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Estudo fitoquimico e analise mutagénica das folhas e inflorescéncias de Erythrina
mulungu (Mart. ex Benth.) através do Teste de Micronulcleo em roedores
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo investigar a composicao quimica, estabelecer
a dose letal média (DL,) e avaliar os potenciais efeitos mutagénicos do extrato
hidroalcodlico de folhas e inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth por meio
do teste de microntcleo em medula 6ssea de camundongos. Os ensaios fitoquimicos foram
realizados através de reagdes preliminares com mudanca de coloracdo e/ou formagéo de
precipitado; a DL, por meio da administracéo intraperitoneal de trés concentragdes dos
extratos, avaliando-se o numero de ébitos apds 48 horas e o teste de micronucleo foi feito
por meio do método do esfregaco, apds exposi¢cao dos animais a cinco dias de tratamento.
Os resultados fitoquimicos demonstraram presenca de acucares redutores, fenais e taninos,
proteinas e aminoacidos, flavondides, alcalbides, depsideos e depsidonas e derivados de
cumarina em ambos os 6rgaos; saponinas espumidicas e esteroides e triterpendides nas
folhas e glicosideos cardiotdnicos e antraquindnicos e alcaléides nas inflorescéncias. Para
a DL, a folha demonstrou-se atoxica e a inflorescéncia moderadamente toxica. Para o teste
de micronucleo, os resultados indicaram auséncia de citotoxicidade e genotoxicidade dose-
dependente para as folhas e independente da dose para as inflorescéncias. Assim,
esses resultados sugerem que a planta, nas condi¢des analisadas, possui potencial
parainduzir danos ao DNA.

Palavras-chave: Erythrina mulungu, composic¢éo quimica, DL50, microndcleo

ABSTRACT: Phytochemical and mutagenic analysis of leaves and inflorescences of
Erythrinamulungu (Mart. Ex Benth) through micronucleus test in rodents. This study aimed
to investigate the chemical composition, to establish the mean lethal dose (LD, ) and to assess
the potential mutagenic effects of hydroalcoholic extract of leaves and inflorescences of Erythrina
mulungu Mart. ex Benth by using micronucleus test in bone marrow of mice. Phytochemical
assays were carried out through preliminary reactions with color change and/or precipitate formation;
the LD, ,was obtained by intraperitoneal administration of three concentrations of the extracts,
assessing the number of deaths after 48 hours, and the micronucleus test was done by the smear
method, after exposure of animals to five days of treatment. Phytochemical results showed the
presence of reducing sugars, phenols and tannins, proteins and amino acids, flavonoids, alkaloids,
depsides, depsidones and coumarin derivatives in both organs; foaming and steroidal saponins
and triterpenes in the leaves and cardiotonic and anthraquinonic glycosides and alkaloids in the
inflorescences. Considering the LD, , the leaf was atoxic and the inflorescence was moderately
toxic. As regards the micronucleus test, results indicated absence of cytotoxicity while genotoxicity
was dose-dependent for leaves and dose-independent for inflorescences. Thus, these results
suggest that the plant, under the tested conditions, has the potential to induce damages to the
DNA.
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INTRODUCAO

A utilizacdo de espécies vegetais para o
tratamento, cura ou prevencdo de doencas € uma
pratica terapéutica bastante antiga, que atualmente tem
sido revalorizada (Carvalho, 2004; Bieski, 2005; Turolla
& Nascimento, 2006).

A E. mulungu, encontrada na parte central do
Brasil e popularmente conhecida como mulungu, € uma
espécie utilizada para diferentes a¢des farmacolégicas,
atuando principalmente, como sedativa e hipotensiva
(Lorenzi & Matos, 2002).

