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Resumo: A aplicagdo de fitoterapicos na medicina ndo é somente uma pratica milenar como
também vem apresentando ressurgimento ao longo das ultimas décadas. Os chas e preparos de
vegetais podem ser 6timos auxiliares em diversos tratamentos, entretanto, ndo se isentam os
riscos associados a envenenamentos e reagdes desagradaveis. A pesquisa apresentada teve
como objetivo o levantamento de dados acerca da toxicidade de quatro espécies vegetais
comumente utilizadas na medicina popular brasileira. O organismo modelo escolhido foi a
Artemia salina, mircrocrustaceo ideal para ensaios toxicolégicos. O trabalho iniciou-se com o
preparo dos extratos vegetais como descritos na Metodologia de Meyer et al. (1982), através da
submersao de 10 gramas de trés 6rgaos vegetais (raizes, caules e folhas) em alcool 96%,
seguidos de filtragao e banho maria. Com os extratos preparados e devidamente ressuspendidos
em 10ml de agua destilada, oito diferentes dosagens foram selecionadas, variando de 10 a
1000ul. Cada dosagem foi aplicada em duplicata a uma placa de petri contendo 10 nauplios de
artémias e 5ml da mesma solucao salina utilizada em sua eclosdo. Apds 24 horas o numero de
artémias mortas foi contabilizado. O processo entdo foi repetido com as artémias em sua fase
adulta. Apos a coleta de tais dados tornou-se possivel a elaboragéo de graficos comparativos
medindo a taxa de mortalidade dos organismos quando expostos a cada vegetal, e seus 6rgaos
respectivos, em diferentes dosagens. Os resultados foram, como esperados, diversos,
mostrando significativa diferenga tanto nas dosagens como nas diferentes partes das plantas.
Alguns extratos, como o da raiz de Petiveria tetranda mantiveram uma alta constante toxicidade
desde dosagens menores quando expostas aos nauplios, enquanto outros como aquele obtido
através dos caules da Ruta graveolens exibiram uma letalidade crescente de acordo com o
aumento de sua dosagem. Com os dados coletados também se torna possivel a elaboragéo de
diretrizes como a DLso (dose letal mediana), através da contabilizagdo da dosagem necessaria

para que 50% da populagéo seja morta.
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Palavras-Chave: Toxicologia, Medicinal, Artémias

Abstract: The application of herbal based remedies in medicine is not only an ancient practice,
but also has shown a ressurgence over the last decades. Teas and concoctions can be excellent
assistants in several treatments, however, the risks associated with poisonings and unpleasant
reactions cannot be denied. The research here presented aimed to collect data on the toxicity of
four plant species used in Brazilian popular medicine. The model organism chosen for this project
was the Artemia salina, a microcrustacean ideal for toxicological tests. The research started with
the preparation of the extracts as show in the Methodology of Meyer et al. (1982), by immersing
10 grams of three different plant organs (roots, stems and leaves) in 96% alcohol, followed by
filtration and a water bath. With the extracts prepared and resuspended in 10ml of distilled water,
eight different dosages were selected, ranging from 10 to 1000ul. Each dosage was applied in
duplicate to a petri dish containing 10 nauplii of brine shrimp and 5 ml of the same saline solution
used for hatching. After 24 hours the number of deaths were counted. The process was then
repeated with the mature brine shrimp. By collecting such data, it became possible to create
comparative graphs measuring the mortality rate of organisms when exposed to each plant, and
their specific organs, in different dosages. The results were, as expected, diverse, showing
differences both in dosages and in different plants organs. Some extracts, such as that of the
Petiveria tetranda root, maintained a constant high toxicity since lower dosages when exposed to
nauplii, while others such as those of Ruta graveolens stems exhibited an increasing lethality
according to the enhancement of the dose. With the data collected, it is also possible to develop
guidelines such as LDso (lethal dose, 50%), by calculating the dosage necessary to kill at least
50% of the population.

Key-Words: Toxicology, Medicinal, Brine shrimp
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INTRODUGAO

Uma das praticas médicas mais antigas na historia da humanidade vem
da utilizagdo de plantas como meio de curar e prevenir diversos tipos de
doengas. De acordo com um estudo realizado no inicio da década de 1990, pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS), foi constatado que entre 65-80% da
populagdo que reside em paises em desenvolvimento dependem
exclusivamente do uso de plantas medicinais como forma de administrar os
cuidados basicos da saude (Junior et al., 2005).

