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RESUMO

A utilizacdo das plantas medicinais para tratamentos de doengas € uma pratica muito
antiga, sendo encontrada ao longo da historia em todas as populagdes mundiais e em diferentes
grupos étnicos conhecidos. As plantas produzem uma grande variedade de substancias quimicas
que podem apresentar diversas atividades biologicas e constituem um recurso terapéutico
relevante para uma parcela significativa da populacdo mundial que, ndo tem acesso aos
medicamentos industrializados. A Erythrina vetulina Willd é endémica ao semiarido do
Nordeste brasileiro, pertencente a divisdo Magnoliophyta, familia Fabaceae, conhecida
popularmente como mulungu, suind, canivete, corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva,
saranduba, macaranduba, bico-de-passaro dentre outros. Sendo assim, o presente trabalho
objetivou avaliar a toxicidade do extrato etandlico das folhas de E.velutina, em diferentes
concentragdes. Utilizou-se como sistemas testes, os bioensaios Artemia salina, por se tratarem
metodologias de facil acesso e eficiéncia comprovada. No teste de toxicidade aguda com A.
salina foram usadas concentragdes dos extratos de 2000 a 31,5ppm. Obteve-se CL50 > 500ppm,
demostrando que o extrato etandlico das entrecascas de E. velutina apresenta toxicidade
moderada. Ademais, estudos futuros sdo necessarios para identificagdo dos compostos
presentes na planta e avaliar a toxicidade dos isolados, a fim de assegurar o uso racional dessa
planta como medicinal e fonte fitoterépica.

Palavras-chave: Erythrina velutina; Artemia salina; Plantas medicinais; Toxicidade.



ABSTRACT

The use of medicinal plants to treat diseases is a very old practice, being found
throughout history in all world populations and in different known ethnic groups. Plants
produce a wide variety of chemical substances that can have different biological activities and
are a relevant therapeutic resource for a significant portion of the world's population that does
not have access to industrialized medicines. Erythrina vetulina Willd is endemic to the semi-
arid region of Northeastern Brazil, belonging to the Magnoliophyta division, Fabaceae family,
popularly known as mulungu, suind, canivete, corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva,
saranduba, magaranduba, bird's beak among others. Therefore, the present work aimed to
evaluate the toxicity of the ethanolic extract of E.velutina leaves, in different concentrations.
The Artemia salina bioassays were used as test systems, as they are easily accessible
methodologies and have proven efficiency. In the acute toxicity test with A. salina extract
concentrations from 2000 to 31.5ppm were used. An LC50 > 500ppm was obtained,
demonstrating that the ethanolic extract of E. velutina inner bark has moderate toxicity.
Furthermore, future studies are needed to identify the compounds present in the plant and
evaluate the toxicity of the isolates, in order to ensure the rational use of this plant as a medicinal
and phytotherapeutic source.

Keywords: Erythrina velutina, Artemia salina; Medicinal plants; Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A area do conhecimento que utiliza plantas medicinais para cura das doencas é chamada
fitoterapia e a ciéncia que estuda a relacdo (usos e costumes) dessas plantas com o homem é
chamada de etnobotanica (MEDEIRQS, 2019).

A utilizacdo das plantas medicinais para tratamentos de doencas € uma pratica muito
antiga, sendo encontrada ao longo da historia em todas as popula¢es mundiais e em diferentes
grupos étnicos conhecidos (HOCAYEN et al., 2012), principalmente nos paises em
desenvolvimento e nas regides caracterizadas pela pobreza populacional e pelo dificil acesso
aos recursos basicos de satide publica (SA, 2022).

Majoritariamente, as informac@es acerca das plantas medicinais encontradas e utilizadas
em larga escala s@o transmitidas verbalmente entre as geracdes, geralmente sem informacoes
cientificas complementares (SA, 2022). A partir deste uso popular foram encontrados diversos
medicamentos utilizados na medicina tradicional, constituindo um importante recurso para a
descoberta de novos farmacos (HOCAYEN et al., 2012).

