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RESUMO: Argemone mexicana L., conhecida popularmente como cardo-santo, € uma
planta medicinal, originaria do México e naturalizada no Brasil, usada de forma caseira
em todo o mundo contra diversas doencas, mas principalmente para doencas de pele tais
como feridas, infeccbes de pele, coceira e lepra. Objetivou-se avaliar a presenca de
alcaloides, a atividade antimicrobiana e toxicidade do extrato das folhas e caule do cardo-
santo. O método de extracdo ocorreu por maceragao da droga vegetal em alcool absoluto
por sete dias seguido de filtracdo e rotaevaporacdo do liquido extrator, com retirada
maxima de humidade em dessecador. O ensaio toxicologico foi realizado pela
determinacdo da ClLso, pelo método de Artemia salina, e avaliacdo da capacidade
hemolitica pelo método de Fragilidade Osmotica Eritrocitaria (FOE). O ensaio
microbioldgico foi realizado com cepas, de bactérias e um fungo, causadoras de doencas
infecciosas de pele, pelo método de poco-difusdo em &gar. A analise fitoquimica ocorreu
pelo teste qualitativo para alcal6ides utilizando os reagentes de Meyer e Bouchardat. Os
resultados obtidos demonstram que o0 extrato do cardo-santo, nas condi¢des
apresentadas, € atéxico para ambos 0s ensaios toxicologicos, mas também nao

apresentou atividade antimicrobiana nem presenca significatoria de alcaldides, divergindo



de resultados obtidos por outros pesquisadores, mostrando a baixa ou auséncia dos
metabdlitos secundarios necessérios para tal acdo. Pode-se concluir que existem fatores
gue influenciam na producdo dos metabdlitos secundérios das plantas, podendo lhe
conferir ou ndo atividade farmacologica ou toxicologica, sendo sugeridos ensaios com o

extrato da planta cultivada em condi¢des controladas para a confirmagéo.

Palavras chaves: Argemone mexicana, Teste de Toxicidade, Doenca de Pele,

Compostos Fitoquimicos, Anéalise Microbiolégica.

ABSTRACT: Argemone mexicana L., popularly known as cardo-santo, is a medicinal
plant, originally from Mexico and naturalized in Brazil, used in a homemade way around
the world against various diseases, but mainly for skin diseases such as wounds, skin
infections, itching and leprosy. The objective of this stud was to evaluate the presence of
alkaloids, antimicrobial activity and toxicity of the leaves and stem extract of the cardo-
santo. The extraction method was by maceration of the vegetaldrug in absolute alcohol for
seven days followed by filtration and rotaevaporation of the extractor liquid, with maximum
removal of moisture in a desiccator. The toxicological test was carried out by
determination of the LC50 by the Artemia salina method and evaluation of hemolytic
capacity by the Erythrocyte Osmotic Fragility (EOF) method. The microbiological assay
was performed with strains of bacteria and a fungus, causing infectious skin diseases, by
the well-diffusion method in agar. The phytochemical analysis was performed by the
gualitative test for alkaloids using the Meyer and Bouchardat reagents. The results
obtained demonstrate that the extract of the cardo-santo, under the presented conditions,
is atoxic for both toxicological tests, but also did not present antimicrobial activity nor a
significant presence of alkaloids, diverging from results obtained by other researchers,

showing the low or absence of secondary metabolites necessary for such action. It can be



concluded that there are factors that influence the production of the secondary metabolites
of the plants, which may or may not confer pharmacological or toxicological activity, and
trials with the extract of the cultivated plant under controlled conditions for confirmation are

suggested.

Keywords: Argemone mexicana, Toxicity Tests, Skin Diseases, Phytochemicals,

Microbiological Analysis.

INTRODUCAO

A caatinga € uma regido semiarida, exclusive do nordeste brasileiro, sendo um
bioma com grande biodiversidade, principalmente destacado por sua vegetacao contendo
uma variedade de plantas, principalmente as espinhosas, muitas delas apresentando
potencial medicinal, pelo qual sédo utilizadas pela populacdo local com essa finalidade
(Albuquergque & Andrade, 2002; Silva et al., 2004; Albuquerque et al., 2007; Cartaxo et al.,
2010)

As plantas medicinais sdo material de estudo, pela industria farmacéutica, para o
desenvolvimento de novas drogas a partir de seus principios ativos, mas também séo
muito utilizadas de forma caseira (Tiwari & Joshi, 1990).

