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RESUMO

Desde os primérdios o ser humano ja utilizava as plantas medicinais na cura e
profilaxia de varias doencas. Porém mesmo com as diferencas existentes entre as
formas mais simples de uso, e as mais sofisticadas que sdo os fitoterapicos, o
homem descobriu que as plantas possuem principios ativos, ou seja, substancias
que tem a capacidade de provocar reagdes benéficas no organismo. Dois dentre os
diversos casos classicos citados pela literatura sdo a Papaver somniferum da qual
se extrai o Opio e a Afropa belladona da qual se extrai a atropina. Apesar das
plantas possuirem diversos usos medicinais, as pessoas nao sabem que elas
podem apresentar toxicidade tanto para o homem quanto para os animais, como
exemplo pode-se citar a Lantana Camara, popularmente conhecido como Cambara.
Dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxico Farmacoldgicas revelam que no
Brasil no ano de 2010, ocorreram 1132 casos de intoxicagdo em humanos pelo uso
de plantas, desses 5 foram a obito. Existe ainda a possibilidade de ocorrer o efeito
placebo, pois nem sempre ha comprovagao da eficacia do efeito causado pelo
emprego destas plantas. Uma das formas existentes de avaliar a toxicidade de
extratos vegetais € utilizando-se o Bioensaio com Artemia salina, uma vez que ele é
simples, rapido e barato. Diante disto, esta pesquisa teve por objetivo avaliar a
toxicidade de Ocimum gratissimum, Foeniculum vulgare e Bauhinia forficata nas
concentracbes de 1000 ppm, 500 ppm e 100 ppm. As espécies citadas foram
coletadas nas cidades de Ceres e Rialma em Goias. Logo depois, as plantas foram
secas em temperatura ambiente protegidas da luz durante sete dias, elas foram
entdo trituradas e submetidas a percolagao utilizando alcool a 95 INPM durante trés
dias, depois os extratos etandlicos foram secos em rotaevaporador, os quais foram
diluidos nas respectivas concentragdes. Em seguida, um mililitro dos extratos foi
adicionado em cada tubo, cada um com dez larvas, o teste foi feito em triplicata.
Apos vinte e quatro horas foram contadas o numero de larvas mortas,
posteriormente foi feito calculo da CL50 por meio do programa GraphPad 5.0. Dos
trés extratos testados, os extratos de Ocimum gratissimum e Foeniculum vulgare
apresentaram toxicidade leve frente a Artemia salina, enquanto que o extrato da
Bauhinia forficata foi considerado atéxico. Espera-se que este estudo possa servir
como fonte para outras pesquisas.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais. Bioensaio. Toxicidade. Artemia salina.



ABSTRACT

Since the early humans already used the medicinal plants in the cure and
prophylaxis of various diseases. But even with the differences between the simplest
forms of use, and are more sophisticated than the herbal medicines the man
discovered that plants have active ingredients, in other words, substances that have
the ability to provoke beneficial reactions in the body. Two of the many classic cases
cited by the literature are the Papaver somniferum from which extracts the opium and
Atropa belladona from which extracts the atropine. Although plants possess various
medicinal uses, the people are unaware that they can show toxic both for humans
and for animals, as an example one can cite the Lantana Camara, popularly known
as Cambara. Data from the National System of Pharmacologic Toxic Information
reveal that in Brazil in the year 2010 have occurred 1132 cases of poisoning in
humans by the use of plants, these 5 died. Still exists possibility of the placebo effect
occur, because there is not always proving of the efficacy of the effect caused by the
use of these plants. One of the existing ways of evaluating the toxicity of plant
extracts is using the bioassay with Artemia salina, since it is simple, quick and
inexpensive. Given this, this study aimed to evaluate the toxicity of Ocimum
gratissimum, Foeniculum vulgare and Bauhinia forficata at concentrations of 1000
ppm, 500 ppm and 100 ppm. These species were collected in the cities of Ceres and
Rialma in Goias Soon after, the plants were dried at room temperature protected
from light during seven days, they were then crushed and subjected to percolation
using alcohol to 95 INPM during three days after the ethanolic extracts were dried
over rotaevaporator, which were diluted in the respective concentrations. Then one
milliliter of the extract was added to each tube, each with ten larvae, the test was
done in triplicate. After twenty-four hours were counted the number of dead larvae,
later calculation of LC50 was done using the program GraphPad 5.0. Of the three
extracts tested, the extracts of Ocimum gratissimum and Foeniculum vulgare showed
mild toxicity against Artemia salina, while the extract of Bauhinia forficata was
considered nontoxic. It is hoped that this study can serve as a source for further
research.

KEYWORDS: Medicinal plants. Bioassay. Toxicity. Artemia salina.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais para tratamento, cura, profilaxia das
enfermidades, € uma das maneiras mais antigas na pratica médica da humanidade.
O conhecimento empirico sobre a agao das plantas vem sendo repassado desde os
primordios da humanidade até os dias de hoje (CARVALHO, 2011; VEIGA JR et al,,
2005).