No Brasil, 0 consumo de plantas medicinais € realizado com pouca ou
nenhuma validagédo de suas propriedades farmacologicas, sua utilizagdo chega
inclusive a diferir das praticas originais empregadas pelos silvicolas. Com a
premissa de que sua procedéncia natural € associada a um tratamento livre de
riscos, cria-se a falsa ideia de que a aplicacdo das plantas medicinais e outros
fitoterapicos, supostamente, ndo apresentariam aspectos nocivos a saude
(Junior et al, 2005).

Um levantamento realizado no municipio de Extrema, Minas Gerais,
Brasil, revela a utilizagdo das raizes de Ruta graveolens (nome popular: arruda)
em banhos, infusdes e maceragdes para o tratamento de dores no corpo, mau
olhado, conjuntivite e cdlica menstrual. Assim como o uso de decoccdes e
infusdes feitas a partir das folhas de Artemisia absinthium (nome popular: losna)
para o tratamento de nauseas e dores estomacais (Costa; Mayworm, 2011).

A respeito das caracteristicas morfoloégicas dos vegetais, a Ruta
graveolens (familia Rutaceae) € descrita como um subarbusto perenifélio. Suas
folhas, medindo de 12 a 15 mm de comprimento, s&o alternadas, pecioladas e
tripinatipartidas, ndo apresentando estipulas ou tricomas, sua cobertura de
gléandulas oleiferas exala forte odor balsamico caracteristico, a coloragdo
costuma ser de cor azul-esverdeada. As flores sdo amarelo-esverdeadas e os
frutos secos e rugosos. Estao distribuidas principalmente em paises de climas
tropicais, subtropicais e temperados. (Ministério da Saude, 2015).

As descri¢gdes quanto a espécie Artemisia absinthium (familia Asteraceae)
sdo de uma planta perene e lenhosa, com habito de um arbusto de pequeno
porte, com 40 cm a 1 m de altura. Suas folhas aromaticas possuem coloragao
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verde-acinzentada, sendo cobertas por pequenos pelos brancos (Teske;
Trentini, 1997).

Outro trabalho realizado na regido de Sete de Setembro, Rio Grande do
Sul, Brasil, indicou a realizagdo de chas e gargarejos preparados a partir das
folhas e raizes de Petiveria tetrandra (nome popular: guiné) para a cura de dores
de dente e reumatismo (Dluzniewski; Muller, 2018).

Originaria da Africa e América Tropical, e no Brasil uma planta ruderal, a
Petiveria tetrandra, da familia Phytolaccaceae, tem como caracteristicas seu
habito de subarbusto e um distinto odor de alho. Apresentam pequenas flores
alvas (Guedes et al, 1985).

Quanto ao uso da alamanda (Allamanda cathartica), destaca-se sua
utilizagao para o tratamento de malaria e ictericia (Nayak et al., 2006), bem como
o uso de seu latex como purgativo por comunidades nos estados de Pernanbuco
e Paraiba, Brasil (Moura; Agra, 1989).

Da familia botanica Apocynaceae, a Allamanda cathartica pode ser
comumente encontrada em jardins brasileiros, bem como na criagado de cercas
vivas. Uma trepadeira de ciclo perene, a alamanda possui flores amarelas e
folhas verde brilhantes. Sua presencga no paisagismo € comum (Lorenzi; Souza,
2001).

A Artemia salina, um microcrustaceo da ordem Anostraca € um crustaceo
filtrador cuja a alimentacdo é constituida por bactérias, algas unicelulares,
pequenos protozoarios entre outros detritos. Sua filtragdo tem origem nos
toracépodos, cuja a fungdo € o transporte das particulas alimenticias até o
sistema digestodrio (Souto, 1991). Uma das maiores vantagens de sua utilizagao
como bioindicador em ensaios toxicolégicos € seu baixo custo e sua facil
manipulagdo em laboratorio (Calow, 1993).

Os ensaios toxicologicos séo realizados com o intuito de avaliar ou
prever os efeitos toxicoldgicos nos sistemas bioldgicos, bem como dar dimensé&o
a toxicidade relativa das substancias (Forbes e Forbes, 1994). O ensaio de
letalidade com o microcrustaceo Artemia salina fora desenvolvido com o objetivo

da detecgcédo de compostos bioativos em extratos vegetais (Meyer et al., 1982).
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OBJETIVOS
Objetivos Gerais:
O projeto tem como objetivo fazer um levantamento da dose letal mediana

(DLso) em um ensaio de toxicidade aguda acerca das substancias presentes nas
seguintes plantas: Ruta graveolens; Petiveria tetrandra; Artemisia absinthium e
Euphorbia tirucalli, utilizando a Artemia salina como organismo bioindicador.
Objetivos especificos:

l. Avaliar a toxicidade dos extratos na exposi¢ao da raiz;

I. Avaliar a toxicidade dos extratos na exposi¢ao do caule;

[I. Avaliar a toxicidade dos extratos na exposi¢ao das folhas;

V. Estudo comparativo entre os efeitos apresentados nos nauplios de

artémias e artémias adultas.

