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RESUMO: A espécie vegetal Costus spicatus Jacq. (cana-do-brejo), espécie pertencente & familia Zingiberaceae, é utilizada na
medicina popular, principalmente na regido amazénica como depurativa e diurética, aliviando infecgdes urindrias e auxiliando
na eliminagdo de pedras renais. O objetivo desta pesquisa foi realizar o estudo fitoquimico em busca das principais classes de
metabdlitos secunddrios, atividade microbiolégica e citotdxica frente a Artemia salina do extrato bruto etanédico das folhas de
Costus spicatus. O teste fitoquimico foi realizado por métodos quimicos, visando determinar os seguintes metabdlitos: alcaldides,
fendis e taninos, flavondides, antraquinonas, saponinas, triterpenos, agucares redutores, polissacarideos, dcidos orgdnicos e
esterdides. Quanto ao bioensaio de citotoxicidade foi realizado o teste com Artemia salina, onde se considerou a morte ou vida
dos metanduplios. O teste microbiolégico foi utilizado a pratica de difusdo em disco com linhagens bacterianas padronizadas
em concentra¢des de 25ug/mL, 50ug/mL e 100Ug/mL do extrato bruto etandlico. Nessa perspectiva, foi possivel observar a
presenca de alcaloides, e também, fendis e taninos. O extrato bruto apresentou alto grau de toxicidade nas concentrac¢des
testadas frente a A. salina. Para avaliar a presenca da atividade antimicrobiana foram medidos os halos de inibicdo do extrato,
verificando que apés 24h de incubagéio néo houve formagéo significativa dos halos, onde foi possivel determinar que néo hé
efeito inibidor do extrato frente as linhagens bacterianas e nas concentragdes utilizadas.

Palavras-chave: Costus spicatus, screening fitoquimico, bioensaio de toxicidade, Artemia salina, ensaio microbiolégico.

Study phytochemical, toxicological and microbiological of the leaves of Costus spicatus Jacq.

ABSTRACT: The vegetal speciel Costus spicatus Jacq., called “cana-do-brejo” in Brazil, belong to Zingiberaceae family, and it's
used in the popular medicine, especially in the Amazon region as a depurative and diuretic, relieving urinary tract infections and
aiding in the removal of kidney stones. The objetictive of this study was perform the phytochemical study in search of main classes
of secondary metabolities, microbial activity and cytotoxicity with the Brine Shrimp Test of ethanolic crude extract of dried leaves
of vegetal specie C. spicatus. The phytochemical Trial was realized was achieved by chemical methods to determine the following
metabolites: alkaloids, phenols and tannins, flavonoids, anthraquinones, saponins, triterpenes, reducing sugars, polysaccharides,
organic acids and steroids. The toxicity bioassay with Brine Shrimp Test (BST) was performed the test with Artemia salina, which was
considered the death or life of nauplius. In microbiological test was used the diffusion with standard bacterial strains with
concentrations of 25 Ug/mL, 50 Uug/mL and 100 pg/mL of EBE of C. spicatus. In this perspective, in this study we observed in EBE the
presence of alkaloids, and too, phenols and tannins. The extract of C. spicatus showed a high degree of toxicity in concentrations
analyzed with BST. To estimate the presence of antimicrobial activity was measured the size of the circles of inhibition of the extract
ant antibiotics, verifying that after 24 hours of incubation there was no significant growth of inhibitory circles, where it was
determined that there is no inhibitory effect in C. spicatusfront of the bacterial stains used and concentrations used.

Keywords: Costus spicatus, phytochemical screening, toxicity bioassay, Artemia salina, microbiological test.

1. Introdugéio 1.200 espécies nativas de regides tropicais,

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da
biodiversidade do mundo, além de um considerdvel
conhecimento tradicional, o qual é passado de geragdo
a geragdo, incluindo um vasto acervo de informagdes
sobre manejo e uso de plantas medicinais (ELISABETSKY,
1985). As plantas sdo uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos
quais se constituem modelos para sintese de um grande
nimero de fdrmacos (NODARI; GUERRA, 2003). Apesar
do aumento do estudo nessa drea os dados disponiveis
revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram
estudadas quanto o seu potencial medicinal (PINTO et
al., 2002).

A familia Zingiberaceae é a maior da ordem
Zingiberales, E constituida de 53 géneros e mais de

especialmente do sul e sudeste da Asia, expandindo-se
através da Africa tropical até a América do Sul e
Central, dispersa em trépicos e subtrépicos. Algumas
das espécies desta familia sGo famosas por possuirem

poderosos principios farmacolégicos comprovados
cientificamente (ALBUQUERQUE, 2004; AGAREZ,
1994).

