
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS 

FACULDADE DE CIÊNCIAS EXATAS E TECNOLOGIA 

 

 

 

 

DANNY ELLEN MEIRELES LEME 

 

 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE À 

UROPATÓGENOS, TRIAGEM FITOQUÍMICA, 

CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO 

EXTRATO ETANÓLICO DAS FOLHAS DE 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) 

 

 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM CIÊNCIA E TECNOLOGIA 

AMBIENTAL 

 

 

 

 

 

 

DOURADOS/MS 

JULHO/2016 



 
 

DANNY ELLEN MEIRELES LEME 

 

 

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA FRENTE À 

UROPATÓGENOS, TRIAGEM FITOQUÍMICA, 

CITOTOXICIDADE E MUTAGENICIDADE DO 

EXTRATO ETANÓLICO DAS FOLHAS DE 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) 

 

 

ORIENTADORA: PROFA. DRA. KELLY MARI PIRES DE 

OLIVEIRA 

 

 

Dissertação de mestrado submetida ao Programa de Pós-

graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental, como um dos 

requisitos necessários para a obtenção do título de mestra em 

Ciência e Tecnologia Ambiental na área de concentração 

Ciência Ambiental. 

 

 

 

 

 

 

 

DOURADOS/MS 

JULHO/2016 



 
 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação (CIP). 

L551a Leme, Danny Ellen Meireles. 

     Atividade antimicrobiana frente à uropatógenos, triagem 

fitoquímica, citotoxicidade e mutagenicidade do extrato 

etanólico das folhas de Cochlospermum regium (Schrank) 

Pilger (Bixaceae). / Danny Ellen Meireles Leme. – Dourados, 

MS: UFGD, 2016. 
60f.  

 

Orientadora: Profa. Dra. Kelly Mari Pires de Oliveira. 

Dissertação (Mestrado em Ciência e Tecnologia Ambiental) – 

Universidade Federal da Grande Dourados. 

 

1. Infecção Urinária. 2. Planta Medicinal. 3. Algodãozinho-

do-cerrado. 4. Citotoxicidade. 5. Mutagenicidade. I. Título. 

 

 

 

Ficha catalográfica elaborada pela Biblioteca Central – UFGD. 

©Todos os direitos reservados. Permitido a publicação parcial desde que citada a fonte. 



 
 

 



 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico este trabalho à minha família, 

ao meu namorado Junior Chimello,  

e a todos que contribuíram  

para sua realização. 



 
 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o que ninguém ainda pensou 

sobre aquilo que todo mundo vê.” 

(Arthur Schopenhauer) 

 



 
 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Primeiramente agradeço a Deus, o centro e o fundamento de tudo em minha vida, por 

renovar a cada momento a minha força e disposição, por conduzir minha vida com sabedoria 

e no tempo certo. 

Ao meu namorado Junior Chimello, por seu amor e carinho, por não medir esforços 

em me ajudar em todos os momentos, por ser meu alicerce nas dificuldades e meu riso na 

bonança, por me escutar e compreender nos momentos em que mais precisei, por ser esse 

companheiro maravilhoso e por ser o meu principal motivo de felicidade. Sou grata por cada 

momento ao seu lado e por fazer parte de minha vida. Te amo pra sempre! 

Aos meus pais Ailton Leme e Noemi Leme, que sempre me apoiaram em minhas 

decisões, que me incentivam a buscar sempre o melhor em minha vida, por possuírem um 

caráter incrível que seguirei como exemplo e por seus ensinamentos que guardarei em meu 

coração. 

À todos da família Leme, pela torcida, pelo apoio, pelo carinho e orações realizadas 

em meu favor. 

À minha orientadora Profa. Dra. Kelly Mari Pires de Oliveira por sua dedicação e 

ensinos transmitidos, pela oportunidade em trabalhar em sua equipe de laboratório, sou grata 

pelo seu incentivo em não me deixar esmorecer e por acreditar em minha capacidade. 

Expresso a você o meu reconhecimento e admiração por sua competência profissional. 

À Ma. Fabiana Gomes da Silva Dantas pelo apoio e incentivo as pesquisas, pela ajuda 

imensurável ao longo dos anos, por transmitir seus conhecimentos e esclarecer dúvidas 

sempre que precisei, por sua constante parceria, disponibilidade e prestatividade em qualquer 

situação. 

Ao Allan Rodrigues Belarmino, por sua essencial ajuda, pelo conhecimento repassado 

e por sua parceria nos experimentos realizados. 

À Stephanie Iahnn pela prestatividade, por sua parceria nos experimentos, por sua 

ajuda e colaboração sempre que solicitei. 

Aos meus colegas Thaiane Ferreira e Vagner Berres pela parceria nas coletas e 

preparação de amostras, no auxílio nos experimentos e pelos episódios cômicos que passamos 

que guardo com carinho na memória. 



 
 

À Ma. Adriana Araújo pela disponibilidade e o auxílio nos experimentos realizados, 

pelas dúvidas esclarecidas e pela parceria de trabalho. 

À Ma. Renata Araújo por sua ajuda, prestatividade e animação a todo o momento. 

Aos meus colegas do Laboratório de Bacteriologia, Andressa Damim, Fernanda 

Galvão, Melina Sasaki, Pamella Castilho, e Wellinton Jhon, pela parceria e disponibilidade 

em ajudar sempre que solicitado. 

À Ma. Luana Carbonera pela colaboração das amostras solicitadas. 

À Profa. Dra. Andréia Sangalli pela sugestão da planta utilizada nos experimentos 

realizados. 

À Profa. Dra. Melyssa Negri da Universidade Estadual de Maringá (UEM), pela 

parceria nos testes de citotoxicidade. 

À Profa. Dra. Claudia Cardoso e Prof. Dr. Jonas Mota da Universidade Estadual do 

Mato Grosso do Sul (UEMS), pela parceria e disponibilidade em esclarecer dúvidas nos testes 

químicos realizados. 

À banca examinadora Profa. Dra. Claudia Andrea Lima Cardoso e Profa. Dra. Zefa 

Valdivina Pereira pela contribuição com sugestões para melhoria deste trabalho. 

Ao Programa de Pós-graduação em Ciência e Tecnologia Ambiental (PPGCTA) pela 

Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia (FACET), pelo incentivo às pesquisas. 

À Universidade Federal da Grande Dourados por possibilitar a realização do 

experimento nos laboratórios (Multidisciplinar) da Faculdade de Ciências Biológicas e 

Ambientais. 

Aos apoios financeiros à pesquisa fornecidos pela CAPES (Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior), CNPq (Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico), FUNDECT (Fundação de Apoio ao 

Desenvolvimento do Ensino, Ciência e Tecnologia do Estado de Mato Grosso do Sul) e 

PPSUS (O Programa de Pesquisa para o Sistema Único de Saúde). 

