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RESUMO
O conhecimento da biodiversidade vegetal, além de ser considerada uma fonte de modelos 
químicos para a síntese de novas moléculas, também deve ser incentivado como um recurso 
natural com possível atividade farmacológica. Ao longo do desenvolvimento embrionário, 
os sistemas orgânicos estão sujeitos à ação de fatores exógenos e endógenos que podem 
interferir na expressão do padrão estrutural e funcional da espécie animal.  Neste estudo foi 
avaliado a DL50 dos extratos vegetais (hidroalcoólico, diclometano e acetato de etila) de 
Eugenia catharinensis em embriões de Gallus domesticus. Os resultados preliminares demonstram 
elevada mortalidade (100%) dos extratos vegetais acetato de etila e diclorometano, enquanto 
o hidroalcoólico se mostrou menos tóxico (cerca de 30%) aos embriões. A partir destes dados 
iniciais, o extrato hidroalcoólico será avaliado isoladamente, determinando-se outras análises 
bioquímicas ou morfológicas.  
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ABSTRACT
Knowledge of plant biodiversity, besides being considered a source of chemical models for 
the synthesis of new molecules, should also be encouraged as a natural resource with possible 
pharmacological activity. Throughout embryonic development, organic systems are subject to 
the action of exogenous and endogenous factors that may interfere with the expression of the 
structural and functional pattern of the animal species. In this study, we evaluated the LD50 of 
plant extracts (hydroalcoholic, diclomethane and ethyl acetate) of Eugenia catharinensis in 
Gallus domesticus embryos. Preliminary results show high mortality (100%) of plant extracts ethyl 
acetate and dichloromethane, while hydroalcoholic was less toxic (about 30%) to embryos. From 
these initial data, the hydroalcoholic extract will be evaluated separately, determining other 
biochemical or morphological analyzes.
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INTRODUÇÃO

Diversas espécies da família Myrtaceae são utilizadas popularmente, como a Eugenia uniflora, 
que tem finalidade antirreumática, antidiabética, adstringente, analgésica, hipoglicemiante, diurética 
e reguladora do sistema digestório (KIRTIKAR; BASU, 2006; SERAFIN et al., 2007; SAHA et al., 2013). 
Dentre os compostos já identificados nas espécies da família Myrtaceae, temos os taninos, flavonoi-
des, ácidos, triterpenos, sesquiterpenos e saponinas (SERAFIN et al., 2007; NERI-NUMA et al., 2013). 
Flavonoides e compostos fenólicos já foram isolados de espécies do gênero Eugenia (TIMBOLA et al., 
2002; KUSKOSKI et al., 2003; EINBOND et al., 2004). Dentre as atividades biológicas dos flavonoides, 
a antioxidante é a mais estudada. Esta atividade está ligada a uma combinação de suas excelentes 
propriedades quelantes de ferro e sequestradoras de radicais livres, além da inibição de muitos ou-
tros sistemas que participam de processos pró-oxidantes, sendo também capazes de ativar sistemas 
antioxidantes endógenos (TRUEBA, 2003).

Porém, dentro desta realidade surgem preocupações acerca do uso popular e tradicional sem 
avaliação toxicológica dos recursos vegetais, sendo apenas o uso empírico insuficiente para validar 
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA; NASCIMENTO, 
2006; DE FÁTIMA AGRA; DE FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; AGRA et al., 2008). As reações adversas 
provenientes do uso de plantas ou extratos vegetais podem ser decorrentes de seus componentes, 
contaminantes ou de sua preparação (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Estes efeitos podem também 
ocorrer por substâncias isoladas de plantas, como diversos compostos orgânicos, produtos do meta-
bolismo primário e secundário, e que podem exercer efeitos benéficos ou maléficos sobre o organis-
mo. Para assegurar o uso das plantas, é imprescindível a realização de testes de eficácia, segurança e 
qualidade, utilizando-se métodos para a obtenção de informações toxicológicas pré-clínicas através 
de pesquisas in vitro e in vivo (ZÖLLNER; SCHWARZ, 2013). No entanto, tais estudos de toxicidade de 
plantas medicinais são pouco realizados (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; CLEFF et al., 2008).

Buscando avaliar a toxicidade de extratos vegetais, foram escolhidos três principais extratos 
de Eugenia catharinensis (hidroalcoólico, diclorometano e acetato de etila) para calcularmos a DL50 
em embriões de galinha.

MATERIAIS E MÉTODOS

Na presente análise, foram testados os efeitos dos extratos hidroalcoólico, diclorometano e 
acetato de etila em ovos embrionados de Gallus domesticus in vivo (CEUA:05/2017). Os ovos foram 
incubados pelo período de 7 dias a 37°C em incubadora com umidade controlada (55%), sendo ava-
liada a viabilidade embrionária diariamente através de uma abertura na parede lateral da casca do 
ovo, local onde eram administrados 50μL de cada concentração dos extratos vegetais estudados. 
Foram utilizados seis ovos embrionados para cada concentração testada (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 
3.2, e 6.4 µg/g do extrato hidroalcoólico, diclorometano e acetato de etila). Durante a preparação 
das concentrações, foi utilizado o Tween 80 nas maiores doses testadas. O tratamento foi realizado 
em E3 e analisados após uma semana em E9, de acordo com Hamburger e Hamilton (1993). Durante 
este período, foram mantidas as aberturas das cascas dos ovos, protegidas com fita adesiva trans-
parente atóxica. 

