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1 INTRODUCAO

Na busca por alivio ou cura de doengas, as plantas sempre tiveram um papel
imperativo em diferentes culturas ao longo da histéria da humanidade, sendo muitos os
exemplos de utilizagdo de plantas, observados em manuscritos datados de mais de 4.000
anos atras. Porém, somente no final do século XIX, foi que as pesquisas com isolamento de
principios ativos das plantas tiveram grande avanco com o advento da
fisiologia/farmacologia, quimica, quimica farmacé€utica entre outras areas da ciéncia, onde
foram isolados compostos com grande importancia terapéutica (FERNANDES et al., 2005)

e observou-se 0 embrido das industrias farmacéuticas.

O tratamento com plantas medicinais, sem o isolamento dos principios ativos,
constitui a base da fitoterapia. O termo fitoterapia, de um modo geral, significa “tratamento
com vegetais” e consiste no uso interno ou externo de vegetais para o tratamento de doengas,
sejam eles “in natura” ou sob formas extrativas, tais como infusdes, decocc¢des, xaropes,

pomadas, solugdes, etc. (LOPES ET AL., 2005; ARRUDA, 2019).

Segundo Sales et al. (2015) aproximadamente 25% das prescricdes médicas nos
paises desenvolvidos sdo substancias derivadas de plantas, 25% de outros produtos naturais

e 50% de origem sintética.

E fato que ha um excesso de medicalizagio no sistema de saude. A fitoterapia pode
ser uma estratégia para a reducao do uso abusivo de medicamentos, principalmente quando
ocorre a automedicacdo sem entendimento das recomendagdes e/ou contraindicagdes.
Segundo o Ministério da Saude, cerca de 80% da populacado brasileira utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a satde. A utilizacdo de plantas medicinais na
Atencdo Priméaria a Saude pode aumentar o vinculo dos pacientes com a equipe de saude, ao
promover a identificagdo com a proposta terapéutica ofertada; e ainda ha a possivel
construcdo de uma cultura de uso racional dos medicamentos em contraposi¢do a

medicalizagdo excessiva (BRASIL, 2012; RIBEIRO, 2015).

Devido a eficacia e ao baixo custo operacional da utilizacdo de plantas medicinais
nos programas de Atencdo primaria a Saude, a facilidade para adquirir essas plantas ¢ a

compatibilidade cultural, a fitoterapia tem progredido, principalmente no Nordeste



11

brasileiro, onde ¢ comum se uso na preparacdo de remédios caseiros para tratar varias

enfermidades (FIGUEIREDO, 2013).

Desde 1978 apos a Declaragdo Alma-Ata a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
tem se posicionado quanto a importancia na valorizagdo da utilizagdo de plantas medicinais,
uma vez que uma parcela muito grande da populagdo mundial depende destas plantas em
sua atencdo primaria a saude. Foi um marco histérico importante, pois foi reconhecido o uso
de plantas medicinais e de fitoterdpicos com finalidade profilatica, curativa e paliativa. O
uso de compostos vegetais com agao efetiva e eficaz sobre doencgas passou a ser um modelo
ecologicamente correto de produzir substancias eficazes e menos agressivas ao meio
ambiente e aos usudrios, contribuindo para uma melhor qualidade de vida, conforme
estabeleceu a Carta Européia do Ambiente e da Satde, publicada pela OMS em 1989
(ARRUDA 2019).

No Brasil a utilizacdo de plantas ndo s6 como alimento, mas como tratamento
medicinal, se d4 ha séculos. A utilizagdo de plantas com finalidades terapéuticas teve inicio
com os primeiros habitantes, no entanto pouco se tem informagdes sobre esse periodo, além
das pinturas rupestres. A pratica indigena da utilizacdo de ervas medicinais foi depois
influenciada pela cultura africana e portuguesa, gerando uma medicina popular rica em
informacdes e formulagdes (SILVA, 2004; ARRUDA, 2007; FIRMO et al.,, 2011;
ARRUDA, 2019).

Segundo Dutra (2009) em 1560 o Padre José de Anchieta descreveu e mencionou
algumas plantas comestiveis e medicinais, como: ruibarbo, capim rei, hortela-pimenta entre
outras. Diante disso podemos notar que os primeiros relatos sobre as plantas medicinais

brasileiras foram feitos por “pesquisadores” de outros paises na época do descobrimento.

A utilizagdo de plantas medicinais no Brasil teve um certo desenvolvimento até a
Segunda Guerra Mundial, pois a partir dela, a utilizagdo de produtos de origem natural
diminui devido ao grande avango na produ¢do de medicamentos sintéticos (ALVES, 2013)

principalmente na Alemanha e alguns outros paises Europeus.

O retorno a Fitoterapia, nas ultimas décadas, se deve a uma série de fatores, como:
a) os estudos cientificos que comprovam sua eficacia, seguranga e efetividade incorporando
essa pratica de cura, primariamente popular, ao modelo biomédico de saude; b) tanto o uso,
quanto o numero de pesquisas sobre plantas com potencialidades farmacéuticas

aumentaram; c¢) aumentou a confiabilidade da populacdo em geral nessa pratica; d) a
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facilidade de preparagdo dos medicamentos a base de plantas; e) o fato destas plantas
medicinais poderem ser cultivadas em locais proximos as residéncias, facilitaram o acesso

as mesmas (ARRUDA, 2019).

O Ministério da Saude tem mostrado interesse no desenvolvimento de politicas e
programas que associem o conhecimento popular com o cientifico. Ao longo dos anos, vém
sendo criados programas relacionados a plantas medicinais e fitoterdpicos, tendo por
objetivo produzir medicamentos fitoterdpicos acessiveis a populagdo e realizar todas as
etapas do cultivo das plantas medicinais: coleta, processamento, armazenamento,
manipulagdo, dispensagdo e até oficinas de plantas medicinais e produtos fitoterapicos

(MATSUCHITA e MATSUCHITA, 2015; TESSER et al., 2018).

Segundo o Programa Nacional de Plantas Medicinais (2016) o uso de plantas e
fitoterapicos aumentou 161% entre os anos de 2013 e 2015, principalmente no Sistema
Unico de Saude. Esse resultado positivo no uso de medicamentos fitoterapicos é uma
resposta a implantagcao em 2006 do programa de Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos.

A portaria n° 917, de 3 de maio de 2006, do Ministério da Saude (MS), instituiu a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS, sendo hoje o
mais recente instrumento normativo que orienta, incentiva e potencializa as iniciativas de
saude. O objetivo desta politica ¢ garantir a populagdo brasileira, o acesso seguro € o uso
racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional. Entre outras
praticas, institui o uso de plantas medicinais e a fitoterapia como praticas integrativas e
complementares para a populacdo (BRASIL, 2006a; MACEDO, 2016; ARRUDA, 2019).

Nesta portaria o MS estabeleceu diretrizes, das quais se podem destacar: a) o
provimento do acesso a plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do SUS; b) formagao
e educacdo permanente dos profissionais de saide em plantas medicinais e fitoterapia; c)
acompanhamento e avaliagdo da inser¢do e implementacdo das plantas medicinais e
fitoterapia no SUS; d) promocdo do uso racional de plantas medicinais e dos fitoterapicos
no SUS (ARRUDA, 2019).

Em 22 de junho de 2006, o Decreto n° 5.813 aprova a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) com a finalidade de garantir a populagdo brasileira o
acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, na perspectiva da

integralidade da aten¢do a satde, considerando o conhecimento tradicional sobre plantas
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medicinais. Desta forma fomentou-se o desenvolvimento de uma cadeia produtiva e da
industria nacional, proporcionando a sustentabilidade da biodiversidade (BRASIL, 2006b).

Depois da aprovagdo destas politicas foi criado um Grupo de Trabalho
Interministerial (GTI), a partir da Portaria Interministerial n® 2960, de 9 de dezembro de
2008, para elaborar as diretrizes do PNPMF (BRASIL, 2008; BRASIL, 2009).
Posteriormente, por meio da Portaria n® 886/GM/MS, de 20 de abril de 2010, o MS instituiu
a “Farméacia Viva” no ambito do SUS, que teve como atribuigdes realizar todas as etapas de
preparo de plantas medicinais (cultivo, coleta, processamento, armazenamento, manipulacao
e dispensacdo de preparacdes (BRASIL, 2010; BATISTA e VALENCA, 2012).

