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RESUMO

Esse trabatho analisou os efeitos dos extratos brutos aquosos de Artemisia absinthium L.
(Compositae), Lippia camard L. (Verbenaceae) € Bryophyllum sp (Crassulaceae) sobre a
fragilidade osmotica de eritrécitos humanos. As transi¢des de hemolise foram monitoradas
por medidas de absorvancia em 540 nm, ajustadas a curvas de regressdo sigmoidal, dadas pela
equagdo de Boltzmann, € caracterizadas pela concentragdo de NaCl capaz de produzir 50% de
hemolise (Hso), pela intensidade (Py) ¢ pela amplitude (dS) do efeito de hemolise. Os
pardmetros determinados na auséncia e presenga dos extratos vegetais foram comparados por
analise de varidncia pelo teste de Tukey e considerados diferentes quando p menor que 0,05.
Os extratos de Artemisia absinthium & de Lippia camara apresentaram efeito protetor sobre a
estabilidade de eritrocitos humanos contra choque hipotdnico, o que foi evidenciado pela
diminuic@o dos valores de Hso e Py pelos extratos vegetais em comparagdo ao controle
(p<0,05). O extrato de Bryophyllum sp apresentou acdo hemolitica, uma vez que provocou
aumento no valor de Hso em relagdo ao grupo controle (p<0,05), embora tenha agdo anti-

hemolitica evidenciada nos valores de Py e dS.

Descritores: Artemisia absinthium; Bryophyllum sp; Eritrocitos; Estabilidade de membranas;

Lippia camara.
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ABSTRACT

Effect of the aqueous crude extracts of Artemisia absinthium L. (Compositae), Lippia
camara L. (Verbenaceae) and Bryophyllum sp (Crassulaceae) on the stability of human

erythrocytes

This work analyzed the effects of the aqueous crude extracts of Artemisia absinthium L.
(Compositae), Lippia camard L. (Verbenaceae) and Bryophyllum sp (Crassulaceac) on the
osmotic fragility of human erythrocytes. The hemolysis transitions were monitored by
measurements in the absorbance at 540 nm, adjusted to sigmoidal regression cCurves given by
the Boltzmann equation, and characterized by the NaCl concentration capable to produce 50%
of hemolysis (Hso), by the intensity (Py) and the amplitude (dS) of the hemolysis effect. The
parameters were determined in the absence and presence of the crude extracts and compared
by analysis of variance according to the Tukey test. The values were considered difterent
when p smaller than 0.03. The extracts of Artemisia absinthium and Lippia camara presented
protective effect on the human erythrocytes against hypotonic shock, since they produced
decrease in the values of Hsp and Py in comparison to the control solution (p<0.05). The
extract of Bryophyllum sp presented hemolytic action, since it produced increase in the Hso
value in relation to the control group (p<0.05), although it has evidenced anti-hemolytic

action in the values of Pu and dS.

Keywords: Artemisia absinthium; Bryophyllum sp; Erythrocytes; Membrane stability; Lippia

camara.
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INTRODUCAO

Os complexos organizacionais biolégicos, como tecidos, células, organelas,
cromossomos, membranas € proteinas, sao muito vulneraveis a agao de agentes desnaturantes,
como o calor, o frio, os extremos de acidez e de alcalinidade, € a uma série de solutos, como
uréia, guanidina e etanol (CRIBIER,; MORROT; ZACHOWSKI, 1993: VIANA; GARROTE-
FILHO; PENHA-SILVA, 2005; FONSECA et al., 2006).

A membrana celular

Todas as células possuem uma membrana plasmatica, mas as células eucarioticas tém o
nicleo e organelas intracelulares tambeém delimitadas por membranas (CAMPBELL, 2000).
As membranas constituem uma barreira seletiva que possibilita a ocorréncia dentro da célula
de reagdes quimicas que nao seriam possiveis no meio extracelular (ALBERTS et al, 1997,
VIEIRA; GAZZINELLI; MARES-GUIA, 1996; NELSON; COX, 2000; LODISH et al,
2003).

