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O estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade, fendlicos totais e atividade antimicrobiana

usando Oleo essencial (OE) e extrato hidroalcoolico (EH) das folhas do Eucalyptus globulus

frente a microrganismos patogénicos de importancia clinica. O EH foi preparado usando o

método de maceracdo a frio e o OE foi extraido por hidrodestilacdo a 100°C por 3h. O ensaio
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de toxicidade foi realizado atraves do bioensaio Artemia salina Leach. Para atividade
antimicrobiana utilizou-se a técnica de Difuséo de Disco frente as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. Os ensaios foram realizados em triplicata. A CLso de toxicidade
obtida para o OE foi de 595,2 mg L™ e para o EH foi de 574,18 mg L™* ambos classificados
como atoxicos. Em relagdo a atividade antimicrobiana, o OE apresentou halos de inibicéo
para S. aureus e E. coli de 15 mm, enquanto o EH apresentou halos de 22 mm para S. aureus e
E. coli de 17 mm. O OE e o EH apresentaram atividade antimicrobiana e atoxicidade, sendo
parametros importantes para apontar o0s produtos como uma alternativa terapéutica,
incentivando seu potencial de aplicagéo.

Palavras-chave: Oleo essencial; Extrato hidroalcoolico; Toxicidade; Antimicrobiano;
Eucalyptus globulus.

Abstract

The study aimed to evaluate the toxicity, total phenolics and antimicrobial activity using
essential oil (OE) and hydroalcoholic extract (EH) of Eucalyptus globulus leaves against
pathogenic microorganisms of clinical importance. The HE was prepared using the cold
maceration method and the EO was extracted by hydrodistillation at 100°C for 3h. The
toxicity assay was performed using the Artemia salina Leach bioassay. For antimicrobial
activity, the Disc Diffusion technique was used against the bacteria Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. The toxicity LCso obtained for EO was 595.2 mg L™ and for HE it
was 574.18 mg L7 both classified as nontoxic. Regarding antimicrobial activity, EO
presented inhibition halos for S. aureus and E. coli of 15 mm, while HE presented halos of 22
mm for S. aureus and E. coli of 17 mm. EO and HE showed antimicrobial activity and
atoxicity, being important parameters to point out the products as a therapeutic alternative,
encouraging their potential for application.

Keywords: Essential oil; Hydroalcoholic extract; Toxicity; Antimicrobial; Eucalyptus
globulus.

Resumen

El estudio tuvo como objetivo evaluar la toxicidad, el total de fendlicos y la actividad
antimicrobiana utilizando aceite esencial (AE) y extracto hidroalcohdlico (EH) de hojas de
Eucalyptus globulus contra microorganismos patdgenos de importancia clinica. EI EH se
prepar6 utilizando el método de maceracion en frio y el AE fue extraido por hidrodestilacion a
100 °C durante 3h. El ensayo de toxicidad se realizd utilizando el bioensayo de Artemia
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salina. Para la actividad antimicrobiana, la técnica de difusion de discos se utilizd contra las
bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus. La toxicidad LCso obtenida para AE fue
de 595,2 mg de L y para EH fue de 574,18 mg L™ ambos clasificados como no toxicos. En
cuanto a la actividad antimicrobiana, AE presento halos de inhibicion para S. aureus y 15 mm
E. coli, mientras que EH presentd halos de 22 mm para S. aureus y E. coli de 17 mm. AE y
EH mostraron actividad antimicrobiana y atoxicidad, siendo pardmetros importantes para
sefialar los productos como una alternativa terapéutica, fomentando su potencial de
aplicacion.

Palabras clave: Aceite essencial; Extracto hidroalcohdlico; Toxicidad; Antimicrobiano;

Eucalyptus globulus.

1. Introducéo

As plantas medicinais sdo definidas como aquelas capazes de produzir principios
ativos que possam alterar o funcionamento de érgdos e sistemas restabelecendo o equilibrio
organico ou homeostasia nos casos de enfermidades e que possam servir como precursores de
farmacos semissintéticos, o que tem chamado a atencdo de pesquisadores, por ser uma fonte
promissora de substancias que podem ser utilizadas no controle de microrganismos (Furtado
etal., 2015).

