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RESUMO 

O uso de plantas para fins terapêuticos ocorre desde os tempos remotos e configura um 

legado importante para o âmbito da ciência. As propriedades ativas nas plantas são 

seguras e eficientes, quando utilizadas devidamente. A utilização fitoterápica do rizoma 

de Zingiber officinale Roscoe e do bulbo do Allium sativum L. vem sendo estudada nas 

formas de extrato vegetal e óleo essencial, principalmente como produto antimicrobiano. 

Para compreender suas propriedades é necessário averiguar a toxicidade desses produtos 

naturais. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a toxicidade do rizoma e do bulbo 

das plantas em referência através de ensaio de letalidade com o microcrustáceo Artemia 

salina e da atividade hemolítica em sangue ovino. O material vegetal nas concentrações 

finais de 0, 100, 300, 600, 1000 e 2000 µg/mL foi colocado em placas de microdiluição 

com 10 náuplios em cada poço, incubados por 24 e 48 h. Decorrido esse período de 

contato os sobreviventes foram contados. Para o ensaio de hemólise, o sangue ovino foi 

acrescido das concentrações de 500, 250, 100, 50, 25 e 10 μg/mL do material vegetal. A 

toxicidade do Z. officinale Roscoe foi maior que o A. sativum L. nos dois ensaios, 

observando que o extrato vegetal de ambas as plantas possui maior toxicidade que o óleo 

essencial e o hidrolato, respectivamente. Os testes toxicológicos pré-clínicos são 

importantes para avaliar as possíveis consequências que uma substância pode causar e 

permitem uma construção cientifica para subsequente escalonamento em seres humanos. 

 

Palavras chaves: Artemia salina, fitoterapia, hemólise, medicina natural. 

 

ABSTRACT 

The use of plants for therapeutic purposes has occurred since ancient times and configures 

an important legacy for the scope of science. The active properties in plants are safe and 

efficient when used properly. The phytotherapeutic use of the rhizome of Zingiber 

officinale Roscoe and the bulb of Allium sativum L. has been studied in the forms of plant 

extract and essential oil, mainly as an antimicrobial product. To understand their 

properties, it is necessary to investigate the toxicity of these natural products. Thus, the 

objective of this work was to evaluate the toxicity of the rhizome and bulb of the reference 

plants through a lethality assay with the microcrustacean Artemia salina and the 

hemolytic activity in sheep blood. The plant material at final concentrations of 0, 100, 

300, 600, 1000 and 2000 µg/mL was placed in microdilution plates with 10 nauplii in 

each well, incubated for 24 and 48 h. After this contact period the survivors were counted. 

For the hemolysis assay, sheep blood was added at concentrations of 500, 250, 100, 50, 

25 and 10 μg/mL of plant material. The toxicity of Z. officinale Roscoe was higher than 

A. sativum L. in both assays, noting that the plant extract of both plants has greater toxicity 

than the essential oil and the hydrolate, respectively. Preclinical toxicological tests are 

important to assess the possible consequences that a substance can cause and allow a 

scientific construction for subsequent escalation in humans. 

 

Keywords: Artemia salina, hemolysis, natural medicine, phytotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

As plantas são utilizadas na medicina popular desde a antiguidade de forma 

empírica de geração em geração (LEITE et al, 2015). Uma prática habitual e comum em 

quase todas as culturas. Várias plantas já possuem efeitos antimicrobianos, entre outras 

funções, principalmente no ocidente. No Brasil há uma das maiores biodiversidades do 

planeta, e o desenvolvimento de fármacos à base de plantas já tem algumas propriedades 

e efeitos terapêuticos conhecidos, porém muitos efeitos ainda desconhecidos, sendo 

necessários estudos (SANTOS et al, 2014). 

