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“Jd perdoei erros quase imperdoadveis, tentei
substituir pessoas insubstituiveis e esquecer
pessoas inesqueciveis. Ja fiz coisas por
impulso, (...). Ja abracei pro. proteger, ja dei
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Mas vivi! E aindo vivo! Ndo passo pela vido...
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pertence a quem se aireve e o vida é MUITO

para ser insignificante.”

(Charlie Chaplin)
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ABSTRACT

Effect of the aqueous crude extracts of Solidago microglossa DC (Asteraceae),

Cymbopogon citratus DC (Poaceae) and Mentha villosa HUDS. (Labitae) on the stability

of human erythrocytes

Student: Rita de Cassia Mascarenhas Netto

Advisor: Nilson Penha-Silva

In this work, we studied the effects of the crude aqueous extracts of Solidago
microglossa, Cymbopogon citratus and Mentha villosa on the stability of human erythrocytes
against hypotonic shock (osmotic fragility), characterized by the NaCl concentration capable
to promote 50% of hemolysis (Hso) and by the intensity (Py) and amplitude (dS) of the lysis
transition. The parameters we obtained in the presence of each of the extracts were compared
with those obtained int its absence by analysis of variance according the Tukey test, with
statistically significant differences been indicated by values of p<0.05. The crude extracts of
Cymbopogon citratus and Mentha villosa caused significant decreases in the values of Hso
and Py and significant increases in the values of dS. This indicates that these extracts present
anti-hemolytic actions. The crude extract of Solidago microglossa caused a significant
increase in Hso, which means that this plant present an hemolytic action, and a decrease in the
Py values associated to an increase in dS, what indicates that Solidago microglossa also

presents an antagonistic anti-hemolytic action. The more accentuated anti-hemolytic action

was that observed for Mentha villosa.

Keywords: Cymbopogon citratus; Erythrocytes; Membrane stability; Mentha villosa;

Medicinal plants; Solidago microglossa.
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INTRODUCAO

Tecidos, células, organelas, Cromossomos, proteinas € membranas constituem
complexos de organizagdo biolégicos cuja organizagdo e estabilizagio é uma tarefa
importante da natureza, uma vez que todas suas fungdes especificas dependem de sua
integridade estrutural (BERNARDINO NETO, 2006). Devido a vulnerabilidade destes
componentes a a¢do de agentes desnaturantes, como temperatura, extremos de acidez ¢
alcalinidade (CRIBIER; MORROT; 7ACHOWSHI, 1993), alguns organismos
desenvolveram mecanismos para estabilizagdo de suas estruturas, sendo um deles a produgéo
e concentragdo de solutos que tém sido coletivamente designados como osmoélitos.

Os osmolitos sdo capazes de estabilizar estruturas de complexos organizacionais
biolégicos in vitro e entdo garantir sua fungdo biolégica, tanto in vifro quanto in Vivo
(BOROWITZA; BROWN, 1974; BOWLUS: SOMERO, 1979; POLLARD; WYN JONES,
1979: YANCEY, 1985; NIKOLOPOULOS; MANETAS, 1991; VIANA; GARROTE FILHO;
PENHA-SILVA, 2005; FONSECA et al., 2006). As membranas sdo exemplos de complexos
organizacionais biolégicos estabilizados pelos osmolitos.

As membranas sdo essencialmente constituidas de lipideos e polimeros de aminoacidos
muitas vezes conjugados com carboidratos (DANIELLL; DAVSON, 1935). A membrana
plasmatica de um eritrdcito possui cerca de 20 tipos de proteinas proeminentes ¢ varias outras
com fungdes diferentes, como o transporte de solutos (STORRY, 2004). Os eritrocitos tém
sido utilizados como um bom instrumento de estudo das estruturas biologicas, especialmente
de sua estabilidade, uma vez que a hemolise provocada por qualquer fator de estresse
ambiental libera hemoglobina, a qual pode ser quantificada pela leitura espectrofotométrica da
absorbancia da luz visivel em 540 nm. Neste comprimento de onda a absorbancia €
proporcional a extensdo da lise dos eritrécitos ou hemolise (NELSON; COX, 2000;
MOECKEL et al., 2002).

Muitas células animais ¢ vegetais podem-se adaptar a condi¢des de hipotonicidade e
hipertonicidade, como ocorre na maioria dos mamiferos, inclusive nos humanos, 0s quais
usam pequenos solutos organicos no interior das células para atingir o equilibrio osmotico em
elevadas concentracdes de NaCl presentes no meio extracelular.

A fragilidade osmética eritrocitaria (FOE) pode ser definida como a resisténcia dos
eritrocitos 4 hemolise, avaliada pelo uso de solugdes tamponadas de NaCl em agua destilada
em concentragdes decrescentes de 0,9 a 0% (JAIN, 1986). O controle do volume celular

através da eliminagdo ativa de solutos ¢ um dos mecanismos pelos quais a lise da membrana



eritrocitéria é evitada in vivo (MAKINDE; BOBADE, 1994). As células, quando suspensas
em meio hipotdnico, aumentam até atingir um volume critico de hemolise antes de serem
lisadas (JAIN, 1973). Assim sendo, a fragilidade celular varia conforme a concentraggo de sal
e segue uma distribui¢do normal em animais sadios (JAIN, 1973), havendo, entretanto,
diferengas entre as espécies (JAIN, 1986). A fragilidade osmotica dos eritrocitos depende
basicamente da esfericidade dos eritrocitos e da tonicidade do meio (DELANO, 1995).

