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RESUMO

Hydrocotyle bonariensis Lam. (Apiaceae), ¢ uma macrofita abundante na América do Sul
amplamente distribuida no bioma Caatinga. Encontrada em ambientes aquaticos, € uma
planta prostrada, perene, popularmente conhecida como “acarigoba”. Seus componentes
bioativos, tais como, alcaloides, flavonoides, taninos compostos fendlicos e saponinas,
proporcionam sua utilizacdo na medicina popular como laxante, diurético, eficaz no
tratamento de tuberculose, amenizando os sintomas de reumatismo e artrite. Devido a sua
ampla utilizacdo para sanar enfermidades, no presente estudo objetivou-se avaliar a
toxicidade dos extratos etandlicos das folhas, caules e raizes de H. bonariensis, através do
bioensaio com sistema teste animal, utilizando microcrustaceo, Artemia salina Leach, e o
sistema teste vegetal, por meio de meristemas de raizes de Allium cepa L. (cebola). O
bioensaio com A. salina determinou que os extratos etanélicos de H. bonariensis possuem
atividade bioldgica, ou seja, apresentam componentes bioativos e podem ser consumidos. No
entanto, a avaliacdo com sistema teste vegetal A. cepa, mostrou que 0s extratos etandlicos
das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser citotoxicos na concentracdo de 1000
ppm, sendo o caule também citotoxico em uma concentra¢do menor, a de 500 ppm Portanto,
segundo este estudo H. bonariensis contém componentes bioativos, mas apresenta potencial
citotoxico em certas concentragcdes. Os resultados obtidos sdo de suma importancia,
contribuem para o consumo da populacéo e incentivam a realizagdo de novos testes, sendo

fonte para outros estudos.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Artemia salina Leach, Allium cepa L.



ABSTRACT

Hydrocotyle bonariensis Lam. (Apiaceae), is an abundant macrophyte in South America
widely distributed in the Caatinga biome. Found in aquatic environments, it is a prostrate,
perennial plant, popularly known as “acarigoba”. Its bioactive components, such as alkaloids,
flavonoids, phenolic compound tannins and saponins, provide its use in folk medicine as a
laxative, diuretic, effective in the treatment of tuberculosis, easing the symptoms of
rheumatism and arthritis. Due to its widespread use to cure diseases, the present study aimed
to evaluate the toxicity of the ethanol extracts of the leaves, stems and roots of H. bonariensis,
through the bioassay with an animal test system, using microcrustaceans, Artemia salina
Leach, and the system vegetable test, using root meristems of Allium cepa L. (onion). The
bioassay with A. salina determined that the ethanol extracts of H. bonariensis have biological
activity, that is, they have bioactive components and can be consumed. However, the
evaluation with the vegetal test system A. cepa, showed that the ethanolic extracts of the
leaves, stems and roots of H. bonariensis can be cytotoxic in the concentration of 2000ppm,
being the stem also cytotoxic in a concentration smaller, that of 500ppm. Therefore,
according to this study, H. bonariensis contains bioactive components, but has cytotoxic
potential in certain concentrations. The results obtained are of paramount importance,
contribute to the population's consumption and encourage the realization of new tests, being
a source for other studies.

Keywords: Medicinal plants, Artemia salina Leach, Allium cepa L.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises com maior biodiversidade (ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007). Cerca de 80% da populacdo utilizam medicamentos produzidos de
plantas, esses quando provenientes de meios naturais tem maior aceitacdo da sociedade em
comparacdo aos produzidos sinteticamente (CORDELL, 2002; BENT; KO, 2004). No
entanto, as informacbes sobre efeitos adversos como, reagdes tdxicas provocadas pela
automedicacgdo é um fator alarmante a satde publica (BEZERRA et al., 2012).

A Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro, € um dos biomas mais ameacados
(BRASIL, 2002), este apresenta grande diversidade de plantas utilizadas na medicina
popular. Podemos a Hydrocotyle bonariensis Lam. uma macrofita abundante na Ameérica do
Sul, amplamente distribuida neste bioma. Encontrada em ambientes aquéticos, é uma planta
prostrada, perene, popularmente conhecida como “acaricoba” (LORENZI, 2008). Seus
componentes bioativos, tais como, alcaloides, flavonoides, taninos compostos fendlicos e
saponinas, proporcionam sua utilizagdo na medicina popular como laxante, diurético, eficaz
no tratamento de tuberculose, amenizando os sintomas de reumatismo e artrite (AJANI et al.,
2009).

Apesar de apresentar diversas propriedades farmacoldgicas, na literatura cientifica
sdo encontradas poucas publicacdes relacionadas a estudos dos efeitos que possam vir a
serem provocados aos individuos ao utilizarem a H. bonariensis (CARNEIRO, 2007;
FLORINSIAH, 2013; EVANS, 1992). Dessa forma, torna-se relevante a avaliagdo, por meio
de bioensaios adequados, porque grande parte da populacdo, principalmente de baixa renda,
ndo tem acesso a medicamentos industrializados e utiliza plantas como esta para tratar e
prevenir enfermidades. O uso de plantas medicinais pode ser muito eficiente, contudo
algumas espécies apresentam em sua composicdo compostos com efeitos deletérios,
tornando-se de suma importancia a realizagdo de testes avaliativos.