Desde o inicio da civilizacdo as plantas sdo continuamente usadas pelo
homem, este uso foi motivado principalmente devido a necessidade de sobreviver,
isto fez com que o ser humano desvendasse provaveis usos medicinais de algumas
espécies (CASTRO, 2006).

A utilizagdo de plantas medicinais na cura de doencas vem sofrendo
evolucdes, desde as formas mais simples de tratamento, possivelmente utilizadas
pelo homem na antiguidade, até os processos mais sofisticados tecnologicamente,
empregados na produgao de medicamentos pelas industrias (LORENZI, MATOS,
2000).

Porém, mesmo com as grandes diferengas entre a forma tradicional, como os
chas, e a forma tecnoldgica, que sao os fitoterapicos, existe algo em comum entre
elas. De alguma maneira o ser humano percebeu que as plantas possuem principios
ativos. Substancias que administradas em formas farmacéuticas, como comprimidos
e pomadas, possuem a caracteristica de causar reagdes benéficas no corpo humano
capazes de levar a restauragdo da saude (LORENZI, MATQOS, 2000).

A literatura possui centenas de exemplos de plantas que apresentam usos
medicinais. Dois casos classicos sao a papoula (Papaver somniferum) da qual se
extrai o Opio, e a beladona (Atropa belladona) de onde se extrai a atropina
(MARTINEZ; ALMEIDA; PINTO, 2009; MARTINS et al., 2012).

Em meados do século XVIII, Lineu foi o primeiro a classificar a espécie
botanica Papaver somniferum, papoula. Naquela época, a extragao do 6pio era feita
através do latex, retirado por meio de pequenas incisdes realizadas nas capsulas
ainda verdes, de onde sai um liquido leitoso. A morfina assim como a codeina, € um
dos alcaléides encontrados na papoula, ela foi descoberta na Alemanha, por
Friederich Setuner, em 1803, que, apoOs dissolver o latex em acido e logo em
seguida neutraliza-lo com amoénia, obteve como resultado a morfina. Atualmente,

este alcaloide ainda € usado no tratamento da dor, ela € muito importante para os
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pacientes terminais diagnosticados com diversos tipos de cancer, pois reduz as
fortes dores caracteristicas desta patologia (MARTINS et al.,, 2012; NOVO, M. C.
D’A, 2010; RODRIGUES; ALMEIDA; PIRES, 2010).

O nome belladona, que em italiano significa belas mulheres, tem
origem no costume que as mulheres da idade média tinham de pingar nos olhos o
sumo espremido das bagas pretas da planta para causar a dilatagdo das pupilas.
Naquela época as mulheres que apresentavam as pupilas maiores e mais brilhantes
eram consideradas as mais bonitas. A atropina € o agente midriatico, responsavel
pelo emprego de extratos de Atropa belladona como colirio (MARTINEZ; ALMEIDA,;
PINTO, 2009).

O quimico alemao Mein foi o primeiro a isolar a atropina em 1831, porém os
romanos, egipicios e gregos ja sabiam a respeito das suas propriedades
terapéuticas. A atropina €& uma droga parassimpaticolitica, que bloqueia
competitivamente os receptores muscarinicos (MARTINEZ; ALMEIDA; PINTO,
2009).

A atropina também é encontrada nas folhas, flores, caule e sementes,
das plantas da familia Solanacea, especialmente na Atropa belladona. A atropina é
um alcaloide constituido de uma mistura racémica, de D-hiosciamina e L-
hiosciamina. Entretanto, apenas a forma L-hiosciamina possui atividade terapéutica
enquanto que a forma D-hiosciamina quase nao possui atividade antimuscarinica
(SOARES, 2007).

A atropina € indicada como pré-medicamento antes da anestesia geral,
antiespasmodica (desordens intestinais e prevengédo de broncoespasmos), adjunto
de analgésicos, no tratamento da bradicardia, em alguns casos de envenenamento,
midriatico e cicloplégico (SOARES, 2007).

Foi divulgado pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) no inicio da década
de 1990 que 65-80% da populagdo dos paises em desenvolvimento acreditam no
uso de fitoterapicos no tratamento de suas enfermidades (SILVEIRA; BANDEIRA,;
ARRAIS, 2008).

O conhecimento sobre plantas medicinais na maioria das vezes representa o
unico recurso terapéutico. As observacdes populares a respeito da utilizagdo e
eficacia de plantas medicinais mantém o costume do uso de fitoterapicos, tornando
adequadas as informacbes terapéuticas que vem sendo repassadas durante

séculos. Com relacdo a medicina caseira, se de um lado a utilizacdo de plantas é
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difundida em nosso meio, por outro € limitado o conhecimento sobre os principios
ativos de tais plantas (MACEDO; OSHIIWA; GUARIDO, 2007).