Estudos sdo extremamente importantes, pois
ainda existe a crenca de que as plantas medicinais,
por serem utilizadas a milhares de anos, apresentam
eficacia comprovada e auséncia de efeitos colaterais e
riscos a saude. Contudo, o uso de produtos derivados
de plantas, pode levar a diversos agravos a satide, como
reagOes alérgicas, reacdes toxicas, efeitos adversos e
efeitos mutagénicos (Alves, 2004), j& que muitas
plantas que possuem poder curativo, podem apresentar
substancias téxicas ou composi¢ao quimica variavel
(Capassoetal., 2000), que podem desencadear reacdes
adversas devido aos proprios componentes ou pela
presenca de contaminantes ou adulterantes presentes
nas preparacoes fitoterapicas (Silva et al., 2001).

Dessa forma, faz-se necessario que os
produtos fitoterapicos sejam tratados como
medicamentos, e sejam submetidos a estudos cientificos
para a avaliacdo da eficacia e seguranga, a fim de
legitimé-los como recurso terapéutico benéfico e eficaz
paraa humanidade e estabelecer padrbes de identidade
e qualidade para as diversas preparacdes utilizadas.

Dentre os testes utilizados para a avaliagcdo
da genotoxicidade e/ou mutagenicidade, o teste de
micronucleo em medula 6ssea de roedores in vivo é
amplamente aceito e recomendado pelas agéncias
internacionais e instituicbes governamentais, como
parte de uma bateria de testes para avaliacéo e registro
de novos produtos quimicos e farmacéuticos, visando
detectar e quantificar a agcdo mutagénica e/ou anti-
mutagénica de agentes indutores (Fagundes et al.,
2005; Leite et al., 2006).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo
investigar a composigdo quimica, estabelecer a dose
letal média (DL, ) e avaliar os potenciais efeitos
mutagénicos do extrato hidroalcodlico de folhas e
inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart. ex Benth
por meio do teste de micronticleo em medula 6ssea de
camundongos.

MATERIAL E METODO

Material botanico
Os galhos da planta E. mulungu foram
coletados no Horto Municipal de Vitoria, localizado
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no municipio de Cariacica-ES (Brasil) e parte do
material foi utilizado para a producgéo de exsicatas
depositadas no Herbério VIES/UFES sob o nimero
de tombo VIES26312 .

Obtencéo do extrato

Para obtencéo do extrato hidroalcoolico,
as inflorescéncias e as folhas foram submetidas a
secagem em estufa, com circulacao de ar, a 40°C,
e apls completamente secas, as mesmas foram
pulverizadas, utilizando-se moedor elétrico.

Os extratos foram obtidos através da
maceracao do p6 da folha ou da inflorescéncia em
etanol 70%, a temperatura ambiente (25 a 30°C),
e ao abrigo da luz, por 72 horas. Apds esse periodo,
foi realizada a filtracdo a vacuo dos extratos em
rota-evaporador a pressao reduzida e temperatura
de 60°C, com a finalidade de remover o solvente,
sem alteracdo dos componentes quimicos dos
extratos. Os extratos foram mantidos na geladeira
até o momento da realizagdo dos protocolos
experimentais. As concentracdes dos extratos
utilizadas neste estudo foram baseadas na massa
seca do extrato. Os extratos foram dissolvidos em
agua destilada para obtencgéo das fragdes aquosas.

Prospeccéo fitoquimica

A partir dos extratos hidroalcodlicos das
folhas e inflorescéncias, utilizando-se a metodologia
descrita por Barbosa (2004), foram realizadas
reacOes para deteccao preliminar de alguns grupos
de constituintes dos metabdlitos secundérios dos
vegetais, tais como saponina espumidica, acucares
redutores, polissacarideos, fendis e taninos,
proteinas e aminoacidos, flavondides e suas classes,
alcal6ides, depsideos e depsidonas, derivado de
cumarina, esterdides e triterpendides, glicosideos
cardioténicos e glicosideos antraquin6nicos.