Em 2012, o MS publicou o Caderno de Atencdo Bdasica denominado ‘Praticas
integrativas e complementares: plantas medicinais e fitoterapia na atencao basica” (BRASIL,
2012). Neste caderno encontram-se as normas e informagdes sobre servigcos, produtos
relacionados a fitoterapia na Estratégia Saude da Familia/Atencao Bésica. Procura estimular,
orientar e sensibilizar os gestores e profissionais de saude na formulagdo e implantacdo de
politicas, programas e projetos. Também busca estruturar e fortalecer a atengdo em
fitoterapia, com destaque na atencdo basica e Satide da Familia (SILVA, 2014).

Essas politicas nacionais tém convergéncia e sintonia com outras, como a Politica
Nacional de Satde, de Atengdo Basica, de Educagao Permanente, de Assisténcia
Farmacéutica, de Povos e Comunidades Tradicionais, de Biodiversidade e a Politica
Industrial Tecnoldgica e de Comércio Exterior. As a¢des decorrentes sdo imprescindiveis
para a melhoria da atencdo a satide da populagdo, ampliacdo das opgdes terapéuticas aos
usuarios do SUS, uso sustentavel da biodiversidade brasileira, fortalecimento da agricultura
familiar, geracdo de emprego e renda, desenvolvimento industrial e tecnologico, inclusao
social e regional (BRASIL, 2012).

A Anvisa, acompanhando as politicas, publicou, em 2013, regulamentos inéditos no
pais para a area de fitoterapicos: a Portaria n° 452, de 25 de fevereiro de 2013 (BRASIL,
2013a), que “aprova o Regimento Interno da Comissdo da Farmacopéia Brasileira”; a
Resolugdo RDC n° 13, de 14 de marco de 2013, que “dispoe sobre as Boas Prdticas de
Produtos Tradicionais Fitoterdpicos” (BRASIL, 2013b); e a Resolugdo RDC n° 18 de 03 de
abril de 2013, que “dispoe sobre as Boas Praticas de Processamentos e Armazenamento de
plantas medicinais, Prepara¢do e Dispensagdo de produtos magistrais e oficiais de plantas
medicinais e fitoterdpicos em Farmdcias Vivas no ambito do Sistema Unico de Saiide (SUS)”
(BRASIL, 2013c). E, em 2014, a Anvisa publicou atualiza¢des para os regulamentos

técnicos de produtos fitoterapicos, dentre os quais se destacam: a Resolu¢do RDC n° 26, de
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13 de maio de 2014 (RDC n° 26/2014), que “dispoe sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos e o registro e a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos” (BRASIL,
2014a); e a Instrugdo Normativa n® 02, de 13 de maio de 2014 (IN n° 02/2014), que “Publica
a Lista de medicamentos fitoterapicos de registro simplificado e a Lista de produtos
tradicionais fitoterapicos de registro simplificado” (BRASIL, 2014b).

Entre 2013 e 2015 a busca plantas medicinais e fitoterapicos no Sistema Unico de
Saude (SUS) mais que dobrou, crescendo 161%. Com a atualizagdo do marco legal para
fitoterapicos no Brasil, os critérios para registro dos fitoterapicos se tornaram mais
harmonizados com os critérios internacionais (CARVALHO et al., 2014; MOREIRA et al.,
2014).

O sistema Unico de Saude (SUS) oferece medicamentos fitoterapicos para
tratamento de queimaduras, tratamento ginecoldgico, gastrite entre outros (OLIVEIRA et
al., 2016; OLIVEIRA e ROPKE, 2016).

Verificou-se que os métodos empregados nas monografias de drogas vegetais e
derivados da Farmacopeia Brasileira estdo consonantes com os empregados nas principais
farmacopeias internacionais, sendo os seus requisitos mais convergentes com a Farmacopeia
Europeia. Por outro lado, foi verificado que o Brasil tem inovado por meio da Farmacopeia
Brasileira, oferecendo monografias para drogas vegetais que ndo estdo contempladas nos
outros compéndios (GONCALVES, 2017).

Entre 2017 e 2018, a PNPIC ampliou o rol de sistemas complexos e recursos
terapéuticos reconhecidos, com possibilidade de oferta no SUS, além das elencadas pela
politica inicial. Esta ampliagdo aconteceu num contexto politico conturbado, com
repercussdes favoraveis e contrdrias. Temas centrais como o exercicio profissional e
necessidade de financiamento indutor, entre outros, persistem como pautas que demandam
acdes governamentais no processo politico de institucionalizacdo das PICS. Os mecanismos
de regulamentacdo da politica estdo circunscritos a visibilidade e monitoramento da oferta
de servigos, o que revela uma estrutura ainda fragil de ampliacdo na implantagdo dessas

praticas (TESSER et al., 2018; SILVA et al., 2020).

1.1 Caracteristicas botanicas da Guazuma ulmifolia

Guazuma ulmifolia Lam (figura 1), popularmente mais conhecida como mutamba, e

embiribeira ¢ uma planta facilmente encontrada em paises da América Latina. E também
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encontrada em cultivos na Asia (LOPES et al., 2012; SANTOS et al., 2018; PEREIRA et
al., 2019a).

No Brasil ¢ encontrada principalmente no cerrado como uma espécie de grande
variagdo morfolégica. Dependendo da regido de sua ocorréncia possui a sinonimia de
mutamba, embireira, camaca, pau-de-bicho, piriquiteira, embira, guaxima-macho, fruta-de-
macaco, torcida-araticum e araticum-bravo. E uma planta resistente ¢ que se adapta a
diferentes condi¢des climaticas (CORREA, 1974; CEDIEL-DEVIA et al., 2019).

A Guazuma ulmifolia Lam, pertence a familia Malvaceae. Segundo Galina et al.
(2005) existem duas subfamilias dentro de Sterculiaceae: Byttnerioideae e Sterculioideae. E
uma espécie pioneira, perenifolia, semidecidua e helidfita, uma espécie potencialmente
utilizdvel em projetos de reestabelecimento de areas degradadas, indicada como espécie
pioneira. Sua madeira € utilizada na confeccao de tonéis, construgdes internas, carvao e pasta
celulosica.

A Mutamba ¢ uma arvore de grande porte podendo atingir 20 metros de altura, seu
tronco normalmente apresenta de 20 a 50 centimetros de didmetro, possui folhas com limbo
oblongo, margens denteadas e ambas as superficies com revestimento de tricomas
estrelados; inflorescéncia racemosa ou paniculada, axilar, tdo longa quanto os peciolos,
flores pequenas, alvas, pétalas eretas e cuculadas, fruto preto, gelatinoso-sacarino

(CORREA,1974; PIRES, 2020).

Figura 1. Guazuma ulmifolia Lam .. A, Arvore; B, tronco; C, folhas; D e E, Folhas e flores; F e G,

flor; H, frutos verdes; I e J, Frutos maduros (de cor preta); K, Secdo transversal de frutas; L, sementes.

Fonte: PEREIRA et al, 2019b.
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1.2 Uso medicinal da Guazuma ulmifolia.

Diante do atual crescimento no uso de medicamentos de origem natural e na busca
por novos compostos com potencial farmacolédgico, a Guazuma ulmifolia Lamarck, chama
a atenc¢do por seu uso empirico em diversas situagcdes como: bronquites, queimaduras,
diarreia, asma, inflamacgdes, problemas da prostata, obesidade e alopecia. Popularmente ¢
conhecida por suas propriedades adstringentes, depurativas, cicatrizantes, antissépticas,
sudoriferas e desobstruentes do figado (CARVALHO, 2014b; MARTINS, 2018; PEREIRA
et al., 2019b; SILVA, 2019; PEREIRA et al., 2020).