Uma das plantas medicinais presentes no bioma caatinga, utilizada de forma
caseira pela populacdo € a Argemone mexicana L., planta de porte herbacio, medindo
cerca de 1 m de altura, ereto espinhosa, de carater anual, exsuda um latex amarelo,
guando suas partes sdo feridas, usado no Paraguai como sucedaneo do 6pio. Originaria
do México, comum em todos os lugares ao longo das estradas e campos das indias
ocidentais, naturalizada em paises tropicais e subtropicais, considerada como erva
daninha grave da Austrélia, e paises da América Latina, Africa e Asia, apresentando

comportamento competitivo em solo cultivado ou ndo (Bhardwaj et al., 1982; Ubreti et al.,



1989; Lorenzi & matos, 2002; Karlsson, 2003; Babu et al., 2008; Brahmachari et al., 2013,
Grandi, 2014).

Possui folhas alternas, lobadas, sésseis, sinuosas, semiamplexicaules,
peninérveas, medindo habitualmente de 5 a 11 cm de comprimento, glauca, variegada
(verde e branco), largas na base, haste proeminente e espinhoso, inflorescéncia solitaria,
terminal ou axial, flores grandes e muito vistosas, de 4 a 5 cm de diametro, terminais,
androginas, trimeras, com pétalas de cor amarela-brilhante e sem cheiro, seu fruto € uma
capsula angulosa fortemente aculeada, de formato eliptico-oblonga ou obovate, mede
cerca de 3 cm de comprimento, de cor verde quando nova e pardacenta quando
maduras, abrindo-se em 5 fendas longitudinais liberando do seu interior numerosas
sementes oleaginosas esféricas brilhantes de coloragcdo preta e sem caroco, rugosas,
pegenas e escavadas semelhante as sementes de mostarda preta (Ureti et al., 1989;
Lorenzi & Matos, 2002; Brahmachari et al., 2013; Grandi, 2014).

Popularmente é conhecida, no Brasil, como cardo-santo e tem por sinonimia
cientifica Argemone leiocarpa Greene, Argemone mexicana var. leiocarpa (Greene) G.
B. Ownbey, Argemone mexicana var. lutea Kuntze, Argemone spinosa Moench.,
Argemone versicolor Salisb., Argemone vulgares Spach e Argemone achoroloeuca
Sweet (Grandi, 2014).

Utilizada na medicina popular de todo o mundo contra diversos males, como
calmante, tratamento de afeccdes das vias respiratorias, febre, pneumonia, enxaqueca,
dor de cabeca, asma, inflamacdes, malaria, hidropsia, ictericia, tumores, reumatismo,
atua como expectorante, antihelmintico, sedativo, afrodisiaco, antidoto para picada de
cobra, antiespasmadica, analgésica, mas é usada principalmente para doencas de pele,
tais como verrugas, feridas, infeccdes de pele, coceira e lepra (Willcox et al., 2007;
Bhattachaerjee et al., 2010; Sahu et al., 2012; Arokiyaraj et al., 2013; Brahmachari et al.,

2013; Grandi, 2014; Asuntha et al., 2014).



Os compostos isolados da planta, até recentemente, pertencem a classe dos
terpendides, flavonoides, compostos alifaticos de cadeia longa e compostos aromaéticos,
mas sua maioria pertence a classe dos alcaldides, pela qual, tais componentes isolados
sdo isocoridina, berberina, deidrocheilanthifolina, deidrocoridalmina, jatrorrizina,
columbamina, coptisina, (+)-reticulina, protopina, allocriptopina, criptopina, muramina,
argemexicaina A, argemexicaina B, protomexicina, 13-oxoprotopina, (-)-cheilantifolina,
(+)-cheilantifolina, (-)-scoulerina, (-)-stilopina, nor-sanguinarina, cheleritrina,
sanguinarina, oxi-hidrastinina, talifolina, argemexirina, (+)-argenaxina, (+)-higenamina,
(x)-tetraidrocoptisina,  (-)-tetraidroberberina,  di-hidrocoptisina, = oxiberberina, = N-
demetiloxisanguinarina, pancorina, O-metilzantoxilina, nor-chelerithrina, arnottianamida,
(x)-6-acetonil, di-hidrocheleritrina, di-hidrosanguinarina, angolina, 8-
acetildihidrosanguinarina, 8-metoxidihidrosanguinarina, hidroxido de dihidropalmatina e
(-)-argemonina (Brahmachari et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e a
toxicidade do extrato do cardo-santo, bem como a analise qualitative dos metabdlitos
secundarios, ja que se trata de uma planta muito utilizada pela populacdo em geral para

varias finalidades medicinais.

