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REVISAO DE LITERATURA

Plantas medicinais

A utilizacdo de plantas no tratamento, cura e prevencdo de enfermidades € uma das
mais antigas formas de pratica medicinal na antiguidade, tdo antiga como a propria espécie
humana. Apesar de a medicina ter evoluido muito desde a metade do século XX, existem
barreiras como acesso aos hospitais e obtencdo de exames e medicamentos pelas populagdes
carentes. Por esses motivos e também devido a tradicdo de uso de plantas medicinais, a
utilizacdo em paises em desenvolvimento fica cada vez maior (JUNIOR, 2005).

Segundo Pimpé&o (2007), além do uso de plantas na medicina popular com finalidades
terapéuticas, é importante mencionar que as mesmas tém contribuido com o passar do tempo,
para a aquisicdo de diversos farmacos que sdo utilizados até hoje. Um exemplo disso é a
morfina.

No planeta, ha entre 250-500 mil espécies de plantas, em que apenas 5% das mesmas
tém sido estudadas fitoquimicamente, sendo entdo a grande maioria desconhecida em ponto
de vista cientifico (PIMPAO, 2007). Logo, ndo pode se ter certeza da toxicidade de todas elas.

A intoxicacdo por plantas possuem distribuicdo e intensidade visivelmente regionais, e
embora ndo ocupem uma posicdo de destaque em atendimentos a intoxicacdo, é necessaria a
atencdo, pois diversas plantas toxicas sao de uso ornamental. Em adultos, as principais causas
sdo provocadas por uso inadequado de fitoterapicos e chas. Também ha casos de uso de
plantas alucindgenas e abortivas (HERNANDEZ et al., 2017).

Segundo Hernandez (2017) a toxicidade de uma planta varia de acordo com as
condi¢des em que cresce. Algumas podem ser venenosas durante a vida toda, outras quando
frutificam. E também, algumas partes da planta podem ser mais toxicas do que outras.
Quando houver suspeita de intoxicacdo por planta, aconselha-se a coleta de uma amostra da
mesma e levar junto com o paciente ao servi¢o de saude, pois 0s homes populares podem
variar de acordo com cada regido.

Segundo Campos (2016) ha uma percepcdo na populacdo em que a utilizacdo de
plantas para o tratamento de doencas é natural, seguro, barato e eficaz. No entanto, na
alimentacdo e no uso terapéutico, deve-se utilizar somente plantas seguras, conhecidas e
devidamente identificadas (COLOMBO et al., 2010)

Os testes de toxicidade sdo elaborados tendo como objetivo prever os efeitos de
substancias toxicas e examinar a toxicidade relativa das substancias que sdo preeminentes na
avaliacdo do ambiente (BAROSA 2003). Os estudos de toxicidade aguda (curto prazo) tém
como objetivo caracterizar a relacdo dose/resposta ao valor estimado de DL50, sendo o
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pardmetro que apresenta a probabilidade estatistica de uma Unica dose causar, em 50% dos
animais, um efeito letal (PONTE, 2003). E importante lembrar que os testes de toxicidade
aguda e a DL50 ndo sdo a mesma coisa. A funcdo dos testes € analisar todas as consequéncias
toxicoldgicas de uma manifestacdo de curta duragdo. Ja a DL50 é apenas um dos parametros
que pode resultar de um teste devidamente planejado (MOREIRA, 1993).

As pesquisas realizadas no Brasil para avaliar o uso seguro de plantas medicinais e
fitoterapicos ainda estdo em fase inicial, assim como o comércio dos mesmos. A maior parte
dessa comercializacdo ocorre em farmacias e lojas de produtos naturais. Algumas vezes,
inclusive, essas plantas sdo aplicadas para uso medicinal diferente dos utilizados pelos
silvicolas (JUNIOR, 2005).

Em paises desenvolvidos como Estados Unidos e em alguns lugares da Europa
existem mais controle em relacdo ao registro e comercializacdo de produtos obtidos de
plantas. Esses paises possuem normas mais inflexiveis para o controle de qualidade e a
certificacdo de preparagdes vegetais (JUNIOR, 2005).

Substituir os testes toxicolégicos em animais por outras alternativas tém ganhado
visdo, devido ao custo dos animais e pelo sofrimento gerado aos mesmos por conta dos testes
(PARRA, 2001). E, também, a busca por ensaios com procedimentos acessiveis e rapidos

vem crescendo, adentrando entdo os testes com Artemia Salina.

Artemia salina

A Artemia Salina é uma espécie invertebrada de microcrustaceo da ordem Anostraca,
encontrada na fauna de é&guas salgadas, utilizada como um alimento vivo para peixes.
(CARVALHO et al., 2008). O ensaio de letalidade frente & mesma é uma metodologia muito
utilizada na linha de pesquisa de produtos naturais avaliando o potencial toxico de extratos
isolados (HIROTA 2012). Essa espécie € utilizada como um bioindicador.

