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Resumo: Frequentemente encontrado na caatinga, brejo, restinga e cerrado brasileiro, o velame,
Croton heliotropiifolius Kunth é popularmente conhecido por suas propriedades medicinais utilizada
na dor de estbmago, mal estar gastrico, vomitos, diarréia com sangue e para baixar a febre. Além das
propriedades farmacoldgicas, seu dleo essencial apresenta atividade larvicida contra Aedes aegypti,
assim como o extrato etandlico apresentou atividade inseticida consideravel contra Sitophilus zeamais.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito citotoxico in vitro do velame, através do ensaio
de fragilidade osmdtica. O ensaio de hemolise foi realizado nas concentragdes de 1000, 750, 500, 250,
100 e 50 pg/mL de extrato metanolico de folhas. O extrato em estudo apresentou baixa acdo
hemolitica. Desta forma, é provavel que ndo haja dano a membrana eritrocitaria.
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Introducdo: Durante muito tempo 0 uso
das ervas medicinais foi baseado nos
conhecimentos intuitivos do homem, que
no decorrer da historia, aprendeu a
diferenciar a acdo benéfica da acdo tdxica,
assim possibilitando o uso terapéutico
(LEITE, 2008).

Com a investigacdo da toxicidade é
possivel determinar o potencial de novas
substancias e produtos causarem danos.
Dessa forma, testes que avaliam a agéo
toxica sdo utilizados para classificar
substancias de acordo com o seu potencial
de letalidade ou toxicidade, além da
toxicocinética e a relacdo dose resposta
(PURCHASE et al., 1998; BLAAUBOER,
2003).
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Muitos testes comprometidos com a
andlise de agentes toxicos utilizam animais
de laboratério. Entretanto, existe uma
busca crescente por métodos in vitro que
ndo utilizem animais em sua execugdo
(HARBELL et al., 1997).

A determinacdo da atividade
citotoxica de um fitoterapico constitui uma
medida prioritaria, uma vez que varios
compostos quimicos podem ser capazes de
causar efeitos toxicos. Os eritrocitos sdo
células bastante utilizadas para estudos de
citotoxicidade in vitro, devido,
principalmente, ao facil acesso e grande
disponibilidade, permitindo a avaliagdo do
efeito toxico ou protetor de principios
ativos sobre a membrana celular. Apds a
exposicdo ao produto teste, a ocorréncia ou

ndo de hemolise pode ser diretamente
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correlacionada com sua citotoicidade e
utilizada como primeiro passo da triagem
toxicolégica in vitro (SCHIAR et al.,
2007).

O teste de fragilidade osmética de
eritrécito tem por objetivo mensurar a
resisténcia dos glébulo vermelhos a
hemolise, frente a extratos de plantas da
caatinga (RODRIGUES, 2009;
SANT’ANA, 2001).

Croton heliotropiifolius ~ Kunth
constitui uma espécie endémica do
Nordeste Brasileiro, popularmente
conhecida como “velame”, “velaminho” e
“velame-de-cheiro” devido aos seus
minusculos pélos. Pode ser encontrada
com frequéncia na vegetacdo da Caatinga,
mas também ocorre em brejos, restingas e

cerrados (RANDAU et al., 2001).

Com base na medicina popular, a
espécie vem sendo utilizada para dor de
estbmago, mal estar gastrico, vomitos,
diarréia com sangue e para baixar a febre
(RANDAU et al., 2001). O 6leo essencial
demonstrou relevante atividade larvicida
contra Aedes aegypti (DORIA et al., 2010),
assim como o extrato etandlico apresentou
atividade inseticida consideravel contra
Sitophilus zeamais (SILVA et al., 2012).

Tendo em vista que poucos estudos
foram realizados a fim de melhorar o

entendimento das atividades bioldgicas e a
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capacidade toxica de Croton
heliotropiifolius Kunth, nosso trabalho
visou avaliar este potencial no extrato
metanolico desta espécie, através do ensaio
in vitro de fragilidade osmotica em
eritrécitos, teste capaz de promover uma
avaliacdo preliminar da toxicidade de

plantas.

Metodologia:
Obtencdo e preparacdo do material
vegetal

As folhas foram obtidas a partir de
arvore de velame (C. heliotropiifolius —
Euphorbiaceae), na area urbana do
Municipio de Garanhuns, Pernambuco,
Brasil. Preparou-se uma exsicata, a qual foi
depositada no Herbario Déardano de
Andrade Lima, do Instituto Agronémico de
Pesquisa (IPA), sob numero de tombo
90440 e identificada por um boténico da
instituicdo. As mesmas foram coletadas em
julho de 2015.