A utilizacdo desses vegetais para o tratamento de enfermidades é conhecida desde a
pré-histdria. No Brasil, a introducdo dessas plantas em rituais de cura vem desde a cultura
indigena, permanecendo esse conhecimento empirico até os dias de hoje. Aproximadamente
66% da populagdo brasileira sem acesso a medicina moderna faz uso de medicamentos
populares, representando muitas vezes, o Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e
grupos étnicos (Mazzari & Prieto, 2014).

Diante deste cenario, a populacdo vem buscando tratamentos mais saudaveis e de
baixo custo para tratar suas enfermidades. Embora a medicina moderna esteja bem
desenvolvida na maior parte do mundo, a OMS reconhece que grande parcela da populacéo
dos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua atengdo primaria
(Brasil, 2006).

Estima-se que 10.000 a 53.000 plantas sejam utilizadas para fins medicinais, mas
apenas uma pequena parte delas foi investigada, representando quase 1% da flora (Mazzari &
Prieto, 2014). Portanto, € de suma importancia que seja comprovada a eficacia dessas plantas

na medicina popular, pois grande parte deste produto natural ndo tem seu potencial
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terapéutico e farmacoldgico realmente comprovado, mesmo com todos 0s avancos
tecnoldgicos da atualidade (Gongalves et al., 2005).

O conhecimento adquirido pela cultura popular sobre plantas medicinais esta sendo
incentivado para pesquisas experimentais com a finalidade de identificar o possivel potencial
bioativo destas plantas, para que as mesmas possam ser empregadas como principio ativo pela
indUstria farmacéutica (Pinto et al., 2005). Segundo dados da ultima notificacdo dos Centros
Americanos de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC), mais de dois milhdes de novos
casos e mais de 23.000 mortes tenham sido causados por microrganismos resistentes a
antimicrobianos nos Estados Unidos (EUA) no ano de 2013. Portanto, pode-se estimar que o
impacto da resisténcia antimicrobiana em 2050 causara 10 milhGes de mortes por ano se ndo
forem encontradas estratégias para reduzir este problema da resisténcia antimicrobiana (Kifer
etal., 2016).

Devido essa problematizacdo da resisténcia de patdégenos aos antimicrobianos, faz-se
necessaria a pesquisa de novos agentes para 0 combate de infecgdes. As drogas constituidas
por extratos vegetais brutos (Al-Fatimi et al., 2007) ou os Oleos essenciais (OE’s), os
metabolitos secundarios das plantas aromaticas, sdo usados para prevenir infeccdes
bacterianas devido a sua atividade antibacteriana proeminente e inibicdo da deteccdo de
quorum (QS). Eles também sdo compostos seguros e ndo tdxicos, atendendo aos requisitos
para agentes antibacterianos verdes (Yu et al., 2005). Adicionalmente, estas substancias
também podem agir sinergicamente com outras, melhorando o potencial antibiético (Coutinho
et al., 2004).

Portanto, sabendo que atualmente a busca por novos agentes antimicrobianos tornou-
se o principal objetivo de muitos pesquisadores voltados para a quimica medicinal e
farmacologia, este estudo teve por objetivo investigar a acdo antimicrobiana, quantificacdo de
fenolicos totais e toxicidade do 6leo essencial e extrato hidroalcoolico de Eucalyptus globulus
(eucalipto), sendo um dos principais 6leos essenciais (>50 kg) produzidos em Portugal, em
2010 (Barata et al.,2011), a fim de apontar o potencial antimicrobiano da espécie, buscando

encontrar substancias menos toxicas e mais eficazes contra patdgenos.
2. Metodologia
Esta pesquisa foi baseada em um estudo de laboratério. Os potenciais biologicos das

folhas de Eucalyptus globulus foram estudadas. Os resultados obtidos foram quantitativos
com analise estatistica.
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2.1. Obtencéo e preparo das amostras

As folhas de Eucalyptus globulus (Figura 1) foram coletadas no periodo matutino em
um sitio localizado na Av. Conselheiro Hilton Rodrigues, 2750 - Turu, sitio Remi 30 (-
2.481097, -44.214983), Maranhdo, Brasil e identificadas pelo Herbario Atico Seabra da
Universidade Federal do Maranh&o com registro n° 1506.

