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Resumo: A Pityrocarpa moniliformis € uma espécie endémica da caatinga, bastante utilizada pela
comunidade local para fins terapéuticos. Apesar de ser usada na medicina tradicional, os estudos que
caracterizam esta espécie quanto as suas atividades biologicas sdo escassos, mas alguns estudos tém
demonstrado propriedades biolégicas como atividade antimicrobiana e antioxidante. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade hemolitica in vitro dos extratos organicos das folhas de
P. moniliformes. As folhas de P. moniliformes foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique, Pernambuco. Os extratos foram obtidos em aparelho soxhlet seguindo a série eluotrépica
utilizando os solventes ciclohexano, acetato de etila e metanol. A atividade hemolitica foi realizada
com eritrocitos humanos obtidos por puncdo venosa e colocados em tubos heparinizados de
voluntarios saudaveis, com consentimento informado por escrito do individuo doador espontaneo. Os
extratos organicos de P. moniliformis ndo apresentou acdo hemolitica visto que ndo foi observada
formacéo de hemdlise em nenhuma das concentragdes dos extratos testados (125, 250 e 500 mp/mL).
O extrato hexanico foi o que apresentou % de hemolise maior em relacdo aos extratos de acetato de
etila e metandlico na concentragdo de 500 pg/mL. Este teste torna-se necessério para verificar a
seguranca e eficacia do uso da espécie vegetal. Além disso, a auséncia da atividade hemolitica em
eritrocitos sugere que esta planta possui um potencial biolégico promissor, podendo ser util em futuras
preparacGes farmacoldgicas.
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Introducéo

As espécies vegetais produzem uma grande variedade de substancias quimicas que
podem apresentar diversas atividades bioldgicas e constituem ainda hoje um recurso
terapéutico relevante para uma parcela significativa da populacdo mundial que, ndo tem
acesso aos medicamentos industrializados (TORRES et al., 2005). No uso popular, muitas
dessas espécies sdo utilizadas sem que haja estudos toxicoldgicos, que segundo o
conhecimento da comunidade no qual a planta por apresentar origem natural, provavelmente
ndo acarreta riscos a saude, reforca ainda mais a necessidade de extrema preocupacao com
relacdo ao seu uso. Algumas dessas espécies possuem estudos quimicos e/ou farmacologicos
oferecendo suporte para a sua utilizacdo, outras sdo empregadas baseadas apenas em
conhecimento empirico ou tradicional (SIMOES et al., 2001). Diante dessas informacdes faz-
se necessdria a implementacdo dos estudos toxicologicos com as plantas, garantindo a

seguridade no uso das mesmas.
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Um dos modelos experimentais in vitro utilizados para analisar os efeitos toxicos de
plantas € o ensaio com eritrocitos, que tem a finalidade de investigar a acdo toxica e protetora
de uma grande variedade de substancias. O eritrocito € um tipo de célula que possui altas
concentragBes de &cidos graxos polinsaturados, oxigénio molecular e ions ferro no estado
ligado (NIKI et al., 1991), fazendo com que sua membrana celular fiqgue muito vulneravel a
reacdes envolvendo radicais livres e que também fique muito susceptivel a hemdlise
(BRANDAO et al., 2006).

A deteccdo da atividade citotoxica € uma das medidas primordiais, visto que Varios
compostos quimicos podem ter a capacidade de causar efeitos toxicos e modificar a
informacdo genética contida no DNA. Portanto, a obtencdo de dados sobre a toxicidade desses
agentes deve ser assegurada por experimentos que fornecam, com uma razoavel margem de
seguranga, indicacdes sobre os riscos envolvidos na sua utilizagdo (BENIGNI, 2005). A
avaliacdo citotoxica atraves da quantificacdo da hemolise € um modelo simples para estudar o
efeito toxico ou protetor de uma grande variedade de substancias ou situacdes que sao
associadas ao estresse oxidativo (LEXIS et al., 2006).

