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RESUMO

Objetivo: Investigar o potencial toxicoldgico do extrato etan6lico de folhas de Croton
heliotropiifolius em Artemia sallina. Métodos: As folhas foram obtidas a partir de arvore velame, do
Municipio de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. As folhas (10g) foram maceradas por 10 dias, em
etanol (100ml) a temperatura ambiente e submetida a agitagdes esporadicas. Em seguida, a mistura foi
filtrada e rotaevaporado até a evaporacdao total do solvente. Como parametro para averiguar a
toxicidade foi observada a dose letal (DL50). Foram separados em 4 grupos amostrais de 10
individuos de Artemia sallina e transferidos para 12 tubos de ensaio contendo concentragdes 50 pg/ml,
500 pg/ml e 1000pug/ml de cada extrato, observando-se 0 seguinte protocolo: 1 grupo controle onde
utilizamos apenas agua marinha e 3 grupos testes, estes realizados em triplicata para cada
concentragdo de cada composto. Apo6s 24h e 48h de exposi¢do os grupos testes foram observados a
olho nu, com o intuito de avaliar quantitativamente a viabilidade dos nauplios em relagdo ao grau de
letalidade dos extratos e comparar com o grupo controle. Resultados: O extrato nas concentracGes de
50pg/ml (76,6%) e 500ug/ml (53,3%) demostrou baixo nivel de toxicidade, enquanto a concentragdo
de 1000ug/ml atingiu uma taxa de 10% de sobrevivéncia das larvas. Conclusdes: O extrato de
etandlico de folhas de C. heliotropiifolius mostrou toxicidade moderada. Este estudo pode contribuir
para 0 conhecimento da toxicidade desta espécie, e auxiliar na catalogacdo de informacdes sobre
plantas utilizadas na medicina popular.

Palavras-chave: Velame, Extrato, Letalidade, Toxicidade e Fitoterapico.

1. INTRODUCAO

O Brasil ocupa grande parte da América do Sul, com uma area de 8.514.877 km2 que
apresenta seis grandes Dominios Fitogeograficos: a Amazénia (ocupando 49,26% do
territorio), o Cerrado (23,92%), a Mata Atlantica (13,04%), a Caatinga (9,92%), o Pampa
(2,07%) e o Pantanal (1,76%) (IBGE, 2010). Apenas a Caatinga € exclusivamente brasileira.

Em cada Dominio Fitogeografico encontram-se diversas espécies de plantas, fungos e
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animais, fazendo do Brasil um dos paises mais ricos quanto a biodiversidade de espécies. Foi

documentado no Brasil um total de 40.989 espécies de plantas e fungos, das quais 18.932
(46,2%) sdo endémicas do pais. A Caatinga, aparece em quarto lugar com 5.218 espécies de
fungos e plantas (Forzza, 2010).

A nomenclatura da espécie de interesse passou de C. Rhamnifolius a C.
heliotropiifolius Kunth (Govaerts, 2000). A espécie Croton heliotropiifolius Kunth,
popularmente conhecida como “velame”, “velaminho” e “velame-de-cheiro” devido aos seus
minusculos pelos, é endémica no Nordeste Brasileiro e pode ser encontrados com frequéncia
na vegetacdo da Caatinga, brejos, restingas e cerrados. Estudos voltados para o C.
heliotropiifolius constataram a presenca predominante de alcaldides, polifendis e compostos
redutores, sendo referido como util no alivio da dor de estbmago, na disenteria e antitérmico
(Randau, 2004). O bioensaio com Artemia salina é usado como um bom indicador de
toxicidade de substancias quimicas, incluindo extratos de plantas vegetais. Possui vantagens
como rapidez, praticidade, simplicidade, baixo custo e também usa uma pequena quantidade
de amostra, mantendo uma boa relacdo com testes in vivo, sugerindo que é um método
confiavel. Os ensaios de letalidade sdo amplamente utilizados no teste de toxicoldgico e pode
ser obtida a concentracdo mediana (LC50) que e a dosagem necessaria para causar morte em
50% de uma amostra em estudo. Portanto, este estudo procurou investigar o potencial
toxicoldgico do extrato etandlico de folhas de Croton heliotropiifolius sobre Artemia salina.

2. METODOLOGIA

2.1. Material vegetal

As folhas foram obtidas a partir de arvore de velame (C. heliotropiifolius —
Euphorbiaceae), na area urbana do Municipio de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Preparou-se
uma exsicata, a qual foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto
Agrondmico de Pesquisa (IPA), sob nimero de tombo 90440 e identificada por um botanico
da instituicéo.

