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RESUMO

Desde os primordios da medicina o homem tem utilizado produtos naturais para o
tratamento de doencgas. Atualmente tem havido maior interesse no estudo com plantas de uso
popular, em varias partes do mundo, visando a suas caracteristicas terapéuticas. Nesse
contexto, a espécie Centrolobium tomentosum, Fabaceae, conhecida popularmente como
Arariba ou Araruva, tem sido empregada na medicina popular brasileira como adstringente,
para o tratamento de feridas e contus@es, devido a grande quantidade de taninos presentes na
casca. Este trabalho teve como objetivo principal realizar ensaios de toxicidade para avaliar a
atividade bioldgica dos extratos etandlicos de C. tomentosum e, como objetivos especificos,
obter extratos concentrados de folhas, casca e lenho dessa espécie, além de determinar 0s
teores de fenois e taninos totais dos extratos obtidos. Amostras dos constituintes do arariba
foram coletadas para obtencdo de extratos etandlicos pelo processo de percolacdo. Em seguida
foi realizada a identificagdo quimica qualitativa dos taninos hidrolisaveis e dos taninos
condensados. Foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu na quantificacdo do teor de fendis e o
método de precipitacdo com caseina na determinacdo dos taninos totais. Os extratos foram
submetidos a avaliagdo de toxicidade com a utilizacdo do bioensaio com Artemia salina e, 0
extrato etandlico da casca de C. tomentosum apresentou moderada toxicidade, com valor
estimado de Clsy = 416 pg.ml™, enquanto os extratos de folhas e lenho dessa espécie
apresentaram baixa toxicidade, com CLso - 537 ug.ml™ e 826 pg.ml™, respectivamente.

Palavras-chave: medicamentos, fitoterapicos, taninos, camardo de salina.

Evaluation of the toxicity of Arariba (Centrolobium tomentosum) using
brine Shrimp test

ABSTRACT

Since the dawn of medicine, man has used natural products for the treatment of disease.
There has been a recent increase in studies of the therapeutic characteristics plants in popular
use in many places of the world. In this context, the species Centrolobium tomentosum,
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Fabaceae, known popularly as Arariba or Araruva, is used in Brazilian folk medicine as an
astringent for wound treatment and bruises due to the large amount of tannins contained in the
bark. This work used toxicity tests to assess the biological activity of ethanolic extracts from
C. tomentosum with the specific objectives of obtaining concentrated extracts from the bark
and wood of this species and determining the total phenols and tannins present in these
extracts. We collected arariba samples in order to obtain ethanolic extracts through the
percolation process. We then made a qualitative chemical identification of hydrolysable
tannins and condensed tannins. We used the Folin-Ciocalteu method for the phenols
quantification and the casein precipitation method for the tannins determination. The toxicity
of extracts was evaluated using the brine shrimp bioassay (Artemia salina), in which the C.
tomentosum bark extract showed moderate toxicity, with estimated LC50 = 416 pg.ml™,
whereas the leaves and wood extracts of this species showed low toxicity with LC50 = 537
pg.ml™ and 826 pg.ml™, respectively.

Keywords: phytotherapeutic, drugs, tannins, brine shrimp.

1. INTRODUCAO

O homem tem utilizado produtos naturais para tratamento de doencas desde os
primordios da medicina. Os indigenas, curandeiros e lideres religiosos, obtiveram
conhecimento sobre as plantas medicinais, que era a Unica opcdo terapéutica em diversas
comunidades e grupos étnicos (Elisabetsky e Souza, 2003; Lopez, 2006; Chew et al., 2012;
Dalarmi, 2012).

Nas ultimas décadas, em vérias partes do mundo, tem havido um maior interesse no
estudo de plantas de uso popular, pelo seu valor terapéutico. As propriedades medicinais das
plantas tém sido pesquisadas devido ao seu potencial farmacol6gico, baixa toxicidade e
viabilidade econdémica (Prashant et al., 2008).

A fitoterapia, recurso terapéutico caracterizado pelo uso de plantas medicinais em
diferentes apresentaces farmacéuticas, apresenta adesdo de grande parte da populacdo
mundial. Diversos estudos relatam a importancia da divulgacdo dessa terapéutica
complementar para a salde publica, destacando a importancia dos paises em
desenvolvimento, com sua rica biodiversidade (Brasil, 2006; Mossi et al., 2009).

