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Resumo

Bromelia antiacantha é uma angiosperma bastante presente nos dominios fitogeograficos da Mata Atlantica
e dos Pampas. Trata-se de uma bromeliacea utilizada pela populagdo para diferentes finalidades,
destacando o seu uso como “remédio” ou “planta medicinal”. Testes de bioatividade e fitoquimica podem
apontar para a determinacdo de potencial terapéutico de espécimes vegetais. Diante disso, o estudo
objetivou avaliar a toxicidade do extrato alcodlico das raizes das Bromelia antiacantha frente ao
microcrustaceo Artemia salina Leach, bem como, verificar a presenga de metabdlitos secundarios no
extrato. As raizes foram coletadas na zona rural do municipio de Po¢des-BA. O teste de toxicidade foi feito
utilizando nauplios de A. salina, e as andlises quanto a presenga dos metabdlitos foram realizadas por meio
de testes colorimétrico e de precipitagdo. Os resultados indicaram CL50 foi de 16,53 ug/mL (CL50 < 80
pug/mL), indicando alta taxa de toxicidade e os metabdlitos detectados foram alcaloides, taninos,
flavonoides, esteroides e saponinas. Em razdo disso, faz-se necessario a realizagdo de novos ensaios
toxicolégicos para melhor elucidagdo da toxicidade relatada aqui para essa espécie, com a finalidade de

validar o seu uso na medicina popular.

Palavras-chave: Plantas medicinais. Bromelia antiacantha. Ensaio toxicolégico. Artemia salina.
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Abstract

Bromelia antiacantha is an angiosperm widely found in the phytogeographic domains of the Atlantic Forest
and the Pampas. It is a bromeliad used by the population for various purposes, including as a “medicine” or
“medicinal plant”. Bioactivity and phytochemical tests can help determine the therapeutic potential of plant
specimens. The aim of this study was to assess the toxicity of the alcoholic extract of the roots of Bromelia
antiacantha against the microcrustacean Artemia salina Leach, as well as to verify the presence of
secondary metabolites in the extract. The roots were collected in the rural area of the municipality of Pogdes-
BA. The toxicity test was carried out on A. salina nauplii, and the presence of metabolites was analyzed
using colorimetric and precipitation tests. The results showed a CL50 of 16,53 pg/mL (CL50 < 80 pg/mL),
indicating a high toxicity rate and the metabolites detected were alkaloids, tannins, flavonoids, steroids and
saponins. This makes it necessary to carry out new toxicological tests to better elucidate the toxicity reported
here for this species, in order to validate its use in folk medicine.

Keywords: Herbal medicines. Bromelia antiacantha. Toxicological assay. Artemia salina.

Introducgao

A utilizagdo de produtos naturais, principalmente os de origem vegetal, com finalidades terapéuticas, esta
presente na humanidade desde os tempos mais antigos. O uso da flora sempre foi uma tendéncia na
medicina popular para aumentar a expectativa de vidalll. As plantas medicinais s&o uma das formas mais
antigas de praticas terapéuticas e tém sido utilizadas em diversas culturas. A Bromelia antiacantha Bertoll2,
€ uma bromeliacea endémica das regides sul e sudeste do Brasil, € uma espécie terrestre e de grande
porte, podendo alcangar entre 2 e 3 metros de altural®4l, E utilizada como cerca viva, na confecgao de
cordas e tapetes, produgdo de sabdo a partir de seus frutosl®! E na medicina popular é utilizada para

tratamentos anti-helminticos, antitussigenos e calculos renais2-

Plantas com cunhos medicinais, além de apresentarem importancia para a manutencédo e aporte em
situagbes de saude, demonstram também a conjuntura cultural entre a relagdo homem e planta,
transpassada entre as geragdes!®l. As plantas possuem diversas estratégias de sobrevivéncia, incluindo a
producao de substancias quimicas denominadas metabdlitos secundarios. Estes sdo geralmente utilizados
como importantes fontes de substancias bioativas com potencial para novos farmacos para o tratamento
de varias doengas. A fitoquimica é a area de estudo com propésito de identificacdo e quantificagao de
componentes quimicos de plantas, onde as andlises visam identificar metabdlitos secundarios para
aplicagdo em diversos segmentos da industria cosmética, alimenticia, farmacéutica e outras. Ressalta-se a
importancia dos testes fitoquimicos para a identificagdo de novos metabdlitos secundarios de plantas que

poderéo ser utilizados para uso terapéuticogl,

Vale destacar a importancia da avaliacdo da toxicidade de produtos naturais vegetais para que ndo haja
riscos a saude dos individuos que irdo utiliza-lol2. Os testes toxicoldgicos tém como finalidade averiguar os
efeitos toxicos de agentes quimicos, com possiveis danos a saude humana e animall'%, além de serem

