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Resumo

Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade das tinturas de aroeira (Myracrodruon urundeuva) e de roma
(Punica granatum) por meio do bioensaio com Artemia salina. Diferentes concentragdes das tinturas (25, 50, 75, 150,
250, 500, 750 e 1000pg/mL) foram adicionadas aos nauplios e a concentragdo letal média (CL50) foi avaliada,
utilizando a analise de Probit através do software StatPlus® (AnalystSoft, USA), obtendo-se os intervalos de
confianga superior e inferior, apds um periodo de exposi¢do de 24 horas. Os extratos foram considerados ativos
quando os valores foram < 1000 ug/mL. Curvas de sobrevivéncia e testes de LogRank foram realizados para todos os
extratos na concentragdo de 250 pg/mL contra controle negativo (Salina) e controle positivo (Clorexidina), utilizando
o software GraphPad® Prism (GraphPad Software, USA). Para a aroeira a CL50 foi de 607,87 + 38,73, j& para a
roma, de 464,98 £ 28,72, sendo ambas as tinturas consideradas ativas. Quando comparadas a solugéo salina, houve
diferenca significativa nas curvas de sobrevivéncia (p = 0,0206), 0 mesmo ocorreu para as compara¢cdes com a
clorexidina (p < 0,0001). Pode-se concluir que as tinturas de aroeira e de roma foram toxicas contra a Artemia salina
nas diferentes concentracfes testadas.

Palavras-chave: Punicaceae; Bursera; Testes de Toxicidade.

Abstract

This work aimed to evaluate the toxicity of the mastic (Myracrodruon urundeuva) and pomegranate (Punica
granatum) tinctures through the bioassay with Artemia salina. Different dye concentrations (25, 50, 75, 150, 250, 500,
750 and 1000 pg/mL) were added to the nauplii and the average lethal concentration (CL50) was evaluated using
Probit analysis using the StatPlus® software (AnalystSoft, USA), obtaining the upper and lower confidence intervals,
after a 24-hour exposure period. The extracts were considered active when the values were < 1000ug/mL. Survival
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curves and LogRank tests were performed for all extracts at a concentration of 250 pg / mL against negative control
(Saline) and positive control (Chlorhexidine), using the GraphPad® Prism software (GraphPad Software, USA). For
the mastic, the LC50 was 607.87 + 38.73, for the pomegranate, 464.98 + 28.72, both tinctures being considered active.
When compared to saline, there was a significant difference in survival curves (p = 0.0206), the same occurred for
comparisons with chlorhexidine (p < 0.0001). It can be concluded that mastic and pomegranate tinctures were toxic
against Artemia salina in the different concentrations tested.

Keywords: Punicaceae; Bursera; Toxicity Tests.

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo evaluar la toxicidad de las tinturas de masilla (Myracrodruon urundeuva) y granada
(Punica granatum) a través del bioensayo con Artemia salina. Se agregaron diferentes concentraciones de colorante
(25, 50, 75, 150, 250, 500, 750 y 1000 pg/mL) a los nauplios y se evalud la concentracion letal promedio (CL50)
mediante andlisis Probit utilizando el software StatPlus® (AnalystSoft, EE. UU.), obteniendo los intervalos de
confianza superior e inferior, después de un periodo de exposicion de 24 horas. Los extractos se consideraron activos
cuando los valores eran <1000ug / mL. Se realizaron curvas de supervivencia y pruebas de LogRank para todos los
extractos a una concentracion de 250 pg / mL contra control negativo (solucién salina) y control positivo
(clorhexidina), utilizando el software GraphPad® Prism (GraphPad Software, EE. UU.). Para la masilla, la CL50 fue
de 607,87 + 38,73, para la granada, 464,98 + 28,72, considerandose los dos tinturas activas. En comparacién con la
solucién salina, hubo una diferencia significativa en las curvas de supervivencia (p = 0,0206), lo mismo ocurrié para
las comparaciones con clorhexidina (p < 0,0001). Se puede concluir que las tinturas de masilla y granada resultaron
toxicas contra Artemia salina en las diferentes concentraciones ensayadas.

Palabras clave: Punicaceae; Bursera; Pruebas de Toxicidad.