O uso de plantas para fins terapêuticos e sua finalidade na prevenção e intervenção 

para tratamento de doenças vem sendo estudado no Brasil, através da Política Nacional 

de Plantas Medicinais e Fitoterápicos, criada em 2006 e do Programa Nacional de Plantas 

Medicinais e Fitoterápicos, em 2008, preserva-se o acesso e o uso dessas plantas. As 

propriedades ativas nas plantas são seguras e eficientes quando utilizadas devidamente 

(BRASIL, 2006; FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).  

Nesse contexto várias plantas são usadas na medicina natural em todo mundo há 

milhares de anos, com grande valor terapêutico para o alívio de várias doenças, entre elas 

pode-se citar Zingiber officinale Roscoe (LUCKY; IGBINOSA; JONAHAN, 2017). O 

uso dos rizomas para obtenção de óleos essenciais, extratos e concentrados de gengibre 

vem despertando interesse tanto das indústrias farmacêuticas como alimentícias 

(CUTRIM et al, 2019) e Allium sativum L. émuito usado como alternativa antimicrobiana 

(FONSECA et al, 2014). Seu óleo essencial é um composto que, embora possua atividade 

antimicrobiana comprovada (EL-SAYED et al, 2017), merece maior atenção com relação 

a estudos nessa área, principalmente relacionado a seus componentes e sua toxicidade 

(ZHANG et al, 2019). A utilização fitoterápica de Z. officinale e A. sativum é de grande 

valia dentro da fitoterapia, devido a suas múltiplas ações. 

Assim, com a finalidade de averiguar a toxicidade de novos produtos naturais, 

muitos ensaios podem ser realizados, em busca de um produto, como o ensaio de 

letalidade com o microcrustáceo Artemia salina, que foi desenvolvido para observar 

compostos bioativos em extratos vegetais (HIROTA, 2012). Bem como a atividade de 

hemólise nesse processo, com o objetivo de conhecer melhor sobre os rizomas e bulbo 

desses vegetais (MAZZARINO et al, 2015). Os testes de toxicidade foram realizados para 

avaliar e quantificar os efeitos de A. sativum e Z. officinale no organismo e estimar sua 

letalidade.   
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO 

O experimento foi realizado no Laboratório Multiusuário da Faculdade Estácio de 

Juazeiro-BA. 

 

2.2 TESTE DE TOXICIDADE EM Artemia salina Leach 

A avaliação da toxicidade do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de A. 

sativum L, bem como do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de Z. officinale Roscoe 

foi avaliada através da verificação da dose letal mediana (DL50) do material extraído das 

plantas sobre espécimes de Artemia salina Leach, seguindo metodologia adaptada de 

Meyer et al, (1982). Para isso, inicialmente foi preparado um recipiente retangular, 

contendo dois compartimentos intercomunicantes, em que um lado foi protegido de luz e 

o outro não. O recipiente foi preenchido com água destilada estéril acrescida de sal 

artificial, simulando a água marinha (Figura 1). Os ovos foram incubados inicialmente no 

lado escuro e após 48 h, ao eclodirem, os náuplios migraram para o lado claro através de 

fototropismo positivo, de onde foram retirados os espécimes para a avaliação da 

toxicidade. 

O óleo essencial e o extrato vegetal foi diluído com diluente apropriado e água 

marinha artificial até completar 2 mL por poço em uma microplaca de 24 poços, 

perfazendo as concentrações finais de 0, 100, 300, 600 e 1000 e 2000 µg/mL. Os controles 

negativos foram realizados com o diluente do óleo e extrato vegetal  e a água marinha 

artificial. Para os extratos vegetais foi utilizado o dimetilsulfóxido (DMSO) como 

controle do diluente nas concentrações: 0,24%, 0,12% e para os óleos essenciais foi 

utilizado o metanol nas concentrações: 0,31%, 0,16%, 0,09%, 0,05% e 0,02%, sendo que 

para cada concentração foram utilizados dez náuplios. Todos os ensaios foram realizados 

em triplicata técnica. Os náuplios foram incubados por 24 e 48 h, decorrido este período 

de contato os sobreviventes foram contados. Os dados foram proferidos como percentual 

de letalidade. Os ensaios foram realizados em triplicata. 
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Figura 1 – Montagem do equipamento para eclosão e crescimento dos náuplios de Artemia salina Leach 

    
       A: estrutura do aqúario para incubação dos cistos             B: imagem das placas de 24 poços contendo  

                                                                                                   os náuplios e as substâncias teste. 