A Costus spicatus Jacq. conhecida popularmente
como cana-do-brejo, é uma espécie pertencente da
familia Zingiberaceae (MENEZES, 2007), também
denominada cana do macaco ou cana-do-mato, é uma
planta fitoterdpica, nativa em quase todo o Brasil,
principalmente na mata atldntica e regido amazénica
(SILVA JUNIOR, 1999).

Caracteriza-se por uma planta perene, rizomatosa

Biota Amazdénia ISSN 2179-5746

Esta obra estd licenciadasob uma Licenga
[ Creative Commons Attribution 4.0 Internacional

Macapd, v. 4, n. 4, p. 75-79, 2014
Disponivel em http://periodicos.unifap.br/index.php /biota

Submetido em 19 de Setembro de 2014 / Aceito em 19 de Dezembro de 2014


http://periodicos.unifap.br/index.php/biota
http://www.crossref.org/crosscheck.html
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Bitencourt e Almeida | Estudo fitoquimico, toxicolégico e microbiolégico das folhas de Costus spicatus Jacq.

ndo ramificada, ereta, que pode atingir 2 metros de
altura (AZEVEDQO, 2009). Sua acdo é depurativa e
diurética, aliviando infec¢cdes urindrias e auxiliando na
elimina¢do de pedras renais (MENEZES, 2007).

A utilizagdo de bioensaios para o monitoramento da
bioatividade de extratos, fra¢cdes e compostos isolados
de plantas tem sido frequentemente incorporada a
pesquisa fitoquimica. Dentre estes ensaios biolégicos,
encontra-se o ensaio de toxicidade com Artemia salina
(BST-BrineShrimp Test). Este tipo de teste tem como
objetivo avaliar ou prever os efeitos téxicos que uma
subst@ncia pode produzir e estabelecer as de uso
seguro para ndo causar dano ao meio ambiente e a
saude dos animais e de outros seres vivos (LORENZ| et
al.,2011).

Os testes de toxicidade animal, como o bioensaio
com Artemia salina, sdo considerados seguros, pois
preveem os efeitos téxicos nos sistemas bioldgicos ou
averiguam a toxicidade relativa das substéncias. Com
base na dose por unidade de superficie corporal, os
efeitos tdxicos no homem estdo consideravelmente nos
mesmos limites que os observados nos animais de
laboratério, sendo possivel descobrir possiveis riscos nos
humanos (AMARAL; SILVA, 2008).

Os testes agudo-letais sGo usados para avaliar efeitos
em organismos aqudticos selecionados numa exposi¢éo
curta, de 24 a 96 horas, a vdrias concentragdes do
composto a se testar. Os resultados de toxicidade aguda
letal s&o normalmente representados pela CL,,, ou seja, a
concentragdo necessdria de uma droga capaz de matar
50% da populacdo testada. A resposta mais simples
para monitorar a letalidade é apenas um critério, vida ou
morte de metanduplios (AMARAL; SILVA, 2008).

No Brasil, os testes de avalia¢do antimicrobiana sdo
padronizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria com autorizagdo do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (NCCLS) (BRASIL, 2003); séo
desenvolvidos para analisar agentes antimicrobianos
convencionais, como os antibidticos (HENTZ; SANTIN,
2008).

Substdncias antimicrobianas de plantas sdo
detectadas, principalmente, por meio da observacéo
de sua capacidade de inibir o crescimento de micro-
organismos expostos a estes compostos; os resultados
sofrem influéncias dos métodos e micro-organismos
utilizados (SOUZA; AVANCINI; WIEST, 2000; HENTZ;
SANTIN, 2008).

Mesmo ndo havendo dados sobre atividade
antimicrobiana de C. spicatus em trabalhos j& publicados,
para determinar e comprovar a presenga ou auséncia de
acdo antibacteriana da cana-do-brejo foi realizado o
ensaio antimicrobiano com bactérias padronizadas.
Assim, este estudo avaliou a atividade antimicrobiana
das folhas de C. spicatus sobre Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Staphylococus aureus (HENTZ; SANTIN,
2008).

Justifica-se o estudo da espécie C. spicatus, visto que
esta espécie é amplamente utilizada pela populagdo e

contém pouca informacdo acerca de seus constituintes
quimicos ajudando na quimiossistemdtica da espécie e
proporcionando informag¢des acerca da sua toxicidade
e atividade antimicrobiana, para que os resultados
possam ser usados pela populagdo de forma
adequada, visto que a explora¢do comercial de
produtos naturais apresenta perspectivas cada vez
mais promissoras de se tornar uma atividade econémica
rentdvel.