O uso de plantas com finalidade terapéutica é devido a presencga de principios
ativos. Dessa forma, as plantas medicinais sdo empregadas como matéria prima na
extracdo destas substancias, como por exemplo a morfina que é extraida a partir do
opio (Papaver somniferum), a quinina isolada a partir de espécies de Cinchona sp, a
atropina e a escoplamina isoladas a partir da Atropa belladona, a reserpina isolada a
partir da Rauwolfia serpentina, entre outras (CARAVALHO, 2011).

De acordo com a OMS (1978), a definigdo de planta medicinal é:

Planta Medicinal é a planta selecionada, silvestre ou cultivada, utilizada
popularmente como remédio no tratamento de doengas. Segundo a OMS
(1978), é toda e qualquer planta contendo substancias que possam ser
usadas para prevenir, aliviar, curar ou modificar um processo fisiolégico
normal ou patolégico e que possa servir como fonte de fitofarmacos e de
seus precursores para sintese quimico-farmacéutica (FERRO, 2008, p. 11;
WHO, 1978).

Por outro lado, de acordo com a ANVISA (2004) fitoterapico € definido como:

Segundo a Resolucdo da Diretoria Colegiada n® 48 de 16 de margo
de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, fitoterapico
€ medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos
de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade. Sua eficacia e seguranga é validada através de levantamentos
etnofarmacolégicos de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas em
publicagdes ou ensaios clinicos fase 3. Nao se considera medicamento
fitoterapico aquele que, na sua composigdo, inclua substancias ativas
isoladas, de qualquer origem, nem as associagcdes destas com extratos
vegetais (BRASIL, ANVISA, 2004).

Mesmo que as plantas medicinais apresentem beneficios, ha uma crenga de
que os medicamentos provenientes delas ndo tém substancias toxicas ou ndo fazem
mal, o que nao € verdade. Ha a possibilidade de que substancias quimicas, como os
metabdlitos secundarios, possivelmente produzidos pelas plantas para protecéao
contra microrganismos e animais predadores possam apresentar toxicidade tanto
para o ser humano quanto para os animais. Como exemplo de metabdlitos especiais
pode-se citar os alcaloides, que quando administrados em animais podem
apresentar efeitos terapéuticos ou toxicos. Além disso, essas substancias podem ter
potencial carcinogénico, hepatotoxico, neurotoxico e nefrotéxico (CARVALHO,
2011).
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Ao se analisar a flora brasileira, muitas das plantas medicinais ainda
continuam sem estudos. Assim, seus principios ativos, suas atividades
farmacolégicas e os dados toxicolégicos continuam a sendo desconhecidos. Isto
provoca muita preocupacao, ja que as intoxicagdes por plantas sdo casos de saude
publica. De acordo com informagdes do Sistema Nacional de Informagdes
Toxicologicas (SINITOX) no ano de 2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de
intoxicagdo humana por uso de plantas sendo que desses, 5 foram a 6&bito
(BEDNARCZUK et al., 2010; SINITOX, 2010).

Geralmente as intoxicagbes acontecem devido a utilizagcdo exagerada de
certas plantas, do modo de preparo e usos impréprios e, principalmente devido ao
emprego de plantas com efeitos toxicos. Sdo muitos os casos em que nao se fazem
0 uso de apenas uma ou mais partes da planta com finalidade terapéutica, sendo
que diferentes partes podem ser consideradas téxicas, por exemplo, as folhas do
cambara (Lantana camara L.), tem sido indicado para tratamento de varias doencgas,
ele possui alguns usos medicinais como emenagogo, diurético, expectorante,
febrifufgo, antirreumatico, além disso, o cambara também apresenta propriedades
anticonvulsivantes, entretanto seus frutos sado toxicos (COSTA et al., 2009;
MAIWORM, 2007; MARTINS et al., 2000).

Um estudo feito no municipio de Quatis — RJ, descreveu o acontecimento de
um surto de intoxicagao pela cambara em bovinos. Segundo a literatura mesmo que
0s surtos sejam graves, eles sdo raros, uma vez que acontecem apenas quando 0s
animais estdo famintos e quando ha a transferéncia de pasto. De acordo com o
estudo, o cambara apresentou letalidade quando administrado nas doses de 40
g/Kg, enquanto que nas doses de 20 g/Kg, 10g/Kg e 5g/Kg, provocaram
respectivamente, intoxicacdo grave, intoxicacdo leve e auséncia de sintomas
(TOKARNIA et al., 1999).

Alguns dentre os varios sintomas apresentados devido a intoxicagcéo pelo
cambara foram diminuicdo do apetite, focinho seco, fezes ressequidas, ictericia,
coloragao da urina variando de amarelo-ouro a amarelo-escura, grande inquietacao,
lesdes de fotossensibilizagdo como por exemplo vermelhidao e inchago, andar lerdo
e apatia, alguns deles apresentavam intensa salivagédo e desorientagédo (TOKARNIA
et al., 1999).

