
An Fac Med Olinda, Recife, 2019; 4 (2) : 16

ARTIGO ORIGINAL

Triagem toxicológica de extratos de pimenta 
pseudocaryophyllus (Gomes) L.R. Landrum frente 

à artemia salina Leach
Toxicological screening of Pimenta pseudocaryophyllum (Gomes) L.R. Landrum 

extracts using Artemia salina Bioassay

Daniela de Alencar Menezes1, Artur Danilo Novaes da Silva1, Gabriela Saraiva 
Dantas1, Helder Carvalho Souza Lima Silva1, Ricardo Prado Lyra1, Bruno 

Lucêna de Lima1, Fabiana Lima Silva2, Paulo Roberto Hrihorowitsch Moreno3, 
Thárcia Kiara Beserra de Oliveira4,5; Joelmir Lucena Veiga da Silva5

1 Medicina/FMO, 2 PhD. Professor/Instituto de Ciências da Saúde/UNIP, 3 PhD. Professor/Instituto de Química/USP, 4 PhD. 
Professora/Faculdade de Ciências Médicas de Campina Grande, 5 PhD. Professor/FMO

RESUMO
Objetivo: Verificar e comparar a toxicidade aguda de extratos das folhas (Ppf) e do caule (Ppc) de pimenta 
pseudocaryophyllus em artemia salina. Métodos: Os extratos Ppf e Ppc, nas concentrações de 1, 10, 100 
e 1.000 μg/mL, foram empregados nos ensaios de toxicidade aguda realizados em triplicata, utilizando mi-
crocrustáceos conhecidos como artemia salina incubados por um período de 24 e 48 horas. O número de 
náuplios mortos foram quantificados e a concentração letal médica (CL50) foi calculada por regressão não 
linear. Resultados: O extrato Ppc apresentou toxicidade apenas em 48 horas (CL50 = 140,2 ± 76,7 µg/mL), 
considerada moderada. Já o extrato Ppf se mostrou tóxico tanto na exposição por 24 horas (CL50 = 372,0 ± 
58,1 µg/mL) quanto por 48 horas (CL50 = 0,8 ± 0,1 µg/mL), apresentando toxicidade moderada e alta, re-
spectivamente. Conclusão: Caule e folhas de pimenta pseudocaryophyllus possuem metabólitos ativos que 
levam toxicidade à artemia salina, que provavelmente são substâncias diferentes ou estão mais concentrados 
nas folhas.
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ABSTRACT
Objectives: To evaluate and compare the acute toxicity of leaf (Ppf) and stem (Ppc) extracts of Pimenta 
pseudocaryophyllum in Artemia salina. Methods: The Ppf and Ppc extracts were tested at concentrations 
of 1, 10, 100, and 1000 μg/mL in acute toxicity assays using the microcrustacean Artemia salina. Nauplii 
were incubated for 24 and 48 hours, and all experiments were performed in triplicate. Nauplii mortality was 
recorded, and LC50 values were calculated using nonlinear regression analysis. Results: The Ppc extract 
exhibited moderate toxicity only after 48h (LC50 = 140.2 ± 76.7 µg/mL). In contrast, the Ppf extract showed 
moderate toxicity at 24 hour (LC50 = 372.0 ± 58.1 µg/mL) and high toxicity at 48 hours (LC50 = 0.8 ± 0.1 µg/
mL). Conclusion: Both stem and leaves of P. pseudocaryophyllus contain bioactive metabolites that induce 
toxicity in A. salina, which are likely different compounds or present at higher concentrations in the leaves.
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Introdução 

O uso da medicina tradicional e das plantas 
medicinais em países em desenvolvimento tem sido 
amplamente observado como base normativa para 
a manutenção da saúde1. Segundo o sistema de in-
formação tóxico-farmacológico, a intoxicação por 
plantas medicinais é a segunda maior causa de morte 
por intoxicação em seres humanos. Existem vários 
fatores que levam a esse cenário, como a falta de 

conhecimento sobre o cultivo, a não identificação 
correta da planta, reações adversas, interação me-
dicamentosa, concentração e frequência do uso do 
fitoterápico2.

O mais recente instrumento de normatização 
produzido para orientar e potencializar as inicia-
tivas de saúde no Brasil foi a Política Nacional de 
Práticas Integrativas e Complementares no Sistema 
Único de Saúde3 contemplando, inicialmente, as 
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áreas de plantas medicinais e fitoterapia, homeopa-
tia, medicina tradicional chinesa/acupuntura e me-
dicina antroposófica. Em uma área mais específica, 
foi elaborada também a Política Nacional de Plantas 
Medicinais e Fitoterápicos4.

Nesse cenário, a família Myrtaceae compreen-
de 121 gêneros e de 3.800 a 5.800 espécies de arbus-
tos e árvores, encontrada principalmente nas regiões 
tropicais e subtropicais do mundo5. No Brasil, ela 
está representada por cerca de 23 gêneros e mil espé-
cies6. Nessa família, encontra-se a pimenta pseudo-
caryophyllus (Gomes) L.R. Landrum, popularmente 
conhecida como “pau-cravo”, “craveiro-do-mato”, 
“louro-cravo” ou “erva-de-bugre”. Os chás prepara-
dos com suas folhas são comumente usados como 
tranquilizantes, reguladores digestivos e para ali-
viar sintomas da gripe7. Estudos fitoquímicos mos-
tram que as folhas de pimenta pseudocaryophyllus 
apresentam compostos polifenólicos, como os ta-
ninos e flavonoides8,9, e seu óleo essencial contém 
fenilpropanoides10,11. As atividades antioxidante12,13, 
ansiolítica14, antifúngica15,16, antidepressiva9, anti-in-
flamatória e anti-hiperuricêmica17, inseticida18 e an-
timicrobiana19,20 foram descritas para essa espécie. 
Apesar dessas propriedades, não há relatos sobre 
toxicidade em relação a ela.