Viarios fatores intrinsecos e extrinsecos influenciam a fragilidade osmética dos
eritrécitos, ocorrendo diminui¢do ou aumento desta em condi¢des diversas (JAIN, 1986).
Segundo Perk et al. (1964), a fragilidade osmotica € influenciada por fatores como a forma, 0
volume e o tamanho do eritrocito, o tipo € a quantidade de hemoglobina, as diferencas na
viscoelasticidade das membranas e na composigdo quimica e estrutural das mesmas.
Aparentemente, as células menores apresentariam uma capacidade limitada de expansdo e
atingiriam o volume hemolitico critico mais precocemente. O tempo de vida da célula
também é muito importante ja que 0s eritrocitos velhos sdo mais frageis que os jovens €
correspondem a aproximadamente 30% da populagdo eritrocitdria. Alem disso, segundo Jain
(1973), Makinde e Bobade (1994), podem ocorrer variagoes fisiologicas (por exemplo,
variagdes poOs-prandiais) ou patologicas (presenca de hematozodrios, uremia, Ccirrose,
processos auto-imunes, etc.).

A base experimental para medi¢do da FOE é o fato que quando alguma célula vermelha
de uma populagdo de RBC atinge um volume critico (volume hemolitico) (JACOBS,
GLASSMAN, PARPART, 1935), a hemoglobina difunde-se para fora da célula, usualmente
sem romper sua membrana plasmatica (PARPART et al., 1947).

Em pacientes humanos, o formato da célula é afetado por alteragdes na composigdo da
membrana celular (WEED; REED, 1966; TELEN; KAUFMAN, 1999). Doengas associadas a
alteragdes metabolicas como a insuficiéncia renal e a doenga hepatica, podem modificar a
proporgdo de fosfolipideos e de colesterol na membrana eritrocitaria e conseqilentemente
afetar a FOE. Os eritrocitos maduros néo sdo capazes de sintetizar lipideos pela auséncia da
enzima acetil-CoA carboxilase (PITTMAN; MARTIN, 1966; TELEN; KAUFMAN, 1999);
com isso, a membrana celular sofre alteragdes em sua composigdo lipidica de acordo com as
alteracdes dos lipidios circulantes (DIMOPOULLOS; BEDELL, 1962; TELEN; KAUFMAN,
1999).

Lipideos de membrana sdo vitais para manutengfo da integridade e sobrevivéncia

celular. A peroxidagdo dos lipideos de membrana pode resultar na inativagdo de enzimas e

ligagdes cruzadas dos lipideos e proteinas a na morte celular (CHIO, TAPPEL, 1969; JAIN et



al., 1983). Segundo Jain (1989), a correlagdo significante entre peroxidagdo lipidica induzida
por glicose € o aumento da fragilidade osmética das células vermelhas do sangue mostra que
este processo de peroxidagdo pode causar mudangas nas propriedades da membrana dos
eritrocitos. A propriedade mecanica das membranas pode ser alterada por mudangas na
composi¢do lipidica ou na concentragdo eletrolitica, que permite a presenga de lipideos
eletronicamente alterados (LOGISZ, HOVIS; 2005).

A oxidagdo dos eritrdcitos tem sido estudada extensivamente como um modelo de dano
oxidativo de biomembranas, ¢ mostrado que os metabolitos reativos do oxigénio (ROM)
atacam a membrana dos eritrcitos causando a oxidagdo de lipideos e proteinas, €
eventualmente causam hemolise (KONDO et al., 1997; RACEK et al., 2001). Os ROM
estariam envolvidos em muitas doengas degenerativas humanas. Os antioxidantes tém efeitos
preventivos e terapéuticos nessas desordens (AMES, SHIGENAGA, HAGEN, 1993). Eles
sdo capazes de danificar moléculas de fosfolipideos e proteinas, o que tem um grande impacto
nas atividades celulares bem como estruturas e fungdes das membranas (CROSS et al., 1987).

Estudos recentes tém descrito um aumento na fragilidade osmética dos eritrocitos em
modelos experimentais de estresse oxidativo (BATNA; FUCHS, 1997, KONDO et al., 1997,
FERNANDEZ; FINK, 2000), sendo que o dano ao sistema antioxidante ou o aumento da
producio de ROM sdo responsaveis por alteracdes na estrutura celular (TIANO et al., 2000).
Um desequilibrio no status oxidante/antioxidante das células conduz ao estresse oxidativo e
isto determina uma cascata de eventos que leva a oxidagdo de lipideos e proteinas
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000) e pode ser a causa da hemdlise e anemia
(SOARES et al., 2005).

Halliwell (1990) define antioxidante como substancia que, quando presente em baixas
concentragdes comparadas com as do substrato oxidavel (carboidratos, lipideos, DNA ou
proteinas), retarda ou previne significantemente a oxidacdo do substrato. O uso de
antioxidantes sintéticos para prevenir danos dos radicais livres é freqiientemente
acompanhado de efeitos toxicos. Isto torna interessante investigar componentes naturais com
propriedades antioxidantes (PIETTA, 2000; LARSON, 1988).

A quimica de produtos naturais € um campo de pesquisa com infinito potencial, e €
especialmente importante em paises que possuem grande biodiversidade, como o Brasil. Nos
ultimos anos, o interesse na atividade antioxidante de extratos de plantas, ou substincias
isoladas, tem crescido, devido ao fato que radicais livres tem sido causas de algumas doengas,
assim como do processo de envelhecimento (WILLCOX, ASH, CATIGNANI, 2004).



Maior interesse tem sido devotado & atividade antioxidante de flavondides, devido as
suas habilidades de reduzir a formagdio e de combater o efeito de radicais livres. Os
flavonéides sdo um dos mais numerosos e difundidos grupos de constituintes naturais no
reino das plantas, alguns deles porque inibem processos mediados por radicais livres. Como
regra, flavonoides possuem baixa toxicidade, que, combinada com alta capacidade
antioxidante, faz deles componentes extremamente uteis como agentes farmacologicos
(BROWN et al., 1998; DUGAS et al., 2000).

