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AREA DE CONHECIMENTO: Ciéncias da Satde
RESUMO
O uso de plantas medicinais como fontes terapéuticas € uma pratica milenar e
altamente difundida. Sabe-se que essas plantas podem apresentar substancias
extremamente téxicas, e para o conhecimento das mesmas sao realizados testes
toxicologicos para avaliar seus efeitos em organismos vivos, como exemplo, 0s
bioensaios com Artemia salina. Estes podem ser usados na averiguagao da toxicidade
de compostos vegetais. O objetivo deste trabalho foi verificar a DLso do extrato aquoso
da Renealmia pycnostachys frente a A. salina. Para tal, dez larvas de A. salina foram
incubadas em placa de cultura em diferentes concentracdes do extrato, todas em
triplicata. A analise foi feita comparativamente ao controle positivo, com individuos de
A. salina expostos a CesH124026, € a0 controle negativo, com apenas solucao salina,
durante 24 horas. Apos o periodo foram contadas o niumero de larvas mortas e a DLso
calculada por regressdo linear. A DLso obtida para o extrato aquoso da R.
pycnostachys foi de 236,918 mgL, indicando moderada toxicidade do extrato. No
entanto, observou-se alta taxa de mortalidade no controle negativo, desencadeada
por fatores fisico-quimicos ou coleta de nauplios mais sensiveis, constatando que o
ensaio deve ser repetido para determinar a toxicidade do extrato e sua viabilidade de
uso.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas Medicinais, Toxicidade, Artemia salina, Renealmia,
Renealmia pycnostachys.

1 - INTRODUCAO
O Brasil possui uma das floras mais ricas do mundo, com mais de 40.000

espécies catalogadas, além de contar com ampla diversidade cultural, que reflete em
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diferentes formas de utilizac&o terapéutica desses recursos naturais (FORZZA et al.,
2010, TEIXEIRA et al., 2014). O uso de plantas medicinais como meio terapéutico é
uma pratica milenar que ainda permanece como tratamento alternativo ou até
complementar a medicina convencional (FIRMO et al., 2011; PESSOA et al., 2013).

Com os avancos na éarea cientifica e o desenvolvimento de métodos de
isolamento de substancias ativas, aumentou-se 0 interesse por pesquisas que
contribuam para elucidacdo das potencialidades dos recursos naturais (SIMOES e
SCHENKEL, 2002). Assim como, a realizacdo de ensaios de toxicidade que garantam
a seguranca do seu uso pela populacédo (ROSA et al., 2016).

O bioensaio com Artemia salina € amplamente utilizado para avaliacdo de
toxicidade aguda, devido sua simplicidade, rapidez e baixo custo (CAVALCANTE,
OLIVEIRA, VELANDIA e ECHEVARRIA, 2000). A A. salina € um microcrustaceo
marinho da ordem Anostraca, utilizada experimentalmente como um bioindicador
(CARVALHO et al., 2009). Assim é possivel medir a toxicidade de uma substancia
atraves da avaliacdo da dose letal 50 (DLso), ou seja, a dose necessaria para matar
50% da populacdo em teste (CARVALHO et al., 2009; BUENO e PIOVEZAN, 2015).
Ainda hd muito o que se descobrir tanto sobre toxicidade quanto ao potencial
terapéutico das plantas medicinais. Sendo necesséaria a realizacdo de pesquisas
devido a ampla utilizacdo de espécies vegetais como recurso terapéutico alternativo
pela populagéo (FIRMO et al., 2011; PESSOA et al., 2013).

Dentre as plantas com potencial valor medicinal e grande lacuna no que se
refere ao conhecimento cientifico estd a Renealmia, um género de Zingiberaceae, que
abrange um conjunto de espécies com inumeros usos, entre eles ornamental,
medicinal e alimenticio (NEGRELLE, 2015). A Renealmia pycnostachys é uma
espécie nativa e endémica na Mata Atlantica e em Minas Gerais (FORZZA et al.,
2010). Conhecida como pacova, pouco se sabe sobre a espécie, no entanto, ela é
utilizada popularmente como afrodisiaco e estimulante sexual masculino (OLIVEIRA,
2018).