A utilizagdo milenar de plantas medicinais revelou, com o passar dos anos,

que certas plantas possuem substancias com potencial perigoso. Do ponto de vista
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cientifico, pesquisas revelaram que muitas delas tém substancias potencialmente
agressivas e, por este motivo, devem ser usadas com cautela, respeitando seus
riscos toxicolégicos. Como exemplos de efeitos toxicos de substancias presentes em
plantas podem ser citados os efeitos hepatotoxicos de apiol, safrol, lignanas e
alcaldides pirrolizidinicos (VEIGA JR et al., 2005).

A cautela com o uso é indispensavel e de extrema importéncia no controle
dos provaveis efeitos adversos e colaterais que o uso crénico e/ou agudo pode
trazer ao organismo, devido a existéncia de plantas que, embora sejam designadas
medicinais, sdo capazes de apresentar toxicidade dependendo de como sio usadas,
tempo de tratamento, com a maneira de preparo, além de outros fatores (AMARAL,;
SILVA, 2008).

Portanto, atualmente a toxicidade de plantas medicinais € um grave problema
de saude publica, sendo um agente de preocupagéo crescente nos meios cientificos
que envolvem estudos fitoterapicos. Dessa forma, a investigacdo da toxicidade de
plantas medicinais pode esclarecer importantes caracteristicas farmacoldgicas de
seus principios naturais, possibilitando um uso seguro, respeitando seus provaveis
riscos toxicologicos (AMARAL; SILVA, 2007).

Uma das formas de se avaliar a toxicidade de uma planta é por meio do
bioensaio com Artemia salina, que tem como caracteristicas ser de baixo custo,
simples, rapido, ndo requer técnicas assépticas (SIQUEIRA et al., 1998).

Artemia salina € um microcustaceo da ordem Anostraca utilizado na
alimentacgao de peixes e camardes por seu alto valor nutritivo. Dependendo
da alimentacdo ingerida esse microcrustaceo pode adquirir diversas
coloragoes, suas caracteristicas € de nadarem com a parte ventral do corpo
voltada para cima, ou seja, para a luz e de estarem sempre em locomocéo,

por serem animais filtradores e dependem disso para alimentar-se e respirar
(BEDNARCZUK et al., 2010, p. 45).

Segundo MEYER et al., 1982, a relacéo existente entre o grau de toxicidade e
a concentragéao letal mediana (CL50), é a de que extratos de plantas administrados
sobre Artemia salina, com valores acima de 1000 ug/mL e nao existindo morte de

mais de 50% dos microcrustaceos, estes, sdo atdxicos.
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1.1 ALFAVACA

O Ocimum gratissimum conhecida popularmente como alfavaca, pertence a,
familia Lamiaceae, é originaria da Asia tropical e é subespontanea em todo o Brasil,
é facilmente reconhecida pelo seu cheiro que lembra o Cravo-da-india (FRANCO et
al., 2007).

Figura 1 — Ocimum gratissimum
Fonte: (LORENZI; MATOS, 2000, p. 253).

Na medicina popular suas folhas sdo usadas na preparagcdao de banhos
antigripais, principalmente em criangas, também sao usadas para tratar situagdes de
nervosismo e paralisia, € usada também como carminativo, sudorifico, e diurético.
Também é empregada como larvicida, repelente de insetos de longa duragao,
estomaquico, antipirética, antifungica, hipoglicemiante, antidiarréica, antiviral contra
os virus HIV-1 e HIV-2. Além disso, possui acbdes antisséptica pulmonar e
expectorante, sendo usada na odontologia. O eugenol, presente na alfavaca, possui
acao bactericida e analgésica, além disso, este composto apresenta ainda atividade
antiinflamatéria, cicatrizante, inseticida, bactericida, antifungica, antiulcera,
antidiabética, afrodisiaco, antioxidante, antitumoral (AFFONSO, R. S. et al., 2012;
FRANCO et al., 2007; LORENZI; MATQOS, 2000; SILVA; OLIVEIRA; SOUZA, 2011).
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Os oleos essenciais encontrados nas folhas nesta planta sdo compostos de:
77,3% de eugenol, 12,1% de 1,8-cineol, 2,3% de [B-cariofileno e 2,1% de (2)-
ocimeno o que justifica seu uso na confecgao de licores e como sucedaneo do 6leo
de cravo-da-india (LORENZI; MATQOS, 2000).

1.2 FUNCHO

O Foeniculum vulgare conhecido popularmente como funcho, pertence a
familia Apiaceae, é nativo da bacia do Mediterraneo Oriental e do Caucaso, hoje em
dia tem sido cultivado em todo o mundo e em diversas variedades, o seu fruto foi
empregado na medicina popular na Europa e na China por centenas de anos
(AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2010; CARILHO, 2009).

e i \

Figulr 2 — Foeniculum vulre

Fonte: (LORENZI; MATQOS, 2000, p. 480).

