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APRESENTAÇÃO

A obra “As Ciências Biológicas e a Construção de Novos Paradigmas de 
Conhecimento” consiste de uma série de livros de publicação da Atena Editora. 
Com nove capítulos o volume I apresenta uma vasta heterogeneidade de conceitos 
e aplicações nas áreas de Biotecnologia, Genética, Saúde humana, Educação bem 
como a importância das condições ambientais que as espécies estão inseridas. 
No cenário atual de mudanças ambientais correntes e avanços tecnológicos é 
extremamente importante o uso adequado de técnicas em cada área.

O E-Book foi dividido em nove capítulos que abordam estratégicas didáticas 
usando práticas em campo para alunos da educação básica. As aplicações 
dessas práticas permitem os discentes observar por si próprios novos domínios do 
conhecimento incluindo áreas com conceitos complexo como em Ecologia. Esse 
avanço possibilita a longo prazo que os alunos sejam participativos nas decisões do 
meio em que vivem. O tema sobre Saúde humana se encontra em pauta trazendo os 
aspectos nutricionais de adolescentes com e sem Síndrome de Down. Discussões 
importantes como obesidade e baixa ingestão de fibras realizada pelos jovens devem 
ser elencados para uma educação alimentar desde os primeiros anos escolares.

As aplicações de técnicas adequadas de Biotecnologia são extremamente 
importantes para uso de produtos eficazes em diversas áreas. Adicionalmente, 
análises citogenéticas fornecem informações que são relevantes e direcionar 
um correto aconselhamento genético familiar. O livro também traz publicações 
que contribui com avanços na área da medicina veterinária, através da avaliação 
macroscópica e microscópicamente de lesões cranioencefálicas de cães e gatos.

Por fim, atividades humanas como construção de reservatórios são cada vez 
mais frequentes em sistemas naturais, desta forma a avaliação das condições 
ambientais da variação espacial é muito importante para conservação das espécies. 
Os estudos apresentados aqui, em português e linguagem acessível, são de extrema 
relevância nas áreas destinadas a saúde humana, sociais, medicina veterinária e 
relação das espécies com ambiente englobando uma série de perguntas intrigantes 
e também compreensível a jovens cientistas.

Excelente leitura!
José Max Barbosa de Oliveira Junior 

Lenize Batista Calvão 
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RESUMO: O presente trabalho descreve 
a investigação do potencial toxicológico do 
extrato etanólico das folhas de P. stipulacea, 
através da ensaio de fragilidade osmótica dos 
eritrócitos de carneiro. O material vegetal foi 
coletado, posteriormente a obtenção do extrato. 
Após isso, amostras de sangue de carneiro 
comercial (Laborclin®) (25µL) foram expostas 
ao extrato, durante 30 minutos a temperatura 
ambiente em diferentes concentrações: 50µg/
mL, 100 µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750 µg/
mL e 1000µg/mL diluídas em solução isotônica 
de cloreto de sódio 0,9%. As soluções com as 
amostra foram centrifugadas a 2500rpm, por 3 
minutos a 25ºC. Em seguida, foi preparado um 
esfregaço em lâmina de vidro e as preparações 
histológicas foram coradas, e então observadas 
através de microscópio óptico conectado a 
Câmera Leica DFC-280 em aumento de 1000x. 
O extrato etanólico de folhas de P. stipulacea 
nas diferentes concentrações (50µg/mL, 
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100µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750µg/mL e 1000µg/mL), não apresentou fragilidade 
osmótica, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade avermelhada (hemólise) 
no sobrenadante obtido após a centrifugação. As observações histológicas das 
preparações dos esfregaços do sangue de carneiro após o tratamento com o extrato 
etanólico das folhas de P. stipulacea não causou fragilidade osmótica nos eritrócitos 
do ensaio de fragilidade osmótica, quando comparado com os grupos controles. O 
ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etanólico das folhas de P. stipulacea não 
apresentou atividade hemolítica, nem alterações na morfologia dos eritrócitos.
PALAVRAS-CHAVE: Toxicidade, Piptadenia satipulaceae, fragilidade osmótica.