Constituintes fenolicos, assim como os flavondides, acidos fenodlicos, diterpenos €
taninos sdo especialmente merecedores de notificar em funcdio de suas altas atividades
antioxidantes (SHAHIDI et al., 1992; RICE-EVANS et al., 1996). Muitas investigagoes
indicam que estes componentes sdo de 6timo valor na prevengdo do inicio e/ou progresso de
muitas doengas humanas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL et al., 1992;
WILLET, 1994; TSAO, AKHTAR, 2005). Este efeito pode ser explicado pela restauragdo do
disturbio de equilibrio redox por diferentes fatores (ex. dieta, alcool, algumas drogas) e, em
conseqiiéncia, pela diminui¢do de danos em estruturas celulares (AMES et al., 1993).

A estabilizagio de células vermelhas contra hemolise hipotonica por varias substancias
tem sido extensivamente investigada, particularmente como um modelo para estudo do modo
de a¢éo de varias drogas (SEEMAN, 1966; ROTH, SEEMAN, 1971).

O consumo de plantas medicinais e de produtos fitoterapicos vem crescendo em todo o
mundo, constituindo um segmento bastante promissor (BREVOORT, 1998; EISENBERG et
al., 1998). Devido a isso, muitas pesquisas vém sendo feitas para garantir maior seguranca €
credibilidade 4 utilizagdo de principios ativos destas plantas. Apesar deste fato, os produtos a
base de plantas, ainda sdo disponibilizados para 0 consumo de forma precaria, o que
compromete a efetiva consolidagdo deste mercado em nosso pais (BRANDAO, 1997).

A forma de extragio de principios ativos de plantas ¢ um fator muito importante, devido
ao fato da planta conter certo nimero de substancias que, na maior parte dos casos, agem
como complexos, cujos diferentes componentes se completam e se reforgam na sua agao.

Desde os tempos mais remotos ¢ conhecida a utilizagao de plantas na cura de diversos
tipos de doengas. O homem, pela prépria necessidade e caréncia de outros tipos de fontes,
buscou na natureza a solugdo de seus males. Dessa forma nao se sabe a data precisa do inicio
da utilizacdo das plantas para fins medicinais, pois sua historia se entrelaga a propria historia
da humanidade, acumulando um conhecimento de milhares de anos. De uma forma geral, 0s

estudiosos costumam apresentar a histéria das ervas medicinais a partir do oriente, em um



longo caminho que evoluiu até mais recentemente, para as Ameéricas, se ndo consideramos
também o proprio conhecimento vindo da comunidade indigena (BONTEMPO, 1994).

Todas as antigas civilizagdes tém suas proprias referéncias histéricas em relacéo as
plantas medicinais. Nos documentos mais antigos, a fitoterapia esta ligada a magia ¢ € vista
muitas vezes como um “presente de Deuses”, que permite aos seres humanos vencer 0s
poderes maléficos da terra. Até essas primeiras aplicagdes das plantas medicinais como
agentes medicinais, demonstram uma compreensdo surpreendente dos diferentes efeitos de
cada espécie vegetal (BONTEMPO, 1994).

Torna-se inconcebivel, portanto, uma pratica que se perpetuou na historia da civilizagdo
ndo tivesse na atualidade o merecido reconhecimento da ciéncia e daqueles que executam
(STASI, 1996).

Fitoterapia ¢ uma modalidade de terapia medicinal que constitui no uso de plantas na
cura ou prevengdo de doengas. Ela vem recebendo grande destaque nos ultimos anos. O
consumo individual de fitoterapicos aumentou em todo o mundo, tanto que atualmente o
mercado mundial de fitoterépicos gira em torno de aproximadamente 22 bilhdes de dolares.
No entanto, apesar da extensa e diversificada flora, o Brasil nio tem uma atuagdo destacada
no mercado mundial desses medicamentos (YUNES et al., 2001).

A arnica-do-Brasil é uma planta medicinal da familia Asteraceae, espécie Solidago
microglossa DC (CORREA, 1984), tnica do género registrada no Brasil, sendo entre nds
usada como analoga da Arnica montana L. (BRAGA, 1976; CORREA, 1984). A planta tem
sinonimia variada e compreende as designagdes: arnica sapé-macho, falsa-arnica, erva-
lanceta, arnica-silvestre, lanceta, espiga-de-ouro, macela ou marcela-miuda (BRAGA, 1976;
CORREA, 1984; CONTRERA et al., 1985). A ela sdo atribuidas propriedades anti-sépticas
(CHEIKH et al., 1982; LIMA NETO et al., 1993; KOO et al., 2000), analgésicas
(CERQUEIRA et al., 1987; ROCHA, 2006), antiinflamatéria (ROCHA, 2006), cicatrizantes
(CONTRERA ¢t al., 1985; FACURY NETO; FAGUNDES; JULIANO, 2002; FACURY
NETO et al., 2004), na absorgdo de edemas e hematomas, tratamento de contusdes, distensdes
¢ inflamagdes superficiais da pele (MORAES-SANTOS, TORRES, LEONART, 1988;
WOERDENBARG et al., 1994; SCHMIDT, 1996; LYSS et al., 1997; SCHAFFNER, 1997;
NORRED, ZAMUDIO, PALMER, 2000), além de atividade imunologica (PUHLMANN,
ZENK, WAGNER, 1991).

A FUIIACOPEld DIASICIA (177T) doourvry o diviive mevebmese somn Fatasépion Nn
Brasil, Torres (1985) demonstrou a presenga de compostos que justificam o uso terapéutico da

Solidago microglossa DC como substituto da Arnica montana. Dentre 0s cOmpostos



farmacologicamente ativos se destacam flavonoides como a quercitrina, utilizada para o
tratamento de problemas vasculares (FUCHS, ILIEV, 1949; TORRES, 1985; TORRES,
AKISUE, ROQUE, 1987, HARBONE, WILLIAMS, 2000) a as lactonas sesquiterpénicas
(LEVEN, WILLUHN, 1987; SCHMIDT et al., 1995; LYSS et al., 1997), fenois, acetofenona,
carotenoide, glicosideo, Oleo essencial, saponinas, terpenos (HALL et al., 1980;
DEMARQUE et al., 1985), entre outros principios ativos (TORRES, 1985).

