico do extrato foi realizada com cepas de S.
Typhimurium TA 97a, TA 98, TA 100, TA 102 [38].

Para o preparo do in6culo 0,1 mL da suspensdo bacteriana foi inoculada em 20 mL de
Caldo Nutriente e incubada a 37°C por 16 h em uma incubadora com agitacdo orbital. O
indculo foi ajustado no comprimento de onda 650 nm a concentracdo de aproximadamente
1x108 bactérias/mL. Este indculo foi concentrado 10 vezes por centrifugacdo a 10.000 g, por
10 minutos, a 4°C e ressuspendidas em 4 mL de tampao fosfato (PBS) pH 7,0, 0,1 M.

Para o teste de microssuspensdo Kado as cepas foram expostas as concentracfes de 2000
pg/mL, 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL e 125 pg/mL do extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium com e sem a fracdo microssomal S9 (Moltox). Para 0 método com a
fracdo S9, foram adicionados 5 pL da concentracdo do extrato em estudo, 50 pL da suspensao
bacteriana e 50 pL da mistura da fracdo S9 (Moltox), nos ensaios sem a fragdo S9, em
substituicdo da mistura fracdo S9 foi utilizado 50 pL de tampéo fosfato e incubados a 37°C
por 90 minutos. Apos incubacdo, foi adicionado 2 mL de top &gar nos tubos contendo a
presenca e auséncia de ativacdo metabdlica e vertidos em placas contendo agar minimo
glicosado (AMG) (Sigma-Aldrich), incubando-os novamente a 37°C por 48-72 horas. Foi
realizada a contagem do numero de colbnias revertentes por placa e calculado o indice de

mutagenicidade (IM). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3. Resultados

O extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium apresentou atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos associados a infec¢do urinaria. Para a bactéria
Gram-negativa Escherichia coli a concentracdo inibitéria minima foi de 1000 pg/mL e para a
levedura Candida tropicalis 500 pg/mL, e acdo fungicida na concentracdo de 500 pg/mL
(Tabela 1).
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Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM); Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracédo
Fungicida Minima (CFM) em pg/mL do extrato etanélico das folhas de Cochlospermum regium frente aos
microrganismos associados a infecgdo urinaria.

Cochlospermum regium

Microrganismos AMP FLU
CIM CBM CFM
Escherichia coli (ATCC 25922) 1000 - * 32 *
Escherichia coli (1) 1000 - * >16 *
Escherichia coli (2) 1000 - * >16 *
Escherichia coli (3) 1000 - * >16 *
Candida tropicalis (ATCC 750) 500 * - * 1
Candida tropicalis (1) 500 * - * 1
Candida tropicalis (2) 500 * - * 1
Candida tropicalis (3) 500 * 500 * 1

CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CBM: Concentracdo Bactericida Minima; CFM: Concentragdo Fungicida
Minima; (-): Auséncia de atividade antimicrobiana; (*): Nao testado; AMP: Ampicilina; FLU: Fluconazol.

Os testes indicaram a presenca de acidos organicos, esteroides e triterpenos, flavonoides,
compostos fendlicos e taninos condensados, e auséncia de alcaldides. Os flavondides
quantificados apresentaram (87,4+0,9 mg/g), compostos fenolicos (167,2+2,7 mg/g), e taninos
condensados (21,7+0,1 mg/qg).

O extrato etandlico das folhas de C. regium ndo apresentou citotoxicidade na concentracdo
de 250 pug/mL e a viabilidade celular foi de 99,28% (Tabela 2), 0 que mostra que ndo houve

acdo citotdxica.

Tabela 2: Citotoxicidade do extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium com linhagens de
células Hela in vitro.

Cochlospermum regium

250 pg/mL 500 pg/mL 1000 pg/mL CP CN
VC VC VC
Med/DP Med/DP Med/DP Med/DP Med/DP
(%) (%) (%)

2,10+0,14 99,28 1,47 + 0,26 69,58 1,07+0,14 50,35 2,03+0,21 2,12+0,16

VC (%): Viabilidade Celular em Porcentagem; Med/DP: Média e Desvio Padrdo; CP: Controle Positivo
(Células HelLa sob as mesmas condi¢Bes de cultivo sem extrato); CN: Controle Negativo (Células com o
diluente DMSO).

