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RESUMO: Em nivel mundial ttm aumentado a resisténcia de patdgenos as drogas ja utilizadas
no controle de microrganismos patogénicos aos seres humanos, impulsionando para avangos
nos estudos com produtos naturais visando o isolamento de substancias bioativas para obtengao
de novos farmacos. Sendo assim, esse estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade do 6leo
essencial das folhas de Ocotea puberula (frente ao bioensaio com Artemia salina. As folhas
de O. puberula foram coletadas no Sitio Che Kamba'’i, no Municipio de Mundo Novo/MS em
margo de 2014. O 6leo essencial foi obtido por hidrodestilagdo e o bioensaio frente A. salina
foi realizado em diferentes concentragdes. O teste de A. salina mostrou uma DL, igual a 10,3
pg/ml, indicando que o 6leo essencial de O. puberula pode ser considerado tdxico e uma CL,
letal para 50% dos crustaceos, na dose de 3,9 ug/ml, correspondente a altamente toxico. Esses
resultados demonstram o potencial dessa espécie para a biotecnologia de farmacos, com
grande interesse para aplicagdo antitumoral. Outros ensaios biolégicos sao necessarios para
subsidiar pesquisas com O. puberula. A extragao do 6leo essencial das folhas ndo compromete
a integridade da espécie durante seu crescimento e desenvolvimento, ja que atualmente € uma
espécie quase ameagada de extingao.

Palavras-chave: Lauraceae, microcrustaceo, letalidade, potencial medicinal, 6leos volateis

ABSTRACT - Evaluation of the toxicity of essential oil from leaves of Ocotea puberula
against Artemia salina. Worldwide, the resistance of pathogens has increased as drugs
already used in the control of pathogenic microorganisms to humans, expanding to advances
in studies with natural products for the protection of bioactive substances for the protection of
new agents. Thus, the study had the effect of evaluating the toxicity of the essential oil of the
leaves of Ocotea puberula in comparison to the bioassay with Arfemia salina. The leaves of
O. puberula were collected at the Che Kamba'i Site, in the Municipality of Mundo Novo/MS in
March 2014. The essential oil was obtained by hydrodistillation and bioassay before A. salina
was performed in different concentrations. The test of A. salina is equal to DL, equal to 10.3
pg/ml that is, the dose of 50% of the crustaceans, in the dose of 3.9 yg/ml, corresponding to a
highly toxic. Results showed potential for a biotechnology of drugs, with great interest for the
antitumor application. Other biological studies are needed to support research with O. puberula.
Extraction of essential oil from leaves is not one of the most difficult forms of extinction.
Keywords: Lauraceae, microcrustacean, lethality, medicinal potential, volatile oils

INTRODUGAO

Nos ultimos anos tém-se verificado um
grande avanco cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais para
a obtencao de novos compostos com propriedades
terapéuticas, uma vez que, as substancias de origem
vegetal ainda desempenham papéis importantes na
medicina moderna, constituindo-se na principal fonte
de medicamentos ou de substancias que podem
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servir de modelos para preparagao de analogos
mais eficazes (Hostettmann et al. 2001; Newman
et al. 2007).

Todos os dias se aumenta a populagéo
imunocomprometida (Raut et al. 2014), mesmo com
a descoberta de novos farmacos, estes ndo evoluem
concomitantemente a velocidade que evoluem
microrganismos patogénicos, por exemplo. E a
resisténcia dos microrganismos a estas drogas, se
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deve uso intensivo e indiscriminado de compostos,
tais como antibioticos (Tavares 2007; Ramalhinho et
al. 2010; Sardi et al. 2013; Raut et al. 2014).

No contexto de avangos dos estudos
com produtos naturais visando o isolamento de
substancias bioativas, as plantas medicinais tém
ganhado um destaque importante, no entanto,
nem todas as familias botanicas possuem um
metabolismo secundario, que produzem muitos
compostos especializados, necessarios para a
planta sobreviver em seu ambiente (Crozier et al.
2007).

A familia Lauraceae apresenta inUmeras
espécies com metabolitos secundarios. Caracteriza-
se por ser uma familia botanica com distribuigdo
pantropical, sendo bem representadas na América,
Asia tropical, Australia, Madagascar e sul da
Africa, possuindo 2750 espécies subordinadas a
52 géneros (Rohwer 1993). No Brasil, ocorrem
22 géneros, com cerca de 400 espécies, em sua
maior parte em florestas pluviais, sendo observada
também em restingas e cerrados (Souza et al. 2008;
Barroso et al. 2002). A maioria de suas espécies sao
de habito arbdreo, tendo como principais géneros:
Aniba, Ocotea, Nectandra, Persea e Cinnamomum
(Souza et al. 2008).

