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Toxicological screening of extracts from Cinnamomum stenophyllum on Artemia salina Leach

Artur Danilo Novaes da Silva', Helder Carvalho Souza Lima Silva', Ricardo Prado Lyra',
Bruno Lucéna de Lima', Daniela de Alencar Menezes', Gabriela Saraiva Dantas’,
Fabiana Lima Silva’, Paulo Roberto, Hrihorowitsch Moreno’,

Tharcia Kiara Beserra de Oliveira*”’, Joelmir Lucena Veiga da Silva’

'Discente/Grupo de Pesquisa em Praticas Integrativas e Complementares/FMO, *Docente/Instituto de Ciéncias da
Satade/UNIP, *Docente/Instituto de Quimica/USP, ‘Docente/UNIFACISA, ’Docente/Grupo de Pesquisa em Praticas
Integrativas e Complementares/FMO.

RESUMO: Objetivo: observar e comparar a toxicidade aguda de extratos das folhas (Csf) e do caule (Csc) de Cinnamomum
stenophyllum em Artemia salina. Métodos: Os extratos Csf e Csc, nas concentragdes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL, foram utilizados nos
ensaios de toxicidade aguda utilizando o microcrustaceo Artemia salina, sob exposi¢do de 24 e 48 horas, realizados em triplicata. O
nimero de nauplios mortos foram quantificados e a CL,, foram calculadas por regressdo ndo-linear. Resultados: o extrato Csf
apresentou toxicidade apenas com a concentragao de 1000 g/mL em 48hs (P<0,05), sendo assim, a CL,, ndo foi determinada. J4 o extrato
Csc foi toxico apenas na maior exposicdo, de 48hs, mostrando CL,, de 8,7 0,7 g/mL, considerada uma alta toxicidade (CL,, < 100
g/mL). Conclusio: as folhas e caule de Cinnamomum stenophyllum possuem metabolitos ativos que levam toxicidade a Artemia salina
quando em alta exposic¢o, os quais, provavelmente sdo substancias diferentes ou estdo mais concentradas no caule. Estes resultados sdo
os primeiros na literatura para a espécie estudada.

Palavras-chave: Planta medicinal. Extrato vegetal. Toxicidade.

ABSTRACT: Objective: to observe and to compare the acute toxicity of the leaves (Csf) and stalk (Csc) extracts from Cinnamomum
stenophyllum on brine shrimp Artemia salina. Methods: Csf and Csc extracts (1, 10, 100 and 1000 ug/mL) were evaluate the assay
acute toxicity on Artemia salina, were add to the samples during 24 or 48 hours, performed at triplicate. The nauplii dead number were
determined and LC,, was calculated by non-linear regression. Results: Csf extract presents toxicity only with 1000g/mL at 48hs
(P<0.05), thus the LC;, did not calculated. Csc was toxic only at 48hs (LC;, = 8.7 0.7 g/mL), regarded as high toxicity (LC;, < 100
g/mL). Conclusion: The leaf and stalk from Cinnamomum stenophyllum presents active metabolites that induced toxicity Artemia
salina at high exposition, probably, are different substances or most concentrated on stalk. Those data are related for first time in

literature.
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INTRODUCAO

A utilizacdo da medicina tradicional e das

varios fatores que levam a esse fato, como a falta
de conhecimento sobre o cultivo, a nao

plantas medicinais, em paises em desen-
volvimento, tem sido amplamente observada
como base normativa para a manutengdo da

satde.’
Segundo dados do sistema de informacao

toxico-farmacolégico, a intoxicagdo por plantas
medicinais ¢ a segunda maior causa de morte
por intoxicacdo em seres humanos. Existem

“Correspondéncia do autor: revistaanaisfmo@fmo.edu.br

identificacdo correta da planta, reagdes
adversas, interacdo medicamentosa, concen-

tragdo e frequéncia do uso do fitoterapico.’
O instrumento nacional de normatizagao

desenvolvido para orientar e potencializar as
iniciativas de satde no Brasil foi a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Comple-
mentares no SUS,’ contemplando inicialmente
as areas de Plantas Medicinais e Fitoterapia,
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Homeopatia, Medicina Tradicional Chinesa/
Acupuntura e Medicina Antroposofica. Em uma
area mais especifica foi elaborada também a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos.’
A familia Lauraceae apresenta distri-

buicao tropical e subtropical, com cerca de 52
géneros, abrangendo 2.500-3.500 espécies.” No
Brasil a familia esta representada por 23 géneros
e 420 espécies.’ Do ponto de vista econdmico, as
Laurdceas formam um importante grupo, pois
muitas de suas espécies fornecem oOleos
aromaticos e alcaloides usados na perfumaria e
na industria farmacéutica, tais como
Cinnamomum camphora (canfora) e a Aniba
roseadora (pau-rosa), desta Ultima se extrai o
linalol, esséncia bastante empregada na
industria de cosméticos. Sao ainda produtoras
de frutos comestiveis e condimentos, usados na
dieta alimentar (Persea americana — abacate,
Laurus nobilis — louro, e Cinnamomum verum —
canela-da-china).” A espécie Cinnamomum
stenophyllum (Meisn.) Vattimo-Gil € conhecida
popularmente como "canela-vassoura" e ocorre
nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parand.”" As propriedades adstringente,
carminativa, purificadora de sangue, digestiva,
antisséptica, antifungica, antiviral, anti-
bacteriana, antioxidante, antinflamatoria,
imunomoduladora, hipolipidémica e hipo-
glicemiante foram relatadas para extratos de
espécies do género Cinnamomum.” Varios
compostos quimicos, como aldeidos, acetatos,
alcoois, terpinenos, flavonoides, alcaloides,
antraquinonas, cumarinas, fendis, saponina,
taninos, acido carboxilico, hidrocarbonos,
espatulenol, &cidos graxos, butanolidos,
lignanas, esteroidse, propenoides e campferol
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glicosilado sdo encontrados nas partes destas
espécies.’

