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Resumo: Os Estados do Nordeste apresentam uma vegetagao caracteristica de grande importancia
biolégica e potencial econdbmico. A Anadenanthera colubrina é uma planta bastante usada na medicina
popular como antidiarreico e no tratamento das infecgdes pulmonares. Mas a préatica do uso de plantas
medicinais pode se tornar perigosa quando realizada sem orientacdo, pois muitas podem apresentar
dificil identificacdo, composicdo quimica variavel e relativa toxicidade. Por isso, o presente trabalho
teve como objetivo determinar o potencial citotdxico dos extratos de galhos da Anadenanthera colubrina
(VELL.) Brenan por ensaios in vitro de atividade hemolitica. Os galhos da Anadenanthera colubrina
foram coletados no Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco, Brasil. O sangue utilizado para o
experimento foi obtido a partir da coleta de um voluntério saudavel. S&o adicionados 0,4 mL dos extratos
a 1,1 mL da suspensdo de eritrcitos, apos incubacdo de 60 min, os tubos sdo centrifugados e o
sobrenadante é utilizado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada. O resultado foi expresso
em relacdo a atividade do Triton X- 100 e do tampéo fosfato-salina. No experimento foi observado a
formac&o de precipitado de células, demonstrando que as amostras testadas ndo promoveram a hemolise
dos eritrocitos em todas as concentracdes testadas, o que foi comprovado com a leitura da absorbancia.
Com base nos resultados obtidos, os dois extratos demonstraram ser farmacologicamente promissores,
sendo uma possivel fonte de fitoterapico, pois ndo causaram hemdlise, logo ndo apresentam
citotoxicidade significativa neste pardmetro. Sugere-se mais testes afim de verificar a toxicidade aguda.
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Introducéo

Com o intuito de comprovar o potencial biolégico dos compostos metabolizados pelas
plantas, varios estudos vém sendo realizados, como por exemplo, com as espécies vegetais
encontradas no Bioma Caatinga, que é exclusivamente brasileiro e representa uma importante
fonte para a prospeccdo de biomoléculas que apresentam capacidade antioxidante e

antimicrobiana, dentre outras.

A Caatinga é um bioma que ocupa cerca de 11% do territério nacional, abrangendo os
estados do Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Maranhdo, Ceara, Alagoas,
Sergipe, Bahia e norte de Minas Gerais, como mostra a figura 1 (MMA, 2015). Como uma
formacéo vegetal altamente ameacada, esté envolvida pela ideia da improdutividade, segundo
a qual seria uma fonte menor de recursos naturais. Essa ideia parece estar sempre relacionada
as areas aridas e semiaridas de todo o mundo (ALBUQUERQUE, 2002).

Albuquerque (2000) e Maia (2004) citam que estudos realizados em alguns Estados do

Nordeste revelam que a vegetagdo da Caatinga possui diversas utilidades, além de apresentarem
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uma grande importancia biologica; essa formacéao vegetal apresenta um consideravel potencial
econdmico, com espécies que podem ser utilizadas como forrageiras, frutiferas, madeireiras e

de uso medicinais.

O uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de doencas tem sido
descrito por muitos povos desde os tempos mais remotos. Devido a esse uso, surgiram interesses
comerciais e cientificos e, por isso, tornou-se necessaria a avaliacdo da eficacia e seguranca
dessas plantas (LOURENCO et al., 2009).

Os vegetais superiores tanto quanto microrganismos podem ser usados de forma
medicinal devido principalmente aos seus metabdlitos secundarios produzidos. Ainda é obscuro
a comunidade cientifica o papel fisiologico de grande parte destes compostos, todavia é
conhecido que alguns sdo responsaveis por caracteristicas como odor, pungéncia e cor dos
vegetais (LEICACH; CHLUDIL, 2014). E cada vez mais crescente a opini&o de que produtos
do metabolismo secundario sdo biossintetizados para promover a sobrevivéncia do individuo

que os produz.