Estabelecimento dadose letal media (DL, )
Para estabelecimento da dose letal média
(DL, ) foram usados camundongos Swiss (30-50
g), obtidos no biotério da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES) e realizada com base na
metodologia de Litchfield e Wilcoxon (Garin-Aguilar
et al., 2000). Os animais foram divididos em trés
grupos experimentais (n=10), mantidos em gaiolas
e, tratados com a o extrato hidroalcoolico de E.
mulungu, em diferentes doses (250, 500 e 1000
mg kg™), por via intraperitoneal, em delineamento
inteiramente casualizado. O volume administrado
da dose foi proporcional a massa corpérea de cada
animal. Os animais foram mantidos em local com
temperatura e ciclo noite-dia controlado, e
alimentacdo ad libitum. ApGs 48 horas foram
observados e contados o nimero de 6bitos.
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Teste de micronucleo

Para arealizacdo da analise de microntcleos
foram utilizados camundongos machos e fémeas,
adultos jovens com idade entre 7 a 12 semanas e
saudaveis, obtidos no biotério da UFES. Os animais
foram pesados, selecionados ao acaso e separados
em diferentes grupos experimentais. Os animais foram
mantidos com alimentacéo ad libitum em local com
temperatura e ciclo noite-dia controlado.

A preparacdo do material para posterior
andlise foi realizada segundo metodologia descrita
por Ribeiro (2003). O extrato vegetal foi administrado,
em diferentes concentracdes (200 e 400 mg kg™),
por gavage, de acordo com o grupo experimental.
Foram estabelecidos o grupo controle negativo (CN),
gue recebeu o veiculo (soro fisiolégico 0,9%) e o
controle positivo (CP), que recebeu ciclofosfamida (50
mg kg™). Para a realizag&o do teste de microntcleo
(MN) foram retiradas amostras de medula 6ssea dos
fémures coletados dos animais logo apds esses
serem eutanasiados pela técnica do deslocamento
cervical.

Apos aretirada da medula 6ssea dos fémures
dos camundongos, com auxilio de uma seringa,
previamente preenchida com soro fetal bovino, o
material foi ressuspendido no soro por varias vezes,

com auxilio de pipeta Pasteur, até a obtencdo de
suspensao homogénea. A suspensao foi centrifugada,
por 5 minutos, a 1000 rpm, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido em 0,5 mL
de soro fetal bovino.

Pelo método de esfregaco, foram
confeccionadas duas laminas para cada animal, de
cada um dos grupos experimentais. As laminas foram
secas ao ar, fixadas em metanol por 10 minutos e
apos 24 horas foram coradas, pelo método de
Leishman, para diferenciar eritrdcito policromatico
(EPC) do eritrocito normocromatico (ENC).

O ndmero de eritrocitos, com micronucleos,
foi determinado pela analise de um total de 2000 EPCs
para cada animal, sendo 5 animais por tratamento,
levando-se em consideracao o nimero de EPCs
micronucleados (EPCMN) e arazdo EPC/EPC+ENC.

A analise estatistica foi realizada através do
método Qui-Quadrado (x?) (Beiguelman, 2006).

RESULTADO E DISCUSSAO

Os resultados da prospeccao fitoquimica
preliminar em ambos os extratos hidroalcoolicos das
folhas e inflorescéncias de E. mulungu (Tabela 1)
indicaram a presenca de agUcares redutores, fenoéis

TABELA 1. Ensaios fitoquimicos dos extratos hidroalcoolicos das folhas e das inflorescéncias de E. mulungu.

Ensaios fitoquimicos Folha Inflorescéncia
Saponina Espumidica +++ -
Acucares Redutores +++ +++
Polissacarideos - -
Fendis e Taninos +++ +++
Proteinas e Aminoé4cidos +++ +++
Flavonéides ++ +++
Alcaldides

Drangendorff + +

Bouchardat + +/-

Mayer - -

Acido Picrico - +
Depsideos e Depsidonas +++ +++
Derivados de Cumarina ++ +++
Esterdides e Triterpendides +++ -
Glicosideos Cardiotdnicos

Anel Lactonico - +++

Desoxi-AgUcares - +++

Glicosideos Antraquindnicos

- +

Legenda: (-) negativo, (+/-) falso positivo, (+) fracamente positivo, (++) positivo, (+++) fortemente positivo.
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e taninos, proteinas e aminoacidos, flavondides,
alcaldides, depsideos e depsidonas, derivados de
cumarina e esteroides e triterpendides. A saponina
espumidica e esterdides e triterpendides sao
compostos presentes exclusivamente nos extratos
das folhas de E. mulungu. J& os alcaldides (acido
picrico), glicosideos cardiotonicos e glicosideos
antraquinénicos somente foram detectados no extrato
hidroalcéolico das inflorescéncias. Entretanto os
polissacarideos e alcaldides, de acordo com o método
Mayer, ndo foram detectados em nenhum dos extratos.

