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APRESENTACAO

A obra “As Ciéncias Bioldgicas e a Construcao de Novos Paradigmas de
Conhecimento” consiste de uma série de livros de publicacdo da Atena Editora.
Com nove capitulos o volume | apresenta uma vasta heterogeneidade de conceitos
e aplicacdes nas areas de Biotecnologia, Genética, Saude humana, Educagcao bem
como a importancia das condicbes ambientais que as espécies estdo inseridas.
No cenario atual de mudancas ambientais correntes e avangos tecnoldgicos é
extremamente importante o uso adequado de técnicas em cada area.

O E-Book foi dividido em nove capitulos que abordam estratégicas didaticas
usando praticas em campo para alunos da educacao basica. As aplicacdes
dessas praticas permitem os discentes observar por si préprios novos dominios do
conhecimento incluindo areas com conceitos complexo como em Ecologia. Esse
avanco possibilita a longo prazo que os alunos sejam participativos nas decisdes do
meio em que vivem. O tema sobre Saude humana se encontra em pauta trazendo os
aspectos nutricionais de adolescentes com e sem Sindrome de Down. Discussdes
importantes como obesidade e baixa ingestao de fibras realizada pelos jovens devem
ser elencados para uma educacéao alimentar desde os primeiros anos escolares.

As aplicacbes de técnicas adequadas de Biotecnologia sdo extremamente
importantes para uso de produtos eficazes em diversas areas. Adicionalmente,
analises citogenéticas fornecem informac¢dées que s&o relevantes e direcionar
um correto aconselhamento genético familiar. O livro também traz publicagcbes
que contribui com avangos na area da medicina veterinaria, através da avaliacéao
macroscépica e microscopicamente de lesdes cranioencefalicas de caes e gatos.

Por fim, atividades humanas como construcéo de reservatérios sdo cada vez
mais frequentes em sistemas naturais, desta forma a avaliacdo das condi¢cbes
ambientais da variagao espacial é muito importante para conservacao das espécies.
Os estudos apresentados aqui, em portugués e linguagem acessivel, sdo de extrema
relevancia nas areas destinadas a saude humana, sociais, medicina veterinaria e
relacéo das espécies com ambiente englobando uma série de perguntas intrigantes
e também compreensivel a jovens cientistas.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
Lenize Batista Calvao
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RESUMO: O presente trabalho descreve
a investigacdo do potencial toxicoldégico do
extrato etandlico das folhas de P. stipulacea,
através da ensaio de fragilidade osmética dos
eritrécitos de carneiro. O material vegetal foi
coletado, posteriormente a obtencéo do extrato.
ApbGs isso, amostras de sangue de carneiro
comercial (Laborclin®) (25uL) foram expostas
ao extrato, durante 30 minutos a temperatura
ambiente em diferentes concentragdes: 50ug/
mL, 100 pyg/mL, 250ug/mL, 500ug/mL, 750 ug/
mL e 1000pg/mL diluidas em solugéo isoténica
de cloreto de sédio 0,9%. As solugbes com as
amostra foram centrifugadas a 2500rpm, por 3
minutos a 25°C. Em seguida, foi preparado um
esfregaco em lamina de vidro e as preparagdes
histol6gicas foram coradas, e entao observadas
através de microscopio Optico conectado a
Céamera Leica DFC-280 em aumento de 1000x.
O extrato etandlico de folhas de P. stipulacea
nas diferentes concentracbes (50ug/mL,
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100pg/mL, 250pg/mL, 500ug/mL, 750ug/mL e 1000pg/mL), ndo apresentou fragilidade
osmatica, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade avermelhada (hemdlise)
no sobrenadante obtido apds a centrifugagdo. As observagcbes histologicas das
preparacdes dos esfregacos do sangue de carneiro apos o tratamento com o extrato
etandlico das folhas de P. stipulacea n&o causou fragilidade osmotica nos eritrocitos
do ensaio de fragilidade osmotica, quando comparado com os grupos controles. O
ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etandlico das folhas de P. stipulacea néao
apresentou atividade hemolitica, nem alteragdes na morfologia dos eritrocitos.
PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, Piptadenia satipulaceae, fragilidade osmatica.