Os metabdlitos secundarios quimicamente podem ser agrupados em trés grandes grupos:
compostos polifenolicos, terpenos e alcaldides. Os polifendlicos sdo abundantes nas plantas,
exercendo func¢des como pigmentacgéo, protecdo contra os raios ultravioleta, acdo antioxidante,
acdo alelopética, defesa contra ataques microbioldgicos e predadores (NACZK; SHAHIDI,
2006). Os terpenos compreendem uma diversificada classe de substancias naturais que ocorrem
em todas as plantas (SINGH; SHARMA, 2015). Dentro deste grupo estdo os carotenos (Cao)
que apresentam funcéo essencial na pigmentacao de flores e frutos. Os alcaloides séo compostos
organicos ciclicos que possuem um ou mais atomos de nitrogénio, excluindo aminoécidos,

hormdnios, acidos nucleicos e peptideos (KUETE, 2014).

Porém, a préatica do uso de plantas medicinais pode se tornar perigosa quando realizada
sem orientagdo, pois muitas plantas podem apresentar dificil identificacdo, composigdo quimica
variavel e relativa toxicidade (FELIX-SILVA et al., 2012). Uma das problematicas envolvendo
toxicidade de plantas € a hemolise. Para Paula et al. (2014) a hemolise refere-se a lise ou ruptura
das membranas das hemacias permitindo a liberagdo da hemoglobina para o plasma, tendo

como consequéncia a hemoglobinemia que pode levar a problemas sérios como

hemoglobindria.
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Por causa disso, em laboratorios, o teste de hemolise in vitro vem sendo empregado
rotineiramente em estudos de toxicidade de plantas medicinais, pois é considerado essencial
como estudo preliminar de compostos com potenciais atividades biologicas (KALEGARI et al.,
2011).

Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo analisar a capacidade hemolitica em
extratos aquoso e metandlico de galhos da planta Anadenanthera colubrina. Espécie coletada
no Parque Nacional do Catimbau (PARNA do Catimbau), Pernambuco, Brasil, conhecido por
ser uma area de preservacdo da Caatinga que apresenta plantas de diversas espécies com
potencial para pesquisa de compostos bioativos, pois a descoberta de novos farmacos de origem

natural é de grande interesse cientifico, ambiental, tecnoldgico e econdmico para o pais.

Metodologia

Coleta da amostra

Os galhos da Anadenanthera colubrina foram coletados no Parque Nacional do
Catimbau (PARNA do Catimbau), Pernambuco, Brasil, em Julho de 2016. A sua identificacdo
botanica foi realizada no Herbario do Instituto de Pesquisa Agronémica de Pernambuco
(IPAPE), onde o seu voucher (IPA 84.039) esta depositado.

Preparacéo dos extratos

Para o preparo dos extratos metanolico e aquoso da A. colubrina, os galhos coletados
ficaram por um periodo de sete dias secando a temperatura ambiente e em seguida, foram
moidos para virar po, de onde é possivel fazer a extracdo. O processo de extracao foi realizado
misturando-se 10 g dos galhos moidos com 100 mL de metanol e de agua, solventes
responsaveis por fazer a extracdo metanolica e aquosa respectivamente em diferentes
erlenmeyers. Os frascos foram submetidos a agitacdo por uma hora em um shaker, onde se
formou um sobrenadante que foi filtrado em papel filtro, sendo isto o processo foi repetido por
trés vezes para ambos os solventes. O extrato metandélico adquirido foi colocado em baldo de
fundo redondo e submetido a destilacdo do solvente em um rotaevaporador sob pressdo
reduzida a uma temperatura média de 45°C com a finalidade de concentrar este extrato, obtendo

rendimento de 29,5%. Ja o extrato aquoso foi submetido a liofilizacdo também para concentra-
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lo e seu rendimento foi de 37,6%. O rendimento foi calculado de acordo com a seguinte
férmula:

Rendimento: Peso da amostra — Peso do tubo x 100
10

Atividade hemolitica

O ensaio de atividade hemolitica foi realizado de acordo com Oliveira et al. (2012). O
sangue utilizado para o experimento foi obtido a partir da coleta em tubo de citrato de um
voluntario saudavel e ndo fumante, ap6s assinatura do documento de consentimento.