Em estudos anteriores, Pino-Rodriguez et al.
(2004) observaram que as folhas de E. fusca, assim
como as folhas de E. mulungu, apresentam
alcaldides, flavonoides, cumarinas, saponinas,
acucares redutores e triterpenos/esterodides. Contudo,
detectaram em folhas de E. fusca, a presenca de
glicosideos cardiotdnicos, presentes apenas nas
inflorescéncias de E. mulungu, e a auséncia de fendis
e taninos, presentes tanto nas folhas quanto nas
inflorescéncias de E. mulungu. Além disso, os autores
observaram também em E. fusca, a presenca de
lactonas e carotendides.

Almeida (2010) verificou a presenca de
alcaldides, taninos e glicosideos antraquindnicos na
casca de E. falcata. No extrato hidroalcdolico das
inflorescéncias de E. mulungu analisadas neste
trabalho estas substancias foram detectadas. Tanto
na casca como no extrato hidroalcéolico das
inflorescéncias de E. mulungu nao foram observadas
saponinas. Na casca de E. falcata, ndo foi verificado
glicosideo cardiotdnico, entretanto este componente
foi identificado no extrato hidroalcéolico das
inflorescéncias de E. mulungu.

Assim como nas folhas de E. mulungu,
detectaram-se alcalGides, flavonoides, esteroides,
triterpendides, fendis, taninos catéquicos e pirogaticos
e saponinas, além da presenca de heterosideos
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cianogénicos nas folhas de E. velutina (Araujo Neto,
2008).

Com relagédo a classe dos flavondides,
observou-se que nasfolhas estdo presentes catequinas,
flavonas, flavondis e xantonas, enquanto que nas
inflorescéncias detectou-se a presenca de antocianinas
e antocianidinas, chalconas e auronas, flavanonadis,
leucoantocianidinas e flavanonas (Tabela 2).

Na casca do caule de E. mulungu foram
detectadas flavanonas e leucoantocianidinas, assim
como nas inflorescéncias, e a presenca de xantonas,
também encontrada nas folhas (Lima et al., 2006).

Nas folhas de E. velutina, assim como nas
folhas de E. mulungu, foram detectados flavonas,
flavondis, xantonas e catequinas. Além disso, a
prospeccao fitoquimica de E. velutina indicou também
a presenca de auronas, chalconas, flavanonas,
flavanondis e leucoantocianidinas, encontrados nas
inflorescéncias de E. mulungu (Araujo Neto, 2008).

No ensaio de toxicidade aguda em
camundongos (DL, ), realizado com as folhas de E.
mulungu, mesmo apos 48 horas de exposi¢do, ndo
foi observado nenhum 6bito, o que indica que esse
extrato ndo apresenta toxicidade aguda.

Da mesma forma, estudo toxicoldgico para
determinar a toxicidade aguda do extrato aquoso das
folhas de E. velutina, indicou que a administracéo
aguda é atOxica por via oral em ratos, umavez que
ndo foram observados mortalidade ou sintomas
adversos ap6s a administracdo da dose limitede 5 g
kg™ (Silva, 2008).

O ensaio utilizando o extrato hidroalcéolico
dainflorescéncia, por sua vez, determinou uma DL
igual a 1,37 g kg™ (Figura 1), apresentando-se como
um agente moderadamente téxico, (Leite & Amorim,
2006).