Empregada na medicina popular brasileira, a espécie Centrolobium tomentosum
Guilhemin ex Benth., Fabaceae, conhecida popularmente como arariba ou araruva, nativa do
Brasil e pertencente ao bioma da mata atlantica, é utilizada como adstringente, no tratamento
de feridas e contusdes, devido a grande quantidade de taninos presentes em seus constituintes
(Correa, 1926; Diaz, 1992).

Essa espécie apresenta 28% a 43% de tanino na casca e entre 142 plantas tanantes
conhecidas no mundo, apresentou uma das maiores concentracbes de tanino na casca,
superada apenas pelo quebracho (Schinopsis balansae Engl.) (Bastos, 1952 apud Carvalho,
2005).

Os taninos, macromoléculas presentes em varias espécies vegetais, sdo classificados
como hidrolisaveis ou condensados de acordo com sua estrutura quimica. Os taninos
hidrolisaveis sdo constituidos por monémeros de &cido galico ou elagico, enquanto os taninos
condensados sdo formados por meio de polimerizacdo de unidades catequinicas. Os
compostos tanicos sdo produtos com amplo uso na indudstria de curtimento de couro, além de
outras aplicacfes industriais e farmacoldgicas. Os taninos condensados também podem ser
utilizados na producdo de adesivos destinados a colagem de diferentes produtos de madeira,
com destaque para 0s taninos da casca da acacia negra, que sdo 0s mais utilizados para essa
finalidade (Gongalves et al., 2010; Paiva et al., 2002; Tostes et al., 2005).
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Os taninos ocorrem naturalmente em plantas e devido a presenca de estruturas aromaticas
em sua molécula sdo denominados polifendis. Substancias tanantes sdo comuns em frutas, em
chas, chocolate, em gramineas, como sorgo e milho, em arbustos e arvores leguminosas,
como na Acacia spp e Centrolobium tomentosum. Os compostos tanicos estédo localizados
principalmente no interior de vacuolos ou préximos da superficie absorvente, entretanto,
nesses locais eles ndo interferem no metabolismo da planta. Somente apds rompimento das
células eles passam a atuar no metabolismo vegetal. O metabolismo microbiano e a digestdo
géastrica transformam esses taninos em metabolitos de peso molecular baixo. Alguns desses
metabolitos apresentam toxicidade e estdo associados a hemorragias gastrointestinais e
necrose hepética ou renal, principalmente em monogastricos (Cannas, 2001; Monteiro et al.,
2005; Fonseca e Librandi, 2008).

Os provaveis efeitos toxicos que as plantas podem apresentar, quando usadas
inadequadamente, ainda sdo desconhecidos ou, muitas vezes, ignorados, apesar da eficacia
terapéutica apresentada por muitas espécies. Portanto, a investigacdo do potencial toxico de
plantas medicinais pode esclarecer importantes aspectos farmacologicos de seus constituintes,
propiciando uma utilizacdo segura, se respeitados seus possiveis riscos toxicoldgicos (Amaral
e Silva, 2008).

Considerando a eventual toxicidade de produtos naturais, ensaios podem ser realizados
para avaliacdo da seguranca no tratamento com fitoterapicos. A necessidade de realizar
ensaios com técnicas simples e rapidas levou a busca por novos testes. A letalidade de
organismos simples tem sido utilizada para um monitoramento rapido e relativamente simples
da resposta bioldgica onde exista apenas um parametro envolvido: morte ou vida. Portanto os
resultados podem ser tratados estatisticamente com maior facilidade. O ensaio de letalidade
permite a avaliacdo da toxicidade geral, sendo considerado essencial como bioensaio
preliminar no estudo de compostos com potencial atividade bioldgica (Rodriguez et al., 2009).

Dentre os animais utilizados neste bioensaio destaca-se Artemia salina Leach, uma
espécie de microcrustaceo marinho. Este ensaio determina a concentracdo letal média para
50% dos individuos (CLsg) em pg.ml™ de compostos ou extratos de plantas, como observado
em varias substancias ativas conhecidas que apresentaram toxicidade neste ensaio
(Cavalcante, 2000; Subhan et al., 2008; Rehman et al., 2009).