A Guazuma ulmifolia L possui diversos efeitos, de acordo com as suas partes
utilizadas, como as frutas, folhas e casca do caule. Entre os diferentes componentes da G.
ulmifolia, a casca chama ateng¢ao especial por seu alto teor de taninos. A superficie da casca
¢ acinzentada, nervurada e dspera, com uma espessura de até 12 mm, o que a torna facilmente
destacavel em tiras retangulares para uso posterior (TENE et al., 2007; AL MUQARRABUN
e AHMAT, 2015; MORAIS et al., 2017; MUNIZ et al., 2020; PRAHASTUTI et al., 2020).

Os principais componentes detectados nos extratos em acetato de etila, das cascas de
G. Ulmifolia foram: 4cido linolénico, tocoferol (vitamina E), esqualeno, estigmasterol e o
fucosterol (MAFALDA, 2017).

Estudos com o extrato da casca da Mutamba demonstrou atividade antibacteriana,
com melhor atividade bacteriostitica contra bactérias Gram-positivas (S..aureus e B.
subtillis) e Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), ja o efeito bactericida foi eficaz apenas
com bactérias Gram-positivas comprovando o que j& havia sido testado em experimentos
anteriores (GALINA, 2003; 2005). Porém poucos sdo os estudos cientificos publicados na
tentativa de identificar agdes farmacologicas desta espécie. Portanto este trabalho se justifica

pela necessidade de se identificar efeitos biologicos desta planta.
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OBJETIVO

Objetivo geral

Investigar os efeitos bioldgicos da Mutamba em testes pré-clinicos in-vivo e in-vitro.

Objetivos especificos

Analisar o potencial toxicoldgico do extrato da folha da Mutamba sobre o fendtipo
de camundongos Swiss expostos subcronicamente por 28 dias.

Avaliar o potencial antimicrobiano in vitro do extrato da folha da Mutamba.
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RESUMO

INTRODUCAO: A utilizagdo de plantas com fins medicinais, seja para preven¢ao, tratamento,
ou cura de doengcas e outras condi¢gdes de saude, ¢ uma das praticas mais antigas da humanidade.
No entanto, reconhecidos 6rgdos nacionais e internacionais, de vigildncia em sauide,
reconhecem que os efeitos das plantas medicinais devem ser submetidos a estudos cientificos
para compreender de uma forma mais adequada suas propriedades, seguranga e eficiéncia
biologica. Neste sentido, o objetivo do presente artigo ¢ analisar o potencial toxicoldgico do
extrato bruto de Guazuma ulmifolia Lam., por ser a toxicidade uma caracteristica apresentada
por quase toda espécie vegetal e que pode estar associada a fatores proprios das plantas, dos
individuos que as consumem ou usam, ou relacionadas ao modo de exposi¢do. METOLOGIA:
O material vegetal foi coletado no municipio de Palmas/TO em cinco localidades diferentes.
Ap6s procedimentos especificos foi obtido o extrato hidroalcodlico bruto de G. ulmifolia Lam.
e utilizado para os testes 25 camundongos Swiss, agrupados por similaridade em 5 grupos
experimentais, onde a exposi¢ao ao extrato bruto foi feita por meio da administragdo oral, por
meio de gavagem, com diferentes concentragdes. RESULTADOS: Nao foram observadas
modifica¢des bioquimicas e hematoldgicas dos parametros estabelecidos quando comparadas
o grupo controle com os grupos experimentais. Bem como, ndo foram observadas alteracdes
estruturais e morfoldgicas nos rins, figado e cérebros entre os grupos analisados. DISCUSSAO:
Os resultados preliminares demonstraram diferenca estatistica entre o grupo B e o grupo
Controle, com relacdo ao peso € ao consumo de alimentos, o que poderia indicar indices de
toxicidade do extrato bruto de G. ulmifolia Lam. Os estudos histomorfolégicos em 6rgdos como
figado, cérebro e rim sdo comuns na literatura, pois revelam um importante papel destes 6rgaos
quando se deseja avaliar o potencial de toxicidade de substancias quimicas e formulagdes para

fins terapéuticos. As analises histologicas realizadas com substancias toxicas mostram que os
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orgdos mais afetados sdo o figado, porém, neste trabalho, as amostras histoldgicas de figado,
cérebro e rim ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa com rela¢ao ao controle. Para
confirmar estas informagdes, também foram feitas as andlises fisico-quimicas nas amostras de
sangue coletadas dos individuos de cada grupo experimental e nenhum dos parametros
analisados demonstrou diferenca significativa com relagdo ao grupo controle. Dessa forma,
pode se dizer que ndo héa evidéncias da toxicidade do extrato bruto de G. ulmifolia nas
quantidades estudadas em camundongos. CONCLUSAO: O estudo demonstrou que nas

dosagens testadas o extrato da Mutamba ndo apresenta toxicidade.

Palavras-chave: Mutamba, Guazuma ulmifolia, Toxicidade.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The use of plants for medicinal purposes, whether for prevention,
treatment, or cure of diseases and other health conditions, is one of the oldest practices of
mankind. However, recognized national and international health surveillance bodies recognize
that the effects of medicinal plants should be submitted to scientific studies to better understand
their properties, safety and biological efficiency. In this sense, the objective of this article is to
analyze the toxicological potential of the crude extract of Guazuma ulmifolia Lam., because
toxicity is a characteristic presented by almost every plant species and that may be associated
with factors specific to plants, individuals who consume or use them, or related to the mode of
exposure. METOLOGY: The plant material was collected in the city of Palmas/TO in five
different localities. After specific procedures, the crude ethanol extract of G. ulmifolia Lam.
was obtained and used for the tests 25 Swiss mice, grouped by similarity in 5 experimental
groups, where exposure to crude extract was made through oral administration, through gavage,
with different concentrations. RESULTS: No biochemical and hematological changes were
observed in the established parameters when the control group was compared with the
experimental groups. As well, no structural and morphological changes were observed in the
kidneys, liver and brains among the groups analyzed. DISCUSSION: The preliminary results
showed statistical difference between group B and the Control group, in relation to weight and
food consumption, which could indicate toxicity indices of the crude extract of G. ulmifolia
Lam. Histomorphological studies in organs such as liver, brain and kidney are common in the

literature, as they reveal an important role of these organs when it is to evaluate the potential
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toxicity of chemical substances and formulations for therapeutic purposes. Histological
analyses performed with toxic substances show that the most affected organs are the liver, but
in this study, the histological samples of liver, brain and kidney did not present any significant
difference in relation to the control. To confirm this information, physicochemical analyses
were also performed on blood samples collected from individuals in each experimental group
and none of the parameters analyzed showed significant difference in relation to the control
group. Thus, it can be said that there is no evidence of the toxicity of the crude extract of G.
ulmifolia in the amounts studied in mice. CONCLUSION: The study demonstrated that in the

tested dosages the Mutamba extract does not present toxicity.

Keywords: Mutamba, Guazuma Ulmifolia, Toxicology, Toxicity.

1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com fins medicinais, seja para preveng¢ao, tratamento, ou cura
de doengas e outras condi¢des de satide, ¢ uma das praticas mais antigas da humanidade
(PAINE e ROE, 2018; DANTAS e GUIMARAES, 2007). Ainda que sejam comumente
usadas, existem lacunas de conhecimento cientifico sobre a eficacia farmacoldgica de varias
destas espécies vegetais, assim como da auséncia de riscos toxicoldgicos recorrentes do seu
uso (BOCHNER et al, 2012; MAZZARI,; PRIETO, 2014).

Tradicionalmente, a comprovacao desta eficacia tem se dado na propria pratica de
consumo e nas informagdes transmitidas de individuo para individuo e de geracdo para
geracdo (PAINE e ROE, 2018; SOUZA; LOBATO; MENEZES, 2019). No entanto,
reconhecidos Orgdos nacionais e internacionais, como a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o Ministério da Saude, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
reconhecem que os efeitos das plantas medicinais devem ser submetidos a estudos cientificos
para compreender de uma forma mais adequada seu potencial terapéutico e seguranga
(ANVISA, 2020; BRASIL, 2006; OMS, 2020). Esta comprovacdo cientifica deve
possibilitar o uso destas espécies vegetais como matéria-prima para a fabrica¢do de novos
medicamentos fitoterapicos (CERVELLATI, 2018).