A DL, da inflorescéncia de E. mulungu
apresentou valores intermediarios entre o encontrado

TABELA 2. Classe dos flavonodides presentes nos extratos hidroalcoolicos das folhas e das inflorescéncias de E.

mulungu.
Classedos flavonodides pH Folha Inflorescéncia
Antocianinas/Antocianidinas 3 - +
8.5 - -
11 - -
Flavonas/Flavonois/Xantonas 11 + -
Chalconas/Auronas 3 - +
11 - -
Flavanonois 11 - +
Leucoantocianidinas 3 - +
Catequinas 3 + -
Flavanonas 11 - +

Legenda: (-) negativo, (+) fracamente positivo.
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FIGURA 1. Toxicidade aguda em camundongos, frente ao extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de Erythrina

mulungu Mart ex. Benth, apds 48 horas de exposicao.

para a casca de E. senegalensis que foi
aproximadamente 450 mg kg™ (Saidu et al., 2000) e
para E. falcata, que apresentou dose intermediaria
entre 3,75 g kg* e 5,0 g kg™ (Cerutti et al., 2000).
Os resultados reforcam que metabdlitos
secundarios apresentam-se de formas distintas nos
diferentes 6rgéos vegetais, tanto em contetido como
nas proporc¢des disponiveis (Gobbo-Neto & Lopes,
2007), afetando dessa forma, a qualidade e segurancga
dos preparados fitoterapicos. Além disso, demonstram
a necessidade de selecionar corretamente a parte a
ser utilizada para determinada afeccdo e
principalmente, seguir a posologia, a fim de evitar
intoxicacdes ou reacdes adversas que podem
aparecer devido ao emprego de doses inadequadas,
modo de preparo incoerente e/ou periodos prolongados.
Em relacdao ao teste de microndcleo,
também se observou diferenca de comportamento
entre os extratos testados, quanto a incidéncia de
micronucleos, o que reforga a proposicao de que 0s
diferentes 6rgéos da planta ao apresentarem distintos
componentes quimicos possam apresentar diferentes
acoes, sejam elas téxicas ou ndo (Gobbo-Neto &
Lopes, 2007). Os resultados demonstraram que o
aumento da incidéncia de micronucleos nos animais
expostos ao tratamento com extrato hidroalcodlico
das folhas de E. mulungu, ocorreu de forma dose-
dependente, quando comparado ao grupo controle.
Além disso, os valores encontrados foram
estatisticamente inferiores aos do controle positivo,
demonstrando que, apesar do extrato ter capacidade
de causar alteracbes no DNA, ele possui acdo

genotodxica inferior a ciclofosfamida (Figura 2). Essa
diferenca de comportamento entre o controle positivo
e 0 extrato analisado, pode ser devido a um distinto
mecanismo de acdo entre os dois, ou a necessidade
de uma concentragao de extrato superior a analisada,
para produzir efeito similar a ciclofosfamida.

Nos animais expostos ao tratamento com
extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de E.
mulungu, observou-se que o0 aumento da incidéncia
de micronucleos se deu de forma independente entre
as doses utilizadas, apresentando diferenca
estatistica entre os tratamentos e o controle negativo.
Os valores encontrados foram similares aqueles
apresentados pelo grupo de animais expostos a
ciclofosfamida (Figura 3).

Essa potencialidade genotdxica, encontrada
nas folhas e inflorescéncias de E. mulungu, nédo foi
encontrada por Matos & Pantaledo (2008), ao
analisarem o extrato alcodlico de E. velutina. Os
resultados obtidos por esses autores indicaram que
o extrato das folhas, nas concentracées de 25 mg
kg®, 50 mg kg* e 100 mg kg™* néo apresenta acdo
genotoxica, pois a incidéncia de microndcleos néo
diferiu significativamente do grupo controle.