Desde o inicio da civilizacdo seus frutos tem sido utilizados como chas como
estimulante da digestdo, combate a cdlicas, e para estimular a lactagao, o funcho
também possui atividade inseticida e antifungica, além de estimulante das fungdes
digestivas, o funcho atua como carminativo e espasmolitico. E utilizado também
como edulcorante e aromatizante nos medicamentos, substancias que dao sabor e
cheiro agradaveis as formulagdes, e em confeitaria € empregado na fabricagdo de
licores e guloseimas (LORENZI; MATOS, 2000).
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As sementes do funcho possuem substancias que tem capacidade de regular
a menstruagdo, diminuir os sintomas do climatério nas mulheres, e aumentar a
libido. Elas também ajudam na melhora da indigestao, bronquite, tosse e dor de
garganta, as sementes também podem ser empregadas nas colicas de recém-
nascidos e em alguns disturbios respiratérios. Ha relatos de que elas possuem
efeitos antioxidantes, diminui a concentracido de colesterol no plasma, atividade
contra o HIV e capacidade de sequestro de radicais livres (CARILHO, 2009).

O dleo essencial do funcho é composto principalmente de 90-95% de anetol,
isto Ihe confere sabor e odor tipicos do anis, apresenta quantidades menores de
metilchavicol, anisaldeido, linalol e outros derivados terpénicos oxigenados, possui
ainda dleo fixo, proteinas, carboidratos, acido malico, caféico e clorogénico, além de
cumarinas, flavonodides, e esterdides (LORENZI; MATOS, 2000).

1.3 PATA-DE-VACA

A Bauhinia forficata conhecida popularmente como pata-de-vaca, pertence a
familia Leguminosae, é originaria da Asia (MARTINS, et al., 2000). “No sul do pais
ocorre a espécie Bauhinia candicans Benth., muito semelhante e com as mesmas
propriedades que esta e considerada por alguns como a mesma espéecie.”
(LORENZI; MATOS, 2000, p. 274-275).

Figura 3 — Bauhinia forficata
FONTE: (LORENZI; MATOS, 2000, p. 274)
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Bauhinia candicans Benth.

Planta estudada: H. Lorenzi 1.041 (HPL).

) nativa do Sul, nite @ B. forficata
COMoO a mesma

3 alguns autore
espécie. Possui 0s mesm

Figura 4 — Bauhinia candicans
FONTE: (LORENZI; MATQOS, 2000 p. 275).

Na medicina popular suas folhas sdo empregadas como antidiabéticas,
hipocolesterolemiante, diuréticas, ténico, depurativo e hipoglicemiantes. E usada
também contra cistites, diarréias, parasitoses intestinais, elefantiase, e como auxiliar
no tratamento da diabetes e na eliminacéo de calculos renais (LORENZI; MATOS,
2000; MANOEL, et al., 2009).

Ultimamente, esta planta vem despertando os estudos quimicos,
farmacoldgicos e clinicos que possuem objetivos de valida-la como farmaco eficaz e
seguro, pois além de ser muito utilizada na medicina tradicional, alguns
pesquisadores conseguiram detectar a presenca de insulina na pata-de-vaca
(LORENZI; MATQOS, 2000).

As anadlises da composicdo quimica das folhas e flores de pata-de-vaca,
demonstraram a presencga de esterois, flavonoides, pinitol, colina e trigonelina, além
de glicosideos, acidos organicos, sais minerais, taninos, e mucilagens (LORENZI,
MATOS, 2000).

O uso de plantas medicinais baseadas no conhecimento popular é repassado
através das geracgbes, estas plantas podem ser utilizadas com a finalidade de
amenizar os sintomas das enfermidades das pessoas, cura das doengas, empregos
em formulagbdes farmacéuticas, adjuvantes nos tratamentos farmacoldégicos e n&o
farmacolodgicos, isolamento de principios ativos e na culinaria como, por exemplo, o

funcho, entre outros.
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O costume de utilizar plantas medicinais com pouca ou nenhuma
comprovacao cientifica de seus efeitos sobre o corpo humano é perigoso, pois
mesmo sendo uteis as pessoas, certas plantas possuem constituintes quimicos que
podem causar efeitos diferentes daqueles esperados (CASTRO, 2006).

O estudo foi realizado a partir do conhecimento popular quanto ao uso de
plantas medicinais. Nem sempre ha comprovacdo da eficacia do efeito produzido
pelo seu uso, ha casos que as preparagdes tém apenas efeito placebo. Para avaliar
a toxicidade de plantas medicinais, foi utilizado o bioensaio com Artemia salina, pois
€ um teste simples, de baixo custo, e de resposta rapida. O estudo de toxicidade das
plantas medicinais faz-se necessario pois mesmo que inumeras pessoas saibam as
indicacbes terapéuticas de muitas plantas, na maioria das vezes elas ndo sabem
que estas podem apresentar toxicidade, isto se relaciona diretamente com a forma
de uso, dosagem utilizada, duragcdo do tratamento, e as partes das plantas

empregadas.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a toxicidade de trés espécies de plantas medicinais encontradas no

cerrado por meio do bioensaio com Artemia salina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a toxicidade de Ocimum gratissimu (Alfavaca), Foeniculum vulgare
(Funcho), e Bauhinia forficata (Pata de vaca), por meio do bioensaio com
Artemia salina nas concentragdes de 1000 ppm, 500 ppm e 100 ppm.

e Discutir a viabilidade do bioensaio com Artemia salina como forma de avaliar

a toxicidade de extratos vegetais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Artemia salina

Foram utilizados ovos de Artemia salina, cultivados no Laboratério de
Quimica Multiuso |l da FACER — Faculdade de Ceres - GO.