À todos aqueles que direta ou indiretamente contribuíram para a realização deste 

trabalho. 

 

Muito Obrigada!! 



i 
 

LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SÍMBOLOS 

ATCC – American Type Culture Collection 

BHI – Brain Heart Infusion 

CBM – Concentração Bactericida Mínima 

CFM – Concentração Fungicida Mínima 

CIM – Concentração Inibitória Mínima 

CLSI – Clinical and Laboratory Standards Institute 

DMSO - Dimetilsulfóxido 

DNA – Deoxyribonucleic Acid/Ácido Desoxirribonucléico 

FCBA – Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais 

g – Gramas 

h – Horas 

IBAMA – Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e de Recursos Naturais 

km – Quilômetro 

m – Massa 

mg – Miligrama 

mL – Mililitro 

MS – Mato Grosso do Sul 

nm – Nanômetros 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

PBS – Phosphate Buffered Saline 

pH – Potencial Hidrogeniônico  

S – South/Sul 

TSA – Trypticase Soy Agar 

TTC – Triphenyl Tetrazolium Chloride 

UFC – Unidade Formadora de Colônia 

UFGD – Universidade Federal da Grande Dourados 

ITU – Infecção do Trato Urinário 

v – Volume 

W – West/Oeste 

µg – Microgramas 

µL – Microlitros 

ºC – Grau Celsius 



ii 
 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM); Concentração Bactericida Mínima (CBM) e 

Concentração Fungicida Mínima (CFM) em µg/mL do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium frente aos microrganismos associados à infecção urinária................34 

Tabela 2. Citotoxicidade do extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium com 

linhagens de células HeLa in vitro............................................................................................34 

Tabela 3. Potencial mutagênico expresso pela média e desvio padrão de colônias revertentes 

por placa e índice de mutagenicidade na presença de ativação metabólica do extrato etanólico 

das folhas de Cochlospermum regium......................................................................................35 

Tabela 4. Potencial mutagênico expresso pela média e desvio padrão de colônias revertentes 

por placa e índice de mutagenicidade na ausência de ativação metabólica do extrato etanólico 

das folhas de Cochlospermum regium......................................................................................35 

 



iii 
 

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Teste de Ames para avaliar a presença de mutações de genes em linhagens de 

Salmonella Typhimurium auxotróficas para o aminoácido histidina (Fonte: 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ames_test).................................................................................19 

Figura 2. Folhas de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-

cerrado) (Fonte: Sólon et al., 2009) (Fonte: Os autores, 2016)................................................45 

Figura 3. Raiz e caule fragmentado de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - 

(Algodãozinho-do-cerrado) (Fonte: Sólon et al., 2009) (Sólon et al., 2009)............................45 

Figura 4. Flores de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-

cerrado) (Fonte: www.flickr.com) (http://www.utfpr.edu.br)..................................................46 

Figura 5. Semente pilosa de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - 

(Algodãozinho-do-cerrado) (Fonte: Os autores, 2016) (Sólon et al., 2009).............................46 

Figura 6. Leitura da concentração inibitória mínima (MIC) do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado) frente à 

bactéria Escherichia coli, com a adição da solução 0,1% de cloreto de trifenil tetrazólio (TTC) 

(Fonte: Leme, 2016)..................................................................................................................47 

Figura 7. Leitura visual da concentração inibitória mínima (MIC) do extrato etanólico das 

folhas de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado) 

frente à levedura Candida tropicalis (Fonte: Leme, 2016).......................................................47 

Figura 8. Confirmação das linhagens das cepas Salmonella Typhimurium TA97a, TA98, 

TA100 e TA102, auxotróficas para o aminoácido histidina (Fonte: Os autores, 2016)...........48 

Figura 9. Teste de Ames pelo ensaio de microssuspensão Kado com o extrato etanólico das 

folhas de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado) 

(Fonte: Os autores, 2016)..........................................................................................................48 

http://www.utfpr.edu.br)..................................................47/


iv 
 

RESUMO 

A infecção do trato urinário (ITU) é ocasionada por patógenos que contaminam os tecidos do 

sistema urinário e está entre as doenças nosocomiais infecciosas mais comuns. 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) popularmente conhecida como 

algodãozinho-do-cerrado, é utilizada para o tratamento de infecções geniturinárias. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium frente a microrganismos associados à infecção urinária e avaliar sua 

citotoxicidade e mutagenicidade. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo. Também foi realizada a triagem fitoquímica e a quantificação de 

flavonóides, compostos fenólicos 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-tetrazólio) e a mutagenicidade pelo teste de Ames. O extrato das folhas de 

Cochlospermum regium apresentou ação frente aos microrganismos Escherichia coli e 

Candida tropicalis, mostrou a presença de ácidos orgânicos, esteróides e triterpenos, 

flavonóides, compostos fenólicos e taninos condensados e ausência de alcalóides, 

apresentando para flavonóides 87,4 mg/g; compostos fenólicos 167,2 mg/g; taninos 

condensados 21,7 mg/g e não mostrou citotoxicidade e mutagenicidade nas concentrações 

testadas. As folhas de Cochlospermum regium demonstraram atividade frente aos 

microrganismos relacionados à infecção urinária associando esta ação aos compostos 

encontrados e não apresentou citotoxicidade e mutagenicidade. 

 

 

Palavras - Chave: Infecção Urinária, Planta Medicinal, Algodãozinho-do-cerrado, 

Citotoxicidade, Mutagenicidade. 
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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 Algodãozinho-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, Algodãozinho-do-cerrado, Cytotoxicity, 

Mutagenicity. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 

A infecção do trato urinário (ITU) é ocasionada por microrganismos patogênicos que 

colonizam os tecidos do sistema urinário e está entre as doenças infecciosas mais comuns 

(TANGI et al., 2015). O uropatógeno mais frequente em infecções urinárias é Escherichia 

coli (MAMANI et al., 2015), bactéria Gram-negativa enteropatogênica que apresenta 

resistência aos antimicrobianos (DAOUD et al., 2015). Além disso, microrganismos 

oportunistas como leveduras também são encontrados nestas infecções, 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 infecção 

urinária requer custos econômicos elevados e a ausência desta terapia pode levar o indivíduo à 

morte (NANGINO et al., 2012). 

Plantas medicinais são utilizadas popularmente para o tratamento de diversas infecções 

(NGEZAHAYO et al., 2015). Segundo Veiga Junior (2008), mais de 90% da população faz 

uso da fitoterapia. Os compostos naturais encontrados e o conhecimento sobre o seu modo de 

ação fornecem uma fonte para o desenvolvimento de estratégias alternativas (LÜTHJE 

& BRAUNER, 2016). 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger é um arbusto da família Bixaceae Kunth, 

popularmente conhecida como “algodãozinho-do-campo”, ou “algodãozinho-do-cerrado” 

(BATISTA et al., 2014). Por suas propriedades medicinais, é utilizada popularmente para o 

tratamento de infecções geniturinárias (NUNES et al., 2003; SOLON et al., 2012). Além de 

sua ação antimicrobiana, as raízes de C. regium apresentam efeito analgésico, 

antiedematogênico e antiinflamatório (CASTRO et al., 1994). 

