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Resumo

A candidiase vulvovaginal (CVV) é considerada uma das infeccBes fungicas
oportunistas mais comuns entre as mulheres. Pesquisas demonstram que aproximadamente
75% dessas apresentam pelo menos um episédio de vulvovaginite fingica em sua vida,
onde 40% a 50% vivenciam novos surtos e 5% tornam-se recorrentes, devido a resisténcia
aos antifangicos, o tratamento definitivo da CVV tem representado grande desafio para
médicos e pesquisadores. Estes por sua vez estdo alavancando pesquisas para encontrar
novas substancias que atuem diretamente nas leveduras que causam a CVV. Em visita a
algumas aldeias na regido de Dourados — MS observou-se a utilizagdo da casca de
Myracrodruon urundeuva em banhos de assento por algumas indigenas. Na presente
pesquisa, procuramos avaliar atraveés da CIM e da CFM a eficacia do extrato etandlico,
aquoso e suas fracdes de acetato de etila e cloroférmio de M. urundeuva sobre culturas de
Candida sp. isoladas de infec¢Oes vulvovaginais e provenientes de cepas da ATCC. A
identificacdo do metabdlito secundario foi realizada pela técnica de HPLC com detector de
diodos. A toxicidade in vivo foi verificada atraves da toxicidade aguda em ratos Wistar, ja a
toxicidade in vitro e a genotoxicidade, foi analisada através do teste de Allium cepa. Com
base nos resultados, pode-se concluir que M. urundeuva apesentou boa atividade frente a
leveduras do género Candida, principalmente C. krusei e C. tropicalis e acdo moderada
sobre C. albicans. A andlise quimica dos extratos confirmaram a presenca de fendis,
taninos e flavondides do tipo chalconas e flavonol, porém seus extratos etanélico e aquoso
apresentaram efeito tdxico e citotdxico sob as células de Allium cepa e toxicidade aguda
em ratos Wistas, mas ndo foi observada nenhuma alteracdo histoldgica nas laminas
observadas. Considerando bom resultado antifingico seu uso como banho de assento é
indicado para o tratamento de candidiase vulvovaginal, mas seu uso interno é
desaconselhavel, pois apresentou toxicidade aguda em ratos Wistar e citotoxicidade em
células de Allium cepa, sugerimos mais estudos toxicoldgicos dos extratos da casca e da
folha com andlises histoldgicas em outros 0rgéos, especialmente no sistema nervoso.

Palavras-chave: planta medicinal, Candida spp., toxicidade.



Abstract

Vulvovaginal candidiasis (VVC) is considered one of the most common opportunistic
fungal infections among women . Research shows that approximately 75 % of these have
at least one episode of fungal vulvovaginitis in your life , where 40 % to 50 % experience
new outbreaks and 5 % become recurrent , due to resistance to antifungal agents , the
definitive treatment of VVVC has represented large challenge for physicians and researchers
. These in turn are leveraging research to find new substances that act directly on the yeast
that cause CVV . Visiting some villages in the region of Gold - MS observed the use of the
bark of M. urundeuva in sitz baths for a few Indians. In this research , we evaluate through
the MIC and MFC efficacy of ethanol extract and aqueous fractions of ethyl acetate and
chloroform M. urundeuva on cultures of Candida sp . isolated from vulvovaginal infections
and strains from the ATCC . The identification of secondary metabolite was performed by
HPLC with diode detector . The in vivo toxicity was measured by the acute toxicity in rats
, since the toxicity and genotoxicity in vitro , was analyzed using the Allium cepa test .
Based on the results, it can be concluded that M. urundeuva apesentou good activity
against Candida species , especially C. krusei and C. tropicalis and moderate activity
against C. albicans. Chemical analysis of the extracts confirmed the presence of phenols ,
tannins, flavonoids and chalcones and flavonol type , but its ethanol and aqueous extracts
showed toxic and cytotoxic effect on the cells of Allium cepa and acute toxicity in mice
Wistas but observed no change observed in histological slides . Antifungal good result
considering its use as sitz bath is indicated for the treatment of vulvovaginal candidiasis ,
but its internal use is inadvisable , as it showed acute toxicity in rats and cytotoxicity in
cells of Allium cepa , suggest further toxicological studies of extracts of bark and
histological analyzes of the sheet with other organs , especially in the nervous system.

Keywords: medicinal plant , Candida spp . , Toxicity.
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1- INTRODUCAO

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a
historia da humanidade e os produtos de origem vegetal sdo as principais fontes para a
producdo de novos medicamentos. A acdo antifingica e antimicrobiana de certas plantas
medicinais € considerada eficiente e seu uso é difundido em todo mundo, em especial na
América do Sul, contribuindo significativamente para a aten¢éo priméria a saude [1].

As propriedades antifingicas das plantas medicinais sdo cada vez mais relatadas
em diferentes partes do mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 0s
extratos de diferentes espécies vegetais ou seus principios ativos sdo utilizados na medicina
popular em terapias tradicionais de 80% da populacdo mundial [2;3]. Porém, a maioria dos
extratos vegetais utilizados ndo tem comprovacao cientifica do seu uso, muito menos sobre
seus possiveis efeitos toxicos. Para assegurar 0 uso desses produtos, deve-se submeté-los a
testes toxicoldgicos que comprovem seu uso em seguranca [4].

Dentre essas diferentes espécies, destaca-se a Myracrodruon urundeuva Alleméo
que pertence a familia Anarcardiaceae, uma espécie decidua, heliéfita e seletiva xerdfita,
sendo conhecida popularmente como aroeira, aroeira-do-sertdo ou urundelva [5]. Sua
distribuicdo natural corresponde pela regido nordeste, sudeste e centro-oeste do Brasil até
os charques Bolivianos, Paraguaios e Argentinos [5]. Na medicina popular, a infusdo de
seu caule é utilizado como anti-inflamatorio, antidlcera, anti-histaminico e cicatrizante de
feridas [6, 7, 8], sangramento gengival e desordens ginecoldgicas [9].

Durante visitas as aldeias indigenas de Dourados — MS - Brasil observou-se 0 uso
de infusbes da casca de Myracrodruon urundeuva no tratamento de candidiase
vulvovaginal, e segundo relato das indias jaguapirunas, a utilizacdo na forma de banho de
assento promove auséncia de sintomas (comunicagao pessoal).

A candidiase vulvovaginal é causada por organismos patdgenos oportunistas que
podem causar infeccbes locais e sistémicas em pessoas predispostas, é considerada uma
das infec¢des fungicas oportunistas mais comuns entre as mulheres. Pesquisas demonstram
que aproximadamente 75% dessas apresentam pelo menos um episédio de vulvovaginite

fangica em sua vida, sendo que 40% a 50% vivenciam novos surtos e 5% tornam-se



recorrentes [10]. Entre as varias espécies do género Candida, C. albicans é a espécie mais
frequente [11], sequida pela C. glabrata, C. krusei, C. guilhermondi e C. parapsilosis,
dentre outras [12, 13, 14].

Na presente pesquisa, procuramos avaliar a eficacia do extrato etandlico, aquoso e
suas fracOes de acetato de etila e cloroformio de M.urundeuva sobre culturas de Candida
spp. isoladas de infeccbes vulvovaginais e provenientes de cepas da ATCC, sua

investigacdo quimica, sua toxicidade in vivo e in vitro e sua genotoxicidade.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Candidiase

Infeccbes oportunistas sdo causadas por fungos de baixa viruléncia, que
podem conviver tranquilamente com o hospedeiro, ma, ao encontrarem um
ambiente propicio ao seu desenvolvimento podem causar distirbios do sistema
imunodefensivo [15]. Essas leveduras podem causar infecgdes superficiais tais
como aftas e vaginites, no entanto, se a defesa imunitaria do hospedeiro ficarem
comprometidas, podem causar infecgdes sistémicas graves [16, 17].

Algumas dessas leveduras causam a candidiase. Essa é uma infecgdo
fangica ocasionada pela presenca de leveduras do género Candida, que faz parte da
familia Cryptococcaceae, sendo reconhecidas cerca de 81 espécies, destacando-se
C. albicans pela sua viruléncia e potencial para promover doencas [18].

A candidiase é a quarta doenga mais comum em todo planeta, dentre as
infeccbes sanguineas nosocomiais, superando infeccGes causadas por bactérias
Gram-negativas. A frequéncia de infeccdes por Candida vem aumentando
regularmente em hospitais de todo mundo [19]. No Brasil, a candidiase foi a
segunda micose que mais matou pacientes HIV positivos entre os anos de 1996 e
2006. As regides Sudeste e Nordeste foram as que exibiram maior nimero de
mortes, e 0 Estado que mais apresentou mortes por candidiase foi o Estado de Sao
Paulo [20].

A candidiase vem tornando-se um objeto de constante estudo nas ciéncias
médicas e areas afins, pois tem-se observado o aumento da evolucdo terapéutica nas
Gltimas décadas, visto o aumento consideravel na sobrevida dos pacientes,
particularmente dos imunodeprimidos que se tornou um grupo propicio para o
desenvolvimento de infecg¢des fungicas [21, 22].

