Anais do VII CoBICET - Trabalho completo

Congresso Brasileiro Interdisciplinar em Ciéncia e Tecnologia
21 a 25 de agosto de 2026

C~7BICET

AVALIA(;AO DA TOXICIDADE DE EXTRATOS ETANOLICOE
HEXANICO DE FOLHAS DE Rosmarinus officinalis L. EM MODELO DE
Artemia salina

Maria Fernanda Soares Reis', Rubens Barbosa Rezende!, Leonan lago de Castro
Rezende e Santos'? Lorena Cristina Lana Pinto!

1Centro Universitario Santa Rita, Conselheiro Lafaiete, Brasil
(mariareis362@gmail.com)
2Universidade Federal de Ouro Preto, Ouro Preto, Brasil

Resumo: O uso de plantas medicinais é amplamente difundido, destacando-se Rosmarinus
officinalis L. (alecrim) por suas propriedades bioldgicas. Este estudo avaliou a toxicidade
dos extratos etandlico e hexanico por bioensaio com Artemia salina e anlise fitoquimica.
Observou-se toxicidade moderada no extrato etanolico (CLso=102 pg/mL) e alta no

hexanico (CLs—=12,98 pg/mL), associada a compostos lipofilicos.
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INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para promover, manter e
restaurar a salde é uma prética antiga, que tem se
desenvolvido de maneira significativa ao longo dos
anos (Souza et al., 2019). Amaral e colaboradores
(2021) mencionam que, de acordo com a
Organizagdo Mundial da Sadde (OMS), cerca de
80% da populagio mundial depende de
medicamentos a base de plantas para cuidados
priméarios de salde, evidenciando a sua importancia
na medicina tradicional.

O Brasil, com sua vasta biodiversidade de espécies
vegetais, possui um grande potencial para a
descoberta de novas substancias com propriedades
terapéuticas (Forzza et al., 2012). No entanto, essa
diversidade ndo garante que todas as espécies sejam
seguras para uso medicinal e, muitos compostos
vegetais, ainda carecem de estudos fitoquimicos,
toxicolégicos e  farmacoldgicos  aprofundados
(Cunha, 2014).

A espécie Rosmarinus officinalis, pertence a familia
Lamiaceae e é conhecida popularmente como
alecrim. E uma planta nativa da regido mediterranea
da Europa, mas atualmente é cultivada em diversas
regides tropicais, incluindo o Brasil, onde pode ser
encontrada tanto em quintais residenciais quanto em
mercados de plantas medicinais, na forma in natura
ou seca (Amaral et al., 2021).

O alecrim é amplamente utilizado na culinaria e na
cosmética, sendo valorizado por seu aroma
refrescante e propriedades terapéuticas (Genena,
2005). Além disso, na medicina popular, é
empregado para o tratamento de diversas condicdes,
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como problemas digestivos, circulatorios e
reumaticos, além de suas  propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatorias
(Naghibi et al., 2005; Lorenzi; Matos, 2006;).

Esses efeitos terapéuticos estdo diretamente
relacionados a sua composicdo fitoquimica. Estudos
indicam que os métodos de extracdo utilizados em
laboratério influenciam a composicdo dos extratos
obtidos, uma vez que a polaridade do solvente pode
afetar a extracdo de substancias como flavonoides,
acidos  fendlicos e  terpenos, impactando
significativamente o perfil quimico do extrato e,
consequentemente, suas propriedades bioldgicas
(Rockenbach et al., 2008; Vongsak et al., 2013).

Apesar de amplamente utilizadas pela populacéo,
plantas medicinais nem sempre sdo empregadas de
forma segura. O uso popular, muitas vezes baseado
em tradicbes orais, pode envolver preparacdes
caseiras sem padronizagdo, 0 que aumenta o risco de
intoxicagBes, principalmente quando néo se conhece
a dose adequada, o tempo de uso ou possiveis
interacdes com outros medicamentos (Veiga Junior;
Pinto; Maciel, 2005).

Por isso, € fundamental que o consumo dessas
plantas seja baseado em informagdes confiaveis e
cientificamente validadas. O Ministério da Saude,
por meio da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais
de Interesse ao SUS (RENISUS), destaca espécies
com potencial terapéutico e orienta sobre seu uso
seguro. No entanto, muitas dessas plantas ainda
carecem de estudos que avaliem seus efeitos adversos
em diferentes formas de preparo e concentragdes.
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Nesse contexto, a avaliacio da toxicidade por meio
de bioensaios simples e eficazes torna-se essencial.

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos desses
compostos, 0 bioensaio com Artemia salina €
amplamente utilizado como um método preliminar de
triagem na toxicologia de extratos vegetais (Aradjo et
al., 2010). Esse microcrusticeo é um organismo
modelo devido a sua alta sensibilidade a substancias
bioativas, permitindo a estimativa da toxicidade com
base na taxa de mortalidade dos nauplios expostos a
diferentes concentragBes do extrato (Meyer et al.,
1982). Além de ser um teste simples e de baixo
custo, seu resultado pode ser correlacionado com os
dados fitoquimicos, possibilitando a identificacdo de
quais classes de substincias estdo associadas a
potenciais efeitos toxicos (Amarante et al., 2011).