Raízes e xilopódios de Cochlospermum regium estão entre as partes de plantas medicinais 

mais indicadas e comercializadas por vendedores de ervas em centros urbanos para o 

tratamento de inflamações e infecções, dentre estas infecção geniturinárias (NUNES et al., 

2003). Sendo assim, sua exploração tem causado preocupação quanto à conservação de sua 

espécie, uma vez que a retirada dessas estruturas subterrâneas ocasiona a destruição do 

arbusto (BRATTI et al., 2013) e consequentemente coloca a espécie na lista de plantas 

medicinais ameaçadas de extinção, e se torna assim prioritário a sua conservação (PEREIRA 

et al., 2007). 

Devido à sua exploração para o uso e comércio, várias pesquisas com C. regium vêm 

sendo realizadas com o objetivo de realizar a germinação e sua conservação in vitro, uma vez 
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que a planta já se torna escassa (VIU et al., 2007; COELHO et al., 2008; CAMILLO et al., 

2009; INÁCIO et al., 2011). Para que Cochlospermum regium seja utilizado por suas 

propriedades benéficas no alívio de sintomas causados por infecção urinária, incentivando o 

uso das folhas da espécie uma vez que a sua retirada não as danifica, mitigando assim os 

impactos ambientais gerados por sua exploração e resultando em sua conservação, o extrato 

etanólico das folhas foi avaliado quanto a sua atividade antimicrobiana frente à uropatógenos, 

realizado a triagem fitoquímica e dentre as classes obtidas, quantificado os compostos 

flavonóides, compostos fenólicos e taninos condensados, e investigado a citotoxicidade e 

mutagenicidade. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Infecção Urinária 

As doenças infecciosas atingem milhões de pessoas a cada ano e geram grandes problemas 

financeiros na saúde pública (LIMA et al., 2010). Dentre as doenças infecciosas mais comuns 

está a infecção do trato urinário (ITU) (TANGI et al., 2015), que é ocasionada por 

microrganismos patogênicos que colonizam os tecidos do sistema urinário como uretra, 

bexiga, ureter e os rins (ALSHAMI & ALHARBI, 2014). Os sintomas geram desconforto 

sendo os principais, ardência ao urinar, necessidade frequente de urinar com pouca eliminação 

de urina, dor na uretra, dor na pélvis, dor nas costas na altura dos rins, algumas vezes o 

indivíduo pode apresentar febre, calafrios e náuseas (GROSSMAN & CARONI, 2009). 

O agente etiológico mais frequente em infecção do trato urinário é 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 responsável 

desde uma simples cistite até uma pielonefrite crônica (BRUMBAUGH et al., 2015). A ITU 

atinge principalmente mulheres, pois a anatomia do seu corpo favorece a contaminação, já 

que existe uma maior proximidade da região genital feminina com o ânus, e também pela 

uretra ser mais curta que a masculina favorecendo a chegada dos microrganismos patogênicos 

nestas regiões (LOURA & FERNANDES, 2010). No entanto, apesar de sua prevalência em 

mulheres, não é ausente em homens e tem crescido os relatos em crianças (YUN et al., 2014) 

e idosos (COSTA et al., 2015). 

Os fungos leveduriformes também podem atuar como uropatógenos, sendo as Candidas 

relatadas como importante causa de infecção do trato urinário (ALENZI, 2016). Candida 

tropicalis é um microrganismo oportunista que se destaca como a segunda espécie de candida 

mais frequente em isolados nestas infecções (OZHAK-BAYSAN et al., 2012). O tratamento 

para a infecção urinária requer custos econômicos elevados e a ausência de terapia pode levar 

o indivíduo à 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 opção mais saudável e segura para o tratamento de suas 

enfermidades (LIMA et al., 2014). Sendo assim, por plantas apresentarem propriedades que 

aliviam os sintomas desagradáveis gerados por infecções, muitas delas vêm sendo utilizadas 

pela população para o tratamento de infecção urinária (SOUZA et al., 2014).  

 



14 
 

2.2 O uso popular de plantas medicinais 

Planta medicinal pode ser definida como toda espécie vegetal utilizada com o propósito 

terapêutico para o alívio de sintomas desagradáveis (BRASIL, 2010). Durante muito tempo, 

grande parte da população não teve fácil acesso aos remédios sintéticos, utilizando as plantas 

para o controle de suas enfermidades (OLIVEIRA & VIVEIRO, 2012).  

O uso de plantas medicinais é considerado tradição da cultura indígena, que retiram os 

mais diversos remédios e promove a cura e prevenção de suas enfermidades, e repassam seus 

conhecimentos sobre as plantas medicinais de geração em geração (CLARCK, 2008). 

Atualmente, o uso da fitoterapia tem se tornado uma medicina alternativa para muitas 

populações (GONÇALVES et al., 2011; SERPICO et al., 2016). Segundo Veiga Junior 

(2008), os países com populações mais pobres além do uso das plantas medicinais por 

tradição, as utilizam devido à ausência de recursos econômicos viáveis, e nos países 

desenvolvidos essa ação está relacionada com o modernismo de consumo de produtos 

naturais. 

As plantas medicinais utilizadas pela população são encontradas em diversos biomas, 

como Amazônia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlântica, Pampa e Pantanal, dentre eles se destaca 

o cerrado, segundo maior bioma do país e a mais rica savana tropical do planeta, com mais de 

12.000 espécies de plantas, em que pelo menos 30% são endêmicas (FORZZA et al., 2010). 

Possui um grande número de interações bioquímicas complexas, porém apesar de sua vasta 

riqueza de compostos, uma pequena quantidade de espécies foi investigada no aspecto 

fitoquímico. É necessário intensificar as pesquisas neste bioma, uma vez que tal domínio 

contém grande fonte de compostos bioativos ainda a serem descobertos (NOVAES et al., 

2013).  

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

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger é um arbusto do gênero Cochlospermum Kunt e 

família Bixaceae, popularmente conhecida como “algodãozinho-do-campo”, ou 

“algodãozinho-do-cerrado” (BATISTA et al., 2014). É considerada planta nativa do cerrado 

brasileiro, no entanto há registros de ter sido encontrada em regiões tropicais como África, 

Austrália e partes da região Sul-Americana como, Paraguai e Bolívia (LIMA et al., 1995; 

SOUZA & LORENZI, 2008). No Brasil, C. regium é caracterizada como planta forrageira, 

ornamental e medicinal utilizada com freqüência nos estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do 

Sul, Distrito Federal e São Paulo (SOLON et al., 2012). 



