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RESUMO

Introducao: Este trabalho avaliou a toxicidade do extrato bruto hidroalcodlico de Luffa operculata, para tanto foram executados
ensaios de toxicidade in vitro com Allium cepa e Artemia salina.

Objetivo: A espécie foi estudada por ser uma importante planta medicinal para os nordestinos no tratamento de problemas
respiratérios e devido a caréncia de literatura com essa abordagem; dessa forma o objetivo desse trabalho é estabelecer limites
toxicoldgicos para esta planta utilizando metodologias de quantificacdo toxicoldgica in vitro.

Métodos: O extrato foi preparado por meio de decoccao hidroalcoolica seguido de rotaevaporacdo, da avaliacdo da toxicidade
frente a viabilidade de nauplios de Artemia salina e do crescimento de meristemas de Allium cepa.

Resultados: Os resultados mostraram que a concentracao letal 50% (CL,) foi: 25,22 e 4,63 pg/mL para 24 e 48 horas
respectivamente, para a metodologia de Artemia salina e a inibicdo do crescimento meristematico de Allium cepa foi significante
a partir de 500 pg/mL.

Conclusao: Estes resultados constatam as hipdteses da alta toxicidade dos compostos da Luffa operculata, além de seu possivel
potencial citotoxico com concentracdes acima de 500 pg/mL estabelecendo um perfil toxicolégico para mais estudos detalhados
da toxicologia desta espécie.

Palavras-chave: Cucurbitaceae. Plantas medicinais.Toxicologia.

ABSTRACT

Introduction: This study evaluates the toxicity of the crude hydroalcoholic extract of Luffa operculata for both in vitro toxicity
tests: Allium cepa and Artemia salina. The species in question was studied because it is an important medicinal plant for the
Northeastern. Besides that, this specie is utilized in the treatment of respiratory problems and there is a shortage of literature
on the toxicological safety of this species.

Obijective: Therefore, the objective of this work is to establish toxicological limits for this plant using in vitro toxicological
quantification methodologies.

Methods: The extract was prepared by means of hydroalcoholic decoction followed by rotavaporation, toxicity evaluation
against the viability of Artemia salina nauplii and growth of Allium cepa meristem.
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Results: The results showed that the LC, was: 25.22 and 4.63 pg /mL for 24 and 48 hours, respectively for the Artemia saline
methodology. The inhibition of the meristematic growth of Allium cepa was significant from 500 pg / mL.

Conclusion: These results confirm the hypothesis of the high toxicity of Luffa operculata compounds, in addition to their
potential cytotoxic with concentrations above 500 pg / mL, establishing a toxicological profile for further detailed studies of the
toxicology of this species.

Keywords: Cucurbitaceae. Medicinal Plants. Toxicology.

RESUMEN

Introduccion: Este trabajo evallo la toxicidad del extracto bruto hidroalcohélico de Luffa operculata. Para eso, fueron realizados
experimentos de toxicidad in vitro con Allium cepa y Artemia salina. Objetivo: La especie fue estudiada por ser una planta
medicinal importante para la poblacion nordestina de Brasil en el tratamiento de problemas respiratorios y por causa de la falta
de literaria sobre este tema. De esta manera, el objetivo de este trabajo experimental es establecer limites toxicolégicos para esa
planta utilizando metodologias de cuantificacion toxicoldgicas in vitro.

Métodos: El extracto fue preparado a través de decoccion hidroalcohdlica, seguido de rotaevaporacion, la evaluacion de la
toxicidad frente a la viabilidad de nduplios de Artemia salina y crecimiento de meristemas de Allium cepa.

Resultado: Los resultados mostraron que la concentracion letal 50% (CL50) fue: 25,22 y 4,63 ug/mL para 24 y 48 horas
respectivamente, para la metodologia de Artemia salina y la inhibicion del crecimiento meristematico de Allium cepa fue
significante a partir de 500ug/mL.

Conclusion: Esos resultados constatan las hipétesis de la alta toxicidad de los compuestos de la Luffa operculata, ademés de un
posible potencial citotdxico con concentraciones mayor que 500ug/ml, estableciendo un perfil toxicolégico para mas estudios
detallados de la toxicologia de esta especie.

