





Grifico 7. A correlagio do extrato de Jucd exposto a temperatura de 35°C nos periodos
de tempo de 5, 10 e 15 minutos:

Para a temperatura de 45° C foi verificado que, quanto mais prolongado o tem-
po de exposicdo, maior a diminui¢io no pH das amostras como apresentado no Gréfico

8.

Grifico 8. A correlacio do extrato de Jucd exposto a temperatura de 45°C nos periodos
de tempo de 5, 10 e 15 minutos:
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Discussao e Conclusoes

As anilises estatisticas realizadas neste estudo para verificagao fisico-quimica da
variagao do pH por influéncia da temperatura dos extratos vegetais medicinais prepara-
dos com folhas das plantas Insulina Vegetal (Cissus sicyoides L.), Bacupari (Garcinia bra-
siliensis) e Jucd (Caesalpinia férrea), provenientes da Farmdcia Verde de Manicoré — AM,
indicam que as amostras sofreram alteracoes em seus pHs, decorrentes da influéncia de
diferentes temperaturas e tempo de exposi¢ao como mostrado nos Quadros 1, 2 e 3.

No extrato de Bacupari (Garcinia brasiliensis), o teste Tukey indicou que houve
alteragio significativa em seu pH quando exposto a temperatura de 35°C (p=0,01875).
Ja no extrato da Insulina Vegetal (Cissus sicyoides L.) que também utilizou o teste Tukey,
ocorreu alteracdo significativa do pH na faixa da temperatura de 45°C (p=0,00799).
Para o extrato do Jucd (Caesalpinia férrea) o resultado do teste t (Student) identifica
alteragio significativa no pH das amostras nas duas faixas de temperaturas analisadas
(p=0,017712).

As amostras dos extratos foram submetidas a diferentes periodos de tempos
como observados nos Grafico 1, Grafico 2, Grafico 3, Grafico 4, Grafico 5, Grafico 7 e
Grifico 8, indicando que o tempo de exposi¢io das amostras tem papel importante na
variacdo e alteragao do pH.

Alguns autores afirmam que a agio dos adjuvantes sobre o pH ¢ bastante variada
podendo levar a seu aumento, redu¢io ou inalteracio [9]. A redugdo da temperatura leva
ao aumento do pH. A temperatura altera o equilibrio de dissociacio da dgua, facilitando
a quebra da ligacio entre oxigénio e hidrogénio. O aumento da temperatura aumenta a
atividade dos fons hidrogénio e desloca o equilibrio quimico da dgua, tornando-a dcida.
Com base nos resultado obtidos a partir das andlises dos valores de pH das amostras
dos extratos vegetais medicinais, concluiu-se que a variagao de temperatura e diferentes
periodos de tempo de exposigao a essas temperaturas tém influéncia sobre o pH.
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RESUMO

Um dos problemas atuais ¢ a resisténcia bacteriana a agdo de antibidticos. A busca por
alternativas para a terapia antimicrobiana é necessdria, portanto o objetivo do presente
estudo foi verificar a¢ao antimicrobiana das espécies Caesalpinia ferrea, Arrabidaea chica
e Peperomia pellucida, conhecidas como Jucd, Pariri e Erva de Jaboti, plantas populares
por suas propriedades medicinais. O potencial antimicrobiano foi investigado sobre E.
coli (ATCC 35218 € 25922) e S. aureus (ATCC 25923). A metodologia foi Kirby Bauer
de disco difusdo (10ul dos extratos) e técnica adaptada para pogos (50 pl dos extratos).
Os trés extratos avaliados apresentaram agao antimicrobiana sobre a gram-positiva S. au-

reus (25923), enquanto apenas Jucd inibiu crescimento da gram-negativa E. coli (ATCC
25922, 35218), resultado inédito na literatura.

Palavras-chave: Antibiograma; Inibi¢ao; Extratos; Medicina popular.

ABSTRACT

One of the current problems is bacterial resistance to the action of antibiotics. The se-
arch for alternatives to antimicrobial therapy is necessary, so the objective of the present
study was to verify the antimicrobial action of the species Caesalpinia ferrea, Arrabidaea
chica and Peperomia pellucida, known as Jucd, Pariri and Jaboti herb, popular plants
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for their medicinal properties. The antimicrobial potential was investigated on E. coli
(ATCC 35218 and 25922) and S. aureus (ATCC 25923). The methodology was Kirby
Bauer disc diffusion (10pl of the extracts) and adapted technique for wells (50pl of the
extracts). The three extracts evaluated showed antimicrobial action on gram-positive S.
aureus (25923), whereas only Jucd inhibited the growth of the gram-negative E. coli
(ATCC 25922, 35218), a result unpublished in the literature.

Keywords: Antibiogram, Inhibition, Extracts, Popular medicine.

Introdugao

O uso de plantas medicinais ocorre desde os tempos primérdios. A op¢io em
utilizar recursos naturais em busca da cura e tratamento para alivio das moléstias é pré
-histérico. Neste contexto, o homem primitivo, através de sua intui¢do e presuncgio,
procurava nas plantas principios ativos medicinais, conceito denominado atualmente
como fitoterapia: tratamento ou preven¢io de doengas através do uso de vegetais [1].
Ha relatos de que na China, por exemplo, no ano 5.000 A.C, usava-se drogas derivadas
de plantas para intimeros fins, tal como no Egito Antigo, em que historiadores, através
dos papiros, encontraram receitas caseiras com cerca de 700 drogas listadas, entre elas
absinto, hortela e mirra [2].

A opcao por recursos naturais ¢ antiga assim como o modo de propagar esse
conhecimento empirico. De geragio em geragdo os costumes e crengas sao ensinados,
porém sem base cientifica ou comprovagio de eficdcia. A populagio que usa deste recur-
so ¢ influenciada pelas caracteristicas do seu ambiente, flora, clima, vegetagao e costumes
culturais de sua regiao [3].

Por isso, em paises como Brasil, magno em biodiversidade e em abrigar comu-
nidade miscigenada com vdrios grupos étnicos, o conhecimento acerca das propriedades
de plantas é comum, pois muitas vezes ele é o tinico recurso terapéutico disponivel [4].
Um fator que caracteriza o Brasil é a extra¢io dos recursos naturais os mais diversos pro-
dutos. Diante dessa realidade, o uso das propriedades dos vegetais para fins terapéuticos
¢ motivado por trés bases: a cultura das comunidades indigenas nativas em acordo com
seus ancestrais; as tradigoes africanas oriundas de escravos trazidos para o Brasil, e os eu-
ropeus que colonizaram o Brasil e acabaram promovendo um cAmbio de viérias espécies
europeias de vegetais e plantas [5].

Ha relatos de que no processo de catequizagao dos indios, o Padre José de An-
chieta criou “Boticas de Colégio”, onde formulou medicamentos para diversos trata-
mentos a partir de plantas. Um caso em especifico foi a Ipecacuanha (Psychotria ipe-
cacuanha). Por observa¢io, o padre notou que um animal procurava pelas raizes dessa
planta a fim de se livrar de célicas e diarreias e procurou investigar o principio ativo para
o mesmo fim. Hoje existe o reconhecimento dessa planta na Farmacopéia Brasileira [1].

Para entender o uso de plantas é necessdrio o estudo etnobotanico, que resgata
através do conhecimento popular a existéncia de inimeras plantas medicinais, além da
andlise e estudo em potencial do principio ativo e sua respectiva atividade [6]. Isto deve
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ocorrer para transformagio do conhecimento popular empirico e cientifico. No Brasil,
que conta com a maior diversidade de espécies e com um patriménio territorial extenso,
essa medida ¢ essencial [7].

O Ministério da Sadde criou em 2006 a Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterdpicos, aprovada por meio do Decreto N° 5.813, de 22 de junho. Essa é uma
maneira de garantir a seguranga e o uso racional de plantas medicinais, além de promo-
ver o incentivo ao desenvolvimento de vérias tecnologias, principalmente as que sejam
sustentdveis para a biodiversidade brasileira. Essa posi¢ao demonstra que os produtos sao
importantes e ressalta a necessidade de que os mesmos devem ser investigados para se
tornarem alternativas no uso medicinal, seja como agente terapéutico propriamente dito
ou como matéria-prima para sintese de novos firmacos [8].

A OMS (Organizagio Mundial da Sadde) cita que 40% dos medicamentos
disponiveis no mercado vieram de fontes naturais, sendo 25% de plantas. Tal fato é mais
um motivo para o interesse da populagio em terapias naturais [1].

Dentre as muitas plantas com propriedades terapéuticas pode-se citar as espé-
cies Caesalpinia ferrea, Arrabidaea chica e Peperomia pellucida, conhecidas popularmente
como Jucd, Pariri e Erva de Jaboti, respectivamente. A espécie Caesalpinia ferrea integra
a familia Leguminosae e suas propriedades conhecidas no meio popular sao anti-infla-
matdria, analgésica, antitérmica e antimicrobiana. A casca ¢ usada em feridas e contusoes
e no combate 4 asma e tosse cronica através de chds. Outras partes desta drvore, como
os frutos, combatem diarreia, escarros e secregoes. Além disso, o extrato aquoso desta
planta auxilia na cura de tlceras géstricas [9]. Além de Jucd, tem o nome popular de pau
de ferro devido a suas caracteristicas fisicas: madeira dura, com tamanho que alcanga os
30 metros de altura e 12 metros de diAmetro nos troncos. Por isso, comercialmente, seu
uso é vidvel na marcenaria e construcio civil. E manchada, de ficil reconhecimento e, na
estacdo do outono, possui flores de tom amarelo e suas folhas sao bipinadas [10].

A erva de jaboti (Peperomia pellucida) é uma planta silvestre, da familia Pipera-
ceae. No Brasil, estd localizada na Amazonia pois locais imidos sio atraentes para seu
desenvolvimento. A erva de jaboti é usada para combater a tosse ou a dor de garganta,
arritmias cardiacas, sendo ainda antipruriginosa e diurética, utilizada sob a forma de chd
ou infusdo preparada com as raizes ou com toda a planta [11]. Atividades anti-inflama-
téria, analgésica, antimicrobiana e anti-hipertensiva também so relatadas [12].
Popularmente chamada de “Pariri”, a Arrabidaea chica da familia Bignoniaceae é usada
na forma de decocto com propriedades anti-inflamatéria e cicatrizante. Além disso, tam-
bém ¢ indicada em casos de anemias, célicas intestinais, hemorragia, diarreia, leucorreia
e leucemia. A sua tintura é usada para tratar infec¢des cutineas e no uso ginecoldgico
com “banho de assento”. Aplicagoes locais sao feitas através de compressas ou banhos e
até em cosméticos [13].