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 μL) were exposed to the extract for 30 minutes at room temperature in different 
concentrations diluted in 0.9% isotonic NaCl solution: 50 μg/mL, 100 μg/mL, 250 μg/
mL, 500 μg/mL, 750 μg/mL and 1000μg/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 (50μg / mL, 
100μg / mL, 250μg / mL, 500μg / mL, 750μg / mL and 1000μg / 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.

1 |  INTRODUÇÃO

O interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapêuticos 
tem sido muito significativo nos últimos tempos, principalmente nos países em 
desenvolvimento, devido ao difícil acesso da população aos medicamentos sintéticos. 
De acordo com a OMS, entre 60- 80% da população mundial utiliza a medicina 
tradicional ou a fitoterapia no tratamento de várias doenças1.

A utilização de plantas como medicamento está fundamentada em estudos 
etnofarmacológicos que, partindo do uso tradicional e do conhecimento popular 
sobre as propriedades farmacológicas (anti-inflamatória, analgésica, antimicrobiana, 
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antiespasmódica, antitérmica, laxativas, entre outras) de certas drogas vegetais, 
indicam o potencial para o desenvolvimento de novos fitoterápicos2.

Muitos testes comprometidos com a análise de agentes tóxicos utilizam animais 
de laboratório. Entretanto, existe uma busca crescente por métodos in vitro que não 
utilizem animais em sua execução 4. Laboratorialmente, o ensaio de hemólise in vitro 
vem sendo utilizado rotineiramente em estudos de toxicidade de plantas medicinais 
e de utilidade pecuária, exibindo-se positivo, principalmente, as espécies que 
apresentam saponinas em sua composição 16.

A Fabaceae é uma grande família de ervas, arbustos e árvores com grande 
variedade de habitats, incluindo aquáticas, xerófitas e trepadeiras. Tem distribuição 
cosmopolita nas zonas tropicais, subtropicais e temperadas5. E é constituída por 476 
gêneros e 13.855 espécies6.

O gênero Piptadenia possui cerca de 80 espécies de árvores, arbustos e 
trepadeiras7,8. No Brasil, as espécies desse gênero estão presentes nos estados 
Amazonas, Bahia, Ceará, Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraíba, Paraná, Piauí, 
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro e São Paulo7.

A espécie Piptadenia stipulacea (Benth) Ducke é uma árvore típica da Caatinga 
do Nordeste Brasileiro9 (Figura 1), amplamente distribuída no bioma caatinga, do 
Piauí à Bahia10 e é conhecida popularmente como “jurema branca”11. Essa espécie 
é muito usada na medicina popular no tratamento dos processos inflamatórios e 
estudos científicos confirmam sua atividade antimicrobiana e antifúngica12. 

As cascas do caule e folhas de P. stipulacea são usadas na medicina popular na 
forma de tintura ou decocto para tratar feridas9, sendo indicado como cicatrizante13. 
Estudos farmacológicos indicam que alguns extratos de P. stipulacea são eficazes 
contra Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Streptococcus faecius e Neurospora 
crassa12 e que o extrato etanólico das folhas dessa espécie foi ativo contra Klebsiella 
pneumoniae resistentes a várias drogas e contra cepas de Candida albicans13, 
além disso recentemente foi demonstrado que as frações acetato de etila e aquosa 
obtidas das partes aéreas desta espécie apresentam  atividades antinociceptiva e 
anti-inflamatória em camundongos14.

Após levantamento da literatura, poucos estudos farmacológicos foram 
encontrados, sendo assim para maior compreensão da atividade toxicológica desta 
espécie, este trabalho tem o objetivo de  investigar o potencial toxicológico do extrato 
etanólico das folhas de P. stipulacea através do ensaio in vitro de fragilidade osmótica 
em eritrócitos de carneiro, teste capaz de promover uma avaliação preliminar da 
toxicidade de extratos vegetais.
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Figura 1: :Piptadenia stipulacea
Fonte: Plantas do Brasil, 2012.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Extrato Etanólico das Folhas 

O extrato etanólico das folhas de P. stipulacea utilizado no experimento foi doado 
pelo Laboratório de Cancerologia do Departamento de Antibióticos da Universidade 
Federal de Pernambuco.