O extrato etanolico das folhas de C. regium ndo apresentou mutagenicidade, na presenca
ou auséncia do sistema de ativacdo metabdlica (S9), em todas as concentragdes testadas e para

as cepas de Salmonella Typhimurium avaliadas como relatado nas tabelas 3 e 4.
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Tabela 3: Potencial mutagénico expresso pela média e desvio padrdo de coldnias revertentes por placa e
indice de mutagenicidade na presenga de ativacdo metabdlica do extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium.

Salmonella Typhimurium

TA97a TA98 TA100 TA102
Concentracao
Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM
2000 pg/mL 131+13 0,93 307 1,35 237+15 1,66 528+4 1,32
1000 pg/mL 138+8 0,99 28+6 1,28 237+16 1,66 420+x20 1,05
500 pg/mL 141+12 1,01 31+3 1,41 182+20 1,28 509%+13 1,27
250 pg/mL 145+7 1,03 29+ 13 1,31 134+38 094 437+18 1,09
125 pg/mL 155+10 1,11 376 1,67 117+22 082 400x17 1,00
CcpP 995+11 7,15 790+2 3590 11085+16 7,80 1601+4 4,02
CN 139+ 8 1 22+ 5 1 142+ 5 1 398+ 9 1

Med/DP: Média de coldnias revertentes e Desvio Padrdo; IM: Indice de Mutagenicidade; CN (Controle
Negativo): DMSO (100 pL placa™); CP (Controle Positivo): 2-aminoantraceno (1-5 pg placa™) para TA97a,
TA98 e TA100, e 2-aminoantraceno (5-10 ug placa™) para TA102.

Tabela 4: Potencial mutagénico expresso pela média e desvio padrdo de coldnias revertentes por placa e
indice de mutagenicidade na auséncia de ativacdo metabolica do extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium.

Salmonella Typhimurium

TA97a TA98 TA100 TA102
Concentracao
Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM
2000 pg/mL 133+ 25 1,14 261 0,57 85+ 34 0,52 432+ 14 1,18
1000 pg/mL 107+13 091 26+1 0,57 116+34 0,70 372+29 1,01
500 pg/mL 138+ 10 ,18 261 0,52 89+8 054 360+x19 0,98
250 pg/mL 112+12 0,95 33+3 0,72 113+37 0,69 442+13 1,21
125 pg/mL 99+21 084 32+1 0,70 87+8 0,553 402+86 1,10
CpP 968+15 8,27 752+10 16,71 10085+4 6,14 1531+38 4,20
CN 11719 1 45+ 9 1 164+ 15 1 364+ 35 1

Med/DP: Média de coldnias revertentes e Desvio Padrdo; IM: Indice de Mutagenicidade; CN (Controle
Negativo): DMSO (100 uL placa); CP (Controle Positivo): 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg placa™) para
TA97a e TA98, Azida sodica (1,25 pg placa™) para TA100, e Mitomicina C (0,5 pg placa™) para TA102.
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4. Discussao

O extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium apresentou ag¢do antimicrobiana
frente a Escherichia coli, na concentracdo de 1000 pg/mL (Tabela 1). O resultado encontrado
para as folhas desta espécie mostra potencial para o tratamento de infeccGes geniturinarias,
uma vez que a bactéria Escherichia coli é o microrganismo responsavel por 80% dos casos de
infeccdo urinaria [5, 39, 40, 41]. Além disso, Chinenye et al. [42] propdem a espécie
Cochlospermum planchonii, também referente ao género Cochlospermum, para o tratamento
de infec¢des, no qual apresentou em sua pesquisa a acao antimicrobiana frente a Escherichia
coli na concentracgdo de 1250 pg/mL.

Para Candida tropicalis, as folhas de C. regium apresentaram agéo antifingica e fungicida
na concentragdo de 500 pg/mL (Tabela 1). Candida € um género de fungos leveduriformes,
que estdo presente nas mucosas, pele, trato gastrointestinal, e comp6e a microbiota vaginal e
uretra [43]. S&o consideradas comensais e oportunistas, e se houver um desequilibrio devido a
baixa imunidade, podem prevalecer a microbiota e se tornarem patogénicas [44]. Nos ultimos
anos a incidéncia de Candida tropicalis vem aumentando em infec¢des [45], sendo relatado
como a segunda levedura mais encontrada em infecc¢des do trato urinario [7, 46, 47].