MATERIAL E METODOS
Material Vegetal
Um exemplar da espécie foi coletado e encaminhado ao Herbario IPA — Dardano De
Andrade Lima para a producdo da exsicata, pelo qual foi identificada como Argemone
mexicana L. (Papaveraceae) e foi registrada, com o N° 91173. ApOs identificacdo foram
coletados os exemplares da espécie em sua fase adulta no sitio Malhada de Pedra, zona
rural de Caruaru — PE, em quantidade suficiente para obtencdo de extrato hidroalcodlico

de suas folhas e caule.



Preparacao do Extrato

Para a obtencdo do extrato bruto seco da Argemone mexicana L. as folhas e caules
frescos, apOs a limpeza, foram deixado por um dia secando a temperatura ambiente e
levadas, para finalizacdo da secagem, a estufa de fluxo de ar continuo (45-48 °C). Foi
obtido 252,77 g do material vegetal seco, a qual foi reduzido a p6 em moinho industrial,
posteriormente submetido & maceracdo em solucdo extrativa hidroalcodlica 95% v/v por
sete dias. A solucéo extrativa foi filtrada e armazenada em frasco de vidro ambar. O
filtrado resultante foi rotaevaporado a 60 °C, em evaporador rotativo, até a evaporacdo
total do solvente. O concentrado foi seco em estufa por 24h a 50 °C obtendo-se, por fim, 0
extrato bruto seco do material vegetal.

Micro-organismos Utilizados

Foram testadas cepas das bactérias Gram-positivas Staphyloccoccus aureus (ATCC
25923), Streptococcus pyogenes (selvagem), das Gram-negativas Escherichia coli
(selvagem), Klebsiella pneumoniae (selvagem), Pseudomonas aeruginosa (selvagem) e
do fungo leveduriforme Candida albicans (selvagem). Todas as cepas selvagens e ATCC
fazem parte do banco do laboratério de microbiologia do Grupo de Pesquisa em
Fitoterapia (GPFITO) do Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita).

Preparo dos In6culos

Os in6culos foram preparados tomando-se de trés a quatro coldnias das cepas
isoladas em &gar Miuller-Hinton e diluidos em solugédo salina a 0,9% até atingirem a
turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland.

Determinagado da Concentracgao Inibitoria Minima (CIM)

Realizou-se através da técnica de pocgos, pelo qual os micro-organismos

anteriormente referidos, foram inoculados em solucéo salina. A escala 0,5 Marc-Farland
foi utilizada para controle das concentracdes das cepas bacterianas testadas que, em

seguida, com auxilio do swab, foram semeadas por toda extensdo da placa de Petri



contendo Agar Miieller- Hinton. Em cada placa semeada foram feitos quatro pocos de 6

mm de diametro, inserindo 50uL de extrato bruto seco em diferentes concentragdes, a

partir de diluicbes em 50%, 25%,12,50% e 6,25% com relacdo & amostra inicial do extrato

bruto seco obtido, realizando-se o procedimento em duplicata. Por fim, as placas foram

incubadas a 37°C por 24 horas, para posterior mensuracdo dos halos em milimetros (mm)

e determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) (Koneman et al., 2008).
Avaliacao Toxicoldgica (CLso)

O teste para a determinagdo da CLso seguiu 0 método descrito por Meyer et al.
(1982). Os ovos de A. salina Leach foram incubados em solucdo marinha em um
recipiente de plastico, mantido sob iluminacao artificial (lampada de 40 W) a temperatura
constante de 28°C, por um periodo de 48 horas que, apés este procedimento, se obteve o
estagio de metanauplio, modelo padrdo para testes de toxicidade devido a sua maior
sensibilidade.