Os avangos diagndsticos e terapéuticos surgidos nas Ultimas décadas
favoreceram o tempo de sobrevida de pacientes transplantados, de pacientes onco-
hematoldgicos, daqueles que padecem de doencas cronicas, dos recém-nascidos

prematuros, dos imunodeprimidos, dos queimados, de pacientes criticos,



traumatizados e cirdrgicos, entre outros. Tais avangos condicionam o aparecimento
e 0 incremento de uma populacdo com alto risco de sofrer infeccBes fungicas
secundarias [23, 24, 25].

Para realizar a colonizacgéo e invasdo nos tecidos e evitar 0 mecanismos de
defesa do hospedeiro, C. albicans desenvolveu uma série de complexos fatores de
viruléncia [26]. Esses incluem a troca fenotipica com habilidade de mudar a
morfologia da célula, ou seja, de levedura para crescimento de hifas; habilidade de
adesdo a celula hospedeira; e atividade lipolitica e pbteolitica extracelular [27].

E grande o interesse em espécies de Candida n&o-albicans, devido ao
aumento e a mudanca do perfil epidemioldgico das candidiases. As espécies
emergentes sdo favorecidas pelo aumento de pacientes imunocomprometidos, pelo
uso de novas praticas médicas e pela pressao medicamentosa de certos antifungicos,
por exemplo, o amplo uso de fluconazol que selecionou espécies ndo suscetiveis (C.

krusei) ou menos suscetiveis (C. glabrata) [28, 29, 30, 31].

2.2 Candidiase vulvovaginal

Espécies de Candida habitam normalmente o corpo humano, mas quando
passam do seu estado colonizador (assintomatico) a agente infeccioso (vaginite
sintomatica), desencadeiam candidiase vulvovaginal [32]. Candidiase vulvovaginal
é uma infeccdo da mucosa vaginal que atinge principalmente a vulva e a vagina,
responsavel pelos problemas ginecoldgicos que atingem mulheres em idade
reprodutiva. Aproximadamente 75% das mulheres adultas apresentam pelo menos
um episédio de candidiase vulvovaginal em sua vida, sendo que 40 a 50%
vivenciam novos surtos e 5% tornam-se recorrentes [10].

Entre 85 e 95% dos isolados da vagina sdo pertencentes a espécie C.
albicans. Das espécies ndo-albicans, C. glabrata e C. tropicalis sdo as mais
comuns. Essas espécies ndo — albicans sdo frequentemente mais resistentes ao
tratamento convencional [33] e sdo responsaveis por mais de 33% dos casos de
recorréncia da doenca [34].

Define-se candidiase vulvovaginal recorrente como uma infeccdo por
Candida caracterizada por quatro ou mais episédios no periodo de 12 meses. 1sso

ocorre quando a levedura ndo é completamente eliminada pela vagina,



permanecendo assim baixa a concentracdo. Ja, a reinfeccdo refere-se ao quadro em
que a levedura é completamente erradicada da vagina e novamente é introduzida
pelo ato sexual ou pelo trato gastrointestinal [14].

A candidiase vulvovaginal é mais prevalente em mulheres de 25 — 35 anos,
sendo caracterizada clinicamente pelos seguintes sintomas: prurido vulvar intenso,
produzindo escoriacBes e até fissuras superficiais, leucorréia escassa e inodora,
dispareunia, disuria, edema e eritema vulvovaginal, sendo o prurido o sintoma mais
importante [35]. Existem situacbes que contribuem para o aparecimento da
candidiase, dentre eles a gravidez e diabetes em combinagdo com mudancas
normais na flora vaginal, o uso de anticoncepcionais orais com altas doses de
estrogénio, o uso de antibidticos, corticosteroides e drogas imunossupressoras [36].

Estimou que 55,7% de todas as mulheres terdo pelo menos um episédio de
vulvovaginite por Candida sp. ao longo da vida [37]. No Brasil, foram estimados
trés milhdes de episddios ao ano, gerando gasto anual em torno de 80 a 100 milhdes
de dolares. Estes indices representam prejuizo social e econdmico consideravel ao
pais [38]. Nos Estados Unidos, foram estimados os custos para diagndsticos,
tratamentos e as despesas com atestados médicos, de um bilhdo de délares por ano
[39]. E importante reduzir o nimero de casos de candidiase vulvovaginal
principalmente nos paises em desenvolvimento, pois sua incidéncia pode causar
perda significativa de horas de trabalho, podendo ocorrer danos psicolégicos,
especialmente nos casos crénicos, causando um encargo financeiro significativo em
uma economia fragilizada [36].

Usualmente, empregam-se agentes imidazoélicos e triazélicos, entre eles
destacam-se a administracdo do fluconazol, miconazol, clotrimazol, itraconazol e
cetoconazol, além dos agentes poliémicos (nistatina e anfotericina B); entretanto,
algumas espécies de Candida ndo - albicans sdo resistentes a primeira linha de
antifungicos, como o fluconazol, especialmente em grupos de pacientes
clinicamente complexos (portadores de HIV); portanto novas terapias antifingicas

s80 necessarias para um tratamento alternativo [40].



2.3 Tratamento da Candidiase

A escolha do tipo de antifungico, assim como sua formulacdo é feita a
partir do quadro clinico que o paciente desenvolve. Nas candidiases superficiais,
devem ser afastados os fatores que favorecem a patogenicidade da levedura e
utilizados farmacos, geralmente de uso topico, que quase sempre levam a bons
resultados. Existem na atualidade agentes orais muito bem absorvidos e que séo
empregados nas candidiases oral e vaginal. J&, nos processos sistémicos, utiliza-se a
medicacdo oral ou parenteral. Nas candidiases superficiais, podem-se empregar
solucdo de violeta de genciana, bicabornato ou borato de s6dio, compostos iodados,
derivados imidazolicos, como o clotrimazol, miconazol, cetoconazol, oxiconazol,
terconazol, e derivados poliémicos, como a nistatina. Em casos mais extensos,
podem-se empregar drogas sistémicas como o itraconazol ou o fluconazol. Na
candidiase sistémica, a anfotericina B € um dos farmacos de elei¢do, sendo também
empregados a 5-fluorocitosina e os derivados triazélicos como o fluconazol e o
itraconazol [18].

O tratamento para a CVV inclui a nistatina e qualquer agente farmacéutico
que contém um produto azélico, tais como o miconazol, clotrimazol ou fluconazol,
que pode vir na forma de supositdrios, comprimidos e cremes vaginais. Usar uma
medicacdo para combater a CVV pode ser caro e 0 uso, principalmente de cremes
vaginais, pode causar irritagdo local. Uma vez que os sintomas reduzem, o
tratamento muitas vezes é interrompido, antes que a doenca seja completamente
erradicada [41].

O clotrimazol é o principal antifungico para o tratamento de CVV; o
fluconazol s6 é utilizado em casos em que o paciente ndo apresenta resposta
satisfatoria para o clotrimazol [42]. O fluconazol é um agente antifingico do grupo
dos azdlicos, este € administrado por via oral por uma Unica dosagem [43].

Acredita-se que o tratamento inadequado possa contribuir para a
persisténcia da infeccdo e, consequentemente, para a candidiase cronica e

recorrente. Além disso, o tratamento sistémico também apresenta limitagGes [44].



2.4 Resisténcia a antiflngicos.

A resisténcia microbiana € um grande problema que diz respeito aos
patégenos humanos, inclusive os fungos. A resisténcia antifungica vem sendo
monitorada por diferentes grupos de pesquisa em todo mundo, com 0 aumento da
sobre vida em pacientes imunocomprometidos, infec¢bes invasivas devido a
Candida ndo-albicans resistentes ao fluconazol pode ser um problema cada vez
mais crescente em varios centros médicos [45, 46].

O diagnostico tardio e o relativo ndmero reduzido de classes de
antifangicos terapeuticamente disponiveis contribuem para a mortalidade, que
muitas vezes € atribuida as infeccdes sistémicas. Aliado a isso, a resisténcia fangica
aos agentes disponiveis torna-se problema para alguns grupos de pacientes,
principalmente os imunocomprometidos [47].

As taxas de resisténcia de isolados sanguineos de Candida glabrata ao
fluconazol alcangam niveis de 7 a 14% em hospitais dos Estados Unidos e 3,7 a
40% em hospitais europeus [46].

C. glabrata e C. krusei apresentam menor susceptibilidade ao fluconazol e
tem-se observado aumento nos niveis de colonizacéo e infecgdo, principalmente por
C. glabrata, em diferentes grupos de pacientes com exposicdo prolongada ao
fluconazol e a anfotericina B [48]. Leveduras como a C. lusitanea e C.
guilhermondii apresentam resisténcia priméaria a anfotericina B [49], C. krusei e C.
parapsilosis apresenta resisténcia intrinseca aos antifungicos utilizados na rotina

terapéutica [50].
2.5 UtilizacgBes de produtos fitoterapicos
2.5.1 Histdrico do uso das plantas medicinais
A utilizag&o de plantas para fins medicinais teve origem nas varias
culturas que povoaram o Brasil. Para muitas comunidades e grupos étnicos, as

plantas medicinais constituem o Unico recurso terapéutico para a cura ou o alivio de

algumas doengas [51]. Detentores de conhecimentos folclérico ou popular como os



raizeiros, benzedores, xamas, curandeiros, etc., transmitem sua sabedoria para
futuras geragOes, para que a fitoterapia possa continuar se desenvolvendo e para
que todas as informac6es tradicionais de varios grupos étnicos ndo se percam ou
sejam incorporadas por outros paises mais ricos e mais desenvolvidos [51].