1. Introducéo

A fitoterapia baseada em compostos derivados de plantas é uma estratégia medicinal alternativa para o alivio dos
sintomas e a cura de doencas. As folhas de Myracrodruon urundeuva, uma planta medicinal também conhecida como
"aroeira”, tém sido utilizadas na medicina tradicional como curativas, anti-ulceras e anti-inflamatorias no tratamento de
doencas esqueléticas no Brasil, mas seu papel na toxicidade das células ésseas e na formagao éssea, continua a ser estabelecido
(Matos et al. 2019)

A aroeira é uma espécie medicinal brasileira, comum na regido semiarida do nordeste brasileiro, cuja casca de caule é
amplamente utilizada na medicina popular. E uma espécie em extingdo, apresentando como principais componentes bioativos
taninos e chalconas (Calou et al. 2014). Machado & Oliveira (2014) relataram que a aroeira-do-sertdo é uma planta utilizada na
medicina tradicional nordestina e em alguns paises da América do Sul, como fitoterapico na Odontologia, onde os extratos dela
sdo obtidos através do preparo das folhas, raizes, entrecasca e casca do tronco e galhos. Dentre do os efeitos da aroeira estdo a
acdo antimicrobiana, anti-inflamatoria e cicatrizante. Além disso, apresenta atividade antifingica equivalente ao controle frente
a algumas cepas de Candida avaliadas (Freires et al. 2011). Estes mesmo autores, em 2018, fizeram uma revisdo sistemética
para identificar quais agentes naturais isolados tém efeitos na prevengdo da perda 6ssea em um modelo de periodontite
induzida por ligadura. O gel do extrato de aroeira mostrou forte eficacia protetora dssea alveolar na periodontite induzida em
ratos. No entanto, observaram que pesquisas adicionais devem preencher a lacuna entre os resultados do estudo em ratos e a
eficacia clinica e a toxicidade a longo prazo em humanos. Sugeriram a realizagdo de outros estudos microbioldgicos,
toxicoldgicos e clinicos para verificar a viabilidade de uso na Odontologia.

A planta Punica granatum, também conhecida como romd, é indicada na pratica odontolégica, pois apresenta
atividade antisséptica, antiviral e adstringente; além disso, possui efeito sobre um grande nimero de bactérias e, quando
utilizada com finalidade antisséptica na férmula de enxaguatério contendo 10% do extrato fluido da planta, promove
significativa reducgdo da recolonizacéo bacteriana (Cachoeira et al. 2014). No entanto ja foi demonstrado que a formulagéo do
dentifricio com extrato de roma mostra eficiéncia na primeira semana de uso diminuindo significativamente o indice de
biofilme, porém, ndo apresenta reducdo do nimero de estreptococos do grupo mutans (Argenta et al. 2012). Tavangar et al.
(2019) observaram que o gel de roma tem um efeito bem-sucedido no controle e tratamento da estomatite aftosa recorrente,
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podendo ser considerado como um tratamento acessivel e barato. Da mesma maneira foi demonstrado que os extratos
metandlico e etandlico da casca e raiz da roma apresentam atividades anti-candida e, portanto, eles podem ser considerados
como enxaguatorio bucal ou creme dental para prevenir e tratar infecces por Candida albicans na cavidade oral (Lavaee et al.
2018).

Apesar do efeito desejado ser obtido em alguns estudos com estas plantas medicinais, necessita-se de estudos para
comprovar o seu mecanismo de ac&o e definir condigdes seguras para uso em patologias especificas. As plantas medicinais nao
estdo livres de efeitos ou reagBes indesejaveis, pois precisam ser consumidas com cautela e seguindo 0 que preconiza a
literatura. O uso racional das drogas vegetais € uma acgdo que precisa ser mais bem esclarecida para a populacdo, além de
necessitarem de mais e melhores estudos que comprovem suas caracteristicas farmacoldgicas ou ndo, bem como seus possiveis
males a salde dos usuarios, visto que determinadas plantas medicinais largamente utilizadas pela populacéo, ja apresentaram,
em algumas concentragdes, efeitos toxicos, citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos (Bezerra et al. 2016).