As plantas produzem uma grande variedade de substancias quimicas que podem
apresentar diversas atividades bioldgicas e constituem um recurso terapéutico relevante para
uma parcela significativa da populacdo mundial que, ndo tem acesso aos medicamentos
industrializados (CAMPQOS et al., 2016). Em geral, pertencem a uma das trés principais classes
de moléculas: terpenos, compostos fenolicos e nitrogenados. Esses compostos geralmente estdo
relacionados com a protecdo dos vegetais a estresses bidticos e abidticos além de serem
comercialmente utilizados pelas industrias biofarmacéutica, de corantes e aromas (BORGES;
AMORIM 2020).

As terapias a base de plantas sdo bastante utilizadas para o tratamento de ansiedade, pelo
facil acesso e por terem reduzidos efeitos colaterais (SANTIAGO; DAMACENO; CAVELET
2022 apud ALZOHAIRY, 2016). A Erythrina velutina Willd é conhecida popularmente como
mulungu é usada comumente na medicina popular devido a seus efeitos tranquilizantes. Nesse
sentido, € importante a avaliacdo da toxicidade de materiais vegetais usados como recurso
terapéutico para ansiedade. Testes de toxicidade sdo elaborados com o objetivo de avaliar ou
prever os efeitos toxicos nos sistemas biologicos e dimensionar a toxicidade relativa das

substancias (SA, 2022), objetivando o uso seguro dessas preparacdes vegetais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade aguda do extrato etanolico da casca da Erythrina velutina por meio

do bioensaio com Artemia Salina.
2.2 Objetivos Especificos

e Preparar o extrato etanolico da entrecasca da Erythrina velutina;
e Determinar o rendimento do extrato bruto;

e Auvaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico da entrecasca, a CL50 (concentracao

letal que mata 50%) através do bioensaio com Artemia salina.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Ansiedade

A ansiedade ¢ definida como “uma sensacdo desconfortavel de nervosismo ou
preocupacdo com algo que esta a acontecer ou que pode vir a acontecer no futuro”. Este
sentimento vago, desconfortavel e de apreensdo, é reconhecido como patoldgico quando é
exagerado e/ou desproporcional relativamente a um estimulo, quando nédo € observado como
norma de uma determinada faixa etaria ou quando o sentimento continuo de preocupacéo
dificulta a vida quotidiana, estando na base de um estado de mal-estar intenso de um individuo
(GUEDES, 2020).

O Brasil é o pais com a maior taxa de pessoas com transtornos de ansiedade no mundo,
com uma prevaléncia de cerca de 10 a 20% na populacdo em geral, frequentemente associados
com sintomas como medo e mal-estar, fadiga, inquietacdo, palpitacdes, dentre outros. A
etiologia dos transtornos ansiosos é complexa e individualizada, envolvendo fatores genéticos,
hereditarios, ambientais, psicolégicos, sociais e biologicos, (SILVA; NETO, 2020). Pacientes
com sinais de ansiedade podem ser identificados pelo seu comportamento e pela avaliacdo e
reconhecimento de alguns sinais fisicos, como dilatacdo das pupilas, palidez da pele,
transpiracdo excessiva, sensacdo de formigamento das extremidades e, inclusive, aumento da
pressdo arterial (GOES et al., 2020).

O tratamento clinico da ansiedade requer realizar psicodiagnéstico e anamnese
psiquiatrica visando conhecer em profundidade a origem dos sintomas, 0s contextos e as
experiéncias vividas durante o ciclo vital (conforme a idade da pessoa atendida), os significados
dos sintomas; os afetos a eles relacionados. Assim, o conhecimento que os profissionais de
saude: Psicéloga, Psiquiatra, Assistente Social, Enfermeira, Terapeuta Ocupacional obtém,
permite realizar diagndstico diferencial e o refinamento da compreensdo da condicdo
existencial da ansiedade (PIMENTEL, 2022).