O objetivo desta pesquisa foi realizar o estudo
fitoquimico em busca das principais classes de
metabdlitos secunddrios, atividade microbiolégica e
citotéxica frente a A. salina do extrato bruto etandico
das folhas de Costus spicatus.

2. Material e Métodos

Material vegetal

As folhas da cana-do-brejo foram adquiridas em
dreas da cidade de Macapd-AP no dia 10 de janeiro
de 2011.

Obteng¢do do extrato bruto etandlico (EBE)

O material vegetal (1,5 Kg) foi seco em estufa a
temperatura de, aproximadamente, 45° C por 72 h e
em seguida moido em moinho elétrico. Obteve-se entdo,
apos secagem e moagem, o pd das folhas de C. spicatus.
Pesou-se 230 g do material vegetal seco e moido e foi
submetido a extragdo por maceragdo em etanol
(750mL) por um periodo de trés dias, sendo este
processo repetido mais de trés vezes com o mesmo
material vegetal, fazendo assim uma extragdo por
exaustdo e entdo obtido 38g de Extrato Bruto Etandlico
(EBE).

Andlise fitoquimica preliminar

As andlises fitoquimicas tiveram como obijetivo
identificar as principais classes de metabdlitos
secunddrios presentes no extrato bruto etandlico de C.
spicatus. Por meio de métodos quimicos segundo Matos
(1999, 2000) apud Costa (2009), visou-se determinar
os seguintes metabdlitos: alcaloides, fendis e taninos,
flavonoides, antraquinonas, saponinas, triterpenos,
aglcares redutores, polissacarideos, dcidos orgdnicos e
esteroides (MATTOS, 2000).

Teste antimicrobiano utilizando linhagens bacterianas
padronizadas

No teste microbiolégico, foi utilizada a difusGo em
disco com as linhagens bacterianas padronizadas de
Klebsiella pneumoniae (ATCC13883), Escherichia coli
(ATCC25922) e Staphylococus aureus (ATCC25923)
segundo o método de Kirby-Bauer modificado, apud.
Charles (2009). Foram utilizadas as concentrag¢des de
25ug/mL, 50g/mL e 100ug/mL do EBE de C. spicatus
paratodas as bactérias.

Segundo o método de Kirby-Bauer modificado,
apud. Charles (2009), cultura caldo BHI (Brain Heart
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Infusion), foi o meio de cultura do crescimento submetido
as linhagens bacterianas. Ajustou-se a turbidez para
108 UFC/mL - Unidades Formadoras de Coldnias por
mililitros, ou seja, para 0,5 da escala de McFarland.
Contagem em Petrifilm® foi utilizada para comprovar a
quantidade de coldnias existentes.

Apds comprovacdo da quantidade de colénias,
deixou-se um swab bacteriolégico introduzido na
suspensdo bacteriana por, aproximadamente, trés
minutos. A suspensdo, em seguida, foi pressionada
contra a parede do tudo, havendo esgotamento. Em
seguida, foi semeado o inéculo sobre a superficie de
placas, com meio de cultura dgar Mieller-Hinton (MH)
em triplicata. Apds secagem, os discos impregnados com
extrato bruto etandlico de C. spicatus com trés
concentragdes diferentes (25Ug/mL, 50ug/mL e
100ug/mL) para todas as trés bactérias utilizadas,
foram aderidos ao dgar, juntos com cinco antibidticos em
cada uma das placas nas diferentes concentragdes,
para que fosse possivel a comparagéio dos halos de
inibicdo.

O disco impregnado com as diferentes concentracdes
designadas de extrato foi aplicado sobre as placas
utilizando pinga flambada e fria. Para melhor adeséo
do disco e dos antibidticos, pressionou-os nas placas.
Colocou-se o disco e os antibidticos afastados um dos
outros padra se evitar a sobreposi¢do dos halos de
inibicdo.

Toxicidade em Artemia salina

Quanto ao bioensaio de toxicidade com Artemia
salina (BST-BrineShrimp Test), utilizou-se a metodologia
de acordo como Amaral e colaboradores (2008)
descreveu, na qual existe apenas um pardmetro
envolvido: vida e morte de metanduplios.

Inicialmente preparou-se a solugdo artificial marinha,
sendo esta preparada com 34,2 g de Cloreto de Sédio;
1,425 g de Sulfato de Magnésio; 4,75 g de Bicarbonato
de Sédio e 951 mL de dgua destilada. Depois de
homogeneizada, utilizando-se solugdio de 2 mol/L de
hidréxido de sédio e acertou-se o pH para 9,0.