Especificamente, a planta denominada “mutamba”, de nome cientifico Guazuma
ulmifolia Lam., ¢ uma arvore da América Latina usada na medicina tradicional para o

tratamento de varias condi¢des patologicas, como diarreia, tosse, distirbios gastrointestinais
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e cardiovasculares (PEREIRA et al., 2019). Outros estudos t€m demonstrado seu efeito
antimicrobiano,  antiprotozoario, antiviral, antifingico, acdo  anticancerigena,
antihiperglicémica, anti-inflamatoria e antioxidante (AL-MUQARRABUN; AHMAT, 2015;
MORALIS et al., 2017). Analisados em conjunto, estes resultados confirmam a importancia
desta planta para o cuidado da saude e ratificam a relevancia de desenvolver novos estudos
que analisem outros efeitos terapéuticos, assim como os riscos toxicoldgicos de seu uso.
Logo ¢ necessario maiores estudos sobre as plantas medicinais, neste sentido, o objetivo do

presente artigo ¢ analisar o potencial toxicologico do extrato bruto da G. ulmifolia Lam.

2 MATERIAIS E METODOS

Coleta do material vegetal

O material vegetal foi coletado no municipio de Palmas/TO em cinco localidades
diferentes. As amostras foram coletadas na estacdo seca no periodo da manha de junho de
2019. As exsicatas com folhas, flores e frutos foram levadas ao Herbario da Fundacao
Universidade do Tocantins para certificacdo. Depois de coletado, o material foi dessecado
em estufa de 40°C com circulacao de ar e triturado em moinho de facas. Posteriormente, 100
g de material triturado foi misturado com 500 ml de alcool etilico 70% (v/v) por maceragao
com agitacdo mecanica durante 5 h. Apds esse procedimento, a mistura foi filtrada por trés
vezes consecutivas.

Este produto filtrado foi concentrado em um rotaevaporador a 40°C para obtengao
do extrato hidroalcodlico bruto de G. ulmifolia Lam. O extrato foi armazenado em

temperatura média de 7°C.

Testes em modelos animais

Para os testes animais foram utilizados 25 camundongos Swiss, machos, com idade
entre 6 e 9 semanas, fornecidos pelo biotério da Universidade de Gurupi - UnirG. Os animais
foram agrupados por similaridade de peso em gaiolas, todas das mesmas dimensdes. Estas
gaiolas foram localizadas em uma sala climatizada, com temperatura constante entre 214+2°C
e ciclo claro-escuro de 12h. A racdo utilizada para alimentacao foi a ragdo comercial padrao

e agua ad libitum.
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Em total, 5 grupos experimentais foram formados, cada um de 5 individuos (Tabela
1). O extrato de G. ulmifolia Lam. foi diluido em agua destilada [1:10] obtendo-se ao final
da solucdo um volume total méximo de 1 ml. A exposicao ao extrato bruto foi feita por meio
da administracdo oral, por meio de gavagem, com diferentes concentragdes do extrato (200,
400, 600 e 800 mg/kg) para cada grupo experimental (Tabela 1), sendo administrado em

todas as ocasidoes no mesmo horario.

Tabela 1: Divisdo dos grupos experimentais (n=5) para realizagdo do teste toxicologico durante 28 dias

expostos ao extrato bruto da Guazuma ulmifolia Lam.

GRUPO SOLUCOES TESTE
Controle Solugao salina

Grupo A 200 mg/kg de extrato
Grupo B 400 mg/kg de extrato
Grupo C 600 mg/kg de extrato
Grupo D 800 mg/kg de extrato

Os animais foram submetidos a um jejum de 3-4 horas antes da administra¢ao do
extrato. Apds o periodo de jejum, os animais foram pesados e a solucdo do teste foi
administrada durante 28 dias. Apds dos 28 dias foram coletados os seguintes dados: peso
dos animais (diferenca entre o dia 1 e o dia 28), peso das fezes (pesagem da maravalha todos
os dias), consumo de dgua (medi¢do do volume de agua colocado nos bebedouros todos os
dias) e consumo de alimento (pesagem da ragdo antes e depois da alimenta¢cdo dos animais
todos os dias). Todas estas observacdes foram sistematicamente registradas.

No final dos 28 dias de administragdo do extrato, todos os animais foram
eutanasiados através da administracdo de lidocaina 2% e 40mg/kg de tiopental sddico, via
intraperitoneal. Apos a comprovagdo da interrup¢do dos sinais vitais, os animais foram
dissecados para a coleta dos 6rgdos. Os tecidos foram fixados com solugdo de etanol 70%
(v/v) por 15 dias, ao abrigo da luz e calor, para posterior tratamento.

Neste ponto ¢ importante destacar que o trabalho foi submetido para aprovagdo no
Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal do Tocantins (ANEXO 1), sob a
responsabilidade do professor Guilherme Nobre Lima do Nascimento, e de acordo com as
normas ¢éticas estabelecidas pela Lei n® 11.794 de 8 de outubro de 2008, que estabelece os
critérios para procedimentos no uso cientifico de animais. O estudo seguiu todas as normas

do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), as Diretrizes para testes de
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produtos quimicos (Guideline for testing of chemicals — OECD) e da ANVISA (Resolucao
RDC n° 26 de 13 de maio de 2014).

Histologia

Apos a fixagdo, os tecidos foram submetidos a uma bateria de desidratagdo gradual
com solu¢des contendo etanol. Este procedimento foi feito da seguinte maneira: solugdo de
etanol a 70% (v/v) por 10 min, posterior exposi¢ao a etanol 90% (v/v) por 20 min, e
finalmente exposi¢do a etanol 100% (v/v) por uma hora. Apds a desidratagdo, os tecidos
foram diafanizados com banhos em xilol, sendo submersos a xilol I e xilol II por 20 min,
seguindo entdo a impregna¢do em parafina I, II e III por 20 min. Posteriormente, foi feita a
submersdo em parafina nova para corte em micrétomo. Os cortes tinham 6 um de espessura,
foram feitas 4 ldminas com 3 cortes de cada tecido, para cada animal.

Os cortes foram colocados em laminas histologicas de vidro e armazenados em
estufa a 40°C para fixacdo do tecido na lamina. Posteriormente foi feita a coloragdo,
seguindo a seguinte bateria: Xilol I e II por 5 min, etanol 100% (v/v) e 90% (v/v) por 5 min
e etanol 70% (v/v) por 2 min. Finalmente, foi feito um banho rdpido em 4dgua, hematoxilina
por 5 min, banho rapido em agua, seguido de banho em eosina por 30 seg. Posteriormente
feito um banho rapido em 4gua, seguindo assim a ordem inversa para as solugdes de etanol
e xilol. Apds a coloragdo foi fixada uma laminula com Enthelan sobre o tecido. A analise foi

realizada usando um microscopio trinocular de luz marca Opton® modelo TIM 108 acoplado

a uma camera Nikon, modelo D3000, lente AF-S FX NIKKOR 85mm e computador para
captura de imagem.

Na analise histopatologica feita foram observadas as estruturas morfologicas, como
quantidade de células por campo, arquitetura padrao do tecido, presenca de infiltrado

inflamatorios.
Testes hematologicos e bioquimicos

O sangue coletado dos animais dos grupos de experimentagdo foi centrifugado por
10 min a 1.500 rpm logo apds a coleta, para a obtengdo do plasma. Posteriormente foram
analisados os parametros bioquimicos sanguineos: glicemia, colesterol, proteina total, uréia,

bilirrubina, creatinina, triglicerideos, transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e
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transaminase glutdmico piravica (TGP), além do hemograma completo do sangue. Todos

estes testes foram realizados utilizando kits comerciais para estas analises.