3.1.2 Solugéo salina para eclosado dos ovos de Artemia salina

Foram utilizados sal marinho e agua destilada, originando uma solugéo de

saturada de sal marinho.

3.1.3 Material vegetal

As espécies, Bauhinia forficata, Ocimum gratissimum e Foeniculum vulgare
foram coletadas nos municipios de Ceres e Rialma, estado de Goias, em Agosto de
2012. A identificagdo do material botanico foi feita a partir de comparagdao com

dados existentes na literatura.

3.2 METODOS

3.2.1 Preparacao dos extratos

O material vegetal foi seco a temperatura ambiente protegido da luz e da
umidade por 7 dias. Apos a secagem, foi submetido a trituragdo com o auxilio de
almofariz e pistilo, obtendo-se 1,61 g de Bauhinia forficata, 1,40 g de Ocimum
gratissimum e 1,45 g de Foeniculum vulgare. Em seguida o material foi submetido a
percolagdao com etanol (EtOH) a 95 INPM (Instituto Nacional de Pesos e Medidas)
durante 3 dias. Em seguida o extrato foi filtrado e evaporado com o auxilio do

rotaevaporador sob temperatura inferior a 40 °C até secura total dos extratos.
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3.2.2 Diluigao dos extratos

Para cada uma das trés plantas, foram feitas diluicbes dos extratos brutos
etandlicos em agua, obtendo-se as seguintes concentragdes: 1000 ppm; 500 ppm e

100 ppm.

3.2.3 Solucéao salina para cultivo das larvas de Artemia salina

Em um béquer de 500 mL, foi preparada uma solucéo salina contendo 17,98
g de sal marinho e 500 mL de agua destilada. Ap6s ser homogeneizada com um
bastdo de vidro, a solugao foi aerada com a ajuda de uma bomba de vacuo durante

30 minutos. Foram incubados 50 mg de cistos de Artemia salina durante 48 horas.

3.2.4 Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina

Utilizou-se a metodologia descrita por Meyer et al., (1982) com adaptagdes.
Com o auxilio de duas pipetas automaticas, uma de 200 uL, e outra de 1000 uL (1
mL), foram transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio, o volume foi entdo
completado para 9 mL de solugdo salina, e logo apds foi adicionado 1 mL dos
extratos em cada tubo de ensaio. O teste foi feito em ftriplicata para cada extrato
bruto e suas diluicbes. Além disso, foi realizado o controle negativo (branco), neste
tubo de ensaio foi adicionado apenas 10 larvas em 10 mL de solugédo salina, sem

adicionar o extrato.

3.2.5 Contagem das larvas

Apods 24 horas em contato com a solugéo dos extratos, foi feita a contagem do

numero de larvas vivas e os dados foram tabulados.

3.2.6 Analise estatistica dos resultados

A concentragdo letal mediana (CL50) dos extratos das folhas das trés

espécies foi determinadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.
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AVALIAGAO DA TOXICIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS BRASILEIRAS POR
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RESUMO: Uma das formas de avaliar a toxicidade de extratos vegetais é por meio
do Bioensaio com Artemia salina, pois ele é simples, rapido e barato. Diante disto,
este estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade de Ocimum gratissimum,
Foeniculum vulgare e Bauhinia forficata nas concentragdes de 100 ppm, 500 ppm e
100 ppm. As espécies citadas foram coletadas nas cidades de Ceres e Rialma em
Goias. Logo a seguir, foram feitos os extratos etandlicos, os quais foram diluidos nas
respectivas concentragdes. Logo depois, um mililitro dos extratos foi adicionado em
cada tubo, cada um com dez larvas, o teste foi feito em triplicata. Apds vinte e quatro
horas foram contadas o numero de larvas mortas, posteriormente foi feito o calculo
da CL50 por meio do programa GraphPad 5.0. Dos trés extratos testados, os
extratos de Ocimum gratissimum e Foeniculum vulgare apresentaram toxicidade leve
frente a Artemia salina, enquanto que o extrato da Bauhinia forficata foi considerado

atéxico. Espera-se que este estudo possa servir como fonte para outras pesquisas.

PALAVRAS-CHAVE: Bioensaio. Toxicidade. Artemia salina.

INTRODUCAO

A utilizagdo das plantas medicinais com finalidades terapéuticas e profilaticas
para varias doencas € uma das praticas médicas mais antigas existentes. O
conhecimento a respeito de seus usos vem sendo transmitido desde o inicio da
civilizagao até os dias de hoje (CARVALHO, 2011; VEIGA JR et al., 2005).