 

Os testes de toxicidade são importantes para avaliar os efeitos que uma substância 

pode causar em um organismo. Artemia salina é um microcrustáceo que vive em 

ambientes aquáticos de alta salinidade, alimentam-se de algas e reproduzem-se 

abundantemente. Pertence à ordem Anostraca, possui dimorfismo sexual e produz cistos 

e náuplios. Várias pesquisas têm usado como metodologia a letalidade frente a Artemia 

salina, servindo na linha de pesquisa de fitoterápicos para avaliar o potencial tóxico de 

extratos vegetais e óleos essenciais, por seu baixo custo e fácil acessibilidade (HIROTA, 

2012).  

 

2.3 TOXICIDADE ATRAVÉS DE ATIVIDADE HEMOLÍTICA  

A toxicidade do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de A. sativum L, bem 

como do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de Z. officinale Roscoe também foi 

avaliado através da atividade hemolítica, seguindo protocolo adaptado de Kalegari et al, 

(2011).  

Esse teste tem por objetivo verificar a ação hemolítica in vitro dos compostos em 

estudo, e desta forma, avaliar a viabilidade preliminar da toxicidade observando o 

rompimento das hemácias do sangue ovino. Assim, foram utilizados solução fisiológica 

a 0,9% e volumes de aproximadamente 15 mL de sangue ovino em tubo contendo citrato 

de sódio de 4 mL cada, para uma quantidade de eritrócitos por 3x, utilizando um tubo 

controle. As concentrações usadas foram de 500, 250, 100, 50, 25 e 10 μg/mL, sendo 

ajustada a quantidade em cada amostra de acordo com a concentração de cada microtubo. 

Após a coleta do sangue ovino os tubos foram centrifugados a 1.800 × g por 7 

minutos para separação dos eritrócitos. Depois da centrifugação, o sobrenadante foi 
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removido, e os eritrócitos foram lavados 3x com solução fisiológica a 0,9% (adaptado de 

WANG et al, 2009); 

Posteriormente, foram adicionados 75 μL dos eritrócitos em 1425 μL de solução 

fisiológica em microtubos contendo diferentes concentrações (ajustada para a 

concentração final ser: 500, 250, 100, 50, 25 e 10 μg/mL) do óleo essencial, do extrato e 

do hidrolato de A. sativum L., e do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de Z. officinale 

Roscoe; depois os microtubos foram incubados em estufa incubadora shaker a 150 rpm 

por 1h a 37 ºC. Após esse período, os microtubos foram centrifugados a 9.200 x g por 5 

min, para separação dos eritrócitos não hemolisados. 

Em seguida, foi retirado o sobrenadante, e realizado leitura na absorbância a 540 

nm em espectrofotômetro. Como controle negativo foi utilizada a solução fisiológica com 

eritrócitos (0% lise) e como controle positivo foi utilizada água destilada com eritrócitos 

(100% lise), (adaptado de MAZZARINO et al, 2015); os experimentos foram realizados 

em triplicata técnica. A taxa de hemólise foi calculada de acordo com a seguinte equação:  

 

 

 

onde AT é a absorbância da amostra teste, ACN é a absorbância da amostra do 

controle negativo e ACP é a absorbância da amostra do controle positivo (Zhang et al, 

2007). O resultado é considerado tóxico na concentração que causa pelo menos 10% de 

hemólise (HC10) (Zhang et al, 2019).  

 

3 RESULTADOS 

A avaliação da toxicidade do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de A. 

sativum L., do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de Z. officinale Roscoe, foi 

realizada em 24 h e 48 h e encontra-se na Tabela 1.  