Uma revisio sobre os flavonéides (HARBONE, WILLIAMS, 2000) destacou suas
propriedades medicinais. Alguns tém atividade antioxidante (PIETTA; NAT, 2000; APATI et
al., 2003), semelhante ou até maior que a atividade da vitamina E. Estudos recentes mostram
que os flavonéides presentes na arnica podem alterar as propriedades funcionais de certas
células como: mastécitos, basofilos, linfécitos, musculo liso e plaquetas (CRAKER; SIMON;
LANES, 1988). Ha evidéncias de agdo protetora da arnica sobre o figado contra os efeitos
téxicos do fenol (MARCHISHIN, 1983) e do tetracloreto de carbono, inibindo a taxa de
formacdo de produtos da peroxidagdo lipidica (YAREMY, GRYGOVIERA,
MESHCHISHEN, 1998). Esta agdo de natureza antioxidante pode ser justificada pela
presenga de flavondides (HARBONE, WILLIANS, 2000).

Sanchez, Sato e Coelho (1994) demonstraram atividade mutagénica de extratos aquosos
de S. microglossa e outras ervas medicinais brasileiras sobre linhagens de Salmonella
typhimurium. Vérios autores descreveram um efeito citotoxico antitumoral sobre diferentes
tipos de tumores humanos (HALL et al., 1977; WOERDENBAG et al., 1994; HARBONE,
WILLIANS, 2000), o que pode significar uma de suas propriedades terapéuticas. A ineficacia
dos extratos alcoolicos de arnica, na cicatrizagio de feridas, apds uso topico pode ser
atribuido ao efeito do alcool sobre esse processo (FACURY NETO, et al., 2004).

A planta Cymbopogon citratus DC Staf., pertencente 4 familia Poaceae, € uma espécie
originaria da india e largamente distribuida por vérios paises tropicais, entre eles o Brasil,
onde assume diferentes sinonimias conforme a regido: capim-liméo (MG), capim-santo (BA),
erva-cidreira (SP), capim-cidrdo, entre outros. Em varios estados brasileiros, o capim-liméo
(Cymbopogon citratus) ¢ muito usado como fortificante, digestivo, antitussigeno, antigripal,
analgésico, anti-hemético, anticardiopatico, antitérmico, antiinflamatério de vias urinarias,
diurético, diaforético, antidlgico e sedativo (STEHLMANN; BRANDAO, 1994; MATOS et
al., 1982; RAMAKERS et al., 1994; ALENCAR et al., 1994; VAN DEN BERG, 1980;
MATTOS:; DAS GRACAS, 1980; NOGUEIRA, 1983; PAVIANI, 1964; CARLINI et al.,
1986). O capim-limdo (Cymbopogon citratus) tem efeito sobre a pressdo arterial, cuja agéo

anti-hipertensiva, e também diurética, foi citada por Carbajal et al. (1989). No Brasil, tem sido



empregada popularmente como remédio para vérios disturbios gastrintestinais e nervosos, ndo
apresentando efeitos toxicos (Lorenzetti et al., 1991).

Sua maior importancia econdmica reside na produgéo de dleo essencial, rico em citral,
componente que apresenta efeitos antiespamddico, tanto no tecido uterino como no intestinal,
porém sem atividade sobre musculatura esquelética e cardiaca (FERREIRA, 1984). Estudos
sugerem que atividade antimicrobiana de C. citratus é devido aos componentes o.- € B-citral
presentes no 6leo (ONAWUNMI et al., 1984), além da agao antifungicida (ONAWUNMIM,
1989; LIMA et al,. 1993; EL-KAMIL et al., 1998). De acordo com Teske e Trentini (1994),
nas folhas de Cymbopogon citratus sdo encontrados flavonéides, alcal6ides e saponinas.

Propriedades terapéuticas semelhantes ao Cymbopogon citratus também sdo
popularmente atribuidas & Melissa officinalis L. (Labiatae) e a Lippia alba N.E.Br
(Verbenaceae), ambas designadas por capim-cidreira ou erva-cidreira (LIBERALLI et al.,
1946; FERRO et al., 1996; GOMES et al., 1997), e a Killinga odoratta Vahl (Cyperaceae),
conhecida por capim cheiroso, capim-santo € também por erva-cidreira (LIBERALLI et
al.,1946; SILVA et al., 1977; CORREA, 1992; CHERNOVICZ, 1996).

A planta Mentha villosa, da familia Labitae, popularmente conhecida como horteld-
rasteira, horteld-comum e horteld-da-folha-miuda (MATOS, 2001), ¢ uma erva cultivada
freqiientemente no Brasil, para uso culinario e também terapéutico, como tranqilizante € no
tratamento de doencas parasitarias como amebiases, giardiase e tricomoniase urogenital, e
esquistossomoses (BORBA et al., 1990; SANTANA et al., 1992; MELO et al., 1992;
HIRUMA, 1993), desordens estomacais e colicas menstruais (ALENCASTRO et al., 1965;
MATTOS, 1994). Esta planta tem sido explorada pela inddstria farmacéutica local sob o
nome de Mentha crispa. Varios estudos tém sido desenvolvidos com constituintes da planta,
como o oleo essencial extraido de suas partes aéreas, que contém oOxido de piperitenona
(rotundifolona) (ALMEIDA et al., 1996; LAHLOU et al., 2001; CRAVEIRO et al., 1990;
HIRUMA, 1993), para o qual foram demonstradas atividades analgésicas (ALMEIDA et al.,
1996) ¢ relaxantes da musculatura lisa intestinal que envolve agdo intracelular nas fibras
musculares (SOUSA et al., 1997).