Em 1533, foi criada a primeira catedra de boténica na Escola de
Medicina de Padua, contribuindo para a ascensdo da fitoterapia e a difusdo da
publicacdo de herbarios. Na Alemanha, em 1545, foi elaborada uma lista com mais
de 300 espécies de plantas medicinais, sendo a primeira farmacopeia [52].

A partir do século X1X houve declinio no uso da terapia vegetal. Os
cientistas passaram a extrair 0s principios ativos mais importantes das plantas,
como o mentol (horteld pimenta) e a aspirina (da bétula, gualtéria e ulmaria) [53].
Apds a Segunda Guerra Mundial e com o avango dos medicamentos sintéticos e da
indlstria farmacéutica, o uso das plantas medicinais foi praticamente esquecido
pela populagéo em geral [53].

E importante salientar que a propria historia da botanica se
confunde com a busca de plantas com interesse medicinal. Muitos dos primeiros
trabalhos que buscavam nomear e categorizar os vegetais tinham como objetivo
catalogar plantas medicinais. A influéncia das plantas medicinais na boténica é tao
antiga que os primeiros autores da botanica sao denominados “herbalistas”, alusdo
as indicacgdes sobre o uso de ervas [54].

Atualmente, os fitoterapicos sdo amplamente utilizados em
diversos paises. Na Africa, por exemplo, 80% da populagio depende do uso destes
medicamentos, 0s quais representam alternativa para o tratamento de varias
doencas frente ao alto custo dos farmacos sintéticos [55]. Estima-se que cerca de
60% dos farmacos com atividades antitumorais e antimicrobianas, ja

comercializados ou em fase de pesquisa clinica, sejam de origem vegetal [57].

2.5.2 Plantas medicinais no Cerrado Brasileiro.

O Brasil possui diversidade de espécies vegetais, sendo que a
vegetacdo se agrupa em seis areas distintas e de grande abundéancia de plantas
nativas, Mata Atlantica, Cerrado, Pantanal, Pradarias, Caatinga e Amaz6nia. Um

dos Biomas de destaque é o Cerrado. Esse complexo vegetacional é de grande



importancia por sua diversidade bioldgica, devendo ser considerada area prioritaria
para os estudos sobre plantas medicinais [57].

O Bioma Cerrado esté localizado no Planalto Central com extenséo
de 2.036.448 Km?, ocupando 23,92% do territério nacional [57], sendo um
complexo vegetacional que apresenta fisionomias incluindo formagdes savanicas,
florestais e campestres. Apresenta &reas de transicdo com todos os biomas
brasileiros com excecdo do bioma Pampa, que ocorre no sul do Brasil [58]. O
Estado do Mato Grosso do Sul esta inserido nesse bioma. Este possui vasta
extensdo de cerrado que ocupa mais da metade do seu territdrio, alem do Pantanal,
das florestas e das diferentes areas de ecotono. O cerrado é reconhecido
mundialmente como um dos 25 “hotspots”, tem grande parte da sua flora composta
por espécies endémicas, o que Ihe confere o titulo de savana mais diversificada do
mundo [59].

Estudos abordando a flora medicinal do Mato Grosso do Sul
restringem-se a poucos trabalhos, alguns artigos e monografias, os quais ficam
pouco disponiveis. As plantas medicinais do Cerrado sdo discutidas muitas vezes
junto com espécies de outros ambientes e por isso ndo se tem um ndmero exato de
quantas s&o nativas no cerrado sul-mato-grossense [60].

O Brasil é considerado um pais rico na sua biodiversidade, mas é
extremamente carente nas pesquisas que envolvem o uso medicinal e dos principios
quimicos das plantas medicinais usadas popularmente [61].

As plantas do Cerrado tém sido estudadas por suas potencialidades
terapéuticas e dentre estas merecem destaque por suas propriedades antifingicas:
Hyptis suaveolens (bamburral) [62], Eugenia uniflora (pitanga) [63] e Lafoensia
pacari (dedaleira) [64]. Outras como Eugenia dysenterica (cagaita) [65], e
Physosiphon emarhinatus (sucupira branca) [66], atuaram na inibicdo do
crescimento de Candida albicans.

2.6 Busca de novos principios quimicos.

As plantas sintetizam compostos quimicos a partir de nutrientes, de

agua e da luz que recebem. Muitos desses compostos podem provocar reagoes



bioldgicas, interagindo com o organismo humano, essas substancias sdo 0s
principios ativos [51].

O ambiente natural é fundamental para a pesquisa do potencial das
plantas medicinais, pois as plantas cultivadas podem alterar a concentracdo dos seus
componentes quimicos [67].

Para que um principio ativo seja comprovado cientificamente, é
preciso passar por duas etapas, sendo que a primeira consiste em estudos
farmacoldgicos, pré-clinicos e toxicologicos, complementados pelos ensaios
clinicos e estudos de toxicologia humana, aguda, subaguda e crénica. Na segunda,
faz-se o estudo quimico com vista ao isolamento e caracterizagdo do principio ativo
por processo de separa¢do monitorado farmacologicamente [51].

O metabolito primario de uma planta provéem de suas funcdes
bésicas vitais, tais como sua reproducdo, crescimento celular, respiracéo, estocagem
e reproducéo [68].

As plantas verdes sdo de significado primordial, pois sdo seres
autotrofos. No interior de cada uma de suas células, um conjunto de reacdes
quimicas esta ocorrendo a cada momento. Este mecanismo, conhecido como
metabolismo vegetal, ¢ comandado por enzimas especificas que garantem certa
direcdo a essas reacdes, estabelecendo o que se denomina de rotas metabdlicas.
Essas reacBes visam, primeiramente, ao aproveitamento de nutrientes para
satisfazer as exigéncias fundamentais da célula como energia, poder redutor e
biossintese das substancias essenciais a sua vida, que é o metabolismo primério
[51].

Os metabolitos secundarios sdo compostos micromoleculares
selecionadas para conferir vantagens adaptativas as plantas. Essas substancias
participam diretamente das interagdes bioquimicas de convivéncia e comunicagdo
entre as plantas e os varios organismos vivos [51] e podem ser definidos como
compostos quimicos biologicamente ativos e encontrados em pequenas
concentragdes. Estes sdo empregados pela planta na defesa contra agentes abi6ticos
e bidticos, pode-se dizer que os metabolitos secundarios se aproximam ao sistema
imunoldgico dos mamiferos [69].

Os metabolitos secundarios podem sofrer algumas influéncias ou

variagdes, tais como o desenvolvimento foliar ou o surgimento de novos 0rgéos
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[70]. Entretanto, sabe-se que atualmente as principais fungfes dos produtos do
metabolismo secundario s&o: atuar como agentes de defesa para combater os
organismos patdgenicos, insetos fitofagos e herbivoros predadores; e atuar como
agente de competicdo para modificacdo do comportamento germinativo e do
crescimento de espécies vegetais estranhas. Além disso, alguns dos fatores
apresentam correlacgdes entre si e ndo atuam isoladamente, podendo influenciar em
conjunto no metabolismo secundario, como por exemplo: desenvolvimento e
sazonalidade; indice pluviométrico; temperatura e altitude [71].

Na Tabela 01 estdo presentes alguns principios ativos extraidos de
plantas medicinais.

Tabela 01: Alguns principios ativos de plantas medicinais.

Principios ativos Plantas Autor
B-tujona, canfora e a- Artemisia sieberi (Artemisia) [72]
tujona
Quinonas, compostos Lippia sidoides(Alecrim [73]
fendlicos e esteroides .

pimenta)
Terpenos, especialmente a- Rosmarinus Officinalis [74]
pinemo e canfemo (Alecrim)
Mentol, mentona, Mentha piperita(Hortela- [74]
mentofurano,  terpineno, imenta)
limoneno, cineol, P
felandreno e a-pinemo
Mirceno, neral e geraniale. Cymbopogon citratus [74]
(Capim-limao)

Chalconas diméricas Myracrodruon urundeuva [75, 76, 77, 5]
enriquecidas, taninos do .
i o (Aroeira)
tipo catequético e

pirogalico, urundeuva A e
B, flavonoides, alfa-
pineno, gama-terpineno e
beta cariofileno

2.6.1 Extracéo dos principios ativos

Para a extracdo desses principios ativos utiliza-se a preparacdo de
extratos da parte estudada da planta (folha, casca, raiz ou capitulos florais)

geralmente seca, moida em um moinho de facas. Geralmente 0s extratos séo
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obtidos por percolagdo que consiste no processo de extragdo por solventes aquosos
acidos ou bésicos e solventes organicos imisciveis com &gua (éter, CHCI3, AcOEt)
[78]. Geralmente em primeira analise é usualmente adequado o preparo do extrato
hidroalcodlico (etanol:agua 50/50, v/v). Caso a andlise desse extrato apresente
efeito bioldgico, cabe agora separar 0s principios ativos, nesse caso, para a
obtencdo do extrato bruto mistura-se com o metanol, pois possibilita a extragéo de
um maior nimero de compostos [79].

Posteriormente, esse extrato € submetido a um processo de parti¢éo
liquido-liquido, com solventes de polaridade crescente, como o hexano,
diclorometano, acetato de etila e butanol, visando a purificacdo das substancias por
meio de suas polaridades [79] (Figura 1).