Obtencéo do extrato metandlico

O extrato bruto seco foi feito de
acordo com o0 método de maceracao
descrito por Filho, Yunes (1998). As
folhas (10g) foram maceradas por 10 dias,
em metanol (100ml) a temperatura
ambiente e submetida a agitacOes
esporadicas. Depois deste periodo, a

mistura foi filtrada e o filtrado resultante
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foi rotaevaporado até a evaporagéo total do Tabelal. Absorbancia Média e Percentual

solvente. de hemolise do extrato de C.
heliotropiifolius

Ensaio de Fragilidade Osmotica Concentragbes Absorbéncia Percentual
L . - media de

A técnica de fragilidade osmotica hemolise
realizada, baseou-se na metodologia (%)
descrito por Darcie e Lewis (1975). Foi 1000 pg/mL 0,039 2,95
distribuido 5mL de solucdo salina NaCl 750 pg/mL 0,026 1,97
0,9% em 7 tubos. No tubo O, foi 500 pg/mL 0,026 1,97
adicionado 25 pL de sangue de carneiro e 250 Hg/mL 0,025 1.89
encubado por 30’. Os tubos seguintes, de 1 100 pg/mL- 0,023 1.74
i . 50 pg/mL 0,019 1,44

a 6 receberam as respectivas concentracoes

do extrato em andlise: 1000ug/ mL; 750

/ mL; 500 pg/ mL; 250 pg/ mL;100 pg/
HO HO “9 Ho Géaficol. Percentual de hemdlise do
mL; e 50 ug/ mL. Em seguida, cada tubo extrato de C. heliotropiifolius

recebeu 25 pL de sangue de carneiro e

forma encubados por 30°. ApdS esse
periodo, as amostras foram submetidas a

centrifugacédo a forca de 3 500 G durante

% de vivos

15°. Em seguida, o sobrenadante foi lido

no  espectrofotbmetro  bioplus  com ./
comprimento de onda 540nm, para obter a T % 'le“’in.ra;éoﬁfm‘ W o
absorbancia resultante. Os ensaios foram
realizados em duplicata. O Percentual de
hemolise baseou-se na  formula:
Ab. . 100% Discussdo: A toxicidade de alguns
% = 1,32 ' metabdlitos secundarios presentes nos
vegetais € bastante relatada (SILVA et al,
Resultados 2012). Segundo Dewick (2002), os
Os resultados do ensaio de alcaldides, mesmo em baixas
fragilidade osmotica encontram-se concentragoes, séo substancias
expostos na tabela 1 e no gréafico 1. naturalmente, toxicas. As saponinas

triterpénicas sdo compostos  naturais
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sua capacidade de produzir hemolise. O
seu efeito hemolitico é resultante da
capacidade de interacdo com os elementos
da membrana celular das hemaécias,
especialmente com as moléculas de
colesterol, acarretando uma deformagéo na
membrana e como consequéncia, causa o
extravasamento do conteddo intracelular
((DEWICK, 2002; GLAUERT et al., 1967;
KARABALIEV et al., 2003).

A acdo hemolitica dos diferentes
compostos toxicos € atribuido a varios
mecanismos  inespecificos. Como por
exemplo, os compostos surfactantes, que
produzem seu efeito hemolitico por meio
da solubilizacdo da membrana plasmatica
do eritrécito, ou pela lise osmética, que
promove alteragdes na permeabilidade da
membrana  plasmatica da  hemacia
(APARICIO et al., 2005). Em
contrapartida, os compostos xenobioticos
reduzidos, como os compostos fendlicos,
sdo capazes de promover hemolise por
meio da oxidacdo da hemoglobina,
formando metemoglobulina
(BUKOWSKA et al., 2004).

O ensaio de toxicidade in vitro
desta planta evidenciou baixa atividade
hemolitica no extrato metanolico de folhas.
Visto que, a maior concentracdo de
1000pug/ml apresentou lise em apenas

2,95% das hemacias diante dos parametros
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e condicdes testadas, considerando que o
percentual normal de hemdlise € inferior a
1,32. Entretanto, tal resultado, ndo exclui a
existéncia de citotoxicidade, uma vez que
maiores concentragdes de extrato ainda ndo
foram testadas e poucos estudos com a
espécie sao encontrados na literatura.

Trabalho semelhante com Croton
grewioides Baill, espécie do mesmo género
do velame, foi feito por Laranjeira et al.
(2010), e em sua pesquisa, 0S autores
afirmam que a citotoxicidade do extrato
ndo esté relacionada ao dano da membrana,
podendo essa atividade estar relacionada a

apoptose.

Conclusdo: O extrato metandlico de C.
heliotropiifolius apresentou baixa atividade
hemolitica in vitro nas concentragdes
testadas. Desta forma, é provavel que néo
haja dano a membrana eritrocitaria.
Portanto, estudos futuros devem ser
realizados com extratos em concentracdo
maiores, bem como testar diferentes

metodologias.
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