Foram utilizados 50 mg do extrato bruto seco da Argemone mexicana L.
solubilizado com 1 mL de Tween 80 a 5% para formacdo de solugdo que foi,
posteriormente, homogeneizada e o volume completado para 5mL com agua salinizada a
pH = 8,0. Desta solucdo foi retirada aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25uL e
transferidas para tubos de ensaio e completados com solugdo salina, obtendo-se
concentracbes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50ug/mL para cada extrato. O teste
realizado em triplicata teve suas amostras submetidas a iluminagdo artificial durante 24
horas e, ap0s esse periodo, realizada contagem do numero de larvas vivas e mortas e 0s
dados tabulados utilizando o programa MicrocalOrigin 4.1.

Avaliacdo Toxicologica - FOE (Fragilidade Osmotica Eritrocitaria)

O teste de fragilidade osmatica de eritrécito tem por objetivo mensurar a resisténcia

dos glébulos vermelhos a hemdlise, frente a extratos de plantas da caatinga (Rodrigues,

2009; Sant’ana, 2001). O teste foi baseado na técnica descrita por Darcie & Lewis, em



1975, onde o sangue de carneiro foi mantido sobre refrigeracao e recipiente com esferas,
para evitar coagulacao.

Foram utilizados 50mg do extrato bruto seco da Argemone mexicana L., diluida
com soro fisiologico 0,9 %, homogeneizada e o volume completado para 5mL com soro
fisiologico 0,9%. Dessas solucdes retirou-se aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25uL
gue foram transferidos para tubos de e completados para 5mL com soro fisiolégico 0,9%,
obtendo-se as concentra¢des de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50ug/mL para cada extrato e
adicionou-se em todos os tubos 25uL de sangue de carneiro. As amostras foram
submetidas a centrifugacdo 3300G durante 15min em temperatura ambiente, apds o
processo a absorbancia do sobrenadante de cada tubo foi mensurada em
espectrofotometro Bioplus 545nm. A obtencdo da curva do percentual de fragilidade
osmoética baseou-se no valor de absorbancia da hemoglobina do sobrenadante
multiplicado pelo percentual total e dividido pelo valor de absorbancia médio da hemolise
completa dos eritrécitos

Preparacéo dos Reagentes para Identificacdo de Alcaloides

Reagente de Meyer

Preperou-se uma solucdo de 1,36 g de Cloreto de Magnésio (MgCl2) em 60 mL de
agua destilada. Em seguida preparou-se uma solucédo de 5 g de lodeto de Potassio (KI)
em 10 mL de agua destilada. Misturou-se as duas soluc¢@es, trasnferiu-a para um baldo
volumétrico de 100 mL e completou-se o volume (Bessa et al., 2007).

Reagente de Bouchardat

Dissolveu-se, em um Becker, 1,27 g de iodo (1) e 2 g de lodeto de Potassio (KI) em
5 mL de agua destilada. Trasferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL e completou-
se o volume (Bessa et al., 2007).

Teste Qualitativo Para Alcaldides

Foi duliudo uma porcao do extrato bruto da Argemone mexicana L. em metanol. O



diluido foi filtrado, em papel filtro, e em quarto tubos de ensaio foi colocado cerca de 2 mL
do diluido. O ensaio foi feito em duplicata onde dois tubos se destinaram ao ensaio com o
reagente de Meyer e dois para o0 reagente de Bouchardat. Foi adicionado gotas do
reagente de Meyer nos dois primeiros tubos e do reagente de Bouchardat nos outros dois
tubos. A reacdo se da pela formacéo de precipitado esbranquicado e amarrozado para
cada reagente respectivamente, quando se tem uma reacao positiva (Bessa et al., 2007;

Simdes et al., 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade Antimicrobiana
Os resultados obtidos com os testes microbiologicos, apresentados na Tabela 1,
mostram que o extrato, mesmo em concentragbes mais altas, ndo apresenta acao
antimicrobiana para nenhuma das cepas testadas. Isso difere dos resultados obtidos em
varios trabalhos realizados envolvendo o extrato das folhas e caule da planta, em
diferentes tipos de liquidos extratores, demonstrando atividade antimicrobiana significativa
em VAarios micro-organismos.