Lahlou et al. (2001), mostraram que o 6leo essencial de Mentha villosa € capaz de
induzir hipontesdo em ratos anesteziados mesmo apds vagotomia cervical bilateral. Nunes
Guedes et al. (2004) sugere que o 6leo essencial pode estimular receptores muscarinicos no
coragdo para diminuir a velocidade e contragdo deste. Algumas espécies de Mentha, em
particular a Mentha arvensis, possuem diversos efeitos toxicos sobre a fertilidade em fémeas

(KANJANAPOTHI et al., 1981, MENGUE; MENTZ; SCHENKEL, 2001) e machos, como



alteragdes da viabilidade dos espermatozoides (MATHUR, 1991). Porém, Dimech et al.
(2006), em recente estudo, concluiu que a administragdo subcronica do extrato hidroalcodlico
de Mentha crispa, sinonimia de Mentha villosa, ndo possui atividade contraceptiva sobre 0
sistema reprodutor de ratos Wistar.

A etnofarmacologia define a exploragdo cientifica interdisciplinar dos agentes
biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados pelo homem, e acaba se
tornando uma grande ferramenta na estratégia de se pesquisar novos farmacos (SILVA, 1998,
SIMOES et al., 2000).

Estudos tém demonstrado que boténica € medicina estdo relacionadas, uma vez que €
conhecida a agdo de alguns extratos de plantas com atividade farmacolégica e pequena acao
citotoxica (WANG, NG, XU, 1995). O grande aumento verificado no uso de fitoterapicos
pode ser atribuido a vérios fatores, como o encarecimento dos remédios alopéticos, sua grande
gama de efeitos colaterais e o desenvolvimento de resisténcia dos patdgenos aos
medicamentos (FURLAN, 1999). Alem disso, muitas pesquisas farmacologicas e terapéuticas
t6m confirmado a eficicia de muitas plantas medicinais. Apesar do crescimento da
credibilidade da fitoterapia, plantas tém sido utilizadas indiscriminadamente de forma
popular, sem uma base cientifica para sua eficacia, constituindo um grande problema de saude
publica.

A utilizagio de produtos naturais, especialmente de plantas medicinais, tem ocorrido de
forma indiscriminada, sem nenhuma base cientifica solida, recebendo um destaque exagerado
como indispensaveis a boa satide, a ponto de despertar preocupagdo para botanicos, quimicos,
médicos e farmacéuticos (SECCO, 1990).

A verificagio minima de algumas plantas sobre a fragilidade osmotica celular € de

grande valia para entender 0s efeitos adversos causados pelo uso excessivo de algumas delas.



OBJETIVO

Dentro desse contexto, o presente trabalho teve como objetivo, verificar o efeito de
algumas plantas medicinais, Solidago microglossa DC (arnica-do-Brasil), Cymbopogon
citratus DC (capim-cidreira) e Mentha villosa (horteld-comum), sobre a estabilidade de

membrana de eritrocitos humanos.
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MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos descritos neste trabalho (preparagdo do extrato vegetal,
verificagdo e determinagdo dos extratos, agdo dos extratos vegetais na fragilidade e os
calculos e analises estatisticas) foram executados no Laboratério de Enzimologia, do Instituto
de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia, sob a supervisdo do

Professor Dr. Nilson Penha Silva.
Preparagdo dos extratos brutos vegetais (EBV)

Neste estudo, foram utilizadas partes aéreas de trés plantas medicinais: Solidago
microglossa DC (arnica-do-Brasil), Cymbopogon citratus DC (capim-cidreira), Mentha
villosa (horteld-comum), as quais foram catalogadas pelo Instituto de Biologia e Pesquisa
Botanica da Universidade Federal de Uberlandia.

Cada planta foi seca ao abrigo da luz solar e pulverizada. A 20 g de po acrescentou-se
200 ml. de agua. Apods agitagdo por 24 horas a4 temperatura ambiente e repouso por 20
minutos, o sobrenadante foi separado por decantagdo. O residuo obtido da decantagdo, uma
vez que tratado por duas vezes com 100 mL de 4gua e realizada a extragdo por agitagio
durante 12 horas, prosseguiu com decantagdo do sobrenadante apos repouso de 20 minutos.
Os volumes dos 3 sobrenadantes foram agrupados, filtrados, e conservados sob refrigeragdo.
Em nenhum momento foi utilizado procedimento de fervura para nao desnaturar proteinas
porventura presentes no extrato vegetal.

Dados como densidade ¢ pH dos extratos vegetais foram determinados.

Coleta das amostras de sangue humano

A execucdo deste estudo foi previamente aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa

(CEP) da Universidade Federal de Uberlandia.

O sangue foi colhido por pungdo endovenosa de doadores humanos em tubos de
vacuntainer (6 mL) contendo K4EDTA como anticoagulante. Para execucdo desta pesquisa,
coletou-se sangue de 12 voluntarias sauddveis entre 20 a 30 anos, apds jejum noturno de 8 a

12 horas. A coleta do sangue foi feita na Escola Técnica de Satde da Universidade Federal de

Uberlandia (ESTES).
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Verificacdo e determinacdo da quantidade e qualidade dos EVs sobre as hemdcias em

salina a 0,9%

A partir do extrato bruto de cada planta foi realizado um teste para verificar a
absorvancia das concentragdes dos EVs em 540 nm, e obter o volume adequado utilizado nas
andlises sobre a fragilidade osmdtica. Para isso, foram testados doses crescentes dos EVs: 0,
20, 40, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 ¢ 1000 pL, em um volume fixo
de salina 0,9% (1 mL), ¢ adigdo de dgua desionizada completando volume final de 2 mL.
Foram acrescentados 20 pL de sangue a cada tubo. Apds o teste, segundo critério de analise
dos valores de absorvancia, por cada extrato vegetal, foram determinados os volumes a serem
utilizados: 100 pL de Solidago microglossa, 500 pL de Mentha villosa ¢ 500 pL

Cymbopogon citratus.

