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RESUMO

A Iniciacdo Cientifica ¢ uma atividade de pesquisa que contribui para o
desenvolvimento de competéncias diferenciadas. Devido ao numero insuficiente de
projetos de iniciagdo cientifica, torna-se necessario diminuir os custos dos experimentos
e buscar novas metodologias. Nesse contexto, os bioindicadores ambientais aparecem
como alternativa, pois sdo de simples execu¢do, baratos e confidveis. No curso de
Farmacia, eles sdo utilizados em estudos relacionados a contaminacdo ambiental por
medicamentos e em ensaios toxicologicos de plantas medicinais. O objetivo deste
trabalho é descrever as atividades com Alium cepa e Artémia salina , realizadas na
iniciacdo cientifica de alunos, a partir dos relatérios enviados semestralmente pelos
alunos ao Comité Institucional de Iniciagdo Cientifica. Os testes comprovaram a
atividade citotoxica do extrato aquoso do Cajanus canjan e do cetoprofeno, além de
comprovar que a adsorcdo do paracetamol em carvdo ativado diminui seu aporte em
corpos hidricos.
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ABSTRACT

Scientific Initiation is a research activity that contributes to the development of
differentiated competences. Due to the insufficient number of scientific initiation
projects it is necessary to reduce the costs of the experiments and to seek new
methodologies. Environmental bioindicators appear as alternatives because they are
simple, inexpensive and reliable. In the pharmacy course, they are used in studies
related to environmental contamination by drugs and in toxicological tests of medicinal
plants. The objective of this work is to describe the activities with Alium cepa and
Artemia salina carried out in the scientific initiation of students from the reports sent
semiannually by the students to the Institutional Committee of Scientific Initiation. The
tests proved the cytotoxic activity of the aqueous extract of Cajanus canjan and
ketoprofen besides proving that the adsorption of paracetamol in activated carbon
decreases its contribution in water bodies
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INTRODUCAO

A Iniciacdo Cientifica (IC) é uma importante atividade de pesquisa destinada
aos alunos da graduacdo. Contribui para a formacdo do saber cientifico dos discentes,
adquirindo um papel de pratica pedagdgica e propiciando a aprendizagem pautada em
uma postura investigativa. Constitui-se em um processo no qual é fornecido um
conjunto de conhecimentos indispensaveis para iniciar o jovem nos ritos, técnicas e
tradicdes da ciéncia (BRIDI, 2010; MASSI & QUEIROZ, 2014). A IC desenvolve
competéncias diferenciadas nos alunos, alem de favorecer a visdo sistémica e
interdisciplinar do trabalho (ERDMANN et al., 2010).

Diante de tantos beneficios, qual seria 0 motivo da diminuta oferta de projetos
de iniciacdo cientifica? Um levantamento feito por Massi & Queiroz (2014) constatou
que os custos dos experimentos, a falta de apoio financeiro e a falta de apoio técnico
especializado sdo as principais dificuldades encontradas pelas Instituicdes de Ensino
Superior para a realizacdo de projetos de Iniciacdo. Os ensaios com bioindicadores
ambientais aparecem como alternativa, pois sdo de simples execucdo, baratos e
fornecem resultados altamente confiaveis (GRINEVICIUS, 2006; PALMIERI, 2016).

Testes de ecotoxicidade com bioindicadores sdo usados na deteccdo de
poluicdo de matrizes aquaticas por medicamentos e na avaliagdo da resultante de seus
efeitos sinérgicos e antagbnicos. Esse instrumento assume grande importancia na busca
de informacgbes sobre o grau de toxicidade em varios tipos de corpos hidricos e na
deteccdo da capacidade de um agente toxico produzir efeitos deletérios nos organismos
vivos, possibilitando detectar o quanto essas substancias sdo nocivas ao meio ambiente
(MAGALHAES & FILHO, 2008).

O crescente consumo de compostos farmacéuticos e o consequente descarte
incorreto acarretam a entrada de tais residuos nos corpos hidricos, contaminando
mananciais e, consequentemente, a agua potavel. Moléculas de farmacos séo
significativamente estaveis e de dificil degradacdo, o que dificulta a sua remocéo pelas
estacOes de tratamento de &gua e esgoto (BORGES, 2010; SILVA, 2013; IDE, 2014).