A espécie Ocotea puberula (Rich.) Nees
conhecida como canela-pinho, apresenta ampla
distribuicdo, ocorrendo nos Estados do Amapa,
Para, Amazonas, Tocantins, Acre, Bahia, Alagoas,
Goias, Minas Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul (Quinet et al. 2011).

Atualmente encontra-se quase ameagada
de extingdo, pois apesar de ser amplamente
distribuida e de crescimento rapido, seus frutos séo
frequentemente atacados pelo fungo Botvyoconie
pallida Syd, reduzindo bruscamente a produgéao de
sementes viaveis, comprometendo assim o potencial
genético desta espécie (CNCFlora 2018).

Embora pouco se saiba sobre as
propriedades medicinais de O. puberula no
Estado de Mato Grosso do Sul, Marquesini (1995)
descreveu sua utilizagdo para o tratamento de
tumores e afec¢des da pele no bojo cultural de
indigenas do sul do Pais. Também existem registros
do uso da seiva da casca em forma de emplastro
para extrair espinhos ou estrepes e que o cha da
casca auxilia no combate as diarreias e disenterias
(Korbes 1995).

Estudos ja foram realizados com o extrato
de O. puberula apresentando diversos alcaloides:
alcaliide aporfinico stricto sensu (dicentrina,
predicentrina, N-metillaurotetanina, isodomesticina,
N-6xido dicentrina, leucoxina, ocoteina); alcaloide
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oxoaporfinico (talicminina); alcaloide diidroaporfinico
(6a, 7—diidroaporfinico) (deidroocoteina); alcaloide
dideidroaporfinico (dideidroocoteina); alcaloide
C-3—0-aporfinico (3-hidroxidicentrina) (Zanin et al.
2007). Montrucchio et al. (2012), observaram que
essa espécie apresenta atividade antinociceptiva
correlacionado ao alcaloide dicentrina extraidos
dos frutos.

Raggi (2008) ao avaliar o 6leo essencial
de O. puberula, observou alguns constituintes
majoritarios: sesquiterpenos B-cariofileno (25,52%),
B-elemeno (6,95%), biciclogermacreno (6,68%),
a-copaeno (6,61%) e a-humuleno (5,76%), além
verificar uma sensibilidade de microrganismos como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa
e Aspergillus niger quando expostos ao dleo.

Em outro trabalho analisando quimicamente
o0 6leo essencial de folhas de O. puberula identificou-
se dois monoterpenos, atujeno e -pineno, que juntos
representaram 10,6% do 6leo analisado, bem como,
nove sesquiterpenos, a-elemeno, B-cariofileno,
a-humuleno, g-curcumeno, germacreno-D,
biciclogermacreno, D-cadineno, longifoleno e
germacreno, que juntos corresponderam a 77,4% do
Oleo. Logo, na extragdo do 6leo essencial dos galhos
de O. puberula foi identificado trés monoterpenos
(a-tujeno, B-pineno e mirceno) perfazendo juntos
15,7% do 6leo, além mais oito sesquiterpenos
(isoledeno, elemeno, cariofileno, humuleno,
g-curcumeno, germacreno-D, biciclogermacreno,
D-cadineno) representando juntos 67,2% do 6leo
essencial (Araujo et al. 2001).

No entanto, estudos da toxicidade do
Oleo essencial de O. puberula frente a larvas
de Artemia salina Leach, ainda nao foram
encontrados a literatura. Os estudos de toxicidade
sao relevantes por serem rapidos, de baixo
custo, com metodologias simples, possibilitando
a obtengado de progndsticos na predigdo de um
estudo anticancer (Siqueira et al. 1998; Islam et
al. 2019). Este bioensaio traz diversas vantagens
para o pesquisador, permite uma leitura de facil e
inequivoca interpretacao, pois apenas a letalidade
dos organismos ¢é levada em consideracao, tendo
como variaveis a morte ou vida deles (Meyer et al.
1982), e, no que tange a busca por compreenséao
da toxicidade dos extratos vegetais, atua como
bioindicador, uma vez que apresenta baixa
tolerancia a niveis toxicos ao meio em que esta
exposto (Abel 1989). Deste modo, serve como
teste preliminar para nortear proximos passos de
estudos com extratos vegetais. Nesse sentido,
esse estudo teve por objetivo avaliar a toxicidade
do 6leo essencial das folhas de O. puberula frente
ao bioensaio com A. salina.
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MATERIAL E METODOS