Segundo Hirota (2012) apesar de ser um ensaio muito simples, o0 mesmo tem a
capacidade de gerar informacOes Uteis de uma forma rapida e econdmica. Este ensaio
caracteriza-se além da rapidez e por possuir baixo custo por ndo exigir técnicas assépticas.

Vaérios laboratérios de produtos naturais possuem ensaios bioldgicos simples em suas
metodologias, com o intuito de monitorar e selecionar o estudo fitoquimico de extratos de
plantas na busca por substancias bioativas. Nesses ensaios encontra-se a toxicidade sobre
Artemia salina (PIMPAO, 2007).

O método de analise com esse crustaceo € dito como um simples bioensaio preliminar

de toxicidade de componentes ativos atraves do organismo marinho, assim tornando possivel
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determinar a DL50 de extratos e componentes ativos em meio salino. A Artemia salina,
através de um método seguro e acessivel, pode também ser utilizado como monitor para a
citotoxicidade de produtos (MEYER, 1982).

Logo, o teste mais adequado para avaliar a toxicidade aguda de extratos vegetais e a

bioatividade de substancias quimicas € o teste de Artemia salina.

Eucalyptus globulus

A espécie Eucalyptus globulus pertence a familia Myrtaceae, nativa da Australia e
Tasmania. No Brasil, € conhecido popularmente como eucalipto, eucalipto-comum e
eucalipto-limdo (RODRIGUES, 2018). O material vegetal de interesse farmacolégico séo as
partes aéreas da planta, como folhas, flores, frutos e também as cascas do caule. Essa espécie
se caracteriza por ser uma arvore de grande porte. E além do seu 06leo essencial, grande parte
dos derivados vegetais da espécie sdo os extratos alcodlicos, aquosos e hidroalcodlicos.
(Ministério da Saude, 2015).

O Oleo essencial do E. globulus tem como principal constituinte o monoterpeno
chamado eucaliptol (1,8-cineol). A porcentagem encontrada no Oleo varia entre 14,55 a
95,61%, dependendo da parte da planta que for utilizada, 0 método de extracdo, local e
também a época que foi coletada (RODRIGUES, 2018).

O Eucalipto é utilizado para diversas enfermidades, como alivio de dores de garganta,
tosses e calafrios, suas folhas pelo corpo diminuem a febre, seu 6leo essencial tem acdo
antibidtica, anti-viral e anti-fingica. E, também, é utilizado como um anti-séptico muito
eficaz (RIGOTTI, 2012).

A respeito de sua toxidade, o eucalipto apresenta boa tolerabilidade em doses
recomendadas, porém em doses mais altas pode acarretar nausea, vomito, gastroenterites,
hematuria e até neurotoxidade (PAULO, 2009).

Plantago major

A espécie Plantago major pertence a familia Plantaginacea e € facilmente encontrada
em quase todo territério americano (RODRIGUEZ, 1996). Segundo a OMS, suas folhas
possuem acido oleandlico, acido citrico, muscilagem, taninos, saponinos, aucubina, 6leo
essencial e vitaminas A, C e K.

E uma planta de aproximadamente 15cm de altura com flores pequenas marrom-

esverdeadas e com folhas em forma de rosetas. Para a obtencdo de seu extrato diferentes
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métodos podem ser empregados, como maceragdo, decoccao, infusdo, percolacdo em Soxhlet
e extracdo em banho de ultrassom (Ministério da Saude, 2014)

Ela é utilizada como antiinflamatorio e para neutralizar toxinas. Pode também ser
usada para tratar feridas, diarréia, infeccdes na bexiga e até mesmo para tratar ulceras no
estbmago (RIGOTTI, 2012).

Em 1999, Lagarto Parra e colaboradores avaliaram o potencial toxico da P. major em
um estudo in vitro frente a Artemia salina. O teste foi realizado com a tintura da planta
contendo 49% de teor alcoolico. A DL50 foi estimada apds a contagem das larvas vivas. As
concentragdes de 10, 100 e 1000 mcg/mL da tintura causaram a mortalidade, respectivamente,
de 5,7; 9,3 e 10, sendo 10 correspondendo a 100% da mortalidade. Assim, o resultado
encontrado para a DL50 foi de 4,74 mcg/mL (Ministério da Saude, 2014).
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ANALISE TOXICOLOGICA DOS EXTRATOS DE Plantago major e Eucalyptus globulus
FRENTE AO CRUSTACEO Artemina salina

FORTE, Mariana®
REIS, Ana Claudia®

RESUMO

Ao longo dos anos diversos procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas medicinais foram registrados. A facil
obtencdo e a grande tradicdo do uso de plantas medicinais, contribuiram para sua utilizacdo pelas populacGes dos paises
em desenvolvimento.A pesquisa tem como objetivo identificar possivel atividade toxica frente aos crustaceos da Artemia
salina, que é um teste simples e rapido utilizado para delimitar a toxicidade de componentes ativos, sendo possivel
estabelecer a dose letal média (DL50) por ser um organismo vivo. Foram realizados testes in vitro para avaliar a toxicidade
dos extratos de Eucalyptus globulus e Plantago major frente a Artemia salina. Os extratos alcodlicos das folhas das
mesmas resultaram em uma possivel toxicidade, pois os resultados encontrados foram abaixo de 1000 ppm. Os resultados
mostraram valores altos, 488 ppm e 346 respectivamente, indicando uma possivel toxicidade baixa.