Além da fungdo de compartimentagao de tecidos e células, as membranas biologicas
desempenham fungoes de transporte, catalise ¢ recepgio de sinais. Sua natureza
semipermeavel permite fluxos seletivos de substdncias para dentro e para fora da célula ¢
organelas. A presenca de enzimas inseridas na membrana mitocondrial interna permite a
catalise do fluxo de elétrons na cadeia transportadora de clétrons. Algumas proteinas de
membrana funcionam com receptores de sinais quimicos trazidos por hormonios; elas
permitem a entrada do sinal hormonal € 0 disparo de varias respostas bioquimicas no interior

da célula (CAMPBELL, 2000; ALBERTS et al., 1997).

Estabilidade de membranas biolégicas

Para funcionar adequadamente, as membranas celulares devem congregat fluidez e
estabilidade. Entende-se por estabilidade de uma membrana a capacidade de manter sua
estrutura contra 0s agentes que contribuem para a desagregagdo. A bioquimica explica
estabilidade com uma manifestacdo funcional da estrutura e qualquer mudanga na estrutura ira
afetar sua fungdo. O aumento da estabilidade de uma membrana ndo significa necessariamente
uma melhor preservagao de sua atividade bioldgica (GOUV]::A-E-SILVA, 2006), na medida

em que O maior teor em 4cidos graxos saturados nos fosfolipidios da membrana confere a ela



uma maior estabilidade, em detrimento de sua fluidez, que ¢ essencial para o exercicio de
funcdes celulares. E por isso que uma membrana deve congregar o grau certo de estabilidade
COM Seu grau Necessario de fluidez (CRIBIER; MORROT; ZACHOWSKI, 1993).

Qs agentes que promovem a desagregagdo da membrana induzem um estado de
desorganizagdo ou caos, pelo qual eles tém maior afinidade e, por essa razdo, eles séo
chamados de agentes caotropicos. Dentre os agentes caotropicos, podemos citar 0 estresse
hipotdnico, 0s extremos de pH, o calor ¢ uma série de solutos como O etanol, a uréia ¢ a
guanidina (TIMASHEEFF, 1998; BENNION; DAGGET, 2003).

A estabilidade de uma membrana biolégica pode ser afetada pelo estresse oxidativo
metabolico. Os acidos graxos polinsaturados presentes nos fosfolipidios das membranas
biologicas sdo alvos da acfio oxidativa dos metabolitos reativos do oxigénio (ROM), que
incluem radicais livres como 0 superoxido (02) € 0 radical hidroxila (HO"). Esse processo é
designado na literatura como peroxidagdo de acidos graxos polinsaturados de membranas ou
simplesmente de lipoperoxidagdo de membranas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989;
SMITH et al., 2004).

As membranas celulares podem manter sua estabilidade em condi¢does como a
isotonicidade, o pH o6timo, a temperatura Otima € uma série de solutos estabilizantes, que
podem ter diferentes mecanismos de acdo, dentre oS quais podemos citar 0 controle da
osmolaridade da solugéo (TIMASHEFF, 1998; FONSECA et al., 2006). Dada a natureza
lipidica e protéica das membranas biologicas naturais, € dificil dizer que componente da
membrana ¢ mais afetado pelo soluto. Mas essa tarefa é muito important¢ para ©
biotecnologista, porque ela permite conhecer a origem das condi¢des que estabilizam uma
membrana €, assim, fornecer subsidio para O desenvolvimento de novas tecnologias para
estabilizagdo de membranas.

Os biotecnologistas necessitam controlar a estabilidade dos complexos biologicos €,
para isso, eles usam um arsenal de procedimentos que engloba o aumento da osmolaridade do
meio com solutos coletivamente chamados de osmolitos (BROWN; SIMPSON, 1972;
FONSECA et al., 2006; JOVANOVIC et al., 2006). Esta ¢ uma estratégia freqlientemente
observada na natureza para combater certas condi¢bes de estresse ambiental, como altas

concentragdes de sais, calor e radicais livres (RHODES, 1987; SOMERO, 1986; YANCEY et
al., 1982).