A vista disso, objetiva-se determinar a DLso do extrato aquoso da Renealmia

pycnostachys através do bioensaio com Artemia salina Leach.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA
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De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta
medicinal é toda planta ou partes que a constituem, que apresentem substancias ou
classes de substancias responsaveis pela acao terapéutica (BRASIL, 2010). Séo
muito utilizadas por adultos e idosos como um adicional ao tratamento de patologias
cronicas, em geral, acreditando que ndo oferecam riscos ou reacdes adversas
(BRASIL, 2005).

No Brasil, seu consumo muitas vezes se da por indicacdes de usuarios e
comerciantes, ndo sendo, portanto, acompanhado pela verificacao cientifica de suas
propriedades farmacoldgicas (VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005). Assim, a toxicidade
de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos por muitas vezes € banalizada,
podendo ser considerado um problema de saude publica (VEIGA JUNIOR e PINTO,
2005). Segundo dados do SINITOX (Sistema Nacional de Informacbes Toxico-
Farmacoldgicas), em 2016, foram registrados 958 casos de intoxicacao por uso de
plantas, dentre os quais um desses evoluiu para 6bito (SINITOX, 2016).

O uso terapéutico das plantas, desperta o interesse nas pesquisas com a
finalidade de contribuir para elucidacdo da atividade biolégica e aspectos fitoquimicos
(LEWINSOHN e PRADO, 2002; VEIGA JUNIOR e PINTO, 2005). Estas pesquisas
envolvem quatro abordagens principais: 1) randémica, na qual € feita coleta de plantas
ao acaso para triagens fitoquimicas e farmacoldgicas, considerando apenas sua
disponibilidade; 2) etolégica, que baseia-se nos estudos de comportamento animal,
como primatas; 3) quimiotaxondmica ou filogenética, em que é feita a sele¢do de
espécies de uma familia ou género, para as quais se tenha algum conhecimento
fitoquimico de ao menos uma espécie do grupo; e 4) etnodirigida, em que a selecéo
de espécies ocorre de acordo com a indicacdo de uso terapéutico por determinado
grupo populacional (MACIEL, PINTO e VEIGA JUNIOR, 2002; TEIXEIRA et al., 2014).

Todo produto obtido a partir de plantas medicinais € denominado fitoterapico.
E caracterizado pelo emprego exclusivo de matérias-primas vegetais ativas, cuja
seguranca e efichcia sejam baseadas em evidéncias clinicas e validadas pela
constancia de sua qualidade. E classificado como simples, quando o ativo é oriundo
de apenas uma espécie vegetal, ou composto, quando o ativo provém de mais de uma
espécie vegetal (BRASIL, 2014a).

No Brasil, tem-se observado crescente uso de fitoterapicos (LUCAS et al.,

2016). Tal fato se deve aos avancgos cientificos que permitiram o desenvolvimento de
3
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fitoterapicos cada vez mais seguros e eficazes, e a crescente busca por terapias
menos agressivas que se destinam aos atendimentos primarios a saude (BRUNING,
MOSEGUI e VIANNA, 2012).

Os altos custos na industrializacdo dos medicamentos e suas patentes
tecnologicas € outro fator relevante na escolha por medicamentos fitoterapicos, visto
gue possuem custos bem menores (BRUNING, MOSEGUI e VIANNA, 2012). Estes
sdo produzidos com os mesmos requisitos de qualidade que os medicamentos
industrializados, além de apresentar potencial para melhorar as funcées fisioldgicas,
restaurar competéncias perdidas e proporcionar bem-estar (BARROS, 2007; VEIGA
JUNIOR, 2008).