Mesmo as comunidades ribeirinhas da Amazoénia, reconhecidas como detento-
ras de grande sabedoria popular no que diz respeito ao uso de plantas com propriedades
terapéuticas, desconhecem, por exemplo, os métodos de extracio e purificaio de extra-
tos vegetais; principios ativos importantes, toxicidade, dose letal e afins. Sdo intimeras
as variedades existentes de plantas conhecidas e popularmente eficazes. Muitas ainda sio
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desconhecidas. Tal fato reforca a necessidade do desenvolvimento de pesquisas cientifi-
cas nessa drea para reverter essa realidade [14].

Diante desse contexto, o presente trabalho teve por objetivo analisar agao antimicro-
biana dos extratos hidroalcodlicos da Caesalpinia ferrea, Arrabidaea chica e Peperomia
pellucida sobre cepas de Escherichia coli (ATCC 25922 ¢ ATCC 35218) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923).

Material e Métodos
Preparo do extrato:

Os extratos liquidos hidroalcéolicos das espécies vegetais foram obtidos na pre-
senca de dlcool 70% (liquido extrator) em temperatura ambiente. As plantas ou frutos
secos foram triturados e, em seguida, imergidas em dlcool 70%, no qual foram mantidos
por 30 dias. Cada 100 ml de extrato obtido continha 20% de planta/fruto. Durante esse
periodo o material esteve em um recipiente fechado e ocasionalmente foi submetido a
leve agitacdo. Por fim, a mistura foi filtrada e o extrato obtido transferido para vidros
ambar protegidos da luz solar e mantidos em temperatura ambiente.

No momento do uso, 500 pL de cada extrato foi transferido para um microtubo estéril,
o qual foi mantido aberto em estufa a 60 °C por 30 minutos para a evaporacio do etanol.

Montagem dos antibiogramas

Os ensaios foram realizados pelo método de Kirby Bauer, com obten¢io do
inéculo bacteriano de cultura jovens de Escherichia coli (ATCC 35218 e 25922) e Sta-
phylococcus aureus (ATCC 25923), na turvagio 0,5 na escala MCFarland, o qual foi
distribuido com um swab estéril de maneira uniforme na superficie do meio de cultivo
(Mueller Hinton — 4mm — Kasvi) em temperatura ambiente. Para a técnica de discos
difusdo, discos de 6 mm estéreis comercialmente adquiridos (DME) foram colocados
sobre o meio de cultura e sobre os mesmos foram adicionados 10 pL do extrato. Como
controle positivo foram utilizados os antibidticos ciprofloxacina (5) e ampicilina (10) e
como controle negativos, discos contendo 10 pL de etanol 70% e dlcool absoluto.

Concomitante a primeira técnica, o método de pogos difusiao foi realizado atra-
vés de pogos de 6mm de didmetro feitos até a profundidade do dgar através de ponteira
estéril. Em cada pogo adicionou-se de modo direto 50uL do extrato, tal como 50uL do
etanol 70% e dlcool absoluto (controles negativos). Para controle positivo, os antibiéti-
cos usados foram ciprofloxacina (5) e ampicilina (10) em discos.

Cada teste foi executado em triplicata. A seguir, as placas foram incubadas em
estufa a 36-37°C por 24 horas. Os resultados foram avaliados através da mensuragao do
didmetro dos halos de inibicao formados com o auxilio de halémetro e expressos em
milimetros com desprezo do didmetro do disco e do pogo.

Resultados e Discussao
Os microrganismos utilizados para os testes (Staphylococus Aureus e Escherichia
coli) foram escolhidos porque padronizam a avaliaco antibacteriana. Além disso, sao
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responsdveis por vdrios tipos de infec¢des humanas e frequentemente mostram perfis de
resisténcia [15].

De um modo geral, a atividade antimicrobiana dos extratos analisados no pre-
sente trabalho variou de acordo com a quantidade utilizada (tabelas I e II). O consenso
sobre o nivel aceitdvel para extratos de plantas comparados com antibiéticos padrées nao
existe, afinal sdo compostos completamente diferentes, produzidos de modos diferentes
[16].

Extratos de sementes do género das Caesalpinias em geral, se preparados a partir
de metanol, podem atuar sobre bactérias gram-positivas e negativas [17]. Embora este
autor nao tenha se referido especificamente a Caeselpinia ferrea, o extrato hidroalcodlico
utilizado no presente trabalho demonstra atividade frente a estes dois tipos de bactérias
(tabelas I e II; figuras I a III). Através da técnica do disco (10uL/disco) este extrato
mostrou agao antimicrobiana sobre a cepa de E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (tabela
I). No entanto, o aumento na quantidade do extrato através da técnica do pogo (50uL/
po¢o) mostrou que 0 mesmo apresenta a¢ao antimicrobiana sobre as duas cepas de E.
coli e S. aureus utilizadas nesse trabalho (tabela II). A variaciao dos resultados frente as
duas cepas de E. coli se deve ao fato de que a ATCC 25922 é mais sensivel que a ATCC
35218. E importante ressaltar que, com o aumento da quantidade de extrato utilizado,
os halos de inibicdao do extrato e do antibiético Amoxicilina observados para a cepa de
E. coli ATCC 25922 apresentaram os mesmos valores (tabela II).

Tabela I: Relagio entre o volume de extrato empregado nos discos, os antibiéticos e os
halos de inibigao médios obtidos frente as cepas (mm):

HALO DE INIBICAO (mm)

JUCA PARIRI ERVA DE JABOTI
TRATAM E. coli E.coli  S.aureus  E.coli E.coli S. aureus  E.coli E.coli S. aureus
ENTO 25922 35218 25923 25922 35218 25923 25922 35218 25923
Extrato 12 - 14 - - 10 - -
(10 L)
Alcool
70% - - - - - -
Alcool
Absoluto
(PA) - - - - - -
Amoxicili 28
na - 30 28 - 34 28 - 30
Ciproflox 30
acina 30 30 30 30 27 30 30 32
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Tabela II: Relagio entre o volume de extrato empregado nos pocos, os antibidticos e os
halos de inibi¢ao médio obtidos frente as cepas (mm):

HALO DE INIBICAO (mm)

TRATAMEN
TO JUCA PARIRI ERVA DE JABOTI
E.coli E.coli S.aureus E.coli E.coli S.aureus E.coli E.coli S.aureus
25922 35218 25923 25922 35218 25923 25922 35218 25923
Extrato (50 20

un 18 19 14 - 17 - - 15

Alcool 70% - - - - - - - -
Alcool

Absoluto -

(PA) - . - . - . -

Amoxicilina 20 ; 33 20 ; 32 20 ; 35

Ciprofloxaci 39
na 28 24 40 29 27 35 30 30

Resultados similares da agio de Jucd sobre S. aureus foram descritos por Souza
Neto (2013) [18]. Em contrapartida, alguns trabalhos relatam que o extrato aquoso de
Jucd nio foi capaz de inibir o crescimento de S. aurens (ATCC 25923) [9]. Esses autores
seguiram protocolos diferentes para o preparo do extrato de Jucd, o que pode explicar a
contradicio nos resultados obtidos.

No entanto, os resultados descritos no presente trabalho sobre a a¢io antimi-
crobiana do extrato de Jucd sobre E. coli sio contrdrios aos descritos em alguns artigos,

nos quais nao foi observada a a¢o inibitéria sobre o desenvolvimento de E. coli (ATCC
25922) [18].

Figura I - Placa de Petri mostrando o halo de inibigao do extrato obtido a partir da se-
mente de C. férrea a 20%, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de S. aureus
(ATCC 25923), conforme indicado pelas setas. Difusiao em dgar através de pogos.
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Figura II - Placa de Petri mostrando o halo de inibi¢do do extrato obtido a partir da
semente de C. férrea a 20%, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de E. coli
(ATCC 25922), conforme indicado pelas setas. Difusdo em dgar através de pogos.

Figura III - Placa de Petri mostrando o halo de inibi¢ao do extrato obtido a partir da
semente de C. férrea a 20%, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de E. coli
(ATCC 35218), conforme indicado pelas setas. Difusdo em dgar por pogos.

O uso do extrato de Pariri (Arrabidaea chica) apresentou agio antimicrobiana
sobre a cepa de S. aureus (tabelas I e II; figuras IV e V). Quando utilizada a técnica do
disco (10uL/disco), a atividade foi menor em relagio a técnica dos pogos (50uL/pogo).

Os resultados da agao dos extratos de Pariri frente a S. aureus obtidos aqui
apresentados sio semelhantes ao descrito em trabalho, que obteve halos de inibi¢ao uti-
lizando a técnica de discos [19]. Todavia, o preparo etandlico do extrato deste autor foi
diferente, pois apds a maceragio o extrato foi filtrado de modo a ser mais concentrado
pela evaporagio do solvente, apresentando atividade com concentragao 500ug/ml ao
passo que a concentragio do extrato deste trabalho é 200ug/ml.
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Figura IV - Placa de Petri mostrando o halo de inibi¢io do extrato obtido a partir das
folhas secas de A. chica, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de S. aureus
(ATCC 25923), conforme indicado pelas setas. Difusdo em dgar por pogos.

Figura V - Placa de Petri mostrando o halo de inibi¢io do extrato obtido a partir das
folhas secas de A. chica, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de S. aureus
(ATCC 25923), conforme indicado pelas setas. Difusao em dgar por discos.

Em contrapartida, os dados obtidos do extrato de Pariri frente as duas cepas
E. coli (ATCC 25922 ¢ ATCC 35218), seja através da técnica de disco ou pogos, fo-
ram negativos para inibi¢ao. Apesar do aumento de quantidade do extrato, a atividade
antimicrobiana néo foi observada. Relatos da literatura descrevem que os resultados de
inibigao sobre E. coli (ATCC 25922) foram nulos 4 concentragio 125pg/ml, sendo que
somente a partir do aumento da concentragao utilizada a a¢ao antimicrobiana do extrato
foi visualizada [19]. Tal fato demonstra a influéncia do método de preparo do extrato e
sua concentragdo em relacio a sua agio antimicrobiana.

Por fim, o extrato hidroalcéolico da erva de Jaboti (Peperomia pellucida), a partir
técnica do disco (10uL/disco), ndo mostrou a¢io antimicrobiana sobre nenhuma cepa.
Entretanto, através da técnica do pogo (50uL/pogo), houve agio antimicrobiana sobre
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S. aureus (25923) (tabela II, figura VI). Outros autores também descreveram a agio
antimicrobiana dos extratos da erva de jaboti sobre S. aureus, no entanto os mesmos uti-
lizaram extrato etandlico (95%) e nao hidroalcodlico (70%) como no presente trabalho
[16].