Analises estatisticas

Os resultados foram analisados mediante ANOVA seguido teste de Tukey a nivel

de significancia de 0,05. O software estatistico usado foi o GraphPad Prism 7.00.
3 RESULTADOS
Peso dos camundongos, consumo de dgua e alimentos e peso das fezes
O presente artigo teve como objetivo analisar o potencial toxicoldgico do extrato
bruto de G. ulmifolia Lam. usando como modelo experimental camundongos Swiss expostos

subcronicamente e tratados com 4 diferentes concentragdes do extrato (Tabela 1). Assim, o

primeiro aspecto avaliado foi o peso dos animais (Tabela 2).

Tabela 2. Média dos pesos dos camundongos tratados com o extrato bruto de G. u/mifolia durante 28 dias (n=5
para cada grupo experimental). A medida foi feita em gramas (g).

Dia da medicio Controle GrupoA GrupoB GrupoC  GrupoD

0 52 50 44 47 50
7 48 50 43 45 49
14 46 48 40 43 49
28 49 47 43 43 48

* A média do grupo B e C apresentaram diferenca estatistica com relagdo ao controle.

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

O peso do grupo B e do grupo C foi estatisticamente diferente com relacdo ao grupo
controle (p=0,0014 e 0,0289 para cada grupo respectivamente).
Também, foi observado o consumo de liquidos (Tabela 3), o consumo de alimentos

(Tabela 4) e o peso das fezes (Tabela 5).
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Tabela 3. Média do consumo de liquidos consumido pelos camundongos tratados com o extrato bruto de G.
ulmifolia durante 28 dias (n=5 para cada grupo experimental). A medida foi feita em mililitros (ml).

Dia da medicio Controle GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

7 25 25 25 25 30

14 35 35 20 25 28

28 47 27 32 35 37
Meédia 35,6 29,0 25,6 28,3 31,6
Desvio padrao 11,0 53 6,0 5.8 4,7

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

Com relacdo ao consumo de liquidos (Tabela 3) ndo se observou nenhuma diferenga

estatistica entre os grupos experimentais.

Tabela 4. Média do consumo de alimentos consumido pelos camundongos tratados com o extrato bruto de G.
ulmifolia durante 28 dias (n=5 para cada grupo experimental). A medida foi feita em gramas (g).

Dia da medicio  Controle GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

7 17,2 20,5 14,7 16,3 20,9

14 20,0 18,1 7,8 14,1 21,5

28 24,1 15,1 13,8 14,3 23,7
Média 20,4 17,9 12,1* 14,9 22,0
Desvio padrao 3,5 2,7 3.8 1,2 1,5

* A média do grupo B apresentou diferenca estatistica com relag@o ao controle.
Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

O consumo de alimentos (Tabela 4) apresentou diferenga estatistica entre o grupo B

com relagdo ao grupo controle (p=0,0246).

Tabela 5. Média do peso das fezes dos camundongos tratados com o extrato bruto de G. ulmifolia durante 28
dias (n=5 para cada grupo experimental). A medida foi feita em gramas (g).

Dia da medicio  Controle GrupoA GrupoB GrupoC GrupoD

7 4,7 6,5 52 4,4 6,8

14 7,1 4,5 33 4,2 6,2

28 7,2 4,2 4,9 34 6,7
Média 6,3 5,1 4,5 4,0 6,6
Desvio padrao 1,4 1,3 1,0 0,5 0,3

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

O peso das fezes (Tabela 5) ndo teve nenhuma diferenca estatistica entre os grupos

experimentais.
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Andlises histologicas

Neste trabalho, nas amostras de figado foram analisados os aspectos morfoldgicos
como arquitetura normal do parénquima hepatico foi também quantificado o nimero de
hepatocitos por area para cada 1amina histologica. Uma imagem representativa ¢ apresentada

na Figura 1.

Figura 1: Imagem representativa da ldmina histologica de figado dos camundongos tratados com o extrato
bruto de G. ulmifolia (aumento de 40X).

Os resultados ndo revelaram alteragdes na arquitetura normal do 6rgdo, bem como
ndo houve reducao dos hepatocitos nos grupos experimentais.

Por outra parte, nas amostras de rim foi analisado a morfologia geral do 6rgdo, bem
como as estruturas de glomérulo, capsula de Bowman, tabulos renais e capsula (figura 2).

Para o tecido cerebral também foram analisadas a arquitetura normal do tecido, sendo
que o mesmo ndo apresentou diferenga entre os grupos 1, 2, 3 ;4 comparado com o grupo
controle. Sugerindo que ndo ha indicativo de lesdes no tecido (figura 3).

As analises ndo apresentaram diferenga estatistica significativa entre os grupos

experimentais.

Figura 2: Imagem representativa da 1amina histologica de rim dos camundongos tratados com o extrato bruto
de G. ulmifolia (aumento de 40X).
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Nao foram observadas modificacdes dos pardmetros estabelecidos quando
comparados os grupos experimentais com relagdo ao grupo controle, assim como também
ndo se observou nenhuma mudanga na morfologia destas estruturas.

Para confirmar estas informagdes, também foram feitas as analises fisico-quimicas
nas amostras de sangue coletadas dos individuos de cada grupo experimental.

Figura 3: Imagem representativa da lamina histologica do cérebro dos camundongos tratados com o extrato
bruto de G. ulmifolia (aumento de 40X).

Andlises fisico-quimicas nas amostras de sangue

Os resultados relacionados com a fun¢do hepatica sdo relatados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores médios dos pardmetros fisico-quimicos relacionados a fungdo hepatica e renal dos
camundongos tratados com o extrato bruto de G. u/mifolia durante 28 dias (n=5 para cada grupo experimental).

Parametro Controle  Grupo Grupo Grupo Grupo

A B C D
TGO 33,2 21,8 28,5 38,75 40,6
TGP 195.,8 287,2 309,5 178,2 252,0
Ureia 73,6 51,4 58,0 62,5 60,4

Creatinina 0,502 0,518 0,557 0,613 0,584

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

Nenhum dos parametros analisados e apresentados na Tabela 6 demonstrou diferenca
significativa com relagdo ao grupo controle.
Finalmente, foram feitas analises hematoldgicas dos individuos de cada grupo

experimental. Os resultados relacionados com estes hemogramas sao relatados na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores médios dos parametros hematologicos dos camundongos tratados com o extrato bruto de G.
ulmifolia durante 28 dias (n=5 para cada grupo experimental).

Controle  Grupo Grupo Grupo Grupo

A B C D
Hemacias 3,91 3,76 3,38 3,96 4,20
(tera/L)
Hematécrito 10,64 10,30 10,13 12,23 10,26
(%)
Leucocitos 4260,00  5450,00 4666,66  3466,66  4733,33
(mm3)
Neutrofilos 1179,80  1712,50  1202,66 715,66  1539,33
(mm3)
Eosinofilos 0 0 0 0 0
(mm3)
Basofilos 0 0 0 0 0
(mm3)
Linfécitos 3848 3724 3403 2718 3194
(mm3)

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.

Os dados ndo demonstraram nenhuma variagcdo significativa nos pardmetros
hematologicos dos grupos tratados com extrato bruto de G. u/mifolia Lam. com relagdo ao

controle.

4 DISCUSSAO

A mutamba (G. ulmifolia Lam.) ¢ uma planta medicinal comumente usada na forma
de chas caseiros. Nestes chas, as folhas, os frutos ou as cascas sdo utilizados, assim como
também pode ser usado o extrato concentrado. Em qualquer dos casos, o ideal ¢ que para seu
consumo seja feita a indicagdo de um naturopata, para reconhecer a dose de uso e a
frequéncia adequada para cada pessoa e condi¢do médica (PEREIRA; PEIXOTO;
ARRUDA, 2019).

O presente artigo teve como objetivo analisar o potencial toxicoldgico do extrato
bruto de G. ulmifolia Lam. usando como modelo experimental camundongos Swiss, que
foram tratados com 4 diferentes quantidades do extrato (Tabela 1), e os primeiros parametros
analisados foram peso dos camundongos, consumo de aguas e alimentos e peso das fezes
(Tabelas 2-5).