Diante disso, este estudo se justifica pela necessidade
de compreender a relacdo entre a composicdo
quimica dos extratos de Rosmarinus officinalis e sua
toxicidade, contribuindo para o uso seguro dessa
planta medicinal e para o desenvolvimento de
fitoterapicos mais eficazes. Assim, objetiva-se avaliar
a toxicidade dos extratos etandlico e hexanico por
meio do bioensaio com Artemia salina, caracterizar
qualitativamente  seu  perfil  fitoquimico e
correlacionar as classes quimicas identificadas com
os efeitos toxicos observados.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado nos laboratérios de Ciéncias
Citohistopatoldgicas e Ciéncias Quimicas do Centro
Universitario Santa Rita — UNIFASAR, localizado no
municipio de Conselheiro Lafaiete-MG, Brasil.

As etapas de realizacdo do estudo incluiram: a)
aquisicdo do material vegetal, b) preparo dos
extratos, c¢) testes fitoquimicos qualitativos para
identificacdo de grupos de metabdlitos secundérios,
d) bioensaio com Artemia salina para avaliacdo da
toxicidade e, por fim, e) andlise e interpretacdo dos
dados obtidos. Abaixo estdo descritas, em maior
detalhe, as etapas.

Aquisicdo e preparo do material vegetal

O material vegetal utilizado foi composto de folhas
secas de Rosmarinus officinalis, adquiridas em uma
loja de produtos naturais de Conselheiro Lafaiete, no
més de marco de 2025.

Obtencéo do extrato etandlico bruto

Com base no protocolo descrito por Neves (2021)
com adaptac@es, para a obtencdo do extrato etandlico
bruto, pesaram-se 200 g da droga vegetal seca, que
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foram transferidos para um baldo volumétrico de
1000 mL. Em seguida, completou-se o volume para 1
L, utilizando-se etanol a 92% (Sul Alcool).

O baldo foi vedado e envolto com papel-aluminio,
com o objetivo de proteger as substancias bioativas
da degradacdo pela luz. A solucdo foi, entdo,
submetida ao processo de maceracgdo, por um periodo
de 7 dias, a temperatura ambiente, com leve agitacao
diaria.

Apbs o periodo de maceragdo, a mistura foi filtrada
utilizando-se um funil revestido com gaze. O
material sélido remanescente (torta) foi entdo
submetido a uma segunda e terceira extracao,
utilizando o mesmo volume de etanol 92% e
repetindo o procedimento de maceragdo descrito
anteriormente.

Apés a Ultima maceracdo, a mistura foi novamente
filtrada com o objetivo de reter particulas maiores.
Os trés filtrados foram reunidos e, em seguida,
submetidos a evaporacdo utilizando um rotavapor
(Modelo TE-221, TECNAL) sob temperatura
controlada (50°C) até a completa elimina¢do do
solvente, obtendo-se, assim, o extrato bruto seco.

As etapas principais do preparo do extrato etandlico
estdo representadas na Figura 1. De forma
esquematica, 0 processo também pode ser
visualizado no fluxograma da Figura 2.

Figura 1 - Etapas preparo do extrato etandlico bruto
de Rosmarinus officinalis. Legenda: (A) material
vegetal seco transferido para baldo volumétrico
contendo 1 L de etanol a 92%, (B) baldo vedado e
envolto com papel-aluminio, (C) evaporagdo do
solvente e (D) extrato etandlico seco obtido ap6s a
evaporacao total do solvente. Fonte: Autores, 2026.
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Decorrido este processo, o rendimento do extrato
bruto foi calculado pela seguinte equacdo (Campos,
2019):

Mext (g)

———— x 100 1
Mfolhas (g) X )

Onde:Rf é o rendimento final do extrato (%);

Mext, a massa do extrato seco (g);

Mfolhas, a massa do material vegetal seco utilizado

(9).

Obtencéo do extrato hexanico bruto

A obtencéo do extrato hexanico bruto foi realizada de
acordo com o mesmo protocolo descrito para o
extrato etandlico, substituindo-se apenas o solvente
por hexano (p.a., Neon). Foram utilizados 200 g do
material vegetal seco, transferidos para um baldo
volumétrico de 1000 mL, completando-se o volume
com hexano. O material permaneceu em maceracdo
por 7 dias, a temperatura ambiente, com agitacdo
diaria. Apls esse periodo, seguiram-se as mesmas
etapas de filtracdo e repeticdo do processo de
extracdo por mais duas vezes, utilizando o mesmo
volume de solvente. Todas as fracdes foram reunidas
e submetidas a evaporacdo em rotavapor (Modelo
TE-221, TECNAL), sob temperatura controlada (40
°C), até a completa eliminacdo do solvente, obtendo-
se 0 extrato hexanico bruto seco.