Os resultados do uso dos extratos da erva de Jaboti sobre E. coli foram negativos
para as duas cepas testadas (ATCC 25922 ¢ ATCC 35218). Esses dados estao de acordo
com o descrito na literatura, que também relatam resultados negativos do referido extra-

to sobre E. coli (25922) [16].

Figura VI - Placa de Petri mostrando o halo de inibi¢o do extrato obtido a partir das
folhas secas de P pellucida, preparado com etanol 70% sobre o crescimento de S. aureus

(ATCC 25923). Difusio em dgar por pogos.

A estrutura celular das cepas de bactérias testadas variou entre gram-positivas e
gram-negativas. Nota-se que a agao dos trés extratos sobre estruturas gram-positivas em
geral foi eficiente. Pode-se elencar que a estrutura mais simples na membrana deste tipo
de bactéria favoreceu a atividade antimicrobiana. Além disso, a diferenca de resultados
entre as técnicas de discos e pogos estd na quantidade do extrato, tal como o contato
direto do extrato no dgar com crescimento bacteriano. Ao contrdrio do disco, que era
uma interface que diminui a agao dos extratos.

De um modo geral, os trés extratos avaliados no presente trabalho (Jucd, Pariri
e Erva de Jaboti) apresentaram agio antimicrobiana. Todos demonstraram resultados
positivos sobre a gram-positiva S. aureus (25923), enquanto apenas Jucd foi capaz de
inibir o crescimento das cepas da bactéria gram-negativa E. coli (ATCC 25922 ¢ ATCC
35218). Embora a acio de alguns extratos jd havia sido previamente descrita, é impor-
tante ressaltar que o protocolo do preparo dos extratos no presente trabalho foi bastante
simples e pode ser facilmente reproduzido, o que facilita seu uso em populagdes carentes.

Nos estudos envolvendo vegetais, inicialmente hd detec¢ao preliminar de subs-
tincias que tém capacidade de inibir os microrganismos, porém deve-se ponderar a va-
riedade imensa de plantas existentes, assim como o mecanismo de resisténcia de bac-
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térias que se torna um problema. Por isso ¢ dificil validar e certificar a atividade dos
extratos, pois sao vdrias técnicas que podem ser aplicadas [20].

Embora os resultados obtidos no presente trabalho sejam preliminares, eles sao
promissores e aliados aos relatos da literatura reforcam a necessidade de mais estudos
para andlise do potencial antimicrobiano das espécies Caesalpinia ferrea, Arrabidaea
chica e Peperomia pellucida.

Conclusao

A anilise do potencial antimicrobiano demonstrou que os extratos de Jucd, Pa-
riri e Erva de Jaboti apresentaram atividade contra os Staphylococcus aureus. Em contra-
partida, apenas Jucd apresentou atividade sobre cepas de Escherichia coli. Esse estudo ve-
rificou o potencial antimicrobiano dessas plantas usando um extrato preparado de modo
simples, em confirmacio a simplicidade das comunidades que usam esses recursos. Esses
resultados sdo bastante promissores, mas sio preliminares, portanto é fundamental que
novos estudos para andlise do potencial antimicrobiano destas espécies sejam realizados.
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RESUMO

A resisténcia de microrganismos patogénicos a antibidticos tem despertado grande pre-
ocupagio e plantas com propriedades medicinais aparecem como alternativa na terapia
antimicrobiana. O objetivo foi avaliar a capacidade de inibi¢ao de crescimento bacte-
riano das plantas Melao de Sao Caetano (Momordica charantia), Agoita Cavalo (Luehea
divaricata) e Canela de Velho (Miconia albicans). Foram preparados extratos das espécies
selecionadas em etanol 70% e foi investigada a inibi¢ao de crescimento promovida pelos
mesmos sobre cepas de Escherichia coli (ATCC 35218 e ATCC25922). Empregou-se
técnica adaptada para difusao em pogos (50 pl dos extratos) em meio de Mueller Hinton
previamente semeados com suspensio bacteriana. Os resultados revelaram halos inibit6-
rios de crescimento para os trés extratos e sobre as duas cepas bacterianas. Embora estes
dados sejam preliminares, sao promissores, e, aliados aos relatos da literatura, refor¢gam
a necessidade de mais estudos para andlise do potencial antimicrobiano dessas espécies,
em especial Melao de Sao Caetano e Canela de Velho, para as quais essa caracteristica
ainda nao foi elucidada.

Palavras-chave: Momordica charantia; Luehea divaricata; Miconia albicans; Acao anti-
microbiana.

ABSTRACT

Resistance of pathogenic microorganisms to antibiotics has raised great concern and
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plants with medicinal properties appear as an alternative in antimicrobial therapy. The
objective was to evaluate the capacity of inhibition of bacterial growth of the plants
“Melao de Sao Caetano” (Momordica charantia); “Acoita Cavalo (Luehea divaricata) and
“Canela de Velho” (Miconia albicans). Extracts of the selected species were prepared in
70% ethanol and the growth inhibition promoted by them on Escherichia coli strains
(ATCC 35218 and ATCC25922) was investigated. A technique adapted for diffusion
into wells (50 pl of the extracts) in Mueller Hinton medium previously seeded with
bacterial suspension was used. The results revealed inhibitory growth halos for the three
extracts and for the two bacterial strains. Although these data are preliminary, they are
promising and, together with the literature reports, reinforce the need for further studies
to analyze the antimicrobial potential of these species, especially Melao de Sao Caetano
and Canela de Velho, for which this characteristic has not yet been elucidated

Keywords: Momordica charantia, Luehea divaricata, Miconia albicans.

Introdugao

O uso de plantas como medicamento ¢ algo bastante remoto. A vontade de
curar doengas sempre fez parte da humanidade. As ervas sempre estiveram presentes tan-
to na alimentacio quanto nos medicamentos utilizados pelo homem, buscando sempre
as espécies vegetais mais adequadas para cada fim [1]. Plantas medicinais sio vegetais
que podem ser usados com finalidade terapéutica devido a suas propriedades medicinais.
Nesse sentido, a floresta amazdnica ¢ apreciada no mundo inteiro devido as suas rique-
zas, onde podem ser encontradas diversas plantas que possuem propriedades medicinais,
as quais sao usadas no tratamento e prevencao de diversos males [2].

Tem-se observado no Brasil muitos avangos em relagao ao estudo de plantas,
com a finalidade de se obter novas possibilidades terapéuticas [2]. As propriedades te-
rapéuticas apresentadas por diferentes plantas tém relacio com a variedade de espécies
apresentadas pelas mesmas [3]. Antigamente, substincias produzidas por bactérias e
fungos, que inibiam ou destrufam microrganismos, eram chamadas antimicrobianos.
Hoje em dia, antibi6ticos sao substincias de origem bioldgica e até mesmo sintética que
tem acio sobre o metabolismo bacteriano e levar a sua destruicio [4].

Apesar da eficdcia apresentada pelos antibidticos no mundo, é comum o relato
de microrganismos resistentes a esses compostos. Essa resisténcia estd relacionada a fato-
res genéticos, mais precisamente a alteragoes em genes de microrganismos que codificam
mecanismos bioquimicos, impedindo a agao de medicamentos. Tais mutacoes surgem
na bactéria durante o processo de reprodugio da mesma. Os genes que codificam pro-
teinas relacionadas aos mecanismos de resisténcia podem se localizar no cromossomo
ou em elementos extra-cromossémicos, como os plasmideos, que se movimentam com
facilidade de uma espécie para outra. Isso tem colaborado para o aumento do nimero
de microrganismos resistentes aos antibidticos disponiveis atualmente no mercado [5].

Plantas medicinais produtoras de vdrias substincias fitoterdpicas criam expec-
tativas de pesquisas que descubram novas alternativas para o desenvolvimento de an-
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tibidticos. Espera-se que os compostos dessas plantas sejam ativos contra patdgenos
resistentes, diferentes daqueles atingidos pelos antibidticos ji conhecidos [6].

Antibiéticos vegetais tém estrutura quimica diferente da derivada de microrga-
nismos, que atuam no regulamento do metabolismo dos patégenos, ativando ou blo-
queando reagdes e sintese de enzimas. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) ressalta
como imprescindivel o correto preparo e uso dos extratos vegetais e reconhece a impor-
tincia do emprego de plantas como medicamento [7].

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a agao inibitéria de crescimento
dos extratos das plantas Melao de Sao Caetano (Momordica charantia), Agoita Cavalo
(Luehea divaricata) e Canela de Velho (Miconia albicans), sobre a bactéria Escherichia coli

(cepas ATCC 35218 e ATCC25922).

Material e Métodos
Preparo dos extratos.

Amostras de Canela de Velho, Acoita Cavalo e Melao Sao Caetano foram enca-
minhadas ao Centro Universitdrio Catélico Salesiano Auxilium - UniSALESIANO de
Aragatuba pela equipe da Faculdade Salesiana Dom Bosco (FSDB) de Manaus (AM).

Para obtencdo dos extratos, as plantas secas foram trituradas, em seguida imer-
gidas em dlcool 70% (liquido extrator) e incubadas em temperatura ambiente por 30
dias. Cada 100 ml de extrato obtido continha 20% de planta. Durante esse periodo, o
material esteve em um recipiente fechado e ocasionalmente foi submetido a leve agi-
tagao. Por fim, a mistura foi filtrada e o extrato obtido transferido para vidros Ambar
protegidos da luz solar e mantidos a temperatura ambiente. Para que o etanol presente
no extrato nao interferisse nos resultados, no momento do uso aliquotas de 500 pL de
cada extrato foram transferidas microtubos estéreis, que foram entao mantidos abertos
em estufa a 60 °C por 30 minutos para que sua evaporagao. O mesmo procedimento foi
realizado com o etanol 70%, utilizado como controle.

A agio antimicrobiana dos extratos foi avaliada pelo método de pogos de difu-
s20. No meio de cultivo (Mueller Hinton — 4mm — Kasvi) foram feitos pogos cilindricos
de 6mm de didmetro até a profundidade do dgar. Obteve-se um indculo bacteriano de
cultura jovens de Escherichia coli (ATCC 35218 e 25922) na turvagao 0,5 na escala
MCFarland, o qual foi distribuido uniformemente sobre a superficie com o auxilio de
um swab estéril. Em pocos distintos, adicionou-se 50uL de extrato e 50pL do etanol
70% como controles dos extratos. Para controle positivo (bactéria sabidamente sensi-
vel), foram empregados discos de ciprofloxacina (5pg) e, como controle negativo (bacté-
ria sabidamente resistente), discos de ampicilina (10pg), respectivamente [8].

Cada teste foi executado em triplicata. A seguir, as placas foram incubadas em
estufa a 36-37°C por 24 horas. Os resultados foram avaliados através da mensuragao do
didmetro dos halos de inibi¢ao formados com o auxilio de halémetro e expressos em
milimetros com desprezo do didmetro do disco e do pogo.