2.2 Ensaio de Fragilidade Osmótica

A técnica de fragilidade osmótica realizada baseou-se na metodologia descrita 
por Dacie e Lewis (1975). Amostras de sangue de carneiro comercial (Laborclin®) 
(25µL) foram expostas ao extrato, durante 30 minutos a temperatura ambiente em 
diferentes concentrações sendo estas de, 50µg/mL,  100 µg/mL, 250µg/mL, 500µg/
mL, 750 µg/mL e 1000µg/mL diluídas em solução isotônica de cloreto de sódio 0,9%. 
Em seguida, as soluções com as amostra foram centrifugadas à 2500rpm, por 3 
minutos a 25ºC. O controle negativo foi realizado com solução isotônica de cloreto 
de sódio 0,9% e o controle positivo com água destilada, os quais receberam os 
mesmos procedimentos empregados nas amostras testes. O ensaio foi realizado 
em triplicata e o percentual hemolítico foi estabelecido com controle positivo sendo 
designado como 100%. O grau de hemólise foi avaliado, qualitativamente, pela 
tonalidade avermelhada (hemólise) no sobrenadante obtido após a centrifugação. 
Foram atribuídas “cruzes” a intensidade de hemólise, onde uma cruz (+) indica 
ligeira hemólise, duas cruzes (++) hemólise significativa e três cruzes (+++) indicam 
hemólise intensa.

2.3 Observação Morfológica dos eritrócitos.

As amostras dos pellets centrifugadas dos grupos controle negativo, controle 
positivo e o tratado com o extrato etanólico de folhas de P. stipulacea, foi realizado 



Capítulo 3 26As Ciências Biológicas e a Construção de Novos Paradigmas de Conhecimento

esfregaço em lâmina de vidro e as preparações histológicas coradas através de 
técnica Coloração de hematoxilina e eosina. Preparações histológicas foram 
observadas através de microscópio óptico conectado a Câmera Leica DFC-280 
em aumento de 1000x. Para cada grupo foi analisado o aspecto morfológico e/ ou 
hemólise dos eritrócitos.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Ensaio de Fragilidade Osmótica

O extrato etanólico de folhas de P. stipulacea nas diferentes concentrações 
(50µg/mL, 100µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750µg/mL e 1000µg/mL), não 
apresentou fragilidade osmótica, quando avaliado, qualitativamente, pela tonalidade 
avermelhada (hemólise) no sobrenadante obtido após a centrifugação, permanecendo 
límpida a solução de soro fisiológico, caracterizando integridade das hemácias, que 
permaneceram no fundo dos tubos, com formação de um precipitado, sem que tenha 
havido a lise das células. A tabela 1 representa os resultados do ensaio da fragilidade 
osmótica atribuídas por sinais: mais (+) ou menos (-). Intensidade de hemólise onde 
uma cruz (+) indica ligeira hemólise ou menos (-) indica ausência hemólise.

A ação hemolítica dos diferentes compostos tóxicos é atribuída a vários 
mecanismos inespecíficos. Como por exemplo, os compostos surfactantes, que 
produzem seu efeito hemolítico por meio da solubilização da membrana plasmática 
do eritrócito, ou pela lise osmótica, que promove alterações na permeabilidade da 
membrana plasmática da hemácia15.

Em contrapartida, os compostos xenobióticos reduzidos, como os compostos 
fenólicos, são capazes de promover hemólise por meio da oxidação da hemoglobina, 
formando meta-hemoglobulina 3.

Em nosso estudo não foi demonstrada atividade hemolítica do extrato etanólico 
de folhas de P. stipulacea nas concentrações testadas. 

