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Resumo: As plantas constituem fontes naturais de diversas substancias e metabdlitos secundarios. Por
estarem presentes em diversas partes das plantas, possuirem o seu potencial farmacolégico
comprovado em estudos cientificos, por serem de fécil extracdo e economicamente viaveis, os dleos
essenciais tém assumido papel de destaque nas pesquisas em produtos naturais. Com isso, 0 objetivo
deste trabalho foi realizar ensaios de citoxicidade com o modelo do microcrustaceo Artemia salina
Leach para determinar a concentracdo letal para 50% dos individuos (LC50 pg/mL). Para isso, foi
extraido o Gleo essencial de folhas de Calyptranthes spp., coletadas no Parque Nacional Vale do
Catimbau, Buique-PE, por hidrodestilacdo durante 4 horas e em seguida testados em Artemia salina
quanto a sua toxicidade com diluigdes seriadas (1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pug/ml) de solugoes
de agua do mar com Tween 80. Sendo medida a concentragdo letal para 50% de mortalidade apds 24 h
de exposicdo as diferentes solugbes. LC50 cronico e intervalos de confianca de 95% foram
determinados usando o método probit 10, como medida de toxicidade do dleo. O 6leo essencial foliar
de Calyptranthes spp. apresentou LC50 de 29,21 pg/ml que, caracterizando-se como um Gleo de alta
toxicidade.
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INTRODUCAO

As plantas constituem fontes naturais de diversas substancias e metabolitos
secundarios. A riqueza destes compostos fundamenta a exploracdo das espécies vegetais
desde a antiguidade, pois sdo capazes de conferir resisténcia ao ataque de pragas e de doencas.
Com isso, as plantas se tornaram uma importante fonte de produtos naturais biologicamente
ativos, muitos dos quais, pode-se utilizar para a producdo de inimeros farmacos (WALL E
WANI, 1996).

Entre as diversas espécies encontradas na caatinga, varias plantas sdo consideradas
como medicamentosas de uso popular, pois diversos tecidos como folhas, cascas e raizes séo
comercializados em formas, muitas rudimentares, farmacéutica e pré-farmacéuticas em
calcadas e ruas das principais cidades, bem como em mercados e feiras livres. O uso de

plantas medicinais ainda é frequente, tanto no meio rural quanto no urbano, principalmente
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por parte da populagdo carente, que recorrem a vegetacdo nativa, em busca da cura para 0s
problemas enfrentados (MOSCA; LOIOLA, 2009).

Dentre os agentes terapéuticos vegetais, 0s 0leos essenciais constituem um grupo de
substancias liquidas, volateis, responsaveis pelo odor aromético de diversas plantas (COSTA
et al., 2008), a Caatinga apresenta-se como um bioma promissor para o estudo destas como
possiveis fontes de moléculas com atividade farmacologica devido suas condigdes especificas

de clima, solo, localizacdo geografica, exposicdo a luz solar e temperatura.

Este ecossistema apontado como rico em espécies endémicas e bastante heterogéneo,
corresponde a um habitat tipicamente ocupado por diversas espécies, dentre elas as da familia
Myrtaceae, apresentando algumas espécies endémicas e muitas outras adaptadas a este bioma.

Atualmente, o interesse e pesquisa de novas substancias bioativas derivadas de
produtos naturais esta crescendo, fato atribuido a constante necessidade de tratamentos mais
eficazes e acessiveis e de facil obtencdo (MEOT-DUROS et al., 2008; SILVA-CARVALHO
et al.,, 2015), entre essas substancias se encontram os Oleos essenciais (OEs). A familia
Myrtaceae compreende cerca de 150 géneros, com aproximadamente 3.600 espécies. No
Brasil, a familia abrange 23 géneros e cerca de 1.000 espécies (SOBRAL et al., 2015) e é
considerada uma das familias mais importantes economicamente, ocupando a oitava posi¢ao
em diversidade no Nordeste (SOBRAL; PROENCA, 2006). Uma das -caracteristicas
marcantes desta familia € a presenca em seus 0rgdos vegetativos e reprodutivos, de estruturas
secretoras de 6leos essenciais (CRONQUIST, 1981). Embora possuam muitos estudos de
atividades e testes bioldgicos com espécies da familia Myrtaceae, estudos com género
Calyptranthes ainda sdo escassos, principalmente quando relacionados ao rendimento do 6leo
essencial e atividade bioldgicas.