Segundo S4 et al. [48], a atividade antimicrobiana de um extrato pode ocorrer devido a
presenca de seus fitoquimicos. Desta forma, a a¢do antimicrobiana das folhas de C. regium
frente aos uropatdgenos testados pode ser justificada pela presenca de seus metabélitos
secundarios encontrados como, 0s compostos flavondides, derivados fendlicos e taninos. Os
flavonoides e derivados fenolicos sdo responsaveis pela ruptura da membrana celular dos
microrganismos danificando a membrana citoplasmatica, no qual os leva a morte [49, 50].
Com isso, a acdo antimicrobiana para Candida tropicalis foi observada em uma concentracao
menor em relacdo a Escherichia coli, uma vez que as leveduras possuem sua estrutura celular
menos complexa que bactérias Gram-negativas [51]. No entanto, ambos 0s resultados
encontrados frente aos uropatdgenos testados sdo efetivos, ja& que E. coli normalmente
apresenta resisténcia aos antimicrobianos [52], e desta forma mostra que Cochlospermum
regium possui potencial terapéutico no tratamento de infec¢des geniturinarias.

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de enfermidades requer dados que
assegure o uso destes fitoquimicos para a populacdo que opta pelo terapia natural [53] uma
vez que os metabdlitos secundarios sdo compostos que podem se comportar beneficamente
para o organismo, ou de forma toxica ocasionando danos & satide [54]. A partir disso, 0 ensaio

de citotoxicidade realizado no presente estudo com as folhas de C. regium em células
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humanas, ndo mostrou citotoxicidade, uma vez que sua viabilidade celular foi de 99,28%
(Tabela 2). De acordo com Laura et al. [55], em seu estudo com células animais, o extrato do
xilopddio de C. regium, relataram que a planta ndo apresentou citotoxicidade, mas que ainda
seu uso deve ser cauteloso sugerindo novos estudos na &rea. No entanto, outros autores
relatam que o ensaio com o extrato da raiz de C. regium em células ovarianas de hamster [56],
e 0 extrato do rizoma em decréscimo de eritrécitos em camundongos [57], mostrou possivel
citotoxicidade para a espécie.

O extrato etanolico das folhas de C. regium né@o apresentou mutagenicidade pelo teste de
Ames, para todas as cepas e concentracOes avaliadas (Tabelas 3 e 4). A amostra é considerada
mutagénica quando pelo menos uma das cepas apresenta resposta positiva através da
formacdo de col6nias na auséncia do aminoacido essencial histidina para seu crescimento
[58]. Essa resposta é observada quando o indice de mutagenicidade for maior ou igual a 2, em
pelo menos uma das concentracdes testadas [59], ou seja, 0 nimero de coldnias revertentes da
amostra deve ser o dobro, ou mais, que o nimero de coldnias do controle negativo [58].
Apesar de estudos relatarem o cuidado na utilizacdo do extrato de C. regium [57]. Os autores
Nunes & Carvalho [60], avaliaram o potencial mutagénico do extrato da raiz de C. regium
com Drosophila melanogaster e constataram que o extrato ndo apresentou mutagenicidade.

E recomendado que se utilize as folhas de plantas medicinais, devido ao fato que a sua
retirada ndo ocasiona danos que resulte na destruicdo da planta. As espécies medicinais que
apresentam maior risco de extingdo sdo aquelas cujas partes utilizadas para o preparo dos
medicamentos sdo raizes, caule ou casca do caule, pois, muitas vezes o dano causado a planta
pode levar a morte [61]. Segundo Bratti et al. [20], em sua pesquisa referente a um
levantamento de plantas nativas da regido, 51% relatam que utilizam as folhas para fins
terapéuticos e incentiva a preservacdo ambiental das espécies medicinais através do uso destas

partes da planta para o tratamento terapéutico da populacéo.

5. Concluséo

O estudo mostrou que o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium
apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos associados a infeccédo
urinaria, como Escherichia coli e Candida tropicalis, e assimila seus compostos organicos a
esta atividade, alem disso, ndo apresenta citotoxicidade e mutagenicidade pelos testes e
concentragdes avaliadas. Desta forma, com o presente estudo incentiva o uso das folhas, pois

a sua retirada ndo destréi a planta, mitigando assim os impactos gerados por sua utilizacao.
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Entretanto, sdo necessarios novos estudos quanto a toxicidade para assegurar a salde da

populacédo que utiliza a especie no tratamento de suas enfermidades.