Um exemplo de espécie pouco estudada, porém, utilizada popularmente para fins
medicinais é a Pityrocarpa. moniliformis, que possui poucos relatos sobre sua caracterizacéo
fisico-quimica, bioldgica, seguranca e eficicia. A Pityrocarpa moniliformis é uma planta
arborea do Nordeste do Brasil, ocorrendo disjunta em florestas secas da regido de Sucre
(Venezuela). Por ser uma planta endémica da caatinga, que apresenta varias espécies vegetais
com grande potencial terapéutico e farmacoldgico (MELO et al., 2010; COSTA et al., 2017,
MALAFAIA et. al., 2017; VIEIRA et al., 2017) e ser uma espécie ainda pouco explorada, ha
a necessidade de estudos mais profundos acerca de suas atividades bioldgicas. Estudos
recentes revelaram um potencial antioxidante significativo, como tambeém atividade
antimicrobiana promissora (DA SILVA et al., 2011; SILVA, 2013; TRENTIN et al., 2015).

Tendo em vista que poucos estudos foram realizados a fim de melhor o entendimento
das atividades bioldgicas e o efeito toxico causado pela P. moniliformis, este trabalho visou
avaliar o acdo toxica dos extratos organicos desta espécie através do ensaio in vitro de
atividade hemolitica de eritrécitos. Além disto, o estudo serviu para julgar a viabilidade de
uso do teste de acdo hemolitica e sua aplicacdo para avaliacdo preliminar da toxicidade de

plantas.
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As folhas de P. moniliformis foram coletadas no Parque Nacional do Catimbau, em
Buique, Pernambuco. O material foi levado a estufa de circulacdo de ar forcado (40-45°C) por
um periodo de trés a quatro dias. As amostras também foram identificadas conforme as
técnicas taxondmicas habituais e depositado no Herbario IPA, do Instituto Agrondémico de
Pernambuco. O material vegetal foi processado em moinho de bancada e submetidos a
extracdo em aparelho de Soxhlet seguindo a ordem eluotropica dos solventes: ciclohexano,
acetato de etila e metanol. As amostras foram rotaevaporadas e deixadas em temperatura
ambiente para secagem completa do solvente. Todos os extratos obtidos foram armazenados a
-20 °C para andlises adicionais. Para os ensaios de atividade hemolitica in vitro foram
utilizados 5mL de sangue obtidos por puncdo venosa e colocado em tubos heparinizados de
voluntarios saudaveis, com consentimento informado por escrito do individuo doador
espontaneo. Os eritrocitos humanos foram isolados por centrifugacéo (1500 rpm, 10 min a 4
°C) e lavados trés vezes com solucgéo salina tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4). Cada tubo
recebeu 1,1 mL de suspensdo de eritrocitos (1%) e 0,4 mL de varias concentracdes dos
extratos (125, 250 e 500 pug/mL). Os controles foram apenas solventes (negativo) e Triton X-
100 (positivo). Apds 60 min de incubacdo as células foram centrifugadas e a absorvéncia do
sobrenadante foi registada a 540 nm. A atividade hemolitica foi expressa pela férmula
seguinte: atividade hemolitica (%) = (Aa - As) x 100/ (Ac - As), onde: Aa=absorbancia da

amostra; As=absorbancia do solvente; Ac = absorbancia do controle positivo.

Resultados e Discussao

No ensaio hemolitico, os extratos organicos obtidos de P. moniliformis ndo apresentou
acao hemolitica visto que ndo foi observada formacdo de hemolise em nenhuma das
concentracOes dos extratos testados (menos de 10% na concentra¢do mais alta testada - 500
pg/mL) (Figura 1), permanecendo limpida a solucdo de soro fisiolgico ap6s a centrifugacéo,
ou seja, as heméacias permaneceram integras no fundo dos tubos, com a formacdo de um
precipitado, sem que tenha havido a lise das células. O extrato hexanico foi o que apresentou
% de hemolise maior em relacdo aos extratos de acetato de etila e metandlico na concentracédo
de 500 pg/mL.

Um resultado similar foi encontrado no experimento realizado por Silva e Lima
(2010), no qual o efeito hemolitico dos extratos do Juazeiro foi avaliado em cultura de

eritrocitos de camundongos (2%), em que foi
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encontrada a auséncia de atividade hemolitica dos extratos brutos e subfracGes das cascas e
folhas em concentragdes abaixo de 200 pg/mL.