Com base nesse contexto, surgiu a necessidade da implantacdo de politicas
publicas que regulamentam o uso de fitoterapicos (BRASIL, 2006a). Assim, em 2006,
através do Decreto da Presidéncia da Republica n® 5.813, de 22 de junho, foi criada a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, com o intuito de promover a
discusséo sobre a oportunidade, a importancia, as dificuldades, as facilidades e as
vantagens da implantacdo da Fitoterapia nos servicos de salude do SUS (BRASIL,
2006b). Sendo a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos um meio que
tem como objetivo garantir a populacdo o acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL, 2006b).

Dentre as espécies com potencial terapéutico, destaca-se a Renealmia, um
género pertencente a familia Zingiberaceae, que abrange 87 espécies, sendo 18 com
indicacdo de uso popular (THE PLANT LIST, 2019; NEGRELLE, 2015). E uma
herbacea rizomatoza de 1-3 metros de altura, podendo alcancar até 6 metros (MAAS,
1977). No Brasil, este é o Unico género nativo de Zingiberaceae, tendo registro de 21
especies distribuidas nas distintas regides do pais (COSTA, ESPINELLI e
FIGUEIREDO, 2011; NEGRELLE, 2015). No entanto, algumas espécies desta familia
sdo tidas como raras ou ameacadas de extincdo, dentre as quais a Renealmia
brasiliensis tem sua vulnerabilidade comprovada (MARTINELLI, MORAES,
ANDERSON e HIEATT, 2013; BRASIL, 2014b).

A Renealmia pycnostachys K. Schum. é uma espécie endémica no Brasil, com
dominio fitogeografico na Mata Atlantica e no Sudeste de Minas Gerais, onde é

conhecida como pacova (FORZZA et al.,, 2010; OLIVEIRA, 2018). Na medicina
4
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tradicional, os frutos desta planta séo utilizados como afrodisiaco e estimulante sexual
masculino (OLIVEIRA, 2018). Sendo comprovado pelo estudo de Oliveira (2018), que
as folhas de R. pycnostachys apresentam acao afrodisiaca, apesar de mostrar
reducdo da producdo espermatica, mas sem causar danos severos a estrutura
testicular. No entanto, ndo h& estudos que comprovam sua composi¢cao quimica e
demais efeitos terapéuticos (NEGRELLE, 2015).

As espécies de Renealmia sdo amplamente utilizadas na medicina popular, de
diversas formas de preparo e empregadas diferentes partes da planta. Estas
indicacdes englobam efeito analgésico, antiemético, antifungico, anti-hemorragico,
anti-inflamatério, antimalarial, antiofidico, antipirético, anti-infertilidade, calmante,
cardiotdnico, cicatrizante, oftalmico e vermifugo (NEGRELLE, 2015). Porém, existem
registros de pesquisas farmacoldgicas para apenas quatro espécies: Renealmia
exaltata, R. alpinia, R. nicolaioides e R. thyrsoidea, que evidenciaram amplo espectro
de bioatividade, dentre os quais efeito antiparasitario, analgésico, anticancerigeno,
antichagasico, antifangico, antileishmaniose, antimalarico, antiofidico e antioxidante
(NEGRELLE, 2015).

Sendo assim, nota-se grande lacuna no que se refere a elucidacdo das
propriedades farmacoldgicas das espécies de Renealmia (COSTA, ESPINELLI e
FIGUEIREDO, 2011). O que demonstra grande impedimento na utilizacdo destas
espécies como recurso terapéutico e econdmico (NEGRELLE, 2015).

Mediante a possivel toxicidade de produtos naturais, Sdo necessarios ensaios
para avaliar a seguranca no tratamento com fitoterapicos. Na busca por testes rapidos
e simples, chegou-se aos testes com Artemia salina Leach. para monitoramento da
resposta biol6gica, onde se avalia apenas um parametro: vida ou morte
(RODRIGUEZ, et al., 2009).