Decorrido este processo, o rendimento do extrato
bruto foi calculado conforme a equacédo previamente
apresentada. De maneira semelhante, as etapas de
obtencdo do extrato hexanico estdo resumidas no
fluxograma da Figura 2.

200 g folkas secas 2

Scivente izl 2 92% -
‘maceragio goc 7 dias

Solvete hexam (.3}~

Soventshesaap (5.2) +
maceragio par T dis

Figura 2 - Fluxogramas do preparo dos extratos
etandlico e hexanico de folhas secas de R. officinalis.
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Legenda: (A) preparo do extrato etandlico e (B)
preparo do extrato hexanico. Fonte: Autores, 2026.

Anélise fitoquimica qualitativa

A andlise fitoquimica qualitativa foi realizada com o
objetivo de identificar os principais grupos de
substancias bioativas presentes nos extratos etanélico
e hexénico de Rosmarinus officinalis. Para isso,
foram aplicados testes colorimétricos especificos,
que possibilitam a deteccdo de diferentes classes de
metabolitos secundarios, como fendis, flavonoides,
saponinas e terpenoides, conforme metodologia
descrita por Matos (2009); Mota (2024), com
adaptacdes.

Devido a baixa solubilidade do extrato hexanico em
meios aquosos, nas analises que requerem o uso de
agua como solvente (testes de fendis e flavonoides),
0 extrato foi previamente solubilizado em uma
pequena quantidade de alcool etilico 95% (p.a. —
A.C.S., Dindmica) antes da adicdo dos reagentes.
Além disso, o teste para saponinas foi aplicado
somente ao extrato etanolico, devido a insolubilidade
do hexano em meio aquoso e visto que o hexano, por
ser um solvente apolar, ndo extrai esse metabolito de
natureza polar em quantidades detectaveis para
anélise fitoquimica qualitativa.

Teste para fendis

Para a identificacdo de fendis, 10 mg de cada extrato
foram solubilizados com 2 mL de agua destilada e,
em seguida, filtrados, utilizando papel filtro. Logo
apos, foram adicionados cinco gotas de cloreto
férrico a 2% (FeCls). A formagdo de uma coloracéo
verde acastanhada ou preto-azulada é indicativo da
presencga de fendis. Para controle, foi preparado um
tubo contendo apenas agua destilada e o FeCls a 2%,
a fim de identificar possiveis alteracbes de cor ndo
relacionadas aos compostos fendlicos do extrato.

Teste para flavonoides

Para a deteccdo de flavonoides, foram pesados 10 mg
de cada extrato e dissolvidos em 2 mL de hidrdxido
de sddio (NaOH) a 2%. O aparecimento de uma
coloragdo amarela indica a presencga de flavonoides.
Paralelamente, foi preparado um tubo controle
contendo 10 mg dos extratos dissolvidos em 2 mL de
agua destilada.

Teste para terpenoides

Para a deteccdo de terpenoides, foi realizado o teste
de Salkowski. Nesse procedimento, 10 mg de cada
extrato foram dissolvidos em 2 mL de cloroférmio
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(CHCIs, p.a., — A.C.S., Synth). Em seguida,
adicionaram-se 3 mL de acido sulfirico (H2SOs,
concentrado, Synth) lentamente pela parede do tubo,
para formacdo de camadas distintas. A presenca de
terpenoides é confirmada pela formacdo de uma
coloragdo  marrom-avermelhada na interface.
Paralelamente, foi preparado um tubo controle
contendo apenas cloroformio e acido sulfirico nas
mesmas propor¢des.

Teste para saponinas

Para a identificacdo de saponinas, foram pesados 10
mg do extrato etandlico, e dissolvido em 5 mL de
agua destilada em um tubo de ensaio com tampa. O
tubo foi agitado vigorosamente por 3 minutos. ApGs
a agitacdo, o tubo foi deixado em repouso por 15
minutos. A formacdo de espuma estavel por mais de
5 minutos é considerada indicativa da presenca de
saponinas.

Bioensaio com Artemia salina

O biocensaio com Artemia salina foi utilizado como
método preliminar de avaliagdo da toxicidade dos
extratos de Rosmarinus officinalis. Este ensaio é
amplamente reconhecido por sua simplicidade, baixo
custo, rapidez e seguranca, ndo exigindo condicBes
complexas de laboratério e sendo Gtil para triagem
inicial de substadncias com potencial atividade
biolégica (Cavalcante et al., 2000; Hirota et al.,
2012).

Ecloséo dos nauplios de Artemia salina

A etapa de eclosdo dos cistos de Artemia salina
seguiu a metodologia adaptada de Meyer e
colaboradores (1982). Os cistos foram adquiridos
comercialmente (InsetoLab) e mantidos em um
recipiente fechado, em um local seco e fresco até o
momento da utilizagdo. Inicialmente, preparou-se
uma solucéo salina utilizando sal marinho, em é&gua
destilada, na proporcdo de 30 g/L. O pH da solucéo
foi ajustado para valores entre 8,0 e 9,0 por meio da
adicdo gradual de gotas de hidréxido de sodio
(NaOH) 0,1 mol/L.