 

Tabela 1- Letalidade de Artemia salina por tempo de exposição em extrato vegetal, óleo essencial e 

hidrolato de Allium sativum L. e Zingiber officinale Roscoe 

Substâncias CL50 24 h CL50 48 h 

Extrato de Allium sativum = 600 µg/mL = 600 µg/mL 

Extrato de Zingiber officinale ≤ 100 µg/mL ≤ 100 µg/mL 

Óleo essencial de A. sativum > 2000 µg/mL > 2000 µg/mL 

Óleo essencial de Z. officinale > 2000 µg/mL = 2000 µg/mL 

Hidrolato de A. sativum > 2000 µg/mL > 2000 µg/mL 

Hidrolato de Z. officinale > 2000 µg/mL > 2000 µg/mL 

CL50: Concentração Letal 50% 
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Observando que a toxicidade para o extrato vegetal é maior que na extração do 

óleo essencial e do hidrolato das plantas estudadas. Em 24 horas houve uma letalidade de 

100% para todas as concentrações do extrato do Z. officinale, mas na sua formulação em 

óleo essencial houve uma baixa letalidade a partir da concentração de 1000 µg/mL mesmo 

depois de 48 horas de exposição. Em relação a A. sativum, a letalidade dos 

microcrustáceos foi menor que Z. officinale, o que preconiza uma baixa toxicidade. 

Na Figura 2 está ilustrado o resultado da hemólise para o extrato bruto do Z. 

officinale Roscoe e a taxa de toxicidade observada na hemólise está descrita nas Tabelas 

2 e 3. 

 

Figura 2 – Mecanismo de toxicidade por hémolise do extrato bruto de Zingiber officinale Roscoe. 

 
Da esquerda para direita: Controle positivo; controle negativo; 500; 250; 100; 50; 25 e 10 μg/mL. 

 

Tabela 2- Hemólise em extrato vegetal, óleo essencial e hidrolato de Allium sativum L. 

    Hemólise (%)  

Concentrações (µg/mL) 

Hidrolato de 

A. sativum 

Extrato 

A. sativum 

Óleo 

A. sativum  
 500  65,51 90,29 54,48 

 250  0,88 93,18 0,8 

 100  0,08 40,56 -0,2 

 50  0,24 5,56 -0,07 

 25  0,07 3,07 -0,08 

 10  0,04 0,29 -0,04 

 

Na avaliação da taxa de hemólise do óleo essencial, do extrato e do hidrolato de 

A. sativum L, o hidrolato mostrou alta toxicidade para a concentração de 500 µg/mL, com 

65,5% de hemólise, enas demais concentrações a hemólise foi menor, o que demonstra 

ausência de toxicidade. Já para o extrato as concentrações de 500 e 250 µg/mL mostrou 

uma hemólise de 90,3% e 93,2% respectivamente, sendo que na concentração de 50 

µg/mL houve baixa toxicidade. Para o óleo essencial a hemólise na concentração de 500 

µg/mL foi de 54,4%, já nas outras concentrações foi menor, chegando a taxas negativas, 

o que demostra nenhuma toxicidade.  

Quando foi analisado o óleo essencial, do extrato e do hidrolato de Z. officinale 

Roscoe, a formulação em extrato foi aquela que obteve a maior hemólise e nas 
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concentrações menores que 100 µg/mL não houve toxicidade, já o óleo essencial em 

concentrações menores que 250 µg/mL a taxa de hemólise foi negativa, indicando 

ausência de hemólise. 

 

Tabela 3- Hemólise em extrato vegetal, óleo essencial e hidrolato de Zingiber officinale Roscoe 

       Hemólise (%)   

Concentrações (µg/mL) 

Hidrolato de 

Z. officinale 

Extrato de 

Z. officinale 

Óleo de 

Z. officinale  
 500  94,86 106,97 19,64 

 250  1,58 28,53 -0,27 

 100  -0,03 0,65 -0,45 

 50  -0,02 -0,42 -0,41 

 25  -0,18 -0,47 -0,33 

 10  0,25 -0,30 -0,19 

 

4 DISCUSSÃO 

Os testes toxicológicos pré-clínicos são importantes para avaliar os efeitos 

prejudiciais que uma substância pode causar ao organismo vivo nos processos 

bioquímicos, celular e molecular (KLAASSEN e WATKINS, 2012). 