PALAVRAS-CHAVE: Artemia. Toxicologia. Eucalyptus globulus. Plantago major

TOXICOLOGICAL ANALYSIS OF Plantago major AND Eucalyptus globulus FACIN THE ARTEMIA SALINA
CRUSTACEAN

ABSTRACT

Over the years, several traditional clinical procedures using medicinal plants have been registered. The easy obtainment
and the great tradition of using medicinal plants contributed to their use by populations in developing countries. The
research aims to identify possible toxic activity against the Artemia salina crustaceans, which is a simple and fast test
used to delimit the toxicity of active components, being possible to establish the average lethal dose (LD50) for being a
living organism. In vitro tests were carried out to evaluate the toxicity of Eucalyptus globulus and Plantago major extracts
against Artemia salina. The alcoholic extracts from their leaves resulted in a possible toxicity, as the results found were
below 1000 ppm. The results showed high values, 488 ppm and 346 respectively, indicating a possible low toxicity.

KEYWORDS: Artemia. Toxicology. Eucalyptus globulus. Plantago major

1. INTRODUCAO

A busca por plantas medicinais e fitoterapicos aumentou consideravelmente nos ultimos anos,
sendo também uma das mais antigas formas de pratica medicinal, podendo ser usados para mal-
estares do cotidiano, como por exemplo, em forma de chas e também como matéria-prima para sintese
de substancias bioativas. Porém, a grande maioria dos fitoterapicos que sdo utilizados por
automedicacdo ou por prescricdo médica ndo possui o seu perfil toxico bem conhecido.

Ao longo dos anos diversos procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas medicinais
foram registrados. Mesmo com a evolu¢do da medicina alopatica, existem dificuldade na sua
utilizacdo pela populacao carente, que vdo desde o0 acesso aos centros de atendimento hospitalares a

obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos, junto com a facil obtencéo e a grande tradicéo
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do uso de plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populacGes dos paises em
desenvolvimento (JUNIOR, 2005).

As folhas de Plantago major, popularmente conhecidas como tanchagem ou tansagem, sao
empregadas na medicina tradicional para tratamento de feridas, resfriados, dor de dente, tabagismo,
gengivite, problemas de voz e garganta, rouquiddo, acne, entre outros (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

Eucalyptus globulus, o popular eucalipto, é utilizado na medicina para o combate de gripes,
resfriados e principalmente para o tratamento de bronquite, asma e outras doencas respiratorias. O
mesmo possui atividade no aparelho respiratério devido ao seu 6leo essencial. Em casos raros, tem
como efeito adverso nausea, vomito e diarréia (BRASIL, 2010).

O estudo da toxicidade aguda tem como propdsito caracterizar a relacdo dose/resposta que
conduz ao valor estimado da DL50. Este fator que representa a probabilidade estatistica de uma dose
causar efeito letal em 50 % dos animais de uma populacdo é valido para identificar a toxicidade
relativa de uma substancia (FOWLER; RUTTY, 1983).

Sendo assim, a pesquisa tem como objetivo identificar possivel atividade toxica frente aos
crustaceos da Artemia salina, que é um teste simples e rapido utilizado para delimitar a toxicidade de
componentes ativos, sendo possivel estabelecer a dose letal média (DL50) por ser um organismo vivo
(MEYER, 1982).

2.METODOLOGIA
Material vegetal

Bioensaios in vitro foram realizados no Laboratério de Quimica do Centro Universitario Assis
Gurgacz, campus Cascavel/Pr. Primeiramente as plantas Eucalyptus globulus e Plantago major foram
obtidas no comércio da Cidade de Cascavel PR ja secas e trituradas. Foram mantidas em sacos
plasticos até o inicio das atividades.

Obtencao dos extratos

As extragbes convencionais com Etanol foram realizadas no Laboratério do Centro
Universitario Assis Gurgacz, campus Cascavel — PR. Inicialmente 30g das plantas foram pesadas em
frasco erlenmeyer e acrescentado 150mL do solvente. Apds 24 horas filtrou-se a mistura a fim de
separar a torta do extrato solubilizado no solvente. Nesta etapa foram acrescidos mais 150mL do
solvente puro a torta. Decorridas mais 48 horas a mistura foi novamente filtrada e mais 150mL do
solvente puro foram acrescidos a torta. Apos 72 horas filtrou-se novamente a mistura obtendo-se
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450mL no total. Por ultimo, os extratos foram submetidos a evaporacdo do solvente em temperatura

ambiente por 14 dias.