Testes de avaliacdo do potencial toxico sdo realizados, objetivando-se a avaliagéo,
prevencdo e verificacdo dos efeitos das substancias nos sistemas bioldgicos (BARBOSA et
al., 2006). Os bioensaios utilizando Artemia salina Leach (1819) tem superado a
sensibilidade, precisdo e simplicidade dos testes por meio de camundongos (PETER et al.,
13 1997), permitindo uma avaliacédo preliminar da toxicidade de forma geral (SIQUEIRA et
al., 1998), tornando-se relevante a realizacdo do bioensaios utilizando A. salina.

Os bioensaios vegetais sdo considerados apropriadamente sensiveis e simples, no



monitoramento dos efeitos toxicos a nivel celular (CARITA; MARIN-MORALES, 2008;
CAMPOS-VENTURA; MARIN-MORALES; DESK, 2016). Dentre eles, os meristemas de
raizes de Allium cepa L. (cebola), sdo considerados no meio cientifico um eficiente bioensaio
para 0 screening inicial da toxicidade genética, em razdo de apresentarem numero
cromossémico reduzido (2n=16), o que favorece a deteccdo de alteracbes de fuso mitdtico
ou aneugénicas, e distarbios no indice de proliferacdo celular, sendo aceito
internacionalmente por agéncias de pesquisa. Os resultados obtidos por intermédio dele
demonstram, em grande parte das vezes, similaridade satisfatdria a aqueles obtidos via
sistemas testes animal e em culturas de células (BIANCHI; MONTOVANI;
MARINMORALES, 2015).

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade aguda de H.
bonariensis utilizando A. salina e a citotoxicidade por meio de células meristematicas de
raizes de A. cepa, na perspectiva que os resultados obtidos possam contribuir para 0 uso

seguro dessa planta pela populacao.

15



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinais

O homem desde os tempos remotos interage com a natureza e dela retira o que lhe é
conveniente, essa interacdo sempre esteve interligada com as plantas, como forma de
alimento e meio de sanar as enfermidades. Na antiguidade, todos os tratamentos
desenvolvidos para tratar os doentes, eram feitos a partir do conhecimento empirico e
exercidos pelas mulheres presentes em uma determinada civilizacdo, gerando uma cultura
popular ao longo das geracdes tendo as plantas medicinais como base na confeccdo de
medicamentos (BADKE et al., 2012). Com o inicio da revolucéo cientifica e da revolucao
industrial, o uso de préticas terapéuticas que ndo demostram evidéncias cientificas com base
em métodos experimentais e em fendbmenos matematicos quantificaveis foram descartados
(FEITOSA et al., 2016). Os medicamentos alopaticos foram adicionados no dia a dia da
humanidade, ndo somente pelos profissionais na area da saude como também por campanhas
publicitarias dos laboratdrios, que iniciaram a fabricacdo de medicamentos com a promessa
de curar as mais diversas doencas que afligiam a sociedade (ALVIM et al., 2006).

Em 1980, no territério brasileiro, apds a inser¢cdo dos medicamentos alopéticos,
ocorreu uma insatisfacéo por parte da populacéo, devido ao alto custo e efeitos adversos dos
mesmos (BATISTA; VALENCA, 2012). Essa rejeicdo ocorreu mundialmente, pessoas
principalmente em paises em desenvolvimento, mantiveram o uso de plantas medicinais para
cura de enfermidades, devido a ineficiéncia dos medicamentos sintéticos (DEMMA;
ENGIDAWORK; HELLMAN, 2009). Devido a procura e preferéncia por plantas
medicinais, intensificaram-se as pesquisas cientificas, avaliando as plantas na sua forma
bruta ou através de extratos. A seguranca de que produtos produzidos a partir de plantas ndo
trazem desvantagens nenhum & salde, faz parte da crenca popular. No entanto a palavra
"natural” ndo € garantia de escusa de algum tipo de ameaca para a saude (PEREIRA, 2013;
MARTINS et al., 2014)

Nos dias atuais, aproximadamente 80% da populacdo mundial utiliza plantas
medicinais em cuidados de saude primarios (FRESCURA; LAUGHINGHOUSE;
TEDESCO, 2012). Porém, muitas delas ndo foram suficientemente estudadas quanto aos seus
possiveis efeitos toxicos (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007). Estudos nessa area sdo de
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grande importancia para auxiliar a regulamentacdo da quantia necessaria para 0 Uso seguro e
efetivo dessas plantas pela populagdo (ASARE et al., 2012).

No Brasil, somente no ano de 2006, ocorreu a aprovacao da Politica Nacional de
Préaticas Integrativas e Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS), que
permitiu o uso e verificacdo de plantas medicinais, favorecendo o crescimento desta pratica
e proporcionando avaliacdo cientifica adequada das mesmas (BRASIL, 2006). No ano de
2010 foram determinados 0s requisitos necessarios para comprovacao de eficacia e seguranca
de medicamentos naturais para aumento do controle de qualidade e producdo permitindo a
abertura da Farmacia viva que cultiva, coleta, armazena e manipula plantas medicinais
(BRASIL, 2010; CARVALHO et al., 2011).

A forma de uso das plantas medicinais vai se diferenciar pela sua maneira de preparo,
podendo ser empregado como fitoterapicos preparados através da extracdo dos principios
ativos do vegetal e comercializados no mercado na forma de comprimidos ou cédpsulas que
podem ser manipulados ou industrializados ndo apresentando substéncias isolada, nem
mesmo aquelas que possuem atividade farmacoldgica e interagem com o vegetal na
preparacdo do medicamento, as plantas ainda podem ser utilizadas de outra maneira, por
meio de preparaches caseiras como chas, xaropes, garrafadas, banhos entre outros
(PEREIRA, 2013).