Maceracao com etanol (cerca de 10 dias)

Plantas

Evaporagdo de solvente

Extrato Etandlico

Bruto
Extrato de
Hexano Extrato de Extrato de Extrato de
Diclorometano Acetato de Cloroformio
l Etila
Esteroides Lignanas
Terpenos i i . .
p Flavon0|de§ metoxilados Antraquinonas livres
Acetofenonas Sesquiterpenos Oleos volateis
Lactonas v Glicosid dioati
Triterpenos icosideos cardioativos
Cumarinas Flavonoides
Taninos
Xantonas
Saponinas

Acidos triterpenos
Figura 1: Desenho esquematico das classes dos metabdlitos

secundarios extraidos de vegetais e seus respectivos solventes [79].



O aproveitamento adequado dos principios ativos extraidos de uma
planta exige o preparo correto, ou seja, para cada parte a ser usada ou doencga a ser

tratada existe uma forma de preparo e uso adequados [80].

2.7 Toxicidade

Os estudos toxicologicos tém por finalidade reavaliar a ideia de que produtos
fitoterapicos, por serem naturais, sdo isentos de efeitos toxicos ou adversos, e que 0 Seu uso
seja seguro e totalmente eficaz [51].

Para assegurar a indicacdo desses produtos, € necessario a avaliacdo da relacdo
risco/beneficio do seu uso, por meio de estudos farmacodindmicos e testes toxicoldgicos
pré-clinicos sendo que estes testes sdo realizados com animais de laboratério [81]. No
Brasil, as normas para a realizacdo de ensaios toxicoldgicos estdo contidas na Resolucao da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 48/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) e na Resolucdo Especifica (RE) n°® 90/2004, que padroniza 0S ensaios
toxicoldgicos pré-clinicos [82].

A avaliagdo toxicoldgica geral é considerada fundamental como bioensaio
preliminar no estudo de substancias com propriedades bioldgicas. O primeiro tipo de teste
toxicologico é o agudo-letal, que consiste de uma analise apds curta exposicdo (24 a 48
horas) do composto, mas com doses bem mais elevadas que a usual [83].

Os estudos toxicoldgicos podem ser realizados com camundongos e ratos, machos
e fémeas de linhagens exogamicas bem definidas e de caracteristicas fisioldgicas
conhecidas [84]. Neste modelo de estudos toxicologicos pode-se observar a ocorréncia de
efeitos carcinogénicos, hepatotdxicos e nefrotoxicos, a exemplo do confrei (Symphytum
officinale) ou até mesmo observar se esses efeitos ocorrem a longo prazo e de forma
assintomatica [85].

Considerando a producdo de metabdlitos das plantas, alguns sdo considerados
toxicos, podendo gerar reacdes alérgicas e toxicas quando em contato com o corpo humano
[85].
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2.8 — Citotoxicidade e Genotoxicidade

Estima-se que hoje em dia milhdes de trabalhadores sdo expostos em sua
rotina de trabalho a compostos quimicos, dos quais muitos tem a¢do mutagénica e
carcinogénica comprovada. Podemos citar como exemplo 0s riscos aos quais estdo
sujeitos os agricultores excessivamente expostos a pesticidas, agentes quimicos que
tem demonstrado acdo citotoxica e genotdxica em células humanas [86].

A citotoxicidade de uma substancia pode ser analisada atraves de
alteracBes no processo de divisdo celular sobre o organismo que esta sendo testado
e pela incidéncia de mutagdes cromossémicas, como quebras cromatidicas, pontes
anafasicas, perda de cromossomos inteiros ou formacao de microndcleos [87].

A genotoxicidade ou toxicologia genética avalia os efeitos dos agentes
quimicos e fisicos tanto no DNA como nos processos genéticos das ceélulas.
Algumas mutagdes despertam interesse pela medicina por estarem diretamente
relacionadas ao desenvolvimento de diversas doencas degenerativas, como o cancer
e a arteriosclerose [88].

A deteccdo de substancias potencialmente citotdxicas e genotdxicas e seus
provaveis efeitos no organismo é muito importante no estudo do impacto que eles
podem trazer para um organismo. O emprego de bioindicadores e a utilizacdo de
organismos fenotipicamente mais sensiveis a lesbes no DNA e que expressem
qualquer alteracdo externa podem ser utilizados para essas avaliagdes [87].

Um método de anélise das alteragcBes cromossémicas pode ser observada
com o teste Allium cepa. Este método € validado pelo Programa Internacional de
Seguranca Quimica (IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Na¢bes Unidas
(UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da

genotoxicidade e citotoxicidade de substancias ambientais [89].

2.9 — Myracrodruon urundeuva Alleméo

2.9.1 — Descricao Botanica

Myracrodruon urundeuva é conhecida popularmente como aroeira,

aroeira-da-serra, aroeira-verdadeira e aroeira-do-sertdo (Figura 02) é uma arvore
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que pertence a familia Anacardiaceae, possui uma larga distribuicdo geogréfica,
podendo ser encontrada no México, Argentina, Bolivia e Paraguai. No Brasil

podemos encontra-la no Nordeste, onde é considerada nativa, em Sao Paulo e Mato
Grosso do Sul [90].

Detalhe do tronco

Visdo de um exemplar de M. urundeuva
Figura 2 — detalhes de M. urundeuva.
Sua madeira apresenta grande resisténcia mecénica com alta concentragédo

de taninos e é praticamente imputrescivel, muito utilizada na construcao civil para a

obtencdo de vigas, ripas, caibros e tacos para assoalho [5].



Juntamente com outras espécies de grande importancia econdmica, a
aroeira tem sido amplamente explorada, resultando a diminuicdo de exemplares e
em alguns casos a extincao [77].

Vérias pesquisas estdo utilizando o M. urundeuva, focando a andlise de
seus usos farmacoldgicos, a presenca em sistemas agroflorestais, a conservagéo de

Seus recursos genéticos, estudos quimicos e bioquimicos [91, 92, 93, 94].

2.9.2 — Uso Popular.

A M. urundeuva apresenta propriedades medicinais passadas através de
geracOes. Seu extrato aquoso da casca auxilia no tratamento de hemorragias,
infeccdes respiratdrias, urinarias e disturbios no sistema digestorio e cicatrizacéo
[95, 96]. Sua casca € utilizada como anti-séptico, antillcera, anti-inflamatorios,
anti-histaminica, anti-bradicina, antidiarreicos, para tratamento de doencas
respiratorias e infecgdes urinarias [97, 75]. Segundo Maia [90] na medicina
tradicional nordestina e em algumas tribos indigenas, a infusdo da casca de
Myracrodruon urundeuva € utilizada na forma de semicupio (banho-de-assento)
apos o parto.

De acordo com os conhecimentos empiricos, o cha produzido a partir da
sua casca combate gripes, bronquite, além de ser tranquilizante e balsamicos e,
quando fervida, sua casca forma uma gelatina que pode substituir o gesso, no caso
de fraturas [98]. Machado et al. [99] relatam o0 uso popular da infuséo da casca de
M. urundeuva para o tratamento de sangramento gengival e de doencas

ginecoldgicas.

2.9.3 — Atividades Bioldgicas

Através dos estudos quimicos foram encontrados diversos compostos
fendlicos na fracdo de acetato de etila da casca, dentre eles podemos citar os taninos
dos tipos catéquico e pirogalico, chalconas diméricas, taninos condesados e outros
flavonoides, que mostraram biologicamente ativo [75]. Seu o6leo essencial €
extraido da folha e apresenta aproximadamente 16 constituintes, sendo o alfa-

pinemo, gama-terpineno e o beta-cariofileno apresentam destaque [100].
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Souza et al. [101] demonstrou em ratos tratados com o extrato etanolico da
casca de aroeira tiveram uma regeneracdo completa do tecido epitelial, enquanto
que o exsudato inflamatorio persistiu nos controles e a regeneracdo do tecido
ocorreu através da fibrose, como avaliado no modelo de &cido acético-colite
induzida. Alguns estudos cientificos comprovaram que extratos da casca da aroeira
tem acdo anti-inflamatoria, cicatrizante, antitlcera, anti-histaminico e analgésicos
[101]. Outro estudo observou-se que 0 extrato aquoso da casca de M. urundeuva
reduziu significativamente a formacdo do biofilme de Streptococcus mutans em
ratos e o acumulo de S. mutans em esmalte do dente em desmineralizacdo [102].

Montanari et al [103] testram o Oleo essencial das folhas de alguns
exemplares da familia Anacardiaceae, dentre essas espécies M. urundeuva. O Gleo
essencial da folha demonstrou atividade antibacteriana no MIC com as
concentragdes de 0,31g/L (E. coli e S. aureus) e 0,63g/L (B. cereus).