Resultados e Discussao
A andlise dos controles negativos foi satisfatéria, visto que as cepas de E. coli foram
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resistentes 2 ampicilina (ATCC 35218 = halo de 3mm e ATCC 25922 = halo de 4mm;
resistente= halo <13mm.). Da mesma forma os controles positivos revelaram sensibi-
lidade das bactérias empregadas = amostras de E. coli (ATCC 35218 = halo de 23mm,
ATCC 25922 = halo de 24mm; sensibilidade halo 221mm). Os pogos com dlcool 70%
revelaram halos inibitdrios entre 3,0 e 4,0 mm (tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Halos de inibicao do crescimento bacteriano (mm) de Escherichia coli ATCC
35218:

DIAMETROS DOS HALOS (mm)

MELAO DE S. CAETANO ACOITA CAVALO CANELA DE VELHO
Extrato (50 pl) 4,0 6,5 7,5
Alcool 70% 4,0 4,5 4,5
Ampicilina 3,0 3,0 3,0
Ciprofloxacina 23,0 23,0 23,0

Tabela 2. Halos de inibicao do crescimento bacteriano (mm) de Escherichia coli ATCC
25922:

DIAMETROS DOS HALOS (mm)

MELAO DE S. CAETANO ACOITA CAVALO CANELA DE VELHO
Extrato (50 p) 6,0 6,5 8,0
Alcool 70% 3,0 3,0 4,0
Ampicilina 4,0 3,0 3,0
Ciprofloxacina 24 24 24

A anilise da agao inibitéria do extrato da planta Melao Sao Caetano resultou
em um halo de inibigao frente a E. coli (ATCC 25922) superior ao obtido com 4lcool
70% (tabela 02). Este fato nio foi evidenciado para a cepa ATCC 35218, onde os halos
sao iguais, demonstrando a inatividade do extrato na inibi¢do do crescimento desta
bactéria. Essa planta j4 teve sua agao antimicrobiana avaliada por outros autores. O uso
de sementes secas para o preparo do extrato nao se mostrou eficaz sobre a cepa de E. coli
ATCC 10533. Por outro lado, na andlise de extratos obtidos a partir das folhas, caule e
casca, que usou um método de comparacio antimicrobiana monitorada por um sistema
de injegao em fluxo/turbidimétrico, no qual foi determinado o crescimento das cepas de
E. coli (ATCC 25922 e ATCC 35218) através da turbidez das suspensoes microbianas
avaliadas em 420 nm, um pequeno indice de inibi¢ao foi detectado [9]. No presente,
nao foi empregado método turbidimétrico, o que poderia explicar a nao detecgao de
inibi¢ao para ATCC 35218.

Abundante e muito utilizada na medicina popular, a Momordica charantia (Ca-
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nela de velho) tem sido pouco estudada no Brasil. E importante a realizagio de estudos
biolégicos, quimicos, de baixo custo e rdpidos, visando avaliar seu potencial antimicro-
biano, citotéxico e genotdxico, a fim de encontrar novas alternativas na terapia antimi-
crobiana [9]. No presente trabalho, pode-se observar que a utilizagio de seu extrato
resultou em halos de inibi¢io superiores ao dlcool 70% frente as duas cepas de E. coli
avaliadas (tabelas 1 e 2). Em contrapartida, hd relatos na literatura em que a andlise
da acio do extrato obtido a partir de folhas da planta sobre E. coli ATCC 25922 nao
apresentou resultados positivos [10]. O modo do preparo do extrato, bem como a quan-
tidade utilizada do mesmo nas andlises, pode explicar a diferenca nos resultados obtidos.
Ha4 que se considerar que, no presente trabalho, a diferenga entre os halos obtidos com
os extratos e com alcool 70% foi sutil.

A andlise dos resultados obtidos com extrato de Luehea divaricata (Agoita ca-
valo) revelou halos de inibi¢io superiores aos obtidos com dlcool 70% para as cepas de
E. coli ATCC 25922 e 35218 (tabelas 1 e 2). Esses resultados estio de acordo com os
relatos da literatura, nos quais, além de testes antimicrobianos, foram feitos testes para
se observar a agao de efeitos antimicrobianos em camundongos, e se obteve o resultado
esperado [11].

A resisténcia bacteriana aos antibidticos é um problema inerente a terapia an-
timicrobiana, por isso é necessdrio a busca de novas fontes terapéuticas eficientes para o
combate a esses patdgenos. Produtos naturais sao bastante vidveis para se descobrirem
novas drogas, uma vez que estes fornecem seu principio ativo, sendo uma alternativa
mais econdmica e menos agressiva ao organismo para o controle de doencas [12]. No
entanto, a maioria das plantas usadas como fitoterdpicos populares nio tem sua agio
efetivamente comprovada, e os compostos retirados das plantas tém estrutura quimica
diferente dos antibiéticos derivados de microrganismos [13].

O interesse da inddstria farmacéutica por espécies vegetais que apresentam efei-
tos antimicrobianos tem crescido muito, pois existem inimeras patologias causadas por
bactérias e hd resisténcia a antibidticos jd conhecidos no mercado, o que tem dificultado
o tratamento das patologias por esses microrganismos [14].

Foi constatada acao inibitéria de crescimento dos extratos avaliados no presente
trabalho sobre E. coli (ATCC 25922 e ATCC 35218), excecao feita ao Melao de Sao Ca-
etano, que inibiu somente sobre a ATCC 25922. Embora os valores encontrados para os
halos de inibi¢ao nio sejam elevados, os mesmos demonstram a inibi¢ao de crescimento
promovida pelos extratos. O aumento na concentragao dos mesmos pode levar a uma
elevagio da sua capacidade de inibi¢ao. H4 relatos na literatura que afirmam que, quanto
maior a concentragao dos extratos, mais expressivos serdo os resultados [15].

Embora a agio antimicrobiana de alguns extratos ji havia sido previamente
descrita, é importante ressaltar que o protocolo de preparo dos extratos no presente
trabalho foi bastante simples e pode ser facilmente reproduzido. Isso é importante, pois
em comunidades ribeirinhas da Amazdnia, com pouco ou nenhum acesso a recursos
médicos, o uso de extratos de plantas medicinais é uma alternativa para o tratamento de
diversas doengas.
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Conclusao

Diante dos testes realizados foi possivel concluir que os extratos de Melao de
Sao Caetano, Agoita Cavalo e Canela de Velho foram eficazes na inibi¢io de crescimento
da bactéria E. coli. Embora os dados obtidos no presente trabalho sejam preliminares,
os mesmos sdo promissores, e aliados aos relatos da literatura, reforcam a necessidade
de mais estudos para andlise do potencial antimicrobiano dessas espécies, em especial
Melao de Sao Caetano e Canela de Velho, para as quais essa caracteristica ainda nao foi
totalmente elucidada.
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RESUMO

Estudos etnobotanicos indicam que o uso de plantas medicinais pela populagio vem
sendo difundido primeiramente por meio de experiéncias empiricas entre as diversas
comunidades hd longo tempo, fato que tem incentivado a obtencio de suporte cien-
tifico par conhecimento do modo de agio das espécies vegetais do Brasil. O objetivo
deste trabalho foi verificar o efeito da aplicagao de Insulina Vegetal (Cissus sicyoides L.)
sobre a taxa de glicemia em ratos. Foram separados 30 ratos Wistar, de 40 dias de idade,
divididos em 15 machos e 15 fémeas, e um grupo controle de 10 animais, 5 machos e 5
fémeas, animais com média de peso corporal de 186,51g para os machos e 137,87g para
as fémeas. Os grupos experimentais foram submetidos a aplicagao de Aloxana para pro-
mover diabetes. Depois, receberam o extrato de insulina vegetal, preparado na farmdcia
de manipulacio, em doses proporcionais as doses humanas para controle do diabetes. A
aplica¢ao foi via Intraperitoneal (VIP) sendo realizada duas vezes ao dia, com verificagio
de dosagem glicémica também duas vezes ao dia. A alimentacio e dgua foi ad libitum,
com ragio granulada (Supralab SC). Os resultados mostram que os animais diabéticos
que receberam o extrato tiveram a sua glicemia controlada diariamente. O resultado
mostrou que o extrato foi capaz de interromper o aumento hiperglicémico do diabe-
tes e provocar a reducio da taxa glicémica em niveis organicamente compativeis. Esse
resultado foi persistente, mostrando a capacidade de controle proveniente do extrato.
Observou-se também que o indice de glicemia aumentou quando nao houve a aplicagao
do extrato e a diferenga observada nas curvas glicémicas do experimento foi significativa
a um nivel de 5% (p<0,05). Conclui-se que a insulina vegetal, quando administrada em
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doses adequadas para o peso corporal, foi capaz de promover a reducio da glicemia dos
animais experimentais durante o periodo de duragio dos testes.

Palavras-chave: Plantas medicinais; Diabetes Melito; Insulina; Efeito hipoglicemiante.

ABSTRACT

Ethnobotanical Studies indicate that the use of medicinal plants by population is being
spread primarily thru empirical experiences between different communities for a long
time, a fact that has been encouraged the obtaining of scientific support pair knowledge
of the mode of action of plant species from Brazil. The aim of this study was to verify the
effect of the application of Vegetable Insulin (Cissus sicyoides [.) on the rate of blood glu-
cose in rats. Thirty Wistar rats, 40 days of age, were separated and divided into 15 males,
15 females, and a control group of 10 animals, 5 males and 5 females, with average body
weight of 186, 51g for males and 137, 87 g for females. The experimental groups recei-
ved application of Alloxan, to promote diabetes. After this, they received insulin plant
extract prepared in compounding pharmacy, in doses proportional to human doses, to
control diabetes. The application was by Intraperitoneal route (VIP) being performed
twice daily and the glycemic rate was done also twice a day. Food and water were ad
libitum with granulated feed (SC Supralab). The results showed that the diabetic animals
receiving the extract had the blood glucose controlled daily. The results showed that the
extract was able to interrupt the Hyperglycemic diabetes increase and lead to a reduction
in Glycemic rate at levels organically compatible. This result was persistent showing the
ability to control of the extract. It was also observed that the glycemic index increased
when there was no application of the extract and the difference in glucose curves of the
experiment was significant at a level of 5% (p < 0.05). It can be concluded that vegetable
insulin, when administered in adequate doses to body weight, was able to promote the
reduction of blood sugar of the experimental animals during the experimental period.

Keywords: Medicinal plants, Diabetes Mellitus, Insulin, Hypoglycemic effect.

