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RESUMO:

O género Monteverdia, pertencente a familia Celastraceae, inclui diversas espécies
vegetais com potencial terapéutico. Estudos recentes tém revelado atividades
farmacologicas promissoras associadas a este género, incluindo propriedades
gastroprotetoras e atividade larvicida contra o Aedes aegypti. O presente estudo tem como
objetivo avaliar a toxicidade dos extratos e fracBes obtidas dos frutos desta planta,
utilizando o modelo biolégico de Artemia franciscana. A metodologia adotada seguiu o
protocolo para determinar a DLs,, que € a concentracao letal capaz de causar a morte de
50% dos nauplios de Artemia franciscana exposta aos extratos e fracdes. A A. franciscana
€ um microcrustaceo usado em bioensaios de produtos naturais devido a sua sensibilidade
a diversas classes de substancias. Os extratos e fracdes foram obtidos por maceragéao dos
frutos secos em etanol 70°GL e fracionados utilizando solventes de diferentes polaridades
(hexano, cloroformio e acetato de etila) para isolar compostos com diferentes
caracteristicas quimicas. A solucdo salina para eclosdo dos cistos de A. franciscana foi
preparada com 35 g.L™! de sal marinho. Os cistos foram incubados sob agitacdo e
iluminacdo constantes até a eclosédo dos nauplios, que foram entdo expostos a diferentes
concentracfes dos extratos e fracdes (10 a 1000 pg-mL™1), com 1% de DMSO como
controle negativo e sulfato de quinidina como controle positivo. Apos 24 horas, a toxicidade
foi avaliada pela contagem dos nauplios vivos e mortos, com analise estatistica realizada
pelo método Probit no software SPSS. Os resultados indicaram CLs, superiores a 1000
Mg-mL™1 para todos os extratos e fracOes testados. Portanto, os extratos e fracbes néo
demonstraram toxicidade significativa frente ao modelo utilizado, sugerindo a seguranca do
uso do fruto dessa planta como potencial bioativo.

PALAVRAS-CHAVE: Artemia franciscana. Monteverdia. bioensaio toxicolégico.
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ABSTRACT:

The genus Monteverdia, belonging to the Celastraceae family, includes several plant
species with therapeutic potential. Recent studies have revealed promising pharmacological
activities associated with this genus, including gastroprotective properties and larvicidal
activity against Aedes aegypti. The present study aims to evaluate the toxicity of the extracts
and fractions obtained from the fruits of this plant, using the biological model Artemia
franciscana. The adopted methodology followed the protocol for determining the LD s, which
is the lethal concentration capable of causing the death of 50% of Artemia franciscana
nauplii exposed to the extracts and fractions. A. franciscana is a microcrustacean used in
bioassays of natural products due to its sensitivity to various substances. The extracts and
fractions were obtained by macerating dried fruits in 70°GL ethanol and then fractionating
them with solvents of different polarities (hexane, chloroform, and ethyl acetate) to isolate
compounds with distinct chemical characteristics. The saline solution for hatching A.
franciscana cysts was prepared with 35 g-L™* of sea salt. The cysts were incubated under
constant agitation and illumination until the nauplii hatched, which were then exposed to
different concentrations of the extracts and fractions (10 to 1000 pg-mL™), with 1% DMSO
as a negative control and quinidine sulfate as a positive control. After 24 hours, toxicity was
assessed by counting the live and dead nauplii, with statistical analysis performed using the
Probit method in SPSS software. The results indicated LDs, values greater than 1000
png-mL~1 for all tested extracts and fractions. Therefore, the extracts and fractions did not
demonstrate significant toxicity in the model used, suggesting the safety of the fruit of this
plant for potential bioactive use.

KEYWORDS: Artemia franciscana. Monteverdia. toxicological bioassay.

1 - INTRODUCAO

A familia Celastraceae abrange aproximadamente 1.200 espécies e 100 géneros,
distribuidos em regibes tropicais, subtropicais e temperadas ao redor do mundo.
Inicialmente, essas espécies eram classificadas separadamente sob as familias
Celastraceae e Hippocrateceae. No entanto, com o avanco das pesquisas taxondémicas,
essas classificacdes foram revisadas e unificadas, resultando na subdivisédo atual da familia
em trés subfamilias: Celastroideae, Hippocrateoideae e Salacioideae, o que reflete uma
compreensao mais precisa das rela¢des taxondmicas dentro da familia Celastraceae (Biral
et al., 2017; Biral et al., 2020; Simmons, 2004). O género Monteverdia, pertencente a essa
familia e é representado por 123 espécies (Biral et al., 2017).