CYTOTOXIC EVALUATION OF THE LEAVES OF Piptadenia stipulacea

ABSTRACT: The present work describes the investigation of the toxicological potential
of the ethanolic extract obtained from P. stipulacea leaves through the osmotic
fragility assay of lamb erythrocytes. Initially the vegetal material was collected for later
obtainment of the extract. After that, samples of commercial lamb blood (Laborclin®)
(25 pL) were exposed to the extract for 30 minutes at room temperature in different
concentrations diluted in 0.9% isotonic NaCl solution: 50 pg/mL, 100 pug/mL, 250 pg/
mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL and 1000pg/mL.Solutions with samples were centrifuged
at 2500 rpm for 3 minutes at 25 ° C. Afterwards, a thin smear was prepared and the
histological preparations were stained. These histological preparations were observed
by light microscopy connected to a Leica DFC-280 Camera in a 1000x magnification.
The ethanolic extract of leaves of P. stipulacea at different concentrations (50ug / mL,
100ug / mL, 250ug / mL, 500ug / mL, 750ug / mL and 1000ug / mL) did not provoked
osmotic fragility when evaluated qualitatively through the red tonality (hemolysis) of the
supernatant obtained after centrifugation. Histological observations of lamb blood thin
smears after treatment with the ethanolic extract of P. stipulacea leaves showed no
morphological changes in the erythrocytes of the osmotic fragility assay as compared
to the control groups. The in vitro toxicity test with the ethanolic extract of leaves of P,
stipulacea did not show hemolytic activity nor alter erythrocyte morphology.
KEYWORDS: Toxicity. Piptadenia satipulaceae. Osmotic fragility.

11 INTRODUGCAO

O interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapéuticos
tem sido muito significativo nos ultimos tempos, principalmente nos paises em
desenvolvimento, devido ao dificil acesso da populagédo aos medicamentos sintéticos.
De acordo com a OMS, entre 60- 80% da populacdo mundial utiliza a medicina
tradicional ou a fitoterapia no tratamento de varias doencas'.

A utilizacdo de plantas como medicamento estd fundamentada em estudos
etnofarmacologicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular
sobre as propriedades farmacolégicas (anti-inflamatoria, analgésica, antimicrobiana,
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antiespasmaddica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais,
indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterapicos?.

Muitos testes comprometidos com a analise de agentes toxicos utilizam animais
de laboratério. Entretanto, existe uma busca crescente por métodos in vitro que nao
utilizem animais em sua execuc¢ao . Laboratorialmente, o ensaio de hemolise in vitro
vem sendo utilizado rotineiramente em estudos de toxicidade de plantas medicinais
e de utilidade pecuaria, exibindo-se positivo, principalmente, as espécies que
apresentam saponinas em sua composicao '°.

A Fabaceae é uma grande familia de ervas, arbustos e arvores com grande
variedade de habitats, incluindo aquaticas, xerofitas e trepadeiras. Tem distribuicao
cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas®. E é constituida por 476
géneros e 13.855 espécies®.

O género Piptadenia possui cerca de 80 espécies de arvores, arbustos e
trepadeiras’®. No Brasil, as espécies desse género estdo presentes nos estados
Amazonas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba, Parana, Piaui,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e Sao Paulo’.

A espécie Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke € uma arvore tipica da Caatinga
do Nordeste Brasileiro® (Figura 1), amplamente distribuida no bioma caatinga, do
Piaui a Bahia'® e é conhecida popularmente como “jurema branca”'. Essa espécie
€ muito usada na medicina popular no tratamento dos processos inflamatorios e
estudos cientificos confirmam sua atividade antimicrobiana e antifungica'.

As cascas do caule e folhas de P. stipulacea sao usadas na medicina popular na
forma de tintura ou decocto para tratar feridas®, sendo indicado como cicatrizantes.
Estudos farmacologicos indicam que alguns extratos de P. stipulacea s&o eficazes
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecius e Neurospora
crassa'? e que o extrato etanolico das folhas dessa espécie foi ativo contra Klebsiella
pneumoniae resistentes a varias drogas e contra cepas de Candida albicans™,
além disso recentemente foi demonstrado que as fracbes acetato de etila e aquosa
obtidas das partes aéreas desta espécie apresentam atividades antinociceptiva e
anti-inflamatéria em camundongos™.