15 
 

Tresvenzol et al. (2006), citam que C. regium é uma das principais plantas medicinais 

comercializadas em Goiânia (GO) e cidades vizinhas e seus xilópodios são popularmente 

indicados para infecções ginecológicas, gastrites e úlceras. O chá de suas raízes tem sido 

utilizadas para o tratamento de infecções geniturinárias (NUNES et al., 2003; SOLON et al., 

2012), afecções da pele e leucorréia (PIO CORREA, 1975). Além disso, suas cascas também 

servem para o tratamento de inflamações e depurativo do sangue, reduzindo o colesterol (PIO 

CORRÊA, 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 infusão da raiz é empregada como um perigoso purgativo. 

Em relação a suas propriedades farmacológicas, suas raízes apresentaram efeito analgésico, 

antiedematogênico e antiinflamatório (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 raízes e xilopódios de Cochlospermum regium, estão entre as partes de plantas 

medicinais mais indicadas e comercializadas por vendedores de ervas para o tratamento de 

inflamações e infecções, dentre essas infecções geniturinárias (NUNES et al., 2003; SOLON 

et al., 2012). Entretanto, sua exploração se torna preocupante, pois ao se coletar as raízes e 

xilopódios, que são estruturas essenciais ao desenvolvimento e conservação da planta 

consequentemente se destrói o arbusto (BRATTI et al., 2013) e diversas pesquisas vêm sendo 

desenvolvidas para sua germinação e conservação in vitro (VIU et al., 2007; COELHO et al., 

2008; CAMILLO et al., 2009; INÁCIO et al., 2011) uma vez que o seu desenvolvimento 

natural já está se tornando escasso. Desta maneira, segundo Pereira et al. (2007), C. regium 

está entre as espécies medicinais prioritárias para a conservação. O IBAMA (Instituto 

Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis) e o Governo do Estado do 

Paraná divulgaram a lista das plantas medicinais ameaçadas de extinção 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 não as danifica, mitigando o impacto ambiental e conservando a 
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espécie. Entretanto, é necessário que sua citotoxicidade e mutagenicidade sejam avaliadas 

para que seu uso não ocasione danos à saúde. 

 

2.3.1 Fitoquímica da espécie Cochlospermum regium 

Como uma resposta natural em se adaptar às agressões ambientais, as plantas produzem 

substâncias naturais conhecidas como metabólitos secundários ou compostos orgânicos, como 

por exemplo, os compostos fenólicos, terpenos e esteróides, e os alcalóides (FUMAGALI et 

al., 2008; KHAN et al., 2009) que em defesa da planta atuam contra a herbivoria e controle de 

fitopatógenos (HILLEN et al., 2012).  

Os compostos orgânicos geralmente atuam com ação antimicrobiana, e a planta que 

constituem essas propriedades apresenta benefícios no tratamento de infecções, e torna seu 

uso vantajoso uma vez que existe grande preocupação associada à resistência dos 

microrganismos (LIMA et al., 2010; ABREU et al., 2012). 

Dentre os compostos isolados da raiz de C. regium, os principais encontrados são os 

flavonóides e taninos que são compostos fenólicos (LIMA et al., 1995). Os autores ainda 

relatam que dentro da classe dos flavonóides foram registradas a presença de apigenina, 

naringenina, e aromadendrina. Análises fitoquímicas e farmacológicas realizadas por Camillo 

et al. (2009), confirmaram que as raízes de C. regium possuem o flavonóide Kaempferol (F-

52), que contêm propriedades analgésicas, antiedematogênicas, antibacterianas e 

antioxidantes. 

Além disso, Solon et al. (2012), em sua pesquisa fitoquímica de C. regium, detectou sete 

derivados fenólicos e dois triacilbenzenos conhecidos como Cochlosperminas A e B, e 

enfatizou que por apresentar derivados fenólicos, como o ácido gálico, associa a sua atividade 

antimicrobiana, dando suporte do uso da planta no tratamento de infecções. 

Ainda, autores em suas pesquisas relatam a presença de compostos da classe dos esteróides 

e triterpenos como as saponinas; e também apresentam óleos essenciais e alguns açúcares, 

como glicose, frutose, rafinose e sacarose (KIRIZAWA, 1981; RITTO et al., 1996). 

 

2.4 Toxicidade 

Por ser um recurso natural, as populações que utilizam as plantas medicinais acreditam que 

elas não apresentam quaisquer riscos para a saúde humana, no entanto os vegetais não são 

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, o conhecimento quanto à procedência do vegetal e o 

armazenamento correto são fatores relevantes na preservação de suas propriedades 

farmacológicas e que evitam o comprometimento da qualidade das espécies vegetais e 

possíveis danos aos seus usuários (NUNES et al., 2003; FEIJÓ et al., 2012).  

Muitas dessas plantas utilizadas e comercializadas pela população, apesar de apresentarem 

propriedades terapêuticas, podem causar danos celulares e alterações genéticas (VARANDA, 

2006). Portanto, as pesquisas realizadas para avaliar a citotoxicidade e mutagenicidade são 

importantes com o propósito de se evitar danos à saúde (LOURENÇO et al., 2010; 

MENEGUETTI et al, 2014). 

 

2.4.1 Citotoxicidade 

Citotoxicidade é a propriedade que uma substância possui em causar danos na célula capaz 

de induzir sua apoptose (RISS & MORAVEC, 2004). Para avaliar a citotoxicidade temos 

ensaios que são realizados em roedores (Teste do Micronúcleo em Eritrócitos da Medula 

Óssea de Camundongos) (CASTRO et al., 2004), vegetais (Teste de Allium cepa) (SILVA et 

al., 2010), crustáceo (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 vêm substituindo os 

ensaios in vivo, principalmente pelo seu custo reduzido, alta reprodutibilidade e praticidade na 

realização (SILVA et al., 2015). A análise por culturas de células in vitro torna-se cada vez 

mais uma prática comum nos laboratórios de controle da qualidade (SILVA et al., 2015). O 

parâmetro mais utilizado para avaliação da citotoxicidade é viabilidade celular, sendo 

utilizado para estes métodos corantes específicos que diferenciam células que sofreram danos 

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

 

2.4.2 Mutagenicidade 

As substâncias presentes em plantas medicinais que causam danos no material genético 

(adição, substituição ou deleção de base no DNA), que não é reparado no momento da 

replicação celular e consequentemente transferidos para novas células são conhecidas como 

mutagênicas (EREN et al., 2015). Diversos testes estão à disposição dos pesquisadores para 

avaliação dos efeitos mutagênicos, 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 micronúcleo em eritrócitos com roedores (ANTONELLI-

USHIROBIRA et al., 2015) e ensaio mutagênico em Drosophila melanogaster (insetos) 

(STAMENKOVIĆ-RADAK & ANDJELKOVIĆ, 2016). 