HIPOTESES

Com o intuito de se obter com precisdo a dose letal mediana (DLso) das
substancias estudadas é esperado minimamente 50% de mortalidade nas
amostras de Artemia salina. Espera-se também que diferentes dosagens
apresentem diferentes taxas de mortalidade. Ainda que cada espécie vegetal
possua uma toxicidade especifica, é provavel que exista variacbes de acordo
com os 6rgdos estudados. E previsto que as artémias em sua fase larval sejam
mais suscetiveis aos efeitos toxicos, como ocorre na maioria dos organismos

imaturos.

JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de plantas como recurso terapéutico € evidenciada em
diversas comunidades brasileiras, bem como uma crescente busca de produtos
naturais nas populag¢des urbanas. Ainda que a aplicagao de tais espécies seja
de extrema importancia para a cultura e o conhecimento popular e tradicional é
necessario que se realizem estudos que determinem nog¢des basicas acerca de
sua toxicidade, estabelecendo assim parédmetros seguros quanto a seu

aproveitamento.

p.7



Conjuntamente o emprego da Artemia salina como bioindicador viabiliza
um estudo de baixo custo e manutengado, tendo sua eficiéncia previamente
assegurada em estudos anteriores.

Com o decorrer do projeto sera possivel uma analise comparativa em
relacdo aos niveis toxicologicos de quatro espécies de uso medicinal popular,
contribuindo assim para os estudos da Etnobotanica e Toxicologia,
compreendendo suas caracteristicas toxicas e possiveis riscos ao meio biolégico

e a saude publica.

METODOS

Metodologia de acordo com Meyer et al. (1982), adaptado para o
experimento.
Para a preparacao dos extratos das plantas:

e 10 gramas da folha, caule e raiz de cada um dos vegetais analisados.

e 100 mL de alcool 96%.

1. As folhas, caules e raizes da planta devem ser macerados com o alcool e
deixados em repouso durante o periodo de 7 dias.

2. Apos este periodo, filtrar e levar ao banho-maria a 70°C até a redugao
total do alcool.

3. Retirar o extrato bruto (pasta de coloragdo verde escuro) do fundo e das
paredes do béquer, pesar em balanga de precisao e armazenar em tubo
de ensaio com tampa.

4. No momento do uso, ressuspender o extrato com 10ml de agua destilada
e homogeneizar o conteudo através de agitagao vigorosa, obtendo-se

assim o extrato final.

Eclosao dos cistos de Artemia salina:
e Solucédo salina:
e 1L de agua destilada
e 30 gramas de sal marinho

e Lampada de 25W (posicionada acima do recipiente)
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e Temperatura da agua: entre 26-28°C
e pH:entre8e9

e Aeragao constante durante 48 horas.

Preparagcao do experimento:

Com o auxilio de uma pipeta pasteur, separar os nauplios recém
eclodidos e transferi-los para as placas de acrilico. Cada placa recebera 10
nauplios e 5mL da mesma solucédo utilizada para a eclosao.

Controle negativo: 5 mL solugéo salina.

Concentragdes dos extratos: 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000
Hg/ml. Os testes ser&o realizados em duplicata.

Apés 24 horas, contabilizar os individuos mortos e os individuos
sobreviventes. Serdo considerados mortos os nauplios que permaneceram
imoveis por mais de 10 segundos apds agitacdo suave das placas.

Por fim, todo o procedimento sera repetido, desta vez, com a utilizagao
da Artemia salina adulta. Para isso os nauplios serédo alimentados (com excegéo
aos trés primeiros dias de vida, onde as larvas alimentam-se das reservas
contidas em seus sacos vitelinos) com levedura (Saccharomyces cerevisiae) por

aproximadamente 5 semanas, tempo necessario para sua maturacgao.
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RESULTADOS

Quantificagdo de mortalidade:
Os graficos a seguir elaboram a taxa de individuos mortos quando

expostas as respectivas dosagens.