utilizados como testes preliminares para o isolamento de produtos naturais.
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Os produtos naturais devem apresentar dados da sua seguridade minima para os seus consumidores,
através de ensaios de toxicologia. Os ensaios toxicoldgicos muito utilizados s&o os que utilizam procariotos
e eucariotos unicelulares para identificagdo de agentes genotdxicost™l. Do grupo representando estes
organismos, tem-se o teste baseado na Artemia salina. Os ensaios com A. salina, tém sido de grande
utilidade na determinagdo de agentes toxicoldgicos ambientais ou farmacolégicos, servindo para
complementar os demais ensaios!'2. O teste com A. salina auxilia na avaliagdo do potencial téxico de
diferentes substancias sobre os organismos testados, em fungao da facilidade nas respostas a pequenas

variagbes no ambiente em que esta inseridol2l,

A pesquisa teve como objetivo determinar os principais grupos de metabdlitos secundarios presentes no
extrato alcodlico das raizes de Bromelia antiacantha, bem como verificar a toxicidade do extrato da espécie,

frente a A. salina.

Material e Métodos

Material vegetal

A espécime de B. antiacantha foi coletada em uma area de transicdo entre a Caatinga e a Mata
Atlantica, conhecida como mata-de-cipd, na zona rural do municipio de Pogdes - BA (14°27°19.38”S e
40°1810.73"W).

Obtengao de extrato vegetal

De todo o material coletado, as raizes foram separadas e submetidas a secagem em estufa modelo LUCA-
80/150 da marca Lucadema durante uma semana a 37°C. A raiz da B. antiacantha foi triturada e submetida
a extracdo com etanol PA. Apoés a filtragem, o material foi concentrado sob pressdo reduzida a

aproximadamente 50°C, utilizando um evaporador rotativo modelo SL-126, 10 litros, marca SOLAB.

Testes colorimétrico e de precipitagao

O perfil farmacognostico do extrato alcodlico das raizes (EER) foi realizado através de testes de precipitagao
e colorimétrico, conforme a metodologia de Silva et al.l'®l com adaptagdes. Onde buscou-se identificar
qualitativamente a presenga de cumarinas, taninos, fendis, taninos, flavonoides, alcaloides, esteroides,
triterpenos e saponinas espumidicas. Para detecgao de alcaloides foi dissolvido 2 mg de extrato (EER) seco
em 5 mL de solugéo de acido cloridrico (HCI) a 5%, logo apds, separou-se 4 aliquotas de 1 mL em quatro
tubos de ensaio, sendo um deles, o controle, e nos outros foram adicionadas gotas dos seguintes reagentes:
Bouchardat, Mayer e Bertrand. A cumarina foi analisada utilizando 2 mg do extrato (EER) dissolvido em 1
mL de agua destilada. A amostra foi gotejada em um pedaco de papel filtro, seguida de 2 gotas da solugéo
hidréxido de potassio (KOH) 10%, em seguida, a amostra foi submetida a luz UV 365nm. Ja para os
flavonoides foram dissolvidos 2 mg em 1 mL de agua destilada, adicionado no tubo de ensaio, seguido de

2 gotas de solugdo neutra de cloreto férrico (FeCls) 5%.

Triterpenos e esteroides foram investigados através do reagente de Lieberman-Burchard, onde 3 mg do
extrato (EER) foi dissolvido em 5 mL de cloroférmio. Em seguida, filtrou-se a solugéo cloroférmica gota a

gota em um funil com algodao coberto com alguns decigramas de sulfato de sédio anidro. No tubo de
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ensaio, foi adicionado 2 mL da solucéo, e 1 mL de anidrido acético e houve a agitagdo do tubo de ensaio,
no qual, foi colocado 3 gotas de acido sulfurico concentrado e, novamente, houve a agitagado suave, para
observar se houve desenvolvimento de cores. Em sequéncia, foi utilizado 3 mL de solugéo cloroférmica e
acrescentado 10 mL de agua destilada, ambos no tubo de ensaio, em seguida, foi agitado o tubo por 2
minutos para observar se havia presenga de espumas, ou seja, de saponinas. Por fim, para verificar a
presenca de taninos e fenois foram analisadas na dissolugdo de 2 mg de extrato seco em 5 mL de agua

destilada, em seguida foi adicionado 2 gotas de solugéo alcodlica de cloreto de férrico (FeCls) a 1%.
Teste de toxicidade em nauplios de A. salina

Para o experimento foram utilizados cistos de A. salina. A eclosdo dos cistos foi realizada em agua salina
preparada com 1 L de agua destilada, 23 g de sal e 0,7 g de bicarbonato de sddio. Aproximadamente 100
mg de cistos de A. salina foram incubados por 48 horas em béquer mantido em iluminagao artificial a

temperatura ambiente.

O bioensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado segundo a metodologia proposta por Meyer et
al.l4; Krishnaraju et al.'l com algumas adaptagdes. Os Nauplios foram transferidos em quantidade de 10
individuos para cada tubo de ensaio, com volume final de 10 mL da solug&o salina previamente preparada
em diferentes concentragdes (1000; 100; 10 e 1 pg/mL), do extrato (EER). Todas as concentragbes foram
realizadas em triplicatas. Para o controle negativo foi utilizado apenas a solugdo salina e o dicromato de
potassio (K2Cr207) 1% foi utilizado como padrédo de avaliagdo de toxicidade. Os nauplios de A. salina,
ficaram sob exposi¢do por 24 horas sob iluminacdo artificial. Decorrido esse periodo de contato, os
sobreviventes foram contados com o auxilio de lupas, na analise foram consideradas larvas mortas todas
aquelas que nao apresentavam movimento ativo por um periodo de dez segundos. Posteriormente, através
do numero de nauplios mortos, calculou-se a concentragéo letal média (CL50). A classificagdo do extrato

foi baseada nos critérios de Meyer et al.l'4l; Krishnaraju et al.l'%],
Andlise estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas por meio de testes de normalidade e comparadas pelo teste de
Tukey e Dunnett (p<0,05) para a presencga de normalidade. A concentragao letal média (CL50) foi definida
pelo método de analise probit, de acordo com o estabelecido por Minho et al.l'8l. A CL50 foi calculada no
programa Excel. A classificacdo da toxicidade se deu conforme os valores da CL50 seguindo os padrbes

de Krishnaraju et al.!9],

Resultados e Discussao

Os resultados do ensaio fitoquimico colorimétrico evidenciaram a presenca de compostos presentes no
extrato alcodlico das raizes (EER) de B. Antiacantha (QUADRO 1).
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QUADRO 1: Compostos presentes no extrato das raizes de B. Antiacantha Bertol.

" Testes fitoquimicos colorimétricos.

Compostos Reagentes Resultados
Alcaloides Bertrand +
Bouchardat -
Mayer -
Cumarinas Hidroxido de Potassio 10% (KOH) -
Esteroides Lieberaman-Burchard +
Fenois Totais Cloreto de Ferro Il 1% (FeC13) -
Flavonoides Cloreto de Ferro Il 5% (FeC13) +
Saponinas Lieberaman-BurcharD +
Taninos* Cloreto de Ferro Il 1% (FeCls) +
Triterpenos Lieberaman-Burchard -

(+) Positivo; (-) Negativo; (*) Taninos Catéquicos

O teste em questdo demonstrou, através de cores e precipitados, a presenga e auséncia dos compostos
secundarios que foram avaliados, como alcaloides, cumarinas, esteroides, fenois totais, flavonoides,
saponinas, taninos e triterpenos. No estudo colorimétrico para detectar alcaloides e, utilizando o reagente
de Bertrand, foi possivel observar a formagéo de precipitado, o qual confere a presenga de alcaloides.
Contudo, quando feito o teste com os reagentes de Mayer e Bouchardat, ndo foi possivel verificar a
presenca do mesmo. E importante salientar que ndo foram feitos estudos anteriores com relagéo & raiz
desta espécie. No entanto, Fabri e Costal'Z, evidenciaram a partir do extrato de folhas e frutos desse vegetal

que os mesmos possuem como fitoconstituinte os alcaloides.

Se tratando do teste para deteccdo de cumarinas, a diluicdo do extrato com agua destilada e adi¢éo de
Hidréxido de Potassio (KOH) 10% exposto a luz UV 365 nm, ndo houve a apresentagao de fluorescéncia,
0 que sugere o resultado negativo para cumarina. Contudo, Rodrigues et al.l'8, evidenciam a presenca de

cumarinas no extrato dos frutos de B. antiacantha.