TABELA 1. Concentracdo Minima Inibitéria do extrato bruto seco do cardo-santo, em diferentes
concentracdes, frente as cepas de micro-organismos.
Diferentes Concentragcdes do Extrato e Formacgéo de Halo
.Cepas Testadas Inibitério
50% 25% 12,5% 6,25%
Candida albicans - - - -
Escherichia coli - - - -
Klebsiella pneumoniae - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Staphylococcus aureus - - - -
Streptococcus pyogenes - - - -
- auséncia de acao antimicrobiana

Rahman et al. (2011), prepararam um extrato Unico de caule e folhas em acetona,
etil acetona e éter de petrdleo, separadamente, com o objetivo de determinar a MIC de
cada extrato em cepas de Escherichia coli, Shygella sp., Staphylococcus sp. e Salmonella

sp. O extrato obtido por acetona néo exerceu agdo antimicrobiana. O extrato obtido por



etil acetato teve um MIC de 512 pg/mL?, com halo de inibicdo de 8 mm para
Staphylococcus sp., 9 mm para E. coli e 10 mm para Salmonella sp. O extrato obtido por
éter de petréleo com o mesmo MIC anterior, com halo de inibicdo de 10 mm para
Salmonella sp., 12 mm para Shygella sp., 15 mm para E. coli e 16 mm para
Staphylococcus sp. O autor, e sua equipe, concluiu que os diferentes extratos da
Argemone mexicana L. apresentaram significativa atividade antimicrobiana atribuida,
provavelmente, aos alcaloides (principalmente berberina), compostos fendlicos e &cidos
graxos, compostos bioativos da planta, e sugeriu o estudos para a preparacao de formas
farmacéuticas utilizando esse extrato.

O extrato etandlico das folhas da Argemone mexicana L. preparado por Rosas-pifion
et al.,, 2012, foi testado em Streptococcus mutans e Phorphyromonas gengivalis,
apresentando uma MIC de 125 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente.

Sahu et al. (2012), prepararam extratos das folhas da Argemone mexicana L. em
acetona, metanol e etanol para determinar atividade antimicrobiana em 15 cepas de
Pseudomonas aeruginosa resistentes, além de que determinaram as classes de
metabolitos secundarios em cada extrato testado. O resultado foi MIC de 10 mg/mL para
0 extrato por acetona, com halo de inibigcao variando entre 10,0 a 13,0 mm, 8 mg/mL para
0 extrato etandlico, com halo de inibicédo variando entre 12,0 a 14,0 mm e 8mg/mL para o
extrato metandlico, com halo de inibicdo de 16,5 a 19,0 mm. Os metabdlitos secundarios
encontrados foram flavondides, saponinas, taninos, esteroides/terpenos, alcaldides e
glicosideos no extrato de acetona; acgucares redutores, flavonoides, taninos,
esteroides/terpenos, alcaloides e glicosideos no extrato etandlico; e antraquinonas,
flavonoides, saponinas, taninos, esteroides/terpenos, alcaldides e glicosideos no extrato
metandlico.

Extratos preparados separadamente das folhas, caule e raizes, em agua, acetona,

metanol e cloroformio, testados em E. coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e



Staphylococcus aureus, na concentracdo minima de 5 mg/mL, todos os extratos
apresentaram atividade antimicrobiana para todas as cepas testadas, porém as partes da
planta com potencial significativo foram o caule a as folhas. O extrato etandlico e com
acetona do caule apresentaram o maior potencial inibitério para Klebsiella pneumonie,
com halo inibitério de 22,86 mm e 17,35 mm respectivamente. J4 o extrato etandlico das
folhas apresentou o maior potencial inibitério para Staphylococcus aureus, com halo
inibitério de 19,12 mm. Os autores sugerem a producdo de produtos naturais e
descobertas de agentes antimicrobianos a base da planta (Alagesaboopathi & Kalaiselvi,
2012).

Doss et al. (2012), prepararam extrato metandlico das folhas da Argemone mexicana
L. e testaram sua atividade antimicrobiana em Staphylococcus aureus, E. coli,
Streptococcus sp. e Klebsiella pneumonie. A MIC de 100 mg/mL apresentou um halo
inibitério de 10 mm para Staphylococcus aureus e Streptococcus sp. Ja& o MIC de 200
mg/mL apresentou halo inibitério de 10 mm para E. coli, 12 mm para Streptococcus sp. e
Klebsiella pneumonie, e 15 mm para Staphylococcus aureus. O extrato metandlico da
Argemone mexicana L., também apresentou eficacia para varios tipos de fungos e tal
acao foi atribuida aos alcaloides deidrocoridalmina e oxiberberina (Singh et al., 2009).

