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Resumo: O crescente interesse por novos produtos naturais que possam agir como farmacos,
faz da Caatinga uma regido de interesse devido sua grande biodiversidade. Os 6leos essenciais
(OE) sao fracdes volateis naturais que conferem os aromas percebidos em algumas espécies
vegetais que tem despertado um interesse consideravel para utilizacdo médica por todo mundo
em virtude de sua complexa composi¢do e seus efeitos farmacologicos que os tornam
potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas. Com isso, o objetivo deste
trabalho foi realizar ensaios de citoxicidade com o OE foliar de Croton grewioides sobre o
modelo do microcrustaceo Artemia salina Leach para determinar a concentragdo letal para
50% dos individuos (LC50 pg/mL). Para isso, foi extraido 6leos essencial de folhas de Croton
grewioides, coletados no Parque Nacional Vale do Catimbau, Buique-PE, por hidrodestilagao
durante 3 horas e em seguida testados em Artemia salina quanto a sua toxicidade com
dilui¢des seriadas (1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 pg/ml) de solugdes de dgua do mar com
Tween 80. Sendo medida a concentragdo letal para 50% de mortalidade apos 24 h de
exposicdo as diferentes solugdes. LC50 cronico e intervalos de confianca de 95% foram
determinados usando o método probit 10, como medida de toxicidade do 6leo. C. grewioides
apresentou LC50 de 1787 pg/ml, caracterizando-se como um o6leo de toxicidade baixa ou
ausente, o que o torna excelente fonte de investigacdo de outras atividades bioldgicas para

usos terapéuticos.
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INTRODUCAO

As plantas constituem fontes naturais de diversas substincias e metabolitos
secundarios. A riqueza destes compostos fundamenta a exploragdo das espécies vegetais

desde a antiguidade, pois sdo capazes de conferir
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resisténcia ao ataque de pragas e de doengas. Com isso, as plantas se tornaram uma fonte
importante de produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais, pode-se utilizar para
a producdo de inimeros farmacos (WALL E WANI, 1996). Embora haja utilizacdo de um
grande niimero de espécies pela medicina tradicional, o uso de fitoterapicos e principios
ativos vegetais pela industria farmacologica ainda ¢ bastante deficitaria.

O Brasil, devido sua extensdo territorial, possui uma grande variedade de
ecossistemas, sendo a Caatinga uma regido rica em biodiversidade, com sua flora ainda pouco
explorada nesse sentido. Nos ultimos anos a caatinga tem sido alvo de atividades de
bioprospeccdo, visando maior conhecimento sobre as espécies nativas e a bioconservagdo
desse importante bioma do Brasil.

Este ecossistema apontado como rico em espécies endémicas e bastante heterogéneo,
corresponde a um habitat tipicamente ocupado pelas Euphorbiaceae, uma das familias
botanicas que melhor representa a Caatinga, apresentando grande numero de espécies
endémicas.

Dentre os géneros dessa familia destaca-se o Croton L. por ser o segundo maior e mais
diverso género das Euphorbiaceae, com cerca de 1.200 espécies, principalmente
distribuidas nas Indias Ocidentais ¢ América do Sul com algumas na América do Norte
(WEBSTER, 1994), Africa e Madagascar (WEBSTER, 1993). Suas espécies sdo arvores,
arbustos, ervas e lianas que ocorrem na maioria dos ecossistemas tropicais (SECCO, 1992;
SECCO, 2008). No Brasil ocorrem cerca de 316 espécies e 6 variedades, sendo 252
endémicas (CORDEIRO et al., 2016), levando o pais a categoria de mais diverso do género.
O Nordeste brasileiro revela alta diversidade no género, possuindo cerca de 85 espécies,
destas, 69 ocorrem na caatinga e 31 espécies em Pernambuco (SILVA; SALES; CARNEIRO-
TORRES, 2010).