Coleta, identificagdo e extragcdao do
material vegetal

As folhas de O. puberula foram coletadas
no Sitio Che Kamba'’i, no Municipio de Mundo Novo/
MS em margo de 2014 (23°56'31,2”S; 54°13'04,8"0).
A exsicata foi depositada no herbario DDMS, da
UFGD, registrada com o numero 6388.

As analises foram realizadas no Laboratério
de Quimica Organica da Universidade Estadual
de Mato Grosso do Sul (UEMS). Foram coletados
aproximadamente 1200 g para a obtengéo dos 6leos
essenciais por meio de hidrodestilagao, utilizando
o aparelho Clevenger por 4 h, com sucessivas
extragdes de 300 g de material vegetal cada.

Bioensaio frente a Artemia salina

O ensaio biologico com A. salina sp. foi
realizado de acordo com a metodologia McLaughlin
etal. (1993) e Dolabela (1997), com adaptagbes. Para
a preparagao da agua de criagao do microcrustaceo,
simulando agua do mar, foram pesados 38 g de
sal marinho para 1000 ml de agua destilada. Apos
homogeneizacgao, filtrou-se a solugéo e o pH foi
mantido em torno de 9,0. Foram adicionados 3 g
de cistos de A. salina, posteriormente a solucao foi
armazenada em um becker com iluminagéo artificial
a 28 °C por 24 h com aeragao constante. O teste
foi realizado com amostras do 6leo nas seguintes
concentragoes 62,5; 31,25; 15,63; 7,8 pug/ml.

O procedimento experimental consistiu
em adicionar a um tubo de ensaio 19800 ul de
agua salina, 200 uyl de metanol e 20 pl de 6leo
essencial, sendo esta a solugdo mae, que segundo a
metodologia proposta esta na concentragdo de 1000
pg/ml. A partir desta foi realizada a diluicao até as
concentragdes previstas, sendo estas adicionadas
a tubos de ensaio aos quais foram introduzidas 10
larvas de A. salina. Os tubos foram mantidos por
24 h em iluminacao artificial a 28 °C e, em seguida
foram feitas as contagens dos animais mortos e
vivos. Para maior confiabilidade dos resultados,
foi mantido um controle padréao, contendo apenas
metanol, um solvente utilizado para dissolver o 6leo,
e agua salina contendo 0 mesmo numero de larvas,
para eliminar a possibilidade de interferéncia do
solvente nos resultados. Os nauplios foram contados
novamente apds o prazo experimental de 24 h.

49

Considerou-se baixa, moderada e
alta toxidez quando a dose letal 50% (DL,,) foi
respectivamente: superior a 500 pg/ml, entre 100
a 500 pg/ml e em valores menores de 100 pg/ml
(Dolabela 1997).

Em seguida foi realizado a classificagao da
concentracao letal (CL,,) através da determinacao
dos seus niveis: altamente toxico: CL, < 80 pg/ml;
moderadamente téxico: CL,, (80-250 pg/ml); com
baixa toxicidade ou ndo toxico: CL.> 250 pg/ml
baseadas em Meyer (1982) e Vinatea (1994).

Segundo Oga et al. (2008), a curva de
morte deve ser elaborada de acordo com um grafico
realizado por meio da fungdo da concentragao letal
e a quantidade de animais mortos no decorrer do
tempo, sendo esta importante para tragar o perfil
toxico dos dleos essenciais testados.

Andlise Estatistica

A fundamentagéao estatistica da toxicidade
do 6leo esséncia baseou-se nos célculos de DL,
por meio de andlise de PROBIT, com o software
BioStat versao 5.9.8.5.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O teste de A. salina mostrou uma DL,
igual a 10,3 pg/ml, indicando que o éleo essencial
de O. puberula pode ser considerado téxico, por
apresentar DL, < 1000 pg/ml. Logo, constatou-se
que a CL,,, letal para 50% dos crustaceos, ocorreu
na dose de 3,9 ug/ml, podendo ser considerado,
altamente téxico (Meyer 1982; Vinatea 1994) (Tabela
1).