Figura 1: Eucalyptus globulus.

Fonte: Autores.

Na Figura 1 é possivel observar o local de onde as folhas foram obtidas e o material
encaminhado para as analises de identificacdo da espécie botanica. As folhas da espécie
vegetal foram secas em estufa com circulacdo de ar convectiva a 45 °C por 24h, sendo
posteriormente trituradas e armazenas para obtencdo do extrato hidroalcoolico (EH) e 6leo

essencial (OE).

2.2.  Preparo do extrato hidroalcoodlico

Para o preparo do EH utilizou-se 100g do material vegetal, empregou-se o processo de
maceracao com solvente extrato etanol P.A 70% (v/v) seguindo a propor¢édo 1:10. A solucéo
obtida apds 14 dias foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressao reduzida,
apos o processo o extrato foi liofilizado para posteriores analises (Harborne, 1998). O resumo
do esquema experimental é apresentado na Figura 2.
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Figura 2: Representacdo do processo de preparo do extrato hidroalcoolico.

(a) Material vegetal triturado apos (b) Pesagem do material em po (c) Filtragdo apos (d) Concentragdo em
secagem das folhas in natura das folhas secas maceragdo rotaevaporador

Fonte: Autores.

Na Figura 2 observa-se o material em granulometria fina (a) obtido ap6s a trituracéo
em moinho de facas elétrico, sendo devidamente mensurada a massa (b) para realizacdo do
processo de maceracao e filtracdo (c). Sendo posteriormente o liquido obtido concentrado em
rotaevaporador (d) para assim obtermos o liquido concentrado e em seguida realizarmos a

remogé&o total do solvente.

2.3.  Obtencéo do dleo essencial (OE)

Para extracdo do OE, utilizou-se a técnica de hidrodestilagdo com um extrator de
Clevenger de vidro acoplado a um bal&o de fundo redondo acondicionado em manta elétrica
como fonte geradora de calor. Foram utilizadas 100g das folhas secas do Eucalyptus globulus,
adicionando-se &gua destilada (1:10). A hidrodestilacdo foi conduzida a 100 °C por 3h
recolhendo-se 0 OE extraido. O OE foi seco com sulfato de sodio (Na2SO.). O sistema

extrator apresentado pode ser visualizado na Figura 3.
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Figura 3: Esquema experimental da extragdo do OE.

Fonte: Autores.

Na Figura 3 é possivel observar o aparato experimental sendo composto pelo baldo
de fundo redondo acoplado a uma manta elétrica. O aparelho de vidro de Clevenger deve estar
devidamente resfriado pelo sistema de passagem de fluido de resfriamento, no caso do
experimento etanol 70% (v/v) a 5°C. Foram determinados os parametros fisico-quimicos dos
Oleos essenciais: densidade, solubilidade, cor e aparéncia de acordo com a Farmacopeia
Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). O rendimento do 6leo essencial foi
expresso em porcentagem na relagdo volume/massa pela medida de densidade.

2.4. Ensaio de toxicidade

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solugéo
salina estoque do OE e do EH na concentracdo de 10.000 mg/L e 0,02 mg de Tween 80 (tenso
ativo). Aliquotas de 5, 50 e 500 pL desta foram transferidas para tubos de ensaio e
completados com solucgdo salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final
concentracdes de 10, 100 e 1000 mg/L, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas, onde dez larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de
ensaio.

Para a leitura do branco utilizou-se 5 mL da solucdo salina, para o controle positivo
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K2Cr207 e para o controle negativo 5 mL de uma solugdo 4 mg/L de Tween 80. Apds 24
horas de exposicéo, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aquelas
gue nao se movimentaram durante a observacdo e nem com a leve agitacdo do frasco.
Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997), para classificacdo da toxicidade dos
6leos essenciais, sendo considerado produto altamente toxico quando CLso < 80 mg/L,
moderadamente toxico para 80 mg/L < ClLsp > 250 mg/L e levemente tdxico ou atdxico
quando CLso > 250 mg/L.

