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As plantas medicinais se fazem desde a antiguidade um dos principais e mais eficientes recursos
terapéuticos utilizados na medicina popular. Hoje, sdo uma das principais fontes fornecedoras dos
mais importante compostos bioativos, utilizados como fitoterapicos na medicina moderna. As toxinas
produzidas como forma de defesa pelas plantas elevam o interesse ao estudo de suas toxinas, sendo
assim, estudos utilizando meios mais simples, rapidos e baratos, sdo muito importantes na rotina
laboratorial. O bioensaio com os nauplios de Artemia salina se faz um dos ensaios mais importantes
na determinacdo da toxicidade de extrato e fracdo obtidos de plantas medicinais. Pertencente a
familia Cucurbitaceae. O género Cayaponia se encontra amplamente distribuido no territério
brasileiro. Tal género é constituido por metabolitos segundarios como flavonoides e cucurbitacinas,
sendo as cucurbitacinas os compostos de maior interesse na maioria de suas espécies, devido a sua
toxicidade e ao seu amplo espectro de atividades bioldgicas. A espécie Cayaponia citrullifolia faz parte
deste género e é uma espécie ainda pouco estudada. A partir do estudo da toxicidade de suas folhas,
se evidencia que nenhuma das amostras estudadas possui potencial toxico contra os nauplios de
Artemia salina, com valores de CLsg > 1000 ug.mL'l.
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Introducéao

E a natureza a principal fornecedora da maioria das substancias organicas
naturais conhecidas nos dias de hoje. Substancias estas, com importante potencial
farmacoldgico, que fazem com que diariamente pesquisadores de produtos naturais
executem estudos quimicos e bioldgicos do material em estudo, em busca de novas
substancias que possam ser utilizadas como protétipo para o desenvolvimento de
novas drogas (CRAGG et al.,, 2005; PERVIN et al., 2016; SILVA;BOLZANI et al.,
2002).

Pelo contexto histoérico, as plantas séo eficientes recursos terapéuticos. O facil
acesso resulta no uso indiscriminado de sua forma in natura pela populacéo,
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especial nos paises e desen\‘/olvimet. Prém, apesar de rsetare eetos |
benéficos, a grande variedade de constituintes quimicos presentes nas plantas,
podem agir de forma diferenciada no organismo humano, sendo muitas vezes
toxicos o suficiente para prejudicar ainda mais a saude do individuo que as
consomem. Para que isto seja evitado e as plantas medicinais possam ser utilizadas
de forma mais eficaz e benéfica, estudos da eficacia terapéutica das mesmas devem
ser realizados (BARRACA, 1999; JUNIOR, 2005; ZAGO et al, 2009).

Considerando que as plantas desenvolvem mecanismos de defesa contra
patégenos (virus, bactérias, fungos, insetos, etc) produzindo toxinas e adquirindo
resisténcia a infec¢des, os ensaios de letalidade com micro-organismos permitem a
avaliacdo da toxicidade geral da amostra. Por esta razao, testes de toxicidade in
vitro sdo considerados bioensaios preliminares no estudo de extratos, fracdes e
metabdlitos secundarios com potencial atividade biol6gica (MACIEL et al., 2002;
SILVA;BOLZANI et al., 2002).

Um desses testes séo realizados pelo ensaio de letalidade com Artemia
salina, um microcrustaceo de vida aquatica marinha que determina a partir da vida
ou morte de seus nauplios a presenca ou ndo de compostos bioativos tdéxicos ou
com compostos com resposta biologica. Este ensaio é considerado rapido, simples,
de baixo custo, facil manipulacdo (ASADUZZAMAN et al., 2015; SIQUEIRA et al.,
2001).

Sendo assim, o mais vasto género da familia Cucurbitaceae, o género
Cayaponia, com aproximadamente 60 espécies, € conhecido principalmente pela
importancia terapéutica de suas espécies (GOMES; PIRANI, 2000; NEE, 2007).
Como a espécie Cayaponia tayuya (Vell.) Cogn, uma das primeiras plantas a serem
registradas na Farmacopeia Brasileira |, como droga oficial. (ESCANDELL et al.,
2006; KONOSHIMA et al., 1995).

A atividade citotoxica de tal espécie, resultou a partir de pesquisas, no
isolamento dos compostos bioativos chamados de cucurbitacinas, triterpendides
tetraciclicos altamente oxigenados, encontrados na maioria das espécies da familia
Cucurbitaceae e de seus géneros. O grande interesse pelas cucurbitacinas esta
relacionado principalmente a sua toxicidade e ao amplo espectro de atividades
biolégicas, tais como: citotdxica, antitumoral, anti-inflamatéria, antifertilizante,
antimicrobiana, e curativa (ARRUDA-GATTI et al., 2003; VALENTE, 2004).
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Portanto, a espécie C. citrullifolia uma planta trepadeir, prtencneao |
género Cayaponia foi selecionada para a realizacdo do presente projeto, ja que
apesar de poucos estudos até o momento, o potencial farmacolégico de seu género,
ressalta a importancia e relevancia do estudo bioldgico de suas espécies.

