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RESUMO

Obijetivo: Testar a toxicidade do extrato bruto seco da planta medicinal Alpinia speciosa K. Shum.
(colbnia) frente a testes com microcrustaceos de Artemia salina Leach, bem como analisar sua
fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE). Métodos: A partir da maceragao em alcool absoluto, filtragao
e evaporacgao das folhas de Alpinia speciosa, obteve-se o seu extrato bruto seco. Os testes
toxicoldgicos foram realizados a partir da determinagado da fragilidade osmotica eritrocitaria e
toxicidade frente a Artemia salina L. do extrato. Os resultados obtidos foram calculados por técnicas
estatisticas descritivas. Resultados: Diante dos resultados obtidos nos ensaios de toxicidade
através dos microcrustaceos de Artemia salina L. e da FOE do extrato bruto seco de colonia, a
espécie demonstrou caracteristicas téxicas. Conclusido: Concluiu-se que o extrato bruto seco das
folhas da A. speciosa possui atividade toxicolégica consideravel. Portanto, a constatagdo do perfil
toxico da espécie vegetal em questdo deve ser levado em consideracdo, tendo em vista a grande
aceitacao do uso empirico dessa planta pela populacéao.

Palavras-Chave: Alpinia speciosa, Plantas Medicinais, Toxicidade.
ABSTRACT

Objective: To test the toxicity of the dry crude extract of the medicinal plant Alpinia speciosa K. Shum.
(colénia) against tests with Artemia salina Leach microcrustaceans, as well as analyzing their
erythrocyte osmotic fragility (EFO). Methods: From maceration in absolute alcohol, filtration and
evaporation of Alpinia speciosa leaves, its dry crude extract was obtained. Toxicological tests were
carried out by determining erythrocyte osmotic fragility and toxicity to Artemia salina L. in the extract.
The results obtained were calculated using descriptive statistical techniques. Results: Given the
results obtained in toxicity tests using Artemia salina L. microcrustaceans and the FOE of the dry
crude colony extract, the species demonstrated toxic characteristics. Conclusion: It was concluded
that the dry crude extract of A. speciosa leaves has considerable toxicological activity. Therefore, the
verification of the toxic profile of the plant species in question must be taken into consideration, given
the great acceptance of the empirical use of this plant by the population.
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INTRODUGAO

Indicios da utilizacdo de plantas medicinais foram encontrados nas civilizagbes mais
antigas, sendo considerada uma das praticas milenares empregadas pelo homem para
cura, prevengdo e tratamento de enfermidades, servindo como importante fonte de
compostos biologicamente ativos (FIRMO WC, et al., 2011). Devido a isso, pesquisas
cientificas a respeito do tema se intensificaram, e diversas plantas ja tiveram sua eficacia e
seguranca comprovadas, o que possibilita sua utilizagcdo como recurso terapéutico benéfico
a humanidade (REBOUCAS FS, 2009).

O Brasil, caracterizado por sua grande diversidade de espécies vegetais, conta com
inUmeras plantas medicinais que se aplicam como matérias-primas para a fabricacéo de
fitoterapicos e outros produtos com fins medicamentosos (FIGUEIREDO CA, et al., 2014).
Isso, associado ao crescimento da fitoterapia no pais, correlaciona-se aos avancgos
ocorridos na area cientifica, que permitiram a busca por terapias menos industrializadas e
mais naturais, destinadas ao atendimento primério a saude; bem como ao desenvolvimento
de fitoterapicos reconhecidos pela sua seguranca e eficacia (BRUNING MC, et al., 2012).

Porém, ainda hd uma premente necessidade de pesquisas etnofarmacolégicas para
obtencdo de referéncias fitoquimicas e toxicolégicas de muitas plantas utilizadas
empiricamente (GUTIERREZ IE, et al., 2010). Ao mesmo tempo, seja devido & transmiss&o
de conhecimento por geracdes ou ao baixo nivel financeiro da populacao frente ao alto
custo dos medicamentos, as plantas medicinais sdo largamente utilizadas como recurso
terapéutico, muitas vezes Unico, de grande parte da populacao brasileira, assim como de
mais de 2/3 da populacéo do planeta (ARGENTA SC, et al., 2011).