Apesar do crescimento e da eficicia das plantas medicinais o uso de medicamentos
que nunca foram testados cientificamente € muito arriscado, as plantas em sua maioria
apresentam substancias toxicas contra agentes causadores de danos (DEMMA,
ENGIDAWORK; HELLMAN, 2009), além do potencial toxico e carcinogénico elevado (DE
SA FERREIRA; VARGAS, 1999), podendo apresentar até mesmo alto potencial genotoxico
em alguns casos (FLORINSIAH et al., 2013). Com base em todos esses riscos é de suma

importancia que todas as plantas utilizadas como medicamento sejam previamente testadas.

2.2. Macroéfitas

O Semiarido brasileiro € uma zona que apresenta grande densidade populacional
(SAMPAIO; ARAUJO; SAMPAIO, 2005). Constituida por um rico ecossistema
exclusivamente brasileiro, com grande diversidade de espécies e elevada incidéncia de

endemismo (CORDEIRO; FELIX, 2014), a vegetacdo formada pela Caatinga, ocupa uma
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area de 734.478km2 (BRASIL, 2002), sendo dentre os biomas brasileiros, o mais
desvalorizado e desconhecido botanicamente (GIULIETTI et al., 2002),

A flora no Semiérido brasileiro é amplamente utilizada pelas comunidades locais na
medicina popular, estas comunidades possuem uma vasta farmacopeia natural (GOMES;
ALVES, 2009), a eficacia dos medicamentos naturais utilizados pela populacao provenientes
de plantas da Caatinga tem impulsionado investigaces dos principios ativos por parte das
industrias farmacéuticas (BIESKI, 2005).

As plantas podem estar localizadas tanto em ambientes terrestres como aquaticos. As
macrofitas, plantas de ambientes aquaticos tem seu desenvolvimento em contato com a agua
(PENFOUND, 1952), podendo ser submersas ou flutuantes, em diferentes tipos de ambientes
aquaticos, apresentando um potencial adaptativo muito diversificado, podendo estar tanto em
ecossistemas naturais como artificiais, sendo de suma importancia ecoldgica (PEDRALLI,
2003). As plantas de areas Umidas variam sua comunidade de espécie principalmente com
base nas condic@es hidrologicas (BASKIN; BASKIN, 2001), localidades cobertas por zonas
umidas e a variacdo interanual no regime de agua, favorecem a germinacdo de diferentes
espécies de plantas; os padrdes das comunidades presentes variam de ano para ano, de estacéo
para estacdo, a medida que muda os niveis de agua (CASANOVA; BROCK, 2000).

Existem diversas designacfes para o termo macrofitas aquaticas, podendo ser
denominadas como plantas que vivem na dgua ou sobre ela (MARTINS; CARAUTA, 1984),
até mesmo plantas de margem diretamente ligada com agua em abundéncia (IRGANG;
GASTAL, 1996). Segundo Esteves, 1998 o termo macrofitas aquatica, designado pelo
“International program of biology” pode ser utilizado para qualquer planta que habite desde

brejos até ambientes verdadeiramente aquaticos (Figura.l).
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Figura 1 — Ambiente composto por macrofitas.

Fonte: Autora (2019)

A utilizacdo de macrofitas com finalidade econdmica é muito extensa, podendo ser
utilizadas como plantas medicinais, ornamentais, despoluidoras, conservacionistas entre
outros (POTT; POTT, 2000).

H& uma extensa variedade de macrdfitas utilizadas na medicina popular, tendo como
exemplo o género Polygonum da familia Polygonaceae que sdo amplamente utilizadas na
medicina popular por diferentes povos distribuidos pelo mundo, essa vem sendo eficaz no
tratamento de infeccGes da pele, disenteria, mordida de cobra, insdnia, doencas cardiacas e
hemorroidas (ALVES et al., 2001).

Temos ainda algumas espécies de macrofitas utilizadas na medicina popular da
familia Apiaceae em especial o0 género Hydrocotyle L., tendo como exemplos as espécies H.
asiatica (L.) Urban, H. bonariensis Lam. (OUVINA et al. 2009), H. nepalensis Hook, H.
setulosa Hayata, H. batrachium Hance e H. sibthorpioides Lam. Em Taiwan foi realizada
uma avaliacdo antioxidante utilizando extratos etandlicos que mostrou que a H. nepalensis,
possui grande potencial antioxidante seguida por H. setulosa, H. batrachium, e H.
sibthorpioides. (HUANG et al., 2008).

Temos ainda a H. asiatica, uma planta nativa de zonas subtropicais da india, muito
utilizada no tratamento de enfermidades dermatoldgicas, melhorando a qualidade de vida da
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populacdo, ocorrem relatos que esta ajuda na cicatrizacdo de herpes, Ulceras dérmicas,
prevencdo de estronias, embarios, blefarite, queimaduras e conjuntivite (WAGNER;
WISENAUER, 2006).

2.3. Hydrocotyle bonariensis Lam.
A macrdfita H. bonariensis. (Figura 2), a qual é o foco deste trabalho, € uma planta

originaria do territdrio brasileiro, popularmente denominado como “acarigoba” encontrada
em abundancia na América do Sul (ROCHA et al., 2011).

