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Resumo:

O consumo de plantas tanto pelo ser humano
no ambinto de encontrar substancias bioativas
e terapeuticas quanto por outros animais como
forma de alimentacdo é notério. No entanto, o
uso indiscriminado pode ocasionar em
diversas problematicas para estes
consumidores. Entdo, este trabalho visou
avaliar o grau de toxicidade do extrato de
plantas inseridas no bioma de Sete Lagoas,
com a utilizacdo do bioensaio da artemia
salina. Foi possivel verificar que houve maior
toxicidade frente as artemias salinas, para as
folhas de cagaita e pequi, quando combinado
as variaveis de conservacao natural e estacao
de floragdo. No espectro de massas destas
folhas, foi possivel identificar a presenca de
provaveis substancias toxicas, como 0S
glicosideos cianogenicos. Conclui-se que o
grau de toxicidade de extrato de plantas da
cagaita e do pequi foi classificado como
moderadamente toxicas e que o teste do
bioensaio com artemia salina se mostrou
eficaz para um método alternativo de analise
de toxicidade.
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Introducéo:

A utilizacdo das plantas medicinais,
para tratamentos de doencas, € uma pratica
muito antiga, sendo encontrada ao longo da
histéria em todas as populacdes mundiais e
em diferentes grupos étnicos conhecidos. A
partir deste uso popular foram encontrados
diversos medicamentos utilizados na medicina
tradicional, constituindo-se um importante
recurso para a descoberta de novos farmacos,
segundo Martins et al (2000).

De acordo com Calixto et al (2001), os estudos
de plantas e de novas substancias torna-se um
balangco entre a atividade biol6gica versus a
toxicidade, um parémetro fundamental para
verificar sua aplicabilidade na industria
alimenticia. O bioensaio com Artemia salina
(BST — Brine Shrimp Test) serve tanto como
indicador de toxicidade como de bioatividade
de diversas substancias quimicas, inclusive
para o0s extratos de plantas. Por fim,
apresentam  vantagens como: rapidez,
praticidade, simplicidade, baixo custo, requer
pouca quantidade de amostra, além de
apresentar uma boa relagdo com testes in
vivo, sugerindo que é um método util e de
confianga, segundo Parra et al (2001).

Gangin et al (1969) e Lorenzi et al (2008)
estudaram a toxicidade de algumas plantas e
estimaram que 5% do rebanho bovino
brasileiro morrem anualmente em decorréncia
de intoxicagdo proveniente da ingestao de
plantas téxicas, assim para um rebanho de
aproximadamente 160 milh6es de cabecas,
chega-se a um total de perdas de 800.000.

Os frutos da cagaita (Eugenia dysenterica) tem
efeito laxante e as folhas antidiarreicas,
segundo Carneiro et al (2014). No entanto o
consumo indiscriminado dessas folhas por cha
pode ter um efeito antagénico. Uma vez que
estas podem apresentar toxinas naturais
também encontradas em outros alimentos
como, o glicoalcaloide encontrado em batatas
e os glicosideos cianogenicos encontrado na
mandioca.

Portanto, diante do impacto do consumo das
folhas de forma indiscriminada, tanto para o
rebanho bovino quanto para o ser humano, se
torna necessario avaliar o grau de toxicidade
de extrato de plantas regionais, através do
bioensaio com a artemia salina.

Metodologia:
Preparacéo dos extratos
Foram coletadas aproximadamente 200g de
folhas de cagaita e pequi para cada estacéo
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do ano e em cada uma das trés arvores na
proximidade da Universidade Federal de Sé&o
Jodo Del Rei-Campus do Campus de Sete
Lagoas. O material vegetal foi seco por meio
da utilizacdo da estufa a 100°C até que se
obtivesse a massa constante. As folhas foram
moidas e submetidas a extracdo por éter
etilico e etanol, na propor¢cdo de 8 gramas da
folna por 50 mL do solvente. Em seguida foi
retirado aliquotas de 3 mL do extrato, em
triplicata, e retirado o solvente da amostra
utilizando a capela em poténcia maxima por 24
horas. O extrato obtido foi recuperado com 2
mL de agua, homogeneizado submetido ao
ensaio de toxicidade.

Diluicdo dos extratos
Foi diluido o extrato para a concentracdo de
10-3 usando a técnica de diluicdo seriada.
Esta concentracdo foi definida com base na
concentracdo letal média 50% (CL50%) para
as artemias salinas ap6s 48 horas de
incubacao.

Solugdo salina pra cultivo das larvas de
Artemia Salina
Foi preparado uma solugdo salina contendo
30,00 g/L de sal marinho, pois na sua
composicdo é verificado a auséncia de iodo,
gue é toxico para as artemias salinas.

Bioensaio de toxicidade para as larvas de
Artemia salina

Utilizou a metodologia descrita Meyer, et al
(1982). Foram transferidos 10 larvas para
tubos de ensaio contendo solucéo salina e o
extrato diluido de diferentes amostras. Apés 48
horas foi feito a contagem dos microcrustaceos
mortos.

Caracterizacdo por Espectrometria de
Massas com lonizac&o Electrospray

Utilizou a Espectrométria de Massas com
lonizacao electrospray para caracterizacéo dos
compostos presentes na folha da cagaita. Com
a vazdo de 30uL de Metanol e 15uL de
Nitrogenio para o arraste das amostras. Para a
lonizacdo Electrospray a amostra foi
submetido a 40 volts a 215°C.