No ano de 2003, o Relatério do Seminario Nacional de Plantas Medicinais,
Fitoterapicos e Assisténcia Farmacéutica, definiu que, no Brasil, o uso de plantas
medicinais e medicamentos fitoterapicos deve ser integrado ao Sistema Unico de Saude -
SUS (BRASIL, 2023). Tal arcabouco legal demonstra que o incentivo as pesquisas e
estudos sobre o tema sdo acfes importantes de estimulo das politicas publicas, a fim de
gue sensibilizar profissionais da saude na prescricdo de medicamentos e produtos
fitoterapicos disponiveis; capazes de transformar, assim, a fitoterapia ndo apenas em uma
terapia alternativa e complementar, mas, quando cabivel, em um tratamento de primeira
escolha para usuarios do SUS (OSHIRO MC, et al., 2016).

Dada sua importancia, o estudo cientifico das plantas medicinais tém buscado
substancias menos toxicas e mais eficazes (OSTROSKY EA, et al., 2008). Nesse contexto,
destacam-se as plantas que compdem a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS) elaborada pelo Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos do Ministério da Saude, que tem como finalidade orientar a o desenvolvimento
de pesquisas com espécies vegetais, e incentivar seu uso na assisténcia farmacéutica
bésica (BRASIL, 2009).

Dentre os componentes da RENISUS, encontra-se a espécie Alpinia speciosa K.
Shum., que possui como sinonimias cientificas: Costus zerumbet Pers., Languas speciosa
Small e Zerumbet speciosum J. C. Wendel. No século XIX, quando trazida ao Jardim
Botanico do Rio de Janeiro, a mesma recebeu os nomes populares de “flor-daredencao” e
“‘bastdo-do-imperador”. Atualmente, no pais, € conhecida vulgarmente como “colénia”,

‘pacoseroca”, “cuité-acu”, “pacova”’ e “gengibre-concha”. Muito cultivada pela beleza de
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suas flores, a Alpinia speciosa é também muito famosa pela sua presenca na ornamentacao
doméstica (CORREIA AJ, et al., 2010).

Nativa de regides tropicais, especialmente tratando-se do sul e sudeste asiatico, ela
€ integrante da familia Zingiberaceae, que agrega cerca de 53 géneros e mais de 1.200
espécies, as quais, em sua maioria, ttm valor econémico a partir da producao de perfumes,
temperos, corantes, alimentos (féculas dos rizomas), fibras e papel (ALBUQUERQUE ES
e NEVES LJ, 2004). Quanto as suas especificacdes botanicas, caracteriza-se como uma
planta herbacea, perene e rizomatosa, capaz de atingir de 2 a 3 metros de altura. Conta
com um curto pseudocaule aéreo que surge pela sobreposicédo das bainhas. Por sua vez,
as folhas séo esverdeada, coriaceas, lanceoladas, espessas, curto-pecioladas, com bainha
aberta e lingula desenvolvida (CORREIA AJ, et al., 2010).

Culturalmente, a colonia apresenta uma forte representatividade para as religides de
matriz africana, aparecendo em rituais afro-brasileiros com sua simbologia relacionada ao
mundo das aguas. Bela e com propriedades aroméaticas-perfumantes, as indicacées de cura
tradicionais desta planta estdo intensamente ligadas a terapéutica de problemas
circulatérios, dores, inflamacdes, dificuldades para dormir e gripe. Para o tratamento, suas
folhas, raizes ou flores séo utilizadas sob a forma de banhos arométicos, chas, maceracdes
e aromaterapia com 0leo essencial; associada ou ndo a outras plantas (ALMEIDA MZ,
2011).

Para mais, muitos dos membros do género Alpinia estdo inseridos na medicina
ayurvédica e chinesa (BARCELOS FF, et al., 2010). Tém-se que as suas propriedades
medicinais estédo relacionadas com as folhas, flores e rizomas: 6rgdos sdo considerados
depurativos, anti-histéricos, estomaquicos e vermifugos. Tradicionalmente, € aplicada
como diurética, sedativa e no tratamento de hipertensdo arterial e Ulceras, através do
consumo do ché ou infuso de suas folhas (ARAUJO PF, et al., 2005; ALBUQUERQUE ES
e NEVES LJ, 2004).