Para simular um ambiente semelhante ao de um
aquério, um baldo volumétrico de 2000 mL foi
preparado para receber aeracdo constante, promovida
pela saida de ar da bomba de vacuo (TECNAL,
Modelo R-TE-0582), e uma fonte luminosa foi
posicionada proxima ao recipiente para garantir a
iluminacgdo, favorecendo a eclosdo dos nauplios. O
ambiente de incubacdo foi mantido em temperatura
ambiente. Nesse baldo foram adicionados 1000 mL
da solugdo salina preparada anteriormente,
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juntamente com 0,25 g de cistos de Artemia salina.
Apbds 24 horas foi observada a eclosdo dos ovos, e
apos 48 horas as Artemias ja estavam prontas para
serem imediatamente utilizadas nos bioensaios de
toxicidade (Santos et al., 2023).

Preparacéo da solugdes-mée

A solugdo-mde concentrada foi preparada com o
intuito de facilitar a realizagdo das diluicGes
subsequentes e obter concentragdes uniformes para o
ensaio de toxicidade. Para a preparacdo, utilizaram-se
0s extratos etanolico e hexanico de R. officinalis.

Para cada extrato, 0,1563 g do material seco foi

primeiramente  dissolvido em 05 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO 1%). Para garantir a
completa homogeneizagdo, as solucbes foram

levadas ao banho-maria a 45 °C até solubilizacdo
total do extrato. Em seguida, o volume foi
completado para 50,0 mL em um baldo volumétrico,
utilizando a &gua salina. A concentracdo final da
solugdo-mée foi de 3,125 pg/mL.

Preparacéo das solugdes-teste e montagem do ensaio

A partir da solucdo-mde foram preparadas as
solucBes-teste nas concentracdes finais de 5, 25, 125,
625 e 3,125 pg/mL. Cada concentracéo foi preparada
em triplicata para assegurar a reprodutibilidade dos
resultados. Para a realizacdo das diluicdes, foi
utilizada solugdo salina. As diluicbes foram
realizadas de modo a garantir que o solvente DMSO
fosse mantido na concentragéo final de 1% em todas
as soluces-teste.

Em cada tubo foram adicionados 10 nauplios de
Artemia salina com o auxilio de uma pipeta e sob
iluminacdo proporcionada pela lampada utilizada no
experimento, e o volume final de cada tubo foi de 5
mL.

Paralelamente, objetivando verificar se o solvente
apresenta efeito toxico sobre os nauplios de Artemia,
foram preparados dois controles: um controle
negativo (CN), contendo apenas 5 mL de solucdo
salina e 10 nauplios de Artemia, e um controle
solvente (CS) contendo 0,05 mL de DMSO puro e
solugdo salina com volume final de 5,0 mL. Os tubos
foram mantidos sob iluminagdo constante por 24
horas.

Contagem dos nduplios apds a exposicao

A contagem de nauplios vivos e mortos foi realizada
apos 24 horas de exposi¢do. Para a contagem, cada
tubo de ensaio foi examinado individualmente, sendo
aproximado da fonte de luz utilizada na incubago.
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Essa técnica permitiu a visualizagdo direta dos
organismos, otimizando a contagem. Consideram-se
vivos 0s nauplios que apresentavam qualquer tipo de
motilidade ativa (nadando), sendo assim, nauplios
que ndo demonstravam motilidade, mesmo apds
agitacdo suave do tubo, foram considerados mortos,
seguindo o protocolo de Meyer e colaboradores
(1982).

Validag&o do ensaio

Para assegurar que a toxicidade observada seja
atribuida apenas aos extratos testados, a mortalidade
dos controles deve ser avaliados e, se necessario,
corrigidos. O protocolo da WHO (2016) estabelece
que, se a mortalidade do grupo controle for superior a
20%, os testes devem ser descartados e repetidos. Se
a mortalidade for inferior a 5%, nenhuma correcdo
serd necessaria, porém, uma mortalidade superior a
5% requer correcao.

Dessa forma a porcentagem de mortalidade dos
controles foram calculados com base no ndmero de
nauplios mortos em relacdo ao total de organismos
expostos, segundo a formula (Borges, 2025):

Mortalidade (%): 1 x 100 )
t

Onde: Nm = nUmero de nauplios mortos apos 24
horas de exposi¢éo;

N: = numero total de nauplios utilizados em cada
ensaio.

Dessa forma, ap6s obter a porcentagem de
mortalidade bruta de ambos os controles (hegativo e
solvente), a média para cada controle foi calculada a
partir das trés réplicas, e o maior valor obtido foi
utilizado como referéncia para a validacdo e posterior
correcéo.

Correcéo da mortalidade

No experimento a correcdo da mortalidade foi
necessaria e, conforme os critérios de validagdo, o
ajuste da mortalidade bruta foi realizado utilizando a
férmula de Abbott (1925):

% mortalidade (corrigida):

% mortalidade teste — controle

100 — controle x 100 ®)
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Os valores de mortalidade corrigida obtidos para as
trés repeti¢des por concentracdo foram inseridos
diretamente no software GraphPad Prism verséo
10.6.1.

