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Resumo

As plantas tém sido utilizadas mundialmente como fonte de moléculas bioativas com potencial de tratar
diversas doencgas, porém muitas dessas espécies ndo foram suficientemente estudadas. Essas plantas
podem conter substancias tdxicas capazes de causar danos a saude da populagdo. Nesse contexto,
objetivou-se determinar a concentragdo letal 50% (ClLso) de extratos de Erythroxylum caatingae e
Erythroxylum revolutum, como parametro de toxicidade/bioatividade. Foram testados o extrato metandlico
e a fase aquosa basica de E. caatingae e o extrato metandlico de E. revolutum. Foi adotado o bioensaio
com Artemia salina, sendo cada concentragcéo dos extratos testada em triplicata e repetida em pelo menos
trés experimentos. As CLso foram analisadas por regressao nao-linear. Os valores de CLso para os extratos
metandlico e da fase aquosa de E. caatingae e para o extrato bruto de E. revolutum foram de 203,7 (190,1-
218,2) yg/mL, 1.074,0 (949,6-1.214,0) uyg/mL e 308,1 (241,1-393,6) ug/mL, respectivamente. Dessa forma,
conclui-se que existe uma concentragao téxica dos extratos testados, bem como, uma relagao diretamente
proporcional entre a concentragcdo do extrato e a mortalidade para A. salina. O extrato metandlico de E.

caatingae apresentou-se mais toxico, enquanto a fase aquosa teve a menor letalidade.

Palavras-chave: Dose letal mediana. Erythroxylaceae. Mortalidade. Plantas medicinais. Toxicidade.

Abstract

Plants have been used worldwide as a source of bioactive molecules with the potential to treat various
diseases, but many of these species have not been sufficiently studied. These plants may contain toxic
substances capable of causing harm to the health of the population. In this context, the objective was to
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determine the 50% lethal concentration (LCso) of extracts of Erythroxylum caatingae and Erythroxylum
revolutum, as a toxicity/bioactivity parameter. The methanolic extract and basic aqueous phase of E.
caatingae and the methanolic extract of E. revolutum were tested. The bioassay with Artemia salina was
adopted, with each concentration of extracts tested in triplicate and repeated in at least three experiments.
LCso were analyzed by non-linear regression. The LCso values for the methanolic and aqueous phase
extracts of E. caatingae and for the crude extract of E. revolutum were 203.7 (190.1-218.2) ug/mL, 1,074.0
(949.6-1,214.0) pg/mL and 308.1 (241.1-393.6) ug/mL, respectively. Therefore, it is concluded that there is
a toxic concentration of the tested extracts, as well as a directly proportional relationship between the
concentration of the extract and mortality for A. salina. The methanolic extract of E. caatingae was more

toxic, while the aqueous phase had the lowest lethality.

Keywords: Erythroxylaceae. Lethal dose 50. Medicinal plants. Mortality. Toxicity.

Introducgao

A utilizac&o de plantas para o tratamento, cura e prevencao de doengas € uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade. Desde os tempos mais remotos, em diversas partes do mundo, ha
registros de enfermidades corporais ou queixas psiquicas tratadas por meio da agao curativa de plantas.
Esse fendbmeno é também observado no Brasil, devido, entre outros fatores, a miscigenacdo de varios

povos, principalmente os indigenas, africanos e europeusl!l.

As plantas medicinais tém sido comumente utilizadas como alternativa a medicina tradicional. Nos paises
em desenvolvimento, como o Brasil, a maioria das pessoas depende de plantas para suas necessidades
primarias de saude. Adicionalmente, muitos extratos isolados de plantas tém demonstrado atividade

biologica, justificando a investigagdo de suas atividades terapéutica e toxical2l.