Material e Métodos

Para a realizagéo do bioensaio e solubilizacdo das amostras de extrato bruto
etandlico e fragcdes hidrometandlica e acetato de etila, o0 meio de cultivo empregado
foi uma solucdo de dgua marinha artificial preparada do dissolucdo do sal marinho
em &gua destilada (40 g.L™), suplementado com extrato de leveduras (6 mg.L™) e
esterilizado em autoclave. O pH foi ajustado a 8,5 com solucdo de Na,CO3 0,1 mol.L"
1.

Em um funil de separacao foram adicionados 500 mL de agua marinha e 80
mg dos cistos de A. salina. Para o crescimento dos nauplios de A. salina, o sistema
foi deixado em incubacéo por 36 horas a temperatura ambiente, com iluminacéo
natural e oxigenacdo constante realizada com auxilio de uma bomba de ar de
aquario.

O bioensaio foi realizado em microplaca de poliestireno estéril de 96 pocos.
Os nauplios foram distribuidos na placa com o auxilio de uma micropipeta,
padronizando um total de 10+1 de individuos em cada poco. Em seguida, foram
adicionadas 100 pL de amostras nas concentracdes de 2000, 1000, 400, 200, 80 e
16 pg.mL™. O sistema foi incubado por um periodo de 24 horas. Apos este periodo,
contou-se a quantidade de larvas mortas ou imobilizadas. Como controle de
solvente, usou-se agua salina com 5 % de DMSO e 10 nauplios de A. salina, no
controle de viabilidade (Agua marinha e os nauplios de A. salina) e controle de
técnica, foram usadas solucdes de K,Cr,O; nas concentracfes de 50,00; 25,00;
12,50 e 6,25 pg.mL™, mais os nauplios de A. salina.

O ensaio foi realizado em triplicada e de maneira independente, o que
permitiu determinar a toxicidade a partir do calculo da CLsp, ou concentracéo letal de
50% da populacdo de microcrustaceo. Tal valor foi determinado pelo método gréafico
para dose-resposta, obtido no programa Statplus 2009 professional (AnalystSoft), a
partir da regressao linear obtida da correlagdo entre a porcentagem de individuos

mortos e a concentracao da amostra-teste.
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A classificacdo do nivel de toxicidade da amostra foi realizao sgund gta |
e colaboradores (2012), os quais consideram a toxicidade como alta para valores de
Clso até 100 pg.mL™*, como moderada para CLsy entre 100 e 500 pg.ml™, baixa
toxicidade para CLso entre 500 e 1000 pg.mL™, e n&o téxico acima de 1000 pg.mL™.

Resultados e Discussao

A avaliacdo do grau de toxicidade do extrato bruto e das fragcbes
hidrometandlica e acetato de etila, foi realizada utilizando-se como critério, a
contagem da quantidade de larvas mortas, apds 24 h, do contato das larvas com as
amostras em varias concentragoes.

A toxicidade foi expressa pelo valor da concentracdo letal media, CLso,
adotando-se a classificacao do nivel de toxicidade das amostras, frente aos nauplios
de A. salina, proposto por Nguta e colaboradores (2011), os valores de CLso obtidos
neste bioensaio para o extrato bruto etandlico e fracbes hidrometandlica e acetato
de etila, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1- Valores de CLsp € grau de toxicidade obtidas no bioensaio com A. salina.

Amostra ClLso (ug.mL™) + Grau de
D toxicidade
b (Nguta et al.,
2011)
Extrato bruto > 2.000 N&o toxico
Fracdo hidrometandlica > 2.000 N&o toxico
Fracdo acetato de etila 1.511,94 + 118,20 N&o toxico
K2Cr,07 25,83 £ 0,63 Téxico

A partir dos resultados obtidos de CLso para as amostras estudadas neste
bioensaio, se determina que todas as amostras apresentam CLsy > 1000 pg.mL™,
sendo consideradas portanto ndo toxicas. Isto demonstra que se a espécie C.
citrullifolia apresentar algum tipo de acao toxica, tal agéo estara ligada a presenca de
compostos bioativos em outras de suas fragbes ou em outra parte da planta ndo

estudada neste trabalho.
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Consideracdes Finais

A partir dos estudos realizados para a determinacdo da toxicidade das
amostras de extrato bruto etandlico e fragcdes hidrometandlica e acetato de etila, c,
ambas as amostras e todas as suas concentracées demonstraram toxicidade contra

os nauplios de A. salina, com CLso > 1000 pg.mL™.
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