Geralmente, as alteracdes no peso corporal de animais tratados com substancias
quimicas refletem seus efeitos toxicos e tém sido usadas como indicadores de efeitos

adversos de produtos quimicos e medicamentos, especialmente se essa perda for superior a



35

10% do peso inicial (SUBRAMANION, 2011). Os resultados apresentados na Tabela 2 ndo
demonstram esta situagdo, e sim pouca diferenca de pesos entre o grupo controle e os grupos
tratados.

Por sua parte, a analise da ingestdo de dgua e de alimentos em um experimento com
animais ¢ importante para investigar a seguranca das substancias estudadas para fins
terapéuticos (MUKINDA; EAGLES, 2010). Os resultados preliminares demonstraram
diferenga estatistica entre o grupo B e o grupo controle, com relagdo ao peso e ao consumo
de alimentos (Tabela 4), o que poderia indicar indices de toxicidade do extrato bruto de G.
ulmifolia Lam. No entanto, para deduzir o potencial toxicoldgico do extrato nos
camundongos, foi necessario analisar as amostras histologicas.

Estudos histomorfolégicos em o6rgdos como figado, cérebro e rim sdo comuns na
literatura, pois revelam um importante papel destes 6rgdos quando se deseja avaliar o
potencial de toxicidade de substancias quimicas e formulagdes para fins terapéuticos
(SANTANA et al., 2015). Anélises histologicas realizadas com substancias toxicas mostram
que os orgdos mais afetados sdo o figado, com alteragdes nos hepatocitos do tipo edema,
hemorragia, focos de infiltrado inflamatorio e aumento da presenca de mitose, e de rins, com
hemorragia, presenca vascular de cristais hematicos e congestdo. Também ¢ importante dizer
que as alteracdes variam de leve a grave, dependendo do tipo e concentracdo da substancia
(MARTINS et al, 2009).

Neste trabalho, as amostras histologicas de figado, cérebro e rim nio apresentaram
nenhuma diferenca significativa com relagdo ao controle. Para confirmar estas informagdes,
também foram feitas as andlises fisico-quimicas nas amostras de sangue coletadas dos
individuos de cada grupo experimental. Os resultados relacionados com a funcdo hepatica e
as andlises hematologicas foram relatados na Tabela 6 e 7. Nenhum dos parametros
analisados demonstrou diferenga significativa com relagdo ao grupo controle, o que confirma
que ndo houve disfunc¢io hepatica ou algum problema no sistema imunologico por causa dos
tratamentos com o extrato bruto de G. ulmifolia Lam. em camundongos.

Sobre o conjunto destes achados, pode se dizer que ndo hé evidéncias da toxicidade
do extrato bruto de G. ulmifolia nas quantidades estudadas em camundongos. Resultados
similares foram encontrados por Dos Santos e colaboradores (2018) quando usaram extratos
da casca e das folhas de G. u/mifolia Lam. in ratos. Estes pesquisadores trataram os animais
com 2000 e 5000 mg/kg de massa corporal. Os resultados ndo apresentaram sinais de
toxicidade, mortalidade ou alteracdes fisicas e comportamentais, exceto pelo aumento da

creatinina na dose mais alta quando comparada com o grupo de controle.
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5 CONCLUSAO

O estudo realizado dentro das técnicas utilizadas permitiu demonstrar que ndo houve
reagoes de toxicidade quando avaliados os parametros bioquimicos e hematologicos, bem
como ndo foram encontradas alteragdes histologicas nos 6rgaos analisados, portanto podem
concluir que nas dosagens testadas o extrato da Mutamba ndo apresenta toxicidade, porém

sd0 necessarios mais testes para comprovagao de isencao de toxicidade no uso cronico.
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AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIMICROBIANO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DA Guazuma Ulmifolia Lam.

RESUMO

Introducéo: A fitoterapia tem demonstrado que plantas podem ser utilizadas para o tratamento
de infecgdes bacterianas, dentre elas a Guazuma ulmifolia Lamark, conhecida como Mutamba,
guaxima-macho, fruta-de-macaco, torcida-araticum e embiribeira. Objetivo: Este trabalho
teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato hidroalcodlico da Guazuma
Ulmifolia L., in vitro, contra cinco diferentes cepas bacterianas. Método: Realizou-se a triagem
da atividade antimicrobiana pela técnica de difusdo em agar empregando-se o método de
difusdo em poco. Foram coletadas amostras de folhas, flores e frutos, em Palmas/Tocantins,
para producdo do extrato hidroalcodlico bruto da planta. Resultados: Os testes realizados para
as cepas Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (NEWP 0028), Shigella
flexneri (ATCC12022), Candida parapsilosis (ATCC22019) ndo apresentaram resultados de
inibicdo. Porém foi observado efeito antimicrobiano do extrato da folha para a espécie
Staphylococcus aureus (ATCC6538). Conclusao: Faz-se necessario ainda mais estudos para
avaliar o efeito toxicologico da G. ulmifolia L., entretanto este demonstrou atividade especifica
antimicrobiana, apresentando também vantagem comercial devido a ndo necessidade de altos
custos para acesso.

Palavras chave: Guazuma ulmifolia Lamark. Extrato hidroalcodlico. Antimicrobiano.

ABSTRACT

Introduction: Phytotherapy has shown that plants can be used for the treatment of bacterial
infections, among them Guazuma ulmifolia Lamark, known as Mutamba, guaxima-macho,
monkey fruit, twisted-araticum and embiribeira. Objective: This study aimed to evaluate the
antimicrobial potential of the ethanol extract of Guazuma Ulmifolia L., in vitro, against five
different bacterial strains. Method: Antimicrobial activity was screened using the agar
diffusion technique using the well diffusion method. Samples of leaves, flowers and fruits were
collected in Palmas / Tocantins to produce the crude ethanolic extract of the plant. Results: The
tests performed for the strains Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium
(NEWP 0028), Shigella flexneri (ATCC12022), Candida parapsilosis (ATCC22019) did not

show inhibition results. However, an antimicrobial effect of the leaf extract was observed for
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the species Staphylococcus aureus (ATCC6538). Conclusion: Further studies are needed to
evaluate the toxicological effect of G. ulmifolia L., however, it demonstrated specific
antimicrobial activity, also presenting a commercial advantage due to the lack of high access
costs.

Keywords: Guazuma ulmifolia Lamark. Ethanol extract. Antimicrobial.

1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais com uma rica diversidade biologica, sendo algumas destas plantas
alvos de estudos e pesquisas ndo apenas no Brasil, mas de interesse mundial por terem alto
poder no tratamento, entre outras atividades, contra infec¢des bacterianas com potencial
alternativa para controlar doencas causadas por estes patogenos (DOS ANJOS et al., 2016;
ELISHA et al., 2017).

Segundo Brasil (2010) o uso de plantas como forma de cura esta relacionado com os
primordios da medicina e constituiram as bases de muitos tratamentos de diferentes
patologias. Desde 1978 apods a Declaragdo Alma-Ata a Organizacdo Mundial da Satde
(OMS) tem se posicionado quanto a importancia na valorizagdo da utilizacdo de plantas
medicinais, uma vez que uma parcela muito grande da populagdo mundial depende destas
plantas em sua aten¢@o primaria a saide. Segundo Sales et al. (2017) aproximadamente 25%
das prescri¢des médicas nos paises desenvolvidos sao substancias derivadas de plantas, 25%
de outros produtos naturais e 50% de origem sintética.

O uso de plantas e fitoterapicos aumentou 161% entre os anos de 2013 e 2015,
principalmente no Sistema Unico de Saude. Esse resultado positivo no uso de medicamentos
fitoterapicos ¢ uma resposta a implantacdo em 2006 do programa de Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos cujo objetivo ¢ garantir a populagdo brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel
da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL,
2016). Atualmente o sistema Unico de Saude (SUS) oferece medicamentos fitoterapicos para
tratamento de queimaduras, tratamento ginecologico e gastrite entre outros.