Introdugao

Os carboidratos tém presenca constante e abundante na composicio dos ali-
mentos e a sua utilizagio pelo organismo é continua, sendo que a falta de carboidratos
pode promover estresse no organismo devido & dificuldade de realizagio dos processos
metabdlicos celulares, pois esses componentes da dieta atuam como fontes energéticas
primdrias no organismo vivo. Uma vez ingeridos, os carboidratos sio degradados por
agao da enzima amilase (salivar e pancredtica) e, a seguir, os aglicares entram no orga-
nismo através de absor¢io pela mucosa do intestino delgado. A entrada de glicose na
corrente circulatéria determina a glicemia, fonte encarregada de promover a presenca
de glicose no meio interno de forma constante e necessaria; quando a mesma se difunde
para o Liquido Intracelular (LIC) é rapidamente submetida a processo de fosforilagao
para armazenamento em forma de glicogénio ou fonte de energia através processos gli-
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coliticos aerébicos ou anaerdbicos. O principal 6rgao regulador da glicemia ¢ o figado
que, através de processos de fixacio e de liberagio de glicose (glicogendlise), mantém o
nivel de glicemia dentro da faixa de normalidade [1,2].

O misculo esquelético atua como reservatério de glicose através dos depésitos
de glicogénio muscular. O musculo utiliza a glicose sanguinea, mas quando a glicemia
tende a diminuir, o musculo nao libera esta glicose armazenada, nao participando assim
do processo de manutengio da glicemia. O mecanismo contritil muscular consome
grande quantidade de glicose e produz como residuo metabélico o dcido ldtico, que a
prépria fibra muscular converte novamente em glicose (80%) e outra parte (20%) é libe-
rada para o sangue e levada ao figado para formagao de glicogénio, que posteriormente
serd liberado em forma de glicose conforme a necessidade metabdlica. Esse processo
caracteriza o Ciclo de Cori [1,2].

Os hormonios secretados pelo pancreas sao os principais encarregados da regu-
lacao da glicemia através da agao da insulina, sintetizada pelas células Beta pancredticas
das ilhotas de Langerhans (60%) que, através da ativagdo de receptores membranais
das células glicodependentes, determina a difusdo facilitada da glicose do LEC (Liquido
Extracelular) para o LIC, promovendo a remogao de glicose do sangue. Por isso, con-
siderado hipoglicemiante; o Glucagon, sintetizado pelas células Alfa pancredticas das
ilhotas de Langerhans (25%), promove liberagao de glicose no sangue elevando a taxa
glicémica. Além desses dois hormonios reguladores da glicemia, o pancreas ainda secreta
os horménios Somatostatina (SS), sintetizada pelas células Delta pancredtica das ilhotas
de Langerhans (10%) e o Polipeptideo Pancredtico (PP), antagonista da colecistoquini-
na, que tem apresentado efeitos moduladores sobre a secrecao pancredtica gistrica. Os
efeitos da insulina sao fundamentais para o controle da glicemia, evitando que ocorra o
acumulo de glicose no sangue. Desta forma, na auséncia de insulina, h4 falha na retirada
de glicose do sangue, levando a um quadro de hiperglicemia que, quando se cronifica,
provoca a doenga conhecida como Diabetes Melito. O excesso de insulina (hiperinsuli-
nismo) pode provocar uma diminuigio da glicemia a niveis muito reduzidos (50-30mg/
dl), induzindo a quadros de hipoglicemia e de choque insulinico que podem prejudicar
as fungoes do SNC e que se manifestam através de alucinagoes, nervosismo, tremores,
sudorese, convulsoes, perda de consciéncia e coma [1,2].

O uso de plantas medicinais pela populagao vem sendo difundida hd longo
tempo através de conhecimento transmitido pelos ancestrais para seus descendentes,
mesmo sem comprovagio cientifica adequada; os efeitos tém despertado interesse e cre-
dulidade, provocando comportamento de repeti¢ao de hdbitos e utilizagio de plantas
para tratamento de patologias das mais diversas etiologias e patogenias. A comprovagio
cientifica da eficicia terapéutica dessas plantas como medicinais vem sendo solicitada
pela comunidade cientifica, buscando tornar esse recurso terapéutico mais seguro, efi-
ciente e alicercado em efeitos e beneficios organicos definidos por resultados de investi-
gacoes cientificas de plantas consideradas medicinais [3, 4, 5, 6, 7].

As plantas medicinais constituem a melhor fonte para a obten¢io de uma varie-
dade de ingredientes bioativos com finalidades farmacéuticas, de acordo com a Organi-
zacado Mundial da Satde (OMS), havendo a necessidade de serem submetidas a estudos
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cientificos para compreender melhor suas propriedades, mecanismos de acio, seguranca
e eficiéncia bioldgica [3, 8, 9, 10], pois a comprovagao de seus efeitos farmacoldgicos
pode definir a relagio dose-efeito e possibilitar 0 uso como matéria-prima para a fabri-
cagao de novos medicamentos fitoterdpicos [10, 11, 12, 13, 14].

A taxa crescente de incidéncia de doencas que promove demanda maior por
medicamentos, assim como o custo cada vez mais elevado dos mesmos, sio condicoes
que justificam a busca de fontes alternativas através de projetos sistemdticos que visam
a0 estudo e validagao do uso de plantas medicinais [15, 46, 17].

A importancia do diabetes melito tem crescido em virtude da crescente taxa
de incidéncia e das suas repercussoes sociais e econdmicas, mortes prematuras e incapa-
cidade para o trabalho, assim como o custeio de controle ou tratamento de suas com-
plicagoes, principalmente as que se referem a caracteristicas cronico-degenerativas que
originam problemas oculares, renais e circulatérios, afetando a qualidade e expectativa
de vida [2, 17, 18].

A extensio e gravidade das repercussoes organicas do diabetes melito tém feito
com que as folhas de Cissus sicyoides L. representem uma espécie empregada pelas co-
munidades no tratamento da doenca, sendo por isso conhecida como “insulina vegetal”,
dando motivo para estudos botinicos, quimicos e farmacolégicos no Brasil e no exterior

(12,17, 19].

Objetivo

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito da aplicagio de Insulina Vegetal
(Cissus sicyoides L.) sobre a taxa de glicemia em ratos diabéticos aloxanicos.

Material e Métodos

Foram separados 30 ratos Wistar, de 40 dias de idade, divididos em 15 machos
e 15 fémeas, e um grupo controle de 10 animais, 5 machos e 5 fémeas, animais com mé-
dia de peso corporal de 186,51g para os machos e 137,87g para as fémeas. Os animais
dos grupos experimentais e controles foram pesados diariamente, assim como foram
dosados o consumo de ragao e de dgua didrios.

Os grupos experimentais foram submetidos a aplicagio de Aloxana (Figura 1)
para promover diabetes melito e foi realizada a dosagem glicémica sanguinea e através
da urina (Rea¢do de Benedict) (Figura 2). A seguir, receberam o extrato hidroalcodlico
70% de insulina vegetal (Cissus sicyoides L - o qual continha 20% da planta) em doses
proporcionais as doses humanas para controle do diabetes (Figura 3). A aplicagao foi
via Intraperitoneal (VIP), sendo realizada duas vezes ao dia com verificagio de dosagem
glicémica, também duas vezes ao dia. A alimentacio e dgua foram oferecidas ad libitum,
com ragao granulada (Supralab SC) (Figura 4). As aplicagoes do extrato foram realizadas
diariamente, no entanto, quando a dosagem glicémica apresentou-se com resultados em
valores normais, o extrato nao foi aplicado. Desta forma, pdde-se observar o efeito da
nao aplicacio do extrato, pois a curva de glicemia sofreu elevagao em todas as vezes que o
extrato nao foi aplicado (Gréfico II). A dosagem de glicemia foi realizada com verificago
através da cauda, do sangue em aparelho com fitas para dosagem glicémica (G-TECH)

(Figura 5).
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Figura 1. Aloxana utilizada para promogio diabetes melito nos animais dos grupos
experimentais:
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Figura 3. Extrato de insulina vegetal (Cissus sicyoides L):
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Figura 5. Material para verificagao didria da glicemia dos animais experimentais:

Resultados e Discussao

Os dados obtidos através das manobras experimentais foram submetidos ao
célculo da média e desvio padrao da média e os resultados mostram que os animais
diabéticos que receberam o extrato tiveram a sua glicemia controlada diariamente. O
resultado mostrou que o extrato foi capaz de normalizar as taxas de glicemia em niveis
normais; mostrou a capacidade de controle proveniente do extrato (Graficos I e II) [20],

além de ter sido semelhante ao demonstrado em estudo realizado por Santos et al., 2008
[21].

Grifico 1. Variagio de glicemia didria em ratos machos com a aplicagio do extrato de
Insulina Vegetal:
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Grifico II. Variagio de glicemia didria em ratas fémeas com a aplicagio do extrato de
Insulina Vegetal:
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Os animais experimentais receberam as aplicacoes de insulina em todas as vezes
que foi verificada a taxa glicémica maior que 115mg/dL. Quando a glicemia apresentou-
se menor que essa taxa, a insulina nio foi aplicada, pois poderia diminuir a glicemia a
niveis prejudiciais para o animal experimental, promovendo hipoglicemia significante.

Neste padrio de trabalho, observou-se que os indices de glicemia aumentaram
em todas as vezes que ndo houve a aplicagio do extrato e a diferenca observada nas cur-
vas glicémicas do experimento foi significativa a um nivel de 5%. (p<0,05). Os resulta-
dos podem ser observados nos Graficos III e IV.
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Grifico III. Variagao da Glicemia em ratas diabéticas alox4nicas em relagio a frequéncia
de aplicacio do extrato de Insulina Vegetal:
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Grifico IV. Variagao da Glicemia em ratos diabéticos aloxinicos em relagio a frequéncia
de aplicacio do extrato de Insulina Vegetal:
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica com a aplica¢io de teste
t (Student) para a verificagio de nivel de significAncia dos possiveis efeitos das varidveis
empregadas neste estudo. Os resultados mostraram que as variagoes da glicemia foram
significativas (p<0,05) e foram semelhantes para os grupos de machos e fémeas. Os
animais submetidos ao processo experimental nio mostraram variagio significativa de
massa corporal durante o periodo experimental (Tabela I).