No que se refere as suas aplicagdes para o tratamento da hipertensao arterial e seus
agravos, investiga-se que seu mecanismo de acao anti-hipertensivo esteja relacionado com
propriedades vaso-relaxantes do endotélio dependentes pela estimulagdo da NOS (6xido
nitrico sintetase) via GMPc (monofosfato de guanilil ciclico), que promovem a diminui¢ao
da pressédo arterial (P.A) (LAHLOU S, et al.,, 2003). Também apresenta atividade
antioxidante (ELZAAWELY AA, et al., 2007), anti-hiperlipidémica, reduzindo os niveis de
colesterol do tipo LDL e aumentando os niveis de HDL (LIN LY, et al.,, 2008) e
antiplaquetéria, devido ao bloqueio da formacéo de tromboxano Az via COX (TENG CM, et
al., 1990).

O oOleo essencial (OE) das folhas de colbnia exibe também efeito ansiolitico,
antimicrobiano, miorrelaxante, antinociceptivo e antioxidante. Tais atividades
farmacoldgicas sdo atribuidas a presenca de flavonoides, podendo ser citados a rutina, 3-
O-glicosil-campferol, e 0 monoterpeno terpinen-4-ol, presentes no seu OE. Porém, a
composicdo quimica desse 6leo pode variar com a época do ano que foi extraido, e origem
geografica da planta. A exemplo disso, viu-se que no outono as folhas sdo mais ricas em
terpinen-7-al (40,5%), porém no inverno o OE € acrescido principalmente por terpinen-4-ol
(29,4%) e 1,8-cineol (23,1%) (CANUTO KM, et al., 2015).

Contudo, publicacdes para area citotoxica de A. speciosa nao se fazem presentes
em bancos de dados de pesquisa para periddicos, demonstrando que a espécie ainda
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possui aspectos toxicos importantes a serem descobertos. Visto isso, 0 estudo visa
empreender uma andlise preliminar, delineando o perfil toxicoldgico do extrato bruto seco
(EBS) obtido das folhas de Alpinia speciosa, aspirando ndo so a inser¢cao de novos dados
na tessitura da literatura cientifica, mas, sobretudo, trazendo novos informativos para
comunidade, dada a preeminéncia do uso popular vinculado a espécie.

METODOS

O presente estudo caracteriza-se por um delineamento transversal de cunho
laboratorial experimental, conduzido nos laboratérios do Centro Universitario Tabosa de
Almeida (Asces-Unita). Com finalidade de realizar a identificagdo apropriada da espécie
vegetal em consideracao, foi produzida uma exsicata; entretanto, em razdo das restricbes
impostas pelo vigente cenario pandémico, inviabilizou-se a efetivagdo do processo
identificatorio em colaboragdo com o Instituto de Agronomia. Este projeto de pesquisa foi
realizado de fevereiro a junho de 2022 e a analise dos resultados obtidos foi realizada de
maio a junho do mesmo ano.

Producao do extrato bruto da Alpinia speciosa K. Shum.

Para producao do extrato bruto da espécie, foi utilizada a técnica de maceragao, na
qual, as folhas de Alpinia speciosa foram colhidas na horta escola do Centro Universitario
Tabosa de Almeida pela manha as 8h do dia 10 de margo de 2022, selecionando amostras
com aspectos saudaveis, ou seja, sem apresentar nenhuma alteracdo fisica nas folhas ou
qualquer deterioracao e/ou ataque de insetos ou fungo. Em seguida, foram pesadas frescas
em balanga industrial e lavadas sob agua corrente.

Posteriormente ocorreu a separagao e selegcdo manual das folhas mais adequadas.
As partes vegetais foram secas com papel toalha e trituradas em moinho industrial e
maceradas com solugéo etandlica a 95% na proporgao de 200g de material vegetal para
1L de solugao extrativa. Os baldes de fundo chato para maceracao foram reservados a
sombra, sob temperatura ambiente de 22°C, envoltos com papel aluminio e tamponados
com algodao hidrofébico por 7 dias.