Apbs levantamento da literatura, poucos estudos farmacolégicos foram
encontrados, sendo assim para maior compreenséo da atividade toxicologica desta
espécie, este trabalho tem o objetivo de investigar o potencial toxicolégico do extrato
etandlico das folhas de P. stipulacea através do ensaio in vitro de fragilidade osmética
em eritrécitos de carneiro, teste capaz de promover uma avaliacdo preliminar da
toxicidade de extratos vegetais.
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Figura 1: :Piptadenia stipulacea
Fonte: Plantas do Brasil, 2012.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Extrato Etanolico das Folhas

O extrato etandlico das folhas de P. stipulacea utilizado no experimento foi doado
pelo Laboratério de Cancerologia do Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco.

2.2 Ensaio de Fragilidade Osmoética

A técnica de fragilidade osmoética realizada baseou-se na metodologia descrita
por Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue de carneiro comercial (Laborclin®)
(25puL) foram expostas ao extrato, durante 30 minutos a temperatura ambiente em
diferentes concentracdes sendo estas de, 50ug/mL, 100 pg/mL, 250ug/mL, 500ug/
mL, 750 pg/mL e 1000pg/mL diluidas em solucéo isoténica de cloreto de sodio 0,9%.
Em seguida, as solugdes com as amostra foram centrifugadas a 2500rpm, por 3
minutos a 25°C. O controle negativo foi realizado com solugéo isoténica de cloreto
de sbdio 0,9% e o controle positivo com agua destilada, os quais receberam os
mesmos procedimentos empregados nas amostras testes. O ensaio foi realizado
em triplicata e o percentual hemolitico foi estabelecido com controle positivo sendo
designado como 100%. O grau de hemodlise foi avaliado, qualitativamente, pela
tonalidade avermelhada (hemolise) no sobrenadante obtido apds a centrifugacéo.
Foram atribuidas “cruzes” a intensidade de hemdlise, onde uma cruz (+) indica
ligeira hemolise, duas cruzes (++) hemolise significativa e trés cruzes (+++) indicam
hemdlise intensa.

2.3 Observacao Morfologica dos eritrécitos.

As amostras dos pellets centrifugadas dos grupos controle negativo, controle
positivo e o tratado com o extrato etandlico de folhas de P. stipulacea, foi realizado
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esfregaco em lamina de vidro e as preparacdes histologicas coradas através de
técnica Coloracdo de hematoxilina e eosina. Preparagdes histoldgicas foram
observadas através de microscopio Optico conectado a Camera Leica DFC-280
em aumento de 1000x. Para cada grupo foi analisado o aspecto morfoldgico e/ ou
hemdélise dos eritrocitos.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ensaio de Fragilidade Osmética

O extrato etandlico de folhas de P. stipulacea nas diferentes concentracdes
(50pg/mL, 100ug/mL, 250pg/mL, 500ug/mL, 750ug/mL e 1000ug/mL), néo
apresentou fragilidade osmética, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade
avermelhada (hemélise) no sobrenadante obtido apds a centrifugacao, permanecendo
limpida a solugcao de soro fisioldgico, caracterizando integridade das hemacias, que
permaneceram no fundo dos tubos, com formacao de um precipitado, sem que tenha
havido a lise das células. Atabela 1 representa os resultados do ensaio da fragilidade
osmotica atribuidas por sinais: mais (+) ou menos (-). Intensidade de hemolise onde
uma cruz (+) indica ligeira hemdélise ou menos (-) indica auséncia hemolise.

A acdo hemolitica dos diferentes compostos toxicos €& atribuida a varios
mecanismos inespecificos. Como por exemplo, os compostos surfactantes, que
produzem seu efeito hemolitico por meio da solubilizagdo da membrana plasmatica
do eritrocito, ou pela lise osmdtica, que promove alteracbes na permeabilidade da
membrana plasmatica da hemacia'®.

Em contrapartida, os compostos xenobibticos reduzidos, como os compostos
fendlicos, sao capazes de promover hemoélise por meio da oxidagcao da hemoglobina,
formando meta-hemoglobulina 2.

Em nosso estudo n&o foi demonstrada atividade hemolitica do extrato etanélico
de folhas de P. stipulacea nas concentracdes testadas.

Entretanto este resultado, ndo exclui a existéncia de toxicidade, uma vez que
maiores concentracdes de extrato ainda ndao foram testadas e poucos estudos
farmacol6gicos com a espécie que é encontrada na literatura.