Palabras clave: Cucurbitaceae. Plantas Medicinales. Toxicologia.

INTRODUCAO

O uso de plantas na terapéutica é tdo antigo quanto a propria espécie humana. Luffa operculata Cogn. é uma angiosperma
nativa da América do Sul, em especial do Brasil, e trata-se de uma dicotiledénea que pertence a familia Cucurbitaceae, a qual
é conhecida popularmente como buchinha, cabacinha, purga-de-jalapa, purga-dos-paulistas e etc”. Esta planta vem sendo
empregada na medicina popular tradicional, especialmente para transtornos do trato respiratério superior como sinusite, rinite e
até como descongestionante nasal®?. O fruto seco da Luffa operculata é vastamente utilizado como fitoterapico, apresentando
diversas indicagdes, formulacoes e apresentacdes. Compostos a base desta planta sao geralmente encontrados em mercados,
farmacias de manipulacao, bancas de ambulantes e vendedores de ervas medicinais nas mais diversas regidées do Brasil, € muito
difundido no interior do pais com o preparado conhecido como “garrafada”, um extrato aquoso da planta em conjunto com
outras ervas, utilizada como abortiva e purgativa, demonstrando sua agdo como poderoso irritante de mucosas®.

Dentro da realidade de utilizacdo de produtos naturais, é importante salientar que fitoterapicos podem provocar reacoes
adversas, sendo que essas reacoes podem ocorrer por acao direta de seus proprios constituintes, devido a interacbes com
outros medicamentos ou alimentos, ou até mesmo reacdes adversas causadas por caracteristicas do paciente (idade, condi¢des
fisiolégicas, fator genético, entre outros)®.

Dentro do contexto no qual se busca verificar o potencial toxicolégico de plantas medicinais com diversos métodos
confidveis e economicamente acessiveis, se mostram promissores para ensaios toxicolégicos preliminares que permitem
quantificar uma relacdo quantitativa do composto e sua toxicidade, informacdo essa que pode contribuir para o estudo de
toxicidade de plantas medicinais®.
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Muitos laboratérios de Produtos Naturais tém inserido dentro de suas rotinas de diversos ensaios bioldgicos simples como
a metodologia de toxicidade quantitativa com a utilizagdo do crustaceo Artemia salina L., que é proposto como um bioensaio
relativamente simples para avaliar atividades farmacolégicas e toxicoldgicas de produtos naturais. Através desse método é
possivel determinar a concentracéo letal 50% (CL, ) de substancias e extratos de origem vegetal ou animal em um meio salino.
O principio do teste é a manifestacao de toxicidade de componentes ativos, fracbes ou extrato de produtos naturais frente ao
organismo marinho Artemia salina através da sua morte ou imobilizacdo permanente no qual esse simples organismo pode
ser usado como um monitor conveniente para a toxicidade de produtos, além de ser um método rapido, seguro e acessivel®.

A Artemia salina é considerada uma espécie de micro crustaceo bivalve de dgua salgada que geralmente é utilizada como
alimento vivo para peixes, 0s quais seus cistos sdo facilimente adquiridos em lojas aquaristas. Na literatura diversos trabalhos se
propdem a correlacionar os pardmetros de toxicidade em Artemia salina com atividades farmacoldgicas, tais como antifungica,
viruscida e antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida, entre outras.®®

Para analise citotoxica preliminar in vitro de compostos bioldgicos, o teste com Allium cepa é uma abordagem com grande
potencial, pois o uso de raizes de Allium cepa possibilita avaliar variacoes de pH e a presenca de residuos metalicos como chumbo,
niquel cromo, zinco, cobre e cddmio, permitindo avaliagdo répida e segura do ponto de vista de confiabilidade, revelando o efeito
danoso das substancias DNA em que culmina a cinética de divisao celular*®. Além disso, uma série de estudos corroboram com a
utilizacao do teste de Allium cepa como um ensaio importante na avaliacdo de extratos e infusdes de plantas medicinais’-®.

O objetivo deste estudo é quantificar a toxicidade do extrato hidroalcodlico (EHA) da poupa do fruto seco de Luffa operculata
frente a exposicao a nauplios de Artemia salina e a avaliacao frente a inibicdo do crescimento meristemético de Allium cepa.