Um ensaio muito utilizado para avaliação de mutagenicidade é o teste de Ames (MARON 

& AMES, 1983). O teste de Ames constitui um método eficiente e rápido para detectar 

mutações genéticas, e foi incluído como parte da bateria de ensaios internacionalmente 

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

ISO, 2014). O ensaio consiste na utilização de linhagens de S. Typhimurium auxotróficas para 

o aminoácido histidina (his-), por possuírem diferentes mutações no operon deste aminoácido, 

essas linhagens são incapazes de sintetizá-lo, e consequentemente não crescem e não formam 

colônias na sua ausência (MORTELMANS & ZIEGER, 2000). 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 (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 TA102, cada linhagem apresenta 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. Para superar essa 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 & AMES, 1983). Além da avaliação da atividade mutagênica, o teste de 

Ames também é utilizado para avaliação da atividade antimutagênica dos compostos 

(RESENDE et al., 2012). Desta maneira, 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 

(FDA, 2012; ISO, 2014). 
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Figura 1. Teste de Ames para avaliar a presença de mutações de genes em linhagens de Salmonella 

Typhimurium auxotróficas para o aminoácido histidina. Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Ames_test 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar o extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium frente a microrganismos 

associados à infecção urinária, realizar a triagem fitoquímica e dentre as classes encontradas 

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

 

3.2 Objetivos Específicos 

1. Avaliar a atividade antimicrobiana, bactericida e fungicida do extrato etanólico das 

folhas de Cochlospermum regium frente a microrganismos associados à infecção 

urinária; 

2. Realizar a triagem fitoquímica e quantificar os compostos mais presentes do extrato 

etanólico das folhas de Cochlospermum regium; 

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

citotoxicidade pelo método de cultura de células; 

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

mutagenicidade pelo teste de Ames (Método de Microssuspensão Kado). 
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A infecção do trato urinário (ITU) é ocasionada por patógenos que contaminam os tecidos do 

sistema urinário e está entre as doenças nosocomiais infecciosas mais comuns. 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) popularmente conhecida como 

algodãozinho-do-cerrado, é utilizada para o tratamento de infecções geniturinárias. O objetivo 

deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium frente a microrganismos associados à infecção urinária e avaliar sua 

citotoxicidade e mutagenicidade. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo. Também foi realizada a triagem fitoquímica e a quantificação de 

flavonóides, compostos fenólicos 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-tetrazólio) e a mutagenicidade pelo teste de Ames. O extrato das folhas de 

Cochlospermum regium apresentou ação frente aos microrganismos Escherichia coli e 

Candida tropicalis, mostrou a presença de ácidos orgânicos, esteróides e triterpenos, 

flavonóides, compostos fenólicos e taninos condensados e ausência de alcalóides, 

apresentando para flavonóides 87,4 mg/g; compostos fenólicos 167,2 mg/g; taninos 

condensados 21,7 mg/g e não mostrou citotoxicidade e mutagenicidade nas concentrações 

testadas. As folhas de Cochlospermum regium demonstraram atividade frente aos 

microrganismos relacionados à infecção urinária associando esta ação aos compostos 

encontrados e não apresentou citotoxicidade e mutagenicidade. 
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1. Introdução 

A infecção do trato urinário (ITU) é um problema de saúde comum, porém grave, que 

atinge milhões de pessoas a cada ano [1]. É definida como a colonização de microrganismos 

patogênicos que contaminam os tecidos como uretra, bexiga, ureter e os rins, ou qualquer 

parte do sistema urinário causando infecção [2].  

A infecção urinária de origem bacteriana, na maioria das vezes é causada por bactérias 

Gram-negativas entéricas, no qual Escherichia coli é o microrganismo mais frequente [3, 4, 

5]. Além disso, os fungos leveduriformes também podem contribuir como uropatógenos, e 

Candidas têm sido relatadas como importante causa de infecção do trato urinário [6]. Candida 

tropicalis é um microrganismo oportunista que se destaca como a segunda espécie de candida 

mais freqüente em isolados de infecção urinária [7]. Devido aos danos ocasionados por estes 

uropatógenos, cresce a busca por produtos naturais que possam trazer o alívio ou a cura de 

infecções [8, 9]. 

Desde a antiguidade, as plantas medicinais são recursos alternativos utilizados pela 

população para o uso terapêutico [10]. Estima-se que de modo geral aproximadamente 80% 

das pessoas já utilizaram a medicina natural para o alívio primário de algum desconforto 

causado por enfermidades [11, 12, 13]. A Organização Mundial da Saúde (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 terapêuticas 

com segurança evitando danos à saúde e relata que os medicamentos modernos são derivados 

de plantas previamente utilizadas na medicina popular. 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger é um arbusto da família Bixaceae Kunth, 

popularmente conhecida como “algodãozinho-do-campo”, ou “algodãozinho-do-cerrado” 

[15]. Suas raízes são utilizadas na medicina popular para o tratamento de inflamações e 

infecções do trato geniturinário [16, 17], além de sua ação antimicrobiana, também apresenta 

atividade analgésica, antiedematogênica e antiinflamatória [17, 18, 19]. 

Segundo os vendedores de ervas medicinais, as raízes e xilopódios de C. regium estão 

entre as partes de plantas medicinais mais procuradas e indicadas para o alívio dos sintomas 

de infecção geniturinárias na cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul [16]. 

Entretanto, a grande procura dessas partes subterrâneas da planta em função de suas 

propriedades medicinais tem causado preocupação, uma vez que a retirada dessas estruturas 

ocasiona a destruição do arbusto [20], e levou Cochlospermum regium a entrar para a lista de 

espécies prioritárias para a conservação, e assim diversas pesquisas vêm sendo desenvolvidas 
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para sua germinação e conservação in vitro [21, 22, 23, 24] uma vez que a planta já se tornou 

escassa. Diante disso, é necessário mitigar os impactos ambientais gerados por sua exploração 

preservando a espécie. Desta forma, por suas raízes serem muito comercializadas e haver a 

carência em pesquisas com as folhas, sendo viável a sua utilização, já que a sua retirada não 

ocasiona danos que leve a destruição da planta, o objetivo deste trabalho foi avaliar se o 

extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium apresenta ação antimicrobiana frente à 

uropatógenos, realizar a triagem fitoquímica 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 etanólico 

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 Herbário da 

Faculdade de Ciências Biológicas 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 à 45ºC por sete dias. O material botânico seco e triturado (200 g) foi misturado em 

1000 mL de álcool etílico absoluto a 95% (Dinâmica Química Contemporânea Ltda) e 

mantidos à temperatura ambiente por 72 h, com agitações ocasionais. As soluções foram 

filtradas, e posteriormente rotaevaporadas (Rotaevapor R – 215) à 35ºC até a completa 

volatilização do solvente. O extrato vegetal obtido foi liofilizado (E-C MicroModulyo 

acoplado a bomba de vácuo valuPump VLP80 Savant). 