Agradecimentos

Apoios financeiros: CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior); CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico);
FUNDECT (Fundagdo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do
Estado de Mato Grosso do Sul) e PPSUS (Programa de Pesquisa para o SUS).

Referéncias Bibliograficas

[1] I. Alshami, A. E. Alharbi, “Antimicrobial activity of Hibiscus sabdariffa extract against
uropathogenic strains isolated from recurrent urinary tract infections”, Asian Pacific Journal
of Tropical Disease, vol. 4, no. 4, pp. 317-322, 2014.

[2] K. W. Yun, H. Y. Kim, H. K. Park, W. Kim, and I. S. Lim, “Virulence factors of
uropathogenic Escherichia coli of urinary tract infections and asymptomatic bacteriuria in
children”, Journal of Microbiology, vol. 47, no. 6, pp. 455-461, 2014.

[3] A. Braoios, T. F. Turatti, L. C. S. Meredija, T. R. S. Campos, F. H. M. Denadai,
“Infecgdes do trato urinario em pacientes ndo hospitalizados: etiologia e padrao de resisténcia
aos antimicrobianos”, Journal Brazilian Pathology Medicine Laboratory, vol. 45, no. 6, pp.
449-456, 20009.

[4] K. S. Kavitha, S. Satish, “Antibacterial activity of seed extracts of Callistemon lanceolatus
DC on uropathogenic bacteria”, Journal of Acute Medicine, vol. 4, no, 1, pp. 6-12, 2014.

[5] M. Mamani, N. Nobari, M. Y. Alikhani, and J. Poorolajal, “Antibacterial susceptibility of
Escherichia coli among outpatients with community-acquired urinary tract infection in
Hamadan, Iran”, Journal of Global Antimicrobial Resistance, vol. 3, no. 1, pp. 40-43, 2015.

[6] F. Q. B. Alenzi, “Virulence factors of Candida species isolated from patients with urinary
tract infection and obstructive uropathy”, Pakistan Journal Medical Sciences, vol. 32, no. 1,
pp. 143-146, 2016.

[7] B. Ozhak-Baysan, D. Ogunc, D. Colak, G. Ongut, L. Donmez, T. Vural, and F. Gunseren,
“Distribution and antifungal susceptibility of Candida species causing nosocomial
candiduria”, Medical Mycology, vol. 50, no. 5, pp. 529-532, 2012.

[8] L. A. R. Oliveira, R. D. Machado, A. J. L. Rodrigues, “Levantamento sobre o uso de

plantas medicinais com a terapéutica anticancer por pacientes da Unidade Oncoldgica de
Anapolis”, Revista Brasileira de Plantas Medicinais, vol. 16, no. 1, pp. 32-40, 2014.

38



[9] A. D. Z. de Souza, M. da C. Mendieta, T. Ceolin, R. M. Heck, “As plantas medicinais
como possibilidade de cuidado para disturbios urinarios”, Revista de Enfermagem da UFSM,
vol. 4, no. 2, pp. 342-349, 2014.

[10] R. C. Dutra, M. M. Campos, A. R. S. Santos, and J. B. Calixto, “Medicinal plants in
Brazil: Pharmacological studies, drug discovery, challenges and perspectives”,
Pharmacological Research, 2016.

[11] N. M. T. Gongalves, M. Gerenutti, D. S. de A. Chaves, M. M. D. C. Vila, “A tradicédo
popular como ferramenta para a implantacéo da fitoterapia no municipio de Volta Redonda —
RJ”, Revista Brasileira de Farmacia, vol. 92, no. 4, pp. 346-351, 2011.

[12] M. D. Quevedo, R. F. Gongalves, F. Gonzales, “O conhecimento sobre a utilizagdo de
plantas medicinais em dois municipios do litoral de S&o Paulo, SP”, Revista Ceciliana, vol. 3,
no. 2, pp. 35-39, 2011.

[13] V. F. Veiga Junior, “Estudo do consumo de plantas medicinais na Regido Centro-Norte
do Estado do Rio de Janeiro: aceitacdo pelos profissionais de saude e modo de uso pela
populagdo”, Revista Brasileira de Farmacognosia, vol. 18, no. 2, pp. 308-313, 2008.