METODOLOGIA

Obtencao do material vegetal

O fruto (baga) seco da Luffa operculatta foi coletado no interior da cidade de Joselandia, que se localiza no seguinte ponto
de coordenadas: 04°58" Sul e 44°42" Qeste, parte do estado do Maranhao — Brasil, situando-se a 60 m acima do nivel do mar.
A coleta dos frutos parcialmente secos foi realizada entre 9h e 11h da manha, e posteriormente, foram secos a sombra por
3 dias. Uma amostra da espécie foi coletada para a confeccao da exsicata e identificacdo da espécie, que posteriormente foi
depositada no Herbario Graziela Barroso da Universidade Federal do Piauf — UFPI, recebendo o nimero de registro TEPB30.939
(Luffa operculata Cogn.).

Preparacao dos Extratos

As bagas secas foram cortadas para a remocdo das sementes e processadas por moinho de facas até atingir um nivel de
fragmentos peguenos o suficiente para a extracdo. O material utilizado para extragdo (porcao de 50 gramas) foi levado ao Laboratorio
Interdisciplinar da Universidade Federal do Piauf — UFPI, vinculado ao curso de Farmécia. Foi pesado em balanca semianalitica 50g da
popa do fruto seco sem as sementes. O material foi colocado em béquer e submetido a decocgdo em uma solugdo hidroalcoodlica
a 70% (400 ml de Alcool etilico Absoluto (Vetec Q. F) e 170 ml de dgua destilada) por um periodo de 10 minutos, apés atingir a
ebulicdo em temperatura de 75 £5 graus Celsius. Apds isso, submeteu-se o material a filtracdo e o filtrado foi depositado no baldo do
rotaevaporador previamente pesado (274,46 g). O processo de secagem a vacuo no rotaevaporador (50 °C e pressao negativa de -700
mmHg = -100 mmHg e 50 rpm) durou cerca de 4h30min. Em sequéncia, pesou-se o baldo contendo o extrato seco apos resfriamento
a temperatura ambiente, conferindo 281,22 g, e, consequentemente, 6,76 g do extrato (13,52% de rendimento do processo).
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Avaliacao da toxicidade aguda frente a nauplios Artemia salina

Para o experimento foram utilizados cistos de Artemia salina que foram adquiridos em loja especializada em produtos para
aquario e levados ao Laboratério Interdisciplinar | do Centro de Ensino Tecnoldgico de Teresina. Para obtencdo das condigdes
desejadas a eclosdo dos cistos de Artemia salina, a d4gua do mar artificial foi preparada com seguintes componentes: dgua
mineral natural, bicarbonato de sédio (Dindmica Q.C.) (5 g/L) e cloreto de sédio (Dinamica Q.C.) (30 g/L).

A solucdo de 4gua do mar artificial foi previamente aerada durante 30 minutos e entdo realizada a incubacdo de 100 mg
de cistos de Artemia salina por 48 horas em béquer, onde durante esse periodo os cistos foram mantidos em iluminagdo de 10
W (lampada de led), sendo realizado o controle de temperatura para manter a variagdo maxima entre 25 a 30 °C.

O bioensaio de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado segundo a metodologia proposta por Meyer® com algumas
adaptagoes, as quais os nauplios foram transferidos em quantidade de 10 individuos para cada tubo de ensaio, sendo o volume
completado para 4,9 mL da solugéo salina previamente preparada (dgua do mar artificial) e posteriormente adicionado 100 pl do
extrato hidroalcoolico seco (EHA) diluido em solucdo de dimetilsulfoxido (Synth Q.F.) a 25% (DMSO) em diferentes concentragdes
(1,25; 2,5; 5; 12,5; 25; 50 e 100 mg/mL) para cada tubo, de forma que cada um ficasse com as respectivas concentragdes (25;
50; 100; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL). Todas as concentragdes foram realizadas em triplicatas. Para o controle negativo foi
utilizado apenas a solucao salina + DMSO, e foi aproveitado o mesmo esquema de diluicdo de concentracdes, o dicromato de
potassio (K,Cr,0,) (Synth Q.F) foi utilizado como padréo de avaliacdo de toxicidade.