Anélise estatistica e determinacéo da CLso

A concentragdo letal média (CLsg) dos extratos foram
determinados através da regressdo nao-linear no
software GraphPad Prism (versdo 10.6.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Rendimento dos extratos

Conforme apresentado na Tabela 1, o rendimento do
extrato etandlico foi de 10,41% e o extrato hexanico
foi de 3,71%. O maior rendimento observado para o
extrato etanolico pode estar relacionado a polaridade
intermediaria do solvente, sendo capaz de solubilizar
uma ampla gama de substancias, desde polares
(como fendlicos e flavonoides) até substancias
apolares (como terpenoides), conforme descrito por
Sultana, Anwar; Ashraf (2009), Anokwuru et al.
(2011) e Silva (2021).

Tabela 1. Comparacdo dos rendimentos (%) dos
extratos etandlico e hexanico de R. officinalis obtidos
no presente estudo e por Zeroual et al. (2022).

Solvente Presente Zeroual et al.
estudo (%) (2022) (%)

Etandlico 10,41 13,31

Hexanico 3,71 514

Fonte: Autores, 2026.

Por outro lado, o extrato hexanico, por ser um
solvente de baixa polaridade, tende a extrair
principalmente lipidios, terpenoides e compostos
apolares, 0 que pode explicar o0 menor rendimento em
comparacdo com o extrato etandlico, conforme
discutido por Palaiogiannis e colaboradores (2023).

No estudo de Zeroual e colaboradores (2022),
utilizando a mesma técnica de extracdo por
maceracdo, 0 rendimento do extrato etandlico de
alecrim foi de 13,31%, enquanto o extrato hexanico
apresentou rendimento de 5,14%. Comparando com
os resultados obtidos neste trabalho, observa-se que o
extrato etandlico também apresentou rendimento
superior ao extrato hexanico, seguindo a mesma
tendéncia. Embora pequenas diferencas nos valores
possam ocorrer devido a variagdes na origem do
material vegetal, condi¢des de secagem e pureza dos
solventes, o padrdo de maior rendimento para o
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extrato etandlico reforca que a polaridade do solvente
¢ um fator determinante no processo de extracdo,
influenciando a quantidade de substancias bioativas
extraidas.

Perfil fitoquimico qualitativo

A andlise fitoquimica qualitativa permitiu identificar
classes distintas de metabolitos secundarios presentes
nos extratos de R. officinalis. A seguir, sdo
apresentados o0s resultados obtidos para fendis,
flavonoides, terpenoides e saponinas.

Fendis
A presenca de fendis foi identificada nos extratos
etandlico e hexanico, evidenciada pelo aparecimento
de uma coloracdo preto-azulado. Nos tubos controle
(FeCls + agua) ndo houve alteragdo de cor, o que
valida o ensaio realizado.

Essa coloracéo caracteristica ocorreu devido a adicdo
do reagente cloreto férrico (FeCls 2%), que
promoveu a formacdo de complexos entre os ions
Fe’* e os grupos hidroxila dos compostos fenolicos,
alterando a absorcéao de luz e confirmando a presenca
desses metabdlitos (Pazinato et al., 2012).

Esses resultados estdo em concordancia com a
literatura, uma vez que outros autores também
relataram a presenca de compostos fendlicos em R.
officinalis utilizando diferentes metodologias de
extracdo e analise. No estudo de Genena (2005) o
autor identificou o isocarnosol, um diterpeno fenélico
caracteristico da espécie, em extrato etandlico obtido
por Soxhlet e analisado por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). De
forma complementar, Ibrahim et al. (2022)
observaram predominancia de diterpenos fendlicos,
incluindo rosmanol, carnosol, &cido carndsico e
rosmadial, no extrato hexanico, por meio de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com ionizacdo por eletrospray de alta
resolugdo (LC-ESI-HRMS).

Embora o teste qualitativo realizado ndo permita a
identificacdo individual dos fenois presentes em R.
officinalis, a literatura relata que os principais
compostos  fendlicos encontrados sdo  4&cido
rosmarinico, 4cido cafeico, carnosol e &cido
carnosico (Naghib et al., 2005; Begum et al., 2013).
A presenca desses metabdlitos esta associada a
propriedades antioxidantes, como a neutralizagdo de
radicais livres e a reducdo da peroxidacdo lipidica
(Peres et al., 2021).

Flavonoides
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A presenga de flavonoides foi evidenciada no extrato
etandlico pelo teste com NaOH 2%, em que se
observou a coloracdo amarelada, indicando resultado
positivo. No tubo controle (extrato + agua destilada)
ndo houve alteracdo de cor, o que valida o ensaio. A
reacdo observada ocorreu devido a presenca de
grupos hidroxila (-OH), ligados aos anéis aromaticos
dos flavonoides. Na presenca de uma base forte
(NaOH), esses grupos sdo desprotonados,
provocando alteracfes na distribuicdo eletrénica da
molécula e, consequentemente, a mudanca de cor
observada (Harborne, 1998; Mota, 2024).