Rendimento da extragdo
Para calcular o rendimento da extracdo, utilizou-se a seguinte equacao:
R(%) = mextrato X 100

m planta

Onde M extrato é a massa total de extrato obtida e M planta é a massa de planta utilizada para
obtencdo do extrato.

Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Foi calculado a DL50, sabendo que é a dose letal média que mata 50% dos animais de um lote
utilizado para experimento. Para a OMS, apenas substancias que apresentam valores de DL50 abaixo
de 1000 ppm em Artemia salina sdo consideradas toxicas (MEYER, 1982).

Os cistos de Artemia salina utilizados nos experimentos foram adquiridos em uma loja
agropecuaria também em Cascavel - PR, sendo armazenados até a execu¢do do experimento.

As diluicdes do extrato foram feitas pelo método de diluices aritméticas em solugédo aquosa a
3% de sal marinho sintético, com o pH de 7,32. O experimento foi realizado em duplicata, nas
concentragdes de 1000, 100 e 10 ppm.

Os ovos de Artemia salina foram colocados para eclosdo na solugéo salina, por 48 horas, sob
iluminacdo constante por meio do circuito de lampada (figura 1). Apos a eclosdo dos ovos, cerca de
10 larvas de Artemia salina foram transferidas com pipetas Pasteur para cada tubo de ensaio, contendo
0s extratos de ambas as plantas diluidas separadamente, sendo 1000 ppm, 100 ppm e 10 ppm. Um
teste em branco foi realizado em triplicata contendo apenas a solucdo salina e as larvas dos
microcrustaceos. Todo material para realizacdo do teste foi previamente lavado para

descontaminagéo.

FIGURA 1- solucéo salina para eclosdo dos ovos de Artemia Salina.
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FONTE: autor.

3.FUNDAMENTAGCAO TEORICA

No planeta, ha entre 250-500 mil espécies de plantas, em que apenas 5% das mesmas tém sido
estudadas fitoquimicamente, sendo entdo a grande maioria desconhecida em ponto de vista cientifico
(PIMPAOQ, 2007). Logo, ndo pode se ter certeza da toxicidade de todas elas.

A intoxicagdo por plantas possui distribui¢do e intensidade visivelmente regionais, e embora
ndo ocupem uma posicdo de destaque em atendimentos & intoxicagao, é necessaria a atencdo, pois
diversas plantas toxicas sdo de uso ornamental. Em adultos, as principais causas sdo provocadas por
uso inadequado de fitoterapicos e chas. Também ha casos de uso de plantas alucindgenas e abortivas
(HERNANDEZ et al., 2017).

Segundo Hernandez (2017) a toxicidade de uma planta varia de acordo com as condi¢des em
que cresce. Algumas podem ser venenosas durante a vida toda, outras quando frutificam. E também,
algumas partes da planta podem ser mais toxicas do que outras. Quando houver suspeita de
intoxicacdo por planta, aconselha-se a coleta de uma amostra da mesma e levar junto com o paciente
ao servigo de salde, pois 0s homes populares podem variar de acordo com cada regido.

Segundo Campos (2016) h& uma percepgdo na populacdo em que a utilizacdo de plantas para o
tratamento de doencas é natural, seguro, barato e eficaz. No entanto, na alimentacdo e no uso
terapéutico, deve-se utilizar somente plantas seguras, conhecidas e devidamente identificadas
(COLOMBO et al., 2010)
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Os testes de toxicidade s@o elaborados tendo como objetivo prever os efeitos de substancias
toxicas e examinar a toxicidade relativa das substancias que sdo preeminentes na avaliacdo do
ambiente (BAROSA 2003). Os estudos de toxicidade aguda (curto prazo) tém como objetivo
caracterizar a relagdo dose/resposta ao valor estimado de DL50, sendo o parametro que apresenta a
probabilidade estatistica de uma Unica dose causar, em 50% dos animais, um efeito letal (PONTE,
2003). E importante lembrar que os testes de toxicidade aguda e a DL50 ndo s&o a mesma coisa. A
funcdo dos testes é analisar todas as consequéncias toxicoldgicas de uma manifestacdo de curta
duracdo. Jd a DL50 é apenas um dos parametros que pode resultar de um teste devidamente planejado
(MOREIRA, 1993).

As pesquisas realizadas no Brasil para avaliar o uso seguro de plantas medicinais e fitoterapicos
ainda estdo em fase inicial, assim como o comércio dos mesmos. A maior parte dessa comercializacdo
ocorre em farmacias e lojas de produtos naturais. Algumas vezes, inclusive, essas plantas sao
aplicadas para uso medicinal diferente dos utilizados pelos silvicolas (JUNIOR, 2005).

Em paises desenvolvidos como Estados Unidos e em alguns lugares da Europa existem mais
controle em relacdo ao registro e comercializacdo de produtos obtidos de plantas. Esses paises
possuem normas mais inflexiveis para o controle de qualidade e a certificagdo de preparacdes vegetais
(JUNIOR, 2005).