Os nduplios de Artemia salina ficaram sob exposicao por 24 e 48 horas sob iluminacéo artificial (10 W). Decorrido esse
periodo de contato, os sobreviventes foram contados com o auxilio de lupas, na andlise foram consideradas larvas mortas todas
que nao apresentavam qualquer movimento ativo em cerca de dez segundos de observagao.

Figura 1. Esquematizacdo da metodologia de avaliacao toxicoldgica com nduplios de Artemia salina

Separagdo de 10 Eclos3o dos cistos Preparac3o da Agua
Nauplios por tubo Cin 8 horas do Mar artificial
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( Triplicata)
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Legenda: *' Foram executados dois ensaios independentes com as mesmas concentracoes para os respectivos: Extrato Bruto Hidroalcodlico
(EBHA) de Luffa operculata e para o Dicromato de potassio . *2 O controle negativo utilizado foi a agua do mar sintética + DMSO.
Fonte: Elaborado pelo autor lan Jhemes Oliveira Sousa (2017).
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Avaliacao da inibicao do crescimento de meristemas de Allium cepa L.

A metodologia utilizada no teste de Allium cepa recorre-se ao protocolo sugerido primeiramente por Fiskesjo'?, com
modificacdes por Sturbelle™. Os tratamentos foram realizados utilizando uma quantidade total de cinco bulbos de Allium
cepa (quintuplicata) para cada concentracdo da substancia a ser testada, os quais foram selecionados e padronizados por
lavagem em 4gua corrente por cerca de 30 minutos. As raizes foram cultivadas em condicdes controladas de temperatura (25
+ 5°C) em recipientes inertes contendo os extratos nas concentragoes (25; 50; 100; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL) diluidos
em &gua mineral, ficando incubados durante 72 horas com reposicdo de solugao a cada intervalo de 12 horas. Para controle
negativo utilizou-se 4gua mineral, o paracetamol (Biosintética Farm.) 1,0 mg/mL foi utilizado como controle positivo. A avaliacao
consistiu em medicdo e comparacdo estatisticas de crescimento das raizes dos grupos de bulbos cultivados em contato com as
concentracdes do EBHA de Luffa operculata.

Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados por meio da analise de “Sigmoidal Dose-Resposta” (Artemia salina) e Andlise de Variancia
(ANOVA) seguido por teste multiparamétrico de Tukey (Allium cepa) utilizando o software Graphpad Prism 5.0 (Intuitive Software
for Science, San Diego, C.A.) considerando p <0,05.

RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da analise da toxicidade da Luffa operculata frente a nduplios de Artemia salina estao
dispostos nas Figuras 2 e 3 respectivamente, para as analises do comportamento dos nauplios frente a exposicdo em 24 e 48
horas ao EBHA de Luffa operculata.

Figura 2. Relacdo de viabilidade dos nauplios frente as concentracoes seriadas de Luffa operculata e de Dicromato de potassio por 24 horas

Toxicidade aguda do extrato de L. operculata em 24 horas versus Dicromato de
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Legenda: Os resultados estdo expressos como Média+ Erro Padrao Médio e dgua do mar sintética + DMSO foram utilizados como Controle

Negativo (CN). Fonte: Elaborado pelo autor lan Jhemes Oliveira Sousa (2017).
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A comparacéo da toxicidade do Extrato Bruto Hidroalcoolico de Luffa operculata frente ao dicromato de potassio mostrou
que hd um aumento na concentracdo dose-dependente havendo, que chega ao platd (100% de letalidade) a partir de 100 pg/
mL, no qual até a concentragdo de 50 pg/mL o EBHA apresenta-se levemente menos toxico que dicromato de potéssio, onde
acima disso a toxicidade de ambos torna-se similar.

Figura 3. Viabilidade dos nauplios frente as concentracoes seriadas de Luffa operculata e de Dicromato de potassio por 48 horas

Toxicidade aguda do extrato de L. operculata em 48 horas versus Dicromato de
potassio
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Legenda: Os resultados estao expressos como Média+ Erro Padrao Médio e 4gua do mar sintética + DMSO foram utilizados como Controle

Negativo (CN). Fonte: Elaborado pelo autor lan Jhemes Oliveira Sousa (2017).