Os cistos de A. salina foram incubados em um
pequeno recipiente contendo a solugdo salina com pH
9,0, sendo feita a relagdo: para cada 100 mL de
solug@o marinha colocou-se 10 mg de cistos de A. salina.
Manteve-se uma iluminag¢do de uma ldmpada de 40 e
temperatura de 28°C. Filtraram-se, apds 24 horas, as
larvas (nduplios), sendo estas recolocadas em um novo
recipienfe com solugdo marinha, mantendo-as em
incubacgdo por mais 24 horas, nas mesmas condicdes de
luz e de calor mencionados. Apds essas incubacdes, as
larvas atingiram o estdgio de metanduplio do
microcrustdceo (cultura pura), que é mais sensivel ao
tratamento (MCLAUGHLINET et al.,,1982; VINATEA,
1994).

Foram distribuidas dez metanduplios em cada tubo
de ensaio contendo concentrag¢des graduais (1000, 750,
500, 250, 100 e 50 pg/mL) do EBE de C. spicatus em
triplicata. O efeito téxico da planta foi testado pelo

Método de Meyer (1982) apud Nascimento (2008),
consistindo em dissolver as amostras do extrato em
dgua, sendo colocadas dez larvas de A. salina por tubo
de ensaio.

Apdbs 24 horas de contato dos metanduplios com o
EBE, foi feita a contagem do nimero de larvas
sobreviventes e mortas, sendo assim calculado o
percentual de mortalidade para cada uma das
concentragdes testadas e controle. Foram consideradas
larvas mortas todas que ndo apresentavam qualquer
movimento ativo em cerca de vinte segundos de
observagdo. Observou-se morte superior a 50% para
todas as concentragdes.

3. Resultados e Discussoes

O EBE foi submetido & andlise fitoquimica (screening
fitoquimico) preliminar para identificacdo da presenga
das classes de compostos alcaloides, fendis e taninos,
flavonoides, saponinas, dcidos orgdnicos, acicares
redutores, polissacarideos, esteroides e triterpenoides e
antraquinonas (Quadro 1).

Quadro 1. Presenca e auséncia de metabdlitos secundérios no EBE
de C. spicatus. Pardmetros: Presente (+); Ausente (-).

Classes de metabdlitos secunddrios EBE

Alcaloides +
Flavonoides -
Fendis e Taninos +
Saponinas -

Acidos Orgénicos -
Aglcares Redutores -
Polissacarideos -
Esteroides e Triterpenoides -
Depsideos e Depsidonas -
Antraquinonas -

Estas classes de compostos apresentam uma
variedade de atividades biolégicas. Nessa perspectiva,
no estudo fitoquimico foi possivel observar a presenca
de alcaloides, que atualmente s@o utilizados em
terapéutica, puros ou em associagdo, e também na
forma de derivados. Estes metabdlitos podem ser
utilizados no tratamento de diarreia, hipertensdo
arterial, reumatismo, hemorragias e problemas renais,
assim como repelentes de herbivoros, amebicida,
emético, antimaldrico, antitumoral, antitussigenos,
hipoanalgésico, miorelaxante, e muitas outras
atividades biolégicas (HENRIQUES et al., 2010).

Um dos mecanismos de ag¢do dos alcaléides, mais
especificamente os tropdnicos, é a inibicdo da
acetilcolina em efetores auténomos inervados péds-
ganglionares colinérgicos, assim como na musculatura
lisa, sendo esta desprovida de inervagdo colinérgica.
Plantas que contém alcaldides tropdnicos sdo utilizadas
para diminvicdo de cdlicas nos ureteres e aquelas
provocadas por cdlculos renais (BACCHI, 2010).
Independentemente da utiliza¢do da “Cana-do-brejo”
na medicina popular, nenhum estudo das propriedades
farmacolégicas e dos constituintes quimicos do extrato
dessa planta tem sido relatado (SOUZA et al., 2004).
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Foram detectados fendis e taninos cujas atividades
sdo amebicida, anti-eméticas, hipoanalgésica e
diurética, tendo sido relatada atividade antioxidante
de compostos fendlicos, e utilizagdo de taninos no
tratamento de reumatismo, hemorragias, queimaduras,
problemas estomacais e processos inflamatérios em
geral. Testes in vitro realizados com extratos ricos em
taninos tém identificado diversas atividades biolégicas
dessa classe, como por exemplo: acdo bactericida e
fungicida (SCALBERT, 1991; CHUNGETAL, 1998),
antiviral (OKUDA et al.,, 1993; De BRUYNE et al.,
1999b), acdo antitumoral (WANG., 1999; DUFRESNE;
FARNWORTH, 2001) (CARVALHO et al, 2010).