Substituir os testes toxicologicos em animais por outras alternativas tém ganhado visao, devido
ao custo dos animais e pelo sofrimento gerado aos mesmos por conta dos testes (PARRA, 2001). E,
também, a busca por ensaios com procedimentos acessiveis e rapidos vem crescendo, adentrando

entdo os testes com Artemia Salina.

Artemia salina

A Artemia salina é uma espécie invertebrada de microcrustdceo da ordem Anostraca,
encontrada na fauna de aguas salgadas, utilizada como um alimento vivo para peixes. (CARVALHO
et al., 2008). O ensaio de letalidade frente a mesma é uma metodologia muito utilizada na linha de
pesquisa de produtos naturais avaliando o potencial toxico de extratos isolados (HIROTA 2012). Essa
espécie € utilizada como um bioindicador.

Segundo Hirota (2012) apesar de ser um ensaio muito simples, 0 mesmo tem a capacidade de
gerar informacdes Uteis de uma forma répida e econémica. Este ensaio caracteriza-se além da rapidez
e por possuir baixo custo por ndo exigir técnicas assépticas.

Vérios laboratorios de produtos naturais possuem ensaios biologicos simples em suas

metodologias, com o intuito de monitorar e selecionar o estudo fitoquimico de extratos de plantas na
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busca por substancias bioativas. Nesses ensaios encontra-se a toxicidade sobre Artemia salina
(PIMPAO, 2007).

O método de analise com esse crustaceo € dito como um simples bioensaio preliminar de
toxicidade de componentes ativos atraves do organismo marinho, assim tornando possivel determinar
a DL50 de extratos e componentes ativos em meio salino. A Artemia salina, através de um metodo
seguro e acessivel, pode também ser utilizado como monitor para a citotoxicidade de produtos
(MEYER, 1982).

Logo, o teste mais adequado para avaliar a toxicidade aguda de extratos vegetais e a

bioatividade de substancias quimicas é o teste de Artemia salina.

Eucalyptus globulus

A espécie Eucalyptus globulus pertence a familia Myrtaceae, nativa da Australia e Tasmania.
No Brasil, ¢ conhecido popularmente como eucalipto, eucalipto-comum e eucalipto-liméo
(RODRIGUES, 2018). O material vegetal de interesse farmacoldgico séo as partes aéreas da planta,
como folhas, flores, frutos e também as cascas do caule. Essa espécie se caracteriza por ser uma arvore
de grande porte. E além do seu 6leo essencial, grande parte dos derivados vegetais da espécie sdo 0s
extratos alcodlicos, aquosos e hidroalcodlicos. (Ministério da Saude, 2015).

O oleo essencial do E. globulus tem como principal constituinte 0 monoterpeno chamado
eucaliptol (1,8-cineol). A porcentagem encontrada no éleo varia entre 14,55 a 95,61%, dependendo
da parte da planta que for utilizada, o método de extracdo, local e também a época que foi coletada
(RODRIGUES, 2018).

O Eucalipto é utilizado para diversas enfermidades, como alivio de dores de garganta, tosses e
calafrios, suas folhas pelo corpo diminuem a febre, seu dleo essencial tem acéo antibidtica, anti-viral
e anti-fangica. E, também, é utilizado como um anti-séptico muito eficaz (RIGOTTI, 2012).

A respeito de sua toxidade, o eucalipto apresenta boa tolerabilidade em doses recomendadas,
porém em doses mais altas pode acarretar ndusea, vomito, gastroenterites, hematuria e até
neurotoxidade (PAULO, 2009).

Plantago major

A espécie Plantago major pertence a familia Plantaginacea e é facilmente encontrada em quase
todo territorio americano (RODRIGUEZ, 1996). Segundo a OMS, suas folhas possuem acido
oleandlico, acido citrico, muscilagem, taninos, saponinos, aucubina, éleo essencial e vitaminas A, C
e K.
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E uma planta de aproximadamente 15cm de altura com flores pequenas marrom-esverdeadas e
com folhas em forma de rosetas. Para a obtencdo de seu extrato diferentes metodos podem ser
empregados, como maceracdo, decoccdo, infusdo, percolacdo em Soxhlet e extracdo em banho de
ultrassom (Ministério da Saude, 2014).

Ela é utilizada como antiinflamatorio e para neutralizar toxinas. Pode também ser usada para
tratar feridas, diarréia, infecgdes na bexiga e até mesmo para tratar Glceras no estbmago (RIGOTTI,
2012).

Em 1999, Lagarto Parra e colaboradores avaliaram o potencial toxico da P. major em um estudo
in vitro frente a Artemia salina. O teste foi realizado com a tintura da planta contendo 49% de teor
alcoolico. A DL50 foi estimada apds a contagem das larvas vivas. As concentracdes de 10, 100 e
1000 ppm da tintura causaram a mortalidade, respectivamente, de 5,7; 9,3 e 10, sendo 10
correspondendo a 100% da mortalidade. Assim, o resultado encontrado para a DL50 foi de 4,74
mcg/mL (Ministério da Saude, 2014).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Rendimento da extracao

Ap0s a evaporacdo do solvente utilizado, realizou-se o célculo de rendimento dos extratos
obtidos por extracdo convencional. Sendo que, o rendimento de uma extracao relaciona a quantidade

de extrato final obtido pela quantidade de matéria-prima utilizada.