O extrato bruto seco foi feito de acordo com o método de maceracdo descrito por
Cechinel (1998). As folhas (10g) foram maceradas por 10 dias, em etanol (100ml) a
temperatura ambiente e submetida a agitacdes esporadicas. Depois deste periodo, a mistura

foi filtrada e rotaevaporada até a evaporacao total do solvente.

2.2. Determinacéo da toxicidade frente a A. salina Leach
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Ensaios de letalidade, empregando como bioindicador a Artemia salina L. permitem
realizar a avaliacdo da toxicidade envolvendo apenas um parametro: vida ou morte, sendo
considerado como ensaio preliminar na identificacdo de compostos bioativos de baixo custo e
facil manuseio (Cavalcante, 2000). Nesta perspectiva, para a obtencdo de larvas de A. salina,
cistos deste material biolégico foram adquiridos pelo Laboratério Cancerologia Experimental,
localizado no biotério do Departamento de Antibidticos da UFPE e induzidos a eclosdo por
imersdo em agua do mar (pH 7) e temperatura ambiente, e postos em recipiente iluminado
com luz artificial (60 W), por um periodo correspondente a 24 horas. Decorridas 24 horas, as
larvas eclodidas foram avaliadas com base na motricidade e desta forma foi possivel utilizar
nos ensaios de toxicidade uma populacdo homogénea, com relacdo ao seu desenvolvimento, a
qual foi transferida com o auxilio de uma pipeta de vidro de 5 ml para um béquer de 300 ml.
Posteriormente os espécimes foram coletados com auxilio de uma Pipeta Pasteur plastica de 3
ml, transferidos para uma Placa Petri de onde foram separados em 4 grupos amostrais de 10
individuos e transferidos respectivamente para 12 tubos de ensaio contendo concentracdes 50
pg/ml, 500 pg/ml e 1000ug/ml de cada extrato, observando-se o seguinte protocolo: 1 grupo
controle onde utilizamos apenas dgua marinha, o qual foi usado ndo apenas para comparacao
com 0S grupos testes, mas também para se ter certeza de que ocorrendo mortalidade de
nauplios de A. salina, a mesma seria resultante da toxicidade aos compostos e ndo devido a
falta de alimentacdo (Carballo, 2002) e 2 grupos testes, estes realizados em triplicata para
cada concentracdo de cada composto. Além disso, cada extrato foi testado trés vezes por
concentracdo do composto (Vanhaecke, 1981). Apds 24h e 48h de exposi¢cdo 0s grupos testes
foram observados a olho nu, com o intuito de avaliar quantitativamente a viabilidade dos

nauplios em relagdo ao grau de letalidade dos extratos e comparar com o grupo controle.

3. DESENVOLVIMENTO

O uso de plantas como estratégia medicinal estad presente na humanindade desde o0s
tempos mais remotos (Veiga Junior, Pinto, Maciel, 2005). Em 1990, 65-80% dos paises em
desenvolvimento se utilizavam principalmente de fitoterapicos para o tratamento de doencas
(Maciel, 2002; Veiga Junior, Pinto, Maciel, 2005). Os grandes pontos comerciais Sao

farmacias e lojas de produtos naturais. Grande parte destas plantas é utilizada de acordo com

0 conhecimento popular, sem nenhuma comprovacao cientifica a cerca de sua eficacia ou
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riscos que pode oferecer a saide do individuo que faz seu uso de maneira indiscriminada
(Veiga Junior, Pinto, Maciel, 2005).

No Brasil, a utilizacdo de plantas nativas das regifes para o tratamento de

enfermidades. A grande questdo em se tratanto de plantas que ndo sdo estudadas
cientificamente é quanto a seguridade do seu uso para o consumidor, a maior parte dos usos
de ervas medicinais tem risco baixo, mas se ndo se conhecem 0s compostos presentes em
determinado extrato ou 6leo esssencial, este pode ser um risco a quem o consome.

O género Croton é o segundo maior da familia Euphorbiaceae s.s e pertence a
subfamilia Crotonoideae (Lima, Pirani, 2008). Abrangendo um grupo de aproximadamente
1200 espécies distribuidas de forma pantotropical, estando mais presente no continente
americano (Berry, 2005). No Brasil, ha cerca de 350 espécies deste género (Berry, 2005).

Espécies do género Croton tem sido avaliadas como potenciais estratégias terapéuticas
para tratamento de doencas. A exemplo a espécie Croton cajucara da qual sdo utilizadas as
folhas e as cascas do caule para o tratamento de diarreia, problemas estomacais, hepatites; no
estado do Para é comercializado o pé das folhas, o 6leo essencial dos quais foram realizados e
estudos e comprovados os efeitos hipoglicemiantes e hipolipémicos (Maciel, 2001).