[14] Organizacdo Mundial da Saiude (OMS). “WHO Traditional Medicine Strategy: 2014-
20237, Geneva, December, 2013.

[15] P. F. Batista, A. C. Costa, C. A. Megguer, J. S. Lima, and J. F. Sales, “Overcoming
dormancy and characterization of germination in Cerrado ‘algoddozinho’ seeds treated with
dimethyl sulphoxide”, South African Journal of Botany, vol. 92, pp. 89-93, 2014.

[16] G. P. Nunes, M. F. da Silva, U. M. Resende, J. M. de Siqueira, “Plantas medicinais
comercializadas por raizeiros no centro de Campo Grande, Mato Grosso do Sul”, Revista
Brasileira de Farmacognosia, vol. 13, no. 2, pp. 83-92, 2003.

[17] S. Solon, C. A. Carollo, L. F. G. Brandédo, C. S. Macedo, A. Klein, C. A. Dias-Junior,
and J. M. Siqueira, “Phenolic derivatives and other chemical compounds from
Cochlospermum regium”, Quimica Nova, vol. 35, no. 6, pp. 1169-1172, 2012.

[18] M. S. A. Castro, J. M. de Siqueira, |. C. Paz-Vieira, N. M Kassab, “Estudos sobre o
efeito analgésico e anti-edematogénico de uma flavanona isolada de Cochlospermum regium”,
“algodaozinho”. Resumo, 162..in: XIII Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil. Fortaleza:

UFC. 1994.

[19] C. C. Oliveira, J. M. Siqueira, K. C. B. Souza, U. M. Resende, “Avaliacao da atividade
antibacteriana da raiz de Cochlospermum regium (Mart.) Pilger (algoddozinho)” Resumos..in:
Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil, 13, Universidade Federal do Ceard, 1994.

[20] C. Bratti, M. C. Vieira, N. A. H. Zarate, A. P. A. Oliveira, B. G. Marafiga, S. S. L.

Fernandes, “Levantamento de plantas nativas da Fazenda Azuldo em Dourados — MS”,
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, vol. 15, no. 4, pp. 675-683, 2013.

39



[21] J. Camillo, J. E. Scherwinski-Pereira, R. F. Vieira, J. R. Peixoto, “Conservagao in vitro
de Cochlospermum regium (Schrank) Pilg.- Cochlospermaceae sob regime de crescimento
minimo”, Revista Brasileira de Plantas Medicinais, vol. 11, no. 2, pp. 184-189, 2009.

[22] M. E. B. Coelho, D. M. Sales, M. C. F. Albuquerque, “Germinacdo e emergéncia de
Cochlospermum regium (Schrank) Pilg. Em diferentes substratos, Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, vol. 10, no. 4, pp. 90-96, 2008.

[23] M. C. Inacio, B. W. Bertoni, S. de C. Franga, A. M. S. Pereira, “In vitro conservation and
low cost micropropagation of Cochlospermum regium (Mart. Ex. Schrank)”, Journal of
Medicinal Plants Research, vol. 5, no. 20, pp. 4999-5007, 2011.

[24] A. F. M. Viu, E. A. da Costa, M. A. de O. Viu, L. Z. de O. Campos, S. C. Santos,
“Germinacdo e desenvolvimento de plantulas de [Cochlospermum regium (Schrank) Pilger] —
(Algodao-do-campo) em diferentes substratos”, Revista Brasileira de Biociéncias, vol. 5, no.
2, pp. 957-959, 2007.

[25] Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M27-A3, “Reference method for
broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts: approved standard”, 3. Ed. Clinical
and Laboratory Standards Institute, Wayne: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008.

[26] Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), M7-A9 “Methods for dilution
antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically”; approved standard, 9. Ed.
Clinical and Laboratory Standards Institute, Wayne: Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2012.

[27] M. Panghal, V. Kaushal, and J. Yadav, “In vitro antimicrobial activity of ten medicinal
plants against clinical isolates of oral cancer cases” Annals of Clinical Microbiology and
Antimicrobials, vol. 10, pp. 21-23, 2011.

[28] R. V. Bagiu, B. Vlaicu, M. Butnariu, “Chemical composition and in vitro antifungal
activity screening of the Allium ursinum L. (Liliaceae)”, International Journal of Molecular
Sciences, vol. 13, no. 2, pp. 1426-1436, 2012.