Tabela 1. Rendimento das extragdes por método convencional

Matéria-prima Solvente Rendimento (%)
Eucalyptus globulus Etanol 27,55
Plantago major Etanol 29,27

FONTE: autor.

O rendimento de uma extracéo € importante para se comparar a quantidade de compostos que
sdo extraidos em solventes polares e apolares. Neste caso foi utilizado apenas o solvente polar (etanol)
obtendo a porcentagem de 27% do Eucalyptus globulus e 29% do Plantago major. Essas
porcentagens, por serem uma extracdo a frio geralmente possuem um rendimento mais baixo
(PALAVICINI, 2019).

Artemia salina
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O teste mais adequado para avaliar a toxicidade aguda de extratos de plantas é o teste de
Artemia salina. O uso deste microcrustaceo é amplamente utilizado em experimentos laboratoriais
por apresentar uma resposta evidente as variacdes da qualidade ambiental. Através da letalidade da
Artemia salina pode-se identificar respostas bioldgicas, sendo possivel determinar a concentracdo
letal de uma determinada substancia ou extrato. Em vista disso, o presente trabalho utilizou testes
frente a Artemia salina, como um método alternativo ao uso de animais de laboratorio, para avaliagcao
da toxicidade de extratos vegetais (NUNES et al., 2008).

Uma das vantagens desse bioensaio é a determinacdo da DL50 através do método de anélise
de probitos, com 95% de intervalo de confianca. Os valores calculados de DL50 estéo representados

na Tabela 2. O célculo foi obtido pelo emprego da seguinte formula:
DF — Y (A.B)
n
Onde DF ¢ a dose minima capaz de matar todos os animais, A a diferenca entre duas doses,

DLSO =

B animais mortos entre duas doses consecutivas e n 0 nimero total de animais por lote.

Tabela 2. Valores de DL50 para 0s extratos.

Extrato DL50 (ppm)
Eucalyptus globulus 488,527
Plantago major 346,766

FONTE: autor.

Segundo informativo divulgado eletronicamente pelo governo do estado do Parand, pela
secretaria de saude do estado, sob autoria de Lauro Augusto Caetano Leite, a DL50 estabelece
parametros toxicologicos para seguranca de produtos farmacéuticos, quimicos e alimenticios, sendo
que, a DL50 é uma dose letal média que mata 50% dos animais de um lote utilizado
experimentalmente.

De acordo com a analise deste bioensaio, 0 extrato etandlico apresenta uma possivel
toxicidade frente a Artemia salina, sendo que a DL50 foi inferior a 1000 ppm. Para a OMS, sdo
consideradas toxicas as substancias que apresentam valores de DL50 abaixo de 1000 ppm em Artemia
salina (MEYER et al., 1982).

Os resultados deste bioensaio tornam-se essenciais, ja que o Eucaliptus globulus utilizado para
diversas enfermidades, como alivio de dores de garganta,tosses e calafrios, suas folhas pelo corpo
diminuem a febre, seu 0Oleo essencial tem acdo antibiotica, anti-viral e anti-fungica. E, também, é
utilizado como um anti-séptico (RIGOTTI, 2012).
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Ja o Plantago major é utilizado como antiinflamatorio e para neutralizar toxinas. Pode
também ser usada para tratar feridas, diarréia, infecgdes na bexiga e até mesmo para tratar tlceras no
estomago (RIGOTTI, 2012).

Estudos realizados por Lagarto Parra e colaboradores determinou a DL50 da tintura das folhas
de Plantago major contendo 49% do teor alcodlico in vitro frente a Artemia salina tendo o valor
encontrado de DL50 de 4,74 pg/mL. A mesma tintura foi avaliada por metodologia in vivo,
administrando-a em camundongos albinos. A DL50, ap6s 24 horas do inicio do tratamento, foi de
182,54 mg/kg. Foi estabelecida boa correlacéo entre os resultados in vitro e in vivo.

A DL50 é um teste simples de bancada utilizado para avaliar “dose letal média de uma
substancia expressa o grau de toxicidade aguda”, sendo necessario testes mais especificos para

garantir a ndo toxicidade do fruto, especialmente o grau de toxicidade crénico (LEITE, [s.d.]).