Croton heliotropiifolius kunth  é uma planta da familia Euphorbiaceae, que esta
presente desde o Panaméa até o Brasil (Silva, 2010). Neste Ultimo estando localizado em
grande parte da regido Nordeste e chegando até o estado de Minas Gerais no Sudeste (Silva,
2010). Seu predominio é na vegetacdo da Caatinga, em florestas serranas, restingas e no
cerrado.

O velame é utilizado pela sabedoria popular em infusGes no tratamento para dores de
estbmago e perda de peso. Seu 6leo essencial e seus compostos metanolicos possuem
atividades antioxidantes e antimicrobianas (Alencar, 2017; Brito, 2018). Estudos anteriores
demonstram que esta planta possui atividade bactericida em algumas cepas de Escherichia
coli e Shiguella flexneri, bactérias comumente associadas a disturbios gastrointestinais
(Alencar, 2017).

O dleo essencial da C. heliotropiifolius possui como agentes antibacterianos e
larvicidas de acordo com estudos recentes (Angelico, 2014; Doria, 2010). A composicdo
quimica desse 6leo pode variar de acordo com as condi¢des do solo e do clima do ambiente
onde foi coletada. Na regido de Ambroso na Bahia a sua composicéao foi de E-caricofileno, y-

uruoleno e viridifloreno (Aradjo, 2017), enquanto em Pernambuco, a espécie possuia -

cariofileno , espatulenol e germacreno B (Neves e Camara, 2012) como principais compostos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora se tenha observado 62,3% da sobrevivéncia das amostras, conforme dados
apresentados nas tabelas 1, ndo significa dizer que os testes foram totalmente conclusivos
quanto a toxicidade, visto que ndo foram realizados testes prolongados ou crénicos os quais
pudessem avaliar efeitos fisiologicos com comprometimento maior de 6rgdos ou do sistema
reprodutor. Os parametros analisados nos ensaios apenas contemplam o estudo da toxicidade

aguda.

Tabela 1 — Potencial toxicologico do extrato etanolico de folhas de C. Heliotropiifolius em

A. sallina.

Extratos Concentragdo Viabilidade
(bg/ml) (%)
50 500 1000 100
Controle 27 27 27 90
Extrato | 23/76,6% | 16,63% | 3,10% 62.3

Fonte: Dados da pesquisa (2017)

O resultado a atividade toxicoldgica de extrato etanolico de folhas de C.
heliotropiifolius nas concentrac6es de 50ug/ml (76,6%) e 500ug/ml (53,3%) demostrou baixo
nivel de toxicidade, enquanto a concentracdo de 1000ug/ml atingiu uma taxa de 90% de
letalidade das larvas, quando comparada com o controle apresentou sobrevivéncia 100% A
salina. Corroborando com nossos dados, Silva (2016) demonstrou que o extrato metandlico de
folhas de C. heliotropiifolius, frente A. salina mostrou moderada toxicidade, revelando a
necessidade de aprofundar o estudo desta espécie.

O bioensaio de letalidade sobre a Artemia salina é considerado um ensaio bioldgico
utilizado abrangentemente por ser rapido, confiavel, de baixo custo sendo relacionado com
varias atividades bioldgicas (Vanhaecke, 1981).

Nossos resultados demonstraram que a mortalidade das larvas no bioensaio de
toxicidade com extrato de C. heliotropiifolius sobre A. salina apresentou variacao entre as
diferentes concentragdes (50 a 1000 pg/mL). Sendo considerada de baixa toxicidade, por ter

sua CL50 a partir da concentracdo de 500mg/mL, de acordo com o protocolo de Meyer

(1982). Para Amarante (2011), a DL50 é considerada de baixa toxicidade quando superior a
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500 pg mL, sendo moderada para DL50 entre 100 a 500 ug mL e muito toxico quando a
DL50 foi inferior 100 pg mL.

Em Costa et al., 2008, foi realizado teste de toxicidade com Croton zehntneri, espécie
do mesmo género da utilizada neste trabalho, no bioensaio do extrato de C. zehntneri sobre A.
salina foi obtido CL50 menor que 1000 pg/mL. O resultado obtido de C. heliotropiifolius
colabora com estudos relacionados com toxicidade de Croton (Costa, 2008).

5. CONSIDERACOES FINAIS

O extrato de etanolico de folhas de C. heliotropiifolius mostrou toxicidade moderada,
revelando a necessidade de novos estudos para que o conhecimento sobre esta planta,

amplamente utilizado pela populacéo, possa ser expandido.
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