Acdo dos extratos vegetais na fragilidade osmdtica de eritrocitos humanos

A cada um dos frascos de Eppendorf de uma série de frascos contendo 1 ml de solugdo
de NaCl em concentragdes entre 0 e 1,0%, na auséncia e presenca do extrato vegetal, apos
pré-incubagio durante 10 minutos a 37 °C, foram adicionados 20 pL de sangue. Apods
homogeneizagdo e incubagdo a 37 °C durante 20 minutos, os tubos foram centrifugados a
1.300xg por 10 minutos em temperatura ambiente. Os sobrenadantes, contendo vdrias
concentragdes de hemoglobina proveniente da lise de eritrocitos, tiveram sua absorvéncia de
luz em 540 nm avaliada em espectrofotdmetro visivel (Micronal). Os experimentos foram
conduzidos com cada tubo em duplicata.

A percentagem de hemolise em cada tubo foi determinada pelo uso da seguinte equacao:

Hemolise (%) = x 100% (1),

max.

onde A e Amax representam os valores de absorvancia em cada tubo e o valor médio maximo

de absorvéancia obtido.

As dependéncias da porcentagem de hemolise com a concentragdo de NaCl foram

ajustadas a linhas de regressdo sigmoidal de acordo com a equagio de Boltzmann:

Lo A -A
Hemodlise (%) = l—;jﬁjfdg (2),

onde A e A representam as porcentagens méxima e minima de hemolise, S € a concentragdo

de cloreto de sodio, Hso € a concentragdo de NaCl capaz de promover 50% de hemolise dos
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eritrocitos, e dS a amplitude da concentragdo do sal associada a transi¢do da hemolise dos
eritrocitos pelo choque hipotdnico.

Este procedimento permitiu a determinagdo dos valores de Hso na auséncia e presenca
de cada um dos extratos vegetais, como também dos valores da intensidade de hemdlise dados
pela profundidade da altera¢do na densidade optica (Pu):

Pu=Ai—-A2 (3).

onde Aj representa absorvancia maxima e As, absorvancia minima.

Cdlculos e andlises estatisticas

Os calculos, as edi¢des dos dados e as andlises estatisticas foram executados com a
utilizagdo do aplicativo OriginPro 7,5 (Microcal, Northampton, Massachusetts, USA). Cada
linha de regressio sigmoidal foi considerada significante quando p era menor que 0,05,

adotando andlise de variancia (ANOVA ou teste de Tukey).
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RESULTADOS

A tabela 1 apresenta os valores obtidos de pH e densidade dos extratos vegetais,
somente a titulo de caracterizagdo parcial.

A figura 1 apresenta a curva coletiva de fragilidade osmotica obtida para as amostras de
sangue de todas as voluntérias. Ela mostra que h4 um consideravel grau de homogeneidade na
fragilidade osmética dos eritrocitos de todas as voluntdrias.

Além disso, a figura 1 também foi construida com o objetivo de mostrar como foram
determinados os valores médios maximos (Ap) ¢ minimos (Az) de Assp nm, de Hso, da
amplitude da transi¢do (dS) e da intensidade da hemolise ou profundidade da alteragdo de
densidade optica associada ao choque hipotdnico. A concentragdo salina capaz de promover
50% de lise dos eritrocitos (Hso) foi obtida a partir do valor na abscissa no ponto
correspondente a taxa de 50% de hemdlise na ordenada, obtido pela média entre A; e As.

As figuras 2, 3 e 4 apresentam as transigdes de lise por choque hipotonico obtidas na
presenga dos extratos vegetais de S. microglossa, M. villosa e C. citratus, respectivamente. A
titulo de comparagio, cada uma dessas figuras apresenta também a transi¢do de hemolise
obtida na auséncia dos extratos vegetais.

As figuras 5, 6 e 7 apresentam duas a duas as transicdes de lise por choque hipotonico
obtidas na presenga dos extratos vegetais, no intuito de evidenciar possiveis diferengas no

comportamento dos extratos.

Embora as figuras 2 a 7 nos déem uma idéia sobre o padrdo de interferéncia de cada
extrato vegetal na lise de eritrécitos por choque hipotdnico, ¢ importante que nés comparemos
os valores obtidos de Hsg, Py € dS.

Os valores obtidos de Hso, Py ¢ dS foram mostrados nas tabelas 2, 3 e 4. Houve
diferencas estatisticamente significantes entre 0s valores de Hso obtidos na presenga dos
extratos vegetais de M. villosa € S. microglossa em relagdo ao controle, mas n#o do extrato de
C. citratus e relagdo ao controle (tabela 2). Os valores de Hso obtidos na presenga dos extratos
vegetais também foram significantemente diferentes entre si. Em relagdo & intensidade de
hemoélise (Py) também houve diferengas significantes entre os resultados obtidos na presenca
de todos os extratos vegetais em relagdo ao controle, bem como entre 0s proprios extratos
vegetais (tabela 3). As amplitudes das transicdes de hemolise (dS) também foram
significantemente diferentes nas solugdes de todos os extratos vegetais em relagdo ao

controle, bem como entre si mesmas (tabela 4).



Tabela 1. Valores de pH ¢ densidade dos extratos vegetais obtidos a 25 °C.
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Amostra pH Densidade
(g/em’)
Mentha villosa 5,37 1,018
Cymbopogon citratus 5,20 1,012

Solidago microglossa 5,53 1,020
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Figura 1. Curva representativa da fragilidade osmotica dos eritrocitos de todas as voluntdrias,
mostrando como foram obtidos os valores de Hsp, que representa a concentragdo de NaCl

capaz de promover 50% de hemolise, ¢ valores de Py, que representa a variagdo de densidade

6ptica ou intensidade de hemolise.
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Figura 2. Curvas de fragilidade osmotica de eritrocitos humanos na auséncia (controle) e

presenga do extrato aquoso bruto de S. microglossa.
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Figura 3. Curvas de fragilidade osmética de eritrécitos humanos na auséncia (controle) e

presenga do extrato aquoso bruto de M. villosa.
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Figura 4. Curvas de fragilidade osmética de eritrocitos humanos na auséncia (controle) e

presenca do extrato aquoso bruto de C. citratus.
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Figura 5. Curvas de fragilidade osmética de eritrocitos humanos na presenga dos extratos

aquosos brutos de Mentha villosa e de Solidago microglossa.
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Figura 6. Curvas de fragilidade osmética de eritrécitos humanos na presenca dos extratos

aquosos brutos de Cymbopogon citratus e de Solidago microglossa.
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Figura 7. Curvas de fragilidade osmética de eritrocitos humanos na presenga dos extratos

aquosos brutos de Mentha villosa e de Cymbopogon citratus.
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Tabela 2. Comparagio entre os valores Hso obtidos na curvas de fragilidade osmética dos

diferentes extratos vegetais e do controle (na auséncia de extratos vegetais).