A analise estatistica dos dados é realizada de acordo com o método de Reed &
Muench (1938), o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a certa dose,
também ird sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela, consequentemente o animal
gue morrer com certa dose, também ird morrer em doses maiores que aquela.

A partir da tabela contendo os dados de mortalidade para cada concentracao testada, é
construido um gréfico onde se observa uma curva para o acumulo de animais mortos em cada
log da concentracdo e outra curva para 0 acimulo de sobreviventes. O ponto de intercessao
entre as curvas é a Concentracdo Letal 50% (CLso), pois nesse ponto o numero de animais
sobreviventes € igual ao numero de animais mortos (Colegate et al.,1993). O intervalo de
confianca é calculado segundo o método de Pizzi (1950) no qual se constr6i um grafico do
percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose.

2.5. Atividade antimicrobiana

Foram utilizadas duas cepas de bactérias: Escherichia coli (ATCC 25922) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Estas foram previamente identificadas e confirmadas
pelas provas bioquimicas.

Culturas microbianas puras mantidas em agar TSA foram repicadas para caldo de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas a 35 °C até atingirem fase exponencial de
crescimento (4-6 h). Apos esse periodo, as culturas tiveram sua densidade celular ajustada em
solucdo salina 0,85% estéril, de modo a se obter uma turbidez comparavel a da solucéo
padrdo de McFarland 0,5, o que resulta em uma suspensdo microbiana contendo
aproximadamente 1,5 x 108 UFC mL™ de acordo com as normas do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI,2020).

A atividade antimicrobiana foi realizada segundo a técnica de difusdo de disco do
CLSI (2020) que padroniza os testes de sensibilidade de antimicrobianos por disco-difusdo,
utilizando-se suspensdes padronizadas de cepas de Escherichia coli (ATCC 25922) e
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923) distribuidas em placas contendo meio de cultura Agar
Mueller Hinton (AMH) acrescidas de discos contendo 20 pL. do OE e EH. Como controle
positivo utilizou-se Gentamicina (30 ug). As placas foram incubadas em estufa bacteriologica
a 35 °C/24 h. Os diametros dos halos de inibicdo foram mensurados, incluindo o didmetro do
disco. Esses ensaios foram feitos em triplicata.

Para determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), utilizou-se a técnica de
diluicdo em caldo. Com dilui¢Ges seriadas do OE e EH em Caldo Mueller Hinton (MH),
resultando nas concentragdes de 1000, 500, 250, 100, 50, 25, 10 e 5 pg/mL, realizando-se 0s
controles de esterilidade e com incubacéo a 35 °C por 24 horas. Apds o periodo de incubago,
foi verificada a concentragdo inibitéria minima do 6leo e extrato, sendo definida como a
menor concentracdo que visivelmente inibiu o crescimento bacteriano (auséncia de turvacéao
visivel). Ensaios realizados em triplicata. A Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foi
mensurada a partir da inoculacdo de 10 pL dos tubos resultantes da diluicio em Caldo
Mueller Hinton, realizou uma contagem das placas apds 24 h, onde as placas que nao
cresceram col6nias foram classificadas como concentracdes bactericidas para a acdo do OE
ou EH.

3. Resultados e Discussao

3.1.  Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 1 traz o resultado dos parametros fisico-quimicos do 6leo essencial do
Eucalyptus globulus, sendo de extrema importdncia ndo apenas para determinacdo da

qualidade, como também para o controle da sua pureza.

Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos do OE.

Parametro fisico-quimicos E. globulus
Densidade (g/mL) 0,9073
Indice de refragdo (nD 25°) 1,460
Solubilidade em &lcool a 70% (v/v) 1:2
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Rendimento (%) 2,26

Fonte: Autores.