Provavelmente os metabdlitos secundarios
envolvidos na genotoxicidade observada foram os
flavonoides, que sdo encontrados em quantidades
mais significativas tanto nas folhas quanto nas
inflorescéncias e séo considerados potencialmente
mutagénicos, pois a a¢do terapéutica de alguns deles
esta associada a sua interagéo com o DNA (Henriques
etal., 1991). Ostaninos, que demonstraram atividade
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FIGURA 2. Frequéncia de eritrdcitos policromaticos micronucleados (PCEMN) em medula 6ssea de camundongos
machos e fémeas, tratados com 200 mg Kg* e 400 mg Kg™ de extrato hidroalcodlico das folhas de E. mulungu.
Diferenca significativa, pelo teste ¥?, em relagdo ao controle negativo: **p<0,01; Diferenca significativa, pelo teste

¥%, em relacdo ao controle positivo: # p<0,05; ##p<0,01.
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FIGURA 3. Frequéncia de eritrécitos policromaticos micronucleados (PCEMN) em medula 6ssea de camundongos
machos e fémeas, tratados com 200 mg Kg* e 400 mg Kg™* de extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de
Erythrina mulungu Mart ex. Benth. Diferenca significativa, pelo teste %2 em relagdo ao controle negativo: **p<0,01.

genotoxica causando quebras de fita simples
(Labieniec & Gabryelak, 2003), podem ter colaborado
com essa mutagenicidade, agindo como mutagénicos
ou potencializando os efeitos dos flavonoides.

Estes resultados reforcam que os efeitos dos
produtos naturais resultam da interacdo entre os
compostos quimicos presentes no extrato e deles
com o sistema biolégico, onde os danos ocasionados
por esses compostos estdo relacionados com a
estrutura quimica e os elementos presentes na
molécula e as variagdes nas concentracdes desses

compostos. Esse fato reforca a proposta apresentada
por Gobbo-Neto & Lopes (2007) da necessidade de
trabalhos que avaliem as diferencas de composicao
quimica entre érgdos de uma mesma planta,
momentos distintos de coleta, ambientes diferentes
de cultivo e até mesmo formas distintas de nutricdo
da planta utilizada.

Analisando a relacdo entre a porcentagem
de eritrécitos policromaticos (EPC) e o total de
eritrécitos (EPC+ENC), do extrato da folha (Figura 4)
e dainflorescéncia (Figura 5) de E. mulungu, ndo se
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FIGURA 4. Relacao entre eritrdcitos policromaticos (PCE) e total de eritrécitos (PCE+NCE) em medula 6ssea de
camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg Kg* e 400 mg Kg™ de extrato hidroalcodlico das folhas de

Erythrina mulungu Mart ex. Benth.
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FIGURA 5. Relacao entre eritrocitos policromaticos (PCE) e total de eritrécitos (PCE+NCE) em medula 6ssea de
camundongos machos e fémeas, tratados com 200 mg Kg™* e 400 mg Kg® de extrato hidroalcodlico das

inflorescéncias de Erythrina mulungu Mart ex. Benth.

constatou diferenca significativa em relacdo ao
controle negativo, em nenhum dos extratos.

A razdo EPC/EPC+ENC pode indicar a
citotoxicidade de uma substancia, pois o decréscimo
dessa relagdo indica que a substituicdo dos EPC,
originados do eritoblasto, esta deprimida. Dessa forma,
esses resultados, que ndo demonstram reducdo na
relacéo, indicam que os extratos analisados ndo estéo
afetando a maturacdo dos EPC, nem a formagéo no
ciclo mitético seguinte, ndo exibindo atividade citotdxica.

Assim, observa-se que apesar da folha e
inflorescéncia apresentarem resposta diferenciada
com relagdo a DL, , ambas apresentaram auséncia

de citotoxicidade em medula éssea de roedores.
Contudo, folha e inflorescéncia demonstraram, nas
concentracdes utilizadas, capacidade de alteragéo no
DNA, sendo essa caracteristica dose-dependente e
independente da dose, respectivamente,
caracterizando-as como potencialmente genotoxicas.
Portanto, pode-se concluir que o uso de preparagdes
a base de E. mulungu devem ser feitas com cautela e
observadas as doses utilizadas, pois mesmo nao
produzindo um efeito toxico ou citotdxico agudo, o risco
de mutagenicidade ndo deve ser descartado e tal
situacao podera ser mais grave quando do uso crénico
dessa planta.
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