Apesar das plantas possuirem muitos usos terapéuticos que sao conhecidos
popularmente pelas pessoas, o ser humano desconhece o fato de que elas podem
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apresentar toxicidade tanto para o homem quanto para os animais (MARTINS et al.,
2012; RODRIGUES; ALMEIDA; PIRES, 2010).

Como exemplo pode-se citar o cambara (Lantana camara), que na medicina
popular ¢é utilizado como emenagogo, diurético, expectorante, febrifufgo,
antirreumatico. Além disso, o cambara também apresenta propriedades
anticonvulsivantes. No entanto, seus frutos sdo considerados toxicos. Um estudo
feito no municipio de Quatis - RJ demonstrou surtos de intoxicagdo em bovinos
causados pela ingestado de Lantana camara, estes animais apresentaram diminui¢ao
do apetite, focinho seco, fezes ressequidas, ictericia, coloragao da urina variando de
amarelo-ouro a amarelo-escura, grande inquietagéo, lesdes de fotossensibilizagao,
como por exemplo, vermelhiddo e inchago, andar lerdo e apatia, alguns deles
apresentavam, também, intensa salivagcdo e desorientagdo (COSTA et al., 2009;
TOKARNIA et al., 1999).

De acordo com dados do Sistema Nacional de Informagdes Toxicologicas
(SINITOX), no ano de 2010, no Brasil foram registrados 1132 casos de intoxicagcao
humana por uso de plantas sendo que desses, 5 foram a ébito (SINITOX, 2010).

Perante este fato, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade de trés
especies de plantas medicinais brasileiras por meio do bioensaio com Artemia salina
nas concentracées de 1000 ppm, 500 ppm e 100 ppm. As espécies utilizadas foram
Ocimum gratissimum (alfavaca), Foeniculum vulgare (funcho) e Bauhinia forficata
(pata de vaca). Este trabalho também se propbs a discutir a viabilidade deste

bioensaio como forma de avaliar a toxicidade de extratos vegetais.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAIS

Artemia salina

Foram utilizados ovos de Artemia salina, cultivados no Laboratério de
Quimica Multiuso Il da FACER - Faculdade de Ceres - GO.
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Solucgédo Salina para Eclosao dos ovos de Artemia salina

Foram utilizados sal marinho e agua destilada, originando uma solugao

saturada de sal marinho.

Material Vegetal

As espécies, Bauhinia forficata, Ocimum gratissimum e Foeniculum vulgare
foram coletadas nos municipios de Ceres e Rialma, estado de Goias, em Agosto de
2012. A identificacdo do material botanico foi feita a partir de comparacdo com

dados existentes na literatura.

METODOS

Preparacao dos extratos

O material vegetal foi seco a temperatura ambiente protegido da luz e da
umidade por 7 dias. Apos a secagem, foi submetido a trituracdo com o auxilio de
almofariz e pistilo, obtendo-se 1,61 g de Bauhinia forficata, 1,40 g de Ocimum
gratissimum e 1,45 g de Foeniculum vulgare. Em seguida o material foi submetido a
percolacao com etanol (EtOH) a 95 INPM (Instituto Nacional de Pesos e Medidas)
durante 3 dias. Em seguida o extrato foi filtrado e evaporado com o auxilio do

rotaevaporador sob temperatura inferior a 40 °C até secura total dos extratos.
Diluicdo dos extratos

Para cada uma das trés plantas, foram feitas diluicdes dos extratos brutos
etandlicos em agua, obtendo-se as seguintes concentragdes: 1000 ppm; 500 ppm e
100 ppm.

Solugéo salina pra cultivo das larvas de Artemia salina

Em um béquer de 500 mL, foi preparada uma solu¢do salina contendo 17,98

g de sal marinho e 500 mL de agua destilada. Apdés ser homogeneizada com um
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bastao de vidro, a solugdo foi aerada durante 30 minutos. Foram incubados 50 mg

de cistos de Artemia salina por 48 horas.

Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina

Utilizou-se a metodologia descrita por Meyer et al., (1982) com adaptagoes.
Com o auxilio de duas pipetas automaticas, uma de 200 uL, e outra de 1000 uL (1
mL), foram transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio, o volume foi entdo
completado para 9 mL de solugdo salina, e logo apds foi adicionado 1 mL dos
extratos em cada tubo de ensaio. O teste foi feito em triplicata para cada
concentracdo dos extratos. Além disso, foi realizado o controle negativo (branco),
neste tubo de ensaio foi adicionado apenas 10 larvas em 10 mL de solugao salina,

sem adicionar o extrato.

Contagem das Larvas

Ap0Os 24 horas em contato com a solugéo dos extratos, foi feita a contagem do

numero de larvas vivas e os dados foram tabulados.