As mais diversas atividades antimicrobianas, e o potencial dessa acado, estédo
atribuidos aos extratos das folhas e caule da planta extraidos com solventes apolares
(cloroférmio e éter de petrdleo) ou polares (etanol, metanol, etil acetato), assim como o
extrator utilizado nesse trabalho (etanol). O extrato com solvente de alta polaridade
(acetona) apresentou o menor potencial, ou nenhum potencial antimicrobiano.

Avaliacdo Toxicologica (CLso)

No ensaio in vitro para determinar a concentracéo letal que mata 50% da populagao

de microcrustaceos da espécie Artemia salina, 0s resultados apresentaram-se

proporcionais, pois a medida que a concentracdo do extrato foi aumentando, o nimero de



individuos mortos também aumentou. No grafico, mostra-se o eixo X representando a
concentracéo do extrato da Argemone mexicana L. em diferentes concentracdes (ug/mL)
e 0 eixo Y representando o percentual de micro-organismos vivos. A reta linear indica que
guanto maior a concentracdo do extrato, maior sera a quantidade de individuos mortos
(Grafico 1).

GRAFICO 1: Relagdo de organismos vivos em diferentes concentracdes do extrato da Argemone
mexicana L. representando sua CLso.
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A contagem de microcrustaceos mortos, representado pela linha B do Grafico 1,
apresentou-se proporcional ao aumento das concentracdes testadas, semelhante a reta
linear controle, mantendo-se constante e proporcional.

A amostra apresentou ClLso de 1820,8875 pg/mL, ou seja, a essa concentracdo
houve a morte de 50% dos microcrustaceos. De acordo com a escala de toxicidade,
proposta por Meyer et al. (1982), concentracbes acima de 1000 pg/mL atribui
caracteristica atoxica ao extrato e que, abaixo dessa concentracdo, quanto mais proxima
de zero for a concentracdo letal, mais toxico € o extrato. De acordo com esses
parametros, ja estabelecidos da técnica, o valor de 1820,8875 ug/mL do extrato lhe
confere caracteristica praticamente atéxica.

Avaliacdo Toxicologica - FOE (Fragilidade Osmotica Eritrocitaria)
A determinacdo da Fragilidade Osmdtica Eritrocitaria se da pela avaliacdo da

concentragdo, de extrato bruto seco, necesséaria para que ocorra hemdlise. O Eritrécito



tem a funcdo de transportar oxigénio, dioxido de carbono e ions de hidrogénio para os
tecidos através de uma estrutura proteica intracelular denominada de hemoglobina e esse
transporte ocorre através da corrente sanguinea. A exposicdo das heméacias a um meio
de concentracdo diferente podera provocar a ruptura celular. A Tabela 2, apresenta as
diferentes concentragdes dos extratos pelo qual a absorbancia de cada um foi medida por
espectrofotometria, obtendo-se o percentual do grau de hemdlise em cada uma das

concentracoes.

TABELA 2. Concentragdo Minima Inibitéria do extrato bruto seco do cardo-santo, em diferentes
concentracdes, frente as cepas de micro-organismos.

Absorbancia Percentual de

Concentragdes Absorbéancia 1 Absorbéancia 2 1 s
Média Hemolise

1000 um 0,125 0,105 0,115 8,71%
750 pm 0,079 0,088 0,083 6,28%
500 pm 0,063 0,044 0,053 4,01%
250 pm 0,028 0,047 0,037 2,80%
100 pm 0,001 0,007 0,004 0,30%

50 ym 0,003 0,013 0,008 0,60%

Os dados da Tabela 2 foram transformados graficamente, como mostra o Grafico 2,
onde é possivel notar que o percentual de hemolise sofrido é diretamente proporcional ao

aumento da concentracdo, atingindo a faixa de 8,71% com a maior concentragédo (1000

pg/mL).

GRAFICO 2. Percentual de hemdlise causada pelo extrato da Argemone mexicana L em diferentes
concentracdes.
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A reta linear, gerada com o pequeno desvio padrdao, demonstra a proporcionalidade



entre a relacdo das concentracbes do extrato do Cardo-santo pelo percentual de
hemdlise. O percentual de hemdlise é determinado pelo grau de hemdlise gerada pela
solucao de cloreto de sodio a 0,9%, utilizada como padrdo mediante seu uso hospitalar
intravenoso, determinados por Darcie & Lewis (1975), como mostra a Tabela 3.

