AVALIACAO DA TOXICIDADE DE TRES PLANTAS MEDICINAIS
FRENTE A Artemia salina
Hidekazu Bispo LEOPOLDINO?,
Gilmar Aires da SILVA?,

RESUMO: Devido a crescente utilizacdo de plantas medicinas, muitas vezes usadas
sem conhecimento de sua atividade toxicoldgica e farmacolégica e a falsa crenca de
gue as mesmas nao causam danos ao organismo o0 presente trabalho se propds
avaliar a toxicidade da Lippia alba, Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis
frente & Artemia salina, nas concentragdes de 1000 ppm, 500 ppm e 100 ppm e
buscou discutir a viabilidade do teste empregado. As espécies citadas foram
coletadas na cidade de Ceres e Nova Gloria em Goias. Logo depois, as plantas
foram secas em temperatura ambiente protegidas da luz durante sete dias, elas
foram entdo trituradas e submetidas a maceracdo durante trés dias, depois 0s
extratos etanodlicos foram secos em rotaevaporador, os quais foram diluidos nas
respectivas concentracées. Em seguida, um mililitro dos extratos foi adicionado em
cada tubo, para cada tubo foi transferido dez larvas, o teste foi feito em triplicata.
Apds vinte e quatro horas foram contadas o nuamero de larvas mortas,
posteriormente foi feito célculo da CL50 por meio do programa GraphPad 5.0. Todos
trés extratos apresentaram atividade biolégica sobre a Artemia salina, sendo
classificados como moderadamente toxicos e se faz necessarios estudos para isolar
0s principios ativos e verificar sinergismos entre 0s mesmos, sendo que este
bioensaio se mostrou de baixo custo, rapido, ndo exigiu técnicas assépticas.
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EVALUATION OF TOXICITY OF THREE MEDICIAL PLANTS OF Artemia salina
ABSTRACT: Due to increasing use of herbal medicines, often used without knowledge of its
pharmacological and toxicological activity and the false belief that they do not cause damage
to the body this study proposes to evaluate the toxicity of Lippia alba, Rosmarinus officinalis
and Cymbopogon citratus front to Artemia salina, at concentrations of 1000 ppm, 500 ppm
and 100 ppm, and discusses the feasibility of the test employed. These species were
collected in the city of Ceres and Nova Gléria Goias. Soon after, the plants were dried at
room temperature protected from light for seven days, they were then crushed and submitted
to percolation for three days after the ethanol extracts were dried on rotaevaporator, which
were diluted in the respective concentrations. Then one milliliter of the extract was added to
each tube, each with ten larvae test was done in triplicate. Twenty four hours were counted
the number of dead larvae later calculation of LC50 was made using the GraphPad 5.0. All
three extracts showed biological activity on Artemia salina, were classified as moderately
toxic and makes necessary studies to isolate the active ingredients and check synergisms
between them, and this bioassay proved inexpensive, fast, did not require aseptic
techniques.
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O ser humano acumula muitas informacbes derivadas de sua vida em
sociedade fruto do ambiente que o cerca, iSso permitira a interagdo com o mesmo e
garantira sua sobrevivéncia. Nesse contexto podemos citar a vegetacdo, que esta
sociedade esta proxima (VIGANO; VIGANO; CRUZ-SILVA, 2007).

A vegetacdo tem merecido destaque devido ao interesse da populacéo e
indastria farmacéutica pelas plantas medicinais (TURROLLA; NASCIMENTO, 2006).
Em geral as plantas medicinais sdo utilizadas pela populacdo na forma de chas
obtidos de plantas frescas ou secas, ja na industria farmacéutica sdo usadas como
matéria prima para extragdo, ou modelo para obtencdo de principios ativos e,
sobretudo, para produgdo de tinturas, xaropes, chas, extratos fluidos e secos
(ARAUJO et al., 2006; SOUZA, 2007).

De acordo com AMENI (2011) criou-se uma forte crenca de que produtos
naturais ndo causam risco a saude, entretanto, sabe-se que plantas medicinais
podem causar danos ao organismo.