O género Monteverdia abrange arbustos e arvores nativas da América Central e do
Sul, com destaque para sua presenca na Mata Atlantica brasileira. Essas plantas sdo
caracterizadas por ramos lisos, folhas dispostas em leque com peciolo curto, flores
pequenas e unissexuadas, e frutos globosos do tipo drupa. Monteverdia evonymoides
apresenta folhas simples, disticas, membranaceas e glabras, com margens crenadas e
apice variando de agudo a obtuso, nunca mucronado. A nervura central é biconvexa, e a
epiderme unisseriada, recoberta por cuticula espessa, contém tricomas nao glandulares.
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Os frutos sdo capsulas deiscente bi ou tri valvares, com sementes parcialmente ou
totalmente envoltas por um arilo (Biral et al., 2017; Dos Anjos et al., 2024).
Entre as espécies notaveis, M. evonymoides e M. ilicifolia foram reclassificadas

recentemente de Maytenus para Monteverdia, junto com outras 121 espécies, como
resultado de estudos filogenéticos abrangentes que sugeriram novas combinacgdes
taxonomicas (Reflora, 2023; Biral et al., 2017; Biral et al., 2020).

Estudos sobre as atividades biologicas do género Monteverdia, especialmente M.
ilicifolia, destacam a presenca de compostos bioativos, como taninos e flavonoides, que
possuem propriedades gastroprotetoras, anti-inflamatorias, antibactericida e cicatrizantes
(De Carvalho Meirelles et al., 2022; De Paula et al., 2023; Feitosa Filho et al.,2019; Oliveira
et al., 2022). Além disso, algumas espécies, como M. guyanensis e M. evonymoides
demonstraram atividades larvicidas contra o mosquito Aedes aegypti, evidenciando o
potencial dessas plantas tanto para aplicagdes medicinais quanto para o controle de pragas
(Martins et al., 2021; Dos Anjos et al., 2024).

O estudo da toxicidade em plantas, como as da familia Celastraceae, é essencial
para a pesquisa cientifica e 0 uso seguro desses recursos haturais. Nesse contexto,
Artemia franciscana, um microcrustaceo amplamente utilizado em bioensaios toxicolégicos,
considerado como modelo ouro dentro das pesquisas de produtos naturais, serve para
avaliar a toxicidade de substancias, proporcionando dados importantes sobre a seguranca
e eficacia de compostos bioativos (Amarante et al., 2011; Barosa et al., 2003; Silva et al.,
2005; Munteanu, 2011).

2. MATERIAL E METODO

O estudo foi cadastrado no Sistema Nacional de Gestédo do Patrimbnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SISGEN) sob o numero A13E001. A coleta dos
frutos da espécie estudada foi realizada em Curitiba, no estado do Parana, Brasil, nas
coordenadas 25°26'55"S e 49°14'22"W. A identificacdo da espécie foi conduzida pelo
engenheiro florestal Inti Souza. Uma exsicata foi confeccionada e depositada na Escola de
Florestas Curitiba (EFC), sob o numero de registro EFC 19467.

Os frutos coletados, pesando 80 g, foram secos a sombra em temperatura
ambiente. Em seguida, foram triturados e submetidos a um processo de extracao utilizando
um aparelho Soxhlet modificado. O extrato etanolico foi preparado utilizando etanol 80° GL
(1:10; p/v) em refluxo continuo por 6 horas consecutivas a 80°C. As fragdes foram obtidas
a partir do extrato bruto, utilizando solventes de polaridades crescentes (hexano,
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cloroférmio, acetato de etila), conforme técnica descrita anteriormente, em Soxhlet
modificado (Carvalho et al., 2009). Os extratos obtidos da extracéo total dos frutos foram:
Extrato Hidroalcodlico (EH), Fracdo Hexanica (FH), Fracdo Cloroférmio (FC), e Fracao
Acetato de Etila (FAE).