Tabela I. Média de massa corporal dos animais, consumo médio didrio de dgua (ml) e
ragdo (g):

Média de consumo de agua: 135,26 ml/dia
Média de consumo de ragao: 88,47 g/dia
Média de peso corporal: 168,29 g

Conclusao

Através dos resultados obtidos, pode-se concluir que a insulina vegetal, quando
administrada em doses adequadas para o peso corporal, foi capaz de promover a redugao
da glicemia dos animais experimentais de forma continua e persistente. Este fato pro-
move o incentivo necessdrio para o prosseguimento dos estudos sobre o potencial tera-
péutico da insulina vegetal (Cissus sicyoides L) e possibilidades de seu posterior emprego
clinico.
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8.Toxicidade do extrato da Insulina Vegetal (Cissus sicyoides L.) utilizada
na Farmdcia Verde, na regiao Amazonica
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RESUMO

A pesquisa avaliou a toxicidade do extrato de Cissus sicyoides e discutiu seu poder antioxi-
dante em relagio a outros extratos. A espécie Cissus sicyoides L., conhecida como insulina
vegetal, é usada no tratamento de diabetes, controle de estados epilépticos, hipotensor e
doengas cardiovasculares. Para avaliar o potencial téxico dos produtos quimicos e natu-
rais utilizou-se o método de andlise com a Artemia salina, um microcrustdceo marinho
que estd estreitamente relacionado com a atividade biolégica geral. Os resultados foram
satisfatdrios e espera-se us-los para melhor aproveitamento das propriedades medicinais
da planta em prol da satide humana, fazendo-se necessdrio estudos para comprovar sua
eficicia como fonte de principios ativos e estabelecer limites seguros de consumo.

Palavras-chave: Artemia salina; Cissus sicyoides; Insulina vegetal; Toxicidade.

ABSTRACT

The research has the main focus of evaluating the toxicity of the extract of Cissus sicyoi-
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des and discussing its antioxidant power in relation to other extracts. The species Cissus
sicyoides L., known as plant insulin is used in the treatment of diabetes, control of epi-
leptic states, hypotension and cardiovascular diseases. To evaluate the toxic potential of
the chemical and natural products, the analysis method was used with Artemia salina,
a marine microcrustacean that is closely related to the general biological activity. The
results were satisfactory, and it is expected to use them to better utilize the medicinal
properties of the plant for human health it is necessary studies to prove its effectiveness
as a source of active principles.

Keywords: Artemia salina, Cissus sicyoides, Vegetable insulin, Toxicity.

Introdugao

As plantas tém sido utilizadas na medicina na produgcio de xarope, onde extrato
é retirado das mesmas por meio de tintura ou extrato fluido. Da mesma forma que exis-
tem plantas antioxidantes, também se encontram as tdxicas, como a Aroeira, Comigo-
ninguém-pode, 6leo de mamona, entre outras, que apds o contato, muitas vezes direto
ou indireto, resultam em graves consequéncias a saide. Diversos extratos de plantas
também sdo aplicados na fabricagao do xarope, ocorrendo a partir de um extrato fluido
ou de uma tintura [1].

Na Fitoterapia, os xaropes sao empregados geralmente como expectorantes no
tratamento de tosses, pois sio formas farmacéuticas que possuem na maioria das vezes a
dgua por veiculo, um conservante, um agticar (como a sacarose e seus substituintes), que
servem como corretivo da viscosidade e um edulcorante, que dificulta o crescimento de
microrganismos [2].

Algumas plantas possuem poderes medicinais, porém também existem plantas
com alto potencial de toxicidade jd analisadas em experimentos e que podem causar
sérios danos a seres humanos e animais, com prejuizos significativos a satide publica
e 4 pecudria. Os casos de intoxica¢des mais frequentes ocorrem com criangas devido
a ingestdo ou contato com a mucosa oral. Os sintomas se desenvolvem rapidamente,
ocorrendo irritagio com sensagdo de queimadura, salivagdo intensa, edema dos ldbios,
lingua e garganta, podendo dificultar ou impedir a fala e causar distdrbios respiratérios.
O contato com a seiva do vegetal, de forma direta ou indireta, pode provocar severa
irritagdo da pele ou inflamagao ocular, acompanhada de edema e fortes dores, as quais
podem durar até algumas semanas. Algumas vezes ocorrem disttrbios gastrintestinais,
com cdlicas abdominais, nduseas e vomitos [1,2].

Como provado na farmdcia verde, algumas plantas possuem poderes medici-
nais, porém também existem plantas com alto potencial de toxicidade j4 analisadas em
experimentos, que podem causar sérios danos a seres humanos e animais. Como por
exemplo a Aroeira, conhecida popularmente pelos nomes de aroeira-vermelha, aroeira-
da-praia e aroeira-mansa. A espécie Schinus terebinthifolius Raddi pertence a familia
botanica Anacardiaceae, sendo muito utilizada na medicina popular, mas que se trata de
uma espécie toxica, que deve ser usada com muita precaugio [3].
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Para avaliar o potencial téxico dos produtos quimicos e naturais é comum uti-
lizarem o método de andlise com a Artemia salina, um microcrustaceo marinho, comu-
mente conhecido por larva de camario ou nauplius, que tem sido sucesso como teste
alternativo devido a grande sensibilidade de A. salina, que estd estreitamente relacionada
com a atividade bioldgica geral [4].

Entre as plantas usadas na medicina popular é conhecida a agio hipoglicemiante em
plantas do género Cissus e seu uso sob a forma de chd ¢ associado aos casos de diabetes
[5].

A espécie Cissus sicyoides, popularmente conhecida como insulina vegetal, ¢ uti-
lizada no tratamento de diabetes, epilépticos, hipotensor e doencas cardiovasculares.
Também ¢ utilizada em diversos paises e cultivada em muitas regides brasileiras, como
no Nordeste, sendo uma populagio que utiliza plantas medicinais com propdsitos tera-
péuticos, além do baixo poder aquisitivo para adquirir medicamentos industrializados.
De acordo com estes mesmos autores, a planta possui propriedades satisfatérias no 4m-
bito medicinal, porém necessita de uma maior divulgagao e estudos que corroboram [6].

O presente estudo visou avaliar o potencial toxicolégico do Cissus sicyoide, co-
nhecida como Insulina vegetal, por meio da Artemia salina, fornecendo subsidios para
estabelecer limites seguros de consumo de diversas concentragoes do extrato, pretenden-
do comprovar sua utilizagao como fonte de principios ativos.

Material e Métodos

Para as andlises de toxicidade foi utilizado extrato hidroalcodlico 70% de insuli-
na vegetal, preparado por maceragio sendo apresentada 20% da planta. Resumidamen-
te, apds a trituragio, o etanol 70% foi adicionado e a mistura obtida mantida por 30 dias
em um frasco protegido da luz, o qual foi ocasionalmente agitado. Passado esse periodo,
essa mistura foi filtrada e o extrato obtido mantido em vidros 4mbar em temperatura
ambiente.

Em um aqudrio de 51,3 L foi preparada uma solu¢ao salina para cultivo das lar-
vas de Artemia salina na concentragao 30gL-1. Apds ser homogeneizada com um bastao
de vidro, foi adicionada a solugao 3g de Spirulina sp. e Chlorella sp.

Foram incubados 50g de cistos de Artemia salina com aeragio constante em
temperatura de 25 °C, por 48 horas.

Com relagio ao preparo das dilui¢oes seriadas dos extratos e incubag¢io das lar-
vas com o material, foi utilizada a metodologia adaptada [4].

Foram realizadas dilui¢oes seriadas do extrato de Cissus sicyoide em provetas de
10mL, junto 4 solugio salina.

Em cada proveta foi adicionado 1mL do extrato em 9mL da solu¢do. As dilui-
coes obtidas foram: 1:10, 1:100 e 1:1000 (10-1 e 10-2 e 10-3). Foram efetuadas trés
séries de provetas e em triplicata, ou seja, uma série para cada concentracdo, com trés
provetas em cada série.

Com o auxilio de pipetas, foram transferidas cinco larvas para cada proveta.
Também foi realizado o controle negativo (branco), onde foram adicionadas apenas as
cinco larvas em 10 mL de solugao salina, sem adi¢io do extrato. Foi realizada a contagem

76



do ntimero de larvas vivas ap6s 24h e 48h, em contato com a solugio dos extratos.
Para as anilises estatisticas dos resultados, o cdlculo da DL50 (Dose letal para
50% dos animais) foi obtido com emprego da seguinte férmula:

DLso = DF - X (A.B)

n

Onde:

DF = dose minima capaz de matar todos os animais;

A = diferenca entre duas doses consecutivas;

B = animais mortos entre duas doses consecutivas;

n = ndmero total de animais por lote;

A classificagio da toxicidade relativa dos agentes quimicos de acordo com a
DL50 - Grau 6 (DL50 < 5mg Kg-1) = supertéxico; - Grau 5 (DL50 = 5-50 mg Kg-1)
= extremamente toxico; - Grau 4 (DL50 = 50-500 mgKg-1) = muito téxico; - Grau 3
(DL50 = 0,5-5 g Kg-1) = moderadamente téxico; - Grau 2 (DL50 = 5-15 g Kg-1) = pou-
co toxico; - Grau 1 (DL50 >15 g Kg-1) = praticamente atéxico. Os demais paramentos
com base na literatura [7].

Resultados e Discussao

Foi submetido ao bioensaio com Artemia salina o extrato de folhas da Cissus
sicyoide (Insulina vegetal). Foram colocados 50g de cistos de Artemia salina em um aqud-
rio de 51,3 L, com uma solugao salina preparada a partir da homogeneizagao de 1500g
de sal marinho com 50L de dgua, sob aeragao constante e controle da temperatura (20-
30 °C). O pH foi ajustado entre 8,0 ¢ 9,0, por meio de solugio 0,1 mol L-1 de NaOH.

Ap6s a eclosao dos cistos foram preparadas as diluigdes seriadas para a realizagio
do bioensaio. Prepararam-se a solucio salina mae, misturando-se 5,67g de sal marinho
em 189mL de dgua. Nas provetas, sob o método de dilui¢io seriada, adicionaram-se
ImL do extrato em 9 mL da solu¢io salina. Depois, foram adicionadas cinco larvas
de Artemia salina a cada solugao do extrato. Prepararam-se a série de controle negativo
(somente com larvas e solugao salina, sem extrato) para a valida¢io do procedimento ex-
perimental. Na tabela 1 estd registrada a quantidade de Cissus sicyoide utilizada em cada
concentragao.

Um estudo realizado em Pernambuco mostrou que o Cissus sicyoides é uma das
plantas mais citadas na utilizagio de pessoas portadoras de diabetes, com cerca de 14%
com agao hipoglicemiante, que reduz o nivel de glicose na corrente sanguinea [8, 9].
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Tabela 1. Diluicio seriada dos extratos de Cissus sicyoide:

SERIE / EXTRATOS Cissus sicyoide (27,3g)
Controle [ ] 0g
12 Concentragdo [] - 10* 273g
2¢ Concentragdo [] - 102 2,73g
32 Concentragdo [] - 103 0,273g

Foi realizada a contagem das larvas vivas apds 24h e 48h, que pode ser expressa

pela Tabela 2.