As espécies de Croton, por estarem em habitats principalmente com condic¢des
extremas como a Caatinga, apresentam uma diversidade quimica de compostos secundario
muito grande, com 6leos essenciais e constituintes ativos como terpendides, flavondides e
alcaldides, sendo com freqii€ncia utilizada na medicina popular (COSTA et al., 2008).

Por estarem presentes em diversas partes das plantas, possuirem o seu potencial
farmacologico comprovado em estudos cientificos, por serem de facil extracdo e
economicamente viaveis, os 0leos essenciais tém assumido papel de destaque nas pesquisas

em produtos naturais.
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Os compostos bioativos geralmente apresentam toxicidade, principalmente em altas
doses. Desta forma, a avaliacdo do potencial toxico em um organismo animal menos
complexo pode ser usada para um monitoramento simples e rapido (MACIEL, 2002). O
microcrustaceo Artemia salina Leach (Artemiidae) ¢ um invertebrado de ecossistema aquatico
salino e marinho usado em ensaios laboratoriais de toxicidade e outras agOes de estimativa de
dose letal. Sao usados na avaliag@o toxicologica 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.

Croton grewioides € arbusto e subarbusto e desenvolve-se em substratos terricolas.
Nao ¢ endémica do Brasil, estd presente geograficamente em Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piui, Rio Grande do Norte, Sergipe e Minas Gerais, ocupando o dominio
fitogeografico da Caatinga. Conhecido popularmente como canelinha e alecrim-de-cabocla, ¢
sinonimo heterotipico de Croton zehntneri Pax & K.Hoffm. e homotipico de Croton
glycosmeus Miill. Arg. e Oxydectes grewioides (Baill.) Kuntze. (CORDEIRO et al., 2016).

Com isso, o objetivo deste trabalho foi realizar ensaios de citoxicidade de odleo
essencial foliar de Croton grewioides com o modelo do microcrustaceo Artemia salina Leach

para determinar a concentragao letal para 50% dos individuos (LC50 pg/mL).

METODOLOGIA
* Area de coleta

As coletas das espécies de Croton L. foram realizadas exclusivamente no perimetro da
Caatinga (Vale do Catimbau, Buique, PE).

As coletas e observacdes 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 e estendendo-se por areas semi-
aridas de Tupanatinga, Inaja e Ibimirim, ja em plena Microrregido do Sertdo do Moxoto.

O Parque ¢ formado por elevagdes montanhosas de topo suave, encostas abruptas e
vales abertos, distribuidos em aproximadamente 90.000 ha. Temperatura e precipitagdo
médias anuais sdo 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 ¢
uma area de extrema importancia para a conservagdo da biodiversidade. Do ponto de vista

geomorfologico, o PARNA do Catimbau estd
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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 Podzodlico nas encostas e circundando a area serrana e Litolicos

no topo das serras. O clima ¢é do tipo tropical chuvoso, com verdo seco (CPRM 2005).

* Coleta do material botanico

A coleta foi realizada durante a estacdo seca do ano de 2016, onde folhas de Croton
grewioides foram coletadas de uma mesma populagdo. Sendo voucher depositado no Herbario

UFP da Universidade Federal de Pernambuco sob o niimero 82.887.

* Extracdo de 6leos essenciais

Os oleos essenciais de folhas de Croton grewioide foram obtidos por hidrodestilacdo
com agua destilada, utilizando aparelho tipo Clevenger, por um periodo de trés horas para
cada planta (PEREIRA et al., 2011). Em seguida, o 6leo foi coletado e seco com sulfato de
sodio anidro (Na;SQO4) e mantido em refrigerador (-5 °C) num frasco de vidro ambar para os
ensaios bioldgicos.

O rendimento do o6leo essencial foi definido como o quociente do peso do o6leo
recolhido e o peso seco do material vegetal extraido (SANTOS et al., 2014) e os dados foram
submetidos & Andlise de Varidncia- ANOVA (one way) utilizando o teste a posteriori de

Tukey no Minitab 2016, adotando o nivel de significancia de 0,05 de probabilidade.