Os resultados obtidos na avaliacdo da viabilidade dos nauplios de Artemia salina para 48 horas mostram que em exposicao
prolongada até mesmo as concentracdes mais baixas da ordem de 25 pg/mL sdo altamente tdxicas aos nauplios, representando
gue até mesmo em concentracdes muito baixas (25 partes por milhdo) o extrato mostra-se com elevada toxicidade.

Para uma observacdo melhor da avaliacdo da toxicidade frente a Artemia salina, os resultados foram avaliados por meio
de uma andlise estatistica de regressao linear para obter os valores de CL,,, para assim melhor definir os limites toxicolégicos
do extrato desta espécie.

Tabela 1. Calculos estatisticos da “Sigmoidal dose-resposta” realizados para o célculo da CL,,

PARAMETRO 24 Horas 48 Horas
EC,, 25,22 pg/mL 4,63 pg/mL

1.C. EC,,(p<0,05) 22,74 — 27,97 pg/mL 0,73 = 29,35 pg/mL
Linearidade (R) 0,975 0,954

Legenda: (I.C.) Intervalo de Confianca, considerando um nivel de confianca de 95%.
Fonte: Elaborado pelo autor lan Jhemes Oliveira Sousa (2017).
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Os resultados obtidos a partir da anélise da Luffa operculata frente a meristemas de Allium cepa estao dispostos na Figura
que representa a avaliacao da exposicdo dos meristemas em crescimento as concentragdes de extrato hidroalcodlico (EBHA) de
Luffa operculata durante 72 horas .

Figura 4. Média de crescimento das raizes de Allium cepa dos grupos testados (n=5)
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Legenda: Os resultados estdo expressos como a média + erro padrao da média (E.PM.) e 5 ensaios independentes (quintuplicata) e
significancias™ calculadas para p<0,05%.
Fonte: Elaborado pelo autor lan Jhemes Oliveira Sousa (2017).

A avaliacdo empregando os bulbos de Allium cepa visualmente mostra uma inibicdo do crescimento das raizes na
forma concentracdo dependente, mas a comparacgdo estatistica com o controle negativo através do teste de Tukey para um
p<0,05 aponta que a inibicdo do crescimento meristemético obteve significancia inicial para a concentracao de 500 pyg/mL que
gerou reducao de 64,8% x22,56, e as respectivas inibicoes de 92,69% +5,22 para 1000 pg/mL e de 100,00%=+0,01 para a
concentragao de 2000 pg/mL considerando um p<0,05.

DISCUSSAO

A primeira publicacdo a utilizar o teste de Artemia salina é datada de 1956, desde entdo, numerosos artigos utilizam essa
abordagem para a avaliacdo de limites toxicolégicos de diversas substancias, principalmente extratos de plantas?.

A avaliacdo de extratos, fracdes e até mesmo constituintes isolados de plantas sao frequentemente avaliadas contra o
crustaceo Artemia salina, visto que esse teste é simples, rapido e de baixo custo. As substancias testadas, quando tem uma CL,
abaixo de 1000 pg/mL sdo consideradas téxicas!™. Diversos ensaios de analise toxicoldgica tém sido ferramenta para analise
de diferentes substancias em Artemia sp'¥, como por exemplo, avaliacoes de toxicidade de lixiviados de aterros sanitarios!'”;
pesticidas organofosforados e carbamatos®'?; antibioticos!™, entre outros.
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Os estudos de determinacdo da CL,, em Artemia mostram forte correlacdo com valores encontrados em camundongos
Swiss, 0 que mostra que esse bioensaio proporciona grandes vantagens na avaliacdo de toxicidade de derivados de plantas,
pois proporcionam informacdes Uteis no prosseguimento de estudos toxicolégicos mais avancados, entdo podendo ser
utilizado como ensaio preliminar de quimicos téxicos em mamiferos para determinar a janela de acao téxica'®20,

Os resultados encontrados para o extrato hidroalcodlico de Luffa operculata mostram que esta espécie apresenta
metabolitos secundarios de alta toxicidade, a qual é mostrada no teste que a toxicidade frente ao modelo utilizado que se
pronuncia a partir da concentragdo mais baixa testada, na faixa de 25 partes por milhdo (ppm) ou microgramas por mililitro
(Mg/mL) e havendo uma relagao tardia dessa toxicidade visto que em 48 horas de incubacdo a mortalidade dos nduplios
subiu de uma média de 50+10% para 90%. Esses resultados anuem com outros dados da literatura que ressaltaram que a
Luffa operculata apresenta toxicidade com concentracdes baixas quando avaliado frente a morfologia do epitélio mucociliar
no palato isolado de ra.@?