Apos esse procedimento, as solugdes passaram por um processo de extrusdo e
filtragcdo com papel filtro, resultando no extrato bruto fluido (EBF). O EBF teve sua solugao
etandlica concentrada em banho maria sob a temperatura de 60°C. Apds a evaporacao de
grande parte da solugdo (aproximadamente 90%), o extrato teve sua secagem
complementada em estufa de ar circulante com temperatura de 50°C até apresentar
caracteristicas de uma pasta espessa concentrada, no qual foram armazenados sob
refrigeracao, ao abrigo de luz, em vidrarias de cor ambar, o entédo extrato bruto seco (EBS)
das folhas de Alpinia speciosa.

Concentracgao Letal média (CLso) da Alpinia speciosa K. Shum.

A determinacao da Concentracéo Letal Média (CLso) seguiu a metodologia descrita
e validada por Meyer BN et al. (1982), onde ovos de Artemia salina Leach foram incubados
em uma solucéo com sal marinho na concentracéo de 30 g/L. O pH foi ajustado entre 8,0 e
9,0, por meio de solugéo 0,1 mol L -1 de NaOH. Os ovos foram submetidos a iluminacao
artificial (lampada de 40W) e temperatura constante de 28°C por um periodo de 48 horas.
Em seguida a este procedimento, obteve-se o0 estdgio de meta-nduplio dos
microcrustaceos, modelo padréo para testes toxicolégicos devido a sua maior sensibilidade.
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Foram pesados em um cadinho 50 mg de Extrato Bruto Seco de Alpinia speciosa K.
Shum. em uma balanga analitica e posteriormente adicionado 1mL de Tween 80%, para
auxiliar na solubilizagado de cada extrato. A solugéo foi adicionada de agua salina com pH
8, completada para 5 mL e homogeneizada. Posteriormente foram retirados aliquotas de
500, 375, 250, 125, 50 e 25uL com o auxilio de pipetas automaticas e transferidas para
tubos de ensaio que ja continham 5mL de agua salina e 12 metanauplios, obtendo-se
concentragdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50mg/mL para cada amostra.

O teste foi realizado em triplicata e as amostras foram novamente submetidas a
iluminagao artificial durante 24 horas. Apos esse periodo, foi realizada a contagem do
numero de microcrustaceos vivos e mortos, realizada uma porcentagem com os valores
obtidos e os dados foram tabulados e analisados no programa computacional Microcal
Origin 8.0, determinando o valor da atividade toxicoldgica e um grafico do teste. Os dados
foram transformados por logit e o valor final foi derivado de regressao linear, onde o
programa nos forneceu os valores de inclinagao representado por “b” e intersegdo emy (a)
e entdo a CL50 foi calculada a partir da seguinte equacéo: Y =A+ B * X.

Fragilidade Osmética Eritrocitaria da Alpinia speciosa K. Shum.

A determinacdo da fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE) objetiva mensurar a
resisténcia dos globulos vermelhos a hemolise, frente a extratos de espécies vegetais,
utilizando-se da metodologia validada por Dacie JV e Lewis SM (1975), Foram utilizados
50mg do EBS de Alpinia speciosa K. Shum. diluido com soro fisiolégico e Tween 80% para
auxiliar na solubilizacédo, o EBS da folha foi homogeneizado e teve seu volume completado
para 5 mL.

Dessa solugcao-matriz foram retiradas aliquotas de 500, 375, 250, 125, 50 e 25uL
com o auxilio de pipetas automaticas e colocadas em tubos de ensaio que ja continham
5mL de soro fisiolégico. Apds esse procedimento e homogeneizagao foram obtidas
concentracdes de 1000, 750, 500, 250, 100 e 50uL/mL, onde, para cada amostra foram
adicionados 25uL de sangue de carneiro, realizando a analise em duplicata.

As amostras foram submetidas a centrifugacéo de 3300 rpm (marca Bioplus, modelo
BIO-2000 IL) durante 15 minutos em temperatura ambiente. Apds o0 processo, a
absorbancia do sobrenadante de cada amostra localizada no tubo de ensaio foi mensurada
em espectrofotdbmetro a 545 nandmetros. A determinagcado da FOE do EBS se baseou no
valor da absorbancia média da hemoglobina do sobrenadante (obtida no
espectrofotobmetro) multiplicada pelo percentual total (100%) e dividido pelo valor da
absorbancia média da hemolise completa dos eritrocitos (1,32), conforme descrito na
metodologia citada.