Dentre os farmacos frequentemente detectados em corpos hidricos estdo o
paracetamol, a dipirona e o cetoprofeno, que sdo anti-inflamatorios/analgésicos
mundialmente consumidos e cujas interacdes com outros contaminantes ambientais e
com outros medicamentos sdo imensuraveis (TAMBOSI, 2008; KORTENKAMP,
2011; BECKER, 2012).
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Os efeitos ecotoxicologicos causados pela exposicdo aos farmacos podem ser
crénicos ou até mesmo agudos levando a mortalidade de algumas espécies (SOARES,
2011).

Para Borges (2010), a filtracdo com carvao ativado demonstra-se eficiente para
a remocdo de micro poluentes, podendo ser utilizada para reter os poluentes na fonte de
pequenos geradores, minimizando a contaminagdo ambiental por eles.

Os bioindicadores também sdo usados para a identificacdo inicial de
genotoxicidade, citotoxidade e mutagenicidade de infusbes de plantas medicinais. As
plantas medicinais sdo utilizadas, em todo o mundo, no tratamento de doencas; porém, o
potencial toxicolégico da maioria das plantas ndo foi suficientemente estudado
(BAGATINI; SILVA; TEDESCO, 2007).

Entre os modelos vegetais, o sistema teste Allium cepa tem sido
frequentemente usado para a avaliacdo inicial de citotoxidade, mutagenicidade e
genotoxicidade de extrato de plantas devido ao seu baixo custo, confiabilidade e
concordancia com outros testes (MENEGUETTI et al., 2014).

A Artemia salina também é utilizada para avaliacdo toxicologica inicial de
plantas medicinais. A semelhanca encontrada entre os limites dos efeitos toxicos
baseados na dose por unidade de superficie corporal gerados pela A. salina e aqueles
gerados pelo homem fazem com que o ensaio de letalidade realizado com a artémia seja
passivel de descobertas sobre possiveis riscos aos seres humanos (REIS, 2011).

O Cajanus cajan (L.) Millsp, conhecido popularmente como guandu, é
largamente distribuido em todo o pais, sendo utilizado, principalmente, como fonte de
alimento humano. Suas folhas sdo usadas em forma de chés para dor de dente, malaria
e alergias (BRITO, 2011).

O presente trabalho tem como objetivo descrever as atividades de iniciagéo
cientifica realizadas com alunos do Curso de Farmacia, utilizando como objetos de
estudo o Allium cepa e a Artemia salina, com o fim de avaliar os efeitos da poluicéo
ambiental por medicamentos e identificar os efeitos toxicoldgicos de plantas

medicinais.

MATERIAL E METODOS
Trata-se de uma pesquisa documental do tipo exploratério e descritivo das
atividades desenvolvidas nos projetos de iniciacdo cientifica discriminadas nos

relatérios enviados semestralmente pelos alunos ao Comité Institucional de Iniciacdo
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Cientifica. O estudo foi realizado na Faculdade de Farmacia da Universidade Estacio de
S4, em Nova Friburgo, no periodo de 2016 a 2018.

Foram relacionadas metodologias e resultados obtidos, a fim de verificar a sua
contribuicdo na pratica de iniciacdo cientifica para a promocdo da saude e para a

preservacdo ambiental.

RESULTADOS

As atividades de iniciacdo cientifica que utilizaram os bioindicadores Allium
cepa e Artemia salina em seus testes fazem parte do Programa Institucional de Bolsas
de Iniciacdo Cientifica da Universidade Estacio de Sa. Na primeira etapa dos estudos,
iniciada em 2016, foi utilizado o bioindicador Allium cepa em teste para aferir a
reducdo dos efeitos ecotoxicoldgicos do paracetamol pela adsor¢do em carvao ativado e
para avaliar a toxicidade de extratos aquosos das folhas de Cajanus Cajan, que sdo
utilizadas, popularmente, como chas para fins terapéuticos.

Nos testes com o carvao ativado e o paracetamol, foi montado um sistema de
filtros com colunas de seringas de 10 ml, preenchidas com 3cm de carvdo (Figura 1-A),
por onde passava uma solucdo de paracetamol a 800mg/L, descrita como citotoxica e
mutagénica por Sturbelle et al. (2010).

Como controle negativo, foi utilizada agua destilada. No controle positivo, a
solucgéo de paracetamol a 800mg/L ndo passou pelo carvao ativado. Os filtrados foram
coletados e submetidos ao teste com Allium cepa. As unidades de A. cepa ficaram com
suas raizes submersas por 72 horas no controle negativo (N), no controle positivo (P),
nas amostras 1 (PAl) e 2 (PA2). Foram utilizadas 5 cebolas para cada tratamento,
totalizando 20 cebolas (Figura 1-B).

