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RESUMO
As plantas constituem-se uma importante fonte de compostos biologicamente ativos, que podem ser
utilizadas como fonte de medicamentos para varias doengas. No entanto, esses compostos podem
resultar em efeitos altamente toxicos, por isso € fundamental conhecer o potencial toxicol6gico
dessas substancias. Diante disso, o presente trabalho se propde em avaliar a toxicidade de
compostos isolados de espécies de Croton, frente a Artemia salina L. Ambos 0s compostos
apresentaram toxicidade significativa, confirmando seu potencial bioloégico podendo ser utilizados

principalmente como agente antitumoral.
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INTRODUCAO

A maioria das plantas produzem muitos compostos biologicamente ativos como parte
normal de seu crescimento e desenvolvimento ou em resposta ao ataque de patdgenos ou as
condi¢bes de stress. Dentre esses compostos destacam-se 0s antimicrobianos, antifingicos e
antioxidantes’. No entanto, 0 uso de produtos naturais também pode resultar em efeitos toxicos
evidenciando a necessidade de compreender os efeitos biolégicos de compostos naturais®.

Artemia spp., (Artemiidae), também conhecida como a larva do camardo salmoura, é
um microcrustaceo zooplancténico que vive nas aguas salgadas de praticamente todos os ambientes

marinhos da Terra®.

Fig 1. Macho adulto do microcrustaceo Artemia salina L.




Os cistos de Artemia salina L. podem ser armazenados em ambiente seco e sob condigdes
anaerébicas por no minimo seis meses sem perder a viabilidade®. Esses cistos s&o encontrados em
lojas de animais como comida de peixes tropicais, por um preco considerado razoavelmente barato.
Por se tratar de um animal de facil cultivo (facilidade na obtencdo de seus cistos) e de ampla
distribuicdo, Artemia sp. tem sido largamente utilizada em testes de toxicidade®.

Além disso, este ensaio € considerado um método seguro, pratico, econémico e de rapida
implementagdo para determinar a toxicidade dos compostos de produtos naturais’, sendo um
método importante para investigacGes preliminares de toxicidade para triagem de extratos de
plantas utilizados na medicina popular e para indicacdo de uma grande variedade de compostos
biologicamente ativos nesses extratos®.

E amplamente utilizada por ter demonstrado boa correlagdo com varias atividades biol6gicas
como atividade antitumoral, atividade contra Trypanosoma cruzi, atividade antibacteriana e
antifangica. Em geral, extratos com alta toxicidade para Artemia salina (DL50 < 200 ug/mL)
apresentam alto potencial para essas atividades®. Varios produtos naturais foram testados através
deste ensaio, mostrando uma relacdo significativa. Parra et al.’® mostraram que este ensaio evita o
uso desnecessario de animais em laboratérios, pois os valores de CL50 e DL50 mostrar uma boa
relacdo com os testes in vivo, com uma taxa de r = 0,85. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade dos compostos 2-Hidroxi-3,4,6-Trimetoxiacetofenona e da 2-hidroxi-4,6-
trimetoxiacetofenona, isolados de Croton anisodontus e Croton nepetaefolius, respectivamente,

frente a Artemia Salina L.

MATERIAL E METODOS
Os ensaios de toxicidade foram realizados conforme metodologia proposta por Meyer et
al.'*, onde foram preparadas diluicBes seriadas a partir de 20mg das amostras, com cloroférmio
(CHCI3) para obtencdo das concentracdes finais de 1000, 100, 10 ppm. Foi utilizado também um

controle negativo contendo apenas 100 pul de DMSO e 4,9 mL de 4gua do mar.