Grupos Concentracoes (pg/ml) Hemdlise

50 -
100 -
250 -
500 -
750 -
1000 -

Extrato de P. stipulacea

Controle (+) Agua Destilada +
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Controle (-) Cloreto de sédio 0,9% -

Tabela 1: Ensaio da Fragilidade osmética do sangue de carneiro tratado com do extrato
etandlico de folhas de P. stipulacea

Legenda: (-) auséncia de hemolise, (+) ligeira hemdlise, (++) hemdlise significativa, (+++) hemdlise intensa.

3.2 Estudo morfologico dos eritrocitos.

Observagdes histologicas sdo importantes ferramentas para detectar alteragdes
histofisioldgicas nas fungdes dos 6rgaos, tecidos e células.

A observacao morfolégica dos eritrocitos obtidos de sangue de carneiro apds
tratamento com o extrato etanédlico de folhas de P. stipulacea esta representado na
figura 2 (A, B, C, D, E, F, G, H). As observagdes histolégicas das preparagcbes dos
esfregacos do sangue de carneiro apds o tratamento com o extrato etandlico das
folhas de P. stipulacea nao mostrou qualquer alteracbes morfolégicas nos eritrocitos
do ensaio de fragilidade osmotica, quando comparado com o grupo controle negativo
(figura 2G), com o grupo controle positivo (figura 2H).

O ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etanélico das folhas de P.
Stipulacea néao evidenciou alteracbes na morfologia eritrocitaria. Desta forma, este
estudo demonstrou auséncia de dano a membrana eritrocitaria. Estudos similares
verificaram alteragdes no perfil osmotico em eritrocitos quando incubados com
extratos vegetais '7 '8, E afirmativo, portanto, que eritrocitos incubados com produtos
naturais podem sofrer um disturbio em sua estrutura e citoesqueleto causado por
alteracao do coeficiente de particdo na membrana destas células'®. Desta maneira,
alteragdes provocadas na estrutura da membrana plasmatica modificam o transporte
de ions, causando ou ndo a lise celular, estudos obtiveram aumento e diminuicdo da
fragilidade osmotica, devido agdo de extratos de Indigofera suffruticosa e Turnera
Subulata, respectivamente® 2!, A liberacdo de hemoglobina no plasma ocasionada
pela hemolise, que consiste na lise eritrocitaria, pode gerar situacbes de riscos
ao organismo, entre elas danos aos rins (nefrotoxicidade), e ao coracdo (efeito
vasomotor). Aliberacéo de ions potassio resultante de processos hemoliticos somada
a rapida liberacdo de K*no meio extracelular, ainda pode levar a parada cardiaca e a
morte??, em vista disso negativa atividade hemolitica encontrada neste estudo, pode
ser um indicativo de atividade protetora do extrato de P. stipulacea, considerando-
se que a citotoxicidade in vitro utilizando eritrocitos nos permite investigar tanto o
efeito toxico como protetor de principios ativos sobre a membrana celular?. A acao
hemolitica dos diferentes compostos vegetais € atribuida a varios mecanismos
inespecificos, como por exemplo, os compostos surfactantes que produzem seu
efeito hemolitico por meio da solubilizacdo da membrana plasmatica, ou pela lise
osmoética, promovendo alteracbes na permeabilidade das heméacias™. Desta forma,
em nossos dados é provavel que nao haja dano a membrana eritrocitaria.
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Figura 2 - Fotomicrografia de eritrécitos de sangue de carneiro: (A) Extrato na concentracao de
50ug/mL, (B) Extrato na concentracdo de 100ug/mL, (C) Extrato na concentracdo de 250ug/
mL, (D) Extrato na concentracdo de 500ug/mL, (E) Extrato na concentragéo de 750ug/mL (F)

Extrato na concentracao de 1000ug/mL (G) Controle Negativo (H) Controle Positivo Coloracao

de hematoxilina e eosina. Aumento de 100x.

4| CONCLUSOES

O ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etandlico das folhas de P.
stipulacea nao apresentou atividade hemolitica, nem altera¢cées na morfologia dos
eritrocitos. Entretanto, mais estudos futuros devem ser realizados com extratos em
concentragcdes maiores, bem como o teste em diferentes metodologias.
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