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RESUMO

Digitaria insularis, vulgarmente conhecida como capim-amargoso, € uma espécie utilizada na
medicina popular como antibidtico e terapéutico para cicatrizacao de feridas, reumatismo, cefaleia e
dores estomacais. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana, citotoxica e
mutagénica do extrato aquoso das folhas de D. insularis. Para analise da atividade antibacteriana foi
realizado o teste de disco-difusdo no qual foram empregadas as concentrac@es 100, 50, 25 e 12,5%
do infuso com folhas secas (ES), e das concentracdes 100 e 50% do infuso com folhas in natura
(EIN) frente Escherichia coli e Staphylococcus aureus. As mesmas concentracdes do ES
juntamente com as 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e 0,39 % foram submetidas ao teste in vitro com A.
salina para analise da atividade citotoxica e determinacdo da DLso. O teste in vivo de Allium cepa
foi empregado para determinar a citotoxicidade e a mutagenicidade das concentragées. O
antibiograma demonstrou a presenca de halos de inibicdo no ES e EIN a 100% para E. coli e S.
aureus, respectivamente, porém o tamanho do halo (< 6 mm) ndo indica efeito antimicrobiano. O
teste de citotoxicidade resultou na DLso de 1891ug/mL, sendo o ES considerado atoxico. O teste de
A. cepa demonstrou reducdo no crescimento radicular indicando citotoxicidade pelos extratos. O
indice mitotico indicou que as concentragdes 100% e as demais concentrag@es induziram e inibiram
a proliferacdo celular, respectivamente. Todos o0s tratamentos resultaram na presenca de
micronucleos indicando efeito mutagénico. Concluiu-se que os extratos ndo revelaram efeito
antibacteriano, mas foram citotoxicos e mutagénicos.

Palavras- chave: Citotoxicidade. Mutagenicidade. Antibacteriano. Poaceae. Digitaria.
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ABSTRACT

Digitaria insularis, commonly known as bitter, grass is a species used in folk medicine as antibiotic
therapy for wound healing, rheumatism, headache and stomach pains. Thus, the objective of this
study was to evaluate the antibacterial activity, cytotoxic and mutagenic of aqueous extract of the
leaves of D. insularis. For analysis of the antibacterial activity was performed the disk-diffusion test
in which they were employed the concentrations 100, 50, 25 and 12,5% of the infused with dried
leaves (ES), and the concentrations of 100 and 50% of the infused with leaves in natura (EIN)
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The same concentrations of ES along with the
6,25; 3,125; 1,56; 0,78 and 0,39 % were submitted to in vitro test with A. salina for analysis of
cytotoxic activity and determination of the LDso. The in vivo test of Allium cepa was employed to
determine the cytotoxicity and mutagenicity of concentrations. The antibiogram demonstrated the
presence of inhibition halos in the ES and EIN to 100% for E. coli and S. aureus, respectively, but
the size of the halo (< 6 mm) indicates no antimicrobial effect. The cytotoxicity test resulted in the
LDso of 1891mg/mL, being the ES considered nontoxic. The test of A. cepa demonstrated a
reduction in root growth indicating cytotoxicity by extracts. The mitotic index indicated that the
concentrations 100% and the remaining concentrations induced and inhibited cell proliferation,
respectively. All treatments resulted in the presence of micronuclei indicating mutagenic effect. It
was concluded that the extracts revealed no antibacterial effect, but were cytotoxic and mutagenic.
Key words: Cytotoxicity. Mutagenicity. Antibacterial. Poaceae. Digitaria.

1. INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos € um habito compartilhado desde os
primdrdios [1-5], e que ainda permanece presente no &mbito cultural da sociedade contemporanea
como uma medida terapéutica e profilatica alternativa [6] considerada de baixo custo e eficaz [7],
pela qual se é recorrida quando ha um impeditivo que limita o acesso a assisténcia médica ou a
medicamentos sintéticos [6].

Entre a populagdo mundial estima-se que 80% adotam a medicina tradicional, deste
percentual 85% utilizam especies de origem vegetal [8,9]. Essas plantas quando em interagdo com
outros fatores, como predadores e agentes patogénicos, produzem metabdlicos secundarios que
exercem a funcdo de protecdo do proprio vegetal, mas que podem no organismo humano serem
ativos exercendo o papel preventivo contra diferentes enfermidades [10,11].