5. CONSIDERACOES FINAIS
Os extratos alcodlicos das folhas de Eucalyptus globulus e Plantago major analisados frente
ao crustaceo Artemia salina resultaram em uma possivel toxicidade, pois os resultados encontrados
foram abaixo de 1000 ppm. Os resultados mostraram valores altos, 488 ppm e 346 respectivamente,
indicando uma possivel toxicidade baixa.
A conducdo do teste de toxicidade com Artemia salina é relevante para pesquisa, uma vez que,
existem poucos relatos na literatura sobre a toxicidade de ambas as plantas, dessa forma, os resultados

podem servir de base para novos experimentos garantindo a seguranga no consumo das mesmas.
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1. Introdugao

A busca por plantas medicinais e fitoterapicos aumentou consideravelmente nos ultimos
anos, sendo também uma das mais antigas formas de pratica medicinal, podendo ser
usados para mal-estares do cotidiano, como por exemplo, em forma de chas e também
como matéria-prima para sintese de substancias bioativas. Porém, a grande maioria dos
fitoterapicos que sao utilizados por automedicacdo ou por prescricdo médica nao possui o
seu perfil toxico bem conhecido.

Ao longo dos anos diversos procedimentos clinicos tradicionais utilizando

plantas medicinais foram registrados. Mesmo com a evolugdo da medicina alopatica,
existem dificuldade na sua utilizagao pela populagao carente, gue vao desde 0 acesso
aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos.
Estes

motivos, junto com aféacil obtencdo e agrande tradicdo do uso de plantas medicinais,
contribuem para sua utilizacao pelas populacdes dos paises em

desenvolvimento (JUNIOR, 2005).

As folhas de Plantago major, popularmente conhecidas como tanchagem ou tansagem,
sao empregadas na medicina tradicional para tratamento de feridas, resfriados, dor de
dente, tabagismo, gengivite, problemas de voz e garganta, rouquidao, acne, entre outros
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Eucalyptus globulus, o popular eucalipto, é utilizado na medicina para o combate de
gripes, resfriados e principalmente para o tratamento de bronquite, asma, e outras
doencas respiratérias. O mesmo possui atividade no aparelho respiratdrio devido ao seu
6leo essencial. Em casos raros, tem como efeito adverso nausea, vomito e diarréia
(BRASIL, 2010).
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O estudo da toxicidade aguda tem como propdsito caracterizar a relacdo dose/resposta
gue conduz ao valor estimado da DL50. Este fator que representa a

probabilidade estatistica de uma dose causar efeito letal em 50 % dos animais de uma
populacdo é valido para identificar a toxicidade relativa de uma substancia (FOWLER;
RUTTY, 1983).

Sendo assim, a pesquisa tem como objetivo identificar possivel atividade téxica frente
aos crustaceos da Artemia salina, que é um teste simples e rapido utilizado para delimitar
a toxicidade de componentes ativos, sendo possivel estabelecer a dose letal média
(DL50) por ser um organismo vivo (MEYER, 1982).

2. Metodologia

Material vegetal

Bioensaios in vitro foram realizados no Laboratdério de Quimica do Centro

Universitario Assis Gurgacz, campus Cascavel/Pr. Primeiramente as plantas Eucalyptus
globulus e Plantago major foram obtidas no comércio da Cidade de Cascavel PR ja secas
e trituradas. Foram mantidas em sacos plasticos até o inicio das atividades.

Obtencao dos extratos

As extragdes convencionais com Etanol foram realizadas no Laboratério

do Centro Universitario Assis Gurgacz, campus Cascavel — PR. Inicialmente 30g das
plantas foram pesadas em frasco erlenmeyer e acrescentado 150mL do solvente. Apds 24
horas filtrou-se a mistura a fim de separar a torta do extrato solubilizado no solvente.
Nesta etapa foram acrescidos mais 150mL do solvente puro a torta. Decorridas mais 48
horas a mistura foi novamente filtrada e mais 150mL do solvente puro foram acrescidos a
torta. Apds 72 horas filtrou-se novamente a mistura obtendo-se 450mL no total.

Rendimento da extragao
Para calcular o rendimento da extragao, utilizou-se a seguinte equagao:
R(%) = m extratom plantaX 100

Onde M extrato é a massa total de extrato obtida e M planta é a massa de planta
utilizada para obtengao do extrato.

Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Foi calculado a DL50, sabendo que € a dose letal média que mata 50% dos animais de
um lote utilizado para experimento. Para a OMS, apenas substancias que

apresentam valores de DL50 abaixo de 1000 ppm em Artemia salina sao consideradas
toxicas (MEYER, 1982).

Os cistos de Artemia salina utilizados nos experimentos foram adquiridos em uma loja
agropecuaria também em Cascavel - PR, sendo armazenados até a execugao do
experimento.

As diluigdes do extrato foram feitas pelo método de diluigdes aritméticas em solugao
aquosa a 3% de sal marinho sintético, com o pH de 7,32. O experimento foi realizado em
duplicata, nas concentragcdes de 1000, 100 e 10 ppm.

Os ovos de Artemia salina foram colocado para eclosdo na solucao salina, por 48 horas,
sob iluminacdo constante por meio do circuito de lampada (figura 1). Apos a eclosdo dos
ovos, cercade 10 larvas de Artemia salina foram transferidas com pipetas Pasteur
para cada tubo de ensaio, contendo os extratos de ambas as plantas diluidas
separadamente, sendo 1000 ppm, 100 ppm e 10 ppm. Um teste em branco foi realizado
em triplicata contendo apenas a solucdo salina e as larvas dos microcrustaceos. Todo
material para realizacdo do teste foram previamente lavados para descontaminacgao.