Figura 2 - Hydrocotyle bonariensis Lam.

Fonte: Lorenzi (2008)

No territdrio argentino € muito comum sua localizacdo em campos umidos, pradarias
e dunas, florescendo apenas durante o verdo (RATERA; RATERA, 1980), uma erva
prostrada perene, destinada ao tratamento de tuberculose, amenizando os sintomas de
reumatismo e artrite, podendo ser utilizada como: laxantes, diuréticos e eméticos (EVANS,
1992). Estudos relatados por Edeoga; Okwu; Mbaebie (2005), mostraram que essa planta

vem ganhando popularidade, principalmente na Nigéria Ocidental, por tratar varios sintomas
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de enfermidades oftalmoldgicas, mas essa afirmativa ndo esta totalmente comprovada na
literatura cientifica (FLORINSIAH, 2013).

Na medicina Ayurvédica, medicina oficial na india existem relatos que H.
bonariensis possui efeito no retardo do envelhecimento precoce, queda de cabelos, perda de
memoria, além de outros sintomas de desgaste psicofisico (CARNEIRO, 2007). Esta ainda
gera equilibrio do sistema nervoso central (SNC), podendo ser utilizada como ansiolitico leve
e ténico do coracdo, podendo ser consumida a planta toda ou apenas as suas folhas (REIS et
al.,1992).

As folhas desta planta contem alcaloides, flavonoides taninos, compostos fenolicos e
saponinas como componentes bioativos (AJANI et al., 2009). Os flavonoides sdo um dos
grupos mais importante de compostos presentes nos vegetais, sendo amplamente presentes,
principalmente em angiospermas (SIMOES et al., 2000), esses pigmentos tém grande funcéo
na protecao destes organismos contra agentes oxidantes (LOPES et al., 2000).

O consumo de flavonoides é de suma importancia, levando em consideragdo 0s seus
beneficios para a saude humana (GEBHARDT et al, 2005), taxados como antioxidantes de
exceléncia (NARAYAN; VENKATARAMAN, 2002). Os flavonoides sdo substancias
capazes de diminuir o stress oxidativo, formados por radicais livres ou levar a extin¢do de
uma reacdo. Estudos relatam que sdo capazes de prevenir até mesmo lesdes musculares,
devido a capacidade de desintoxicar alguns peroxidos (MARTINS; COIMBRA;
SCHLICHTING, 2014).

2.4.  Bioensaio de toxicidade aguda frente a Artemia salina Leach

Artemia salina Leach (1819) é uma espécie de microcrustaceo pertencente ao filo
Arthropoda, classe Crustacea, subclasse Branquiopoda, ordem Anostraca e familia
Artemidae, sendo constituida por enormes populaces que tem distribuicdo cosmopolita
(VEIGA; VITAL, 2002).

O bioensaio utilizando A. salina foi proposto inicialmente por Michael, Thompson;
Abramovitz (1956), sendo uma boa ferramenta para o inicio de investigacoes de atividades
biologicas de plantas (SIQUEIRA et al., 1998).

Meyer et al. (1982) determinaram que os extratos com valores de CLso < 1000ppm,
utilizando o bioensaio A. salina eram tdxicos. Apds esta diversos estudiosos de produtos

naturais passaram a utilizar esta referéncia para a avaliagdo prévia de extratos de plantas com
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atividade bioldgica (JIMENEZ et al., 2001), e atividade antimicrobiana e citotoxica (ALALI
etal., 1998; BATTINELLI et al., 2001; COLOMBO et al., 2001)

Atualmente a A. salina vem sendo amplamente utilizada em testes de toxicidade
devido a sua sensibilidade elevada, simplicidade do teste que ndo requer métodos assepticos
e por se tratar de um animal de facil manutencdo em condi¢bes de laboratorio, ndo
necessitando de equipamentos especiais, favorecendo sua utilizacdo (SIQUEIRA et al.,
1998).

A avaliacdo toxicoldgica utilizando este bioensaio consiste na exposic¢éo dos nauplios
(fase larval da A. salina) durante 24/48 horas em concentragdes previamente estabelecidas,
com analise do numero de organismos mortos ao final do periodo de exposicdo (VEIGA;
VITAL, 2002) O bioensaio com este animal permite uma rapida avaliacdo da toxicidade,
considerando o parametro vivo ou morto que é determinado pela imobilidade dos nauplios
apos o periodo de exposicdo (AZEVEDO; CHASIN, 2003).

2.5.  Teste utilizando Allium cepa

Para uma inteira analise da citotoxicidade, os extratos extraidos de plantas precisam
ser estudados em diversos sistemas-testes, em diferentes concentracfes e tempos de
exposicdo (PRZEDPELSKA-WASOWICZ; WIERZBIKA, 2011). Os bioensaios com
plantas demonstram-se sensiveis, rapidos e simples no acompanhamento dos efeitos toxicos,
a nivel celular (HERRERO; PEREZ; FERNANDEZ, 2012).

As plantas possuem uma grande quantidade de células em divis6es mitéticas situadas
no tecido meristematico. Esse tecido pode ser encontrado em diferentes 6rgaos das plantas.
Para avaliacdo cromossémica mitética o melhor meristema é o de raizes, devido ao maior
volume celular e ao crescimento muito veloz (GUERRA; SOUZA, 2002).