Posteriormente, as raizes foram medidas, sendo escolhidas trés raizes de cada
bulbo, com tamanho entre 0,1cm e 2,5 cm, para fixagdo e coloragdo com orceina
acetica a 2% (Figura 1-C). As laminas confeccionadas foram analisadas em microscopio
optico na objetiva de 40X (Figura 1-D). Os procedimentos adaptados de Borges (2010)

e Fachinetto et. al. (2007) s&o apresentados na Figura 1.
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Figura 1 — Teste do A. cepa com o filtrado de paracetamol

Foram avaliadas, aproximadamente, 150 celulas de raizes por cebola,
totalizando 3.000 células, diferenciando-as entre interfase e ndo interfase para
determinacéo do indice mitotico (IM%) (FACHINETTO et. al., 2007).

Os resultados do IM% foram inconclusivos quanto a diminuicdo da
mutagenicidade do filtrado recorrente da adsorcdo do paracetamol no carvao ativado nas
células de raizes de A. cepa; no entanto, comprovaram a diminuicdo da citotoxicidade
pela analise estatistica dos dados referentes aos tamanhos das raizes e pela anélise
macroscopica (LESSA; CARIELLO, 2017).

Para realizagdo dos testes Allium cepa com os extratos aquosos de Cajanus
cajan, com metodologia adaptada de Goudinho (2014), foram pesadas 7,5¢g das folhas,
que foram levadas & decoccdo em 500 ml de agua destilada por 15 minutos para a
producdo do extrato aquoso (Figura 2-A). Quinze cebolas foram separadas em trés
grupos denominados “Po” (amostra) e “P” (amostra) e “B”(controle positivo). Assim,
5 cebolas foram destinadas a cada grupo e imersas no decocto para crescimento
radicular (Figura 2-B).

ApoOs 72 horas de contato com as amostras, as raizes apresentavam-se

conforme Figura 2-C.

Figura 2 — Teste do A. cepa com extrato aquoso de C. cajan
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Ap0s as 72 horas, foram medidos os comprimentos das trés maiores raizes das
cebolas de cada tratamento e foram calculadas as médias para cada tratamento. Os
resultados encontram-se descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Crescimento das raizes
B P1 P2
Média 1,89 Média 0,30 Média 0,32
Desvio Padrao 1,02 Desvio Padrdo | 0,14 | Desvio Padrao 0,12

Baseado na anélise de probabilidade e teste T, ficou comprovado que o extrato
aquoso é citotdxico na concentracao testada. Nao foi feita a analise genotdxica das
raizes, pois as mesmas apresentavam coloracdo castanho-escura ou inibigdo total do
crescimento, impossibilitando a coloragdo e a analise microscopica.

A segunda etapa do estudo, iniciada em 2017, utilizou como bioindicador a
Artemia salina. Os testes com o paracetamol e o carvdo ativado ndo foram feitos com
esse bioindicador devido a necessidade de serem realizados em &gua salinizada, o que
diminuiria a adsor¢do do paracetamol. Dessa forma, foi avaliada a ecotoxicidade do
cetoprofeno e da dipirona.

Os testes de toxicidade aguda com A. salina feitos com a dipirona e o
cetoprofeno foram adaptados de Brito (2016). Para a eclosdo dos cistos de Artemia
salina, foi preparada uma solucdo salina contendo 1.500ml de agua e 22,5g de sal
marinho artificial, a qual foi homogeneizada por agitacdo mecanica.

Nessa solucdo salina, foram inoculados 50 miligramas de cisto de A. salina e
colocados em aquério com aerador conforme. A lampada incandescente foi utilizada
para manter a temperatura entre 22 e 25°C (Figura 3-A).

Apds 48 horas, os cistos atingiram o estagio de nauplios e foram expostos ao
controle negativo (&4gua salinizada), controle positivo (K2Cr.07 0,1% p/V) e as diluicbes
0,01; 0,1; 1,0; 10; 100 e 1000 mg/L de farmacos. A agua salinizada foi produzida a
partir de 15 g de sal marinho artificial e 1L de &gua destilada. Foram feitas trés
replicatas de cada tratamento.

Ap0s 48 horas, foram colocados 5 ml das solu¢bes e 5 néuplios no tubo de
ensaio de cada replicata, com o auxilio de uma micropipeta e deixados em contato por
24 horas.