Os compostos bioativos geralmente apresentam toxicidade, principalmente em altas
doses. Desta forma, a avaliagdo do potencial téxico em um organismo animal menos
complexo pode ser usada para um monitoramento simples e rapido (MACIEL, 2002). O
microcrustaceo Artemia salina Leach (Artemiidae) é um invertebrado de ecossistema aquatico
salino e marinho usado em ensaios laboratoriais de toxicidade e outras agdes de estimativa de
dose letal. Sdo usados na avaliacdo toxicoldgica de extratos de plantas, bem como em 6leos
essenciais vegetais, por ser um teste rapido, eficiente, barato e que requer uma quantidade
pequena de amostra.

Diante disso, 0 presente estudo teve como objetivo a realizar ensaios de citoxicidade

de bleo essencial foliar de Calyptranthes spp. ocorrentes no Vale do Catimbau — Buique/PE
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com o modelo do microcrustdceo Artemia salina Leach para determinar a concentracdo letal
para 50% dos individuos (LC50 pg/mL). O microcrustaceo Artemia salina Leach
(Artemiidae) é um invertebrado de ecossistema aquatico salino e marinho usado em ensaios

laboratoriais de toxicidade e outras acOes de estimativa de dose letal.

METODOLOGIA

e Coleta do material

As coletas das espécies de Calyptranthes spp. foram realizadas exclusivamente no
perimetro da Caatinga (Vale do Catimbau, Buique, PE) no més de maio de 2018 (estacdo
chuvosa). As coletas e observagdes de campo foram realizadas no Parque Nacional Vale do
Catimbau, localizado a 285 Km do Recife. Fica situado entre o Agreste e o Sertdo de
Pernambuco, abrangendo terras do municipio de Buique. O Parque é formado por elevagdes
montanhosas de topo suave, encostas abruptas e vales abertos, distribuidos em
aproximadamente 90.000 ha. Temperatura e precipitacdo médias anuais séo de 25°C e 1.095,9
mm com maior pluviosidade entre abril a junho (SILVA; SCHLINDWEIN; RAMALHO,
2007).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA) (2002), o PARNA do Catimbau é
uma area de extrema importancia para a conservacdo da biodiversidade. Do ponto de vista
geomorfologico, o PARNA do Catimbau estd inserido no Planalto da Borborema,
apresentando relevo ondulado a fortemente ondulado, com altitudes variando de 650 a 1.000
m (CPRM 2005). Os solos sdo rasos a profundos, predominando Planossolo e Podzdlico nas
encostas e circundando a area serrana e Litolicos no topo das serras. O clima € do tipo tropical

chuvoso, com verdo seco (CPRM 2005).

e Extracéo de 6leos essenciais

O oleo essencial de folhas de Calyptranthes spp. foi obtido em amostras de 100g de
folhas frescas por hidrodestilagdo com agua destilada, utilizando aparelho tipo Clevenger, por
um periodo de quatro horas. Em seguida, o 6leo foi coletado e seco com sulfato de sédio
anidro (Na2SO4) e mantido em refrigerador (-5 °C) num frasco de vidro &mbar para 0s ensaios
biologicos.

O rendimento do 6leo essencial foi definido como o quociente do peso do 6leo
recolhido e o peso seco do material vegetal extraido (Equacdo 1) (SANTOS et al., 2014) e os
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dados foram submetidos e os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica com teste
de média (Teste de Tukey 5%).

Equacdo 1 — Rendimento de 6leo essencial:

PO %100
pPS

e Teste de letalidade em Artemia salina

Oleo essencial foliar de Calyptranthes spp. foi avaliado em um teste para letalidade
com larvas de Artemia salina. Toxicidade do 6leo essencial (OE) foi testado usando uma
dilui¢do seriada de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/ml de solugdes de agua do mar com
Tween 80. Dez nauplios foram usados em cada teste e sobreviventes contados apos 24 h. Trés
repeticdes foram utilizadas para cada concentracdo, sendo também uma série paralela de
testes conduzidos com o branco controle. A concentracdo letal para 50% de mortalidade apds
24 h de exposicdo, LC50 cronico e intervalos de confianga de 95% foram determinados
usando o método probit 10, como medida de toxicidade do 6leo ou fracdes.

Doses letais do 6leo essencial foram determinadas usando o programa GraphPad
Prism de software LC50, com base na anélise probit de Finney método (FINNEY, 1971).

A toxicidade foi medida em termos de CL50 (letal concentracdo de 50% de

metanauplios) e de acordo para Dolabela (1997):

LC50 <80 pg/mL, foi considerado altamente tdxico;
entre 80 pg/mL e 250 pg/mL, moderadamente toxico;

LC50> 250 pg/mL, baixa toxicidade ou ndo toxico.