O sistema teste A. cepa é um biomarcador excepcional para a triagem inicial de
citotoxicidade em plantas medicinais devido as suas propriedades cinémicas de proliferacdo
por cromossomos grandes que sao poucos em numero (2n = 16) (FACHINETTO et al., 2007)
e sua confiabilidade e concordancia com outros testes de toxicidade, ajudando de forma
ampla os estudos de prevencédo de danos a saide humana (BAGATINI; SILVA; TEDESCO,
2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Os dados registrados por meio deste sistema teste sdo 6timos parametros de analise

citotoxica, mutagénica e antimutagénica sendo indicado para prevenir a populacdo sobre
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o consumo de medicamentos sintéticos e naturais. E de suma importancia citar que os
resultados de citotoxicidade obtidos por meio do organismo de prova A. cepa foram as
primeiras bases de estudos para a fabricacdo de novas formulagdes medicamentosas a partir
de plantas como a Baccharis trimera Less, Achyrocline satureioides Lam. (FACHINETTO
et al., 2007) e Aleo vera L. (STURBELLEETAL, 2008). Ainda, Sturbelleetal (2008) e
Rigonato et al. (2005) classificam este organismo de prova como satisfatdrio para a avaliacdo

inicial do potencial citotoxico e antimutagénico de produtos naturais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.  Areadeestudo

O municipio de Picos (Figura 3) esta localizado na regido Centro/Sul do estado do
Piaui, a margem direita do Rio Guaribas, a uma latitude de 7°04°37°* Sul e uma longitude de
41°28°01”* Oeste. Limita-se ao Norte com os municipios de Dom Expedito Lopes e Santana
do Piaui; ao Sul com o municipio de Itaindpolis; ao Leste com o0 municipio de Geminiano e
ao Oeste com 0 municipio de Paquetd (AGUIAR-GOMES, 2004). O clima é caracterizado
segundo Koppen do tipo Bsh — quente e semiarido, com estacdes chuvosas no verdo. A
precipitacdo média anual é de 679 mm por ano e a umidade relativa do ar permanece em
torno de 60% com decréscimo no periodo de estiagem. O periodo chuvoso se estende de
janeiro a junho (JACOMINE et al., 1986 apud AGUIAR; GOMES, 2004).

Figura 3. (a) Vista da cidade de Picos e do rio Guaribas, (b) local de coleta dos exemplares de Hydrocotyle
bonariens.

(b)

Fonte: Prefeitura de Picos (2005)

O municipio de Picos é banhado pelo Rio Guaribas que nasce no municipio de Sao
Luis do Piaui, sendo afluente da margem direita do Rio Itaim, que por sua vez é afluente do
Rio Canindé, considerado um importante contribuinte do Rio Parnaiba. O Rio Guaribas é um
rio tipico de regides semiaridas, no periodo de chuva costuma apresentar um aumento

consideravel no seu volume de agua com curta duracao.



3.2.  Coleta do material botanico

Os exemplares de Hydrocotyle bonariensis Lam. foram coletados no rio Guaribas, no
bairro Bomba no més de agosto de 2019. O material coletado foi acondicionado em sacos
plasticos e levado para o laboratério de Pesquisa Il da Universidade Federal do Piaui,
campus Senador Helvidio Nunes de Barros — Picos, onde foi preparado para extracdo do

extrato.

3.3.  Obtencdo do extrato etandlico bruto das folhas, caule e raizes de Hydrocotyle

bonariensis Lam.

No laboratério o material foi lavado, retirado as partes danificadas, separado em raiz,
caule e folhas e colocado sobre papel toalha para secagem (Figura 04). Ap0Os esse processo,
o material foi cortado em pequenos pedacos e pesado em balanca de precisdo (Figura5ae
b).

Figura 04. Separacdo das partes do vegetal para corte e pesagem.

Fonte: Autora (2019)

Em frascos de vidro de 500 ml foram pesados 127,259 de folhas, 109,859 de caule e
17,509 de raizes. A estes foram adicionados 300 ml, 150 ml e 200 ml de etanol (99,5%)
(figura 5 c), respectivamente, permanecendo por sete dias; apos esse periodo a solugéo

resultante foi filtrada com o auxilio de papel filtro, e funil de vidro simples (Figura 5 d), a
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evaporacao do solvente se deu por meio do banho-maria a temperatura de 60° C, obtendo-se
0 extrato bruto das folhas, caules e raizes.

Figura 5. Preparagdo do material botanico para obtencéo do extrato

(a)

(b)

(c) (d)

Fonte: Autora (2019)

3.4 Bioensaio de letalidade frente Artemia salina Leach.

O ensaio de letalidade em A. salina foi realizado de acordo com a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982) e Paredes, 2016 com algumas modificacdes.

A principio foi preparado a agua salina, concentracdo de 30 g/L de NaCl de sal
marinho sintético, diluida em 1L de agua potavel, que foi mantida a temperatura ambiente,
com recepcao de luz artificial de 100 W, em aquario improvisado, feito a partir de garrafa
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PET, em seguida pesou-se 0,3g de cistos de A. salina que foram adicionados a agua salina
no aquario improvisado para aerar por um periodo de 48 horas até a eclosdo dos nauplios.