Ab X 100%

, o —
Férmula: % D

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram calculados por técnicas estatisticas descritivas através
de distribuicbes absolutas e percentuais. O software utilizado foi o Microcal Origin 8.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de extragao do extrato bruto seco das folhas de Alpinia speciosa K.
Shum., obtido por meio de maceragao em alcool absoluto, resultou em um rendimento de
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3,25%. Essa porcentagem foi calculada pela relagéo entre o peso do extrato bruto seco em
gramas (43g) e o peso da droga vegetal fresca, também em gramas (8539).

Existem, na literatura, diferentes padrées para classificacdo da toxicidade de um
extrato pelo teste de Artemia salina. Para Nguta JM, et al. (2012), os ensaios com A. Salina
sao classificados seguindo os seguintes parametros: CLso menor que 100 ug/mL sao para
extratos de alta toxicidade; entre 100 e 500 ug/mL para moderado potencial téxico; e 500 a
1000 ug/mL para fraca atividade toxicoldgica, sendo os extratos que superarem a CLso de
1000 pg/mL considerados atoxicos (FREITAS VM et al., 2019).

Para Bussmann RW, et al. (2011), tanto para extratos etandlicos quanto aquosos,
os valores de CLso menores que 249 ug/mL apresentam toxicidade elevada, CLso entre 250
e 499 ug/mL s&o os de toxicidade moderada, CLso entre 500 e 1000 pg/mL representam
toxicidade leve, e CLso acima de 1000 pg/mL sdo os considerados atdxicos.

O grafico representado pela Figura 1 demonstra os resultados da concentracéo de
larvas de Artemia salina mortas em diferentes concentragdes da solugéo do EBS obtido das
folnas de A. speciosa com agua do mar. A natatdria das Artemias apresentou uma
diminuicdo notavel a partir da concentragédo de 50 pg/mL, podendo, assim, considerar que
a menor concentracdo do extrato das folhas de colbnia sdo suficientes para causar
alteracbes motoras nos espécimes de crustaceos, sendo esta primeira concentragao
responsavel pela morte de 75% das larvas.

Figura 1: Grafico de percentual de Artemias mortas frente ao extrato das folhas de A.
speciosa K. Shum.
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Fonte: GUINHO GA, et al., 2023.

Em concordéncia com o esperado, a quantidade de larvas vivas tende a se aproximar
de zero a medida que a concentracdo do extrato aumenta. Notavelmente, em
concentracdes superiores a 400 pg/mL, ndo foi registrada nenhuma porcentagem de
sobrevivéncia das larvas de Artemia salina, indicando, assim, um efeito significativo do
extrato bruto seco.

Ainda através da linha de tendéncia obtida no grafico em questao (Figura 1), pode-
se construir pelos parametros a e b, o valor numérico exato da CLso do nosso extrato, sendo
este de 12,214 ug/mL, o qual, pelas referéncias de Nguta JM, et al. (2012) e Bussmann
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RW, et al. (2011), classificam o extrato obtido como produto de alto potencial téxico frente
as larvas de Artemia salina testadas.

Para melhor compreensao dos resultados obtidos, buscou-se na literatura testes
toxicologicos de metodologia semelhante com a aplicada no presente trabalho. Amparando-
se na pesquisa de Santos CP, et al. (2010), que encontrou toxicidade nao somente nas
folhas, como no rizoma da espécie vegetal coldonia, também pelo bioensaio com A. salina,
explicitando uma CLso de 740 ppm; caracteriza-se, pelos testes realizados no presente
trabalho, um valor préximo e condizente ao encontrado.

Em outra abordagem toxicolégica foi testado o mesmo extrato pelo bioensaio de
fragilidade osmdtica eritrocitaria (FOE) validado por Dacie JV e Lewis SM (1975), que segue
como recurso para avaliagao toxicologica de espécies vegetais e avalia a concentragéo do
extrato obrigatdria para processo de ruptura celular da hemacia. O percentual de hemodlise
de acordo com as diferentes concentragdes testadas esta representado na Tabela 1.