[29] M. E. Wall, M. M. Krider, C. F. Krewson, C. R. Eddy, J. J. Willaman, D. S. Corell, and
H. S. Gentry, “Steroidal sapogenins VII. Survey of plants for steroidal sapogenins and other
constituents”, Journal of the American Pharmaceutical Association, vol. 43, no. 1, pp. 1-7,
1954,

[30] A. F. Costa, “Fundagdo Calouste Guibenkian”, Farmacognosia, 3 ed., Lisboa, vol. 3,
1032 pages, 1982.

[31] E. Merck, “Reactivos de coloracién para cromatografia en capa fina y en papel”
Darmstaadt: Merck, 76 pages, 1980.

[32] J-Y. Lin, C-Y. Tang, ‘‘Determination of total phenolic and flavonoid contents in selected

fruits and vegetables, as well as their stimulatory effects on mouse splenocyte proliferation’’,
Food Chemistry, vol. 101, no. 1, pp. 140-147, 2007.

40



[33] A. Djeridane, M. Yousfi, B. Nadjemi, D. Boutassouna, P. Stocker, and N. Vidal,
“Antioxidant activity of some Algerian medicinal plants extracts containing phenolic
compounds”, Food Chemistry, vol. 97, no. 4, pp. 654-660, 2006.

[34] R. B. Broadhurst, W. T. Jones, “Analysis of condensed tannins using acidified vanillin”,
Journal of the Science of Food and Agriculture, vol. 29, no. 9, pp. 788-794, 1978.

[35] T. S. Agostini-Costa, D. S. Garruti, L. Lima, S. freire, F. A. P. Abreu, T. Feitosa,
“Avaliacdo de metodologias para determinagao de taninos no suco de caju”, Boletim CEPPA,
vol. 17, no. 2, pp. 167-176, 1999.

[36] I. R. G. Capoci, P. S. B Mendonga, G. S. Arita, R. R. A. Pereira, M. E. L. Consolaro, M.
L Bruschi, M. Negri, T. I. E. Svidzinski, “Propolis Is an Efficient Fungicide and Inhibitor of
Biofilm Production by Vaginal Candida albicans”, Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, vol. 2015, pp. 1-9, 2014.

[37] G. Malich, B. Markovic, and C. Winder, “The sensitivity and specificity of the MTS
tetrazolium assay for detecting the in vitro cytotoxicity of 20 chemicals using human cell
lines”, Toxicology, vol. 124, no. 3, pp. 179-192, 1997.

[38] N. Y. Kado, D. Langley, T. EISENSTAD, “A simple modification of the Salmonella
liquid incubation assay *“, Mutation Research, vol. 121, no. 1, pp. 25-32, 1983.

[39] T. J. Hwang, D. C. Hooper, “Association between fluoroquinolone resistance and
resistance to other antimicrobial agents among Escherichia coli urinary isolates in the
outpatient setting: a national cross-sectional study”, Journal Antimicrobial Chemotherapy,
vol. 69, no. 6, pp. 1720-1722, 2014.

[40] S. Subashchandrabose, T. H. Hazen, A. R. Brumbaugh, S. D. Himpsl, S. N. Smith, R. D.
Ernst, D. A. Rasko, H. L. T. Mobley, “Host-specific induction of Escherichia coli fitness
genes during human urinary tract infection”, Revista de PNAS, vol. 111, no. 51, pp. 18327-
18332, 2014.

[41] E. F. de Vasconcelos-Pereira, E. A. Figueiré-Filho, V. M. de Oliveira, A. C. O.
Fernandes, C. S. de M. F¢é, L. R. Coelho, and 1. Breda, “Urinary tract infection in high risk
pregnant women”, Revista Patologia Tropical, vol. 42, no. 1, pp. 21-29, 2013.

[42] O. E. Chinenye, U. Ebere, and A. S. Okechukwu, “In vitro antibacterial activities of
Cochlospermum planchonii roots crude extracts”, Journal of Pharmacy and Biological
Sciences, vol. 10, no. 2, pp. 115-120, 2015.