 

2.2 Concentração Inibitória Mínima e Concentração Bactericida/Fungicida Mínima 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) do extrato foi determinada pela técnica de 

microdiluição 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 Laboratório de 

Microbiologia Aplicada, da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). 
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As bactérias foram cultivadas em ágar Triptona de Soja (Himedia) à 37ºC por 24 h e a 

concentração do inóculo foi ajustado para 1,5 x 108 UFC/mL, utilizando o comprimento de 

onda de 625 nm em espectrofotômetro (Visível Digital Microproce Q898DRM - QUIMIS 

ISO 8001).  Para leveduras, os microrganismos foram cultivados em ágar Sabouraud Dextrose 

(Himedia) à 35ºC por 48 h e a concentração do inóculo ajustado para 2,5 x 106 UFC/mL, 

utilizando o comprimento de onda de 530 nm. 

Em todos os poços da microplaca (Nunclon, Delta, Nunc A/S, Roskilde, Denmark), foram 

adicionados 100 µL de caldo Müller Hinton (Himedia) para bactérias e para leveduras caldo 

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) e 100 µL do extrato para a diluição seriada (1,9 µg/mL à 1000 

µg/mL). Logo após, foram adicionados os inóculos das bactérias e leveduras incubando-as à 

37ºC por 24 h e 35ºC por 48 h respectivamente. Para o controle do ensaio das bactérias foi 

utilizado o antibiótico ampicilina (Sigma-Aldrich) e para leveduras o antifúngico fluconazol 

(Sigma-Aldrich). 

Para bactérias, a leitura visual da concentração inibitória mínima (CIM) foi adicionado 50 

µL de solução 0,1% de cloreto de trifenil tetrazólio (TTC) (Vetec) e incubado as microplacas 

à 37ºC por 30 minutos. A leitura para leveduras foi determinada visualmente. A CIM foi 

considerada como a menor concentração do extrato no qual os microrganismos não 

apresentaram crescimento visível [27]. O teste foi realizado em duplicata, em três momentos 

distintos. 

Para a determinação da concentração bactericida mínima (CBM) e concentração fungicida 

mínima (CFM), uma alíquota de 10 µL de todos os poços da placa de microdiluição foi 

retirada e plaqueada em ágar Müeller Hinton (Himedia) à 37°C por 24 h para bactérias, e para 

leveduras os microrganismos foram plaqueados em ágar Sauboraud Dextrose (Difco) à 35°C 

por 48 h. A CBM e a CFM foram definidas como a menor concentração que não houve 

crescimento de colônias [28]. 

 

2.3 Triagem Fitoquímica e Quantificação de Flavonóides, Compostos Fenólicos e 

Taninos Condensados 

Foram realizados testes para rastrear as seguintes classes de compostos: alcalóides [29, 

30], esteróides e triterpenóides [29], flavonóides [29], ácidos orgânicos [31], compostos 

fenólicos e taninos condensados [29]. Entre essas classes foram quantificados os flavonóides, 

compostos fenólicos e taninos condensados. 
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A concentração de flavonóides foi determinada utilizando como reagente uma solução de 

cloreto de alumínio 10% (AlCl3), e a quantificação foi realizada pelo método 

espectrofotométrico descrito por Lin & Tang [32]. Os resultados foram expressos como 

equivalentes miligramas de quercetina (QE) por grama do extrato etanólico. 

A concentração de compostos fenólicos 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 ácido gálico (EAG) por grama de extrato 

etanólico. 

A concentração 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 HeLa (Henrietta Lacks, linhagem celular de adenocarcinoma de colo do útero) 

foram cultivadas à 37°C sob 5% de CO2 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 confluência, as células 

foram separadas utilizando 25% de solução tripsina /EDTA (etilenodiamino tetra-acético) 

(Gibco). A concentração de células foi ajustada a 2 x 105 células/mL com DMEM fresco sem 

P/E, e a suspensão foi adicionada às cavidades de uma microplaca de 96 poços (Promega, 

Madison, WI, EUA) e incubada à 37ºC sob 5% de CO2 por 24 h. 

Os poços foram lavados duas vezes com solução de tampão fosfato (PBS) pH 7,0, 0,1 M. 

Foram adicionados na microplaca com as células, diferentes concentrações do extrato (250 

µg/mL, 500 µg/mL e 1000 µg/mL) e as células tratadas com DMSO (Dimetilsulfóxido) 

(Sigma-Aldrich) foram utilizadas como controle negativo, incubando-as durante a noite à 

37°C sob 5% de CO2. Após o período de incubação, foi realizado o ensaio com base na 

redução de MTS ou (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenyl)-2-(4-sulfofenil)-2H-

tetrazólio) em DMEM sem vermelho de fenol. Após 3 h de incubação à 37°C, a absorbância 

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 condições, mas na ausência do 

extrato. A citotoxicidade do composto é apresentada como a média da triplicata, realizada em 
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três momentos distintos [36, 37]. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada pelo 

valor da absorbância da amostra, dividido pelo valor da absorbância 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-tetrazólio). 

 

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

A avaliação do potencial efeito mutagênico do extrato foi realizada com cepas de S. 

Typhimurium TA 97a, TA 98, TA 100, TA 102 [38]. 

Para o preparo do inóculo 0,1 mL da suspensão bacteriana foi inoculada em 20 mL de 

Caldo Nutriente e incubada à 37ºC por 16 h em uma incubadora com agitação orbital. O 

inóculo foi ajustado no comprimento de onda 650 nm à concentração de aproximadamente 

1x108 bactérias/mL. Este inóculo foi concentrado 10 vezes por centrifugação à 10.000 g, por 

10 minutos, à 4°C e ressuspendidas em 4 mL de tampão fosfato (PBS) pH 7,0, 0,1 M. 