Sa et al [93] analisaram a atividade antiflngica e antibacteriana do cerne
de Myracrodruon urundeuva. O principal principio ativo do cerne de
Myracrodruon urundeuva, a lecitina apresentou acdo inibitéria com a menor
concentragdo do MIC de 0,58ug/mL™ sobre o crescimento das seguintes bactérias
Gram-positivas: Bacillus subtilis, Corynebacterium callunae, Stapylococcus aureus
e Streptococcus faecalis e as bactérias Gram-negativas: Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, tendo a maior a¢do inibitoria contra a S.
aureus. Também apresentou acdo antifingica contra os seguintes fungos testados:

Fusarium solani, F. oxysporum, F. moniliforme, F. decemcellulare e F. lateritium.
3- OBJETIVOS
3.1 - Objetivo Geral
e Avaliar a eficacia da Myracrodruon urundeuva sobre culturas de

Candida sp. isoladas de infecgOes vulvovaginais, sua toxicidade in

ViVO e in vitro e sua genotoxicidade.
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3.2 - Objetivos Especificos

e Avaliar a atividade antifingica e a acdo fungicida do extrato
etandlico e suas fragdes de Myracrodruon urundeuva diante de
leveduras isoladas de candidiase vulvovaginal;

e Analisar o efeito toxico do extrato etandlico e aquoso da casca e das
folhas de Myracrodruon urundeuva em ratas Wistar adultas;

e Avaliar a mutagenicidade e a citotoxicidade do extrato etanolico e
aquoso da casca e da folha de Myracrodruon urundeuva;

e Identificar os principais metabolitos secundarios presentes no extrato
etanolico, aquoso e acetato de etila da casca de Myracrodruon

urundeuva.
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ANEXOS

5.1 Artigo

INVESTIGACAO QUIMICA, TOXICIDADE IN VIVO E IN VITRO,
CITOTOXICIDADE E PROPRIEDADES ANTIFUNGICAS DE
Myracrodruon urundeuva SOBRE Candida spp. ISOLADAS DE
CANDIDIASE VULVOVAGINAL.

XXX XXX X XXX,
Faculdade de Ciéncias da Salde. Universidade Federal da Grande Dourados.
Rodovia Dourados — Itaum Km12. 79800-000 Dourados MS

Resumo: O objetivo foi avaliar a eficicia do extrato etandlico de Myracrodruon urundeuva e suas
fracbes sobre culturas de Candida spp. isoladas de infec¢bes vulvovaginais, a citotoxicidade e
toxicidade in vivo e in vitro. O extrato etanolico da casca e das folhas e suas fracfes foram testados em
isolados de leveduras do género Candida (C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis e C.
parapsilosis) utilizando a técnica de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM). O extrato etanolico e aquoso e sua fracdo de acetato de etila da casca apresentaram
acdo antifangica e fungicida frente as leveduras C. krusei e C. tropicalis (64ug/mL e 96ug/mL) e sobre
C. albicans (58ug/mL) isolada de candidiase vulvovaginal. A analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) dos extratos e a fragcdo que inibiu o crescimento da grande maioria de leveduras no
CIM sugeriram que estes compostos eram constituidos de flavonoides do tipo flavonol e chalconas,
taninos e fendis. Constatou-se toxicidade aguda dos extratos etanolicos da casca e potencial efeito
toxico e citotoxico em testes com Allium cepa dos extratos, porém ndo foi observado efeito
mutagénico. Tendo como resultado a inibicdo do crescimento da maioria das leveduras testadas no
CIM, sugerem-se mais estudos toxicoldgicos principalmente da casca de M. urundeuva com analises

histoldgicas em outros 6rgaos, principalmente no sistema nervoso.

Palavras-chave: Anacardiaceae; Candidiase; Toxicidade e Mutagenicidade.
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Abstract: The objective was to evaluate the efficacy of ethanol extract of M. urundeuva and its
fractions on cultures of Candida spp . isolated from vulvovaginal infections , cytotoxicity and toxicity
in vivo and in vitro . The extract of the bark and leaves and its fractions were tested in isolated Candida
species (C. albicans , C. glabrata , C. krusei , C. tropicalis, and C. parapsilosis) using the technique of
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration (MFC) . The
aqueous and ethanol extract and its ethyl acetate fraction of the bark showed antifungal and fungicidal
front of yeasts C. krusei and C. tropicalis (64pug/mL and 96pug/mL) and on C. albicans (58ug/mL)
isolated from vulvovaginal candidiasis. Analysis by high performance liquid chromatography (HPLC)
and the fraction of extracts which inhibited the growth of the yeast on most MIC suggested that these
compounds were of the type consisting of flavonoids and chalcones flavanols, tannins and phenolics. It
was observed acute toxicity of ethanol extracts of bark and potential toxic effect and cytotoxic tests
with extracts of Allium cepa, but not mutagenic effect was observed. Resulting in the inhibition of
growth of most yeasts tested in the MIC, we suggest further toxicological studies mainly bark M.
urundeuva with histological analysis in other organs, especially the nervous system.

Keywords: Anacardiaceae; candidiasis; Toxicity and mutagenicity.

1. Introducéo

Candidiase vulvovaginal (CVV) é causada por uma levedura comensal da microbiota normal da
mulher. Embora essa doenga ndo traga risco de vida, alguns sintomas desencadeiam desconforto fisico
e psicoldgico causando problema relevante na salde da mulher. Pesquisas demonstram que esta
aumentando substancialmente sua incidéncia nos ultimos 20 anos [1]. Entre as varias espécies do
género Candida, C. albicans é a mais frequente, seguida pela C. glabrata, C. krusei, C. guilnermondi e
C. parapsilosis, dentre outras [2]. Devido a resisténcia aos antifungicos, o tratamento definitivo da
CVV tem representado grande desafio para médicos e pesquisadores. Este aumento de resisténcia deve-
se ao uso de terapias decorrentes, doses inadequadas ou ao aumento da automedicacao, essas medidas
inadequadas podem causar a selecdo da resisténcia clinica. O desafio dos pesquisadores é encontrar
novos farmacos que atuem diretamente nas leveduras que causam a CVV [3, 4]. Observou-se na regido
de Dourados — MS a utilizacdo da casca de M. urundeuva em banhos de assento por algumas indigenas
[Observagéo pessoal].

Myracrodruon urundeuva, Anarcardiaceae, € conhecida popularmente como aroeira, aroeira-do-
sertdo ou urundelva [5]; popularmente, decoctos de sua casca sdo utilizados como antisséptico, anti-
inflamatorio, antidiarreico, para doencas respiratorias, infec¢des urinarias e doencas ginecoldgicas e as

folhas sdo indicadas para o tratamento de Ulceras [6, 7, 8, 9, 10]. Cientificamente, podem ser citados
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estudos relacionados com atividade anti-inflamatdria da casca e no combate a conjuntivite alérgica
[11], acdo antimicrobiana, antibacteriana e na formacéo de biofilmes [12, 13, 14, 15].

O uso de principios ativos com propriedades terapéuticas e questdes relacionadas com a seguranga
do uso de fitoterdpicos sdo relevantes para a satde do consumidor e considerados importantes para o
tratamento de algumas doencas, mas seu uso inadequado pode gerar possivel intoxicacdo [16]. Com o
aumento das pesquisas nas universidades e o consumo de produtos fitoterapicos, o governo brasileiro
elaborou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (17).

A maioria das plantas medicinais ndo sdo submetidas a andlises para verificar seu potencial
toxicolégico e mutagénico. Algumas contém substdncias toxicas com potencial de mutacgdes
cromossomiais (18), podendo ser avaliadas pelo teste que analisa as alteragdes mutagénicas e
citotoxicas utilizando células de Allium cepa. A citotoxicidade, a mutagenicidade e a genotoxicidade
podem ser avaliadas por meio de alteracbes no processo de divisdo celular e pela incidéncia de
mutacbes cromossémicas, como quebras cromatidicas, pontes anafésicas, perda de cromossomos
inteiros ou formacéo de micronucleos [19].

Na presente pesquisa, avaliou-se a eficacia do extrato etandlico, aquoso e suas fragcdes de acetato
de etila e cloroférmio de M.urundeuva sobre culturas de Candida sp. isoladas de infec¢des
vulvovaginais e provenientes de cepas da ATCC, sua investiga¢do quimica, sua toxicidade in vivo e in

vitro e sua genotoxicidade.

2. Resultado e Discussao

2.1- Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM)

Considera-se que se a atividade do extrato testado na CIM for inferior a 100ug/mL, sua atividade
antifngica sera considerada boa, se a atividade antifangica for de 100 a 500ug/mL é considerada
mediana, a partir de 500 a 1000pg/mL a atividade antifingica é considerada fraca; e mais de
1000pug/mL a acdo do extrato € considerada inativa, esses critérios foram determinados por Gibbons
[31] para analisar a acdo de extratos frente a leveduras na CIM. Com base nesses critérios, o extrato
etanolico da casca apresentou um bom efeito frente aos isolados de C. albicans (58ug/mL) e a agdo
mediana frente a fracdo acetato de etila (185ug/mL).

Os resultados dos ensaios antifungicos dos extratos e suas fragdes da casca isoladas neste trabalho
demonstraram atividades nos ensaios antifungicos (Tabela 1). Os valores da CIM para o extrato
etandlico da casca e sua fragdo acetato de etila de M. urundeuva foram sensiveis as cepas da ATCC,
dentre elas a C. krusei e a C. tropicalis merece destaque por sua resisténcia a alguns antifingicos

existentes (64pg/mL e 96ug/mL, respectivamente).
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Araujo et al.[8] realizaram o MIC do extrato etanolico da folha de Leiothrix spiralis e de seus
compostos quimicos isolados contra C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis. Esta planta
inibiu o crescimento das leveduras de quase todos os extratos de e suas fracGes, as flavonas mostraram
boa atividade frente a C. krusei (15.7ug/mL), C. parapsilosis (15.7pg/mL), C. tropicalis (31.25ug/mL)
e C. albicans (62.15ug/mL). Os autores concluiram que L. spiralis demonstrou atividade antifungica,
corroborando para a analise dos resultados dos extratos etanolico, aquoso e a fracdo de acetato de etila
de M. urundeuva, onde demonstraram atividade a quase todas as amostras que foram testados.