[43] H. Alonso-Valle, O. Acha, J. D. Garcia-Palomo, C. D. farifias-Alvarez, C. Fernandez-
Mazarrasa, and M. C. Farifias, “Candidemia in a tertiary care hospital: epidemiology and
factors influencing mortality”, European Journal of Clinical Microbiology & Infectious
Diseases, vol. 22, no. 4, pp. 254-257, 2003.

[44] J. C. O. Sardi, L. Scorzoni, T. Bernardi, A. M. Fusco-Almeida, and M. J. S. Mendes
Giannini, “Candida species: current epidemiology, pathogenicity, biofilm formation, natural
antifungal products and new therapeutic options”, Journal of Medical Microbiology, vol. 62,
no. 1, pp. 10-24, 2013.

41


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alonso-Valle%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Acha%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa-Palomo%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fari%C3%B1as-Alvarez%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Mazarrasa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Mazarrasa%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fari%C3%B1as%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12709840

[45] A. K. F. Silva, J. E. S. Lisboa, M. P. C. S. Barbosa, A. F. Lima, “Infeccbes urinarias
nosocomiais causada por fungo do género candida: uma revisdo”, Cadernos de Graduacao
Ciéncia Biolodgicas e da Saude, vol. 2, no. 1, pp. 45-57, 2014.

[46] A. Eusébio, C. Araujo, M. Andrade, A. Duarte, “Escherichia coli nas infec¢des urinarias
da comunidade: comensal ou patogénica?”, Acta Urologica Portuguesa, vol. 33, no. 2, pp. 37-
42, 2016.

[47] I. Maldonado, A. Arechavala, L. Guelfand, S. Relloso, C. Garbasz, “Infecciones urinarias
nosocomiales por levaduras. Estudio multicéntrico de 14 hospitales de la red de micologia de
la Ciudad Auténoma de Buenos Aires”, Revista Iberoamericana de Micologia, vol. 33, no. 2,
pp. 104-109, 2016.

[48] D. S. Sa, G. E. Ribeiro, L. R. A. Rufino, N. M. S. Oliveira, J. E. Fiorini, “Atividade
Antimicrobiana da Uncaria Tomentosa (Willd) D. C.”, Revista de Ciéncias Farmacéuticas
Bésica e Aplicada, vol. 35, no. 1, pp. 53-57, 2014.

[49] J. P. Dzoyem, H. Hamamoto, B. Ngameni, B. T. Ngadjui, and K. Sekimizu,
“Antimicrobial action mechanism of flavonoids from Dorstenia species”, Drug Discoveries &
Therapeutics, vol. 7, no. 2, pp. 66-72, 2013.

[50] T. P. T. Cushnie, A. J. Lamb, “Antimicrobial activity of flavonoids”, International
Journal of Antimicrobial Agents, vol. 26, no. 5, pp. 343-356, 2005.

[51] T. J. Silhavy, D. Kahne, and S. Walker, “The Bacterial Cell Envelope”, Cold Spring
Harbor Perspectives in Biology, vol. 2, no. 5, pp. 1-16, 2010.

[52] B. F. F. Lucena, S. R. Tintino, F. G. Figueredo, C. D. de M. Oliveira, J. J. do S. Aguiar,
E. do N. Cardoso, P. E. A. de Aquino, J. C. Andrade, H. D. M. Coutinho, E. F. F. Matias,
“Avaliacdo da atividade antibacteriana e moduladora de aminoglicosideos do 6leo essencial
de cymbopogon citratus (DC.) Stapf”, Acta biologica Colombiana, vol. 20, no. 1, pp. 39-45,
2015.

[53] A. Rezk, A. Al-Hashimi, W. John, H. Schepker, M. S. Ullrich, K. Brix, “Assessment of
cytotoxicity exerted by leaf extracts from plants of the genus Rhododendron towards
epidermal keratinocytes and intestine epithelial cells”, Complementary and Alternative
Medicine, vol. 15, no. 364, pp. 1-18, 2015.

[54] F. A. Resende, W. Vilegas, L. C. Dos Santos, E. A. Varanda “Mutagenicity of flavonoids
assayed by bacterial reverse mutation (Ames) test”, Molecules, vol. 17, no. 5, pp. 5255-5268,
2012.

[55] A. L. C. Laura, R. J. Oliveira, A. L. C. Barros, J. M. Siqueira, M. C. Vieira, and S. A.
Auharek, “Maternal exposure to Cochlospermum regium: a toxicological evaluation, Revista
Brasileira de Farmacognosia, vol. 23, no. 2, pp. 374-378, 2013.