Os cistos de Artemia salina, além de permanecerem viaveis por longos periodos no
estado seco, sdo encontrados facilmente no comércio a baixo custo. Essas caracteristicas
contribuiram para a popularizacdo deste teste, sobretudo a partir da década de 90 (Meyer et
al., 1982; Igarashi, 2008).

O objetivo principal deste trabalho foi realizar testes toxicoldgicos com extratos
concentrados de arariba frente a Artemia salina e determinar os fenois e taninos totais dos
extratos das folhas, casca e lenho do arariba.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta de material vegetal

Amostras de cascas, folhas e lenho da espécie arbdrea Centrolobium tomentosum,
popularmente conhecido como araribd, foram coletadas no més de maio de 2012. Os
componentes vegetais (folhas, cascas e lenho) foram colhidos de plantas adultas de arariba
encontradas no campus do Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade de Taubaté,
situado entre as coordenadas 23°00° S e 41°35” W, na cidade de Taubaté, no Estado de Sao
Paulo, Brasil.

A identificacdo do material coletado seguiu os padrdes de taxonomia cléssica, feita com
base em caracteres morfoldgicos florais (Erbano, 2010).
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2.2. Obtencéo dos extratos concentrados

As amostras coletadas foram secas em estufa com circulagédo forgada de ar a 50°C por 48
horas, no Laboratorio de Solos da UNITAU. Depois as amostras foram enviadas ao
Laboratorio de Farmacognosia onde foram picadas, trituradas e em seguida pulverizadas em
moinho. Apo0s pesagem obtiveram-se 718 g das folhas, 541 g das cascas e 771 g do lenho. O
método de extracdo foi a percolacdo, utilizando etanol a 70% v/v como liquido extrator
(Farmacopéia Brasileira, 1959).

O processo foi conduzido até 0 momento em que o liquido percolado ndo apresentou
coloracdo e o teste qualitativo para taninos hidrolisaveis e taninos condensados passaram a
apresentar resultados negativos. Utilizou-se como metodologia para identificacdo quimica de
taninos galicos (hidrolisaveis) a reacdo com solucdo aquosa de acetato de chumbo e acido
acético glacial. Para pesquisa de taninos condensados (catequinicos) foi empregado o reativo
de Wasicki (Akisue, 2002).

Os extratos fluidos foram colocados no roto-vapor para concentragdo. Em seguida os
extratos concentrados foram colocados em estufa a 60°C até apresentarem peso constante.
Foram obtidos 233 g do extrato concentrado das folhas, 55 g do extrato da casca e 57 g do
extrato do lenho.

2.3. Determinacao de extrativos

Foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu para a determinacdo do teor e a atividade
bioldgica dos taninos. O método baseia-se na reacdo de oxirreducdo entre compostos
fenolicos e ions metélicos, produzindo pigmentos de cor azul. E indicado somente para a
quantificacdo de fendis totais, porque ndo diferencia os taninos dos outros fenois. Contudo, a
quantificacdo dos taninos totais é possivel gracas a propriedade que eles possuem de se
ligarem as proteinas formando complexos, da maneira como ocorre no método da caseina
(Folin e Ciocalteu, 1927; Monteiro et al., 2005; Kuskoski et al., 2006; Simdes et al., 2010).

A curva padrdo para fendis e taninos foi realizada empregando-se uma solucao aquosa
padrao de 4cido tanico a 0,1 mg.dL™.

2.4. Determinacdo dos fenois totais

Os extratos concentrados foram diluidos a 0,5 g.dI™ com etanol a 95% PA. Foi utilizado
0 método de Folin-Ciocalteu para a quantificacdo dos fendis totais e 0 método da precipitacao
da caseina para a determinacdo dos taninos totais.

O teor de fenois totais foi calculado em equivalente de acido tanico, de acordo com a
curva de calibracdo, considerando-se a média das leituras, e o resultado foi expresso em
mg.g™ de extrato concentrado.

2.5. Determinacao dos taninos totais

Utilizou-se como metodologia a precipitagdo pela caseina, modificada, para a
determinacdo dos taninos totais. O teor de taninos totais correspondeu a diferenca entre o
valor encontrado nessa dosagem e o obtido na determinacgédo dos fenois totais.