Oleos e extratos que ndo mostram 50% de mortalidade em qualquer das concentracdes
testadas foram considerados néo téxico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Calyptranthes spp. apresentou um rendimento percentual médio de 6leo essencial
(OE) foliar de 0,32715 % % 0, 053 na estacdo chuvosa (Figura 1). Corréa et al. (1972) estudou

rendimentos de espécies do género Calyptranthes ocorrentes na Amazbdnia, onde,
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Calyptranthes spruceana Berg obteve um rendimento de 1,7% e outra espécie de
Calyptranthes que ndo foi identificada obteve um rendimento de 2,2%, este mesmo
rendimento de 2,2% foi encontrado no estudo de Chaves et al. (2007) em Calyptranthes sp.,
também coletada na Amazodnia. Essas diferencas quantitativas observadas podem ser devidas
a regido de cultivo, condi¢des edafoclimaticas e ano em que a espécie foi coletada, além de

sofrer influéncia do método de extracdo que foi utilizado.

Calyptranthes spp.
Extracdo Peso do 6leo (g) Peso seco (g) Rendimento (%)
1 0,378 100 0,378
2 0,3021 100 0,3021
4 0,3633 100 0,3633
5 0,2652 100 0,2652
Media 0,32715
D.P 0,0528

Figura 1: Rendimento do 6leo essencial foliar de Calyptranthes spp.

Estudos de toxicidade utilizando Artemia salina foram sugeridos em muitos
compostos com atividade biolégica para determinar sua potencial aplicacdo terapéutica
(PARRA et al., 2001).

O oleo essencial de Calyptranthes spp. foi testado quanto a sua toxicidade sobre
Artemia salina para determinar a concentragao letal para 50% dos individuos (LC50 pg/mL) e
apresentou LC50 de 29,21 ug/ml que, de acordo com Ramos et al. (2009), caracteriza-se

como um 6leo de alta toxicidade (Figura 2).

Teste de Toxicidade

1 2 3
[ug/ml]  vivos mortos | mortalidade|vivos mortos | mortalidade | vivos mortos | mortalidade
1000 0 9 100 0 6 100 0 10 100
500 0 10 100 0 10 100 0 9 100
250 1 9 90 2 8 80 0 7 100
125 0 10 100 0 10 100 0 8 100
62,5 1 9 90 0 9 100 0 9 100
31,25 7 0 0 9 0 0 1 9 90
CT 10 0 0 10 0 0 10 0 0
CA 10 0 0 10 0 0 10 0 0

Figura 2: Teste de toxicidade do 6leo essencial de Calyptranthes spp. frente a Artemia salina.
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A partir da curva obtida pelo GraphPad Prism podemos observar que a letalidade das
larvas é diretamente proporcional a concentracdo do 6leo essencial testada (Figura 3). Ou seja,

a medida que aumenta a concentracdo, aumenta a letalidade das Artemias.
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Figura 3: Taxa de mortalidade de Artemia salina frente ao 6leo essencial de Calyptranthes

spp.

Quanto menor o valor de LC50 mais toxico € o composto frente a um organismo-teste,
e maior € sua atividade citotdxica, sugerindo maior potencial como antitumoral. Embora
possuam trabalhos com o género Calyptranthes com suas fracdes de extratos testadas quanto
sua toxicidade utilizando Artemia salina como modelo (CONRADO et al., 2011), estudos
com os 0leos essenciais deste género sdo escassos. Na literatura ndo ha relatos de testes do
Oleo essencial da espécie para toxicidade em nenhum modelo animal, apenas em células

tumorais.
CONCLUSAO

O 6leo essencial de Calyptranthes spp. demostrou ser farmacologicamente promissor,
sendo uma possivel fonte de substancias biologicamente ativa com propriedades téxicas,
apresentando alta toxicidade de acordo com o LC50 calculado por meio do teste de toxicidade
utilizando Artemia salina como modelo.

Com isso, é necessario que haja um cuidado e orientacdo da populacdo quanto ao uso
dessa espécie, pois seu uso em altas concentracdes pode ser prejudicial. Sugere-se mais testes

afim de verificar a toxicidade aguda e o seu real potencial antitumoral, uma vez esse ensaio de
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toxicidade pode ter uma boa correlagdo com atividade citotoxica em alguns tumores humanos
(McLAUGHLIN et al., 1998).

Espécies do género Calyptranthes coletadas na Amazbdnia possuem um maior
rendimento do seu 6leo essencial foliar, quando comparada a coletada na Caatinga (Vale do
Catimbau — Buique/PE) no presente estudo, sugerindo com isto, que esta espécie possa
produzir mais 6leo essencial em suas folhas quando estdo em condi¢bes edafoclimaticas

favoraveis de Mata Atlantica.
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