3. Resultados e Discussdo
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Rendimento da extracao

Apds a evaporacdo do solvente utilizado, realizou-se o calculo de rendimento dos extratos
obtidos por extracdao convencional. Sendo que, o rendimento de uma extracao relaciona a
guantidade de extrato final obtido pela quantidade de matéria-prima utilizada.

Tabela 1. Rendimento das extracdes por método convencional
Matéria-prima

Solvente

Rendimento (%)

Eucalyptus globulus

Etanol

27,55

Plantago major

Etanol

29,27

Artemia salina

O teste mais adequado para avaliar a toxicidade aguda de extratos de plantas é o teste
de Artemia salina. O uso deste microcrustaceo é amplamente utilizado em experimentos
laboratoriais por apresentar uma resposta evidente as variacdes da qualidade ambiental.
Através da letalidade da Artemia salina pode-se identificar respostas bioldgicas, sendo
possivel determinar a concentracdo letal de uma determinada substéancia ou extrato. Em
vista disso, o presente trabalho utilizou testes frente a Artemia salina, como um método
alternativo ao uso de animais de laboratério, para avaliacdo da toxicidade de extratos
vegetais (NUNES et al., 2008).

Uma das vantagens desse bioensaio é a determinagdo da DL50 através do método de
analise de probitos, com 95% de intervalo de confianca. Os valores calculados de DL50
estado representados na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de DL50 para os extratos
Extrato

DL50 (ppm)

Eucalyptus globulus

488,527

Plantago major

346,766

Segundo informativo divulgado eletronicamente pelo governo do estado do

Parand, pela secretaria de saude do estado, sob autoria de Lauro Augusto Caetano Leite,
a DL50 estabelece parametros toxicoldgicos para seguranca de produtos farmacéuticos,
quimicos e alimenticios, sendo que, a DL50 é uma dose letal média que mata 50% dos
animais de um lote utilizado experimentalmente.

De acordo com a andlise deste bioensaio, o extrato etandlico apresentam uma

possivel toxicidade frente a Artemia salina, sendo que a DL50 foram inferiores a 1000
ppm. Para a OMS, sdo consideradas toxicas as substancias gue apresentam valores de
DL50 abaixo de 1000 ppm em Artemia salina (MEYER et al., 1982).

Os resultados deste bioensaio tornam-se essenciais, ja que o Eucaliptus globulus utilizado
para diversas enfermidades, como alivio de dores de garganta,tosses e calafrios, suas
folhas pelo corpo diminuem a febre, seu éleo essencial tem agdo antibidtica, anti-viral e
anti-fungica. E, também, é utilizado como um anti-séptico (RIGOTTI, 2012).

Testes desenvolvidos por Oliveira e Nunes, 2012, obtiveram resultados de DL50 apds 24
horas de exposicdao do extrato aquoso do Eucalyptus globulus frente a Artemia salina
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igual a 7799 ug/mL, sendo maior que 1000 ppm.

Ja o Plantago major é utilizado como antiinflamatorio e para neutralizar toxinas. Pode
também ser usada para tratar feridas, diarréia, infecgdes na bexiga e até mesmo para
tratar Ulceras no estbmago (RIGOTTI, 2012).

Estudos realizados por Lagarto Parra e colaboradores determinou a DL50 da tintura das
folhas de Plantago major contendo 49% do teor alcodlico in vitro frente a Artemia salina
tendo o valor encontrado de DL50 de 4,74 ug/mL. A mesma tintura foi avaliada por
metodologia in vivo, administrando-a em camundongos albinos. A DL50, apds 24 horas
do inicio do tratamento, foi de 182,54 mg/kg. Foi estabelecida boa correlagao entre os
resultados in vitro e in vivo.

A DL50 é um teste simples de bancada utilizado para avaliar “dose letal média de uma
substancia expressa o grau de toxicidade aguda”, sendo necessario testes mais
especificos para garantir a ndo toxicidade do fruto, especialmente o grau de toxicidade
cronico (LEITE, [s.d.]).

4. Consideracoes finais

Os extratos alcodlicos das folhas de Eucalyptus globulus e Plantago major analisados
frente ao crustaceo Artemia salina resultaram em uma possivel toxicidade, pois os
resultados encontrados foram abaixo de 1000 ppm. Os resultados mostraram valores
altos, 488 ppm e 346 respectivamente, indicando uma possivel toxicidade baixa.

A conducgao do teste de toxicidade com Artemia salina, é relevante para pesquisa, uma
vez que, existem poucos relatos na literatura sobre a toxicidade de ambas as plantas,
dessa forma, os resultados podem servir de base para novos experimentos garantindo a
seguranga ho consumo das mesmas.
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