A metodologia utilizada seguiu Meyer et al. (1982), para avaliar a toxicidade dos
extratos aquoso, hidroalcodlico e das fracdes hexano, cloroférmio e acetato de etila dos
frutos de M. evonymoides. A preparacdo da solucdo salina, que simula agua do mar, foi
realizada utilizando sal marinho Instant Ocean Sea Salt e agua purificada, com uma
concentragdo de 35 g/L. O pH da solucao foi ajustado entre 8 e 10, se necessério, utilizando
uma solucao de carbonato de sédio a 10%. Em seguida, a solu¢éo foi aerada por 30 minutos
para garantir oxigenacao adequada e homogeneizagéo. As amostras foram solubilizadas
em DMSO e diluidas em solucéo salina para formar uma solugdo matriz com concentracao
inicial de 1000 pg/mL, a partir da qual foram feitas diluicbes para as diferentes
concentragdes testadas.

Para a eclosdo dos cistos de Artemia franciscana, 200 mg de cistos foram
incubados na solucéo salina preparada, sob agitacdo continua por 48 horas, a fim de evitar
a aglomeracao dos cistos e simular um ambiente marinho ideal. A iluminacéo constante foi
mantida para facilitar a coleta dos nauplios, que foram atraidos pela luz. Apés a eclosao,
os nauplios foram coletados com uma pipeta Pasteur modificada e utilizados nos ensaios
de toxicidade. As amostras foram testadas em diluicBes especificas, o controle positivo foi
realizado utilizando sulfato de quinidina e o controle negativo com solugéo salina contendo
1% de DMSO.

O ensaio de toxicidade foi realizado em frascos de vidro contendo 5 mL das
diferentes concentragdes de amostra ou controles, nos quais foram adicionados 10 nauplios
de Artemia franciscana. Os frascos foram mantidos a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) por 24 horas. ApoOs esse periodo, 0s nauplios vivos e mortos
foram contados para avaliar a toxicidade das amostras. A andlise estatistica foi realizada
utilizando o método probit no software SPSS verséo 23.0. De acordo com o0s critérios de
Meyer et al. (1982), valores de DLs, inferiores a 1000 pg/mL indicam que a amostra
apresenta toxicidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo, conforme apresentados na Tabela 1, fornecem
uma avaliacédo detalhada da toxicidade dos extratos e fragbes dos frutos de Monteverdia

evonymoides (Reissek) Biral em relacdo a Artemia franciscana.
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TABELA 1. Taxa de mortalidade de Artemia franciscana e DL, utilizando extratos e fracdes

dos frutos de Monteverdia evonymoides (Reisek) Biral

Concentragdo/mortalidade (mg. mL-1) Clso IC de 95%
(mg. mL-1) (mg. mL-1)
1000 | 750 | 500 | 250 | 100 | 50 | 10
EA 2 4 2 3 1 1 1 >1000 ;
EH 1 2 | 1] 0| 1|00 >1000 -
FH 1 oo | 1|0 |21 >1000 i
FC 0 2 0 0 1 0 0 51000 ]
FAE 2 1 0 2 0 1 0 >1000 _
32,981 -
=Q ) ) - - - - - 121,89 302,469
DMS
O B - - - - - -

LEGENDA: (EB) Extrato Bruto, (EH) Extrato Hidroalcodlico, (FH) Fracéo Hexanica, (FC) Fragao Cloroférmio,
(FAE) Fracao Acetato de Etila, DMSO: controle negativo, (SQ) Sulfato de quinidina: controle positivo, (CLs)
Dose letal capaz de matar 50%; (IC) intervalo de confianca; n&o significativo (p<0,05).

Fonte: Autores.

A metodologia utilizada foi baseada no método amplamente reconhecido proposto
por Meyer et al. (1982). Esse procedimento permitiu uma analise precisa e comparativa da
toxicidade, utilizando diferentes extratos e fracdes dos frutos de M. evonymoides. Os
resultados indicam que a CLso, ou a dose letal capaz de causar a morte de 50% dos
organismos expostos, foi superior a 1000 pg/mL para todos os extratos e fragcdes testados,
0 que sugere uma auséncia de toxicidade biolégica significativa em relacdo a Artemia
franciscana. Estes achados séo particularmente importantes, pois indicam que, nas
concentracfes analisadas, os extratos e fragdes dos frutos de M. evonymoides néo

apresentam efeitos adversos sobre este organismo marinho, demonstrando uma margem

de seguranca relevante para futuros estudos.