* Teste de letalidade em Artemia salina

Oleo essencial foliar de Croton grewioide foi avaliado em um teste
para letalidade a larvas de Artemia salina. Toxicidade do o6leo essencial (OE) foi
testado usando uma diluicao seriada de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,25 ug/ml de solucdes
de agua do mar com Tween 80. Dez nauplios foram usados em cada teste e sobreviventes
contados apds 24 h. Trés repeticdes foram utilizados para cada concentragdo, sendo também
uma série paralela de testes conduzidos com o branco controle. A concentragdo letal
para 50% de mortalidade apds 24 h de exposi¢do, LC50 cronico e intervalos de confianga de
95% foram determinados usando o método probit 10, como medida de toxicidade do dleo ou
fragoes.

Doses letais do oleo essencial foram
determinadas usando o programa Prisma de software (83) 3322.3222
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LC50, com base na analise 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 toxico; entre 80 pg / mL e 250 pg / mL, moderadamente toxico; LC50> 250 pg /
mL, baixa toxicidade ou ndo toxico. Extratos que ndo mostram 50% de mortalidade em

qualquer das concentragdes testadas foram considerados ndo toxico.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Croton grewioide apresentou um rendimento percentual médio de 6leo essencial (OE)
foliar de 3.40 + 0,45 na estacdo seca.

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

O OE de C. grewioides foi testado quanto a sua toxicidade sobre Artemia salina para
determinar a concentracdo letal para 50% dos individuos (LC50 pg/mL) e apresentou LC50
de 1787 pug/mL que, de acordo com Ramos et al. (2009), caracteriza-se como um o6leo de
baixa ou toxicidade ausente. O que corroborou com a toxicidade apresentada pelo OE de C.
argyrophylloides, que teve um LC50 de 275pug/ml, mostrando-se pouco ou ndo toxico para o
teste com Artemia salina (FRANCA-NETO, 2014). Ja o OE de C. zehntneri apresentou alta
toxicidade utilizando 4. salina, com LC50 de 4.54 £ 0.21 pg/ml (ANDRADE et al., 2015).

Os representantes do género Croton L. costumam apresentar-se como ervas ou
arbustos, que sdo utilizadas simplesmente como bebidas na forma de chés, sendo
reconhecidos tanto por suas propriedades medicinais, quanto toxicas. As espécies que compoe
esse género sdo geralmente odoriferas e contém um latex cdustico que € responsavel por
causar dermatite e que pode ser venenoso. A toxicidade do género estd associada a presenga
de diterpendides (HOEHNE, 1935; RODRIGUEZ, HIRUMA-LIMA E BRITO, 2004)

Virias espécies de Croton L. tiveram seus extratos brutos, bem como suas fracdes
testadas quanto sua toxicidade utilizando Artemia salina como modelo (FRANSSEN et al.,
1997; RAMOS et al., 2009; MEDINA et al., 2009; DA COSTA et al., 2010; CAMPOS et al.,
2015; PRAVEEN et al., 2015; SILVA et al., 2017), porém poucos estudos apresentam
resultados da toxicidade dos oleos essenciais deste género (FRANCA-NETO, 2014;
ANDRADE et al., 2015).
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CONCLUSOES

Com este trabalho foi possivel concluir que, o objetivo do trabalho foi atingido,
encontrando uma toxicidade baixa ou ausente. Em paralelo o alto rendimento de oleo
essencial obtido, atendeu as expectativas e corroborou com a hipdtese de ser uma boa espécie
nativa para uso com funcdo terapéutica, pois somada as outras atividades biologicas ja
comprovadas na literatura, como atividade antimicrobiana e antioxidante, torna-se uma boa
candidata com um excelente potencial bioativo, podendo ser investigado quanto a sua

capacidade antitumoral.
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