As ervas com propriedades medicinais sdo de facil obtengdo e sdo vistas como seguras e benéficas.
Entretanto, no meio cientifico, ainda n&o existe muito conhecimento acerca da seguranca e confiabilidade
do uso da maioria das plantas medicinais. Ademais, o territério brasileiro & detentor da maior biodiversidade
vegetal do mundo, por isso desperta interesse mundial sobre as plantas que possui propriedades

farmacologicas, ricas em compostos bioativos de interesse farmacéuticol24l,

No tocante ao uso de plantas com poucos estudos, deve-se levar em consideracao a potencial toxicidade.
Essa é uma particularidade representada pela capacidade de produzir danos aos organismos vivos,
podendo estar relacionada, principalmente, ao tempo de exposicéo e concentragéo da substancia ativa. Os
efeitos da toxicidade de uma substancia, incluindo as de origem vegetal, sobre organismos podem ser de
natureza aguda ou cronica. Os efeitos agudos apresentam resultados subitos e rapidos em individuos

submetidos ao agente toxico, um dos mais frequentemente encontrados ¢ a letalidadels.

Sendo assim, as plantas medicinais podem ser téxicas devido a produgdo de metabdlitos secundarios, € o
consumo ou contato com esses vegetais podem ocasionar alteragdes patolédgicas em homens e animais.
Desse modo, o uso popular das plantas ndo as certifica como eficazes e seguras, pois dependendo da

quantidade, modo de preparo e a parte da planta utilizada, podem apresentar toxicidade. Em vista disso, &
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fundamental que sejam realizados estudos e ensaios toxicoldgicos clinicos e ndo-clinicos para avaliagdo
de critérios de seguranca. Os ensaios toxicoldgicos nao clinicos sdo de extrema importancia na triagem do

estudo de uma planta, podendo ser realizados testes in vivo e in vitro8l.,

A maior parte dos fitoterapicos utilizados atualmente, por automedicagao ou por prescrigao, nao possui seu
perfil toxico bem conhecido, e a utilizagdo inadequada de um produto, mesmo com baixa toxicidade, pode
induzir problemas graves se existirem outros fatores de risco, como contraindicagées ou uso concomitante
de medicamentos sintéticos. As evidéncias cientificas, relacionadas a ocorréncia de intoxicagoes e efeitos
colaterais relacionados ao uso de plantas medicinais, dificilmente chegam ao alcance dos usuarios
atendidos nos servigos de saude publica. Além disso, dados de seguranca de muitos fitoterapicos ainda
sdo insuficientes, especialmente para gestantes, lactantes e criangas, sendo o uso contraindicado, exceto

sob supervisdo de um profissional habilitado™!.

Levando-se em consideracéo o potencial toxico das plantas, a comunidade cientifica utiliza testes que tém
a capacidade de avaliar parametros de toxicidade. Um dos testes frequentemente utilizados, € o da
toxicidade aguda em Artemia salina Leach. Este teste utiliza um microcrustaceo sensivel as variagbes
ambientais, de facil aquisicdo e com cistos que permanecem viaveis no estado seco por um consideravel
periodo, apresentam baixo custo e fornece uma grande quantidade de nauplios, sendo uma alternativa a
outros ensaios que utilizam outros animais. Além disto, o uso de A. salina em testes de toxicidade se deve
a sua semelhanca genética com o organismo humano. Ja foi observada a presenca de familia de proteinas
altamente conservadas que respondem ao estresse ambiental, em espécies de A. salina, bem como, em
humanost. Por meio desse bioensaio é obtida a concentragéo letal média (CLso), que € a concentragéo de

um produto que causa a letalidade de 50% de uma populagéo em teste, em um tempo pré-estabelecido®l.

Neste contexto, insere-se o estudo da familia Erythroxylaceae Kunth que abrange quatro géneros
(Aneulophus Benth., Erythroxylum P. Br., Nectaropetalum Engl. e Pinacopodium Exell & Mendonca) e,
aproximadamente, 240 espécies com distribuigdo pantropical. O género Erythroxylum é o mais
representativo e unico distribuido nas Américas, com 187 espécies registradas, incluindo a Erythroxylum
coca Lam. conhecida popularmente como “coca” e a Erythroxylum vacciniifolium Mart., conhecida por
“catuaba”, ambas com atividade estimulante no sistema nervoso central. O Brasil € considerado um dos
centros de diversidade do género, onde foram listados 128 taxons com 83 endémicos nos diversos dominios
fitogeograficos, ocorrendo preferencialmente em ambientes mais Umidos como Mata Atlantica e Floresta
Amazonica. No Nordeste brasileiro, Erythroxylum esta representado por 78 espécies, sendo 34 endémicas.
Algumas espécies apresentam potencial farmacolégico, uma vez que podem fornecer alcaloides,