Entretanto este resultado, não exclui a existência de toxicidade, uma vez que 
maiores concentrações de extrato ainda não foram testadas e poucos estudos 
farmacológicos com a espécie que é encontrada na literatura. 

Grupos Concentrações (µg/ml) Hemólise

Extrato de P. stipulacea

50
100
250
500
750
1000

-
-
-
-
-
-

Controle (+) Água Destilada +
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Controle (-) Cloreto de sódio 0,9% -

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

Legenda: (-) ausência de hemólise, (+) ligeira hemólise, (++) hemólise significativa, (+++) hemólise intensa.

3.2 Estudo morfológico dos eritrócitos.

Observações histológicas são importantes ferramentas para detectar alterações 
histofisiológicas nas funções dos órgãos, tecidos e células. 

A observação morfológica dos eritrócitos obtidos de sangue de carneiro após 
tratamento com o extrato etanólico de folhas de P. stipulacea está representado na 
figura 2 (A, B, C, D, E, F, G, H). As observações histológicas das preparações dos 
esfregaços do sangue de carneiro após o tratamento com o extrato etanólico das 
folhas de P. stipulacea não mostrou qualquer alterações morfológicas nos eritrócitos 
do ensaio de fragilidade osmótica, 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 etanólico das folhas de P. 
stipulacea não evidenciou  alterações na morfologia eritrocitária. Desta forma, este 
estudo demonstrou ausência de dano à membrana eritrocitária. Estudos similares 
verificaram alterações no perfil osmótico em eritrócitos quando incubados com 
extratos vegetais 17, 18. É afirmativo, portanto, que eritrócitos incubados com produtos 
naturais podem sofrer um distúrbio em sua estrutura e citoesqueleto causado por 
alteração do coeficiente de partição na membrana destas células19. Desta maneira, 
alterações provocadas na estrutura da membrana plasmática modificam o transporte 
de íons, causando ou não a lise celular, estudos obtiveram aumento e diminuição da 
fragilidade osmótica, devido ação de extratos de Indigofera suffruticosa e Turnera 
subulata, respectivamente20, 21. A liberação de hemoglobina no plasma ocasionada 
pela hemólise, que consiste na lise eritrocitária, pode gerar situações de riscos 
ao organismo, entre elas danos aos rins (nefrotoxicidade), e ao coração (efeito 
vasomotor). A liberação de íons potássio resultante de processos hemolíticos somada 
a rápida liberação de K+ no meio extracelular, ainda pode levar à parada cardíaca e a 
morte22, em vista disso negativa atividade hemolítica encontrada neste estudo, pode 
ser um indicativo de atividade protetora do extrato de P. stipulacea, considerando-
se que a citotoxicidade in vitro utilizando eritrócitos nos permite investigar tanto o 
efeito tóxico como protetor de princípios ativos sobre a membrana celular23. A ação 
hemolítica dos diferentes compostos vegetais é atribuída a vários mecanismos 
inespecíficos, como por exemplo, os compostos surfactantes que produzem seu 
efeito hemolítico por meio da solubilização da membrana plasmática, ou pela lise 
osmótica, promovendo alterações na permeabilidade das hemácias15. Desta forma, 
em nossos dados é provável que não haja dano à membrana eritrocitária.
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Figura 2 - Fotomicrografi a de eritrócitos de sangue de carneiro: (A) Extrato na concentração de 
50µg/mL, (B) Extrato na concentração de 100µg/mL, (C) Extrato na concentração de 250µg/
mL, (D) Extrato na concentração de 500µg/mL, (E) Extrato na concentração de 750µg/mL (F) 

Extrato na concentração de 1000µg/mL (G) Controle Negativo (H) Controle Positivo Coloração 
de hematoxilina e eosina. Aumento de 100x. 

4 |  CONCLUSÕES

O ensaio de toxicidade in vitro com o extrato etanólico das folhas de P. 
stipulacea não apresentou atividade hemolítica, nem alterações na morfologia dos 
eritrócitos. Entretanto, mais estudos futuros devem ser realizados com extratos em 
concentrações maiores, bem como o teste em diferentes metodologias.
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