Alves et al. [8], analisaram o extrato hidroalco6lico de M. urundeuva, Malva sylvestris e a Psidium
guajava frente a C. albicans, C.tropicalis e C. krusei, espécies patogénicas nos casos de candidose
bucal, principalmente relacionados a imunossupressao. Na avaliacdo antifngica observou-se que o
extrato de M. urundeuva apresentou atividade antifingica sobre as cepas de C. albicans (8mg/mL), C.
tropicalis (16mg/mL) e C. krusei (16mg/mL), comprovando sua atividade antifingica e refor¢cando os
resultados positivos obtidos nesse trabalho.

2.2. Analise dos extratos via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com detector
de arranjo de diodos (DAD).

Cromatografia liquida de alta eficiéncia, juntamente com um detector de fotodiodo com ferramenta
poderosa e econémica para analise de polifendis, fornecendo uma vasta informacéo sobre as estruturas
dos compostos fendlicos em extratos de plantas. Os espectros de absorcdo UV vis de compostos
fendlicos permitem a identificacdo de picos cromatogréaficos e sua classificacéo [32].

No presente estudo o HPLC foi utilizado para identificar a presenca dos principais metabdlitos
secundarios no extrato etandlico, aquoso e sua fracdo acetato de etila de M. urundeuva. A partir dos
resultados, constatou-se que 0s extratos etanolico e aquoso e sua fracdo apresentaram padrbes de
flavonoides, taninos e fendis (Tabela 2). Monteiro et al. [6], analisaram o extrato etandlico da casca e
da folha de M. urundeuva através do método de Folin-Ciocalteau (para fenois totais) e pelo método da
precipitacdo de caseina (para taninos totais). Analisando os resultados, encontraram uma variacdo
intraespecificamente de taninos em relacdo as cascas e folhas (7,04 e 10,38%). Nao houve diferenca
entre as quantidades de fendis totais (7,49 a 12,19%), reforcando, assim o resultado obtido neste

estudo.

Sé et al. [13] analisaram através da cromatografia de camada delgada os possiveis componentes
quimicos do extrato etanolico do cerne de M. urundeuva e comprovaram a presenca de flavonoides,
acido galico, luteolina, taninos condensados, taninos hidrolisaveis e leucoantocianidinas com menor

intensidade, flavonoides, taninos, alcaloides, polifenois, cumarinas, derivados do écido



34

Tabela 1. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Fungicida Minima (CFM) dos extratos de M. urundeuva frente a isolados de Candida de CVV e cepas da
AmericanType Culture Collection (ATCC).

Extratos E.E.C (ng/mL) E.A.E.C (ng/mL) E.C.C (ng/mL) E.A.C (ng/mL) E.E.F (ng/mL) E.A.E.F (ng/mL) E.C.F (ng/mL) E.A.F (ng/mL) F (ng/mL)

MIC 100 MFC  MIC 100 MFC MIC 100 MFC MIC 100 MFC MIC100 MFC MIC100 MFC MIC100 MFC MIC100 MFC MIC 100 MFC

C.albicans ATCC 2048 2048 + + + + 2048 2048 + + + + + + + + 4 4
C.tropicalis ATCC 96 128 384 384 + + 128 128 + + + + + + + + 8 4
C.glabrata ATCC + + 768 2048 + + + + + + 1024 2048 + + + + 32 32
C.krusei ATCC 64 1024 96 768 + + 640 1024 64 1024 2048 2048 + + 8 + 16 32
C.parapsilosis + + 256 1536 + + + + + + 2048 + + + + + 8 32
C.albicans 01 32 32 64 64 + + 256 512 + + + + + + + + 4 64
C.albicans 02 64 16 64 128 + + 512 1024 + + + + + + + + 4 4
C.albicans 03 64 32 256 256 + + 512 1024 + + + + + + + + 4 64
C.albicans 04 32 64 64 512 + + 256 512 + + + + + + + + 4 4
C.albicans 05 16 32 16 64 + + 256 1024 + + + + + + + + 4 3
C.albicans 06 4 8 8 8 + + 512 512 + + + + + + + + 4 64
C.albicans 07 + 512 16 128 + + 512 256 + + + + + + + + 4 64
C.albicans 08 + 256 + 512 + + . . + + + + + + + + 4 3
C.albicans 09 + 256 + 512 + + 512 . + + + + + + + + 4 64
C.albicans 10 N 256 + 256 + + 1024 1024 + + + + + + + + 16 64
C.glabrata 01 + . + 512 + + . . + + 1024 + + + + + 16 64
C.glabrata 02 N " + 1024 + + + + + + 1024 + + + + + 16 3
C.glabrata 03 - + - - + + + + + + 1024 + + + + + 16 32
C.glabrata 04 + " + 512 + + . . + + 1024 + + + + + 4 64
C.glabrata 05 . + + + + + . + + + 1024 + + + + + 4 16

MIC100, Concentragio do extrato que inibe 100% do controle do crescimento. Candida albicans - ATCC® 90028; Candida tropicalis - ATCC® 750; Candida glabrata - ATCC® 2001; Candida krusei ATCC® 6258; Candida
parapsilosis - ATCC® 22019; E.E.C — Extrato Etandlico da casca; E.A.E.C — Extrato Acetato de Etila da Casca; E.C.C — Extrato de Cloroférmio da Casca; E.A.C — Extrato Aquoso da Casca; E.E.F — Extrato Etanélico da Folha;

E.AEF - Extrato de Acetato de Etila da Folha; E.C.F - Extrato de Cloroférmio da Folha; E.AF - Extrato Aquoso da Folha;F — Fluconazol, + - crescimento positivo da levedura.
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cinamico,saponinas, esteroides, iridoides e terpenos. Com isso pode-se sugerir que a casca de M.
urundeuva, devido a presenca de taninos e flavonoides pode contribuir para sua acdo antifungica,

corraborando com o resultado desta pesquisa.

Tabela 2. Concentracdo de metabdlitos secundarios no extrato etandlico e aquoso e sua fracéo acetato
de etila da casca de M. urundeuva pela técnica de HPLC.

Extrato Fracao
et acetato de Extrato hidroalcoodlico
etanélico .
etila

Alcaloide - - _
Acidos organico ++ ++ ++
Fendis e Taninos +++ +++ 4+
Flavonoides +++ +++ +++
Esteroides e triterpenos ++ ++ -

+++ presenga significativa, ++ presenca notavel, + presenca leve, - auséncia.

Os cromatogramas mostram que a fracdo do extrato etandlico e a fracdo acetato de etila sdo muito
semelhantes. A fracdo acetato de etila apresentou 7 picos (7.44; 9.73; 10.37; 10.82;11.49; 12.00; 12.48),
como também a fracdo do extrato etanolico. Na fracdo hidroalcodlia constataram trés substancias que
também estdo presentes no extrato etandlico e na fracdo acetato de etila (picos 5, 6 e 7).

Considerando o espectro de UV, a substancia 7 (pico 7) é de um flavonoide (flavonol). Os
flavonoides sdo compostos comuns na natureza, atuando na atracdo de polinizadores e como co-
pigmentos das antocianidinas, apresentam varias atividades bioldgicas, destacando-se as anti-
inflamatdrias, antibidticas, antitumorais e antioxidantes [33]. O espectro de UV do restante das
substancias (picos 1-6) sdo condizentes com flavonoides do tipo chalconas [34]. O isolamento de
chalconas foi relatado em algumas pesquisas [35,36,11,37]. Para a M. urundeuva também ha relatos de
taninos [38, 9].

A acdo antifungica esta relacionada a composi¢cdo quimica da planta que vem sendo investigada e
pode ser uma acdo secundaria de alguns metabolitos; um exemplo disso é o flavonoide. Bhalodia et al.
analisaram o extrato hidroalcodlico da folha de Cassia fistula L. contra leveduras do género Candida

sp., e atribuiu-se o efeito antifungico a presenca de flavonoides, taninos, saponinas e glicosideos.

2.4. Toxicidade e citotoxicidade em Allium cepa

O teste de Allium cepa é importante uma vez que € um excelente modelo in vitro, que consiste em

uma pré-analise toxicoldgica e genotoxicoldgica, onde as raizes crescem em contato direto com a
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substancia a ser analisada, permitindo uma anéalise de possiveis danos no DNA [39]. N&o ocorreu o
desenvolvimento das raizes expostas em todas as concentracdes (0,2 mg/mL; 0,3 mg/mL e 0,5 mg/ml)
do extrato aquoso da casca e nas concentra¢cdes 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL do extrato etandlico da casca
(Tabela 3).

Tabela 3. Efeito dos extratos etan6lico e aquoso de M. urundeuva no nimero de raizes de Allium cepa
em diferentes concentracdes (mg/mL).

Extrato Formol*  Agua** 0,2 0,3 0,5 |.S.x**
Etandlico da

casca 0 26 8 0 0 0,0118
Aquoso da

casca 0 10 0 0 0 0
Etandlico da

folha 0 17 8 0 0 0,0262
Agquosoda

Folha 0 17 8 0 0 0,036

Quantidades de raizes que cresceram em presenca dos extratos analisados.*Controle positivo; **Controle negativo;
***[ndice de significancia utilizando o teste de Mann-Whitney (significativo < 0,05); controle positivo com formol e

controle negativo com agua.