A A. salina é um microcrustadceo cosmopolita marinho, da ordem Anostraca,
que se reproduz facilmente e € de manipulagédo simples, o que torna favoravel seu
uso em ensaio preliminar de toxicidade (ROSA et al., 2016). E tido como um
bioindicador por seu reduzido e especifico grau de tolerancia frente a um fator
ambiental, apresentando uma reposta evidente a minimas alteracées (BAROSA et al.,
2003). Tem capacidade de formar cistos adormecidos, disponiveis em lojas de
animais como alimento para peixes tropicais, oferecendo, assim, material biolégico

gue pode ser conservado por longos periodos sem perder sua viabilidade e tornando
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desnecessario manter culturas de organismos-teste (MEYER et al., 1982; BAROSA et
al.,2003).

Os ensaios de letalidade usando A. salina permitem avaliar a toxicidade de
produtos de origem natural, que apresentem algum potencial biologico ativo, a fim de
evitar possiveis danos a saude humana (AMARAL e SILVA, 2008; CAVALCANTE,
OLIVEIRA, VELANDIA e ECHEVARRIA, 2001). Estes ensaios sao validos, devido a
semelhanca dos limites dos efeitos toxicos produzidos em A. salina com aqueles
produzidos no homem (AMARAL e SILVA, 2008).

Assim, 0s ensaios de toxicidade com A. salina sdo amplamente empregados
devido sua simplicidade, rapidez, sensibilidade e baixo custo (CAVALCANTE,
OLIVEIRA, VELANDIA e ECHEVARRIA, 2001). Baseiam-se na estimativa da dose
média letal (DLso) de uma substancia sobre 0 microcrustaceo, que € considerada
toxica quando verificado valores abaixo de 1000 mgL? ou ppm, e morte de 50% da
populacdo em teste (BUENO e PIOVEZAN, 2015; BEDNARCZUK, VERDAM,
MIGUEL e MIGUEL, 2010).

3 - METODOLOGIA
3.1. Material vegetal

As amostras das folhas de R. pycnostachys K. Schum. (Pacova) foram
coletadas na Reserva Particular do Patrimoénio Natural (RPPN) Vale das Arapongas
(42°02'51” W; 20°29'01” S), com altitudes que variam de 1.236 — 1.479 metros, no
municipio de Alto Jequitiba no Estado de Minas Gerais, situada no entorno do Parque
Nacional do Caparad conhecida localmente como “Grumarim”. O exemplar utilizado
para validar a espécie, encontra-se depositado no Jardim Botanico do Rio de Janeiro
e 0 novo exemplar da espécie redescoberta foi depositado no Herbario da
Universidade do Estado de Minas Gerais (HUEMG).

3.2. Obtencéao do extrato vegetal

As folhas do vegetal foram selecionadas, limpas e secas em estufa a 37°C e
trituradas em moinho de facas (Marconi® - Modelo 340). O extrato foi preparado em
agua destilada a 10% (m/v) e submetido a extracdo por infusdo. Posteriormente foi

filtrado e submetido as analises.
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3.3. Ensaio de toxicidade — Artemia salina Leach

Foi utilizada a metodologia de Meyer et al. (1982) adaptada por Ruiz et al.
(2007). Foi preparada a solucdo salina a 3,5%, (com sal marinho), sendo o pH
ajustado entre 8,0 — 9,0 adicionando-se gotas de uma solu¢édo 0,1 M NaOH (Merck®).
A solucéo obtida foi utilizada para ecloséo dos ovos de A. salina L. e no preparo das
diluicdes. A solucao salina foi colocada em aquario e os ovos foram eclodidos nesta
solucgéo, por 48 horas, com aeracao constante e temperatura controlada a 25°C.

ApGs o periodo de 48 horas, 10 larvas do crustaceo foram transferidas para
placas de cultura contendo a solucdo salina e os extratos a serem testados, nas
seguintes concentracdes 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250; 500 mgL. A contagem dos
animais mortos e vivos foi realizada apds 24 horas. Por se tratar de um crustaceo ativo
em agua salina, a falta de movimento e sedimentacéo séo os indicadores de morte do
mesmo.