Algumas substancias secundarias exercem atividade antibacteriana [12,13], fato que
impulsiona a realizacdo de pesquisas como estratégia para a descoberta de substancias terapéuticas,
uma vez que, a resisténcia adquirida pelas bactérias aos antibidticos tem induzido a criticos casos
clinicos [14], como, a efeitos toxicos ou deletérios aos organismos [15].

Embora tais substancias sejam de origem natural é necessario através de pesquisas garantir a

seguranga, a qualidade e a eficicia do tratamento [9]. Sendo possivel comprovar a agdo terapéutica
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[16] e identificar substancias contidas que possam ser toxicas [10], para que haja o reconhecimento
da matéria-prima capaz de ser utilizada na fabricacdo de medicamentos [9] e que prejuizos a salde
possam ser evitados [17]. No grupo das Angiospermas varias familias sdo utilizadas com fins
medicinais [18], e neste grupo encontra-se a familia Poaceae [17].

A Poaceae é a quarta maior familia das Angiosperma, com um valor aproximado de 898
géneros e 10.300 espécies identificadas [19]. No Brasil, h&d 225 géneros e 1482 espécies, das quais
521 estdo presentes na flora da regido Norte e 121 espécies foram registradas no Estado de
Ronddnia [20].

As espécies dessa familia sdo reconhecidas pela importancia comercial e ambiental que as
levaram a ser objetos de estudo de diversas pesquisas [17], dentre as quais ressaltam-se 0s estudos
fitoquimicos pelos quais foram identificados a presenca de substancias das classes de metabolicos
secundarios como terpenos; flavonoides [21-24], como as fitoalexinas [23,25-28], com acdo
antimicrobiana contra fungos e bactérias [29-31]; alcaloides; taninos [24] e antocianinas [32].

Segundo Moreira e Braganca [33] é classificada nessa familia a espécie Digitaria insularis, a
qual recebe o nome popular de capim-amargoso, capim-acu, capim-flecha, vassourinha, capim-
poror6 e milhete gigante. No idioma inglés recebe a nomeacdo sourgrass referindo-se ao sabor
acido caracteristico [34].

O capim-amargoso é uma espécie nativa distribuida ao longo das regibes tropicais e
subtropicais do continente americano [35]. Em territdrio brasileiro, a graminea perene encontra-se
localizada em areas de lavoura, pastagem, horticulturas, terrenos abandonados, e nas margens de
rodovias [33]. Esta adaptacdo a diversos ambientes € devido a resisténcia a diversas condicoes
climaticas que influéncia na capacidade de emergir e desenvolver em qualquer regido do pais [34].

O uso terapéutico na medicina popular ja foi citado como recurso [36] para o tratamento de
dores de cabeca e de estbmago [37], cicatrizantes [37-39], fraturas Osseas, reumatismo [38] e como
antiparasitario gastrintestinal [40]. Geralmente, sdo usadas as folhas in natura, decoctos para banho,
infusdo e compressas [37,39]. Apesar da relativa importancia para a salde como recurso
terapéutico, nota-se a escassez de informaces cientificas sobre os efeitos bioldgicos de Digitaria
insularis. Portanto, tornou-se importante avaliar a acdo antibacteriana para verificar se ha a
existéncia deste potencial, embora, a populagdo ndo a utilize para este fim, e a acdo citotoxica e

mutagénica para justificar e auxiliar no tratamento com essa espécie.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

Folhas e exemplares integros foram coletadas no perimetro urbano da Estancia Turistica de
Ouro Preto do Oeste (10°42°25.85”S e 62°16°10.26”0), estado de Rondénia, Brasil, e a planta foi
identificada como Digitaria insularis. A identificacdo botanica desta especie foi realizada no
Herbario Antonio Dalla Martha situado no Centro Universitario Luterano de Ji- Parand e as

exsicatas foram depositadas no acervo sob o nimero de registro 273/2017.
2.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS VEGETAIS

As folhas previamente secas em estufa a 40°C por 24 horas e trituradas em moinho de facas,
conforme a metodologia de Broglio-Micheletti et al [41], foram submetidas a infusdo, que é a forma
de uso popular, em agua destilada sob 85°C na concentracdo de 100 mg/mL (ES). Essa proporcao
foi determinada j& que ndo ha relatos literarios que citem a proporcao utilizada na medicina popular
tradicional. Também, foi preparado o infuso das folhas in natura (EIN), no qual as mesmas foram
colocadas sob infusdo em &gua destilada sob 85°C na concentragdo 100 mg/mL, sem prévia
secagem e trituragdo.