Na toxicidade in vitro da folha, o desenvolvimento das raizes foi completamente inibido nas
concentracdes de 0,3 mg/mL e 0,5 mg/mL dos extratos aquoso e etandlico das folhas (Tabela 3). Nas
trés concentracOes utilizadas, observou-se o crescimento radicular limitado, implicando toxicidade.
Akimboro et al. [40] analisaram a toxicidade in vitro de Azadirachta indica, Morinda lucida,
Cymbopongo citrtus, Mangifera indica e Carica papaia, nas concentracdes de 1, 5, 10, 25 e 50%. A
inibicdo do crescimento da raiz foi dependente das concentragdes testadas e estatisticamente
significativa sobre o crescimento das radiculas de Allium cepa, concluindo a toxicidade in vitro das
espécies testadas. Esses resultados ilustram a importancia do teste primario de toxicidade e corrobora
para se analisar o resultado obtido neste trabalho.

Todos os extratos de M. urundeuva apresentaram resultados genotdxicos e mutagénicos, com
diminuicdo das células em divisdo e do indice mitético (Tabela 4), no ser humano a acdo genotoxica e
mutagéncia pode desencadear algum tipo de cancer ou deformacdo cromossomial. Nao foi constatada
nenhuma alteracdo cromossémica e acdo genotdxica do extrato aquoso da folha e ndo foram realizadas
as analises da mutagenicidade do extrato etandlico da folha devido a formac&o de tumores.

O indice mitotico é usado como um indicador de proliferagdo de células biomarcadoras, que mede
a proporcéo de celulas na fase mitotica do ciclo celular. A diminuicdo do indice mitético das células

meristematicas de Allium cepa pode ser interpretada como morte celular [27]. Pelos resultados de
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citotoxicidade de M. urundeuva observou-se que houve a diminuicdo das células em diviséo e do indice

mitético em todos 0s extratos.

Akintonwa et al. [41] investigaram o potencial mutagénico das principais plantas da Nigéria, e

constataram que Azadirachata indica (10 mg/mL) e Xylopia aethiopica (5 e 10 mg/mL) inibiram o

crescimento das raizes de Allium cepa; nas demais plantas houve uma reducdo na concentracdo do

indice mitotico. Os autores sugere que 0s extratos testados possuem efeito inibitorio sobre a divisdo

celular e no comportamento cromossomal. Confrontando aos nossos resultados, os extratos etandlico e

aquoso da casca e da folha M. urundeuva inibiram o indice mitético das raizes de Allium cepa,

indicando assim que 0s extratos.

Tabela 4. Efeito citotoxico do extrato etandlico e aquoso de M. urundeuva em células de Allium cepa.

Extratos (mg/mL) C.M. 1.S5* .M. 1.S*
C.p 27.2 2.54
C.N 58.8 5.56
Etandlico da Casca 0,2 7.6 0.009 0.74 0.009
0,3 7.8 0.009 0.75 0.009
0,5 2.9 0.009 0.27 0.009
C.P 17 --- 1.65
C.N 47.8 --- 4.70
Aquoso daCasca 0,2 0.6 0.009 0.05 0.009
0,3 2.4 0.009 0.23 0.009
0,5 5.8 0.036 0.50 0.009
CP 56.8 2.76
C.N 28.2 5.45
Aquoso da Folha 0,2 5.2 0.009 0.55 0.009
0,3 6.4 0.009 0.62 0.009
0,5 12.6 0.009 1.23 0.009
CP 47.6 2.23
C.N 22.8 4.65
Fluconazol 0,2 1.8 0.009 0.17 0.009
0,3 3.4 0.009 0.33 0.009
0,5 2.2 0.009 0.21 0.009

Concentragdo dos extratos em mg; C.P. — controle positivo; C.N. — controle negativo; C.M. — nlmero de células em mitose;

I.M. — indice mitotico; 1.S*. — indice de significancia utilizando o teste de Mann-Whitney (significativo a < 0,05).

2.5. Toxicidade aguda

A mortalidade das cobaias é um sinal claro de toxicidade in vivo. Entretanto, outras variaveis

podem ser observadas, dentre elas, a avaliacdo da perda de massa corporal durante o tratamento e a
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presenca de sinais clinicos de toxicidade, como diarréia, piloerecdo, variagdes no comportamento e
sangramento [42].

Apos a administragdo do extrato etanolico da casca e da folha de M. urundeuva, as ratas de ambos
0S grupos apresentaram letargia, aumento da frequéncia respiratoria e auséncia total de movimentos;
apos 15 minutos as ratas retornaram lentamente os movimentos, mas permaneceram com a frequéncia
respiratoria alta.

No primeiro dia apds a administracdo dos extratos, duas ratas (uma do grupo do extrato etanélico
da folha e uma do grupo do extrato etanolico da casca) apresentaram sangramento nasal e dificuldade
na respiracdo, sendo que no segundo dia estas morreram. Realizando exame macroscopicamente nessas
duas ratas, observou-se o abdémen inchado e ao fazer a resseccdo, seu intestino delgado estava com a
coloragdo amarelada e com formagéo de bolhas.

Ap0s a administracdo do extrato aquoso da casca e da folha foi observado apenas uma reacao de
letargia e dificuldade respiratoria em alguns animais. Foi observado também que o grupo que recebeu o
extrato aquoso da casca de M. urundeuva apresentou diminuicdo significativa do peso corporal em
relagdo ao grupo controle. J&, em relacdo ao peso dos 6rgdos, 0s animais tratados tanto com o extrato
aquoso da folha quanto da casca de M. urundeuva apresentaram diminuicdo significativa do peso
relativo do rim.

Considerando o que ha na literatura sobre a toxicidade de plantas do cerrado, Ustulin et al.
relataram possivel toxicidade por M. urundeuva logo apds levantamento bibliografico e pesquisa
exploratoria qualitativa. Almeida et al. avaliaram a toxicidade de extratos etandlicos das folhas de
alecrim-pimenta (Lippia sidoides), aroeira (M. urundeuva), barbatiméo (Stryphnodendron adstringens)
e do farelo da casca de pequi (Caryocar brasiliense), por meio da determinacdo da dose letal 50%
(DLsp), utilizando a via intraperitoneal. Demonstraram que a DLs, do extrato etandlico das folhas de M.
urundeuva foi igual a 0,31 mg mL™, indicando assim toxicidade aguda na via intraperitoneal.

Na avaliacdo histopatologica do figado, pulmao e dos rins ndo foi evidenciada nenhuma alteracédo
histol6gica desses 6rgdos. Desta forma outros estudos de toxicidade in vivo de M. urundeuva devem ser
realizados para uma melhor identificagdo da sua toxicidade subaguda dessa planta.

3. Secdo Experimental.
3.1. Material Vegetal

O trabalho foi realizado nos laboratérios de microbiologia, toxicologia e de plantas medicinais da
UFGD e no laboratério de quimica da UEMS.
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As cascas e as folhas da M. urundeuva foram coletadas na area da Fazenda Experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados — MS — Brasil, coordenadas S 22°; 14’;
20”. Exsicatas da espécie foram identificadas pela professora Dr. Zefa Valdivina Pereira e depositadas
no Herbario da Faculdade de Ciéncias Biolégicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande

Dourados sob namero de registro 534.
3.2. Obtencéo do extrato etandlico e suas fraces da casca e da folha de M. urundeuva.

As folhas e a casca de M. urundeuva foram secas e moidas em moinho de facas. Exatamente 300 g
do material vegetal foram macerados com 600 mL de etanol a temperatura ambiente durante 48 horas;
0 processo foi repetido duas vezes, concentrados em evaporador rotativo a 35°C e liofilizados em
liofilizador E-C MicroModulyo acoplado a bomba de vacuo valuPump VLP80 Savant, obtendo-se 10 g
do extrato bruto [20] para fazer a particdo liquido — liquido, foram utilizados 6 g do extrato etandlico
com solventes de polaridade crescente - acetato de etila e cloroférmio [21] resultando na fracdo de
acetato de etila e de cloroférmio; ao final da particdo, resultou a fracdo aquosa, onde formou-se o
extrato aquoso. Em seguida, as amostras foram liofilizadas e mantidas sob refrigeragéo até seu uso.

3.3. Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e Concentracdo Fungicida Minima (CFM).

A concentracdo inibitoria minima dos extratos etandlico da casca e da folha e as fragdes de acetato
de etila e cloroférmio foram determinadas por meio de técnicas de microdiluicdo em caldo, de acordo
com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) [22]. Foram testados dez
isolados clinicos de Candida albicans e cinco de C. glabrata, proveniente de candidiase vulvovaginal
que fazem parte da micoteca da UFGD e cepas do ATCC (American Type Culture Collection) Candida
albicans (ATCC® 90028), C. krusei (ATCC® 6258), C. tropicalis (ATCC® 750), C. glabrata (ATCC®
2001) e C. parapsilosis (ATCC® 22019). Como controle positivo, colocou-se o meio e a levedura e
como controle negativo somente 0 meio.

O extrato de M. urundeuva foi resuspenso em 1 mL de DMSO, vertido em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) e vertido na placa de microdiluicdo com 96 pocos (Nunclon, Delta, Nunc A/S,
Roskilde, Denmark®), com concentracéo inicial de 2048ug/mL e concentracgéo final de 4pg/mL.