O teste foi acompanhado de controle negativo, somente com agua salina, e
positivo com uma solugdo de CessH124026 (Tween 80 - polissorbato). O teste foi
realizado em triplicata de amostras e os resultados calculados a partir da média final
de cada amostra obtida. A DLso foi estimada a partir da regresséao linear simples, por
meio da correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo do

extrato.

4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados do ensaio de toxicidade frente a A. salina podem ser observados
na Tabela 1. As larvas de A. salina foram consideradas sensiveis, visto que no controle
positivo a taxa de mortalidade foi de 100%. Entretanto, no controle negativo, em que
as larvas foram expostas somente a solucdo salina, houve uma taxa de morte de
23,33%, o que compromete a confiabilidade dos resultados apresentados.

Percebe-se que ndo houve linearidade dos dados, ou seja, o efeito toxico do
extrato ndo causou mortalidade dose-dependente. Na concentragéo de 31,25 mgL?!
houve uma queda no numero de mortes, com posterior aumento. Este dado é

evidenciado pelo alto valor do desvio padréo.
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Tabela 1. Relacdo de organismos vivos e mortos no final do ensaio.

Concentragéo do N° de Média (%) de Desvio
extrato mg/L organismos organismos mortos padréo (1)
expostos em 24 horas
500 30 13,33 1,52753
250 30 40,00 0
125 30 66,66 1,1547
62,5 30 83,33 1,52753
31,25 30 76,66 2,51661
15,62 30 86,66 0,57735
Controle (+) 30 100,00 0
Controle (-) 30 23,33 0,57735

Quanto a mortalidade observada no controle negativo, resultado semelhante foi
observado por de Silva et al. (2013), no estudo em que 0s autores avaliaram a
toxicidade dos extratos etandlicos das folhas, casca e lenho do Arariba (Centrolobium
tomentosum) em A. salina. Na curva de sobrevivéncia das A. salina expostas somente
a solucéo salina o percentual de morte foi de 80%, enquanto que das folhas essa taxa
foi de 70%. No entanto, os autores nao discutem sobre quais fatores podem ter levado
a alta taxa de mortalidade no controle negativo.

De acordo com Bueno e Piovezan (2015) o éxito no teste de toxicidade com A.
salina depende varios fatores como luz, temperatura, pH, alimentacdo dos nauplios,
tempo de eclosdo dos ovos, agua utilizada no teste, contaminacédo das vidrarias e
substancia. Assim em seu estudo os autores relatam que a DLso da cafeina, do
dicromato de potassio e do extrato aquoso de acafrdo-da-terra encontraram-se
distantes do esperado, podendo o resultado ter sido influenciado por alguns dos
fatores citados. Além disso, Sorgeloos, Remiche-Van Der Wielen e Persoone (1978)
relatam que as diferentes condi¢des geograficas na aplicacao do teste de toxicidade
podem influenciar no teste. Os autores relatam que a ecloséo dos ovos é diferenciada
e influenciada pela temperatura e salinidade, pois geram nauplios em diferentes fases
de desenvolvimento, no qual aqueles em estado mais avancado sdo mais susceptiveis
a morte que os recém eclodidos. Dessa forma, no presente estudo, a mortalidade
encontrada no controle negativo, pode ter ocorrido devido a coleta dos nauplios mais
sensiveis, além das condig¢des fisico-quimicas da solucéo salina como pH e salinidade