O extrato hexanico, por outro lado, ndo apresentou
mudanca de coloracdo perceptivel, indicando
auséncia da substancia, ou concentracbes muito
pequenas, ndo detectadas pela sensibilidade do teste
qualitativo. O tubo controle (extrato + agua destilada)
também ndo apresentou alteracdo de cor, reforcando
a confiabilidade do ensaio.

Os resultados obtidos neste ensaio estdo em
conformidade com os descritos na literatura.
Mohammed, Oba e Aydinlik (2022), ao realizarem
uma triagem fitoquimica preliminar do extrato
etandlico do alecrim, também relataram a presenca
de flavonoides. Os flavonoides apresentam uma
variedade de atividades farmacolégicas, incluindo
efeitos anti-inflamatdrio, antioxidante, antiviral,
antibacteriano, antialérgico e anticarcinogénico
(Simdes et al., 2010; Bessa et al., 2013).

Por outro lado, ndo foram encontrados artigos que
relatassem a presenca de flavonoides em extratos
hexanicos de R. officinalis, mesmo quando
empregadas técnicas analiticas avangadas. Ibrahim e
colaboradores (2022), por exemplo, tracaram o perfil
fitoquimico do extrato hexanico de folhas de alecrim
por meio de GC/MS e LC-ESI-HRMS, identificando
47 e 31 compostos, respectivamente, com destaque
para triterpenoides, monoterpenoides e diterpenos
fendlicos, mas sem a deteccdo de flavonoides. J& no
estudo de Esati e colaboradores (2024), foram
relatados baixos teores de flavonoides na fracdo n-
hexano de R. officinalis, obtida a partir de um extrato
etandlico inicial, o que reforca que o solvente hexano
isoladamente ndo é eficiente na extracdo de
flavonoides, devido a sua baixa polaridade.

Terpenoides

A presenca de terpenoides foi identificada nos
extratos etandlico e hexanico, evidenciada pela
formacao de uma coloragcdo marrom-avermelhada na
interface (duas fases distintas). Nos tubos controle
(cloroférmio + &cido sulflrico) ndo houve alteracdo
de cor, 0 que valida o ensaio.

A positividade do teste para terpenoides em ambos 0s
extratos € um resultado esperado. Segundo Jiang,
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Kempinski e Chappell (2016), os terpenoides
apresentam diversidade quimica caracterizada por
modificagbes estruturais na molécula, como, adi¢do
de aclcares ou acidos graxos, e presenga de grupos
funcionais, como alcoois e cetonas. Essas variagdes
estruturais conferem aos terpenoides ampla faixa de
polaridade, o que possibilita sua extracdo tanto por
solventes de polaridade intermediéria, como o etanol,
quanto por solventes apolares, como o hexano.

Saponinas

A presenca de saponinas foi observada no extrato
etandlico, evidenciada pela formacéo de uma camada
de espuma persistente por mais de cinco minutos
ap6s agitacdo vigorosa do extrato com 4agua
destilada. A espuma no teste ocorre pelo fato de as
saponinas apresentarem uma natureza anfifilica, com
regides hidrofilicas, que interagem com a Aagua, e
regies hidrofobicas, que se associam ao ar. Durante
a agitacao, essas propriedades promovem a formacéo
de micelas estaveis, responsaveis pela formacdo e
persisténcia da espuma observada no teste
(Kumaradewi et al., 2021).

O teste de formacdo de espuma ndo foi aplicado ao
extrato hexanico. Uma vez que as saponinas sdo
glicosideos de alta polaridade e 0 método de deteccdo
exige a solubilizacdo do extrato em meio aquoso. O
extrato hexanico € insolivel em &gua, o0 que
inviabilizaria a analise e resultaria em um teste
inconclusivo.

Mohammed, Oba e Aydinlik (2022), em seus estudos
com extrato etandlico de alecrim, também relataram
a presenca de saponinas. Tais substancias
desempenham  diversas fungBes biologicas e
farmacoldgicas, como atividade antimicrobiana,
antifungica e efeito hipocolesterolémico (Penteado;
Cecy, 2006; Nsanzamahoro et al., 2024).

Resumo do perfil fitoquimico qualitativo

Para facilitar a visualizacdo dos resultados obtidos
nos testes fitoquimicos qualitativos, elaborou-se a
Tabela 2, que apresenta de forma resumida a
presenca (+) ou auséncia (-) das principais classes de
metabolitos secundarios identificadas nos extratos
etandlico e hexanico de R. officinalis.

Tabela 2. Resumo do perfil fitoquimico qualitativo
dos extratos etanolico e hexanico de R. officinalis.

Flavonoides + -
Terpenoides + +
Saponinas + n.a
Legenda: *n.a. = ndo analisado, devido a

insolubilidade do extrato hexanico em meio aquoso.
Fonte: Autores, 2026.