Amostra N Média + SD P
Controle 12 0,4634 + 0,0044 a, c
Mentha villosa 12 0,4115+0,0107 a,d, e
Cymbopogon citratus 12 0,4445 +0,0165 d, f
Solidago microglossa 12 0,5030 + 0,0337 c,e, f

a
b

Diferenga estatisticamente significante (p< 0,05) entre controle e Mentha villosa

Diferenca estatisticamente significante (p< 0,05) entre controle e Cymbopogon citratus

leerenca estatisticamente significante (p< 0,05) entre controle e Solidago microglossa

leferenqa estatisticamente significante (p< 0 ,05) entre Mentha villosa e Cymbopogon citratus
leerenqa estatisticamente significante (p<0,05) entre Mentha villosa e Solidago microglossa
fleereng:a estatisticamente significante (p<0,05) entre Cymbopogon citratus e Solidago microglossa
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Tabela 3. Comparagdo entre os valores da profundidade de hemélise (Pn) obtida na curvas de

fragilidade osmética dos diferentes extratos vegetais e do controle (auséncia de extrato

Média + SD

vegetal).

Amostra N
Controle 12
Mentha villosa 12
Cymbopogon citratus 12
Solidago microglossa 12

0,8617 £ 0,0243
0,4571 £ 0,0307
0,6283 + 0,0588
0,8078 + 0,0243

*

*

*Diferencas estatisticamente (p<0,05) entre todas as amostras quando comparadas duas a duas

por anélise de varidncia segundo o teste de Tukey.
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Tabela 4. Comparagio entre os valores da amplitude da transicio de hemolise obtidos nas

curvas de fragilidade osmética, na auséncia (controle) e presenga de cada um dos extratos

vegetais.

Amostra dS +SD p
Controle 0,0128 + 0,0002 *
Mentha villosa 0,0149 + 0,0009 *
Cymbopogon citratus 0,0188 +0,0011 *
Solidago microglossa 0,0322 +0,0022 *

*Diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) entre as amostras quando comparadas

duas a duas por analise de variancia pelo teste de Tukey.
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DISCUSSAOQ

O teste de fragilidade osmética (FO) das células vermelhas do sangue (RBC) € baseado
na medida da resisténcia dos RBC a lise em fungdo do decréscimo da concentragdo de NaCl
no meio (BESSIS, 1973). Se uma dada populagdo de RBC possui células individuais que
difiram uma das outras no volume em que a hemoglobina é permitida difundir, a resisténcia
osmotica deverd assumir uma probabilidade normal de distribuicéo (HUNTER, 1940;
GUESS; WING, 1942). A determinacio de mudangas nas curvas de FO no ponto de 50% de
hemélise (fragilidade do corpusculo médio) e inspecdo da curva de fragilidade inteira sdo
meios usuais de estudar a fragilidade osmdética dos RBC (DACIE; LEWIS, 1995).

Neste trabalho nés utilizamos sangue de voluntérios do género feminino, entre 20 ¢ 30
anos, para evitar diferengas determinadas pelo género ou pela idade (ARAKI; RIFKIND,
1980; BOWDLER et al., 1981; DETRAGLIA et al., 1974; FERNANDEZ-ALBERTI; FINK,
2000), em decorréncia de alteragdes hormonais e metabdlicas. A ocorréncia de doengas, como
hemoglobinopatias, anemias macrociticas e microciticas, que interferem na estabilidade de
eritrécitos (PARPART et al., 1947; BOLTON, 1949; SUESS et al., 1978; HIN et al., 2006)
foi utilizada como um critério de exclusdo neste trabalho.

Com objetivo de verificar a acdo dos extratos vegetais na estabilidade da membrana do
eritrécito, foram adotados pardmetros para analise das alteragdes na fragilidade osmética. Os
valores de Hs, (concentra¢do de NaCl capaz de promover 50% de hemélise dos eritrécitos),
dS (amplitude da concentragdo do sal associada a transi¢io da hemolise dos eritrocitos pelo
choque hipotdnico) e Py (profundidade da alteragfo na densidade Optica ou intensidade de
hemélise) foram analisados.

A observacgdo da figura 1 indica que os eritrécitos das 12 doadoras apresentaram um
padrdo homogéneo de fragilidade osmética, o que torna valida a utilizagdo dessa curva como
um controle para analise do efeito dos extratos vegetais sobre a transigdo de hemélise de seus
eritrécitos (figuras 2 a .

A tabela 2 apresenta os valores médios de Hsycom seus respectivos desvios-padrdes e a
analise da significAncia estatistica das diferengas observadas entre os diferentes grupos. Os
eXtratos vegetais brutos de Solidago microglossa (0,5030 £ 0,0337) e de Mentha villosa
(04115 + 0,0107) apresentaram diferengas estatisticamente significantes em relagio ao

controle (0,4634 + 0,0044), ou seja, ambas as plantas afetaram a curva de fragilidade
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osmética, uma vez que alteraram a concentra¢do de NaCl que promoveu 50% de hemolise dos
eritrocitos (Hsg). Porém, essas plantas apresentaram efeitos antagdnicos. O extrato de
Solidago microglossa (figura 2) contribuiu para a ocorréncia de hemolise numa concentragéo
salina superior em relagfio ao controle. Isso significa que a Solidago microglossa apresenta
algum constituinte de natureza hemolitica em sua composigdo. Ja o extrato de M. villosa
promoveu uma diminuigio no valor de Hso, ou seja, ele protegeu os eritrocitos contra a lise
por hipotonicidade (figura 3). Isso significa que o extrato de M. villosa tem algum constituinte
anti-hemolitico em sua composi¢do. Entretanto, o extrato bruto de Cymbopogon citratus nao
alterou de modo significante o valor de Hso em relagdo ao controle (Figura 4), embora o valor
médio em si tenha diminuido. Isso significa que no que diz respeito a concentragdo salina
necesséaria para determinar hemdlise, o extrato bruto de Cymbopogon citratus nao teria acdo
hemolitica nem anti-hemolitica.