Eritrécitos como modelo de membrana bioldgica

Os eritrocitos constituem um modelo para estudo das membranas biologicas,
principalmente de sua estabilidade, uma que V€Z quc a hemolise, provocada por fatores de
estresse, libera hemoglobina que pode ser quantificada pela leitura espectrofotométrica da
absorvancia da luz visivel em 540 nm. Essa absorvéncia ¢ proporcional a extensdo da lise dos
eritrocitos (hemolise) (NELSON; COX, 2000; MOECKEL et al., 2002). O mecanismo de
estabilidade da membrana de eritrocitos é um bom indicador do efeito de vérias injurias in
vitro (MOHAN et al., 1992), constituindo-se em uma estrutura dindmica que pode mostrar
alterages significantes em suas interacdes, melhores ilustradas com detergentes € bem

caracterizadas com drogas hemoliticas (AKIL; YAMAMOTO, 1991).

Fragilidade osmética eritrocitaria

A fragilidade osmotica eritrocitaria (FOE) pode ser definida como a resisténcia dos
eritrocitos a hemolise contra alteragdes na tonicidade do solvente. Ela é avaliada pelo uso de
solugdes tamponadas de NaCl em agua destilada em concentracdes decrescentes de 0,85% a
0% (JAIN, 1986). Um mecanismo pelo qual a lise da membrana eritrocitaria ¢ evitada in vivo
envolve o controle do volume celular através da eliminagdo ativa de solutos (MAKINDE;
BOBADE, 1994). As células suspensas em meio hipoténico aumentam até alcancar um
volume critico de hemolise antes de serem lisadas (JAIN, 1973). A fragilidade celular,
portanto, ¢ dependente da concentracdo de sal e segue uma distribuicdo normal em animais
sadios (JAIN, 1973), podendo ocorrer diferencas entre as espécies (JAIN, 1986).

A integridade dos eritrocitos ¢ determinada medindo as transformagdes na fragilidade
osmoética, a qual ¢é aplicada em diagnosticos de doencas hemoliticas, em estudos de
permeabilidade da membrana e nas alteragdes 1o processo de destruigdo dessas células
(SUESS et al., 1948; JAIN et al., 1983). Ha vérios fatores intrinsecos € extrinsecos que podem
que levam a diminui¢do ou aumento da fragilidade osmotica dos eritrocitos (JAIN, 1986). De
acordo com Perk, Frei e Herz (1964), a fragilidade osmoética sofre influéncia de fatores como
o volume, o tamanho € a forma dos eritrocitos, 0 tipo € a quantidade de hemoglobina, a
viscoelasticidade ¢ a composigao quimica e estrutural das membranas. As células menores, a
primeira vista, apresentam capacidade limitada de expansdo e demonstram volume hemolitico
critico mais precocemente. O tempo de vida da célula € outra caracteristica essencial, ja que

os eritrocitos senescentes a0 mais frageis que os jovens ¢ fazem parte de aproximadamente



30% da populagdio eritrocitaria. Além disso, variagdes fisiolégicas (variagdes pos-prandiais)
ou patologicas (presenga de hematozoarios, uremia, cirrose, processos autoimunes,
hepatopatias, insuficiéncia renal, etc.) também podem afetar a estabilidade dos eritrocitos
(JAIN, 1973; MAKINDE; BOBADE, 1994; ELIAS et al., 2004). A estabilidade de eritrocitos
também pode ser afetada por outros fatores, como pequenas alteragdes no pH, temperatura,
idade, quantidade de oxigénio e diéxido de carbono (SUESS et al., 1948), bem como por
vérios tipos de drogas (AKI; YAMAMOTO, 1991).

Acio de metabolitos reativos do oxigénio nos eritrocitos

A agdo dos metabélitos reativos do oxigénio (ROM) é a causa de varias doengas,
incluindo o céncer (ABDI; ALIL, 1999). Os eritrécitos sdo extremamente susceptiveis a
peroxidagio lipidica induzida pelos radicais livres. Isso se deve a varios fatores, como a
presenca de 4dcidos graxos polinsaturados em suas membranas, a exposi¢io continua a altas
concentragdes de oxigénio e a presenca de atomos de ferro no estado de oxidagdo +2
(hemoglobina), o que permite a conversdo de peréxidos no radical hidroxila (BEGUM;
TERAO, 2002; BORS et al., 1984; HORWITT et al., 1963). Os produtos da peroxidacdo
lipidica estdo presentes em Varios processos inflamatorios (KWIATKOWSHA et al., 1999) e
sio a causa de algumas alteragdes na organizagdo estrutural e funcional das membranas
celulares, incluindo diminuig¢do na fluidez da membrana, aumento na sua permeabilidade,
inativacio de enzimas e decréscimo nos 4cidos graxos essenciais (van GINKEL;
SEVANIAN, 1994). Por outro lado, os eritrécitos € o organismo humano apresentam
mecanismos de defesa contra esses radicais livres, como a agdo de antioxidantes enzimaticos
e nio-enzimaticos (ERITSLAND, 2000). Dentre eles, a agdo antioxidante enziméatica da