Toxicidade é uma particularidade referente a substancia quimica que pode apresentar um potencial de produzir danos
aos organismos vivos. Pode estar relacionada com o tempo de exposicao e concentragdo da substancia. (Rodriguez et al. 2009).
Os efeitos da toxicidade de uma substéncia sobre organismos podem ser de natureza aguda ou crénica. Os efeitos agudos
apresentam resultados subitos e ligeiros em individuos apresentados a um estimulo; os mais frequentemente encontrados séo
letalidade e imobilidade (Massaro, 2006). A finalidade dos testes de toxicidade aguda é indicar a concentracdo de uma
substancia que pode acarretar danos em um conjunto de individuos que estdo sendo avaliados. A exposic¢éo dos individuos a
substancia testada em um intervalo de tempo varidvel entre 24 horas e 96 horas. Os métodos de bioensaios sdo opcles
exequiveis, de curta duragdo e acessiveis (Rodriguez et al. 2009).

O uso de animais aquéticos para ensaios de toxicidade é frequente, dentre eles o microcrustaceo de &gua salgada
Artemia salina. A espécie é comumente utilizada devido a simplicidade de manuseio e baixo custo, favorecendo seu uso em
diversos estudos, pois é possivel determinar por ensaios de toxicidade aguda, a Concentracdo Letal para 50% da populacéo
teste (CL50) dos compostos bioativos em extratos de plantas (Alves et al. 2000) e a toxicidade para este crustaceo tem
demonstrado uma boa correlagdo com a atividade citotdxica contra tumores humanos (Mclaughlin et al. 1991), sendo
justificado o seu uso em bioensaios.

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo determinar o potencial toxicoldgico das tinturas de aroeira e de
romd, para nortear futuros estudos e verificar se tais espécies, amplamente utilizadas na medicina popular, apresentam

atividade téxica, por meio do bioensaio da Artemia salina.

2. Metodologia

O presente estudo trata-se de uma pesquisa laboratorial, de natureza quantitativa (Pereira et al. 2018). A toxicidade
das tinturas foi testada no modelo da Artemia salina baseada na técnica descrita por Meyer et al. (1982). As tinturas de aroeira
e de roma a 10% foram obtidas em farmécia de manipulagdo local. As solugdes foram homogeneizadas e para o volume final
foram adicionados 5mL de solucdo salina de sal marinho, obtendo-se concentracées de 25, 50, 100, 150, 250, 500, 750 e 1000
pg/ml.

2.1 Preparo das Artemias salinas

Para a eclosdo dos cistos de Artemia salina realizou se um preparo da dgua do mar artificial, no qual foi utilizado sal
marinho (30 g), &gua destilada (1,5 1) e o pH foi controlado para 8 a 9, com bicarbonato de sédio. Em um aquario foram
incubados os cistos (3 g), mantidos sob temperatura de 28°C, com um termostato, sob aeracdo constante e iluminacéo artificial

(20 w), durante um periodo entre 24 e 30 horas.
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2.2 Contagem dos nauplios

Apos a eclosdo, foram transferidos 10 nduplios para cada tubo de ensaio contendo solucéo salina (controle negativo),
dicluconato de clorexidina 0,12% (controle positivo) e as tinturas nas diferentes concentracdes (25, 50, 100, 150, 250, 500, 750
e 1000ug/mL). Apos 24 e 48h contaram-se 0S microcrusticeos vivos e mortos (foram considerados vivos 0s organismos que
apresentaram movimento quando observados proximos a fonte luminosa durante dez segundos). O teste foi realizado em

triplicata.

2.3 Analise Estatistica

Para obtencdo dos valores da concentragdo letal para matar 50% dos nauplios (CL50), foi utilizada a analise de Probit
através do software StatPlus® (AnalystSoft, USA), obtendo-se os intervalos de confianca superior e inferior, ap6s um periodo
de exposicdo de 24 horas. As tinturas avaliadas foram consideradas ativas quando, no ensaio de toxicidade sobre a Artemia
salina, os valores foram <1000 pg/mL. Curvas de sobrevivéncia e testes de LogRank foram realizados para todos os extratos
na concentracdo de 250 pg/mL contra controle negativo (Salina) e controle positivo (Clorexidina), utilizando o software

GraphPad® Prism (GraphPad Software, USA).