Como ndo ha relatos na literatura de
estudos com Cinnamomum stenophyllum,
decidiu-se iniciar estudos verificando e
comparando a toxicidade aguda de extratos
etanolicos brutos das folhas (Csf) e do caule
(Csc) desta espécie vegetal em microcrustaceo
de Artemia salina.

METODOS

As folhas e caule de C. stenophyllum
foram macerados em etanol (95%) e os extratos
obtidos apos a eliminagdo deste solvente em
rotacvaporador, a 60° C. Estes extratos foram
cedidos pelo Instituto de Quimica/USP. Para
preparacdo das solugdes dos extratos a serem
utilizados nos ensaios, os mesmos foram
solubilizados com cremofor (0,1%) e diluidos
em agua destilada (2,5 mg/mL). No momento da
realizagdo dos experimentos, foram diluidos em
série a fim de se obter concentragdes adequadas
para os ensaios.

Para a determinacao da toxicidade aguda
foi utilizado o método com Artemia salina".
Uma quantidade de 0,3 g de cistos de 4. salina
foi mantida em 4dgua marinha sintética e
incubada por 24-36 h, sob iluminagao artificial e
temperatura de 22°C. Apods a eclosdo, 10
nauplios foram coletados e incubados em tubos
de ensaio contendo a solug¢ao dos extratos (1, 10,
100 e 1000 pg/mL) e o controle (salina). Apds 24
e 48h foi realizada a leitura do nimero de
sobreviventes e mortos. Consideraram-se larvas
mortas todas que ndo apresentavam qualquer
movimento ativo em cerca de vinte segundos de
observacdo. A determinacdo da concentracdo
letal média (CL,,) dos extratos foi obtida por
regressao nao-linear do ntimero de nduplios



vidveis para cada concentracao do extrato. O
ensaio foi realizado em triplicata para cada

concentra¢do dos extratos.
Todos os resultados foram expressos

como média+ erro padrao da média (X +e.p.m.)
e analisados estatisticamente empregando-se o
Teste-t, onde os valores de P < 0,05 foram
considerados significantes e analisados pelo
programa GraphPad Prism.

RESULTADOS/DISCUSSAO

A fim de conhecer possiveis atividades
toxicas de produtos vegetais, ensaios utilizando
microcrustaceo Artemia salina sao largamente
aplicados para um conhecimento prévio e
seguranca terapéutica. Por se tratar de um
animal de facil manutencdo em condi¢des de
laboratorio e de ampla distribuicao, tem sido

largamente utilizado em testes de toxicidade.""”
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A auséncia de citotoxicidade de extratos
testados em A. salina indica que a planta ¢ bem

tolerada pelo sistema bioldgico.
A incubac¢iao do extrato Csf, nas

concentracdes utilizadas durante 24hs, nao
diminuiu a viabilidade do microcrustaceo de A4.
salina, quando comparado com o controle,
mostrando ndo apresentar toxicidade (Figura
1A). No entanto, quando o extrato Csf foi
incubado nas amostras por 48hs (Figura 1B),
apenas maior concentracdo (1000 g/mL) foi
capaz de diminuir significativamente a
viabilidade. Estes resultados mostram que o
caule de C. stenophyllum possui principios
ativos, que quando concentrados, prova-
velmente, ndo conseguem ser totalmente
eliminados pelo metabolismo da A4. salina,

causando-lhes toxicidade.
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Figura 1 — Viabilidade de Artemia salina na auséncia (m) ou presenga do extrato Csf ([1) durante
a exposic¢do por 24 hs (A) ou 48 hs (B).

Nos ensaios utilizando o extrato Csc
(Figura 2), apenas na maior exposi¢ao (48hs),
este extrato foi capaz de induzir morte das
artemias (Figura 2B), apresentando uma CL,, de
8,7 0,7 g/mL, sendo considerada uma alta
toxicidade (CL,, < 100 g/mL)."” Esta toxicidade
foi maior do que aquela apresentada por extratos
das folhas e da casca de C. travancoricum, C.
walaiwarense, C. wightii, C. verum, C.
sulphuratum, C. riparium e C. perrottetii,

respectivamente, em ensaio com Artemia
salina.” O fato da significante toxicidade
observada pelo extrato Csc, deve ser consi-
derado como uma caracteristica interessante
para utilizar este extrato vegetal para futuros
estudos de citotoxicidade."* O fato da
toxicidade mais significativa no extrato do
caule ao invés de no extrato das folhas de C.
stenophyllum, sugere que metabdlitos ativos
responsaveis por este dano sdo diferentes
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daqueles encontrados nas folhas ou estdo mais
concentrados no caule. Resultados semelhantes
também foram encontrados para extrato da
casca, sendo mais ativos do que extrato das
folhas de C. travancoricum, C. walaiwarense, C.
wightii, C. verum, C. sulphuratum, C. riparium e
C. perrottetii.”
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Figura 2 — Viabilidade de Artemia salina na auséncia
(1) ou presenca do extrato Csc ( A) durante a exposi¢ao
por 24 hs (A) ou 48 hs (B).

CONCLUSAO

As folhas e caule de Cinnamomum
stenophyllum possuem metabolitos ativos que
levam toxicidade a Artemia salina, quando em
exposicdo prolongada. Sendo os compostos
responsaveis por este dano, provavelmente,
diferentes ou mais concentrados no caule. Estes
dados sdo os primeiros relatados para esta
espécie vegetal.
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