3.4.1. Preparacdo das diluigdes seriadas

Foram pesadas em balanca de precisdo 100 mg dos extratos etandlicos bruto em
seguida foi adicionado 100 mL de solucéo salina. As solugfes foram mantidas em constante
agitacdo para completa homogeneizagédo. Ao final do processo obteve-se uma concentragéo
de 1000 ppm de solucGes de cada extrato. A partir das solucBes preparadas dos extratos
1000ppm , foram realizadas diluicGes seriadas de, 500ppm, 250ppm, 125ppm, 62,5ppm.
Todo o processo foi repetido igualmente para os trés extratos. O controle negativo foi
preparado utilizando solugéo salina e ragéo para A. salina. O controle foi utilizado para se ter
certeza de que a morte dos nauplios seria provocada pela toxicidade dos extratos, e ndo por
falta de algum recurso durante a realizagdo do teste; vale ressaltar que os testes foram

realizados em triplicata.

3.4.2. Exposicdo dos nduplios

Ap0s 48 horas de eclosao dos cistos, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, os nauplios
de A. salina (n=10), foram transferidos para 0s tubos nos quais estavam presentes 0s extratos
nas diferentes concentracdes (Figura 6). Os tubos foram deixados em temperatura ambiente
e sob iluminacdo por 24 horas. Apé6s esse periodo, foram analisados para registrar a
guantidade de nauplios vivos e mortos (Figura 6). O numero de larvas mortas em cada
concentracdo dos extratos foi utilizado para calcular os valores da CLsg (concentragéo que
mata 50% dos nauplios). Sendo assim, diante dos valores da CLso obtidos, os produtos

testados foram classificados quanto a toxicidade.
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Figura 6 — Coleta dos nauplios e analise de A. salina.

Fonte: Autora (2019)

3.4.3. Andlise dos dados

Os extratos etanolicos de H. bonariensis foram submetidos ao bioensaio com A.
salina, onde foi possivel determinar a relacdo de organismos vivos e mortos. Ao final do
ensaio, no tempo de 24 horas, foi estimada a CLso utilizando regressdo linear obtida da

correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo dos extratos.

3.5.  Preparacdo das diluicdes seriadas do extrato etandlico de Hydrocotyle bonariensis

para analise da toxicidade em nivel celular com meristemas de raizes de Allium cepa.

Foram pesadas em balanca de precisdo 500mg dos extratos etanolicos bruto e em
seguida foi adicionado 500 mL de solugéo salina. As solugdes foram mantidas em constante
agitacdo para completa homogeneizagéo. Ao final do processo obteve-se uma concentragéo
de 1000ppm de solugdes de cada extrato. A partir das solucGes preparadas dos extratos
1000ppm, foram realizadas dilui¢cOes seriadas de, 500ppm, 250ppm. O processo foi repetido
para o0s trés extratos etanélicos. O controle negativo foi preparado utilizando agua destilada.
O controle foi utilizado para se ter certeza de que as alteracBes cromossdmicas seriam
provocadas pela toxicidade dos extratos, e ndo por falta de algum recurso durante a realizacéo

do teste.
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3.5.1 Testes de citotoxicidade em células de raizes de Allium cepa

O bioensaio vegetal com A. cepa foi feito com base em Peron et al., 2008. Para a
realizacdo das analises de toxicidade, incialmente bulbos de cebolas foram colocados em
copos aerados contendo agua destilada a temperatura ambiente (£ 27°C) até a obtencédo de
raizes de 2,0 cm de comprimento (Figura 7). Para analise de cada amostra (concentragdo ou
tratamento) de extrato estabeleceu-se um grupo experimental com cinco bulbos de cebola.
Antes de colocar as raizes em contato com a suas respectivas amostras do extrato etanolico
de H. bonariensis foram coletadas algumas raizes de cada cebola e fixadas em Carnoy 3:1
(etanol: acido acético) por 24 horas para servirem de controle do préprio bulbo. Em seguida,
as raizes restantes foram expostas em seus respectivos tratamentos por 24 horas,

procedimento denominado de tempo de exposic¢do 24 horas.

Figura 7. Bulbos de Allium cepa colocados em copos aerados com agua destilada para
obtengdo de raizes com cerca de 2,0 cm

Fonte: Autora (2019)

Ap6s 24 horas foram retiradas algumas raizes e fixadas fixadas em Carnoy 3:1
(etanol: &cido acético) por 24 horas. Feito este procedimento, as raizes restantes de cada
bulbo foram devolvidas a seus respectivos tratamentos onde permaneceram por mais 24

horas, o que se denominou de tempo de exposi¢do 48 horas. Apds este periodo, raizes



novamente foram coletadas e fixadas. Os tempos de exposicdo 24 e 48 horas foram
escolhidos com o intuito de avaliar a acdo do extrato em mais de um ciclo celular.

Em cada coleta, retirou-se, trés raizes por bulbo. Nesse contexto, seguindo o protocolo
proposto por Guerra e Souza (2002) as laminas trés por bulbo foram montadas e analisadas
em microscopio optico em objetiva de 400x. Para cada bulbo de cebola analisou-se 1.000
células, totalizando 5.000 células para cada tratamento, tempo de exposic¢éo 24 horas e tempo
de exposicdo 48 horas. Assim, para cada concentragdo de H. bonariensis analisou-se um total
de 15.000 células. Foram observadas células em interfase, profase, metéfase, anafase e
telofase.