A. salina é um microcrustáceo já utilizado como indicador de toxicidade em 

bioensaio, além de permitir uma construção científica para subsequente escalonamento 

em seres humanos. Este teste possui correlação com a toxicidade in vivo, que vai auxiliar 

em testes de extratos vegetais como alternativa antimicrobiana e outros ensaios para 

atividade biológica (ROSA et al, 2016). 

Segundo Meyer et al, (1982), a letalidade de organismos simples como A. salina 

é prática, o acompanhamento e resposta biológica é rápida e envolve o aspecto morte e 

vida. As substâncias de concentração de 100µg/mL mostram haver resultados 

significativos de eficácia de baixa toxicidade (NUNES et al, 2020). 

 A hemólise pode suceder em decorrência de substâncias químicas presentes em 

plantas. Ela ocorre devido à ruptura da membrana das hemácias, com isso há a liberação 

da hemoglobina dessas células. Quando a hemoglobina está liberada no plasma pode 

causar danos em órgãos vitais como fígado, rins e coração. O teste de hemólise in vitro já 

foi adotado por vários autores para determinar a ação toxicológica de diversos extratos de 

plantas (FLOOD; BURKHOLDER, 2018; MAZZARINO et al, 2015; ZHANG et al, 

2019). 

Segundo Zhang et al, (2019) é contabilizado como HC10 a concentração que causa 

10% de hemólise, no presente experimento notou-se que no hidrolato de A. sativum a 

maioria das concentrações não chegou a 1% de hemólise, seguido pelo óleo essencial do 
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mesmo vegetal, que para a sua maioria o resultado se mostrou bastante promissor, e por 

fim, o extrato vegetal do bulbo que nas concentrações de 50, 25 e 10 ficaram abaixo de 

10%. 

A atividade farmacológica do A. sativum L. envolve uma variedade de compostos 

de organoenxofre, dos quais o mais notável é a alicina, que é responsável pelo odor 

característico, e que possui ação antiviral, antifúngica e antibiótica. Foram identificados 

cerca de 30 componentes que apresentam efeito terapêutico (BURIAN et al, 2017; 

CASELLA et al, 2012).  

Já o uso do Z. officinale Roscoe, possui uma vasta utilização medicinal devido a 

seus princípios ativos, o gingerol e o shagaol. Esses compostos integram propriedade 

farmacológica que são responsáveis por ação antimicrobiana, anti-inflamatória, entre 

outras (DE SOUZA et al, 2019; NICÁCIO et al, 2018; PALMEIRA et al, 2019). 

Nesse contexto, é válido ressaltar que a literatura científica mostra que A. sativum 

L. e Z. officinale Roscoe são plantas com potencial para o estudo de microdiluição in vitro 

com diversos microrganismos. E o resultado apresentado mostra que elas possuem baixa 

toxicidade, um efeito promissor para vários estudos que serão realizados de forma isolada 

ou sinérgica entre o produto natural e antibióticos de uso na medicina. 

 

5 CONCLUSÃO 

No trabalho desenvolvido, foi possível concluir que A. sativum L. e Z. officinale 

Roscoe nas formulações de extrato vegetal, óleo essencial e hidrolato apresentou 

toxicidade através do estudo com a hemólise e ensaio com A. salina Leach, porém em 

baixas concentrações, mostrando viabilidade de uso, o que favorece o estudo dessas 

plantas como potencial antimicrobiano e de baixa toxicidade. Esse resultado favorece 

uma conduta terapêutica complementar para o combate de infecções microbianas. 
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