Bioensaio com Artemia salina

Apbs a determinagdo do perfil fitoquimico, a
toxicidade preliminar dos extratos etandlico e
hexanico de Rosmarinus officinalis, concentracGes
finais de 5, 25, 125, 625 e 3,125 pg/mL, foi avaliada
por meio do bioensaio com Artemia salina. A seguir,
sdo apresentados os resultados da analise da curva
dose-resposta, a determinacdo da concentracdo letal
média CLso e a discussdo sobre o potencial toxico de
cada extrato.

Validag&o do ensaio

Ap6s 24 horas de exposicdo, a porcentagem de
mortalidade bruta foi determinada para os controles,
seguindo o céalculo descrito na secdo 3.5.4.1
apresentando os seguintes resultados (Tabela 3):

Tabela 3. Mortalidade média dos grupos controle no
bioensaio com A. salina.

% de Desvio padrdo
Controle mortalidade (DIE’))
média (x)
Negativo (CN) 3,33% +5 77
Solvente (CS) 6,67% +11,55

L1 Extrato Extrato
Classe de metabdlito etandlico hexanico
+ +

Fendis
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Fonte: Autores, 2026.

A mortalidade média maxima entre o0s grupos
controle foi de 6,67%, obtida no grupo controle
solvente. Visto que este valor é inferior a 20%, o
ensaio € considerado valido. Contudo, como o valor é
superior a 5%, foi aplicada a féormula de Abbott
(1925) para a correcdo da mortalidade bruta de todos
0s extratos, procedimento detalhado no item 5.3.2.

Mortalidade corrigida

Ap6s a validagdo do ensaio, o calculo para
mortalidade corrigida utilizando a férmula de
correcdo de Abbott (1925), conforme o detalhnamento
metodolégico da secdo 3.5.4.2. foi aplicado cada
réplica da concentracdo. Apds 0s ajustes, os dados
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foram inseridos no software GraphPad 10.6.1

(Tabela 4 e 5), para a construcdo das curvas dose- Curva dose-resposta EE

resposta e calculo dos valores da CLso. 120+
£ 1004
1]
Tabela 4. Insercdo dos dados de mortalidade 5 804
corrigida do extrato etandlico no software GraphPad E
Prism 10.6.1 S 60+
@
Concentracéo % mortalidade corrigida g 40
(Mg/mL) g
O 20+
TUBO1 TUBO2 TUBO3 =
0
5 143 14.3 25.0 00 05 10 15 20 25 30 35 40
25 46.4 46.4 35.7 Log da concentragio
125 35.7 57.1 57.1 Figura 3. Curva dose-resposta extrato etanélico (EE).
625 46.4 571 571 Fonte: Autores, 2026.
3125 100.0 100.0 100.0
O modelo de regresséo néo linear sigmoidal permitiu
Fonte: Autores, 2026. o calculo da concentragdo letal média (CLso), que
representa a concentragdo do extrato capaz de causar
50% de mortalidade dos nauplios de Artemia salina
Tabela 5. Insercdo dos dados de mortalidade apos 24 horas de exposicao.
corrigida do extrato hexanico no software GraphPad . .
Pri Sn? 10.6.1 P O valor de CLso obtido para o extrato etandlico foi de
= 102,0 pg/mL, o que indica que o extrato apresentou
Concentragdo % mortalidade corrigida uma toxicidade moderada, conforme os critérios
(ng/mL) propostos por Amarante e colaboradores (2011), que
classificam substancias com CLso superior a 1000
TUBO1 TuBO2 TUBO3 pg/mL como ndo téxicas, entre 100 e 500 pg/mL
5 46.4 46.4 35.7 como moderadamente toxicas, e inferior a 100
Mg/mL como téxicas.
25 46.4 57.1 57.1 . -
' Os resultados obtidos neste estudo sdo diferentes dos
125 78.6 67.8 67.8 observados por Peres e colaboradores (2021), que
625 100.0 100.0 89 3 avaliaram o extrato etandlico de R. officinalis frente a
Artemia salina nas concentragdes de 1000, 750, 500,
3125 100.0 100.0 100.0 250, 100 e 50 pg/mL, classificando o extrato como
atoxico, com valor de Clso superior a 1000 pg/mL.
Fonte: Autores, 2026.
Essa diferenca entre os valores de CLso pode estar
relacionada & diferenca na composi¢do fitoquimica
Concentragéo letal média (CLso) extrato etanlico dos extratos. No presente trabalho, o teste
) o fitoquimico revelou a presenca de terpenoides no
Com base nos dados de mortalidade corrigida, a extrato etandlico, ja no estudo de Peres e
relacdo dose-resposta foi analisada por meio da  colaboradores (2021), tal substancia ndo foi
regressao nao-linear. A Figura 3 exibe a curva dose- identificada. O que é relevante, ja que os terpenoides
resposta do extrato etandlico, mostrando a relacéo si0 substancias lipofilicas e a A. salina é mais
entre a concentragdo do extrato (em escala sensivel a substancias lipofilicas (Kal¢ikova; Zagorc-
logaritmica) e a mortalidade corrigida (%). Konéan; Zgajnar Gotvajn, 2012), o que pode

justificar a maior toxicidade observada.