A presenca especifica dos metabdlitos encontrados,
alcaléides e fendis e taninos, corrobora com as
atividades da cana-do-brejo alegada pela populagdo,
uma vez que ambos os metabdlitos confirmam a
atividade diurética, j& que esta é a principal finalidade
da planta em algumas comunidades.

Os resultados de toxicidade sdo representados pela
Concentragdo Média Letal, ou seja, CL,,. De acordo com
os dados contidos na Tabela 1, o extrato etandlico de C.
spicatus apresentou alto grau de toxicidade nas
concentragdes testadas no periodo de exposicdio de 48
h, sendo a mortalidade de metanduplios acima de 70%,
valores estes muito superiores ao controle negativo.

Tabela 1. Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as
concentragdes do extrato de C. spicatuse com o controle negativo (CN).

. Numero de Média (%) de R
Concentragdo do ) . Desvio
organismos organismos -
extrato em Ug/mL padrdo
expostos (n) mortos
50 10 70,0 + 1,732
100 10 83,0 +0,5774
250 10 83,0 + 1,155
500 10 96,0 +0,5774
750 10 100,0 +0,0
1000 10 100,0 +0,0
CN (Solugéio salina) 10 56,0 +0,5774

A presenga de citoxicidade do extrato é um indicador
de que a planta pode ndo ser bem tolerada pelo
sistema biolégico com as concentrages testadas,
porém, estudos mais detalhados, com concentragdes
abaixo de 50 Ug/mL, se fazem necessdrios para a
avaliagdo da toxicidade do extrato de C. spicatus, e
para identificar o valor real de CL,, da planta.

A toxicidade da planta pode estar relacionada com
a presenca de alcaloides, que s@o compostos
nitrogenados estruturalmente diversificados, sendo
alguns destes principios téxicos de plantas (LORENZI et
al,2011).

Mesmo com os dados obtidos acerca da toxicidade
de C. spicatus, segundo Lorenzi et al. (2011), para que
uma planta possa ser apontada como téxica, tem de ser

empregada como método principal a experimentagdo
com animais, que, inicialmente deve ser feita na espécie
animal afetada, no caso humanos, sob condi¢des
naturais e com a planta fresca recém colhida,
administrada por via oral, considerando que esta é a
via natural de intoxicagdo por plantas.

Para avaliar a presenga da atividade
antimicrobiana mediu-se o tamanho dos halos de
inibicdio do extrato, verificando que apés 24 h de
incubagdo ndo houve formagdo significativa dos halos
em comparagdio aos antibidticos testados, onde foi
possivel determinar que ndo haja efeito inibidor de do
EBE de C. spicatus frente as linhagens bacterianas
utilizadas e nas concentragdes testadas por este
método.

Segundo Ribeiro (2008), ndo existe um consenso
sobre o nivel aceitdvel para extratos/éleos essenciais
de plantas quando comparados com antibidticos
padrdes, por isso, acredita-se que novos testes, outros
diluentes e até mesmo o uso de outros micro-organismos
possam apresentar resultados mais eficientes (HENTZ;
SANTIN, 2007).

4. Consideragoes Finais

Mesmo que em alguns casos seja comprovada a
eficiéncia terapéutica de muitas plantas, como a cana-
do-brejo, provdveis efeitos tdéxicos decorrentes dos
metabdlitos que as mesmas podem apresentar muitas
vezes sdo ignorados. Visto que além de buscar meios de
comprovar as atividades terapéuticas ja descritas pela
populagdo, o presente trabalho serviu para analisar a
existéncia possiveis atividades antimicrobianas.

Sendo assim, a investigagdo fitoquimica, antimicrobiana
e téxica de C. spicatus elucida importantes aspectos
farmacolégicos de seus principios naturais, permitindo
conhecimento concreto acerca desta planta, respeitando
seus possiveis efeitos toxicoldgicos. Assim, o uso dessa
planta para fins medicinais requer cuidados mais
criteriosos, necessitando ainda de maiores estudos sobre
seu potencial de intoxicagdo, a fim de assegurar a saiude
de seus usudrios.

O estudo promissor é de grande importdncia, pois
demonstra que a utilizagdo de produtos oriundos da
nossa flora é necessdria para comprovagdo cientifica
das atividades alegadas pela populagéo, agregando
valores aos conhecimentos das comunidades que as
utilizam.
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