Estes resultados evidenciam que o 6leo
das folhas de O. puberula possui potencial
biotecnolégico. Segundo classificagdo de Dolabela
(1997), o dleo de O. puberula se enquadra como
“alta toxidez”, por apresentar dose letal 50% (DL,,)
abaixo de 100 pg/ml.

Esses dados corroboram para a realizagao
de outros testes dessa natureza para a confirmagao
de possiveis atividades bioldgicas, pois para outras
espécies, pesquisadores tém correlacionado a
toxicidade frente a A. salina (Mclaughlin 1991;
Mclaughlin et al. 1993), com a atividade contra
o Trypanosoma cruzi (Dolabela 1997) atividade
antibacteriana (Brasileiro et al. 2006; Nifio et al.

Tabela 1. Representacdo da DL, e CL,,, UEMS, Navirai, 2014.
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DL,, 10,3 DL,, Erro Estandar 2,0
DL, LCL 6,4 DL, UCL 13,8
Log 10[DL,]] 1,01 Erro Estandar 0,08
Beta 1,1 Intercepto 3,8
Beta Erro Estandar 0,2
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31,25 62,5

Figura 1. Letalidade de Artemia salina, UEMS, Navirai, 2014.

2006; Magalhaes et al. 2007) e atividade antifungica
(Nifio et al. 2006; Magalhaes et al. 2007).

Adose utilizada para que n&o haja produgéo
de efeitos toxicos foi 2,6 NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level), sendo assim a dose minima
a ser administrada deve ser realizada na quarta
diluicdo para nao observancia de efeitos adversos.
A curva de morte foi expressa pelo método de
Finney (analise de Probit) pela distribuigéo log-
normal, representando a relagao da dose e resposta,
evidenciando a quantidade de individuos mortos da
populagéo com relagdo a dose do 6leo (Figura 1).

O efeito nocivo foi extinto no log® na
porcentagem de 50% na curva de morte dos
espécimes, apresentando o percentual dos animais
mortos de acordo com a dosagem administrada,
apresentando duas analises com resultados
considerados altamente téxicos para o uso in natura,
0 que ressalta a necessidade de cautela na dose
utilizada e no periodo de exposigao.

Farago et al. (2010) ao avaliar o déleo
essencial da casca de O. puberula observou
uma baixa sensibilidade antimicrobiana. Dentro
do mesmo género, estudos avaliando a atividade
antituberculosis dos alcaloides ocoxilonina (1),
ocoteina (2), dicentrina (3) y 1,2-metilendioxi-
3,10,11-trimetoxiaporfina (4), isolados a partir
da madeira de O. discolor Mez, demonstraram
em totalidade atividade antituberculose, sendo
a ocoteina (2) o composto mais ativo contra a
variedade virulenta Mycobacterium tuberculosis
H37Rv (Albarracin et al. 2017).

Estudos tém demostrado que espécies
pertencentes ao género Ocotea possuem principios
ativos com uma ampla gama de atividades
farmacoloégicas, tais como atividades anti-
inflamatoria, citotoxicidade, antimicrobiana, larvicida
e antiproliferativa, evidenciando o potencial de
aplicacao e a exploragéo para o desenvolvimento
de novos medicamentos (Salleh et al. 2017).

Os resultados obtidos nesse estudo
apresentaram alta toxicidade no bioensaio do 6leo
essencial de O. puberula ocasionando letalidade em
A. salina, indicando o potencial dessa espécie para
a biotecnologia de farmacos. Ressalta-se, contudo,
gue novos ensaios biolégicos sdo necessarios para
avaliar atividade antitumoral e antimicrobiana, e
ainda, por mais que se tenha obtido um resultado
que apresenta esta letalidade do 6leo, sugere-
se novos estudos que indiquem a nivel celular
(citotoxico, genotéxico e mutagénico) o grau de
toxicidade do 6leo em questao, uma vez que, o teste
de A. salina apresenta suscetibilidade mesmo em
compostos com baixo teor toxico.

Apresenca do 6leo essencial de O. puberula
nas folhas, salienta a sua importancia e relevancia
para a bioprospecgéo de novos farmacos e extracao
do 6leo essencial das folhas ndo compromete a
integridade da espécie durante seu crescimento e
desenvolvimento, ja que atualmente é uma espécie
quase ameacada de extingao.
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