Segundo Moura e colaboradores (2025), é importante
considerar que diversos fatores podem influenciar a
presenga de metabolitos secundarios em extratos
vegetais, como sazonalidade, origem boténica,
periodo de coleta, variacbes ambientais, tipo de
solvente e condicbes de extracdo empregadas.
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Embora ambos os estudos tenham utilizado o método
de maceragdo com etanol, no presente trabalho o
processo foi feito por sete dias, sendo repetido trés
vezes, com 0 objetivo de esgotar completamente os
metabolitos presentes. Ja no estudo comparado, a
maceracdo foi realizada por apenas dois dias, sem
repeticdo, o que pode ter resultado em uma extragéo
menos eficiente de compostos lipofilicos, como os
terpenoides.

Concentracdo letal média (CLso) extrato hexanico

Com base nos dados de mortalidade corrigida, a
relacdo dose-resposta foi analisada por meio da
regressdo ndo-linear. A Figura 4 exibe a curva dose-
resposta do extrato hex&nico, mostrando a relacéo
entre a concentragdo do extrato (em escala
logaritmica) e a mortalidade corrigida (%).

Curva dose-resposta EH
120

100+
80+
60~

40

Mortalidade corrigida (%)

20+

0

L] L] ] 1 1 ] L] 1
00 05 10 15 20 25 3.0 35 4.0
Log da concentragao

Figura 4. Curva dose-resposta extrato hexanico (EH).
Fonte: Autores, 2026.

O valor de CLso calculado para o extrato hexanico foi
de 12,98 pg/mL. Este resultado, por ser inferior a 100
pg/mL, indica que o extrato apresentou uma alta
toxicidade, conforme os critérios propostos por
Amarante e colaboradores (2011).

Os resultados obtidos mostram que o0 extrato
hexanico apresentou maior toxicidade quando
comparado ao extrato etandlico, o que esta de acordo
quando comparado com outro estudo, com outra
espécie, como o realizado por Quaresma, (2023) com
Dysphania ambrosioides. No trabalho em questdo, o
extrato etandlico também foi classificado como
moderadamente toxico CLso= 259,8 ng/mL, enquanto
a fracdo de hexano foi classificada como toxica
CLso= 66,1 pg/mL. Ao utilizar técnicas avancgadas,
como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) acoplada a Espectrometria UV, no extrato
etandlico, foi identificado a presenga majoritaria de
flavonoides.
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Ja a fracdo de hexano foi identificada como rica em
terpenoides e esteroides (por Cromatografia em
Camada Delgada — CCD), o que mais uma vez,
sugere que a alta toxicidade observada no extrato
hexanico pode estar diretamente relacionada a
presenca de terpenoides, que possuem maior
facilidade em interagir com as membranas celulares
lipidicas dos nauplios, resultando na maior
citotoxicidade observada em concentragBes mais
baixas (Quaresma, 2023).

Dessa forma, os resultados obtidos sugerem que a
composicdo quimica diferenciada entre os extratos
influencia diretamente o potencial toxico observado
no bioensaio. No entanto, como 0s testes
fitoquimicos realizados foram qualitativos, ndo €
possivel afirmar com precisdo quais classes de
metabolitos estdo presentes em maior teor em cada
extrato. Assim, recomenda-se a realizacdo de analises
quantitativas complementares, como cromatografia e
espectroscopia, para confirmar essas hipGteses e
melhor compreender a relacdo entre composicdo
guimica e toxicidade.

CONCLUSAO

O estudo demonstrou que o extrato hexanico se
mostrou significativamente mais toxico, com a CLso
de 12,98 pg/mL, enquanto o extrato etanolico
apresentou toxicidade mais moderada, com CLso de
102,0 pg/mL. A triagem fitoquimica revelou que
ambos o0s extratos contém fendis e terpenoides,
enquanto flavonoides e saponinas foram detectados
apenas no extrato etandlico. Esses resultados indicam
uma diferenca na composicdo quimica entre os
extratos, fato que pode ter refletido diretamente em
seus perfis toxicoldgicos.

Dessa forma a maior toxicidade observada no
extrato hexanico pode estar relacionada & extracdo
preferencial dos terpenoides que, por serem
lipofilicos, possuem maior facilidade em interagir
com as membranas celulares dos nauplios, causando
a sua morte. Por outro lado, a predominéncia de
componentes mais polares no extrato etanélico, como
os flavonoides e saponinas, pode conferir a esse
extrato uma atividade biol6gica menos intensa.

Assim, conclui-se que 0 bioensaio com Artemia
salina se mostrou um método eficiente, simples e de
baixo custo para a triagem inicial de toxicidade de
plantas. Recomenda-se, que estudos futuros sejam
realizados com técnicas cromatograficas e
espectroscopicas para a identificacdo e quantificacao
das substancias ativas, além de ensaios
complementares in vitro e in vivo que possam
confirmar e ampliar os resultados observados neste
estudo.
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