[56] L. Ceschini, E. G. Campos, “Cytotoxic effects of Cochlospermum regium (Mart &

Schrank) Pilger aqueous root extract on mammalian cells”, Journal of Ethnopharmacology,
vol. 103, no. 2, pp. 302-305, 2006.

42



[57] D. B. Castro, D. B. Santos, H. D. Ferreira, S. C. Santos, L. Chen-Chen, “Atividades
mutagénica e citotdxica do extrato de Cochlospermum regium Mart. (algodaozinho-do-
campo) em camundongos”, Revista Brasileira de Plantas Medicinais, vol. 6, no. 3, pp. 15-19,
2004.

[58] D. M. Maron, B. N. Ames, “Revised methods for the Salmonella mutagenicity test”,
Mutation Research, vol. 113, no. 3-4, pp. 173-215, 1983.

[59] R. R. D. Moreira, L. E. Santos, S. D. Varella, E. A. Varanda, W. Vilegas, “Avalia¢do da
atividade mutagénica do extrato etandlico bruto de Paepalanthus latipes (Eriocaulaceae) e dos
compostos flavonoidicos 7-metoxilados relacionados”, Revista Brasileira de Farmacognosia,
vol. 12, no. 1, pp. 11-19, 2002.

[60] W. B. Nunes, S. de Carvalho, “Evaluation of the potencial of Cochlospermum regium in
Drosophila melanogaster male germ cells”, Genetics and Molecular Biology, vol. 26, no. 4,
pp. 545-549, 2003.

[61] V. E. G. Rodrigues, D. A. de Carvalho, “Levantamento etnobotanico de plantas

medicinais no dominio do cerrado na regido do Alto Rio Grande — Minas Gerais”, Revista
Ciéncia Agrotecnologia, vol. 25, no. 1, pp. 102-123, 2001.

43



5. CONCLUSAO GERAL

O estudo mostrou que o extrato etandlico das folhas de Cochlospermum regium apresentou
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos associados a infecgdo urinaria, como
Escherichia coli e Candida tropicalis, e relaciona a presenca dos compostos flavonoides,
compostos fendlicos e taninos condensados a esta atividade, além disso, ndo apresenta
citotoxicidade e mutagenicidade pelos testes e concentracdes avaliadas. Desta forma, com o
presente estudo incentiva o uso das folhas, pois a sua retirada ndo destroi a planta, mitigando
assim 0s impactos gerados por sua utilizacdo. Entretanto, sdo necessarios novos estudos
quanto a toxicidade para assegurar a salde da populagdo que utiliza a espécie no tratamento

de suas enfermidades.
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ANEXOS

Anexo |

Figura 2 - Folhas de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodadozinho-do-cerrado).
Fonte: Solon et al., 2009 (Esquerda) - Fonte: Os autores (2016) (Direita).
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Figura 3 - Raiz e Caule fragmentado de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) — (Algodaozinho-
do-cerrado). Fonte: Sélon et al., 2009.
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Figura 4 - Flores de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodaozinho-do-cerrado).
Fonte: www.flickr.com (Esquerda) - Fonte: http://www.utfpr.edu.br (Direita).

Figura 5 - Semente Pilosa de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algoddozinho-do-cerrado).
Fonte: Os autores (2016) (Esquerda) - Fonte: Sélon et al., 2009 (Direita).
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Figura 6 - Leitura da concentragdo inibitéria minima (MIC) do extrato etandlico das folhas de Cochlospermum
regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algoddozinho-do-cerrado) frente a bactéria Escherichia coli, com a adicdo
da solucéo 0,1% de cloreto de trifenil tetrazolio (TTC). Fonte: Leme, 2016.

Figura 7 - Leitura visual da concentragdo inibitdria minima (MIC) do extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodaozinho-do-cerrado) frente a levedura Candida
tropicalis. Fonte: Leme, 2016.
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Figura 8 - Confirmacdo das linhagens das cepas Salmonella Typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102,
auxotroficas para o aminoacido histidina. Fonte: Os autores, 2016.

Figura 9 - Teste de Ames pelo ensaio de microssuspensdo Kado com o extrato etandlico das folhas de
Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algoddozinho-do-cerrado). Fonte: Os autores, 2016.
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