Atualmente na busca por novos compostos organicos com potencial farmacologico,
a Guazuma ulmifolia Lamarck, conhecida popularmente como Mutamba, guaxima-macho,
fruta-de-macaco, torcida-araticum e embiribeira, ¢ encontrada principalmente em regido de

cerrado surge como alternativa vidvel. Tal planta chama a atencdo por seu uso empirico em
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diversas situagcdes como: bronquites, queimaduras, diarreia, asma, inflamagdes e alopecia.
(PEREIRA et al., 2019)

A mutamba tem uma ampla utilizagdo na medicina popular, suas folhas, cascas e
raizes sdo usadas para a producao de medicamentos caseiros para tratamento de desinterias,
diarreias, para problemas com a prostata e estimulante uterino, entre outras enfermidades
(CARVALHO, 2014). Em estudos anteriores, extratos obtidos a partir da casca da mutamba
apresentaram atividade antibacteriana in vitro contra Escherichia coli, Bacillus sp,
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. (CACERES et al., 1993).

Outros estudos com o extrato da casca da mutamba demonstraram atividade
antibacteriana, com melhor atividade bacteriostatica contra bactérias Gram-positivas (S.
aureus e B. subtillis) e Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa), ja o efeito bactericida foi
eficaz apenas com bactérias Gram-positivas comprovando o que ja havia sido testado em
experimentos anteriores (GALINA, 2005).

Ha, entretanto, uma caréncia de informagdes em relacio aos aspectos farmacologicos
da mutamba, sendo isto um fator limitante para a valorizacdo de seus beneficios alimentares
¢ medicamentosos e agregacdo de valor a esta cultura potencial. H4 interesse popular,
industrial e governamental em associar o avango tecnoldgico a partir de medicamentos
derivados do conhecimento popular, com o intuito voltado a uma politica de assisténcia a
saude (MAFRA, 2019).

Diante da necessidade de maiores comprovacdes cientificas da potencialidade
farmacolédgica da Guazuma ulmifolia Lam., torna-se necessaria a realizagdo de mais estudos
para um melhor conhecimento sobre seu potencial farmacologico. Este estudo tem como
intencdo averiguar o potencial antimicrobiano do extrato da folha da Guazuma ulmifolia L.
com o objetivo de garantir seguranca sobre esta sua utilizagdo e também aumentar o seu

reconhecimento terapéutico.
2 MATERIAL E METODOS
2.1. Preparo do material vegetal e extrato hidroalcodlico
O material vegetal foi coletado no municipio de Palmas/TO em cinco localidades
diferentes. As amostras foram coletadas na estagcdo seca no periodo da manha de junho de

2019. As exsicatas com folhas, flores e frutos foram levadas ao Herbario da Fundacao

Universidade do Tocantins para certificacdo. Depois de coletado, o material foi dessecado



43

em estufa de 40°C com circulacao de ar e triturado em moinho de facas. Posteriormente, 100
g de material triturado foi misturado com 500 ml de 4lcool etilico 70% (v/v) por maceragao
com agitacdo mecanica durante 5 h. Apds esse procedimento, a mistura foi filtrada por trés
vezes consecutivas.

Este produto filtrado foi concentrado em um rotaevaporador a 40°C para obtencao
do extrato hidroalcodlico bruto de G. u/mifolia Lam. O extrato foi armazenado em

temperatura média de 7°C.

2.2 Atividade antimicrobiana

2.2.1 Teste de difusdo por pogo

Os ensaios antimicrobianas foram realizados em triplicata, através do método de
difusdo por pogo em placas de petri contendo 50 mL de meio agar Muller Hinton (AMH).
Para controle positivo foi utilizado 2 mg/mL de cloranfenicol. Como controle negativo foi
utilizada a solugdo de dimetil sulfoxido (DMSO) 10% (OLIVEIRA et al., 2016b com
adaptacdes). Com auxilio de Swab estéril as solucdes contendo os indculos ajustados na
escala 0,5 de McFarland obtendo cerca de 1,5 x 10 (UFC/mL) (NCCLS, 2003) foram
semeadas na superficie das placas contendo meio de cultura e em seguida foram perfurados
pogos com canudo de pléstico estéril de Smm de didmetro. Esses pogos foram preenchidos
com 50 puL de cada extrato diluido em DMSO 10% e com os controles positivo e negativo
(OLIVEIRA et al., 2017). Apds 24 h de incubacdo a 37°C, os halos de inibicdo do
crescimento microbiano foram medidos em milimetros, com auxilio de paquimetro digital
modelo Starret 799. As cepas utilizadas foram Staphylococcus aureus (ATCC6538),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (NEWP 0028), Shigella flexneri
(ATCC12022), Candida parapsilosis (ATCC22019) do laboratorio de microbiologia da
UFT (Fiocruz).

2.2.2 Determinacao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)
Em microbiologia, a concentracdo inibitoria minima (CIM) ¢ a mais baixa

concentra¢do de um produto quimico responsavel por limitar o crescimento visivel de uma

bactéria (ou seja, que tem atividade bacteriostatica). Os valores de CIM determinados
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dependem do microrganismo, do alvo da infec¢do e do antibiotico em uso (ANDREWS,
2001).

Os testes foram realizados em placa Sensitive microtiter de 96 pogos esterilizada. O
experimento foi realizado em triplicata, sendo que em cada microplaca foi testado o extrato
para um microrganismo (NCCLS, 2003). Essa etapa foi feita apenas para microrganismos
que apresentaram halo de inibi¢@o no teste de difusdo em poco.

Adicionou-se inicialmente em cada pogo 100 puL de caldo Muller Hinton (CMH) em
seguida adicionaram-se os extratos realizando dilui¢ao seriada. Foram realizadas 9 dilui¢des
de cada amostra obtendo-se concentragdes finais de extrato de 50, 100 e 200 mg/mL. Como
controle positivo foi utilizado CMH, 2 mg/mL (50ml) de cloranfenicol e indculo. Como
controle negativo foi utilizado CMH, solvente DMSO 10% e indculo. Para controle de
crescimento foi utilizada 5 uL de suspensdo de bactérias 107 UFC/mL. As placas foram
incubadas a aproximadamente 35°C por 24 horas (OLIVEIRA et al., 2016b).

Decorrido o periodo de incubagdo foram adicionados em cada pogo da microplaca
30 pL de resazurina a 0,03% (m/v) estéril. Apds aplicacdo do corante revelador as placas
foram reincubadas por 1 hora e entdo realizada a leitura, mostrando que a presenc¢a de cor
azul representava auséncia de crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano
(PALOMINO et al., 2002 com modificagdes). Foi considerada como CIM a menor

concentragdo do extrato capaz de inibir o crescimento bacteriano.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de difusdo por poco

Os testes realizados para as cepas Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella
typhimurium (NEWP 0028), Shigella flexneri (ATCC12022), Cdandida parapsilosis
(ATCC22019) ndo apresentaram resultados de inibi¢do. Porém foi observado efeito
antimicrobiano do extrato da folha para a espécie Staphylococcus aureus (ATCC6538), o

qual fora feito a concentracdo minima inibitoria.
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Figura 1 - Foto da semeadura das cepas bacterianas.

Fonte: Autor.

No teste de difusdo por pogo para o Staphylococcus aureus, apés 24 horas de incubagao,
foram encontrados os dados sumarizados na tabela 1. Quando feita a comparagao com o grupo
controle positivo (22,85 mm), foi demonstrada uma porcentagem de inibicdo de 44,0% com
uma concentracdo de 50 mg, de 43,7% com a concentragdo de 100 mg e de 54,7% com a

concentragdo de 200 mg.

Tabela 1. Resultado do teste de difusdo por pogo de Staphylococcus aureus. Os dados sao
dos halos de inibicdo em mm ap6s 24h de incubagdo.

Concentragoes
Pogo

50mg 100mg 200mg

1 11,97 11,26 13,25
2 11,22 10,01 13,22
3 11,15 9,43 12,66
4 10,03 10,09 12,05

5 9,94 10,97 11,67

6 10,08 9,45 12,47

7 9,43 9,99 12,75

8 8,09 9,48 12,14

9 8,03 9,18 12,33

Média 10,06 9,98 12,50
PI* 44,0% 43,7% 54,7%

PI* - porcentagem de inibi¢do quando comparada ao grupo controle positivo (22,86 mm).