Tabela 2. Nimero médio de sobreviventes de Artemia salina em cada concentracio tes-
tada do extrato de Cissus sicyoide:

Cissus sicyoide
Toxicidade em 24 horas - Vivos Toxicidade em 48 horas - Vivos
Controle 5 5
2738 0 0
2,73g 3 3
0,273g 5 3

A taxa de mortalidade variou com o aumento das doses, como demonstrado na
curva dose-resposta (Figura 1). As doses de 27,3g/mL foram capazes de matar 100% das
larvas. A DL50 determinada foi de 1,36 g Kg-1, considerado moderadamente tdxico.
A concentragio de 0,273gmL apresentou baixa toxicidade, ocasionando poucos dbitos.
A seguir, encontra-se curva-resposta da toxicidade aguda do extrato de Cissus sicyoide

(Figura 1).

Curva da dose resposta y=-17.02In(x) + 48.022
R? =0.9231
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Figura 1. Curva dose-resposta da toxicidade aguda do extrato de Cissus sicyoide em larvas

de Artémia salina, UniSALESIANOQO, ano 2017.
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A seguir, encontra-se curva-resposta da toxicidade cronica do extrato de Cissus
sicyoide (Figura 2).

y=-15.26In(x) + 57.71

Curva da dose resposta R =0, 5556
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Figura 2. Curva dose-resposta da toxicidade cronica do extrato de Cissus sicyoide em
larvas de Artemia salina, UniSALESIANOQO, ano 2017.

Os produtos de origem natural podem ser erroneamente considerados como
seguros, porém podem conter principios bioativos capazes de causar efeitos adversos
[10]. Conforme os dados levantados, é possivel constatar que houve um nimero maior
de obitos na primeira concentragio, ou seja, ficou comprovado que quanto maior a
concentracio de extrato, maior a taxa de mortalidade. A administracio oral cronica do
extrato de insulina vegetal (Cissus sicyoides) em ratos diabéticos, induzidos por estrepto-
zotocina, promoveu uma melhora na glicemia [8]. Ainda segundo estes mesmos autores,
as trés plantas medicinais mais utilizadas por diabéticos foram pata-de-vaca (Babuinia
sp.), azeitona roxa (Syzygium jambolanum) e o extrato da insulina vegetal (Cissus sicyoi-
des), pois sdo vegetais muito estudados e com efeitos hipoglicemiantes, corroborando o
uso no tratamento de diabetes.

Ap6s realizar o teste duas vezes - a primeira com os extratos alcodlicos e a se-
gunda com a evaporagao do dlcool - foi possivel observar que a presenca da substincia
interfere nos resultados, ocasionando maior taxa de mortalidade.

Observa-se também que, muitos outros fatores interferem no éxito do bioensaio, como
luz, temperatura, alimentagao dos nduplios, tempo de eclosao dos ovos, dgua utilizada
no teste, contaminacao das vidrarias e das substancias [11].

Meyer e colaboradores estabeleceram uma relagao entre o grau de toxicidade e a dose
letal média, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina. Desde entao,
considera-se que, quando sdo verificados valores acima 1000pg/mL, sio considerados
atdxicos [4].

Conclusoes
O uso de plantas medicinais deve ser confortado por estudos que comprovem a eficcia
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em seres humanos, contribuindo para estabelecer niveis de toxicidade e uso a longo pra-
zo, diminuindo a exposi¢io a prdticas pouco seguras, pois produtos de origem natural
podem conter principios bioativos capazes de causar efeitos adversos. O extrato de Cissus
sicyoide apresentou toxicidade moderada frente aos nduplios de Artemia salina. O grau
de intoxicagdo varia de organismo para organismo, ou seja, os individuos com menor
massa tendem a sofrer maior intoxicagdo comparado aos que possuem maior massa,
como os seres humanos. Os resultados satisfizeram o objetivo da pesquisa e fornecem
dados para futuras utilizages do produto.
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RESUMO

Um elemento essencial na adaptagao das populagoes a floresta e na formacgio cultural
amazonica é o manejo da biodiversidade nos cuidados com a satide, desenvolvido pela
Farmdcia Verde. Muitas plantas sio aplicadas a fitoterapia devido suas acoes medicinais,
porém também existem espécies com alto potencial toxicolégico. O presente trabalho
teve como foco principal avaliar a capacidade da planta Garcinia gardneriana - conheci-
da como Bacupari — como agente tdxico frente & Artemia salina, um crustdceo filtrador
utilizado como bioindicador de toxicidade. A espécie vegetal é tipica da Amazonia e
atualmente estd sendo utilizada na Farmdcia Verde. Ainda pouco pesquisada cientifica-
mente e visto a possibilidade do uso popular, faz-se necessdrio estudos para comprovar
sua eficdcia como fonte de principios ativos e estabelecer limites seguros de consumo.
Os resultados obtidos demonstraram que o Bacupari possui a¢oes téxicas sob as larvas
de Artemia salina.

Palavras-chave: Amazonia; Artemia salina; Bacupari; Farmdcia verde; Toxicidade.

ABSTRACT

An essential element in the adaptation of the populations to the forest and in the cul-
tural formation of the Amazon is the management of biodiversity in health care deve-
loped by the Green Pharmacy. Many plants are applied to herbal medicine because of
their medicinal actions, but there are also species with high toxicological potential. The
present work had as main focus, to evaluate the capacity of the Garcinia gardneriana
plant - known as Bacupari - as toxic agent against Artemia salina, a crustacean filter used
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as bioindicator of toxicity. The plant species is typical of the Amazon and is currently
being used in the Green Pharmacy. Still little researched scientifically and considering
the possibility of popular use, it is necessary studies to prove its effectiveness as a source
of active principles. The results obtained showed that Bacupari has toxic actions under
the larvae of Artemia salina.

Keywords: Amazon, Artemia salina, Bacupari, Green pharmacy, Toxicity.

Introdugao

A Floresta Amazdnica é uma das maiores florestas tropicais do mundo e estd
localizada na regido norte da América do Sul, sendo que sua maior parte estd no territ6-
rio brasileiro, ocupando mais de 61% do mesmo. E rica em biodiversidade, possui uma
fauna que corresponde a 80% das espécies no Brasil e uma flora que contém de 10% a
20% das espécies vegetais do planeta terra [1].

Durante milénios, os seres humanos utilizaram insetos, plantas e outros orga-
nismos da regido para vérias finalidades, entre elas a agricultura, vestimentas e, claro, a
cura para doengas [2].

Povos indigenas e outros grupos que vivem na floresta amazdnica aperfei¢oaram
o uso de compostos quimicos encontrados em plantas e animais. O conhecimento sobre
o uso dessas plantas geralmente fica nas maos de um curandeiro, que, por sua vez, repas-
sa a tradi¢do para um aprendiz. Esse processo se mantém ao longo de séculos e compde
uma parte integral da identidade desses povos. Os cientistas acreditam que menos de
0,5% das espécies da flora foram detalhadamente estudadas quanto ao seu potencial
medicinal [2, 3].

A Segundo a Organizacio Mundial da Satde (OMS) define planta medicinal
como sendo “todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substincias
que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de firmacos
semi-sintéticos “[4].

A Garcinia gardneriana é uma planta facilmente encontrada na beira de rios e
cérregos. E conhecida popularmente como “bacupari”, “bacopari”, “bacupari mitdo”
ou “mangostdo amarelo”, sendo utilizada na medicina tradicional para infec¢oes, dor e
diversos tipos de inflamagao [5].

As folhas constituem a parte mais utilizada da G. gardneriana na medicina po-
pular, sendo que estas possuem biflavonéides com significativa agio analgésica [6].

O biflavondide isolado das folhas 13-naringenina-118-4’-OMe-eriodictiol (GB-
2a-11-4-OMe) apresentou efeitos analgésicos dependentes da dose, no teste de contor-
¢oes abdominais induzidas por dcido acético e no teste da formalina [7].

Ainda foi observado que os flavondides fukugetina, fukugesida e volkensiflavo-
na, entre outros, isolados das folhas de G. gardneriana apresentam atividade antibacte-
riana contra diversas bactérias gram-positivas [8].

Visto a possibilidade do uso popular, existe a necessidade de executar estudos de
toxicidade acerca de preparagoes do produto, portanto resolveu-se testar sua toxicidade.
Os testes de toxicidade sao elaborados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos
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toxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar a toxicidade relativa das substancias [9].

As plantas produzem uma grande variedade de metabélitos secunddrios que
frequentemente sao relacionados a mecanismos de protecio da planta contra predadores
e patégenos. As espécies toxicas sio aquelas capazes de produzir compostos que podem
causar alteragdes metabdlicas prejudiciais a0 homem e aos animais. A toxicidade apre-
sentada por uma espécie vegetal pode estar relacionada a fatores associados ao individuo,
a planta, a0 modo de exposicio e a questoes ambientais [10].

Muitos ensaios de toxicidade podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade
com o microcrusticeo Artemia salina, que foi desenvolvido para detectar compostos
bioativos em extratos vegetais [11].

A Artemia salina é uma espécie de microcrustdceo da ordem Anostraca, utilizada
como bioindicador de toxicidade. E um crusticeo filtrador, que se alimenta basicamente
de bactérias, algas unicelulares, pequenos protozodrios e detritos dissolvidos no meio.
A filtragao ocorre nos toracépodos, encarregados de conduzir as particulas alimenticias
em dire¢do ao sistema digestivo. A taxa de filtragao diminui com o aumento da concen-
tragdo de particulas, ficando estas acumuladas e interferindo o processo normal de seus
batimentos. Outro efeito das altas concentra¢oes é que podem passar diretamente pelo
tubo digestivo sem sofrer digestao, tornando o individuo subnutrido [12].

A utilizacio do crustdceo A. salina é uma espécie de ficil manipulagio em labo-
ratério e baixo custo econdmico [13]. A letalidade desse organismo tem sido utilizada
para identificagdo de repostas bioldgicas, nas quais as varidveis como a morte ou vida sio
as tnicas envolvidas [11].

Material e Métodos
Preparagio do extrato:

O extrato vegetal de Garcinia gardneriana foi preparado por maceragio, que é
uma operagao farmacotécnica que consiste em submeter uma droga a agao de um liqui-
do extrator (dlcool 70%) em temperatura ambiente. Para tanto, o fruto foi triturado e,
em seguida, imerso no liquido extrator. A mistura obtida foi armazenada em um reci-
piente fechado por 30 dias, com agitagao ocasional. A quantidade da planta equivale a
20% p/v (20g do fruto para cada 100mL do extrato). Passados os 30 dias, o material foi
filtrado e embalado em vidros 4mbar.

Evaporacao do dlcool presente no extrato:
A presenca do dlcool pode interferir nos resultados, portanto realizou-se a sua
evaporagao na estufa a 60°C, por um periodo de 30 minutos.