Logo apds, foi adicionado o inoculo com a concentracgdo ajustada de 108 UFC/mL na escala 0,5 de
McFarland. As placas de microdiluicdo foram incubadas a 35°C por 48 horas. A CIM foi considerada
como a mais baixa concentracdo dos extratos no qual a levedura ndo mostrou crescimento visivel apos
incubacdo. A turvacdo dos pocos da placa de microdiluicdo foi interpretada como crescimento visivel

da levedura [23]. O teste foi realizado em duplicata.
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Ap0s analisar os resultados no CIM, verificou-se a concentracdo fungicida minima (CFM), que
consiste em remover de cada po¢o da placa de microdiluicdo 0 meio mais o indculo, que ndo obteve
crescimento visivel e perfurar com palitos esterilizados em uma placa de petri contendo agar Sabouraud
Dextrose (Difco). As placas foram incubadas durante 24 horas a 35°C. A concentragdo fungicida
minima (CFM) foi definida como a mais baixa concentragdo em que ocorreu o crescimento de UFC

sobre o agar [24].

3.5. Analise dos extratos via cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e analise com

detector de arranjos de diodos (DAD).

Os extratos etanolico e aquoso e sua fragdo acetato de etila da casca, que apresentaram boa a¢éo no
MIC foram analisados no Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) modelo VARIAN 210,
detector de arranjo de diodos (DAD), com varredura entre 200-800 nm, Coluna Phenomenex C-18
(didmetro 4,6 mm x || 250 mm, didmetro da particula 10 um) e pré-coluna (25 mm x 3 mm) de mesma
fase da coluna. A eluicdo foi realizada em sistema gradiente: MeOH/H,O de 5 a 100% metanol,
levando 15 minutos para atingir 100% de metanol, 100% de metanol por 5 minutos e 5 minutos para
voltar a condicdo inicial. O tempo de andlise foi de 25 minutos e a vazdo de fluxo da bomba de 1

mL/min e volume injetado de 5 pL. As amostras foram filtradas com um micro-filtro de 0,45 pum [25].

3.6. Toxicidade, mutagenicidade e citotoxicidade em Allium cepa

Dez bulbos de Allium cepa de tamanho pequeno, uniforme, da mesma origem, ndo brotados e
saudaveis foram utilizados para este teste, os quais foram cultivados em agua potavel a temperatura
ambiente por dois a trés dias. Quando as raizes alcancaram 2 a 4 cm de comprimento, foram tratadas
com concentracdes de 0,5; 0,3 e 0,2 g/mL do extrato etandlico e aquoso da casca e da folha de M.
urundeuva Como controle positivo foi utilizado formol 3% e como controle negativo, agua.

Ap0s 48 horas, os apices das raizes de cada bulbo de A. cepa foram cortadas e fixadas com fixador
Carnoy (3:1 de alcool e &cido acético) de 6 a 18 horas. Apds esse periodo os bulbos foram armazenados
e refrigerados até o0 momento da analise.

Para a realizag&o das anélises, os bulbos foram submetidos a hidrdlise &cida com HCL 1N a 60°C
por, aproximadamente, 20 minutos, seguido de lavagem com &gua destilada. A coloracédo foi realizada
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com Reativo de Schiff, por 2 horas, em local escuro. Duas pontas de cada bulbo foram esmagadas em
cada lamina e tampado cuidadosamente com laminula, reduzindo a formacao de bolhas [26].

No microscopio optico foram analisadas cinco I&minas por tratamento e contadas 1000 células por
lamina, totalizando 5000 células por tratamento. Em cada tratamento foram observados os indices
mitoticos e as possiveis alteracbes cromossdmicas. Os resultados de cada concentracao foram avaliados
e comparados com o controle negativo [27].

Para o ensaio de toxicidade in vitro, foram usados dez bulbos de Allium cepa, colocados em
frascos com as concentracgdes 0,2; 0,3 e 0,5 g/mL do extrato etandlico e aquoso da casca e da folha de
M. urundeuva, o controle negativo foi a agua e o controle positivo, de formol 3%. Mergulhou-se cada
bulbo nas concentracdes dos extratos etanolico e aquoso e foram mantidos por 72 horas. Apos esse

periodo de exposicao foram contadas e medidas as raizes de cada bulbo de Allium cepa (28).

3.7. Teste de toxicidade

3.7.1. Teste de toxicidade aguda

Foram utilizadas 30 ratas Wistar adultas (65 dias de idade, pesando aproximadamente 250¢g, n=25),
provenientes do Biotério da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os animais foram
mantidos sob condi¢Bes controladas de luminosidade (12 horas de claro/ 12 horas de escuro) e
temperatura (média de 23°C), recebendo agua e racdo comercial a vontade. O teste de toxicidade aguda

foi realizado utilizando protocolo da OECD (Organization for Economic Co-operation and

Development), Guideline 425 (29) e as diretrizes da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). O Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFGD aprovou o procedimento
experimental (protocolo n° 003/2012).

Os animais foram distribuidos em cinco grupos experimentais (n=5 animais/grupo) os quais foram
tratados com 0 e 2000 mg/kg de peso corporal de extrato aquoso e etanélico da casca e da folha de M.
urundeuva [43]. Os animais permaneceram em jejum de 12 h antes da administracdo dos extratos e 0s
tratamentos foram realizados em dose Unica por via oral (gavage), e foram observados, nas primeiras
horas e a cada 24 h durante 14 dias. Foram analisados parametros comportamentais, como
irritabilidade, contorcéo, reflexo de endireitamento, tremores, convulsdes, piloerecdo, respiracédo e
morte. Tambem verificou-se o peso corporal e a quantidade de agua e ragdo consumida pelo grupo
durante os 14 dias de avaliacdo. No 15° todos os animais dos grupos experimentais foram pesados e

anestesiados com ketamina (25 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e submetidos a eutanasia.

3.7.2. Anélise Histoldgica
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Todos os animais foram submetidos a necropsia no fim do experimento para analisar as
caracteristicas macroscopicas do figado, pulméo e rim. Os drgdos foram retirados cuidadosamente e
pesados individualmente e posteriomente fixados em formalina 10% tamponada, seccionados e corados
com hematoxilina-eosina por méetodo de rotina. As laminas foram analisadas em microscépio optico de
luz [30].

3.8. Andlise estatistica

Para a andlise dos resultados obtidos entre os grupos experimentais foram utilizados os testes
estatisticos de analise de variancia — ANOVA, com teste “a posteriori” de Tukey-Kramer para analisar o
teste de toxicidade aguda e o teste de Mann-Whitney para o teste de toxicidade in vitro e

genotoxicidade. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.

4.0. Conclusao

Baseado em nossos resultados podemos concluir que Myracrodruon urundeuva apesentou boa
atividade frente a leveduras do género Candida, principalmente C. krusei e C. tropicalis e agdo
moderada sobre C. albicans. A analise quimica dos extratos confirmaram a presenca de fendis, taninos
e flavonoides do tipo chalconas e flavonol. Apresentaram efeito toxico e citotoxico sobre as células de
Allium cepa os extratos etandlico e aquoso e demonstraram toxicidade aguda em ratos Wistas, mas nao
foi observado nenhuma alteracdo histologica. O uso observado pelas indias foi comprovado
cientificamente, seu uso externo é confiavel, mas seu uso interno é contraindicado, pois foi encontrado
um alto grau de toxicidade. Considerando um bom resultado antiflngico, sugerimos mais estudos
toxicoldgicos para determinar a toxicidade aguda dos extratos da casca e da folha com analises

histologicas em outros 6rgaos, especialmente no sistema nervoso.
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5.3 Fotos da etapa da dissertacao

5.3.1 Coleta

Coleta da casca da M. urundeuva — Fazenda Experimental UFGD (Faeca)
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5.3.2 Preparacgdo do Extrato

5.3.3 Concentracao Inibitoria Minima

MIC do extrato etanélico da casca de M. urundeuva.
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MIC do extrato aquoso da casca de M. urundeuva.

5.3.3 Ensaio de Toxicidade e Citotoxicidade em Allium cepa
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Controle negativo

Concentracd 0,2 mg do extrato etandlico da casca de Myracrodruon urundeuva
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Concentracé 0,3 mg do extrato etanélico da casca de Myracrodruon urundeuva

Concentracé 0,5 mg do extrato etanélico da casca de Myracrodruon urundeuva
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5.3.4 Toxicidade Aguda

Tratamento com o extrato etandlico da casca por gavagem

Sangramento nasal da rata tratada com extrato etandlico da casca



Corte abdominal da rata tratada com extrato etanélico da casca

Corte abdominal da rata tratada com extrato etanélico da folha
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Lamina do rim direito da rata tratada com o extrato etandlico da casca, aumento do microscépio
optico - 10x.

Lamina do rim direito da rata tratada com o extrato etanélico da casca, aumento do microscépio
Optico — 40 x.
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Lamina do figado da rata tratada com o extrato etandlico da casca, aumento do microscopio
optico — 40x.

Lamina do pulmao da rata tratada com o extrato etanolico da casca, aumento no microscopio
optico — 40x.
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Lamina do pulméo da rata tratada com o extrato etandlico da casca, aumento do microscopio
Optico — 10X