e da temperatura.
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Utilizando o método de regressao linear foi possivel estimar a toxicidade do
extrato aquoso da R. pycnostachys, que revelou uma DLso de 236,918 mgL™. Este
valor indica moderada toxicidade do extrato. Segundo Nguta et al. (2011), extratos
brutos com valores de CLso inferiores a 100 ugmL™* sédo considerados altamente
toxicos, valores entre 100 pgmL?* e 500 pgmL* moderadamente téxicos, valores de
entre 500 pgmL* e 1000 pgmL! levemente téxicos, e aqueles com valores de CLso
acima de 1000 pgmL*? sdo considerados atéxicos (FERRAZ FILHA, LOMBARDI,
GUZZO e SAUDE-GUIMARAES, 2012). O valor de R2 foi de 0,9633, apontando

confiabilidade da curva (Figura 1).
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Figura 1. Curva de morte de Artemia salina L. em relacdo as concentracdes do extrato aquoso de
Renealmia pycnostachys.
Fonte: Elaborada pelos autores

Ferreira et. al. (2017) avaliou a atividade citotoxica do extrato etanolico dos
frutos de Buchenavia sp. frente a A. salina. Foi verificado morte de 10,88% no controle
negativo, além de acdo téxica do extrato na concentracdo 1000 pugmL?, onde causou
amorte de 49,63% das larvas. A CLso determinada foi de 37,29 ugmL?, caracterizando
0 extrato como altamente toxico.

Parra, Yhebra, Sardifias e Buela (2001) consideraram o teste da A. salina util
para prever a toxicidade aguda em extratos vegetais, ao relacionar os dados
toxicologicos de testes in vivo (camundongos Swiss) e in vitro (Artemia salina). Os
autores encontraram boa correlagéo entre os testes de 20 extratos de plantas cubanas

e os valores de DLso relatados em camundongos, sugerindo que o bioensaio com A.
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salina € um método alternativo util ao uso de animais de laboratério em testes
toxicoldgicos.

Na avaliacdo da toxicidade da canela verdadeira (Cinnamomum zeylanicum
Blume), Gomes et. al. (2019) encontrou moderada toxicidade para o 6leo essencial,
com uma ClLso de 162,1 mgL™* + 2,80.

No estudo feito por Ferrdo et. al. (2012) o extrato aquoso das folhas de Macaé
(Leonurus sibiricus L.) revelou uma DLso de 1.318mgL™. Este valor indica nédo
toxicidade do extrato segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que considera
toxica substancias que apresentam valor de DLso inferior a 10° mgL?. No entanto,
segundo os autores, mesmo 0s extratos testados indicando baixa toxicidade frente a
A. salina ndo se pode afirmar que ha auséncia de substancia toxicas.

A avaliacdo da atividade citotéxica da infusdo das folhas de seriguela (Spondias
purpurea L.) feita por Santos, Santos e Marisco (2017) revelou uma toxicidade frente
aos nauplios de A. salina a partir da dose 10 pgmL-L. Este valor indica alta toxicidade
do extrato e promissor potencial de atividade antitumoral associado a presenca de
terpenos e flavonoides.

Diante do exposto, percebe-se a eficacia, bem como a sensibilidade do teste
com A. salina a diferentes fatores que podem interferir na determinacéo da DLso. O
consumo popular disseminado de plantas medicinais e fitoterapicos, associado ao
potencial toxico que podem apresentar, evidencia a importancia de os estudos de
toxicidade serem bem conduzidos e controlados para garantir a seguranga na
utilizacéo destes farmacos.

4 - CONSIDERACOES FINAIS

Diante do estudo realizado observa-se que o extrato aquoso da Renealmia
pycnostachys se mostrou ativo frente ao microcrustaceo A. salina Leach, uma vez que
apresentou DLso inferior a 1000 mgL™. Entretanto, a alta taxa de mortalidade
observada no controle negativo compromete a confiabilidade dos dados
apresentados, constatando que o teste deve ser repetido, uma vez que estes Sao
dados preliminares. Tais resultados evidenciam a importancia de se enfatizar e buscar

informagdes acerca dos fatores que podem alterar os resultados dos testes de
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toxicidade aguda utilizando Artemia salina, visto que este € um ensaio considerado

valido e seguro para verificacdo da atividade biolégica de extratos vegetais.
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