A toxicidade do extrato teve inicio determinado em valores bem baixos, na qual a partir da observacdo dos dados
constata-se que a Cl situa-se em um intervalo entre a faixa logaritimica de 5-50 ug/mL e ap6s a determinacéo pela analise
de regressdo através do Gaph Pad Prism determinou-se que a CL,, é aproximadamente 25,22 pg/mL, para o intervalo de
24 horas, o que representa um valor bastante baixo quando comparado com os limites estabelecidos pela literatura, a
qual se estabelece que os valores de CL,, menores que 100 pg/ml apresentam alta toxicidade, CL,; entre 100 e 500 pg/ml
apresentam toxicidade moderada, CL, entre de 500 e 1000 pg/mL apresentam fraca toxicidade e CL, acima de 1000 ug/mL
sdo considerados sem toxicidade®?'??, dessa forma, a Luffa operculata mostra uma alta toxicidade visto que sua CL,,é um
quarto do valor estabelecido como inicio do intervalo de alta toxicidade, sendo <100 pg/mL.

Na andlise estatistica que permitiu a quantificacdo da CL,,em Artemia salina, especialmente em 24 horas (o0 qual
consiste no tempo de observacdo padronizado nos estudos internacionais), foi obtido uma boa linearidade metodoldgica,
visto que, quanto mais se aproximar de 1, mais precisao o teste tem em relacdo a dependéncia entre concentracéo e a
resposta. Nesse panorama, existe também uma relacdo entre a CL,; tedrica e o intervalo de CL,, considerando um p<0,05,
esse intervalo significa que existem 95% de chances da “real” CL, estar situada entre esse intervalo, que para 24 horas,
foi de 22,74 a 27,97 pg/mL, mostrando uma pequena faixa de erro padréo entre a CL,, obtida e os limites teorizados pela
"Sigmoidal Dose-Response”.

O método de avaliacdo de parametros toxicolégicos por meio do teste de Allium cepa é reconhecido pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica (IPCS,0MS) e Programa Ambiental das Nagdes Unidas (UNEP), podendo oferecer
resultados confidveis e reprodutiveis®® o que fornece uma maior confiabilidade para as mensuragdes realizadas por essa
metodologia.

Nos resultados obtidos através da metodologia utilizando Allium cepa, as trés maiores concentracdes foram
estatisticamente significativas em comparagdo ao controle negativo e mostrando-se estatisticamente semelhantes ao controle
positivo, que usa concentracdes 1000 pg/mL de paracetamol (1 mg/mL) que tem acdo citotdxica/clastogénica bastante
evidenciada em meristemas de Allium cepa, acao essa que é atrelada aos metabolitos toxicos da oxidacao do paracetamol,
visto que a cebola é rica em oxidases®.

Dessa forma, postula-se que os compostos de Luffa operculata apresentam citotoxicidade com concentracoes maiores
que 500 pg/mL, pois a inibicdo do crescimento das raizes deste vegetal se da pela proliferacdo continua e acelerada das
células meristematicas de sua raiz e uma diminuicdo no crescimento das mesmas pode ser atrelada quase que unicamente
a diminuicdo desta proliferacao celular, a qual pode-se atrelar a efeitos adversos causados aos cromossomos, danos ao
magquinario de replicacao, transcricdo, sintese proteica ou citocinese!2%,
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CONCLUSAO

Portanto, constata-se a alta toxicidade dos compostos de Luffa operculata, com determinacéo de CL,, de aproximadamente
25,22 pg/mL e com possivel potencial citotéxico com concentragcdes acima de 500 pg/mL, estabelecendo premissas para
mais estudos citogenéticos a nivel celular para quantificar a agdo genotodxica e mutagénica dessa planta que é tanto utilizada
indiscriminadamente pela populagao.
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