Para o teste de microssuspensão Kado as cepas foram expostas às concentrações de 2000 

µg/mL, 1000 µg/mL, 500 µg/mL, 250 µg/mL e 125 µg/mL do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium com e sem a fração microssomal S9 (Moltox). Para o método com a 

fração S9, foram adicionados 5 µL da concentração do extrato em estudo, 50 µL da suspensão 

bacteriana e 50 µL da mistura da fração S9 (Moltox), nos ensaios sem a fração S9, em 

substituição da mistura fração S9 foi utilizado 50 µL de tampão fosfato e incubados à 37°C 

por 90 minutos. Após incubação, foi adicionado 2 mL de top ágar nos tubos contendo a 

presença e ausência de ativação metabólica e vertidos em placas contendo ágar mínimo 

glicosado (AMG) (Sigma-Aldrich), incubando-os novamente à 37°C por 48-72 horas. Foi 

realizada a contagem do número de colônias revertentes por placa e calculado o índice de 

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

 

3. Resultados 

O extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium apresentou atividade 

antimicrobiana frente aos microrganismos associados à infecção urinária. Para a bactéria 

Gram-negativa Escherichia coli a concentração inibitória mínima foi de 1000 µg/mL e para a 

levedura Candida tropicalis 500 µg/mL, e ação fungicida na concentração de 500 µg/mL 

(Tabela 1). 
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 Os testes indicaram a presença de ácidos orgânicos, esteróides e triterpenos, flavonóides, 

compostos fenólicos e taninos condensados, e ausência de alcalóides. Os flavonóides 

quantificados apresentaram (87,4±0,9 mg/g), compostos fenólicos (167,2±2,7 mg/g), e taninos 

condensados (21,7±0,1 mg/g). 

 O extrato etanólico das folhas de C. regium não apresentou citotoxicidade na concentração 

de 250 µg/mL e a viabilidade celular foi de 99,28% (Tabela 2), o que mostra que não houve 

ação citotóxica.  

 

 O extrato etanólico das folhas de C. regium não apresentou mutagenicidade, na presença 

ou ausência do sistema de ativação metabólica (S9), em todas as concentrações testadas e para 

as cepas de Salmonella Typhimurium avaliadas como relatado nas tabelas 3 e 4. 

Tabela 1: Concentração Inibitória Mínima (CIM); Concentração Bactericida Mínima (CBM) e Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) em µg/mL do extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium frente aos 

microrganismos associados à infecção urinária. 

Microrganismos 
Cochlospermum regium 

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: Concentração Inibitória Mínima; CBM: Concentração Bactericida Mínima; CFM: Concentração Fungicida 

Mínima; (-): Ausência de atividade antimicrobiana; (*): Não testado; AMP: Ampicilina; FLU: Fluconazol. 

Tabela 2: Citotoxicidade do extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium com linhagens de 

células HeLa in vitro. 

Cochlospermum regium 

250 µg/mL 500 µg/mL 1000 µg/mL CP CN 

Med/DP 
VC 

(%) 
Med/DP 

VC 

(%) 
Med/DP 

VC 

(%) 
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 Padrão; CP: Controle Positivo 

(Células HeLa sob as mesmas condições de cultivo sem extrato); CN: Controle Negativo (Células com o 

diluente DMSO). 
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Tabela 3: Potencial mutagênico expresso pela média e desvio padrão de colônias revertentes por placa e 

índice de mutagenicidade na presença de ativação metabólica do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium. 

                                 Salmonella Typhimurium 

Concentração 
TA97a TA98 TA100 TA102 

Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM 

2000 µg/mL 131 ± 13  0,93 30 ± 7 1,35 237 ± 15  1,66 528 ± 4 1,32 

1000 µg/mL 138 ± 8 0,99 28 ± 6 1,28 237 ± 16 1,66 420 ± 20  1,05 

500 µg/mL 141 ± 12 1,01 31 ± 3  1,41 182 ± 20 1,28 509 ± 13  1,27 

250 µg/mL 145 ± 7 1,03 29 ± 13 1,31 134 ± 38 0,94 437 ± 18  1,09 

125 µg/mL 155 ± 10 1,11 37 ± 6 1,67 117 ± 22 0,82 400 ± 17  1,00 

CP 995 ± 11 7,15 790 ± 2 35,90 1108,5 ± 16 7,80 1601 ± 4 4,02 

CN 139± 8 1 22± 5 1 142± 5 1 398± 9 1 

Med/DP: Média de colônias revertentes e Desvio Padrão; IM: Índice de Mutagenicidade; CN (Controle 

Negativo): DMSO (100 μL placa-1); CP (Controle Positivo): 2-aminoantraceno (1-5 μg placa-1) para TA97a, 

TA98 e TA100, e 2-aminoantraceno (5-10 μg placa-1) para TA102. 

 

Tabela 4: Potencial mutagênico expresso pela média e desvio padrão de colônias revertentes por placa e 

índice de mutagenicidade na ausência de ativação metabólica do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium. 

                               Salmonella Typhimurium 

Concentração 
TA97a TA98 TA100 TA102 

Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM Med/DP IM 

2000 µg/mL 133 ± 25  1,14 26 ± 1 0,57 85 ± 34  0,52 432 ± 14 1,18 

1000 µg/mL 107 ± 13 0,91 26 ± 1 0,57 116 ± 34 0,70 372 ± 29  1,01 

500 µg/mL 138 ± 10 ,18 26 ± 1  0,52 89 ± 8 0,54 360 ± 19  0,98 

250 µg/mL 112 ± 12 0,95 33 ± 3 0,72 113 ± 37 0,69 442 ± 13  1,21 

125 µg/mL 99 ± 21 0,84 32 ± 1 0,70 87 ± 8 0,53 402 ± 86  1,10 

CP 968 ± 15 8,27 752 ± 10 16,71 1008,5 ± 4 6,14 1531 ± 38 4,20 

CN 117 ± 9 1 45± 9 1 164± 15 1 364± 35 1 

 

 

 

Med/DP: Média de colônias revertentes e Desvio Padrão; IM: Índice de Mutagenicidade; CN (Controle 

Negativo): DMSO (100 μL placa-1); CP (Controle Positivo): 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 μg placa-1) para 

TA97a e TA98, Azida sódica (1,25 μg placa-1) para TA100, e Mitomicina C (0,5 μg placa-1) para TA102. 
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4. Discussão 

O extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium apresentou ação antimicrobiana 

frente à Escherichia coli, na concentração de 1000 µg/mL (Tabela 1). O resultado encontrado 

para as folhas desta espécie mostra potencial para o tratamento de infecções geniturinárias, 

uma vez que a bactéria Escherichia coli é o microrganismo responsável por 80% dos casos de 

infecção urinária [5, 39, 40, 41]. Além disso, Chinenye et al. [42] propõem a espécie 

Cochlospermum planchonii, também referente ao gênero Cochlospermum, para o tratamento 

de infecções, no qual apresentou em sua pesquisa a ação antimicrobiana frente à Escherichia 

coli na concentração de 1250 µg/mL.  

Para Candida tropicalis, as folhas de C. regium apresentaram ação antifúngica e fungicida 

na concentração de 500 µg/mL (Tabela 1). Candida é um gênero de fungos leveduriformes, 

que estão presente nas mucosas, pele, trato gastrointestinal, e compõe a microbiota vaginal e 

uretra [43]. São consideradas comensais e oportunistas, e se houver um desequilíbrio devido à 

baixa imunidade, podem prevalecer a microbiota e se tornarem patogênicas [44]. Nos últimos 

anos a incidência de Candida tropicalis vem aumentando em infecções [45], sendo relatado 

como a segunda levedura mais encontrada em infecções do trato urinário [7, 46, 47]. 