O tratamento farmacol6gico com eficacia demonstrada sdo as benzodiazepinas, 0s
antidepressivos triciclicos e os inibidores da recaptacdo da serotonina. Nas fobias especificas,
estes tratamentos séo de utilidade reduzida, enquanto que nas perturbagdes ansiosas mais
graves, como a perturbacdo de ansiedade social, a perturbacdo de panico ou a perturbacéo
obsessivo compulsiva, sdo particularmente eficazes, principalmente nas fases agudas ou quando
existe comorbilidade com as perturbacdes do humor (BAPTISTA; CARVALHO; LORY,
2005).
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Uma alternativa ao tratamento convencional da ansiedade pela populacéo é a utilizacéo
de plantas medicinais, podemos citar: Plectranthus barbatus (boldo); Matricaria chamomilla
(camomila); Melissa officinalis (erva cidreira); Cymbopogon citratus (capim santo); Hypericum
perforatum (erva de Séo Jodo) e Allium sativum (alho) (ALMEIDA; ALVES; AMARAL,
2012). Existe também fitoterpicos com essa finalidade, com efeitos adversos minimos e
relativa seguranca de uso: Matricaria recutita, Passiflora incarnata, Valeriana officinalis,
Melissa officinalis e Erythrina mulungu e os com eficacia comprovada como Piper methysticum
e Hypericum perforatum (SOUZA et al., 2018).

3.2 A espécie Erithyna velutina Willd
3.2.1 Aspectos boténicos

A Erythrina vetulina Willd € endémica ao semiarido do Nordeste brasileiro (RIBEIRO
et al., 2006). A Erythrina velutina pertence a divisdo Magnoliophyta, classe Dicotyledoneae,
sub-classe Rosideae, ordem Fabales, familia Fabaceae, sub-familia faboideae, género
Erythrina, espécie Erythrina velutina Willdenow, sendo conhecida popularmente como
mulungu, suind, canivete, corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva, saranduba, macaranduba,
bico-de-passaro dentre outros (DOS SANTOS et al., 2013)

Mulungu é uma espécie arborea (Figura 1a) acuelada ou espinhenta, de comportamento
deciduo de mudanca foliar, tronco tortuoso, ramificacdo dicotbmica, a casca mede até 25 mm
de espessura, folhas trifoliadas (Figura 1e). Atingem dimensdes proximas a 15 m de altura e 80
cm de didmetro, tronco tortuoso, folhas trifoliadas, ramificacdo dicotbmica, a casca mede até
25 mm de espessura (CARVALHO, 2008).

Segundo Silva et al.(2008) a semente (Figura 1b) da E.velutina é estenospérmica, com
comprimento médio de 12,54 mm, largura média de 8,15mm, espessura média de 7,66 mm;
possuem formato alongado, reniforme, apice arredondado e base arredondado-truncado; bordo
ventral concavo, na porgdo mediana o hilo oblongo, levemente afundado, obscurecida por uma
camada de tecido cortical esbranquicado, com cerca de 4,54 mm de comprimento por 2,10 mm
de largura, e no centro ha uma estreita fenda hilar longitudinal de cor castanho-amarronzada.

Os frutos (Figura 1c) possuem comprimento médio de 78,76 mm, com predominancia
de frutos com comprimento entre 60 a 79 mm; largura media de 13,42 mm e predominancia de
12-14 mm; espessura média de 9,82 mm. Os frutos sdo do tipo legume estipulado, glabro,
polispérmico, de coloragdo marrom escura, com sementes vermelhas ou alaranjadas, duras,

vernicosas, com macula preta, variando de 1-4 por fruto. (SILVA et al., 2008).
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As flores (Figura 1d) sdo vermelho-coral, grandes, dispostas em paniculas racemosas
com raque pulverulenta, formadas com a arvore totalmente despida de sua folhagem. A arvore
floresce a partir do final do més de agosto com a planta sem folhas, até dezembro. As flores sdo
polinizadas por passaros, que apresentam presenca de nectarios estruturais posicionados em
diferentes regides da estrutura floral.

A casca de E. velutina (Figura 1f) é muito utilizada na medicina popular como
sudoripara, calmante e no tratamento de verminoses. O decocto das cascas é utilizado para
acelerar a maturacao de abscessos gengivais. Ao decocto das cascas, atribui-se as propriedades
como calmante e sedativo de tosses e bronquites, além de ser empregado no tratamento de
verminoses e hemorroidas (DANTAS, 2022).