Algumas plantas possuem substancias potencialmente perigosas, que sao
agressivas, devendo ser usadas com cuidado e respeito aos efeitos toxicos e a suas
interacdes com farmacos. Temos varios exemplos de acfes toxicas e de reacdes
adversas no organismo como: efeitos hepatotoxicos, nefrotoxicidade, citotoxico ou
genotoxico, neurotoxicidade, antinutricionais e hipersensibilidade (VEIGA JUNIOR;
PINTO; MACIEL, 2005; CARVALHO, 2011).

Estas plantas séo utilizadas sem conhecimento de suas propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas. Para seu uso de maneira racional deve-se avaliar a
relagdo risco/beneficio, através de analises laboratoriais da acdo tdxica e
farmacoldgica. Visto que somente os conhecimentos populares e tradicionais néo
sdo capazes de provarem a eficacia e seguranca das plantas medicinais (FARIAS,
et al., 2007).

Uma forma rapida e barata de teste de bioatividade em produtos naturais, é a
exposicdo a Artemia salina, que € um microcrustdceo de agua salgada que é
utilizado como alimento para peixes (MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH, 1991), aos
extratos brutos da plantas para determinar a concentracdo letal mediana (CL50)
(BEDNARCZUK et al., 2010).

Com o0 aumento do uso de plantas medicinais, também aumentou a

preocupacdo com a toxicidade das mesmas, ja que os efeitos toxicos apresentados



devido ao uso inadequado, muitas vezes, sdo desconhecidos ou ignorados. As
plantas podem apresentar toxicidade conforme seu uso, tempo de exposi¢éo, forma
de preparo dentre outras maneiras. Portanto, toxicidade de planta medicinal constitui
um problema de saude publica, devido ter sido cada vez mais frequentes casos de
intoxicagdo decorrente de plantas medicinais (AMARAL; SILVA, 2008). Segundo
dados do Sistema Nacional de Informac¢des Toxicoldgicas (SINITOX) no ano de
2010, no Brasil foram notificados 1132 casos de intoxicacdes humanas decorrentes

do uso de plantas sendo que desses, 5 foram a 6bito (SINITOX, 2010).

Assim sendo, o presente trabalho se propds avaliar a toxicidade da Lippia
alba (Erva-cidreira), Cymbopogon citratus (Capim Limao) e Rosmarinus officinalis
(Alecrim) frente a Artemia salina nas concentra¢cdes 1000 ppm, 500 ppm e 100 ppm
comparando os resultados encontrados experimentalmente com o0s existentes na
literatura. E também buscou discutir a viabilidade do bioensaio de toxicidade sobre

Artemia salina (TAS), para determinar o (CL50).

METODOLOGIA

Trata-se de um trabalho experimental com aspectos quantitativo, segundo
descrito por MEYER et al., (1982) e MCLAUGHLIN; CHANG; SMITH (1991) com
adaptacoes:

Materiais

Artemia salina

Foram utilizados ovos de Artemia salina comprados em lojas de aquaria e
cultivados no Laboratério de Quimica Multiuso Il da FACER — Faculdade de Ceres -
GO.

Solugéo salina para ecloséo dos ovos de Artemia salina

Foram utilizados sal marinho e agua destilada, originando uma solucéo
saturada de sal marinho.

Material vegetal



As espécies Lippia alba, Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis foram
coletadas nos municipios de Ceres e Nova Gléria, estado de Goias, em agosto de
2013. A identificacdo do material botanico foi realizada a partir de comparagédo com
dados existentes na literatura.

Métodos

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 Lippia alba, 1,40 g de Cymbopogon citratus
e 1,45 g de Rosmarinus officinalis. Em seguida o material foi submetido a percolagéo
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 diluicbes dos extratos brutos
etandlicos em agua, obtendo-se as seguintes concentracfes: 1000 ppm; 500 ppm e
100 ppm.

Solucéo salina para cultivo das larvas de Artemia salina

Em um béquer de 500 mL, foi preparada uma solucao salina contendo 17,98
g de sal marinho e 500 mL de agua destilada. Apds ser homogeneizada com um
bastao de vidro, a solucéo 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.