Segundo Sá et al. [48], a atividade antimicrobiana de um extrato pode ocorrer devido a 

presença de seus fitoquímicos. Desta forma, a ação antimicrobiana das folhas de C. regium 

frente aos uropatógenos testados pode ser justificada pela presença de seus metabólitos 

secundários encontrados como, os compostos flavonóides, derivados fenólicos e taninos. Os 

flavonóides e derivados fenólicos são responsáveis pela ruptura da membrana celular dos 

microrganismos danificando a membrana citoplasmática, no qual os leva a morte [49, 50]. 

Com isso, a ação antimicrobiana para Candida tropicalis foi observada em uma concentração 

menor em relação à Escherichia coli, uma vez que as leveduras possuem sua estrutura celular 

menos complexa que bactérias Gram-negativas [51]. No entanto, ambos os resultados 

encontrados frente aos uropatógenos testados são efetivos, já que E. coli normalmente 

apresenta resistência aos antimicrobianos [52], e desta forma mostra que Cochlospermum 

regium possui potencial terapêutico no tratamento de infecções geniturinárias. 

A utilização de plantas medicinais no tratamento de enfermidades requer dados que 

assegure o uso destes fitoquímicos para a população que opta pelo terapia natural [53] uma 

vez que os metabólitos secundários  são compostos que podem se comportar beneficamente 

para o organismo, ou de forma tóxica ocasionando danos à saúde [54]. À partir disso, o ensaio 

de citotoxicidade realizado no presente estudo com as folhas de C. regium em células 
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humanas, não 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 

xilopódio de C. regium, relataram que a planta não apresentou citotoxicidade, mas que ainda 

seu uso deve ser cauteloso sugerindo novos estudos na área. No entanto, outros autores 

relatam que o ensaio com o extrato da raiz de C. regium em células ovarianas de hamster [56], 

e o extrato do rizoma em decréscimo de eritrócitos em camundongos [57], mostrou possível 

citotoxicidade para a espécie. 

O extrato etanólico das folhas de C. regium não apresentou mutagenicidade pelo teste de 

Ames, para todas as cepas e concentrações avaliadas (Tabelas 3 e 4). A amostra é considerada 

mutagênica quando pelo menos uma das cepas apresenta resposta positiva através da 

formação de colônias na ausência do aminoácido essencial histidina para seu crescimento 

[58]. Essa resposta é observada quando o índice de mutagenicidade for maior ou igual a 2, em 

pelo menos uma das concentrações testadas [59], ou seja, o número de colônias revertentes da 

amostra deve ser o dobro, ou mais, que o número de colônias do controle negativo [58]. 

Apesar de estudos relatarem o cuidado na utilização do extrato de C. regium [57]. Os autores 

Nunes & Carvalho [60], avaliaram o potencial mutagênico do extrato da raiz de C. regium 

com Drosophila melanogaster e constataram que o extrato não apresentou mutagenicidade. 

É recomendado que se utilize as folhas de plantas medicinais, devido ao fato que a sua 

retirada não ocasiona danos que resulte na destruição da planta. As espécies medicinais que 

apresentam maior risco de extinção são aquelas cujas partes utilizadas para o preparo dos 

medicamentos são raízes, caule ou casca do caule, pois, muitas vezes o dano causado à planta 

pode levar à morte [61]. Segundo Bratti et al. [20], em sua pesquisa referente a um 

levantamento de plantas nativas da região,  51% relatam que utilizam as folhas para fins 

terapêuticos e incentiva a preservação ambiental das espécies medicinais através do uso destas 

partes da planta para o tratamento terapêutico da população. 

 

5. Conclusão 

O estudo mostrou que o extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium 

apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos associados à infecção 

urinária, como Escherichia coli e Candida tropicalis, e assimila seus compostos orgânicos a 

esta atividade, além disso, não apresenta citotoxicidade e mutagenicidade pelos testes e 

concentrações avaliadas. Desta forma, com o presente estudo incentiva o uso das folhas, pois 

a sua retirada não destrói a planta, mitigando assim os impactos gerados por sua utilização. 
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Entretanto, são necessários novos estudos quanto à toxicidade para assegurar a saúde da 

população que utiliza a espécie no tratamento de suas enfermidades. 
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5. CONCLUSÃO GERAL 

O estudo mostrou que o extrato etanólico das folhas de Cochlospermum regium apresentou 

atividade antimicrobiana frente aos microrganismos associados à infecção urinária, como 

Escherichia coli e Candida tropicalis, e relaciona a presença dos compostos flavonóides, 

compostos fenólicos e taninos condensados a esta atividade, além disso, não apresenta 

citotoxicidade e mutagenicidade pelos testes e concentrações avaliadas. Desta forma, com o 

presente estudo incentiva o uso das folhas, pois a sua retirada não destrói a planta, mitigando 

assim os impactos gerados por sua utilização. Entretanto, são necessários novos estudos 

quanto à toxicidade para assegurar a saúde da população que utiliza a espécie no tratamento 

de suas enfermidades. 
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ANEXOS 

 

Anexo I 

 

 

 

Figura 2 - Folhas de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado). 

Fonte: Sólon et al., 2009 (Esquerda) - Fonte: Os autores (2016) (Direita). 

                

 

 

 

Figura 3 - Raiz e Caule fragmentado de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) – (Algodãozinho-

do-cerrado). Fonte: Sólon et al., 2009. 
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Figura 4 - Flores de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado). 

Fonte: www.flickr.com (Esquerda) - Fonte: http://www.utfpr.edu.br (Direita). 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Semente Pilosa de Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado). 

Fonte: Os autores (2016) (Esquerda) - Fonte: Sólon et al., 2009 (Direita). 
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Figura 6 - Leitura da concentração inibitória mínima (MIC) do extrato etanólico das folhas de Cochlospermum 

regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado) frente à bactéria Escherichia coli, com a adição 

da solução 0,1% de cloreto de trifenil tetrazólio (TTC). Fonte: Leme, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Leitura visual da concentração inibitória mínima (MIC) do extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado) frente à levedura Candida 

tropicalis. Fonte: Leme, 2016. 
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Figura 8 - Confirmação das linhagens das cepas Salmonella Typhimurium TA97a, TA98, TA100 e TA102, 

auxotróficas para o aminoácido histidina. Fonte: Os autores, 2016. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Teste de Ames pelo ensaio de microssuspensão Kado com o extrato etanólico das folhas de 

Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (Bixaceae) - (Algodãozinho-do-cerrado). Fonte: Os autores, 2016. 
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