Figura 1: Arvore de E. velutina Willd (a), sementes (b), fruto (c), flores(d), folhas (e) e cascas (f).

| (b) 4 (©

Fonte: Autor (2023); Martins (2015); Gilbert (2022).
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3.2.2 Uso medicinal de mulungu para ansiedade

Os ansioliticos atuam no sistema nervoso central, controlando sintomas de ansiedade,
que afetam as emogdes e o comportamento. Contendo acdo sedativa, ansiolitica e
anticonvulsivante. € utilizada nos casos mais leves de ansiedade. Por meio de estudos
farmacologicos empregando-se o extrato da E. velutina foram demonstrados os seus efeitos
periféricos e sobre o sistema nervoso central. (SANTIAGO; DAMACENO; CAVELET 2022).

Raupp et al. (2008), sugeriram que a administragdo cronica do extrato hidroalcodlico da
casca de E. velutina exerce um efeito semelhante ao da ansiedade em modelo de
experimentacao animal (ratos), e pode servir como uma nova fonte de composto bioativo para
o tratamento da ansiedade, embora possa ter um efeito amnésico em doses baixas.

O extrato hidroalcoolico da casca de E. velutina foi testado em modelo experimental de
ansiedade usando o teste do labirinto em cruz elevado. Os resultados mostraram que extrato
exerce efeitos de tipo ansiolitico sobre um subconjunto especifico de comportamentos
defensivos que tém sido associados a perturbacdo generalizada da ansiedade (RIBEIRO et al.,
2006).

Por meio de estudos farmacol6gicos empregando-se E. velutina foi demonstrado os seus
efeitos periféricos e sobre o sistema nervoso central do extrato, evidenciaram que o extrato
aquoso das folhas de E. velutina em baixas doses interferiu em processos mnemaénicos e em
doses maiores agiu como sedativo e blogueador neuromuscular periférico (VIRTUOSO et al.,
2005).

3.3.3 Ensaio de Toxicidade utilizando Artemia salina

A Artemia salina (Figura 2) é uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca,
encontrado em aguas salgadas, ela é utilizada em testes de toxicidade aguda devido a sua
capacidade para formar cistos dormentes, sua praticidade de manuseio e cultivo, por ser um
método rapido e barato, aplicavel como bioindicador em uma avaliagdo toxicoldgica pré-clinica
(BUENO; PIOVEZAN, 2015).

O fato de ser filtrador ndo-seletivo obrigatério torna a A. salina um importante modelo
de estudo para o teste da toxicidade de produtos naturais como, por exemplo, extratos de
plantas. A reproducdo da A. salina, se d& por duas maneiras: oviparidade e ovoviviparidade. A
oviparidade consiste na produgéo de cistos (embrides dormentes) que, quando submetidos ao
ambiente adequado eclodem, dando origem aos nadplios (estagio larval da A. salina), fase na
qual ¢ utilizada nos bioensaios de toxicidade de plantas (SALGUEIRO et al., 2018).
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Foi estabelecido uma relacéo entre o grau de toxicidade e a dose letal média, CL50, de
extratos de plantas sobre microcrustaceos Artemia salina, considerando que quando verificados
valores acima de 1000 pg/mL e ndo havendo morte acima de 50%, estes, sdo considerados
atéxicos (BEDNARCZUK et al., 2010).

Figura 2: O microcrustacio Artemia salina.

Fonte: Autor (2023).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta de material vegetal da Erythrina velutina

Amostras das entrecascas da E. velutina foram obtidas a partir de coleta realizada na
zona rural do municipio de Picos, Piaui, denominado Varzea Grande (Figura 3): latitude de
7°09°07.1”S ¢ 41°29°42.5”W.

Os estudos foram realizados no Laboratdrio de Pesquisa I11, da Universidade Federal do
Piaui, Campus Senador Helvidio Nunes de Barros (UFPI-CSHNB). O material vegetal foi
exposto ao sol logo a apos a sua coleta, durante doze horas, tendo como objetivo a secagem do
material por completo e, posteriormente, foi realizada a preparagdo do extrato etandlico de

mulungu.

Figura 3: Mapa do Piaui destacando o municipio de Picos.