O tubo coletado foi centrifugado a 3000 rpm por 6 min. O plasma e a camada
leucoplaquetaria foram removidos e 0s eritrdcitos restantes foram lavados por trés vezes com
tampéo fosfato-salino e ressuspendidos com a mesma solucdo. Cada eppendorf recebeu 1,1 mL
da suspensdo de eritrécitos e 0,4 mL dos extratos em concentra¢cdes de 2000 pg/mL; 1000
png/mL; 500 pg/mL; 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pg/mL e 15,625 pg/mL.

O controle negativo continha apenas o tampéao fosfato-salina e 1,1 mL de suspenséo de
eritrocitos e o controle positivo recebeu 0,4 mL de Triton X-100.

Apos incubacdo de 60 min a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados e o
sobrenadante foi utilizado para medir a absorbancia da hemoglobina liberada em um
comprimento de onda de 540nm. O teste foi feito em triplicata.

A atividade hemolitica foi expressa qualitativamente em relacdo a atividade do Triton
X- 100 e do tampéo fosfato-salina.

Resultados e discussao

Nos experimentos realizados de acordo com o método descrito por Oliveira et al. (2012),
atividade hemolitica foi expressa em relacdo com a atividade do Triton X-100, utilizado como
padrao.

Os extratos aquoso e metandlico da A. colubrina ndo causaram hemdlise nos eritrdcitos,
como observado na tabela 1 e comprovado pela figura 1 e 2, onde a auséncia de hemdlise dos

dois extratos se compara a do controle negativo.
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Tabela 1: Atividade hemolitica

Concentragdes | Extrato metanolico | Extrato aquoso Triton X-100 (CP) | Solucdo  salina
(mg/ml) (CN)

2000 +- - +++

1000 - - +++

500 - -- +++

250 - +++

125 -- +++

62,5 +++

+++: Presenca de hemolise; ---: Auséncia de hemolise.

Figura 1: Atividade hemolitica do extrato aquoso.

Figura 2: Atividade hemolitica do extrato metandlico em comparagdo com o Triton (primeiro
eppendorf)

As plantas contém principios ativos responsaveis pelas propriedades terapéuticas a elas
atribuidas, mas também, por reacdes adversas que podem aparecer em decorréncia de uso
indevido ou contado direto (CARVALHO et al., 2012).
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Embora estudos fitoquimicos realizados anteriormente por nosso grupo demonstrem a
presenca de compostos possivelmente toxicos nos extratos, como terpenos, alcaloides e taninos
(KATO; AKISUE, 2002; LIMA et al, 2004; MONTEIRO et al 2006; FORTES; GUEDES,
2006; MOTA, 2006) o ensaio de toxicidade in vitro destes extratos ndo mostrou resultados
condizentes com este fato, possivelmente por causa das concentracGes destes metabolitos

presentes nos extratos.

Dentre o0s metabolitos secundarios conhecidamente relacionados a hemolise, os
alcaléides, mesmo em pequenas quantidades, sao substancias naturalmente toxicas (DEWICK,
2002). A saponinas, outro principio-ativo toxico, é capaz de interagir com a membrana dos

eritrdcitos e provocar hemdlise (DEWICK, 2002) e os fenois que podem oxidar a hemoglobina.

Ensaios de atividade hemolitica realizados por Colacite (2015) mostraram que a A.
colubrina mostrou-se toxica na maior concentragao testada (4000 pg/mL), enquanto nas demais

(2000 pg/mL, 1000pug/mL e 500 pg/mL) apresentou baixa toxicidade.

Devido aos méritos de uma baixa toxicidade do extrato aquoso e ainda uma eficiéncia
de extracdo superior, é possivel afirmar que ele oferece uma melhor escolha na obtencéo de

extratos antioxidantes quando comparado ao metanol.
Concluséao

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, conclui-se que os extratos metanolico
e aquoso dos galhos da Anadenanthera colubrina ndo causaram hemdlise, logo ndo apresentam

citotoxicidade significativa neste parametro.

Além disso, o extrato aquoso oferece uma melhor escolha na obtencéo de extratos quando

comparado ao metanol.

S&o importantes mais estudos para garantir que os extratos ndo apresentam toxicidade em

outros parémetros Oou em maiores concentrag(")es.
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