O sulfato de quinidina, utilizado como controle positivo, apresentou uma CLs, de
121,89 pg/mL, confirmando sua toxicidade conforme esperado. Este resultado valida o
protocolo experimental e refor¢ca a confiabilidade dos dados obtidos para as amostras de
M. evonymoides. Por outro lado, o DMSO utilizado como controle negativo assegurou que
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gualquer efeito observado fosse exclusivamente atribuido as amostras testadas, eliminando
a possibilidade de interferéncia do solvente no resultado final.
A baixa toxicidade observada para os extratos e fracdes dos frutos de Monteverdia

evonymoides em relacdo a Artemia franciscana apresentado neste estudo é consistente
com os achados de pesquisas anteriores com a Monteverdia ilicifolia. Santos-Oliveira et al.
(2009), em sua revisdo, mencionaram estudos que demonstraram a seguranca utilizando o
extrato aquoso liofilizado, hidroalcodlico e extrato etandlico das folhas de M. ilicifolia em
modelos animais como ratos Wistar e camundongos Swiss, mesmo em doses elevadas nao
se observou toxicidade. Da mesma forma, Calou et al. (2014) ndo observaram efeitos
toxicos significativos em ratos tratados com o extrato aquoso, etandlico e hidroalcodlico das
folhas de Maytenus ilicifolia (Reissek).

Embora Colacite (2015) tenha avaliado a citotoxicidade de extratos de M. ilicifolia
em células Vero, a comparacéo direta com o presente estudo é limitada devido a diferenca
nos modelos utilizados in vitro e in vivo, e nos parametros avaliados que foram
citotoxicidade versus toxicidade geral. No entanto, a auséncia de efeitos citotoxicos
significativos observada por Colacite (2015) também sugere a baixa toxicidade da planta.

Os resultados apresentados neste estudo também corroboram as descobertas de
Dos Anjos et al. (2023), que também relata a baixa toxicidade de M. evonymoides em
relacdo a A. franciscana no extrato hidroalcodlico e fracdes utilizando hexano, cloroférmio,
e acetato de etila das folhas e caules. A concordancia entre os achados reforca novamente
a confiabilidade da A. franciscana como modelo biolégico em estudos de toxicidade.

Além dos dados sobre toxicidade, o teste com A. franciscana tem sido reconhecido
como um indicativo preliminar eficaz de outras potenciais atividades biol6gicas, como
atividades antitumorais ou bacterianas (Harada, 2009). Esse ensaio serve como um passo
inicial importante na exploracdo do potencial biologico dos extratos e fragdes dos frutos de
M. evonymoides, oferecendo uma base para futuros estudos mais aprofundados. A
utilizacdo de ensaios de toxicidade, como o realizado neste estudo, pode também direcionar
pesquisas posteriores para a identificacdo de compostos bioativos com propriedades
terapéuticas.

Para complementar os resultados deste estudo sobre M. evonymoides, seria
recomendavel a realizacdo de estudos fitoquimicos detalhados. Estes estudos podem
envolver técnicas como cromatografia e espectroscopia para identificar e quantificar os
compostos presentes nos extratos e fracdes. Além disso, ensaios farmacolégicos in vitro e

in vivo, focando em atividades anti-inflamatéria, antitumoral e potencial antioxidante,
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poderiam ser realizados para validar o potencial terapéutico da planta (Marmitt, 2016; Li et
al.,, 2017). A observagdo de que a toxicidade em Artemia franciscana pode estar
correlacionada com efeitos toxicos em modelos animais sugere que este teste € uma
ferramenta promissora para prever a seguranca de compostos naturais, reduzindo a
necessidade de testes em animais (Parra et al., 2001). Esses resultados, portanto, ndo
apenas contribuem para a avaliacdo da seguranca dos extratos e fragdes dos frutos de M.

evonymoides, mas também fortalecem seu potencial para aplicacdes terapéuticas.

4. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que os extratos e fracdes dos frutos de
Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral ndo apresentaram toxicidade em relacdo a
Artemia franciscana, com valores de CLs, superiores a 1000 pg/mL para todas as amostras
testadas, indicando uma margem de seguranca para 0 uso nas concentracdes avaliadas.
Destaca-se também por ser um estudo pioneiro na avaliacdo da toxicidade dos frutos de M.
evonymoides utilizando o modelo da Artemia franciscana. Até o momento, ndo foram
encontrados relatos na literatura que utilizem este bioensaio especifico para investigar a
toxicidade no fruto desta espécie, o que reforca a relevancia e a originalidade da presente
pesquisa.

Sugere-se a necessidade de estudos complementares para confirmar as
propriedades e potenciais aplicacdes dos frutos dessa espécie. Recomenda-se a realizacao
de ensaios fitoquimicos e farmacologicos para identificar compostos bioativos especificos

e validar o potencial terapéutico de M. evonymoides.
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