2.3 EFEITO ANTIMICROBIANO

A técnica de disco-difusao foi aplicada para verificacdo de efeitos antibacterianos, conforme
a técnica do Clinical and Laboratory Standards Intitute-CLSI (2003) [42]. Para o teste foram
usados discos de papéis estéreis embebidos nas concentracdes do ES (100; 50; 25 e 12,5%) e do
EIN (100 e 50%), e secos no dissecador por 48 horas. Em placas de Petri contendo meio de cultura
Agar Mueller Hinton foi realizado o estriamento da suspenséo bacteriana na escala de MacFarland a
0,5.

Posteriormente, foram colocados 5 discos correspondentes a uma concentragdo em cada
placa, totalizando 12 placas, sendo que seis correspondiam a seis tratamentos frente a bactéria
Staphylococcus aureus, ou a seis tratamentos, sob as mesmas dilui¢fes, frente a Escherichia coli.
Como controle positivo foi usado um disco do antibiético Clindamicina (2 ug) para cada placa com

Staphylococcus aureus e um disco de Ampicilina (10pg) para placas com Escherichia coli.
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As placas foram encaminhadas para a estufa a 37°C por 24 horas, transcorrido o periodo foi
realizada a leitura para observacdo da formacéo de halos de inibi¢cdo e medicéo dos halos formados.
A atividade antibacteriana foi considerada positiva quando os halos de inibicao apresentaram-se

superior a 6 mm [43].
2.4 EFEITO CITOTOXICO

A partir do extrato inicial preparado com folhas secas (100 %) realizou-se diluicdes em
solugéo do sal marinho 35% (35g/L) obtendo as concentragOes 50; 25; 12,5; 6,25;3,125; 1,56; 0,78
e 0,39%. Para o controle negativo foi usado solugéo do sal marinho (pH 8,5) .

Cada tratamento foi realizado em triplicata com 5 mL de cada concentracdo e 10 nauplios
dos microcrustaceos de Artemia salina para o seu respectivo tubo de ensaio. Decorridas 24 horas
houve a contagem de individuos vivos e mortos por tratamentos, e a partir dos resultados houve o
calculo da Dosagem Letal Mediana (DLso).

O experimento baseou-se na metodologia proposta por Meyer et al. (1982) [44], seguindo
adaptacdes. Os resultados obtidos foram interpretados de acordo com os critérios adotados pelos
autores que classificam as substancias amostrais como tdéxicas ou ativas quando possuem DLso

inferior a 1000 pg/mL, e atdxica ou inativa quando a DLsg € superior a 1000 pg/mL.
2.5 EFEITOS CITOTOXICO E MUTAGENICO

Foram preparados seis tratamentos, sendo que quatro consistiram em infusos preparados
com amostras vegetais secas nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5%; e dois tratamentos com
amostras in natura nas concentracdes de 100 e 50%. Como controle negativo foi usado agua
destilada e como controle positivo foi usado Sulfato de Cobre a 0,012% (0,012 g/L).

Para cada tratamento foram utilizados 10 potes de plastico estéreis contendo 50 mL das suas
respectivas concentracdes, e em cada um foram inseridos para germinar 1 bulbo com o anel
germinativo imerso. Transcorridas 48 horas de imersdo, 0s meristemas com tamanho intermediario
foram retirados e imersos por 12 horas em uma solugio de Metanol/Acido acético (3:1). Os
meristemas foram lavados com é&gua destilada e hidrolisados com Acido Cloridrico (HCL) em
banho-maria a 60°C por 6 minutos, sendo novamente lavados com agua destilada [45].