As plantas medicinais apresentam em sua composi¢cdo principios ativos responsaveis
pelas propriedades terapéuticas a elas atribuidas. Apesar disso, reagdes adversas podem

aparecer em decorréncia de uso indevido ou contado direto com a mesma.

Atividade hemolitica de extratos organicos de Pityrocarpa moniliformes
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Figura 1- Atividade hemolitica dos extratos organicos das folhas de P. moniliformis.

O efeito toxico de alguns produtos naturais ja é bem conhecido. Dewick (2002) afirma
que os alcaldides, mesmo em pequenas quantidades, sdo substancias naturalmente, toxicas. Da
mesma forma, a habilidade dos taninos, de interagir com proteinas e outras macromoléculas
Ihe conferem atividades toxicas e aglutinantes (SILVA, 1999; MONTEIRO et al., 2005).

Outro grupo de compostos naturais associado a toxicidade sdo as saponinas
triterpénicas que possui alta capacidade de produzir hemdlise. Esse efeito é resultante da sua
capacidade de interagir com o0s componentes da membrana celular dos eritrocitos,
principalmente com as moléculas de colesterol, induzindo uma deformacgé@o na membrana com
consequente extravasamento do contetdo intracelular (DEWICK, 2002; GLAUERT et al.,
1967; KARABALIEV et al., 2003).

A atividade hemolitica das saponinas faz parte do sistema de protecdo do vegetal

contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e
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bactérias) (BRUNETON, 1999). A acdo antimicrobiana atribuida a vérias plantas, muitas
vezes, esta relacionada a presenca de tais compostos (LACAILLE-DUBOIS; WAGNER,
1996).

Em laboratorios, o teste de hemdlise in vitro vem sendo empregado rotineiramente em
estudos de toxicidade de plantas medicinais e de interesse pecudrio mostrando-se positivo,
sobretudo, a espécies que apresentam saponinas em sua constituicdo (PEQUENO; SOTO-
BLANCO, 2006).

A realizacdo deste teste torna-se necessario, pois a hemolise é caracterizada pela
ruptura do eritrécito com liberacdo de hemoglobina e a hemoglobina livre no plasma é
prejudicial a salde causando sérios danos em 6rgdos vitais tais como figado, rins e coragéo,
sendo necessario dessa maneira a observacdo da referida atividade (CARVALHO et al.,
2007). Sendo assim, estes resultados se mostraram bastante significativos para a utilizacao
desta planta que revelaram um potencial antioxidante significativo, como também atividade
antimicrobiana promissora (DA SILVA et al., 2011; DA SILVA, 2013; TRENTIN et al.,
2015)

Embora estudos fitoquimicos demonstrem a presenca de alguns compostos toxicos
como saponinas e taninos em extratos de P. moniliformis (DA SILVA, 2013), o ensaio de
toxicidade in vitro desta planta ndo evidenciou a atividade hemolitica dos seus extratos. Visto
gue, em nenhuma das concentracbes testadas, 500 a 125 mu/ml, os extratos de P.
moniliformis ndo causaram danos a membrana do eritrocito, isto é bastante relevante, visto
que os eritrocitos tm um papel importante no transporte de gases (O2 E COz) e também no
controle da formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no organismo (IGNARO, et al.,
1999). Entretanto tal resultado, ndo exclui a existéncia de uma acao tdxica, uma vez que
maiores concentracdes dos extratos ainda ndo foram testadas e poucos estudos com a espécie

sdo encontrados na literatura.

Conclusoes

Os extratos organicos de Pityrocarpa moniliformis ndo apresentaram atividade
hemolitica in vitro nas concentragcdes de 500, 250 e 125 mpu/ml. Desta forma, os resultados
negativos obtidos nesse trabalho se tornam interessantes, pois confirmam que esta planta
apresenta um potecial bioldgico promissor, podendo ser util em futuras preparacoes
farmacoldgicas. No entanto, testes adicionais sdo necessarios para avaliar a atividade

hemolitica com concentracbes mais elevadas dos
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extratos organicos.
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