Variaveis de andlise do projeto.
Foram realizados 5 varidveis: Tempo de
extracdo do solvente (24horas e 48horas);

Estacdo do ano da coleta das folhas (Pré-
floracéo, Floracéo e P6s-Floracao);
Localizacdo da arvore (3 arvores distintas);
Tipo de solvente (Eter Dimetilico e Alcool
Etilico) e Tipo de conservacao (Estado natural
e estado seco).

Resultados e Discussao:

Determinacdo da dose letal

A diluicdo ideal para as duas folhas, cagaita e
pequi, para a realizacdo do bioensaio com
artemia salina, foi a de aproximadamente 480
pg/mL de extrato bruto, devido a proximidade
com a letalidade de 50% das artemias apés 48
horas de inoculacéo.

Avaliacdo da toxicidade

Para a variavel de localizagdo, tanto para a
cagaita quanto para 0 pequi, apresentaram
maior toxicidade, frente a artemia salina, para
aquelas arvores situadas dentro da
universidade, tendo um alcance de
mortalidade de ate 69%. Isto pode ser
justificado, através das diferentes composi¢coes
do solo em que cada arvore esta submetida.

Para a variavel solvente, a cagaita apresentou
maior toxicidade, frente a artemia salina,
guando foi utilizado o solvente apolar. Ja para
0 pequi, a maior toxicidade frente a artemia
salina foi quando utilizado o solvente polar.
Isto é justificavel através da presenca de
possiveis substancias de carater apolar e polar
nas respectivas folhas.

Para a variavel conservacdo, tanto para a
cagaita quanto para 0 pequi, apresentaram
maior toxicidade, frente a artemia salina,
gquando utilizado a folha de forma natural, sem
processo de aquecimento, tendo um alcance
de mortalidade de ate 59%. Isto pode ser
justificado, através eliminagdo de substancias
possivelmente toxicas com baixo ponto de
ebulicdo.

Para a variavel tempo de extracéo, do solvente
em contato com as folhas, tanto para a cagaita
guanto para O pequi, apresentaram maior
toxicidade, frente a artemia salina, quando
utilizado 48 horas de extracdo, isso se deve a
um maior tempo de saturacdo do solvente com
substancias possivelmente toxicas, tendo um
alcance de mortalidade de ate 60%.
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Para a variavel estacdo do ano, tanto para a
cagaita quanto para 0 pequi, apresentaram
maior toxicidade, frente a artemia salina,
guando coletado as folhas na estacdo de
floracdo, tendo um alcance de mortalidade de
ate 56,70%. Sendo |justificado, devido a
producdo de metabolites da planta durante a
producéao do fruto.

Segundo (Bussmann et al. 2004), tanto para
extratos etandlicos, quanto aquosos com
valores de CLsy menores que 249 pug/mL
apresentam alta toxicidade, CLso entre 250 e
499 ug/mL apresentam toxicidade moderada,
CLsgo entre 500 e 1000 pyg/mL apresentam leve
toxicidade, e CLsy acima de 1000 ug/mL séo
considerados atoxicos.

De acordo com (Nguta et al. 2011), tanto
extratos organicos, quanto extratos aquosos
com valores de CLsy menores que 100 pg/ml
apresentam alta toxicidade, CLg, entre 100 e
500 pg/ml apresentam toxicidade moderada,
CLsgo entre de 500 e 1000 ug/mL apresentam
fraca toxicidade e CLs, acima de 1000 pg/mL
sdo considerados atoxicos (ndo toxicos).

Dessa forma, tanto para as amostras com
extratos aquosos quanto para extratos
etanoicos e extratos organicos, as folhas de
cagaita apresentaram a classificacdo de
toxicidade moderada. Devido a concentracdo
de 480 pg/mL do extrato bruto em ensaios que
obteve a CLsy Assim as amostras estdo em
conformidade com outros trabalhos da
literatura, situadas entre os valores definidos
por Bussmann et al. 2004 e Nguta et al. 2011.

Fringerprint das folhas por espectrometria
de massas

Foi realizado o fringerprint da folha de pequi
que apresentou um dos maiores indices de
mortalidade frente a artemia salina, quando
submetido a variaveis da estacdo da coleta,
floracdo, e da conservacdo da folha, natural
(Figura 1). Assim, é possivel notar a presenca
de uma substancia potencialmente toxica de
relacdo massa/carga 871,55. Pois, no espectro
da amostra 176, ndo foi possivel identificar
esta substancia, tendo como diferenciacdo da
amostra 86, somente a variavel de estagédo da
coleta, pré-floracao, (Figura 2).
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Figura 1 - Espectro da amostra 86.
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Figura 2 - Espectro da amostra 176.

Conclusdes:

Conclui-se que a extracdo das substancias
presentes nas folhas se mostrou toxica, frente
a artemia, com uma dose de letalidade de
100% quando utilizado o extrato sem diluig&o.
O teste do bioensaio com artemia salina se
mostrou eficaz para um método alternativo de
toxicidade. O grau de toxicidade de extrato de
plantas de cagaita e do pequi foi classificado
como moderadamente toxicas, segundo Nguta
et al.,, (2011). O consumo do cha sem o
aquecimento apropriado, até 100°C, pode ser
de carater téxico para o ser humano
dependendo da concentracdo e da quantidade
a ser consumido.
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