Houve a preparacdo de laminas em duplicata, as quais foram coradas com o Kit Pandtico
Rapido LB [46]. Estas foram visualizadas no microscopio Optico na objetiva de 1000X, com o

intuito de verificar a formagdo de micronucleos e determinar o indice de interfases, profases,
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metafases, anafases e tel6fases em 1000 células por Iaminas com o objetivo de verificar o indice
mitotico para cada tratamento, que corresponde ao numero total de células em mitose dividido pelo
total de células, sendo o resultado multiplicado por 100 [46,47].

Apbs cinco dias de experimento foi realizada a leitura do crescimento radicular, com auxilio

de um paquimetro daquela que possuia 0 maior tamanho em cada bulbo [48].

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estatisticos deste estudo foram apresentados em valores médio (+DP) e avaliados
por andlise de varidncia unidirecional (ANOVA) através do programa programa Graphpad 6.0,
cujos os resultados alcangados foram comparados as médias obtidas nos testes de Dunnet e Tukey

ao nivel de significancia 1 e 5%.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Apenas as concentracfes de 100% dos infusos com folhas secas (ES100) e com folhas in
natura (EIN100) demonstraram a formacdo de halos de inibicdo frente as bactérias E. coli e S.
aureus, respectivamente. Contudo, de acordo com o perimetro médio do halo foi possivel verificar
que as cepas foram resistentes a ambas concentragdes, assim como, aos demais tratamentos que nao

formaram halos de inibi¢do, conforme verificado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo do tamanho médio em milimetros (mm) dos halos de inibicédo
formados através da sensibilidade da E. coli e S. aureus aos extratos de D. insularis

submetidos a analise da atividade antibacteriana pelo método de difusdo em disco.

Tratamento ES100 ESS50 ES25 ES125 EIN100 EINSO CP

E. coli 2,612,5 - - - - - 8,8+0,83

S. aureus - - - - 4.2+0,44 - 15,6+2,1

Legenda: CP=Controle Positivo; ES= Infuso das folhas secas (100%, 50%, 25% e 12,5%);
EIN= Infuso das folhas in natura (100% e 50%).
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Segundo Haida et al. [49] dados similares foram obtidos ao submeter as espécies S. aureus e
E. coli ao teste de difusdo em discos utilizando extratos aquosos (infusdo), etanolicos, cetonicos,
cloromdficos e hexanicos da espécie Cymbopogon citratus, também pertencente a familia Poaceae,
nas concentracdes 50% (500 mg/mL). Todas obtiveram halos de inibic¢do inferior a 7 mm indicando
que a especie ndo apresenta potencial antibacteriano.

Resultados distintos foram obtidos para esta mesma espécie ao avaliar a atividade
antibacteriana do seu 0leo essencial através da técnica de microdiluicdo em caldo, que resultou em
concentracdes inibitérias minimas (CIM) de 7,81 pg/mL™ para S. aureus e 62,50 pg/mL* para E.
coli. Concluiu-se no estudo, que o dleo essencial da espécie apresenta potencial antibacteriano [50].

Embora tenha sido verificado a formacao de halos de inibigdo nos tratamentos 100% com D.
insularis ndo é possivel determinar que houve atividade antibacteriana devido ao tamanho médio
dos halos tendo sido inferiores a 6 mm, conforme o critério de classificacdo adotado por De-Bona et
al. [43]. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade deste potencial farmacolégico para a
espécie estudada visto que existem outras técnicas para avaliar a atividade antimicrobiana, solventes
e outros meétodos para extracdo de metabolitos e microorganismos a serem testados que podem
influenciar em outros resultados [51]. Além disso, ja ha identificado em espécies da familia a
presenca de metabdlicos com potencial antibacteriano como os taninos [24,52] e com acdo
antifungica como os flavonoides [24,53].

O teste de citotoxicidade com Artemia salina demonstrou que as concentragdes 100, 50, 25 e
12,5% do ES resultaram no percentual de mortalidade de 100% dos individuos. A medida que as
concentracdes diminuiram foram obtidos resultados diretamente proporcionais nos tratamentos
6,25; 3,125; 1,56; 0,78; e 0,39%, através da construcéo da regressao linear obteve-se uma DLso de
1891 pg/mL (Figura 1).