A ausência de estudos que comprovem ou re-
latem a toxicidade da pimenta pseudocaryophyllus 
estimulou esta pesquisa a fim de verificar e comparar 
a toxicidade aguda de extratos das folhas (Ppf) e do 
caule (Ppc) dessa espécie vegetal em artemia salina.

Material e Métodos 

As folhas e o caule de pimenta pseudo-
caryophyllus foram macerados em etanol (95%) e 
os extratos foram obtidos após a eliminação desse 
solvente em rotaevaporador. Esses extratos foram 
cedidos pelo Instituto de Química da Universidade 
de São Paulo. Os extratos utilizados nos ensaios fo-
ram solubilizados com cremofor (0,1%) e diluídos 
em água destilada (2,5 mg/mL) para preparação das 
suas soluções. No momento da realização dos expe-
rimentos, eles foram diluídos em série a fim de se 
obter concentrações adequadas para os ensaios.

Para a determinação da toxicidade aguda, foi 
utilizado o método com artemia salina21. Uma quan-

tidade de 0,3 g de cistos do microcrustáceo foi man-
tida em água marinha sintética e incubada por 24 a 
36 horas sob iluminação artificial e temperatura de 
22°C. Após a eclosão, 10 náuplios foram coletados 
e incubados em tubos de ensaio contendo a solução 
dos extratos (1, 10, 100 e 1.000 μg/mL) e o controle 
(salina). Após 24 e 48 horas, foi realizada a leitura 
do número de sobreviventes e mortos. Considera-
ram-se larvas mortas todas que não apresentavam 
qualquer movimento ativo em cerca de 20 segundos 
de observação. A determinação da concentração letal 
média (CL50) dos extratos foi obtida por regressão 
não linear do número de náuplios viáveis para cada 
concentração do extrato. O ensaio foi realizado em 
triplicata para cada concentração dos extratos.

Todos os resultados foram expressos como 
média ± erro padrão da média (X ± e.p.m.) e ana-
lisados estatisticamente empregando-se o Teste-t de 
Student, onde os valores de p < 0,05 foram conside-
rados significantes e analisados pelo programa Gra-
phPad Prism (Prism, California, EUA).

Resultados e Discussão 

A fim de conhecer possíveis atividades tóxicas 
de produtos vegetais, ensaios utilizando o microcrus-
táceo artemia salina são bastante aplicados para um 
conhecimento prévio e segurança terapêutica. Por se 
tratar de um animal de fácil manutenção em condi-
ções de laboratório e de ampla distribuição, tem sido 
largamente empregado em testes de toxicidade22,23. 
A ausência de citotoxicidade de extratos testados em 
artemia salina é um indicador de que a planta é bem 
tolerada pelo sistema biológico.

A incubação do extrato Ppc durante 24 horas, 
nas concentrações usadas, não diminuiu a viabilida-
de desse microcrustáceo quando comparado com o 
controle, não apresentando toxicidade (Figura 1A). 
No entanto, quando o extrato Ppc foi incubado nas 
amostras por 48 horas (Figura 1B), ele foi capaz de 
diminuir a viabilidade, apresentando CL50 de 140,2 ± 
76,7 µg/mL, o que representa toxicidade moderada21 
(100 < CL50 ≤ 500 µg/mL). Esses resultados mos-
tram que o caule possui princípios ativos, os quais, 
provavelmente, não são totalmente eliminados pelo 
metabolismo da artemia salina, causando-lhes toxi-
cidade.
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Nos ensaios utilizando o extrato Ppf, em am-
bos os períodos de incubação (24 e 48 horas), esse 
extrato foi capaz de induzir a morte das artemias (Fi-
gura 1A e 1B, respectivamente), sendo mais tóxico 
quando em contato por mais tempo. Dessa forma, 
confirmou-se maior toxicidade pelo menor valor de 
CL50 (p < 0,01) apresentado pelo extrato Ppf durante 
exposição por 48 horas quando comparado ao que 
ficou exposto por 24 horas (Tabela 1), sendo con-
siderada uma alta toxicidade (CL50 < 100 µg/mL). 
A significante toxicidade observada pelo extrato Ppf 
deve ser considerada como uma característica inte-
ressante para utilizar esse extrato vegetal para futu-
ros estudos de citotoxicidade24. Assim, sugere-se que 
as folhas de pimenta pseudocaryophyllus também 
possuem metabólitos ativos que levam toxicidade 
à artemia, os quais parecem ser diferentes daqueles 
encontrados no caule, ou estão, de alguma manei-
ra, mais concentrados nas folhas. Esses resultados 
corroboram as atividades inseticida18 e antimicro-
biana19,20 já relatadas para a espécie pimenta pseudo-
caryophyllus.

Tabela 1. Valores de CL50 dos extratos das folhas 
(Ppc) e do caulse (Ppf) frente à artemia salina.

Tempo de 
exposição

LC50 (µg/mL)

Ppc Ppf

24 horas n.d. 372,0 ± 58,1

48 horas 140,2 ± 76,7* 0,8 ± 0,1**

n.d. (não determinada). Teste t, *p < 0,05 (Ppc 
vs. Ppf); **p < 0,01 (Ppf 24 vs. 48 horas).
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Figura 1. Viabilidade de artemia salina na ausência ( ) ou presença dos extratos das folhas (
) e dos caules ( ) durante período de incubação por 24 horas (A) ou 48 horas (B).
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