A partir desta analise determinou-se o indice mitético (IM) por meio da seguinte
equacdo (namero total de células em mitose + numero total de células analisadas) x 100. O
valor do IM foi pardmetro para a determinag&o do potencial citotoxico de H. bonariensis nas
formas analisadas. Para a andlise estatistica da citotoxicidade das amostras foi utilizado o
teste do Qui-quadrado (y?), p <0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Artemia salina Leach

Estudos de avaliacdo toxicologica sdo realizados inicialmente com A. salina, pois 0s
resultados asseguram testes posteriores, por exemplo, testes antioxidantes, o que pode
assegurar a aplicabilidade terapéutica de plantas no tratamento de patologias associadas aos
radicais livres (MERINO et al., 2015). O bioensaio frente a A. salina ainda é utilizado em
testes com extratos de plantas, para demonstrar o potencial das mesmas como fonte de
compostos antibacterianos e justificar, de forma sucinta o uso popular de determinadas
espécies (STEFANELLO et al., 2006).

Os resultados apresentados na Tabela 1. mostram que os extrato da folha e da raiz
diminuiramdo percentual de mortalidade em concentracbes menores. No entanto, com

relacdo ao extrato do caule, ndo apresentou 0 mesmo padréo.

Tabela 1: Percentagem de nauplios mortos de A. salina frente & concentracdo dos extratos de Hydrocotyle
bonariensis Lam.

% Mortalidade

Org&o vegetal 1000ppm 500ppm 250ppm 125ppm 62,5ppm
Folha 90+0 83,3+ 15,2 20+ 0 16,6+ 5,7 16,6+ 5,7
Caule 100+0 100+0 83,3+5,7  60+17,3 66,6+11,5
Raiz 100+0 100+0 80+0 33,3457 16,6+5,7

Fonte: Autora (2019)

Os extratos etandlicos obtidos dos caules e raizes tiverem um percentual de
mortalidade semelhante nos experimentos onde foram utilizadas as concentracdes de
1000ppm e 500ppm, eliminando 100% dos nauplios. Na concentragdo de 250ppm, 0s
extratos etandlicos dos caules e raizes mantiveram valores aproximados, porém, nas
concentragdes de 125ppm e 62,5ppm, houve uma reducdo no percentual de mortes no extrato

da raiz, enquanto que no extrato obtido do caule, esses valores se mantiveram elevados. O
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extrato etanolico das folhas apresentou valores de mortalidade diferentes dos extratos
etandlicos obtidos para os caules e para as raizes na maioria das concentracdes, exceto para
a concentracao de 62,5ppm, em que o percentual de mortos foi 0 mesmo.

Avaliacdes toxicologicas sdo de suma importancia na selecdo de substancias com
atividade bioldgica, que podem ter utilidade terapéutica, produzindo novos farmacos de
acordo com a toxicidade apresentada (CARBALLO et al., 2002).

O ensaio de letalidade frente & A. salina é uma técnica muito utilizada para avaliagdo
prévia da atividade toxica de extratos de plantas, devido a sua simplicidade, rapidez e baixo
custo, sendo eficaz na determinacdo de atividade antitumoral (MEYER et al., 1982), na
avaliacdo da toxicidade geral, citotoxidade, e atividade inseticida (LEITE et al., 2009).

As Figuras 7, 8 e 9 mostram a reta de regressao linear obtida através da correlacdo entre
a concentragéo dos extratos da folha, do caule e da raiz de H. bonariensis e a porcentagem
de letalidade de A. salina. Para uma melhor adequacéo da reta foram retirados os valores

extremos de concentragéo.

Figura 8: Reta de regresséo obtida da correlagéo entre % mortalidade de A. salina versus a concentragdo do
extrato etandlico das folhas de H. bonariensis (24 horas).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019)
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Figura 9: Reta de regressdo obtida da correlagdo entre % mortalidade de A. salina versus a concentra¢do do
extrato etandlico dos caules de H. bonariensis (24 horas).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019)

Figura 10: Reta de regresséo obtida da correlagéo entre % mortalidade de A. salina versus a concentracdo do
extrato etandlico das raizes de H. bonariensis (24 horas).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019)

No presente trabalho, os extratos etandlicos das folhas apresentaram CLso=344,9
ppm, os caules CLso=201 ppm e as raizes CLso =162,9 ppm. Na avalia¢do da toxicidade de
compostos ativos e extratos vegetais para A. salina, um valor de CLsg inferior a 2000ppm,

sdo considerados compostos que apresentam toxicidade (Meyer et al., 1982). Segundo Parra



et al. (2001) e Meyer et al., 1982, os extratos podem ser considerados bioativos, pois
apresentam CLso menor que 1000 pg/mL 1 (SANTOS; DAIVID e DAIVID, 2011).

Dolabela (1997), considera uma CLso<80ppm, altamente tdxicos; entre 80ppm e
250ppm, moderadamente toxico; e CLso>250ppm, com baixa toxicidade ou ndo toxico. Os
resultados mostraram que os extratos etanolicos do caule e raiz H. bonariensis mostraram-se
moderadamente toxicos, pois os valores da CLso ficaram entre 80ppm e 250ppm. No entanto,
os extratos etandlicos das folhas de H. bonariensis apresentaram CLso=344,9ppm , podendo
ser considerado com baixa toxicidade, por a CLso ser um pouco maior que 250ppm.

Com base nos resultados obtidos por Ouvifia et al.,2009 os extratos aquosos e de H.
bonariensis possuem efeito anti-inflamatdrio, o que sustenta seu uso como planta medicinal,
para inibicdo de edemas.