Ap0s 24 horas em contato com a solucdo, foi feita a contagem do nimero de

larvas mortas (Figura 3-B).
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Figura 3- Ensaios com A. salina

Nos testes realizados com a dipirona, nenhuma Artemia salina morreu, fato
esse que demonstra a DL50 para esse medicamento é muito alta, ndo sendo considerada
toxica para 0 meio ambiente.

Os resultados obtidos nos testes realizados com o cetoprofeno estdo

demostrados na Tabela 2.

Tabela 2- Porcentagem de artémias mortas no ensaio com cetoprofeno

Concentracdo (mg/ml) 0 0,01 0,1 1 10 100
% artémias mortas 0 0 6,6 40 73 100

Para calcular a dose letal 50% (DL50) do cetoprofeno, foi feita a regressédo
linear e calculada a equacéo da reta ( y=0,7876x + 25,348 , em que y é a % de artémias
mortas e x é a concentragdo do farmaco).

A partir da equacgéo da reta obtida pela regresséo linear, pode-se concluir que a
DL50 ( y=50) para o cetoprofeno é de 31,30 mg/L, sendo esta a concentracdo capaz de
matar 50% das artémias em 24 horas.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), sdo consideradas toxicas
substancias que apresentam DLso abaixo de 1000upg/mL, ou seja, 1000 mg/L em
Artemia salina (MEYER, et al., 1982). Por conseguinte, o cetoprofeno é considerado
toxico.

A eclosdo dos cistos de A. salina para os testes com o0 extrato aquoso do
Cajanus cajan foi feita da mesma forma dos testes de cetoprofeno e dipirona. Os testes
foram feitos com a exposicdo de nauplios de Artemia salina as seguintes dilui¢cGes do
extrato aquoso: C1= 0,014g/L; C2=1,47g/L e C3= 14,7g/L, no dicromato de potassio
(K2Cr207) a 0,1% plv (controle positivo) , bem como o controle negativo constituido
de uma solucéo de sal marinho artificial a 15g/L.

Foram feitas quatro replicatas para cada tratamento, tendo sido colocados 5mL

de solucdo em tubos de ensaios e 5 nauplios que ficaram em contato com as solugdes
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por 24 horas . A contagem foi feita apds as 24 horas com auxilio de lupa eletrbnica

(MEYER., 1982). Os resultados encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 3- Porcentagem de artémias mortas no ensaio o extrato aquoso de C. cajan

Concentragdo g/L de C. cajan g/L 0 0,014 147 14,7
% de artémias mortas 0 40 60 100

Para calcular a dose letal 50% (DL50) do extrato aquoso de Cajanus cajan, foi
feita a regresséo linear e calculada a equacéo da reta ( y= 4,9064 x + 30,149 , em que y
é a % de artémias mortas e x € a concentracdo do farmaco). A partir da equacédo da reta
obtida pela regressao linear, pode-se concluir que a DL50 ( y=50) para o extrato aquoso
de Cajanus cajan é de 4,06 mg/L , sendo considerada toxica segundo a Organizacao
Mundial de Satude (OMS) (MEYER, et al., 1982).

CONCLUSAO

Os bioindicadores ambientais facilitam a realizacdo de projetos de iniciacdo
cientifica, uma vez que ndo necessitam de equipamentos sofisticados, sdo facilmente
encontrados e adquiridos por um valor acessivel. O incentivo a participagdo do
graduando na iniciacdo cientifica promove a interdisciplinaridade e a formacdo de
profissionais com postura investigativa.

O extrato aquoso de folhas de Cajanus cajan mostra-se citotoxico frente ao
Allium cepa e a Artemia salina. Os testes com Allium cepa demonstram a diminuicdo da
citotoxicidade do paracetamol pela adsorc¢do no carvao ativado. Os testes com Artémia
salina também revelam a citotoxicidade do cetoprofeno e descartam essa caracteristica
na dipirona.

Os testes com bioindicadores em extratos de plantas medicinais contribuem para
a saude, uma vez que identificam, primariamente, efeitos toxicolégicos de plantas
usadas pela populacdo para fins medicinais, sem comprovagéo cientifica, diminuindo o
risco de intoxicacao por elas e promovendo a saude.

Os estudos com bioindicadores ambientais também identificam os males ao
meio ambiente causados pela presenca de farmacos, alertam para a necessidade do
descarte correto de medicamentos e para a necessidade de se buscar meios que impegam
que estes farmacos cheguem aos corpos hidricos. Esses estudos contribuem para a
promogdo da saude, ja que a presenca de farmacos no ambiente ndo causam danos

apenas a fauna e a flora, mas também a populacéo.
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