2.6. Teste de toxicidade com Artemia salina

O ensaio com 0 microcrustaceo Artemia salina é sugerido como um método simples que
pode ser aplicado na pesquisa de fitoterapicos devido a boa correlagdo com testes in vivo
(Meyer et al., 1982; Mayorga et al., 2010).

Os cistos de A. salina (15 mg) foram eclodidos entre 23 — 28°C em salina artificial (23 ¢
de sal marinho e 0,7 g.I" de bicarbonato de sédio em agua destilada, acertando o pH entre 8 e
9), com iluminacdo artificial e aeracdo constantes por 48 horas. Apos esse periodo foi
desligado o compressor por 10 minutos para que os cistos viaveis fossem para o fundo do
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aquario e as cascas subissem a superficie. Devido ao fototropismo positivo, os nauplios foram
atraidos por uma pequena fonte de luz artificial colocada no meio do aquério, na parte
externa, em ambiente com pouca iluminacdo e aspirados por uma pipeta de Pasteur, em
quantidade necessaria para o experimento (Figura 1).

A

Figura 1. Nauplios de Artemia salina, (A) aumento de 40X; (B) aumento de 100X.

Os extratos etandlicos de arariba foram diluidos em salina artificial nas concentragdes:
500, 1000, 1500, 2500, 5000 e 7500 pg.ml™. Como controle positivo foi utilizado o dicromato
de potassio 0,55N diluido em salina na concentracdo de 500 pg.ml™. Como controle negativo
foi utilizado etanol 70% diluido em salina na concentracdo 1000 pg.ml™. Foram transferidos
10 nauplios de Artemia salina para essas solu¢des. O delineamento experimental foi feito ao
acaso com 8 tratamentos (6 concentragdes, 1 controle negativo, 1 controle positivo) e com 3
repeticdes. A contagem de nauplios mortos foi efetuada ap6s 24 h. A curva de sobrevivéncia
foi tracada e apds regressdo exponencial foi estimada a Concentracdo Letal para 50% dos
individuos (CLsp).

Dentre os animais utilizados neste bioensaio destaca-se Artemia salina Leach, uma
espécie de microcrustaceo marinho. Este ensaio determina a concentracdo letal média para
50% dos individuos (CLsg) em pg.ml™ de compostos ou extratos de plantas, como observado
em varias substancias ativas conhecidas que apresentam toxicidade (Cavalcante et al., 2000;
Subhan et al., 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estimativa dos taninos e fendis totais

Os teores de fendis totais variaram de 3,4 a 8,2 mg.g™ e os taninos totais variaram de 1,6
a 4,4 mg.g*, sendo a folha o constituinte com os valores mais altos (Tabela 1). Os teores
encontrados foram inferiores aos detectados em vegetal do mesmo género (Pinzon-Torres et
al., 2009).

Tabela 1. Rendimento dos extratos com analise do teor de fendis e taninos totais obtidos dos
constituintes da Centrolobium tomentosum.

Folha Casca Lenho
Extrato concentrado (g.kg™ da amostra seca) 3245 101,7 73,9
Fenois totais (mg.g™ do extrato concentrado) 8,2 55 34
Taninos totais (mg.g™ do extrato concentrado) 4,4 3,1 1,6
Fenois totais (g.kg de amostra seca) 59 3,0 2,6
Taninos totais (g.kg™ de amostra seca) 3,2 1,7 1,3
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Foi obtido um melhor rendimento do extrato concentrado das folhas do arariba e também
um maior teor de fendis e taninos totais, em comparagdo com os valores obtidos da casca e do
lenho, diferente de resultados observados por outros pesquisadores, em cujos estudos o teor
de taninos determinados na casca foi maior (Bastos, 1952 apud Carvalho, 2005).

A diferenca nos teores de substancias tanantes entre o0s experimentos deve-se,
provavelmente, ao fato de que o rendimento de tanino depende da interagdo de diversos
fatores como caracteristicas genéticas, climaticas, pedoldgicas, manejo utilizado nos
povoamentos e técnicas silviculturais. O crescimento, a qualidade e quantidade dos produtos
obtidos sdo determinados pela interacdo entre esses fatores (Martinez, 2006).