140 y=10,622x+ 20,425

R? =0,8846
120

100
80
60
40
20

0

% Mortalidade

-0,408-0,107 0,193 0,494 0,795 1.096 1.397 1.698 2
Log das concentracgdes

Figura 1. Distribuicdo do percentual de 6bitos (% Mortalidade) em funcdo do logaritmo das
concentracgdes (Log das concentracdes).
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De acordo com Meyer et al. [44] a Dosagem Letal Mediana de uma substéncia é considerada
atéxica ou inativa quando o seu valor é superior a 1000 pug/mL e toxica ou ativa quando inferior a
1000 pg/mL. Portanto, neste estudo de acordo com a DLso foi possivel classificar o infuso com
folhas secas como atoxico ou inativo para este teste.

Teste de citotoxicidade com Artemia salina frente ao extrato da espécie Vetiveria
zizanioites, da familia Poaceae, resultou na concentracdo letal 690 pg/mL [54] considerada toxica
ou ativa, segundo Meyer et al. [44]. Ndo houve diferenca significativa entre as concentracoes
testadas para uma mesma espécie [54]. Os resultados diferem-se ao da D. insularis demonstrando
que, embora, as espécies pertencam a uma mesma familia podem apresentar distintos potenciais
toxicos.

Na pesquisa de Quignard et al. [55] foi utilizado testes com Artemia franciscana para avaliar
a citotoxicidade do extrato aquoso e metandlico da espécie Cymbopogon citratus, Poaceae, 0s quais
apresentaram o percentual de taxa de mortalidade de 0 e 50%, respectivamente. Assim, segundo 0sS
autores 0 extrato aquoso foi considerado inativo e o extrato metandlico foi classificado como
detentor de atividade citotoxica.

Através do teste do A. cepa, verificou-se que as concentracGes ES100, ES50 e ES25
possuem efeito citotoxico em relagdo ao controle negativo ao reduzir o crescimento radicular de A.
cepa. O mesmo resultado se obteve para os extratos EIN100 e EIN50 (Figura 2). Esses resultados
indicam uma provavel atividade alelopéatica dos extratos frente as raizes de A. cepa, assim como
sugere sua citoxicidade, que comparado aos resultados do teste de letalidade frente a A. salina
reforca esta hipotese.

Estudo realizado por Candido et al. [56] avaliou o crescimento das partes meristematicas da
alface, submetida ao método sanduiche, utilizando tratamentos com folhas secas de D. insularis.
Identificou-se que os tratamentos 10, 25 e 50% néo influenciaram significativamente na germinacao
das sementes as quais atingiram um percentual de 80%, contudo, inibiram o crescimento das raizes,
ndo havendo diferenca significativa entres os tratamentos. O pesquisador atribuiu estes resultados a
possivel presenca de acidos fendlicos e flavonoides que geralmente sdo distribuidos ao longo dos

tecidos vegetais.
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Figura 2.Média do crescimento radicular de Allium cepa sob distintas concentracdes do extrato

aquoso das folhas de Digitaria insularis. Legenda: CP=Controle Positivo; CN=Controle Negativo; ES=Infuso
das folhas secas (100%, 50%, 25% e 12,5%); EIN=Infuso das folhas in natura (100% e 50%). *** Dados significantes.
Analise de variancia ANOVA pelo teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05).

Os compostos fendlicos, assim como 0s taninos e terpenos, atuam individualmente ou
simultaneamente com outras moléculas interferindo nos processos fisiolégicos durante a
germinacao e desenvolvimento das espécies-alvo [57]. Por sua vez, solu¢cBes com a presenca de
flavonoides alteraram o potencial osmético, inibindo a absorcéo e provocando baixo crescimento
radicular [58]. Em pesquisa realizada por Paszkowski e kremer [59] foi comprovado a acao
inibitéria de flavonoides presentes em extratos aquosos de plantas sob o crescimento radicular.
Conforme Castro et al. [21] e Lorenzetti et al. [22] os terpenos ja foram identificados em espécies
pertencentes a familia Poaceae, assim como os flavonoides e taninos [23,24].