terpenoides e flavonoides, e serem utilizadas na area da satdel'%,

Apesar de haver registros recentes sobre o potencial terapéutico de plantas pertencentes ao género
Erythroxylum, nao existem, na literatura, estudos utilizando bioensaios com Artemia salina empregando
extratos de E. caatingae e E. revolutum para determinagdo da ClLso, como pardmetro de bioatividade e/ou
toxicidadel':12, A E. caatingae ¢ uma espécie com estudos sobre seu potencial antimicrobiano e

citotoxicoll, enquanto E. revolutum é utilizada popularmente como uma erva afrodisiaca e ténical™,

As informacgdes anteriormente citadas foram relevantes para a elaboragéo dessa pesquisa, aliadas ao fato
da necessidade constante de estudos que permitam a utilizagdo segura de extratos e substancias vegetais,

mais precisamente de espécies do género Erythroxylum como E. caatingae and E. revolutum. Dessa forma,
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o presente trabalho objetivou determinar a CLso de extratos de Erythroxylum caatingae e Erythroxylum
revolutum, visando sua utilizagdo em estudos farmacoldgicos posteriores.

Material e Métodos

Tipo de estudo e obtencao dos extratos e fase

Corresponde a um estudo experimental, quantitativo, realizado em condi¢des laboratoriais especificas e
padronizadas. Os extratos e fase de Erythroxylum caatingae Plowman e Erythroxylum revolutum Mart.
foram obtidos em Laboratérios de Fitoquimica. As espécies vegetais foram coletadas e devidamente
identificadas botanicamente com as exsicatas depositadas no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) na
Universidade Federal da Paraiba, sob o nimero 5666 para E. caatingae e 5695 para E. revolutum.

Incubadora e solugao salina

A incubadora para ecloséo dos cistos de A. salina Leach consistiu em um recipiente retangular de vidro
com uma diviséria com orificios de aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos uniformemente,
como demonstrado na FIGURA 1. O meio para eclosdo do cisto foi uma solugéo salina preparada com 39
g de sal marinho (Marinex®) e 1 L de agua destilada, com um pH dentro da faixa limite ideal para eclos&o
dos cistos, compreendido entre 8,0 e 8,5.

FIGURA 1: Incubadora com diviséria contendo furos.

Obtencao dos nauplios de A. salina Leach

As larvas de A. salina Leach foram utilizadas na forma de nauplios. Os cistos foram colocados na
incubadora, junto com a solucédo salina, em um dos lados do recipiente. A parte do sistema contendo os
cistos foi recoberta com papel aluminio, para que as larvas, apés a eclosao dos cistos, fossem atraidas pela
luz do outro lado do sistema, forgcando-as a atravessar a divisoria. O conjunto permaneceu em incubagéo
sob luz artificial amarela por 24 horas com auxilio de uma lampada comum de 40 W (Philips®), conforme a
FIGURA 2. Com isso, os cistos que eclodiram foram coletados com auxilio de pipetas de Pasteur (Brand®).
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FIGURA 2: Incubadora sob exposigdo a luz.

Preparagao da solugao inicial

Inicialmente, foi pesado 0,02 g do extrato metandlico de E. caatingae (EMEc). Em seguida, solubilizou-se
com o auxilio de 20 pL de cremofor (SIGMA®) em 5 mL da solugéo salina, obtendo-se a solug&o inicial. Nos
tubos de ensaio, foram adicionados 10, 20, 60, 120, 240, 480, 960 e 1920 pL da solugdo inicial,
acrescentando-se 5 mL da solugdo salina, totalizando 10 mL em cada tudo. Sendo assim, resultou em
concentragdes de 8, 16, 48, 96, 192, 384, 768 e 1536 ug/mL do EMEc.