Após a administração das concentrações, era realizada a observação diária até o fim do experi-
mento para verificar a mortalidade embrionária. Nos ovos não viáveis (morte embrionária), ou ao final 
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de sete dias, era realizada a eutanásia para análise morfológica externa do embrião (aspecto geral) 
e, após, os embriões eram coletados de forma asséptica, fixando-os em formol 10%. Para a determi-
nação da DL50, foi contabilizado o número de animais eventualmente mortos para a determinação 
da dose responsável pela morte de 50% dos animais experimentais (DL50), com limite de confiança 
de 95%, segundo o método de Litchfield e Wilcoxon (1949), no qual se conta o número de animais 
mortos para cada grupo e se calcula o percentual.

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No ensaio para determinação do grau de toxicidade através da investigação da dose letal 50% 
(DL50), apresentado pelos extratos vegetais hidroalcoólicos, diclorometano e acetato de etila de 
Eugenia catharinensis, houveram mortes de embriões conforme Tabela I. Os dados revelaram uma 
elevada taxa de mortalidade nos embriões do grupo acetato de etila e diclorometano. A elevada 
toxicidade destes extratos pode estar relacionada à preparação da dose de tratamento em que os 
extratos foram emulsionados em Tween 80 para facilitar a entrada da substância nas células dos 
tecidos dos embriões. Tween é um tensoativo não iônico, pouco tóxico para membranas biológicas 
(REGE; KAO; POLLI, 2002), constituído por ésteres de ácidos graxos de polioxietileno sorbitol. Esta 
substância é utilizada como detergente, aumentando a permeabilidade das membranas biológicas, 
e com isso a velocidade de transporte através da membrana (AZMIN et al., 1985; REGE; KAO; POLLI, 
2002). Neste sentido, os ésteres de ácidos graxos de polioxietileno sorbitol pode provocar altera-
ções morfológicas na estrutura da membrana das células embrionárias, podendo, nas doses mais 
altas, atuar toxicamente. Embriões de Gallus domesticus têm sido amplamente usados para avaliar 
a embriotoxicidade de produtos químicos (SHEPARD, 1976). Uma das formas de avaliação se refere 
às análises de várias substâncias, cujos produtos químicos afetam diretamente o embrião, e tanto 
com mortes como a observação de malformações, que desta forma podem ser monitoradas e melhor 
estudadas (DOMOWICZ et al., 2011). 

Os resultados mostraram que a dose de 0,05 µg/g extrato hidroalcoólico foi responsável por 
33,3% das mortes, enquanto os extratos de diclorometanos provocaram o óbito de 50% e de acetato 
de etila obteve 66,7% dos óbitos. Pode-se ainda verificar, entre os embriões analisados, alterações 
no padrão de desenvolvimento embrionário, de acordo com o estágio do desenvolvimento.

Tabela I - Taxa de mortalidade e determinação da DL50 dos embriões de G. domesticus.

Extratos de Eugenia catharinensis
Dose (µg/g) Hidroalcoólico Diclorometano Acetato de etila

0,05 33,3 50,0 66,7
0,1 33,3 66,7 83,3
0,2 33,3 66,7 100,0
0,4 50,0 66,7 100,0
0,8 83,3 83,3 100,0
1,6 83,3 83,3 100,0
3,2 100,0 100,0 100,0
4 100,0 100,0 100,0

 Fonte: Compilação dos autores.
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Os embriões mortos, frequentemente, exibiam múltiplas malformações. Havia, em média, mais 
de duas malformações por embrião morto. As malformações em alguns órgãos vitais poderiam estar 
relacionadas com a mortalidade do embrião. A maioria das mortes ocorreu em embriões entre os 
estágios E4 e E5. A Tabela II relaciona as principais alterações morfológicas.

Tabela II - Análise qualitativa dos achados morfológicos observados nos embriões de Gallus 
domesticus tratados com os extratos vegetais.

Extratos Características morfológicas (membros, madíbula e tóraco-abdominal) %
Extrato Hidroalcoólico membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura tóraco-abdominal 15
Extrato Diclorometano membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura tóraco-abdominal 42
Extrato Acetato de Etila membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura tóraco-abdominal 43

Fonte: Compilação dos autores.

CONSIDERAÇÕES FINAIS

No presente trabalho, foram descritos alguns parâmetros de embriotoxicidade que podem ser 
importantes para trabalhos futuros com os extratos de E. catharinensis. A observação dos embriões e 
a determinação da DL 50 de embriões tratados com várias doses dos extratos hidroalcoólico, dicloro-
metano e a acetato de etila, demonstraram que compostos vegetais podem ser tóxicos para embriões 
dependendo da dose e do veículo, como verificado por Heinz et al. (2009), e foi demonstrado que a 
fração hidroalcoólica foi a menos tóxica para embriões de aves, servindo de base para testes futuros.
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