Os resultados do teste de A. cepa apontam que os tratamentos ES50, ES25, ES12,5 e EIN50
reduziram o indice mitotico em relacdo ao CN. Por sua vez, os tratamentos ES100, EIN 100 e o
grupo CP induziram a um aumento do indice mitdtico. Em todos os tratamentos, com excec¢ao dos
ES100, EIN100 e CP, foram observados redugéo das fases de Metéafase e Anéfase (Tabela 2).

Para Artico et al. [60] a analise da citotoxicidade e genotoxicidade do extrato aquoso das
partes &reas do capim-annonia (Eragrostis plana Nees), espécie da mesma familia Poaceae, através
do teste do micronucleo utilizando Allium cepa, demonstrou reducdo do indice mitotico nos
tratamentos CP, 100, 50 e 25%, bem como os resultados dos tratamentos 100 e 50% né&o diferiram

estatisticamente.
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Tabela 2. Média de células analisadas em Mitose e indice mitético obtidos através do teste Allium
cepa por tratamento em diferentes concentragdes do extrato de Digitaria insularis.

Fases Mitotica
Tratamento IM
Interfase Profase Metafase Anafase Telofase

CN 16129 3089 254 198 326 19.34
CP 11056 8637 25 34 116 44 35****
ES 100 10524 9157 64 75 84 47.13%***
ES 50 16410 3317 7 7 171 17.59
ES 25 16516 3183 7 23 193 171
ES 125 17419 2412 8 5 86 12.6
EIN 100 8429 7236 98 77 55 46.97***
EIN 50 16544 3120 3 11 218 16.85

Legenda: CN= Controle negativo; CP= Controle Positivo; ES= Infuso das folhas secas (100%, 50%, 25% e 12,5%);
EIN= Infuso das folhas in natura (100% e 50%); IM= indice mit6tico. **** Altamente significativos, *** Alta
significncia. Analise de varidncia ANOVA pelo teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05).

Dados similares aos da presente pesquisa, em relacdo ao aumento do indice mitético dos
tratamentos CP, ES100 e EIN100, foram relatados no estudo de Dias et al. [61] com extratos
aquosos de Mikania cordifolia, espécie da familia Asteraceae, em testes com Allium cepa, no qual
foi verificado um aumento significativo do indice mitético nas maiores diluicGes e uma reducéao
significativa na menor proporcdo, sendo que todas as concentracdes foram acompanhadas da
presenca de micronudcleos. Estes resultados foram atribuidos a presenca de uma maior atividade
antiproliferativa de acordo com o decréscimo das concentragdes, a qual foi atribuida a presenca dos
triterpendides.

O metabdlico secundério sugerido acima para esta atividade pertence a classe dos terpenos,
ja identificada em espécies da familia Poaceae [24] e a ela é atribuida as atividades antioxidante,
anticancerigena [62] e anti-inflamatdria [63]. Segundo Galvao et al. [64] atividade antiproliferativa
pode ser verificada quando ha presenca de um maior numero de interfases nas células
meristematicas.

Conceicdo [65] explica que nas celulas meristematicas dos bulbos de Allium cepa sob
influéncia de uma solucdo pode ocorrer um maior estimulo a divisdo celular, fato que explica o
maior indice mitético nas primeiras horas, contudo, apds este periodo pode ocorrer uma

citotoxicidade ao tempo de exposicéo que provoca o declinio da proliferagdo celular desencadeando
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0 menor crescimento radicular. A afirmacdo da autora, também, corrobora com os demais
resultados apresentados por esta pesquisa, na qual o teste in vitro (teste com Artemia salina) nao
demonstrou citotoxicidade aguda do infuso das folhas secas através da DLsg, contudo, demonstrou
citotoxicidade pelo teste in vivo (teste de micronlcleos) ao resultar na reducdo do crescimento
radicular pelas raizes de Allium cepa submetidas a um maior periodo de exposi¢do ao infuso de
folhas secas.

Quanto a reducédo das fases de Anafase e Metafase resultados similares foram encontrados
por Artico et al. [60] em tratamentos que demostraram menor indice mitotico. O mesmo foi
verificado por Turkoglu [66] no qual os tratamentos com menor indice mitético apresentaram
valores reduzidos da fase de anafase e valores crescentes na frequéncia de profases, por sua vez, 0s
tratamentos com maior indice mitdtico apresentou valores crescentes na frequéncia de anafases e
decrescente na de profases. Segundo Araujo et al. [67], os flavonoides podem agir na progressao
das fases G1 e G2 regulando a proliferacéo celular e, portanto, determinando o indice mitético.