Solugio salina para cultivo das larvas de Artemia salina:

Utilizou-se a metodologia descrita por Meyer et al., (1982), com adaptagoes
[11].

Foram incubados 50g de cistos de Artemia salina em uma solugao salina (1500g
de sal marinho dissolvidos em 50L de dgua) na concentragao 30gL-1, em um aqudrio.
Para alimentacio dos nduplios, adicionou-se a solugao 3g de extrato seco de Chlorella sp.
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e 3g de extrato seco de Spirulina sp.

A cultura foi mantida sob aeracio constante  temperatura de (20 a 30°C), com
pH controlado entre 8,0 ¢ 9,0, por meio de solugao 0,1 mol L-1 de NaOH e em local
com boa iluminagao. Os cistos eclodiram apés 48 horas (Figura 1).

Figura 1. Visao microscépica de nduplios de Artemia salina.

Preparagao das diluigoes seriadas dos extratos:

Foram realizadas dilui¢oes seriadas do extrato de Garcinia gardneriana com a
solugio salina (5,67g de sal marinho homogeneizados em 189mL de dgua) sob concen-
tragio 30gL-1, que foi distribuida nas provetas de 10 mL.

Em todas as provetas foi adicionado 1mL do extrato em 9mL da solugio. As
dilui¢oes obtidas foram: 1:10 [1], 1:100 [2] e 1:1000 [3], conforme a tabela 1. Foram
efetuadas trés séries e em triplicata.

Tabela 1. Diluicio seriada dos extratos de Garcinia gardneriana:

Séries Extrato de Garcinia gardneriana (ImL)
[0] Controle 0g
[1] 0.2g
[2] 0,02g
[3] 0,002g

Incubagao das larvas com o material:

Com o auxilio de pipetas foram transferidas cinco larvas de Artemia salina para
cada proveta (Figura 2).

Foi realizado o controle negativo (branco), onde foram adicionadas cinco larvas
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em 10 mL solugio salina, sem adi¢do do extrato, para validagao do procedimento expe-
rimental.

Figura 2. Diluicoes seriadas dos extratos e incubagio das larvas com o material.

Contagem das larvas:

Foi realizada a anilise de intoxicagao dos nduplios de Artemia salina a partir da
contagem do niimero de larvas vivas sob exposi¢ao a solucio com extrato apds 24h e 48h

(Figura 3).

Figura 3. Contagem do ntimero de larvas vivas apés 24h e 48h em contato com a solu-
¢ao dos extratos.
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Anilise estatistica dos resultados:
Ap6s 24h e 48h da aplicagiao dos extratos, o numero de exemplares de Artemia
salina vivos e mortos foi contado e a sobrevivéncia calculada através da seguinte férmula:

M (%) = Nimero de organismos vivos x 100

Numero total de organismos no tubo (5)

O cilculo da DL50 (Dose letal para 50% dos animais) foi obtido com emprego da se-
guinte férmula:

DLso = DF - X (A.B)

n

Onde:

DF = dose minima capaz de matar todos os animais;

A = diferenca entre duas doses consecutivas;

B = animais mortos entre duas doses consecutivas;

n = nimero total de animais por lote;

A classificagao da toxicidade relativa do agente t6xico de acordo com a DL50
seguird a proposta de Schuartsman (1980):

- Grau 6 (DL50 < 5mg Kg-1) = super téxico;

- Grau 5 (DL50 = 5-50 mg Kg-1) = extremamente toxico;

- Grau 4 (DL50 = 50-500 mgKg-1) = muito téxico;

- Grau 3 (DL50 = 0,5-5 g Kg-1) = moderadamente t6xico;

- Grau 2 (DL50 = 5-15 g Kg-1) = pouco téxico;

- Grau 1 (DL50 >15 g Kg-1) = praticamente atéxico.

Resultados e Discussao

Da contagem das larvas para andlise da intoxicacao, apés 24h e 48h, foi possivel
calcular o ndmero médio de sobreviventes de Artemia salina em cada concentragao tes-
tada do extrato de Garcinia gardneriana, conforme os resultados demonstrados na tabela

2.

Tabela 2. Ntmero médio de sobreviventes de Artemia salina em cada concentracio tes-
tada do extrato de Garcinia gardneriana:

Concentragdes Toxicidade apds 24 horas - vivos | Toxicidade ap6s 48 horas- vivos
[0] 5 5
[1] 0 0
[2] 0 0
[3] 2 1

A partir do cdlculo de sobrevivéncia, obteve-se resultados para cada triplicata,
conforme a tabela 3.
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Tabela 3. Sobrevivéncia das larvas de Artemia salina apés 24h e 48h de exposicao ao
extrato de Bacupari:

Concentragdes Sobrevivéncia apés 24 Sobrevivéncia apés 48
horas de exposi¢do (%) | horas de exposicdo (%)
12 amostra 100 100
[0] 22 amostra 100 100
32 amostra 100 100
12 amostra 0 0
[1] 22 amostra 0 0
32 amostra 0 0
12 amostra 20 20
2] 22 amostra 20 0
32 amostra 0 0
12 amostra 80 20
31 22 amostra 40 20
32 amostra 40 40

A taxa de mortalidade das larvas em contato com o extrato de Bacupari variou
com o aumento das doses.

As doses de 0,2g/mL foram capazes de matar 100% das larvas.

A concentragio de 0,002g/mL apresentou baixa toxicidade, ocasionando me-
nor niimero de ébitos.

Meyer e colaboradores estabeleceram uma relacao entre o grau de toxicidade e
a dose letal média, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina. Desde
entdo, considera-se que, quando sio verificados valores acima 1000pg/mlL, estes sio
considerados atéxicos [11].

Sendo assim, o extrato de Garcinia gardneriana apresenta baixa toxicidade fren-
te aos nduplios de Artemia salina. O grau de intoxicag¢io varia de organismo para or-
ganismo, ou seja, os individuos com menor massa tendem a sofrer maior intoxicagao
comparado aos que possuem maior massa, como os seres humanos.

O teste foi realizado em duas etapas - a primeira com os extratos alcoélicos e a
segunda com a evaporacio do dlcool — tornando-se possivel observar que a presenca da
substincia interfere nos resultados, aumentando a mortalidade.

Observa-se também que, muitos outros fatores interferem no éxito do bioen-
saio, como luz, temperatura, alimenta¢io dos nduplios, tempo de eclosio dos ovos, dgua
utilizada no teste, pH, contaminac¢io das vidrarias e das substincias.

A seguir, encontra-se curva-resposta da toxicidade do extrato de Garcinia gard-
neriana em larvas de Artemia salina ap6s 24 horas de exposicao (Figura 4).
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Figura 4. Curva dose-resposta da toxicidade do extrato de Garcinia gardneriana em
larvas de Artemia salina apbs 24 horas de exposigao.

Também foi elaborada a curva-resposta da toxicidade do extrato de Garcinia
gardneriana ap6s 48h de exposicao (Figura 5).
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Figura 5. Curva dose-resposta da toxicidade do extrato de Garcinia gardneriana em
larvas de Artemia salina ap6s 48h de exposicio.

Conclusoes

Os produtos de origem natural podem ser erroneamente considerados como
seguros, porém, podem conter principios bioativos capazes de causar efeitos adversos.
Neste estudo, os dados levantados resultaram no potencial toxicolégico do Bacupari, e
foi possivel constatar que houve um ndmero maior de ébitos na primeira concentragio,
ou seja, a medida que se aumenta a concentragio do extrato, aumenta também o niime-
ro de larvas mortas.

O extrato apresentou alta toxicidade aos nduplios devido a massa corporal das
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Artemia salina. O grau de intoxicacio varia de organismo para organismo, ou seja, os
individuos com menor massa tendem a sofrer maior intoxicagio comparado aos que
possuem maior massa, como os seres humanos.

Observa-se também que, muitos outros fatores interferem no éxito do bioen-
saio, como luz, temperatura, alimenta¢io dos nduplios, tempo de eclosio dos ovos, dgua
utilizada no teste, pH, contaminac¢io das vidrarias e das substincias.

Fazer a anilise estatistica com a DL50 é de suma importincia para estabelecer
as medidas de seguranca a serem seguidas para reduzir os riscos que um produto pode
apresentar a saide humana.

Entretanto, atingiu-se objetivo da pesquisa. O emprego deste bioensaio para
avaliar a toxicidade do extrato vegetal foi simples, eficaz, ripido e de baixo custo, mos-
trando resultados relevantes, que podem servir como fonte para outros estudos.
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10. CONSIDERACOES FINAIS
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Rossana Abud Cabrera Rosa

Diante de tudo que foi exposto nesse livro, evidencia-se que iniciativas como
a Farmdcia Verde sao vélidas na promogao da satde através de uso de recursos naturais.
Isso é especialmente importante para comunidades carentes, nas quais o acesso aos ser-
vigos de satde ¢ dificultado por questdes financeiras e territoriais.

A andlise dos aspectos fisico-quimicos levantou a necessidade do cuidado com
as varidveis que podem interferir na atividade dos extratos avaliados. Dessa maneira,
evidencia-se a necessidade de um cuidado maior na temperatura de armazenamento dos
extratos, pois essa varidvel pode interferir na eficicia dos mesmos.

Além disso, a anilise da atividade antimicrobiana de alguns extratos vegetais
apresentou resultados animadores, visto que os mesmos se mostraram capazes de inibir
o crescimento das bactérias avaliadas. Embora isso represente apenas o comego de um
longo caminho até que essas propriedades sejam de fato comprovadas, cabe ressaltar que
o modo como esses extratos foram preparados ¢ simples e pode ser reproduzido com
muita facilidade, o que torna o seu potencial uso por comunidades carentes vidvel.

O controle da glicemia em ratos diabéticos através do uso dos extratos da In-
sulina Vegetal se mostrou eficaz. Novamente, sio necessirios estudos adicionais, que se
encontram em andamento, para a compreensio mais precisa do seu mecanismo de agio,
visando uma futura via alternativa para controle dessa alteracio que aflige uma parcela
considerdvel da popula¢io.

Entretanto, um ponto fundamental aqui demonstrado ¢ que, embora os extra-
tos avaliados sejam de origem natural, é preciso cuidado com a dose e o periodo que
sao utilizados. Isso porque tais extratos naturais podem causar danos ao organismo, que
podem ser varidveis e dependentes do tamanho do individuo, dose e tempo de uso. Por-
tanto, ¢ de extrema importincia o uso de plantas medicinais em estudos cientificos que
estabelecam niveis de toxicidade e tempo uso especifico para cada indicagio de uso.

Esse livro representa apenas o inicio de uma longa jornada. O intuito é avangar
cada vez mais na compreensao do que o conhecimento popular tem a acrescentar a cién-
cia, fortalecendo assim o vinculo entre o saber popular e o saber cientifico.
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