Entretanto, a questdo ¢ mais complexa, porque a transigdo de hemélise da fragilidade
osmética também pode ser caracterizada de outras formas.

Uma outra maneira de analisar a natureza do efeito do extrato sobre a hemolise € pela
magnitude da variagdo de densidade Optica, que expressa a quantidade de hemolise ocorrida
(Py). As diferencas observadas entre os valores desse pardmetro foram significantemente
diferentes em todas as comparagdes feitas dos extratos em relagdo ao controle e deles entre si
(tabela 3). Como os valores de Py de todos os extratos foram menores que 0S valores do
controle, isso pode significar que todos os extratos tenham uma agdo protetora contra a
hemolise. Essa possibilidade parece razodvel, porque na presenga de qualquer um desses
extratos a transicdo de hemolise seguiu o padrdo sigmoidal, com a ocorréncia de um “plateau”
bem definido com a diminuig#o da tonicidade do meio.

A natureza do efeito do extrato vegetal sobre a lise dos eritrécitos deve ser também
analisada pela magnitude da amplitude da transigdo de hemoélise em fungio da diminuigdo da
tonicidade do meio (dS). Os resultados obtidos para esse parimetro foram mostrados na tabela
4. Foram significantes todas as diferengas observadas nos valores de dS dos ensaios
realizados na presenca dos extratos em relagdo ao controle e dos extratos entre si. Como os
valores de dS foram sempre maiores na presenga dos extratos vegetais em relagdo ao controle,
isso significa que a lise dos eritrdcitos pela hipotonicidade foi enfraquecida pela presenga dos
extratos vegetais. Isso também deve significar a ocorréncia de alguma a¢ao de natureza anti-
hemdlitica pelos extratos vegetais.

A agdo terapéutica de plantas depende da sua constitui¢do quimica (GILOOLY et al.,

1983; BRUNE et al, 1991; HURREL et al., 1999). Os vegetais sintetizam compostos
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quimicos, que sofrem modificagdes estruturais, tornando-se um recurso natural
potencialmente ativo na forma de fitoterdpico padronizado e eficaz (DI STASI, 1996). E
valido ressaltar que substancias que em principio podem ser consideradas como terapéuticas,
também causam efeitos indesejados ou téxicos (CORREA, 1984).

Esses resultados nos levam a admitir que as plantas Mentha villosa (hortela-rasteira),
Cymbopogon citratus (capim-cidreira) e Solidago microglossa (arnica-do-Brasil) apresentam
principios ativos capazes de promover estabilizagdo de eritrécitos humanos contra lise
hipoténica, embora a Solidago microglossa apresente também um principio de natureza
hemolitica em sua composig¢io.

Ha na literatura alguma evidéncia sobre a existéncia de constituintes anti-hemoliticos
nas plantas utilizadas?

Diversas plantas, inclusive aquelas consideradas neste trabalho, possuem componentes
como os flavondides, que segundo Chaudhuri et al. (2007) séo incorporados nas membranas
de “ghosts™ de eritrocitos (eritrécitos vazios). Isso seria a causa da protec¢do dos eritrcitos
contra lise hipotonica. A membrana dos eritrocitos torna-se mais ordenada e integra na
presenca de flavondides. A agdio antioxidante dos flavondides na membrana das células
vermelhas do sangue também inibe significantemente a peroxidacio lipidica (DECKER,
1995; ARORA et al., 2000).

Por outro lado, ha na literatura alguma evidéncia sobre a existéncia de algum fator
hemoliticos na Solidago microglossa? Segundo Torres (1985), a Solidago microglossa é rica
em saponina (glicosidio espinasterial), classe de substincias com reconhecida atividade
hemolitica. As saponinas podem formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipidios
de membranas, alterando a permeabilidade da membrana celular (SIMOES et al., 2003).
Assim, a atividade hemolitica que constatamos para a S. microglossa pode ser atribuida a
presenca de substincias como as saponinas.

Uma comparagdo entre o comportamento dos diferentes extratos vegetais entre si
(figuras 5, 6 ¢ 7), permite que possamos ter uma idéia sobre as diferencas existentes em seus
potenciais anti-hemoliticos. O extrato bruto de M. villosa foi aquele que promoveu a maior
diminui¢do observada nos valores de Hso (tabela 2) e na intensidade da hemolise (tabela 3),
embora os dois outros extratos vegetais tenham enfraquecido de forma mais acentuada o
efeito da hipotonicidade sobre a hemolise (tabela 4). Embora o éleo essencial de M. villosa
seja rico em oOxido de piperitenona e mentol (MARTINS et al., 2000), constituintes
importantes em suas acOes terapluticas, é provavel que a agdo anti-hemolitica seja

determinada pela agdo de flavonéides.
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CONCLUSOES

Os extratos brutos aquosos de Mentha villosa (horteld-rasteira), Cymbopogon citratus

(capim-cidreira) e Solidago microglossa (amica—do-Brasil) apresentam constituintes quimicos

estabilizagdo de eritrocitos humanos contra lise

idago microglossa também apresenta um COR:

capazes de promover hipotdnica.
stituinte de

De forma antagonica, a Sol

natureza hemolitica em sua composi¢do.
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