TABELA 3. Padrdo comparativo para Fragilidade Osmética Eritrocitaria, determinada por Darcie & Lewis
(1975).

Tipo/Grau de hemélise

Minima Moderada Consideravel Alta Hemolise
Hemolise Hemolise Hemolise Hemolise Muito Alta
Percentualde 54 100y 10-25% 25-45% 45-75% 75-100%

Hemolise

Comparados os valores da Tabela 2 e da Tabela 3 podemos verificar que o extrato
das folhas e caule do cardo-santo apresentou, neste presente trabalho, minima hemdlise,
mesmo na maior concentracdo de 1000 pg/mL.

As analises toxicoldgicas, tanto CLso quanto FOE, caracterizam o extrato da
Argemone mexicana L. com um potencial que varia de minima toxicidade a atoxica,
diferindo também de testes toxicoldgicos realizados por outros autores.

Apesar da maioria dos estudos sobre o potencial toxicolégico da Argemone
mexicana L. estar mais relacionados aos componentes do extrato de suas sementes,
alguns estudos relatam sua toxicidade, nas diferentes partes da planta. Um estudo
realizado por Ibrahim & lbrahim (2009), avaliou a concentracdo letal em 50 % dos
individuos (DLso) do extrato das folhas da Argemone mexicana L. em camundongos, com
idade entre 4-6 semanas e pesando 18-25 g. O resultado foi uma DLso de 400mg/Kg,
sendo administrado por via intraperitoneal, caracterizando como uma toxicidade aguda.
Chang et al. (2003), realizaram um estudo para determinar quais 0S compostos
responsaveis pelo potencial citotéxico da planta e determinaram que os alcaloides N-
demeiloxisanguinarina, pancorina, (+)-argenaxina, (+)-higenamina, (+)-reticulina (presente
nas partes aéreas da planta), angolina e chelerythrina (presentes em todas as partes da

planta) possuem esse potencial.



Teste Qualitativo Para Alcaldides
O teste qualitativo de alcaloides, utilizando o reagente de Meyer (iodo mercurato de
potéssio) e Bouchardat (iodo-iodeto de potassio), demonstra a presenca de alcaloides,
porém com minima reacdo de precipitacdo (Tabela 4). Com isso pode-se inferir que a
guantidade de alcaloides presente nesse extrato € minima. Como a concentracdo de
alcaloides é baixa e ndo houve resultado satisfatorio da acdo do extrato sobre as cepas
nas analises microbioldgicas, subentende-se que os alcaloides especificos com tal acao

farmacolégica se encontram em quantidades abaixo das satisfatorias.

TABELA 4: Resultados para reagéo de andlise qualitative de alcaloides.

Reagentes Utilizados Intensidade da Reacdo de Precipitacdo
Meyer +
Bouchardat +

+: baixa reacéo; ++: média reacéo; +++: alta reacéo; -: auséncia de reacao

Fatores de influenciam a producéo dos metabdlitos secundarios das plantas:

Existem varios fatores que podem influenciar na producdo dos metabdlitos
secundarios de uma planta. Gobbo-neto & Lopes (2007), relataram com bastante clareza
gue as condi¢cdes ambientais que circundam a planta, afetam diretamente na producéo de
seus metabolitos secundarios. Eles determinam sazonalidade, ritmo circadiano e
desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
disponibilidade de nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica e inducdo por estimulos
mecanicos e ou ataque de patdgenos, como sendo os tais fatores influentes, atuando
sempre em conjunto, um ou mais desses fatores, para uma modificacdo metabdlica da
planta.

Simdes et al. (2007), citam que a matéria prima vegetal pode ser obtida por cultivo,
propriamente dito, ou por extrativismo, retirando o produto diretamente do seu ambiente
natural. As plantas obtidas por extrativismo, por ser uma coleta aleatéria, podem
apresentar variacdes na producdo de seus metabdlitos secundéarios, seja por uma

guestdo de variabilidade genética, seja por condicionantes ambientas do seu local de



origem. O cultivo propriamente dito é uma forma de padronizacdo do material vegetal,
com a finalidade de diminuicdo de erros relacionados. Além disso, falam que certas
substancias podem ocorrer em quantidades ndo detectaveis em funcdo de condi¢cdes
edéaficas e climaticas e, como 0s compostos apresentam uma func¢ao ecoldgica, verificam-
se variacdes de acordo com o periodo vegetativo da planta.