O segundo extrato utilizado foi a fase aquosa basica da espécie E. caatingae (FAEc). Seu emprego seguiu
as mesmas etapas listadas para o primeiro extrato. Entretanto, ndo houve necessidade de dissolvé-lo em
cremofor, devido a sua facil solubilizagédo na solugao salina. Além disso, as concentragdes da solugéo inicial
adicionadas aos tubos de ensaio foram 60, 120, 240, 480, 960, 1920 e 3840 pL, resultando em 48, 96, 192,
384, 768, 1536, 3072 pg/mL.

O terceiro utilizado foi 0 extrato metandlico de E. revolutum (EMEr), que também seguiu as mesmas etapas
anteriormente citadas com auxilio do cremofor. As concentragdes da solugao inicial adicionadas aos tubos
de ensaio foram 30, 60, 120, 240, 480, 960, 1920 e 3840 uL, com concentrag¢des finais de 24, 48, 96, 192,
384, 768, 1536, 3072 pg/mL.

Bioensaio com A. salina Leach

Para a realizag&o dos ensaios foi adotada a metodologia descrita por Meyer et al.!13. Apos a obtencdo dos

nduplios pela ecloséo dos cistos, foram adicionados 10 em cada tubo de ensaio, totalizando 10 nauplios
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em 10 mL de solugdo de cada concentragdo a ser analisada. Em seguida, aguardou-se 24 horas, sendo,

entdo, procedida a contagem de nauplios vivos e mortos para posterior analise em programas estatisticos.

Cada concentracao foi testada em triplicata e em trés testes posteriores, resultando em nove tubos de

ensaio para cada concentragao.

Grupo controle

Os grupos controles para os EMEc e EMEr consistiram na solugédo salina e a mesma quantidade de

cremofor utilizados para a preparagéo das solugdes iniciais. Para a FAEc utilizou-se a solugéo salina. Dessa

forma, cada controle constituiu do solvente e agente solubilizador de cada extrato.

Analise estatistica

Os valores de CLsoforam calculados por meio da expresséo dos resultados como uma percentagem dos controles,

e determinados graficamente a partir das curvas concentragdo-resposta por regresséo nao-linear, com intervalo de

confianga de 95%, utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 10, sistema operacional Windows.

Resultados e Discussao

Na analise dos resultados obtidos no bioensaio com A. salina, para o EMEc e a FAEc, observou-se que,

com o aumento das concentragdes testadas, houve aumento da letalidade nos nauplios, bem como, ndo

houve morte nos grupos controles, conforme demonstrado na TABELA 1.

TABELA 1: Resultados do EMEc e FAEc no bioensaio com A. salina.

Concentragoes (ug/mL)

N° de nauplios vivos

N° de nauplios mortos

% Nauplios vivos

% Nauplios mortos

Controle 90 por teste 0 100 % 0 %
EMEc 8 90 0 100 % 0%
EMEc 16 86 4 95,6 % 4,4 %
EMEc 48 82 8 91,2 % 8,9 %
EMEc 96 61 29 67,8 % 322 %
EMEc 192 39 51 43,3 % 56,7 %
EMEc 384 22 68 24,4 % 75,6 %
EMEc 768 15 75 16,7 % 83,3 %
EMEc 1536 1 89 1,1% 99,0 %
Controle 90 por teste 0 100 % 0 %
FAEc 48 90 0 100 % 0%
FAEc 96 88 2 97,8 % 22%
FAEc 192 85 5 94,4 % 5,6 %
FAEc 384 64 26 71,1 % 28,9 %
FAEc 768 58 32 64,4 % 35,6 %
FAEc 1536 16 74 17,7 % 82,2 %
FAEc 3072 1 89 1,1% 98,9 %
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Os dados para EMEc foram plotados em um grafico, obtendo-se a GRAFICO 1. Com isso, foi possivel

calcular uma CLso de 203,7 pg/mL com intervalo de confianga de 190,1-218,2 pg/mL.

GRAFICO 1: Curva concentragdo-resposta de diferentes concentragdes do EMEc no bioensaio com A. salina Leach.
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Com dados da FAEc, obteve-se o GRAFICO 2 e uma CLso de 1.074,0 (949,6-1.214,0) pg/mL.