Fonte: Elaborado pelo autor, a partir dos dados da pesquisa.
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3.2 Concentracgao inibitoria minima (CIM)

O teste demonstra que o extrato da folha possui efeito antimicrobiano na espécie
Staphylococcus aureus observado na maior concentracdo do extrato, segundo figura 02,

apresentando um resultado de inibi¢ao de S. aureus na concentracao de 125.00 (ug/mL).

1234567 8 9101112
v \/'}/'\"

Figura 2 - Concentragao Inibitéria Minima do crescimento dos microrganismos: S. aureus;, com diluigdes
seriadas, microrganismo + extrato (1 a 3), controle positivo (5), controle negativo (7), cultura microbiana (9),
esterilidade do meio de cultura (11). Vazias (4,6,8,10,12) As placas foram incubas a 37° por 24 horas em

anaerobiose. Fonte: o autor.

Guazuma ulmifolia Lamak. ¢ uma espécie do cerrado brasileiro, mas ocorre também
na Amazonia e no Parand, pertencendo a familia Malvaceae (SOUZA e LORENZI, 2008).
¢ popularmente conhecida como “mutamba” (BERENGUER et al., 2007).

No Brasil, cha da casca da planta € utilizado como sudorifero principalmente em casos
de febre, tosse, bronquite, asma, pneumonia e problemas hepaticos (CRUZ, 1995;
MARTINS, 2017). Analises fitoquimicas revelaram a presenca de alcaloides e taninos na
infusdo da casca (ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005). Carvalho (2007) observou a
presenga de alcaldides isoquinolicos, saponinas triterpénicas, taninos e amidos.

Varios componentes ativos foram indicados em estudos de avalia¢do fitoquimica, em
diferentes tipos de extratos da casca, folhas, frutos e rizomas, incluindo flavondides,
saponinas, alcaloides, taninos, fenois e esterdides. Devido a esta variedade foi sugerida a
possibilidade de um amplo uso como agente terapéutico ISWANTINI et al., 2011; PELAEZ
¢ RODRIGUEZ, 2016; BATUBARA et al., 2012; PATIL ¢ BIRADAR, 2013; LUNA-
CAZARES, 2017).
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Cates e colaboradores (2013) fizeram testes antimicrobianos e da atividade inibitéria
contra células cancerigenas. A atividade antioxidante e antimicrobiana foi descrita por
Boligonet et al. (2013) e Luna-Cazares & Gonzalez-Esquinca (2017). Foi sugerido que os
flavonoides e taninos da planta sdo capazes de promover a inibicdo de microorganismos
(VIOLANTE et al. 2011; BOLIGON et al., 2013, CATES et al., 2013, PATIL e BIRADAR,
2013).

Compostos antimicrobianos sdo caracterizados por possuirem baixo peso molecular e
serem derivados naturais. A bioatividade na planta G. ulmifolia foi correlacionada
principalmente com seus compostos fendlicos, nomeadamente as proantocianidinas (taninos
condensados) e agliconas e flavonoides glicosilados (MAGOS et al., 2008; LOPES et al.,
2009). As folhas apresentaram como principais compostos acidos fendlicos (dcido
clorogénico e acido cafeico), flavonoides (catequina, quercetina 3-O-rhamnosyl-glicosideo,
quercetina 3-O-rhamnosyl, quercetina e luteolina) (CALIXTO JUNIOR et al., 2016;
MORAIS et al., 2017; PEREIRA et al., 2020).

Magalhdes et al. (2018) relataram que a presenca de taninos e flavonoides ¢ a
responsavel pela capacidade de inibigdo de microorganismos, além de outros efeitos
farmacoldgicos, como: antioxidante, anti-inflamatério e diurético. Reportaram também que
a eficacia antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, como Staphylococcus aureus
(ATCC 6538, 2722 e 10495), ocorre através de compostos que inibem a agdo da DNA
topoisomerase e atuam em enzimas, interferindo na replicagdo do DNA, justificando seu uso
medicinal. No entanto, os extratos de G. u/mifolia apresentam reduzida atividade quando
exposto as bactérias Gram-negativas, inibindo apenas 25% da Escherichia coli (ATCC
11229) e nenhum efeito fungicida contra Candida albicans (ATCC 1023).

Em ensaios in vitro, a G. ulmifolia apresentou em sua grande maioria efeito
antimicrobiano, sugerindo que a presenca de alguns compostos quimicos como o0s
flavonodides e os taninos, existentes na planta, sdo capazes de promover a inibicdo de
microrganismos (Violante et al., 2011; Boligon et al., 2013; Cates et al., 2013; Patil &
Biradar, 2013). Segundo Shekhawat (2011), Salcedo et al. (2014), Karthika et al. (2017),
Luna-Cazares e Gonzalez-Esquinca (2017), a ac¢do antibacteriana de extratos naturais sao
uma fonte importante para a descoberta de moléculas ativas.

Dentre as cepas utilizadas neste experimento, Staphylococcus aureus (ATCC6538),
Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium (NEWP 0028), Shigella flexneri
(ATCCI12022) e Cdandida parapsilosis (ATCC22019), a Guazuma Ulmifolia apresentou

potencial antimicrobiano apenas contra a espécie Staphylococcus aureus (ATCC6538),
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bactéria do grupo dos cocos gram-positivos que faz parte da microbiota humana, mas que
pode provocar doencas que vao desde uma infecgdo simples, como espinhas e furtinculos,
até as mais graves, como pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e
septicemia, entre outras. (SANTOS, 2007).

A partir da defini¢do da CIM pode-se observar que, quanto maior a concentracao do
extrato da folha, maior seu poder antimicrobiano sobre a bactéria. Os demais agentes,
divididos entre bacilos Gram-negativos e fungos, ndo apresentaram resultados de inibigdo
sob difusdo da folha estudada. Apesar do pouco efeito antimicrobiano nas bactérias
selecionadas o uso informal indica algum efeito terapéutico que ndo antimicrobiano, como
propriedades anti-hipertensivas e vaso relaxantes de longa duracdo ligadas aos fatores
relacionados ao endotélio, onde o 6xido nitrico esta envolvido (MAGOS, 2008).

A andlise do 6leo essencial de G. ulmifolia apresentou expressiva propriedade como
antimicrobiano, tendo sido apontado como fonte potencial para a industria de alimentos
(BOLIGON et al., 2013; ASSIS et al., 2019; PEREIRA et al., 2020).

Dos Santos et al. (2018) reportaram que o extrato aquoso da casca e folhas de G.
ulmifolia mostrou ser eficiente em atividades como antimicrobiano, antioxidante,

antiprotozoario e cardioprotetor.

4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no teste antimicrobiano com o extrato da folha
da G. ulmifolia, podemos perceber que o extrato possui baixa capacidade antimicrobiano
quando testado com as cepas de Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella typhimurium
(NEWP 0028), Shigella flexneri (ATCC12022), Candida parapsilosis (ATCC22019),
apresentando resultados satisfatorio na inibicdo das cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC6538) no teste do pogo e comprovado sua atividade inibitéria através do teste de
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) onde apresentou inibi¢do a partir da concentragao de

125.00 (pg/mL).
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ANEXOS

ANEXO 1 — CERTIFICADO DE APROVACAO JUNTO A COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO TOCANTINS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
CEUA-UFT

O projeto intitulado “Avaliagdo da toxicidade subcrénica de extrato bruto de
plantas do cerrado em camundongos”, processo n° 23101.002198/2016-07, sob a
responsabilidade do Professor Guilherme Nobre Lima do Nascimento esta de acordo com as
normas éticas estabelecidas pela lei de Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais, de 8 de
outubro de 2008, estando aprovado para a sua execugao pelo parecerista da Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal do Tocantins.

Araguaina, 20 de julho de 2016

Atenciosamente,

Alberto Yim Jdnior

Coordenador da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da UFT
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