Analise estatistica dos resultados

A concentragdo letal mediana (CL50) dos extratos das folhas das trés

espécies foi determinada utilizando o programa GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Valores de CL50 calculados para os extratos de Ocimum gratissimum,

Foeniculum vulgare e Bauhinia forficata

Plantas medicinais Concentragao letal mediana (ppm)
Ocimum gratissimum 755,5
Foeniculum vulgare 644,2

Bauhinia forficata 1780
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Dos extratos testados o0 que apresentou a menor concentracio letal mediana
(CL50) foi o Foeniculum vulgare, enquanto que o extrato que apresentou a maior
concentracgédo letal mediana (CL50) foi a Bauhinia forficata.

O Ocimum gratissimum, popularmente conhecido como alfavaca, apresentou
CL50 igual a 755,5 ppm.

De acordo com NGUTA et al, (2011), tanto extratos organicos, quanto
extratos aquosos com valores de CL50 menores que 100 ug/ml apresentam alta
toxicidade, CL50 entre 100 e 500 pg/ml apresentam toxicidade moderada, CL50
entre de 500 e 1000 ug/mL apresentam fraca toxicidade e CL50 acima de 1000
Mg/mL sdo considerados atoxicos (n&o téxicos).

Dessa forma, os extratos organicos das folhas Ocimum gratissimum
apresentam leve toxicidade frente a Artemia salina.

O Foeniculum vulgare, popularmente conhecido como funcho, apresentou
CL50 igual a 644,2 ppm.

Segundo BUSSMANN et al., (2011), tanto para extratos etandlicos, quanto
aquosos com valores de CL50 menores que 249 ug/mL apresentam alta toxicidade,
CL50 entre 250 e 499 ug/mL apresentam toxicidade moderada, CL50 entre 500 e
1000 pg/mL apresentam leve toxicidade, e CL50 acima de 1000 pg/mL sé&o
considerados atéxicos.

Logo, os extratos organicos das folhas de Foeniculum vulgare, apresentam
leve toxicidade frente a Artemia salina.

A Bauhinia forficata, popularmente conhecida como pata-de-vaca, apresentou
CL50 igual a 1780 ppm.

MARTINEZ et al, 2011, realizou um estudo com trés valores de
concentragbes do extrato etandlico de uma planta do género Bauhinia frente a
Artemia salina, a planta testada em seu estudo foi a Bauhinia variegata. Segundo
MARTINEZ et al., 2011, das trés concentracdes testadas, o extrato que apresentou
maior CL50 foi o de 1000 pg/mL sendo considerado o menos toxico, enquanto que o
extrato que apresentou CL50 menor que 500 pg/mL foi considerado altamente
téxico. Além disso, extratos com CL50 menor que 1000 ug/mL s&o considerados
ativos (SANTOS, R. A. F.; DAVI, J. P.; DAVI, J. M, 2011).

Logo, os extratos organicos das folhas de Bauhinia forficata, nao foram ativos.

A Artemia salina € um microcrustaceo muito utilizado na alimentacdo de

peixes. Ela é bastante em empregada em ensaios toxicolégicos pois é de facil
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manuseio, além disso, possui baixo custo, facil cultivo e obtencdo. Os ensaios de
letalidade sdo largamente empregados em testes toxicoldgicos podendo-se obter a
concentracao letal mediana (CL50), que é a dose necessaria para causar a morte de
50% de uma amostra em estudo (BEDNARCZUK et al., 2010).

De acordo com MEYER, et al., (1982), existe uma relacao entre a toxicidade e
a concentragao letal mediana (CL50) de extratos vegetais sobre a Artemia salina,
sendo que, quando sao encontrados valores de CL50 maiores que 1000 pg/mL e
ndo & observada a morte de mais de 50% de uma populagéo, estes extratos néo

considerados toxicos.

CONCLUSAO

Conclui-se que os extratos de alfavaca (Ocimum gratissimum) e funcho
(Foeniculum vulgare) apresentam leve toxicidade contra a Artemia salina, enquanto
que o extrato de pata-de-vaca (Bauhinia forficata) foi considerado atoxico. O
emprego deste bioensaio para avaliar a toxicidade de extratos vegetais foi simples,
eficaz, rapido e de baixo custo, mostrando resultados relevantes, que podem servir

como fonte para outros estudos.
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ABSTRACT: One way to assess the toxicity of plant extracts is through bioassay
with Artemia salina, because it is simple, fast and cheap. Given this, this study aimed
to evaluate the toxicity of Ocimum gratissimum, Foeniculum vulgare and Bauhinia
forficata at concentrations of 100 ppm, 500 ppm and 100 ppm. These species were
collected in the cities of Ceres and Rialma in Goias Soon after, the ethanol extracts
were made, which were diluted in their respective concentrations. Soon after, one
milliliter of extracts was added in each tube, each with ten larvae, the test was done
in triplicate. After twenty-four hours were counted the number of dead larvae

subsequently was made the calculation of LC50 using the program GraphPad 5.0. Of
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the three extracts tested, the extracts of Ocimum gratissimum and Foeniculum
vulgare showed mild toxicity against Artemia salina, while the extract of Bauhinia
forficata was considered nontoxic. It is hoped that this study can serve as a source

for further research.

KEYWORDS: Bioassay. Toxicity. Artemia salina.
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