[ ] Piaui
I Picos

Fonte: Autor (2023).

4.2 Preparacéo do extrato

Para a preparacdo do extrato foram usadas 454,389 de entrecasca E. velutina, pesadas
em balanca analitica. O material foi triturado manualmente e submetido a extragdo em 420mi
de solugdo de etanol (95%) por um periodo de sete dias, protegidos da luz e mantido em
temperatura ambiente.



21

Ap0s esse processo, a solucdo resultante foi filtrada (Figura 4a) e evaporada em banho-
maria (Figura 4b), inicialmente, a 100°C, logo que se iniciou a reducdo da solugéo, a
temperatura foi diminuida a 70°, para a obtencéo do extrato final (Figura 4c), que apos esfriar
a temperatura naturalmente, foi posto dentro de um frasco de ambar (Figura 4d) para

armazenamento.

Figura 4: Etapas de prepara¢do do extrato de Erythrina velutina: Filtracdo (a), evaporacéo (b)
e extrato bruto (c e d).

" A,

oy N - .~ .
. A W STy T
~ Dy ~
- :

Fonte: Autor (2023).

4.3 Rendimento total do extrato

O rendimento total do extrato etandlico de E.velutina foi calculado de acordo com a
formula: Re = (Pext/Pentrecascas).

Onde Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (Q);
Pentrecascas = Peso das entrecascas secas (g)
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4.4 Avaliagéo da toxicidade em Artemia salina

O protocolo utilizado no bioensaio de A. salina foi realizado conforme a (Figura 5). Em
um béquer de 100 mL, os cistos de A. salina, foram colocados para eclodir em solucéo a uma
concentracdo de 15g de sal marinho para 1000 mL de agua mineral (pH 7,0). A solucéo foi
homogeneizada e colocada dentro de um aquario. Em seguida, foram incubados 0,3g de cistos
de A. Salina, mantendo a 4gua em agitacdo e aeracdo constante. A incubagdo ocorreu por um
periodo de 48 horas. O aquério foi mantido com uma iluminagéo fluorescente padréo de 60 W,

sendo realizado o controle de temperatura para manter a solucéo entre 25°C e 30°C.

Figura 5: Esquema de preparacéo e realiza¢do do teste de toxicidade frente a Erythrina velutina.
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Fonte: Autor (2023).

4.5 Analise dos dados

O resultado de toxicidade frente a E. velutina foi analisado determinando a porcentagem
média de mortalidade em cada uma das concentracGes e atraves de regressdo linear, foi

calculado a CLso (concentracéo letal capaz de provocar a mortalidade de 50% dos néuplius)

utilizando o programa Microsoft Office Excel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do extrato etandlico das entrecascas de E. velutina foi de 0,0053%, bem
baixo. Diversos fatores sdo capazes de influenciar o rendimento dos extratos vegetais, tais como
0 método extrativo, temperatura utilizada, tempo de extragdo e, principalmente, a selecdo do
solvente, sendo que sua polaridade e solubilidade influenciam diretamente sobre o rendimento
dos mesmos (MALLMAN et al., 2021).

A partir do bioensaio com o microcrustdceo A. salina, os resultados de toxicidade
obtidos mostram uma correlagdo positiva entre concentracdo do extrato versus mortalidade de
nauplios de A. salina, ou seja, quanto maior a concentracdo maior a mortalidade (Tabela 1).

O extrato etandlico das entrecascas de E. velutina apresentou mortalidade de 100% na
concentracdo de 2000ppm; 56,6% na concentracdo de 1000ppm; 50% na concentracdo de
500ppm; 40% na concentracdo de 250ppm; 3,3% nas concentracOes de 125ppm e 62,5ppm e
mortalidade de 0% na concentracdo de 31,5ppm (Tabela 1). O controle, feito com DMSO a 5%

ndo apresentou mortalidade.

Tabela 1: Concentragdo do extrato versus mortalidade de nauplios de A.salina.