Ja com relacédo aos testes para identificar triterpenos e esteroides, foi utilizado o reagente Liebermann -
Burchard, no qual apresentou coloracdo azul evanescente, ou seja, indicou a existéncia de esteroides e
auséncia de triterpenos. Entretanto, além da presenca de esteroides ja informada, os mesmos autores que
identificaram a presenga de cumarinas, também detectaram a presenca de triterpenos no extrato dos frutos

da bromélia em questaol'€l,

Para detecgéo de flavonoides foi utilizado o extrato dissolvido na agua destilada, com acréscimo de cloreto
de férrico (FeCls) a 5%, foi possivel detectar a sua presencga. Outros estudos demonstram que tanto no

extrato de folhas quanto frutos & possivel observar a presenga dos flavonoides&19],
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As saponinas demonstraram-se presentes quando submetidas a agitacao, durante dois minutos, do extrato
dissolvido em cloroférmio (solugdo cloroférmica), com adicdo de agua destilada. Resultado também

identificado por Manetti et al.2%, ao estudar o extrato aquoso dos frutos e folhas.

Os fendais totais e os taninos foram testados a partir do reagente FeCls a 1%, e foi detectada uma coloragao
verde, demonstrando a presenga de taninos catéquicos (taninos condensados), e auséncia de fendis. A
partir desse resultado, é importante ressaltar que ha testes exclusivos para presenga de fendis, tais como,
o teste de Folin-Ciocalteu e o teste de Seliwanoff. O resultado alcangado neste experimento indicou que,
na amostra em questdo, o tanino predominou, logo, apresentando um carater positivo. Todavia, estudos
apresentam em seus resultados, em se tratando de folhas e frutos da espécie, a presenga de fendis totais

e, além disso, comprovam a existéncia dos taninos em B. antiacanthal'221],

No bioensaio com A. salina, para averiguar provavel toxicidade, o extrato de B. antiacantha (EER)
apresentou CLso abaixo de 1000 pyg/mL (p-value > 0,05), com sobrevivéncia minima dos microcrustaceos,
o que, segundo critérios estabelecidos por Meyer et al.!'4, indica que EER ¢ toxico (TABELA 1). Para uma
classificagdo mais detalhada, neste estudo foi verificado a toxicidade frente a A. salina usando os
parametros que Krishnaraju et al.'® que propdem: CL50 > 250ug/mL (Baixa toxicidade), CL50 < 250 pg/mL
(Toxicidade moderada) e CL50 < 80ug/mL (Alta toxicidade). Portanto, analisando o CL50 do EER (16,53

ug/mL), é possivel afirmar que este possui uma alta toxicidade extrato alcodlico das raizes (EER).

TABELA 1: Atividade téxica do microcrustaceo A. salina apds exposi¢cao em extrato de B. Antiacantha. Os resultados
representam a média da triplicata realizada.
. % Mortalidade.

Produto | 1000ug/mL (%) | 100pg/mL (%) 10pg/mL (%) 1ug/mL (%) C | CLso Atividade

EER 100 57 20 17 0 | 16,53 | Alta toxicidade

(C): Controle negativo; (CLsp): Dose letal média

A toxicidade de B. antiacantha vem sendo descrita ja ha algum tempo, como por exemplo, por Manetti et
al.l'9, Esses autores encontraram valores de CL50 618,3, 362,1 e 275,9 yg/mL em extratos alcodlicos de
frutos e folhas. Outro estudo, posterior ao de Manetti et al.'l, utilizou extratos metandlico, particdo em
hexano e particado em diclorometano, com CL50 de 53,9; 112,4 e 241,6 pyg/ml, também de frutos e folhas,

verificando que esta espécie possui atividade citotdxicallZl,

Os nauplios de A. salina, vem sendo utilizados em analises preliminares de toxicidade geral, pois as larvas
demonstram sensibilidade a compostos ativos. Varios trabalhos relacionam a atividade citotoxica frente a
A. salina como um teste preliminar para a avaliacdo de atividades biolégicas de uma substancia, como, por
exemplo, antitumoral, antifingica, viruscida, antimicrobiana, parasiticida, tripanossomicida e outros!2-25,
Como verificado por Brehmer28l que descreveu os efeitos antiproliferativos em células de tumor ascitico de

Ehrlich (TAE) em camundongos, usando extratos de frutos de B. antiacantha.

Ao longo dos anos, estudos tém mostrado que existe uma variedade de metabolitos secundarios extraidos

de plantas com ag&o direta na capacidade antioxidante, citotdxica, antitumoral e outras!27-281,
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Conclusao

Com os resultados obtidos nesse estudo, concluiu-se que o extrato de Bromelia antiacantha apresentou
toxicidade no bioensaio com A. salina. Em razao disso, faz-se necessario a realizagdo de novos ensaios
toxicoldgicos para melhor elucidagdo da toxicidade verificada neste estudo, com a finalidade de validar o
seu uso na medicina popular desta espécie. Os resultados aqui encontrados sugerem a presenga de

metabolitos secundarios que contribuem de forma efetiva para a agao téxica de B. antiacantha.
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