catalase, glutation peroxidase e a vitamina E (KOLANIJIAPPAN et al., 2002).

Plantas medicinais na terapéutica humana

Muitas pesquisas vém sendo feitas com plantas medicinais com o propdsito de
identificar principios ativos que influenciam na estrutura celular do eritrocito. O consumo de
plantas medicinais e de produtos fitoterapicos cresceu em todo o mundo, constituindo um
setor bastante promissor (BREVOORT, 1998; EISENBERG et al., 1998). As ag0es
farmacolégicas de flavondides, ligninas, alcaléides e terpenos, presentes em vérias plantas,

tém sido extensamente estudadas (LIEN; LI, 1985), a exemplo dos flavondides com



atividades antioxidante e varredora de radicais livres (ZHOU; ZHENG, 1991; QUINN;
TANG, 1996; SEYMOUR; LI; MORRISSEY, 1996), porém os produtos a base de plantas
ainda estdo disponiveis para o consumo de forma precaria, o que impede a efetiva
consolidacdo deste mercado em nosso pais (BRANDAO, 1997).

Durante os séculos, importantes contribui¢des foram feitas pela medicina tradicional a
terapéutica, a despeito do progressivo empobrecimento do patrimdnio de conhecimento
secular devido a transicdo da sociedade para a civilizagdo tecnologica (GUARRERA, 2005).
As plantas sdo utilizadas em tratamentos médicos desde o inicio da civilizagdo, rotineiramente
aplicadas em muitas enfermidades, como nas doengas cardiovasculares (infarto congestivo do
coragio, hipertensdo e angina) (MASHOUR et al., 1998). A historia das ervas medicinais esta
muito relacionada ao Oriente, especialmente com a China, ha mais de 5000 anos (REPETTO;
LLESUY, 2002), mas também com as comunidades indigenas das Américas (BONTEMPO,
1994). Produtos quimicos naturais constituem um campo de pesquisa com elevada
potencialidade, especialmente importante em paises com grande diversidade biologica como o

Brasil (WILLCOX et al., 2004).

A Fitoterapia constitui em uma forma de terapia medicinal que vem, nos ultimos anos,
recebendo maior atencdo, sendo definida como o uso de plantas no processo de cura e/ou
prevengdo de doengas. O consumo orientado ou ndo de fitoterapicos aumentou em todo o
mundo. O mercado mundial de fitoterapicos gira em torno de 22 bilhdes de ddlares por ano.
Apesar da extensa e diversificada flora, o Brasil ainda ndo teve uma atuago destacada no

mercado mundial desses produtos (YUNES et al., 2001).

Bryophyllum sp

Segundo Williams e Smith (1984), a planta Bryophyllum sp apresenta propriedades
fitoquimicas e farmacologicas ainda pouco estudadas. Pertencente a familia Crassulaceae e
subfamilia Kalanchoideae (STEVENS et al., 1995), que contém alcaldides, nitratos e oxalatos
soltveis. Conhecida popularmente como aranto, folha-santa ou fortuna, € utilizada no
tratamento de ulceras (PEREZ; CORREA; BORGES, 1999), apresenta atividade ATPasica
(FISHER-SCHLIEBS et al., 1997), quimiotaxica (KEMNER et al., 1997) e efeito terapéutico
no tratamento da leishmaniose (Da SILVA et al., 1995). H4 estudos com substancias quimicas
dessa subfamilia, principalmente os bufadienolidios, para os quais ja foram descritas
atividades sedativa (WAGNER et al., 1985), inseticida (SUPRATMAN et al., 2000), anti-
tumoral (ZHANG et al., 1992; HASHIMOTO et al., 1997; SUPRATMAN et al.,, 2001; YEH



et al., 2003) e citotoxica (YAMAGISHI et al., 1988; YAMAGISHI et al., 1998; KUPCHAN
etal.,, 1968; KUPCHAN et al., 1971).