Os resultados do teste de micronlcleo demonstraram que todos os tratamentos obtiveram
uma frequéncia de microndcleos estatisticamente significante em relacdo ao grupo CN (Figura 3),

apontando para um efeito mutagénico causado pelos extratos aquosos de D. insularis.
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Figura 3. Média de micronlcleos por concentracdo do extrato aquoso das folhas de Digitaria

insularis. Legenda: CP=Controle Positivo; CN=Controle Negativo; ES=Infuso das folhas secas (100%, 50%, 25% e
12,5%); EIN=Infuso das folhas in natura (100% e 50%). **** Significantes em relacdo ao controle negativo; ***
Significantes em relacdo ao controle negativo mas, com significancia intermediaria entre todos os dados significantes;
** Significantes em relacdo ao controle negativo mas, com significancia inferior em relacdo aos demais dados
significantes. Analise de variancia ANOVA pelo teste Tukey a 5% de significancia (P < 0.05).
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De acordo com Artico et al. [60] também foi verificado com Eragrostis plana (capim-
annonia), espécie da familia Poaceae, a presenca de microndcleos, porém, estes eram
acompanhados de pontes cromossémicas nas células dos meristemas submetidos aos tratamentos
100, 50 e 25%, sendo que entre estes ndo houve diferenca estatistica. No entanto, nesta pesquisa
com D. Insularis o teste ndo demonstrou a presenca de pontes cromossomicas.

Segundo Fenech et al. [68], a presenca de micronicleos acompanhados da baixa ou ausente
frequéncia de pontes e fragmentos cromossomicos indica que o aparecimento de micronucleos €
resultado de uma mutacdo no qual esse pequeno nucleo provém da perda de um ou mais
cromossomos integros que durante o ciclo celular ndo se incorporaram ao ndcleo. O mesmo autor
atribui esta atividade aneugénica a agdo de terpenos, bem como de flavonoides sob a auséncia de
saponinas.

Conforme Gniazdowska e Bogatek [69], a toxicidade desempenhada por solugdes amostrais
de plantas medicinais também pode ser atribuida a presenca de fendis que ao produzirem espécies
reativas de oxigénio, ou seja radicais livres, podem agir sobre a membrana celular induzindo a um
aumento da permeabilidade, bem como danos ao DNA e por consequéncia a proteinas, resultando
em genotoxicidade e citotoxicidade as células.

Quanto as concentragOes do extrato in natura ressalta-se que durante a pesquisa a partir da
concentracgdo inicial (100 mg/mL) foi obtida por diluicdo apenas a concentragdo 50 mg/mL, uma
vez que, 0 objetivo principal da pesquisa foi avaliar os efeitos bioldgicos do ES. Portanto, o registro
dos resultados dos efeitos bioldgicos e toxicoldgicos de ambas as concentracdes do EIN foi
realizado com o intuito de fornecer dados cientificos preliminares que possam sugerir a realizacao

de uma posterior pesquisa que venha a ter como objeto de estudo o infuso de folhas in natura.

4. CONCLUSAO

Conclui-se que o infuso das folhas secas e o infuso das folhas in natura de D. insularis nas
concentracdes analisadas ndo manifestaram atividade antibacteriana frente as bactérias Escherichia
coli e Staphylococcus aureus; apresentaram, de acordo com a DLso, efeito atdxico ou néo
citototdxico no teste com Artemia salina e efeito citotoxico e mutagénico no teste de microndcleos.

Sugere-se a realizacdo de estudos fitoquimicos para a identificacdo dos metabdlicos
secundarios presentes nesta espécie com intuito de viabilizar um melhor esclarecimento dos dados

desta pesquisa, bem como os resultados de estudos posteriores. Além disso ha necessidade de se
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averiguar a atividade antibacteriana da espécie através de outras metodologias, técnicas e solventes

para extracdo de metabdlitos, e pelo uso de outros microrganismos.
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