GRAFICO 2: Curva concentragdo-resposta de diferentes concentragdes da FAEcC no bioensaio com A. salina Leach.
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O EMEr causou, da mesma forma, aumento de letalidade para A. salina a partir de
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concentragdes. Esses resultados estdo descritos na TABELA 2.

TABELA 2: Resultado do EMEr no bioensaio com A. salina.

aumento das

Concentragoes (ug/mL) N° de nauplios vivos N° de nauplios mortos % Nauplios vivos % Nauplios mortos

Controle 90 0 100 % 0%
EMEr 24 90 0 100 % 0%
EMEr 48 87 3 96,7 % 3,3%
EMEr 96 79 11 87,8 % 12,2 %
EMEr 192 59 31 65,6 % 34,4 %
EMEr 384 24 66 26,7 % 73,3 %
EMEr 768 15 75 16,7 % 83, 3%

EMEr 1536 4 86 4,4 % 95,6 %

EMEr 3072 0 90 0% 100 %
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Com esses dados obteve-se um valor de ClLso para o EMEr de 308,1 (241,1-393,6) pg/mL. A curva
concentragdo-resposta esta demonstrada no GRAFICO 3.

GRAFICO 3: Curva concentragdo-resposta de diferentes concentragdes do EMEr no bioensaio com A. salina Leach.
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O uso indiscriminado de plantas sem qualquer conhecimento fitoquimico, farmacolégico e, principalmente,
toxicoldgico é de grande preocupacéo para a saude. Assim, encontrar uma concentragao segura e nao letal

para o uso terapéutico constitui-se em uma etapa de grande importancia na pesquisa cientifical2.

Os compostos, incluindo os de origem vegetal, para serem estudados sobre suas potencialidades
terapéuticas, necessitam ser avaliados por ensaios de seguranga. Como exemplo para avaliagdo da
toxicidade, tem-se o teste da A. salina, que consiste em uma triagem inicial para a avaliagao da toxicidade
de inimeras substancias!®. No presente estudo, utilizou-se esse bioensaio para determinar a toxicidade por
meio da CLso de EMEc, FAEc e EMEr.

A analise dos resultados obtidos no bioensaio com A. salina demonstrou a eficiéncia desse teste, uma vez
que, pode-se determinar a toxicidade aguda dos extratos testados, semelhante a determinagdo da
toxicidade de outras espécies vegetais e até substancias sintéticas!'®17,

A relagao entre o grau de toxicidade e a CLso apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina,
tanto extratos organicos, quanto extratos aquosos sao bastante aceitos por pesquisadores. Os extratos com
valores de CLso acima de 1000 ug/mL, sdo considerados atéxicos, de baixa toxicidade quando a CLso for
superior a 500 pg/mL e inferior a 1000 pg/mL, toxicidade moderada para ClLso entre 100 a 500 pg/mL e
muito toxico para valores inferiores a 100 ug/mLS.,

Os resultados encontrados nesta pesquisa revelam que o EMEc foi considerado o mais téxico, com uma CLso
classificada como moderada, assim como, o EMEr também apresentou uma CLso entre 100 a 500 pg/mL. A
A. salina tem a caracteristica de apresenta reduzida tolerancia a alteragcdes ambientais e alta especificidade a
interferéncias externas, garantindo a expresséo de resultados nitidos em face de pequenas variagbes de
qualidade do ambiente. Desta forma, foi possivel determinar a ClLso, observando a sensibilidade do
microcrustaceo aos extratos metandlicos, utilizando um teste de letalidade que é considerado essencial como

bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade biological'l,
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Esses dados demonstram que, apesar de serem produtos naturais, os extratos vegetais e suas fases apresentam

toxicidade e, por esse motivo, necessitam ser testados, para que sejam utilizados com seguranga.