Foram utilizados 0,5 mL de cada amostra e adicionados a todos os tubos de ensaio 1,0 mL
de agua do mar e 50 puL de dimetilsulfoxido. Os tubos foram colocados em sonicador por 10 min. e
0 volume do tubo foi completado com &gua do mar para 5 mL. Com auxilio de uma pipeta
graduada, foram transferidas 10 nauplios com 48 horas de eclosdo para cada tubo de ensaio

contendo 5mL de cada uma das solugdes testadas. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Os tubos sdo incubados e apds 24 h em contato com a suspensdo das amostras, realizou-se a

contagem do numero de microcrustaceos mortos e foi calculada a percentagem de mortalidade. Os



resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise de Probit no software estatistico SPSS®

for Windows 10.0, obtendo-se o valor da DLsg, com intervalo de confianca a 95%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto € considerado
um ensaio preliminar no estudo de compostos com potencial antimicrobiano, Estudos relatam que a
Artemia sp. é utilizado para determinar toxicidade de produtos naturais e quimicos, considerando

que estas larvas apresentam sensibilidade a sustancias téxicas™.

Os compostos 2-Hidroxi-3,4,6-Trimetoxiacetofenona e 2-hidroxi-4,6-
dimetoxiacetofenona submetidos ao teste de toxicidade com Artemia sp, apresentaram, ClLso de
46,22 ug.mL™* com intervalo de confianca de 29,22-73,37 e CLs, de 75,55 pg.mL™ com intervalo
de 46,55-125,47, respectivamente. Podemos observar que ambos 0os compostos apresentaram-se
bioativos, sendo que o primeiro mostrou maior toxicidade que o segundo composto, pois requereu

uma menor concentracdo para causar a mortalidade de 50% da populacéo.

Fig 2. Taxa de mortalidade de Artemia salina L. em funcdo da dose de 2-hidroxi-4,6-trimetoxiacetofenona (1) e 2-

hidroxi-3,4,6-trimetoxiacetofenona (2).
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Meyer et al.** estabeleceram uma relacdo entre o grau de toxicidade e a concentragéo letal
média (CLsp), apresentada por substancias de plantas sobre larvas de A. salina L., desde entdo,
considera-se que quando sdo verificados valores de CLsy <1000 pg.mL™, estes, sdo considerados
bioativos.

Toxicidade semelhante foi obtida por Silva e colaboradores™, ao avaliar a letalidade de deri-



vados do 4cido LCsy 75.48 pug.mL™ (46.54 - 124.97). A atividade desse composto foi avaliada
frente & promastigotas, causadores de leishmaniose e mostraram eficacia nos testes, com valores de
ECso semelhantes aos farmacos utilizados atualmente no tratamento dessas doencas.

Em estudos prévios foram avaliados as propriedades antifingicas dos compostos contra
dermatofitos. Os compostos apresentaram atividade contra cepas de Microsporum canis e
Trichophyton rubrum. Apesar da importante atividade frente esses micro-organismos a toxicidade
observada contra Artemia salina L. desencoraja 0 uso destes compostos para producdo de
antifangicos de uso oral. Uma alternativa para sua utilizacdo como antifungicos seria 0 uso de
preparacgdes topicas, uma vez que T. rubrum e M. canis, sdo micro-organismos causadores de lesdes
cutaneas.

McLaughlin et al.** relatam que esse ensaio tem boa correlacdo com atividade citotoxica em
alguns tumores humanos sélidos. Os mesmos autores observaram que os valores de EDs, obtidos
para a citotoxicidade eram 0,1% dos valores de LCs, encontrado nos testes com Artemia salina L.,
sugerindo que este ensaio pode ser utilizado como uma primeira anélise do potencial citotoxico de
novos compostos. Diante disso, os compostos estudados merecem destaque, sugerindo uma possivel

acao citotoxica e igualmente acdo antitumoral.

CONSIDERACOES FINAIS
O teste de toxicidade mostrou que estas substancias possuem toxicidade ativa, sugerindo a
utilizacdo desses compostos para varias atividades bioldgicas, como antifingica, antileishmania e
antitumoral. No entanto, sdo necessarios outros estudos para comprovar a viabilidade desses

compostos frente essas atividades bem como comprovar a seguranca toxicologica das mesmas.
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