10
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Com os resultados obtidos comparamos o rendimento do OE de Eucalyptus globulus
ao resultado obtido por Bachir & Benali (2012) que extraiu os OE das folhas frescas e tiveram
seu rendimento de 1,2%, sendo que este estudo obteve um rendimento de +1,06% acima do
rendimento maximo obtido pelos autores, e superior também a estudos de Vitti & Brito
(2003) que relatam o rendimento de vérias espécies do eucalipto em que o E. globulus, sendo
eles, varia de 0,7-2,4. Observando também que a densidade de vérias espécies ricas cineol do
eucalipto no estudo de Vitti & Brito (2003) variam entre 0,918 a 0,928, densidade essa que
esta semelhante este trabalho.

Comparando os resultados para o OE estudado com os da literatura, pode-se observar
que houve uma semelhanca entre eles, no que diz respeito aos parametros analisados. As
diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a fatores tais como época de coleta,
diferentes tipos de solo, condi¢des de secagem e tempo de armazenamento das folhas (Costa
etal., 2012).

3.2.  Atividade antimicrobiana

Os resultados referentes aos ensaios para determinacdo da atividade antimicrobiana
séo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Halos de inibicdo (HI), Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) e Bactericida
Minima (CBM) (pg/mL) para agdo do OE e EH.

OE EH (80.000 ug mL%)

GEN HI CIM CBM HI CIM CBM
30 ug (mm) (mm) (ugmL?) (ugmL?) (mm) (ugmL?) (ug mL)

E. coli 12 15 100 200 17 4000 10000

S. aureus 17 15 50 100 22 2000 8000

Fonte: Autores.
Analisando a Tabela 2 observamos que o OE de Eucalyptus globulus foi mais eficiente

ao inibir a bactéria E. coli pelo Método de Difusdo de Disco, com um halo de 15 mm e o EH

foi mais eficiente ao inibir S. aureus. Os halos de inibicdo obtidos permitem classificar as
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bactérias como sensiveis pelo critério estabelecido por Moreira et al., (2005).

Em estudo feito por Junio et al., (2017) com o extrato hidroalcodlico das folhas do E.
globulus frente a Staphylococcus aureus isolados de bovinos com mastite, os autores
obtiveram halos de inibicdo de 15 mm nas amostras isolada do animal com mastite clinica e
14 mm para as amostras com mastite subclinica, ambos resultados inferiores ao presente ao
presente estudo frente a S. aureus. Em outra pesquisa feita por Enciso-Diaz et al., (2015)
utilizando o extrato bruto da espécie em estudo, observou que os halos de inibicdo foram
semelhantes, sendo 22,5 mm para S. aureus e 8 mm para E. coli. E com o0 extrato aquoso da
espécie Gomes & Bittencourt (2019) ja ndo houve inibicdo para a E. coli, tendo somente
inibicdo no crescimento de S. aureus com um halo de inibicdo de inferior de 15 mm.

O potencial observado € justificado por Carvalho (2012) que explica que o potencial
da planta se deve a presenca de flavonoides, que tém a capacidade de complexar as proteinas
e parede celular bacteriana, causando sua lise.

O teste de Concentracdo Inibitéria Minima apresentou o resultado de inibicdo ao
crescimento microbiano de E. coli a partir de 100 pg/mL e de S. aureus a partir de 50 pg/mL
para o OE. Sendo observado através dos resultados que o OE obteve CIM’s menores que do
EH. Na anélise feita por Tohidpour et al., (2010), os autores relatam atividade semelhante do
mesmo OE para E. coli e S. aureus, visto que o OE dos autores conseguiu inibir a presenca
dos microrganismos utilizados neste estudo.

O ensaio para Concentracdo Bactericida Minima apresentado mostrou melhores
resultados para o OE frente a S. aureus, observando-se a¢ao bactericida a partir de 100 pg/mL
ja o EH somente se pode notar acdo a partir de 8000 pg/mL também frente a S. aureus. Em
pesquisa feita por Brasil (2015) onde foram feitos CBM’s frente a 56 isolados de
Staphylococcus aureus observaram uma variagdo entre 64 e 512 mg/ L, o que deixa o presente

estudo dentro dos parametros segundo a literatura.

3.3. Toxicidade

Na Tabela 3 os percentuais de mortalidade obtidos frente ao OE e EH no bioensaio
com Artemia salina Leach.
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Tabela 3: Mortalidade das espécies de Artemia salina frente a acdo do OE e EH.