% Mortalidade de Extrato da Entrecasca

Concentracao(ppm) N° mortos % mortos
2000 10 100%
1000 5,6 56,60%
500 5 50%
250 4 40%
125 1 10%
62,5 1 10%
31,25 0 0%

Fonte: Autor (2023).
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A figura 6 apresenta a reta de regresséo linear obtida por meio da correlagdo entre a

concentracdo do extrato etandlico da entrecasca de E. velutina e o percentual de letalidade de

A. salina.

Figura 6: Reta de regressdo obtida da correlacdo entre % mortalidade de A. salina versus a

concentragdo do extrato etandlico da entrecasca de Erythrina velutina.
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Fonte: Autor (2023).
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Uma reta de regressao linear foi gerada e, a partir da equacdo da reta (y=ax+b) foi

possivel determinar a CLso (concentracdo letal capaz de provocar a mortalidade de 50% dos

nauplios). O extrato etanolico da entrecasca de mulungu apresentou CLsg = 523,2 ppm (Tabela

2).

Tabela 2: Concentragdo letal (CLso) a partir da reta de regressdo (% mortalidade de A. salina versus a

concentragdo) do extrato etandlico da entrecasca de Erythrina velutina.

Reta de regresséo

CLso

Eritrina velutina y=0,0336x + 30,152

523,2 ppm

Fonte: Autor (2023).

Meyer et al. (1982) demonstraram que um composto com valor de CLso < 1000 pg.L

apresenta toxicidade para o microcrustaceo Artemia salina, e se apresentar CLso > 1000 pg.L*

é considerado atdxico. Para Amarante et al. (2011) os compostos podem ser classificados em

baixa toxicidade quando a CL5¢ > 500 pg.L*, moderada para 100 < CLso < 500 pg.L™? e muito

toxico quando CLso < 100 pg.L ™.
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De acordo com os parametros citados acima, o extrato etanodlico da entrecasca de E.
velutina apresentou toxicidade moderada (CLso = 523,2 ppm) frente ao ensaio de A. salina.
Resultados semelhante de toxicidade moderada foi encontrada por Tavares e Siqueira (2021)
quando estudaram o extrato hidroalcéolico da inflorescéncia de mulungu, obtendo toxicidade
moderada (DLso =1,37 g kg?). Resultados corroborados por Parra et al. (2001), que
demonstraram uma correlacdo entre os resultados de toxicidade in vivo (DLso) com animais de
experimentacdo e in vitro (CLso) com bioensaio em A. salina, mostrando ser um modelo
alternativo para predizer a toxicidade oral aguda.

Alguns estudos mostram n&o haver toxicidade de extrato aquoso das cascas e de folhas.
Dantas (2022) ao avaliar a toxicidade aguda oral do cha das cascas de E. velutina constatou que
ndo foi observado nenhum sinal de intoxicacdo nem comportamental nem nas necropsias,
indicando ndo haver toxicidade ao cha das cascas de E. velutina. Ademais, o estudo demostrou
que o cha, em todas as concentracdes, apresentou atividade depressora no SNC, nas condicGes
testadas e alteram a adaptabilidade a atividade motora, indicando que os tratamentos testados
apresentam propriedades miorrelaxantes.

Craveiro et al. (2008) afirma que o extrato aquoso de folhas de E. velutina € atdxico por
via oral em ratos, uma vez que, ndo foram observados mortalidade ou sintomas adversos apds
a administracdo da dose limite de 5 g/ kg. O uso agudo da infusdo de folhas de E. velutina pela
medicina popular pode ser considerado seguro, além de ndo representar risco a sobrevivéncia
da planta, que somado ao fato de que seus efeitos farmacoldgicos ja vém sendo comprovados

torna a E. velutina uma excelente candidata para o desenvolvimento de um futuro fitoterapico.



26

6 CONCLUSAO

O extrato etandlico da E. velutina mostrou-se com moderada toxicidade, sendo
necessario estudos em relacdo a dose-resposta, uma vez que 0 mulungu é usado popularmente
para problemas de ansiedade. Ademais, 0 bioensaio com Artemia salina se mostrou um método
de analise de toxicidade eficaz.

Estudos futuros sdo necessarios para identificar os compostos presentes na planta e
avaliar a toxicidade dos isolados, a fim de assegurar o uso racional dessa planta como medicinal

e fonte fitoterapica.
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