Tabela 1: Percentual de hemdlise em diferentes concentragdes de extrato de folhas de A.
speciosa K. Shum.

Concentracao Abl Ab2 AbM PH (%)

1000pg/mL 1,138 1,555 1,146 86,85
750pg/mL 0,843 0,838 0,840 63,63
500pg/mL 0,556 0,604 0,580 43,90
250pg/mL 0,303 0,365 0,333 25,26
100pg/mL 0,101 0,126 0,113 08,60
50pg/mL 0,061 0,070 0,065 04,96

Legenda: Ab1: Absorbancia 1; Ab2: Absorbancia 2; AbM: Absorbéncia Média; PH%:
Percentual de Hemolise.

Fonte: GUINHO GA, et al., 2023.

Segundo Aldrich K e Saunders DK (2006), a FOE tem a capacidade de expressar a
habilidade das membranas em manterem sua integridade estrutural quando expostas a um
estresse osmotico. Para a nossa pesquisa, a média aritmética das absorbancias contidas
na técnica foi calculada, desta forma, pode-se observar no grafico, representado pela Figura
2, que o maior percentual de hemolise foi identificado nas concentragdes de 1000ug/mL e
750 pg/mL. Ambos apresentaram um percentual de 86,85% e 63,63% respectivamente,
sendo um alto percentual de lise das hemacias, principalmente tomando como comparacgao
0 padrao de Dacie JV e Lewis SM (1975), que considera percentuais proximos a 40% com
um alto poder de hemdlise diante dos parametros e condi¢des testadas. Para o padrao de
Nofiani R, et al. (2011), a acdo hemolitica deve ser considerada elevada quando os
percentuais alcangam valores superiores a 40%, e baixos quando sao inferiores a 10%.

Figura 2: Grafico com a curva de concentragao — resposta da toxicidade aguda do EBS de
folhas de Alpinia speciosa K. Shum.
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Nos estudos toxicolégicos referentes a amostra ndo foram encontrados na literatura
trabalhos que tratassem a respeito da fragilidade osmotica da planta. No entanto, a
correlacdo desse resultado toxicolégico com o ensaio biologico utilizando Artemia salina L.
reforca nossos resultados, evidenciando uma caracteristica de elevado potencial toxico
para o extrato bruto seco proveniente da espécie Alpinia speciosa K. Shum.

O resultado positivo em uma investigacdo toxicolégica envolvendo uma planta
medicinal popularmente utilizada, como é o caso da coldnia, levanta preocupacdes sobre a
seguranca do uso desse vegetal. A popularidade da espécie na medicina tradicional coloca
em destaque a importancia de compreender, de forma mais abrangente, seus efeitos no
organismo humano. Além disso, enfatiza a necessidade de outras pesquisas e revisdes
para consideracdes sobre o potencial impacto do uso dessa espécie para saude humana.

CONSIDERAGOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos nos ensaios de toxicidade envolvendo
microcrustaceos da espécie Artemia salina L. e na avaliacdo da fragilidade osmdtica
eritrocitaria do extrato bruto seco proveniente da espécie vegetal Alpinia speciosa, a planta
demonstrou caracteristicas téxicas frente ao teste com Artemia, evidenciadas pela
obtencdo de uma CLso de 12,214 pg/mL na concentracdo mais elevada utilizada. A
confirmacédo dessa toxicidade foi evidenciada pelo alto percentual de hemolise apresentado
pelo EBS diante dos parametros e condi¢cfes testadas, atingindo aproximadamente 86,85%
na concentracdo maxima do extrato. Com isso, os resultados sugerem a realizacédo de
testes in vivo mais abrangentes, capazes de oferecer uma avaliagdo mais fidedigna diante
do resultado encontrado, tendo em vista 0 uso popular dessa espécie e a aceitacao
significativa da coldnia na préatica empirica da comunidade. Tal abordagem é capaz de
aprimorar a compreensao dos riscos associados ao uso, e contribuira para delineamentos
mais seguros sobre sua aplicagéo.
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