Acumulados
Concentracéo (C) Log (C) Mortas Vivas Vivos Mortos % Mortalidade

OE 3 5 4 4 7 56
1000 mg/L

EH 3 5 5 5 7 50

OE 2 1 8 12 2 16
100 mg/L

EH 2 2 7 12 2 23

OE 2 1 9 22 1 3

10 mg/L
EH 1 0 10 22 0 0

Fonte: Autores.

A Figura 4 apresenta o grafico de percentual mortos versus logaritmo para o OE

seguindo o0 método de Pizzi (1950).

Figura 4: Gréafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose do OE.

70
¥ = 25,0000x - 20,0000
60| R*=08929 :
y = 25x - 26,667 ;
50 {  R:=0,9868 1
1]
=
S 40| v=30x-36667
5 40 R? = 0,871
£ a0
=
20
10
0

1 15 2 25 3
Log Concentragiao

Fonte: Autores.
Na Figura 4 é possivel observar as replicatas para o log da concentragdo do OE e o

percentual de mortalidade obtidos para o bioensaio de Artemia salina, com base nas equacdes
obtidas calculou-se os intervalos de confianca. A Figura 5 apresenta o grafico de percentual
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mortos versus logaritmo para o EH seguindo o método de Pizzi (1950).

Figura 5: Gréafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose do EH.

60%

y =0,25x - 0,2667
R*=0,9868

g

y =0,25x - 0,2333
R*=0,9868

8
2

Mortalidade (%)
s
s

y =0,25x - 0,2667
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1 1,5 2 2,5 3
Log da concentracao

Fonte: Autores.

Na Figura 5 é possivel observar as replicatas para o log da concentracdo do EH e o
percentual de mortalidade obtidos para o bioensaio de Artemia salina, com base nas equacfes
obtidas calculou-se os intervalos de confianga. A Figura 6 apresenta o grafico de acumulados

versus logaritmo para o OE seguindo o método de Reed&Muench (1938).

14




Research, Society and Development, v. 9, n. 7, e804974843, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i7.4843

Figura 6: Grafico log da concentracdo do OE versus os acumulados de mortos e vivos.
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Fonte: Autores.
Na Figura 6 é importante enfatizar que a intersecgdo das curvas corresponde ao log da
concentracdo do OE responsavel pela mortalidade de 50% dos organismos.

A Figura 7 apresenta o grafico de acumulados versus logaritmo para o0 EH seguindo o

método de Reed&Muench (1938).

Figura 7: Grafico log da concentracdo do EH versus os acumulados de mortos e vivos.
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Fonte: Autores.
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Na Figura 7 é importante enfatizar que a intersecgdo das curvas corresponde ao log da
concentracdo do EH responsével pela mortalidade de 50% dos organismos.
Na Tabela 4 sdo apresentadas as Concentracdes Letais 50% referentes a acdo do OE

frente a Artemia salina L. e sua posterior classificagdo segundo o critério de Dolabela (1997).

Tabela 4: CLso para acdo do OE e EH frente a Artemia salina L.

Concentracéo CLso) mg/L Classificacdo
OE 5952+ 2,12 Atoxico
EH 574,18 £ 6,1612 Atdxico

Fonte: Autores.

Na Tabela 4 podemos observar que o OE e o EH néo foram classificados como toxico,
logo, suas aplicacdes podem ser consideradas aceitaveis, ja que o OE e o EH de Eucalyptus
globulus extraido das folhas apresentou até agora um rendimento significativo. E neste ensaio
de toxicidade apresenta a CLso de 595,2 mg/L para 0 OE e CLso de 574,18 mg/L, bastante
acima do critério que é de apenas 250 mg/L para ser classificado como atdxico.

Portanto, este OE e EH tem seus potenciais de aplicacdo incentivados. A Concentracao
Letal 50% (CLso) refere-se ao ponto em que o numero de animais sobreviventes é igual ao
namero de animais mortos, e seguindo o critério de Dolabela (1997) é possivel determinar a
toxicidade de produtos naturais visando uma aplicacdo especifica do agente no organismo
alvo, visto que 6leos com toxicidade elevada ndo sdo recomendados para aplicacOes
bioldgicas.