Bioensaio de toxicidade para as larvas de Artemia salina

Utilizou-se a metodologia descrita por MEYER et al., (1982) com adaptacoes.
Com o auxilio de duas pipetas automaticas, uma de 200 pL, e outra de 1000 pL (1
mL), foram transferidas 10 larvas para cada tubo de ensaio, o volume foi entédo
completado para 9 mL de solucdo salina, e logo apés foi adicionado 1 mL dos
extratos em cada tubo de ensaio. O teste foi feito em triplicata 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 solucdo salina, sem
adicionar o extrato.

Contagem das larvas

Apébs 24 horas em contato com a solucao dos extratos, foi feita a contagem do
namero de larvas vivas e os dados foram tabulados.

Analise estatistica dos resultados

O CL50 dos extratos das folhas das trés espécies foi determinada utilizando o
programa GraphPadPrism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo CAZARIN et al., (2004) existem varios fatores que interferem na
toxicidade, entre estes temos a concentracdo da amostra testada. A tabela 1 mostra
o (CL50) sobre a Artemia salina e o nimero de mortes em diferentes concentracdes
para cada planta medicinal.

Os extratos apresentaram atividade bioldgica frente a Artemia salina em todas
as concentracoes testadas. Sendo que o maior percentual de morte foi observado
nas concentragcbes maiores de 500 ppm e 1000 ppm, enquanto que na menor
concentracédo de 100 ppm o percentual de mortes foi menor. Pode-se observar que
0s extratos nas concentracdes mais altas provocaram uma grande mortalidade para
A. salina.

Tabela 1. Valores de CL50 calculados para os extratos de Lippia alba, Cymbopogon
citratus e Rosmarinus officinalis, e 0 nimero de mortes em diferentes concentracoes.

L Numero de mortes (%) CL50

Plantas Medicinais
100 ppm 500 ppm 1000 ppm (ppm)
Rosmarinus officinalis 40 70 75 378,76
Cymbopogon citratus 50 60 75 394,44
Lippia alba 30 55 76 459,69

De acordo com MEYER, et al. (1982) possui uma relacdo entre o grau de

toxicidade e o CL50, para extratos vegetais sobre a Artemia salina, quando for



encontrado valores acima de 1000 pg/mL que equivale a 1000 ppm e n&o houver
morte maior que 50%, estes sdo considerados atoxicos.

Portanto a Lippia alba, Cymbopogon citratus e Rosmarinus officinalis s&o
toxicas, pois 0 numero de morte na concentracdo de 1000 ppm foi superior a 50%.
Observa-se que na concentracdo de 500 ppm o numero de mortes foi superior a
50%, o que demonstra a toxicidade mesmo em concentragdes menores. Ja o
namero significativo de mortes na concentracdo de 100 ppm pode ser nao
necessariamente a concentracao que ocasionou, mas devido outros fatores como
temperatura, sujidades nas vidrarias entre outros.

Em geral, extratos com alta toxicidade para Artemia salina apresentam
(CL50 < 200 pg/mL), com toxicidade moderada apresentam (CL50 > 200 pg/mL e <
500 pg/mL), toxicidade leve quando apresentam (CL50 = 500 ug/mL e <1000
pug/mL), e sdo considerados atoxicos quando apresentam (CL50 > 1000 pg/mL)
(BUSSMANN et al., 2011; COSTA et al., 2009).

Dessa forma, todos trés extratos vegetais testados apresentaram toxicidade
moderada sobre a Artemia salina.

Apesar de nao existir relatos na literatura sobre intoxicagdes decorrentes do
uso dessas trés plantas medicinais, existem plantas potencialmente tdxicas, com
sua atividade toxica demonstrada na literatura como a Dieffenbachia picta (Comigo-
ninguém-pode), quando ingerida qualquer parte da planta ocorre irritacdo acentuada
da mucosa da boca, a lingua e gengiva ficam edemaciadas e apresentam sintomas

como nauseas, vomitos, salivagdo aumentada e edema de glote (OLIVEIRA, 2003).

CONCLUSAO

Portanto todos os trés extratos testados apresenta atividade biolégica e
0S mesmos sdo toxicos se usados em concentracbes altas. Faz-se necessarios
estudos para isolar os principios ativos e verificar sinergismos entre os mesmos. O
uso deste bioensaio para avaliar a toxicidade de produtos naturais se mostrou de
baixo custo, rapido, ndo exigiu técnicas assépticas e apresentou resultados

relevantes.
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