Artémias adultas:
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Nauplios de artémias:
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Nocoes acerca da dose letal mediana (DLso):

A dose letal mediana sera atribuida para cada o6rgao vegetal cujo

determinada dosagem for eficaz em matar ao menos 50% da populagdo em

estudo, isto €, cinco das dez artémias/nauplios.

Ruta graveolens Artémias adultas Nauplios
Folha 750 pl 500 pl
Caule 750 pl 250 pl
Raiz 750 pl 100 pl
Artemisia absinthium Artémias adultas Nauplios
Folha 750 pl 500 pl
Caule N&o atingido 750 pl
Raiz 50 i 500 pl
Petiveria tetrandra Artémias adultas Nauplios
Folha N&o atingido 750 pl
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Caule N&o atingido 250 pl
Raiz N&o atingido 50 pl
Allamanda carthartica Artémias adultas Nauplios
Folha 750 pl 500 pl
Caule 1000 pl 1000 pl
Raiz 10 pl 250 pl
DISCUSSAO

Trabalhos que se utilizam das artémias e seus nauplios podem
apresentar diversas variaveis devido as necessidades especificas do organismo
modelo, como salinidade, disponibilidade de luz, nutricdo, temperatura etc.,
como mostrado por Bueno e Piovezan (2015), que podem interferir nas taxas de
mortalidade, entretanto certos padrdes podem ser observados.

Um dos pontos mais marcantes € a maior resisténcia das artémias
adultas em relacdo ao nauplios, efeito provavelmente derivado da diferenca de
massa dos organismos. De acordo com o esperado, o aumento da dose se
correlacionou de forma geral com a letalidade, tal qual estudos como o de
Menezes et al. (2019).

Quanto a fitotoxicidade dos extratos, as raizes apresentaram em sua
maioria um maior potencial toxico, em especial a raiz de Allamanda carthartica,
apesar disso, ja se foi comprovado em estudos como Okwubie e Chukwudi
(2017) a acao antibacteriana dos extratos da raiz deste vegetal.
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Com excecao da Petiveria tetrandra, todas as folhas foram capazes de
eliminar 50% da populacéo teste adulta ao atingirem a dosagem de 750 ul. E
interessante notar que ainda que os nauplios tenham sido mais suscetiveis, dois
extratos ndo seguiram este padrdao: Foram os casos das raizes de Artemisia
absinthium e Allamanda carthartica.

A Petiveria tetrandra se mostrou o vegetal menos téxico do experimento,
onde nenhuma concentracao foi suficiente para matar 50% da populacao, ainda
que sua raiz tenha mostrado alta letalidade entre os nauplios. Entretanto estudos
mostrados por Souza. (2019) indicam que a intoxicagao por Petiveria tetrandra
pode causar efeitos abortivos, alucinagdes e insOnia, tais sintomas podem ser
mais presentes em humanos e outros mamiferos, ndo sendo bem simulados

pelas artémias.

CONCLUSAO

A toxicidade e a seguranga referente ao emprego de fitoterapicos
baseiam-se em diversos aspectos como a preparagao, dosagem, e forma de
absorgdo. Estudos que se utilizam de organismos modelos como a Artemia
salina, tornam-se ideias como pesquisas de base para que se possam
estabelecer novas diretrizes guiando estudos futuros, levantando perguntas e
hipéteses a cerca dos resultados obtidos.

Conclui-se que mais pesquisas devem ser realizadas a fim de se entender
com mais clareza como o0s vegetais analisados possam ser aplicados de forma
que seus efeitos toxicos sejam minimizados ou anulados, bem como constatar
quais sao os principios ativos responsaveis pela acdo medicinal ja conhecida
pelo conhecimento popular.

A Artemia salina mostrou-se também uma 6tima alternativa para a
realizagdo do projeto, evitando o uso de mamiferos, bem como facilitando o

manejo laboratorial.
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ANEXOS
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Ruta graveolens Artémias adultas Nauplios

Folha 750 ul 500 pl

Caule 750 pl 250 pl

Raiz 750 pl 100 pl
Artemisia absinthium Artémias adultas Nauplios

Folha 750 pl 500 pl

Caule N&o atingido 750 pl

Raiz 50 i 500 pl
Petiveria tetrandra Artémias adultas Nauplios

Folha N&o atingido 750 pl

Caule N&o atingido 250 pl

Raiz N&o atingido 50 pl

Allamanda carthartica Artémias adultas Nauplios

Folha 750 pl 500 pl

Caule 1000 1000

Raiz 10 pl 250 pl

Dosagem necessaria para atingir 50% de mortalidade
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