O estudo da toxicidade é extremamente importante, pois fornece informacdes sobre a
qualidade do ambiente ou parte dele, possibilitando assim mensurar qual a concentracdo letal
de um determinado produto (Botelho et al., 2010). O bioensaio de toxicidade com Artemia
salina é um teste rapido, de baixo custo, eficiente e que requer uma pequena quantidade de
amostra (2 — 20 mg). A simplicidade desse teste, que ndo requer métodos assépticos, nem
equipamentos especiais, favorece sua utilizagdo rotineira, podendo ser desenvolvido no
préprio laboratério (Siqueira et al., 1998). McLaughlin et al., (1998) afirmam que esse ensaio
tem boa correlacdo com atividade citotoxica em alguns tumores humanos. Os mesmos autores
observaram que os valores de ED50 encontrados para citotoxicidade, em geral eram 1/10 dos
valores de CLso encontrados nos testes realizados com Artemia salina, sugerindo que tal teste

pode ser utilizado como uma primeira analise do potencial citotoxico de novos compostos.
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De acordo com literatura, sabemos que os resultados dos testes de toxicidade variam
consideravelmente. Em trabalho desenvolvido com Lytechinus variegatos foi encontrado um
coeficiente de variacdo de 40,3% entre testes de toxicidade realizados com embrides (Nipper
et al., 1993). Outros autores relatam indices de variagdo em torno de 30%. Portanto, os indices
de variagdo obtidos nesse trabalho séo considerados aceitaveis, indicando que a metodologia
utilizada forneceu dados que podem ser considerados reprodutiveis.

Os resultados do teor total de fendlicos totais do OE e EH de E. globulus sdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Quantificagdo de fendlicos totais (mg EAT g™).

Fenélicos totais OE E. globulus EH E. globulus

(mg EAT g?) 234, 753 665,077

Fonte: Autores.

Na Tabela 5, o contetido fenodlico total (CPT) foi expresso como equivalentes de acido
tanico (mg EAT / g de material vegetal) a equacéo da reta obtida foi y = 0,0586x + 0,06 (R? =
0,9999), onde y representa a absorbancia e x a concentracdo equivalente de acido tanico.

As folhas de E. globulus utilizadas no presente estudo apresentam uma quantidade
importante de compostos fenolicos (234,735 mg EAT g* OE/ 665,077 mg EAT g EH) o que
se torna de grande relevancia ja que os fendlicos sdo frequentemente associados a varios
efeitos positivos a salde, incluindo efeitos antioxidantes, diminui¢cdo do risco de doengas
cardiovasculares, mecanismos anticancer e propriedades anti-inflamatérias (Singh et al.,
2012).

Em comparagdo ao teor total de fenolicos do extrato das folhas de E. globulus ao
estudo feito por Dezsi et al. (2015) usando outra metodologia para obtencéo, relataram uma
guantidade muito proxima do presente resultado de compostos fendlicos em estudo. Sousa
(2018) em teste com o extrato aquoso do E. globulus para fendlicos usando a mesma
metodologia, obtiveram resultados levemente parecidos, chegando a um total de 465,82 mg
EAT g, o que torna ainda mais fiel o presente resultado.

4. Consideracdes Finais

A partir dos resultados obtidos observou-se a CLso de toxicidade obtida para o OE foi
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de 595,2 mg L e para o EH foi de 574,18 mg L™t ambos classificados como atoxicos. Em
relacédo a atividade antimicrobiana, o OE apresentou halos de inibigdo para S. aureus e E. coli
de 15 mm, enquanto o EH apresentou halos de 22 mm para S. aureus e E. coli de 17 mm. O
OE e o EH apresentaram atividade antimicrobiana e atoxicidade, sendo parametros
importantes para apontar os produtos como uma alternativa terapéutica, incentivando seu
potencial de aplicagdo. Como sugestdo a estudos futuros sugere-se a identificacdo dos
compostos quimicos presentes nos produtos naturais estudados por técnicas espectroscopicas

e cromatograficas.
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