Os EMEc e EMEr, mesmo com toxicidade moderada, podem ser considerados com uma interessante
bioatividade, pois a toxicidade para A. salina tem demonstrado uma boa correlagdo com outras atividades
biolégicas, como a citotdxica contra tumores humanos, leishmanicida e larvicidal®. Além disso, permite
ainda um direcionamento para outros estudos, de maneira que, substancias téxicas de extratos vegetais

para o microcrustaceo podem ser testadas para outros fins como: herbicidas e inseticidas!9,

Para a FAEc, uma fase obtida a partir do EMEc, obteve-se uma CLso acima de 1000 yg/mL, sendo assim
considerada sem toxicidade significativa para A. salina, de acordo com a literatura. Os compostos que
demonstram auséncia de toxicidade devem prosseguir para estudos farmacolégicos e toxicoldgicos in vivo

para comprovagao da sua eficacia e segurangal'¥,

Essa informagéo permite inferir que a FAEc é a mais indicada para estudos posteriores com finalidade
farmacoldgica in vivo, por ter demonstrado o menor potencial téxico. E importante salientar que mesmo nao
apresentando toxicidade, isso ndo implica auséncia de metabdlitos secundarios com atividades bioativas,
mas sim indica que esses metabdlitos ndo causaram letalidade para A. salina. E provavel que na obtencdo
de FAEc, os componentes mais toxicos do EMEc ndo foram extraidos, sendo assim essa fase causou

menos letalidade2Y,

Nos grupos controles, em todos os bioensaios realizados, nao foi observada letalidade, incluindo os grupos
que continham cremofor®, demonstrando que a solugao salina e esse agente solubilizante ndo interferiram

nos resultados, sendo as mortes decorrentes unicamente da agéo dos extratos e fase testados(2Y,

Os resultados quando convertidos em graficos em forma de curva, demonstraram melhor que, conforme se
aumentava a concentragdo dos extratos, observava-se crescimento da letalidade em A. salina de forma
concentragao-resposta, indicando toxicidade dependente da concentragdo2l. Essa mortalidade de A. salina
pelos extratos de plantas pode estar diretamente ligada a dois fatores: a presenca de metabdlitos

prejudiciais a A. salina, como também as concentragbes testadas(22l.

A atividade toxicoldégica de uma planta depende diretamente dos seus metabdlicos contidos em sua
composi¢do quimica, entretanto, a toxicidade dos compostos sofre influéncia de outros fatores, como:
quantidade a ser ingerida, tolerancia, condi¢des de carater ambiental e a propria intolerancia do organismo
intoxicado22l, Por conseguinte, o género Erythroxylum é muito estudado por possuir constituintes quimicos
com amplo espectro de atividade, entre esses merecem destaque os alcaloides com esqueleto tropanicol24,
Porém, relacionar a toxicidade diretamente a constituintes especificos ainda é temerario, pois requer

estudos mais detalhados.

Adicionalmente, o bioensaio também contribui para o monitoramento dos fracionamentos cromatograficos
fitoquimicos, ou seja, determinar o extrato ou fase dos obtidos das espécies de Erythroxylum é o mais viavel

para dar continuidade a determinados estudos(23,

Esse trabalho permitiu avaliar a bioatividade e/ou toxicidade de extratos de Erythroxylum, contribuindo para
o estudo do género vegetal, por meio de uma metodologia simples e confidvel, sem a préatica de utilizar

animais vertebrados e maiores, proporcionando mais seguranga para estudos farmacoldgicos posteriores.
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Conclusao

O bioensaio utilizado para o monitoramento dos extratos se apresentou como um bom parédmetro de
toxicidade. Com a determinagéo das CLso dos trés extratos testados, evidenciou-se que o EMEc e o EMEr
apresentaram resultados semelhantes e toxicidade moderada, enquanto a FAEc demonstrou a maior CLso
e, consequentemente, a menor letalidade para A. salina. Todos os extratos demonstraram aumento de

toxicidade em concentragdes crescentes.

Contudo, é importante evidenciar a necessidade de estudos mais aprofundados utilizando testes
farmacoldgicos e toxicoldgicos especificos, de forma a contribuir na propagacéo de conhecimento acerca

das espécies de Erythroxylum, tendo como resultado a prevencéo da seguranga em saude.
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