3. Resultados

Os dados calculados pela Analise Probit para todas as preparacGes das plantas medicinais estdo apresentados na
Tabela 1 e indicam a CL50 + erro-padréo e os respectivos intervalos de confianca obtidos para o limite superior e inferior, com

nivel de intervalo de confianga = 1%.

Tabela 1. Dados de toxicologia obtidos para as plantas medicinais no bioensaio de Artemia salina.

Planta Medicinal CLso Erro-padréo Limite inferior Limite superior
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
Aroeira 607,87 38,73 507,04 708,71
Roma 464,98 28,52 390,55 539,41

CLso - Concentragdo Letal para 50% da populacéo teste, pg/mL — microgramas por mililitro. Fonte: Autores.

Para a aroeira a CL50 foi de 607,87 + 38,73, ja para a romd, de 464,98 + 28,72, sendo ambas as tinturas consideradas
ativas. A viabilidade dos nauplios de Artemia salina frente as diferentes plantas medicinais nas concentragdes de 250pug/mL
foram avaliadas experimentalmente, indicando que as curvas de sobrevivéncia foram estatisticamente diferentes (p < 0.0001),
segundo o teste de LogRank.

As curvas de sobrevivéncia dos nauplios no bioensaio testadas contra amostras de Aroeira e Roma estdo representadas
nas Figuras 1 e 2, respectivamente, contra os grupos controle negativo (solucdo salina) e positivo (digluconato de clorexidina

0,12%), acompanhados dos valores calculados na analise estatistica para o teste de LogRank durante 24h.
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Figura 1. Porcentagem de sobrevivéncia dos nauplios de Artemia salina (aroeira versus salina, p = 0.0206, e aroeira versus
clorexidina, p < 0.0001, segundo o teste de Logrank).
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Fonte: Autores.

Quando comparada a solucédo salina, houve diferenca significativa na curva de sobrevivéncia para a aroeira (p =
0,00206), mostrando que a aroeira é tdxica quando comparada a solucéo salina. O resultado obtido para a solucéo salina foi o
esperado, visto que é o meio em que os nauplios vivem. Quando comparada com a clorexidina, houve diferenca

estatisticamente significante (p < 0,0001), mostrando que a clorexidina é mais toxica do que a aroeira.
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Figura 2. Porcentagem de sobrevivéncia dos naduplios de Artemia salina (roma versus salina, p = 0.0206, e roma versus
clorexidina, p < 0.0001, segundo o teste de Logrank).
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Fonte: Autores.

Quando comparada a solucdo salina, houve diferenca significativa na curva de sobrevivéncia para a romd (p =
0,00206), mostrando que a roma é téxica quando comparada a solucéo salina. O resultado obtido para a solugéo salina foi o
esperado, visto que é o meio em que 0s nauplios vivem. Quando comparada com a clorexidina, houve diferenca

estatisticamente significante (p < 0,0001), mostrando que a clorexidina é mais tdxica do que a roma.
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Figura 3. Porcentagem de sobrevivéncia dos nauplios de Artemia salina frente a amostras de aroeira versus roméd (p > 0.05,
segundo o teste de Logrank).
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A Figura 3 demonstra que ndo ocorreu diferenca estatisticamente significante entre as amostras de aroeira e roma no
bioensaio de sobrevivéncia dos nauplios (p > 0,05), onde ambas apresentaram certo grau de toxicidade.

4. Discussao

As plantas medicinais vém sendo mundialmente empregadas na medicina popular. O uso indiscriminado de plantas
sem qualquer conhecimento fitoquimico, farmacoldgico e principalmente toxicoldgico é de grande preocupacdo para a salde.
Assim, encontrar uma concentracao segura e ndo letal para o uso terapéutico constitui-se uma etapa de grande importancia.