O bioensaio com A. salina é considerado um teste capaz de determinar a atividade de
produtos bioativos e de forma previa a atividade antitumoral, Arcanjo et al., (2012).
Experimentos utilizando A. salina para determinar a toxicidade preliminar de extratos de
Indigofera suffruticosa Mill para toxicidade in vivo em camundongos portadores de
carcinomas de Ehrlich (EC) mostraram que extratos moderadamente toxicos em A. salina,
tem atividade antitumoral significante (SILVA; LIMA, 2008).

4.2.  Allium cepa L

Com relacdo aos experimentos utilizando A. cepa, para a avaliacdo da toxicidade do
extrato a nivel celular, os resultados apresentados na Tabela 2. demonstram os indices
mitotico (IM) obtidos por meio da seguinte equacdo (nimero total de células em mitose +
namero total de células analisadas) x 100. O IM foi pardmetro para a determinacdo do
potencial citotoxico de H. bonariensis nas formas analisadas. Como podemos observar na
tabela os resultados de 1M significativos (p<0,05) foram observados em relagdo ao proprio
controle negativo para a concentragdao de 1000ppm, em folhas, caule e raizes. Enquanto que
na concentracdo de 500ppm a IM foi significativo apenas para o extrato do caule, nas demais

concentragdes ndo houve valor significante.
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Tabela 2 — indices mitdticos observados em tecidos meristematicos de raizes de Allium cepa expostos, por Oh
(controle negativo), 24 e 48h, nas trés concentragcGes dos érgaos vegetais de H. Bonariensis. Para cada
concentracdo foram apresentados 0s valores significativos de 2.

TE/IM

Orgao vegetal de H. Bonariensis Concentragao 1, 24 h 48 h
(Ppm)

1000ppm 18,74 12,3 118"

Folha 500ppm 18,3* 14,00 135"

250ppm 19520 1752 15,32

1000ppm 20,00 143"  128°

Caule 500ppm 18,82 13,3 12,8

250ppm 17,72 165* 14,3

1000ppm 20,02 15,3 13,8°

Raiz 500ppm 20,74 18,8 17,9

250ppm 21,88 19,3 18,42

TE: tempo de exposicéo; IM: indice mitético;Valores seguidos da mesma letra dentro de um mesmo tratamento
ndo diferem significativamente entre si pelo teste %2, ao nivel de 5%. Valores seguidos de asteriscos diferem
significantemente pelo teste % dos seus respectivos controles negativos.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

De acordo com Caritd; Marin-Morales (2008), a exposicdo de tecidos de intensa
proliferacdo celular, como meristemas de raizes de A. cepa, a compostos quimicos que
possuem capacidade de causar instabilidade genética, podem desencadear alteracGes
especificas comprometendo o crescimento e o funcionamento das células, bem como dos
Orgdos atingidos.

A inibicdo na divisdo celular na concentracdo de 500ppm do extrato etanélico do
caule e na concentracdo de 1000ppm do extrato etanolico das folhas, caules e raizes, podem
comprovar segundo Para Herrero et al. (2012), a presenca de compostos que possuem acdo
toxica capazes de comprometer a divisdo celular, ndo permitindo o crescimento e a reposicao
celular do organismo exposto para Gomes et al. (2013); Sales et al. (2016); Moura et al.
(2016) e Carvalho et al. (2016) a inibi¢éo da proliferacdo celular observada neste estudo pode
ser provocada por compostos com atividade citotoxicos, presentes na planta testada.

O sistema teste Allium cepa é um biomarcador excepcional para a triagem inicial de
citotoxicidade em plantas medicinais devido as suas propriedades cinémicas de proliferacdo
por cromossomos grandes que Sdo poucos em numero (2n = 16), e sua confiabilidade e
concordancia com outros testes de toxicidade, ajudando de forma ampla os estudos de
prevencdo de danos a saude humana (BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007;
FACHINETTO et al., 2007; LEME e MARIN-MORALES, 2009).



Neste estudo ndo foram apresentadas alteracdes a nivel cromossémico, o que
corrobora com o estudo de Florinsiah et al., 2013 onde os extratos das partes aéreas e raizes
de H.bonariensis ndo apresentaram efeito mutagénico em ambas as cepas de Salmonella

typhimurium, corroborando com o uso da mesma na medicina popular.
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5. CONCLUSAO

O estudo possibilitou avaliar a toxicidade aguda e citotoxicidade dos extratos
etanolicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis utilizada amplamente pela populacéo
para sanar enfermidades. A analise dos extratos etanolicos das folhas caules e raizes de H.
bonariensis constatou que oS mesmos apresentaram componentes bioativos frente ao
microcrustaceo A. Salina, sendo o caule o mais tdxico.

No entanto, a avaliagdo com sistema teste vegetal A. cepa, mostrou que 0s extratos
etanolicos das folhas, caules e raizes da H. bonariensis podem ser citotoxicos na
concentracdo de 1000 PPM, corroborando com os resultados obtidos em A. salina. Embora
H. bonariensis apresente componentes bioativos, 0 que corrobora com seu consumo, a
presente estudo mostrou que a maior concentracdo testada tem potencial citotoxico.

Logo, os resultados obtidos podem contribuir para o uso seguro dessa planta pela

populacdo e fomenta a realizacdo de novos testes, sendo fonte para outros estudos.
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