3.2. Toxicidade dos extratos de arariba sobre Artemia salina

Foram estimados os valores da Concentracéo Letal 50% (CLsp) para os extratos etanolicos
do arariba, por meio do teste de toxicidade com Artemia salina (Figura 2), utilizando-se o
programa estatistico BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

O T T T
0 1000 2000 3000 4000 5000
Extratos etandlicos de Arariba (ug.ml?)

-- .- Folhas: (Clsg=537 pg.ml)
......... Casca (Clsg= 416 pg.ml)

-------- Lenho (Clsg= 826 pg.mli)

Sobrevivéncia (%)

»

Figura 2. Percentual de nauplios sobreviventes de Artemia salina expostos a
concentracdes crescentes de extratos etandlicos do arariba (folhas, casca e lenho).

Apobs a regressdo dos resultados do ensaio de toxicidade dos extratos do arariba sobre
Artemia salina, utililizando-se a andlise de variancia e, a posteriori, o teste de Tukey ao nivel
de significancia de 1%, pOde-se concluir que o aumento da concentragdo dos extratos do
arariba (casca, folhas e lenho) diminuiu a taxa de sobrevivéncia dos nauplios. Portanto, a
analise dos resultados indicou toxicidade moderada do extrato etanolico da casca e toxicidade
baixa dos extratos das folhas e do lenho do arariba, considerando forte toxicidade para valores
de CLso até 100 pg.ml™, moderada toxicidade para CLs entre 100 e 500 pg.ml™ |, baixa
toxicidade para CLso entre 500 pg.ml™ e 1000 pg.ml™?, e ndo téxico acima de 1000 pg.ml™
(Nguta et al., 2011).

Estudos tém sido conduzidos com extratos de plantas ricas em substancias aromaticas,
como taninos e flavonoides, para avaliacdo da toxicidade por meio do ensaio com A. salina.
No trabalho em que foram testados extratos de Anadenanthera falcata, Kilmeyera coreacea,
Myracrodruon urundeuva e Pyrostegia venusta, por meio do ensaio com A. salina, 0s
pesquisadores observaram, como efeito significante, a toxicidade dos extratos de Pyrostegia
venusta e Anadenanthera falcata, e ndo toxicidade dos extratos de Kilmeyera coreacea e
Myracrodruon urundeuva (Amaral e Silva, 2008).

Outro estudo com extrato etanolico obtido das folhas de Arruda (Montrichardia linifera)
resultou em baixa toxicidade para Artemia salina (Costa et al., 2009).

Vaérios extratos do cipo-cravo (Tynnanthus fasciculatus MIERS) também passaram por
ensaios fitoquimicos e toxicolégicos, com utilizacdo de A. salina como bioindicador. A
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prospeccdo fitoquimica indicou a presenca de taninos, flavonoides e heterosideos
cardioténicos para o extrato aquoso, etanélico e em diclorometano. O extrato aquoso do cipé-
cravo apresentou DLso=43,4 mgl™, o que indica alta toxicidade em comparagdo com dados da
literatura (Carvalho et al., 2009).

4. CONCLUSAO

Até onde se conhece, este € o primeiro trabalho que realizou a extracdo e quantificacéo
das substéncias tanantes do araribd e, a posteriori, conduziu ensaios de toxicidade dos
extratos obtidos frente ao microcrustaceo Artemia salina.

A espécie Centrolobium tomentosum, Fabaceae, tem potencial para a extracao de taninos,
apresentando, neste estudo, maior rendimento de compostos tanicos obtidos das folhas em
comparagdo com 0s compostos obtidos da casca e do lenho.

Os extratos etanolicos do arariba apresentaram atividade bioldgica frente a A. salina, o
que ficou demonstrado nos ensaios toxicoldgicos, nos quais o extrato da casca apresentou
moderada toxicidade, enquanto os extratos das folhas e do lenho apresentaram baixa
toxicidade.

A moderada toxicidade do extrato da casca do arariba tem potencial a ser explorado em
pesquisas futuras, quando o efeito citotoxico se fizer necessario, como nos estudos sobre o
tratamento de neoplasias. De outro modo, a baixa toxicidade dos extratos do lenho e das
folhas do araribé podera ser Gtil nas pesquisas com substancias tanantes e adstringentes, apos
purificacdo de compostos e determinacao de outras atividades bioldgicas e farmacoldgicas.
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