A Argemone mexicana L. é considerada como erva daninha grave da Austrélia, e
paises da América Latina, Africa e Asia, apresentando comportamento competitivo em
solo cultivado ou ndo (Bhardwaj et al., 1982; Ubreti et al., 1989; Lorenzi & Matos, 2002;
Karlsson, 2003; Babu, et al., 2008; Brahmachari et al., 2013, Grandi, 2014). A planta
utilizada nasceu espontaneamente (comportamento daninho) em meio a uma plantacao
de sorgo, plantado como experimento do Instituto de Agrondmico de Pernambuco (IPA),
da estacao experimental José Nilson de Melo. Simdes et al. (2007), também ressaltam
gue o local de cultivo deve ser isolado de aplicacdo de adubos quimicos e agrotéxicos.
Nas plantacdes dos experimentos geralmente sdo aplicados aditivos como sulfato de
amoénio. Em solo de pH &cido, o amdnio tem sua conversdo em nitratos diminuida,
podendo haver a inibicdo de incorporagdo de nitrogénio, tendo como consequéncia a
diminuicdo da producdo de compostos nitrogenados pela planta, tais como os alcaloides e
taninos (Gobbo-neto & Lopes, 2007).

Como mencionado, a altitude é outro fator que influi na producédo nos metabdlitos
secundarios. Alguns dos estudos realizados para a determinacdo da atividade
antimicrobiana, citados nesse trabalho, mencionam a localidade pelo qual foi coletada a
droga vegetal. Foi realizada uma pesquisa dessas localidades para o conhecimento de
suas altitudes, utilizando a ferramenta livre da internet “Google Maps”. Os resultados
foram: Varanasi District, Uttar Pradesh, india, 81 m (Singh et al., 2009); Kushtia District,
Khulma, Bangladesh, india, 18 m (Rahman et al., 2011); Altiplano, Tijuana, México, 173 m

(Rosas-pinon et al., 2012); Coimbatore, Tamil Nabu, india, 432 m (Doss et al., 2012). O



local de coleta do material vegetal deste trabalho foi no IPA, Malhada de Pedra, zona rural
de Caruaru — PE, e possui uma altitude de 690 m, relativamente elevado comparado as
outras localidades. O aumento da altitude promoveu a diminuicdo na producao dos
alcaloides e dos diterpenos da Aconitum napellus e piperidinicos de Lobelia inflata e no
Oleo essencial de tomilho e horteld pimenta (Gobbo-neto & Norberto, 2007), mostrando
gue pode ter ocorrido a diminuicdo dos alcaloides da Argemone mexinaca L utilizada
nesse estudo devido a altitude da localidade em que foi extraida.

Tanto os resultados dos testes microbiolégicos quanto o0s toxicoldgicos e
fitoquimicos deste trabalho, diferem claramente dos resultados obtidos por outros autores,
porém sdo justificados mediante os fatores apontados como influencidadores da producao
dos metabdlitos secundarios do cardo-santo, tendo em vista que 0s metabdlitos
secundarios estéo relacionados as atividades farmacoldgicas e toxicoldgicas.
CONCLUSAO

O cardo-santo, sob as condi¢cbes apresentadas nesse trabalho, pode ser utilizado
de forma medicinal pela populacdo sem que haja o risco de intoxicacdo, ja que nao
apresenta potencial téxico. No entanto, assim como ndo apresentou toxicidade, tambem
ndo apresentou atividade antimicrobiana, sendo seu uso invalido para essa finalidade.
Esse fato ndo exclui a possibilidade de apresentar outras a¢fes farmacoldgicas pelo qual
é utilizada de forma caseira, como agente anestésico e antinflamatério por exemplo.
Sugere-se novos estudos do extrato do cardo-santo cultivado de forma controlada com
temperatura, irrigacdo, pH e nutricdo do solo, entre outros, criando um ambiente mais
parecido possivel com o de sua localidade de origem (México e Egito), para que se possa
ter certeza de que tais fatores séo os influenciadores de na producdo de seus metabalitos
secundarios e consequentemente nas ac¢des farmacoldgicas e toxicoldgicas.
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