O teste de toxicidade sobre a Artemia salina é um ensaio bioldgico amplamente utilizado devido a sua rapidez,
confianga e baixo custo. A relagdo entre o grau de toxicidade e a concentracdo letal média (CL50) apresentada por extratos de
plantas sobre larvas de Artemia salina, tanto extratos orgénicos, quanto extratos aquosos com valores de CL50 acima de 1000
pg/mL, estes, sdo considerados atoxicos, baixa toxicidade quando a CL50 for superior a 500pug/mL; moderada para CL50 entre
100 a 500pg/mL e muito toxico quando a CL50 foi inferior 100 pg/mL (Amarante, 2011). No presente estudo a tintura de
aroeira foi considerada com baixa toxicidade e a tintura de rom&, com toxicidade moderada, mas se faz necessaria a realizacdo
de outros estudos para afirmar com seguranca tal resultado.

A primeira publicacdo a utilizar o teste de Artemia salina é datada de 1956 (Michael et al. 1956), desde entdo,
numerosos artigos utilizam essa abordagem para a avaliacdo de limites toxicoldgicos de diversas substancias, principalmente
extratos de plantas. Os estudos de determinacéo da CL50 em Artemia salina mostram forte correlacdo com valores encontrados

em camundongos Swiss, 0 que mostra que esse bioensaio proporciona grandes vantagens na avaliacdo de toxicidade de
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derivados de plantas, pois proporcionam informac@es Uteis no prosseguimento de estudos toxicolégicos mais avancgados, entdo
podendo ser utilizado como ensaio preliminar de quimicos téxicos em mamiferos para determinar a janela de acdo toxica
(Arcanjo et al. 2012, Migliore et al. 1997, Nunes et al. 2006).

Diversas plantas tém sido estudadas com relacdo a toxicidade, por meio da utilizacdo do extrato bruto e 6leo essencial,
visto que sdo substancias com propriedades farmacolégicas (Venturoso et al. 2011). O estudo de Hyacienth & Almeida (2015)
que avaliou a toxicidade da Lamuci (Pseudoxandra cuspidata Maas) contra Artemia salina encontrou uma toxicidade média de
605,92, resultado semelhante ao que foi encontrado para a aroeira no presente estudo. Esta toxicidade pode ser justificada pela
presenca de alcaloides e/ou compostos fendlicos na planta (Hyacienth & Almeida, 2015). A espécie de Caesalpinia férrea (Pau
ferro) também demonstrou baixa toxicidade frente a Artemia salina, com valor de CL50 de 822,63 (Lima et al. 2019).
Resultados diferentes foram obtidos para as seguintes espécies: Bromelia laciniosa (Mart.), Ex schult (Macambira),
Caesalpinia pyramidalis Tul (Catingueira), Cereus jamacaru DC (Mandacaru) e Nopalea cochenillifera L.Salm-Dyck (Palma),
que foram consideradas atoxicas (CL50 > 1000) (Lima et al. 2019).

Em se tratando das mesmas plantas utilizadas no presente estudo, Almeida et al. (2009) avaliaram a toxicidade do
extrato hidroalcdolico de aroeira, administrados por via intraperitoneal, em camundongos Swiss e encontrou alta toxicidade, o
que corrobora com os resultados desta pesquisa. O estudo de Werkman (2009) avaliou a toxicidade da roma por meio de
cultura celular de linhagens de fibroblastos humanos de mucosa oral e células de carcinoma epidermdide oral humano, e
encontrou toxicidade em ambas as linhagens, concordando com os resultados deste estudo.

O presente estudo trata-se de um bioensaio, considerado essencial e preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade bioldgica, realizado em ambiente que permite o controle de variaveis, reduzindo o grau de subjetividade na afericdo
dos dados. Deve-se interpretar os resultados com cautela, para ndo ter a expectativa de obter 0 mesmo resultado para seres

humanos, uma vez que se trata de experimentos realizado em outras espécies que ndo a humana.

5. Considerac0es Finais

As tinturas de aroeira e de roma foram toxicas contra a Artemia salina nas diferentes concentracdes testadas, porém a
toxicidade foi considerada leve e moderada, respectivamente.

Mais estudos em animais e estudos clinicos em humanos, que testem a toxicidade das tinturas de aroeira e de romd,

sd0 necessarios para comprovar tal resultado.
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