Artemisia absinthium

O género Artemisia compreende, aproximadamente, 400-500 espécies, dependendo das
delimitagbes dos autores, e encontra-se distribuido no hemisfério norte e com poucos
exemplares no hemisfério sul (VALANT-VETSCHERA et al., 2003). Alguns compostos
fitoquimicos tém sido aplicados na identificagdo das diferentes espécies deste género, dentre
eles os poliacetilenos e ligninas (BOHLMANN et al., 1973; GREGER, 1982; WALLNOFER
et al., 1989), os sesquiterpenos (SEAMAN, 1982), e principalmente os flavonéides (SALEH
et al., 1987; MARCO et al., 1988; BELENOVSKAIJA, 1994; LEE et al., 1998; VALANT-
VETSCHERA et al., 2003).

A espécie Artemisia absinthium L., da familia Compositae (GUARRERA, 2005), é
conhecida como artemisia e possui estudos que indicam suas aplica¢des fitoterapicas na
medicina. Esta planta, nativa do Brasil, é aplicada na medicina popular em processos
abortivos, estimulagdo de contragSes uterinas e como emenagogo, oS quais foram
comprovados com testes de fertilidade e ovulagido em ratos (RACK et al., 1987). As folhas
sdo utilizadas popularmente contra helmintiases, como estimuladora de apetite e como anti-
diarréico (GUARRERA, 1999; HERNANDEZ et al., 2003). A infusdo de partes aéreas da
planta também ¢ aplicada como antiemética (GASTALDO; BARBERIS; FOSSATI, 1979;
GUARRERA, 2005) ¢ no tratamento de inflamag¢do dos tenddes (GUARRERA, 2005). A
artemisia € citada no estudo realizado por Viegi et al. (2003) como uma das principais plantas
aplicadas em medicina veterindria popular. Ela é usada para auxiliar a digestdo de leite de
vaca em bezerros jovens (BENIGNI; CAPRA; CATTORINI, 1964), como suplemento
nutricional aos animais, no tratamento de complicagdes gastrointestinais em ruminantes, além
de repelente de insetos (REZENTTI; TAIANI, 1988; GUARRERA, 1981; 1987; 1994;
SEYOUM et al., 2002).

Lippia camara

O género Lippia L., da familia Verbenaceae, encontra-se distribuido nas areas tropicais
e subtropicais da América e Africa, constituindo aproximadamente 250 espécies de ervas e

pequenas arvores (JANSEN-JACOBS, 1988; MOLDENKE, 1965). No Brasil, o género



Lippia ¢ representado por 120 espécies, das quais aproximadamente 50 ocorrem no Nordeste,
que chamam atengéo por sua aparéncia durante o periodo de floragio e pela fragrancia, em
geral, forte e agradavel (BEZERRA et al., 1981). Este género apresenta um grande niimero de
estudos devido a suas agdes bioldgicas, produgdo de Oleos essenciais e pela abundancia com
que ocorre, sendo comumente denominada alecrim (ALENCAR et al., 1978; CRAVEIRO et
al., 1980; MATOS et al., 1979; MATOS et al., 1980; VIANA et al., 1978; VIANA et al.,
1980).

A literatura e a etnobotanica retratam propriedades sedativa, digestiva, espasmolitica,
carminativa e emenagoga de algumas espécies de Lippia (AMOROSO; GELY, 1988:
CORREA, 1992; DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI; MATOS, 2002; ZOGHBI et
al., 1998). Pesquisas realizadas por Bezerra et al. (1981) identificaram 43 constituintes nos
oleos essenciais do género Lippia, incluindo monoterpenos, sesqiiiterpenos, compostos
aromgticos e seus derivados oxidados. Cariofileno, p-cimeno, humuleno, mirceno e v-
terpineno sdo os mais comuns. As caracteristicas farmacologicas apresentadas foram a
atividade moluscicida, o efeito espasmolitico em duodeno de coelho, o bloqueio das
contra¢des produzidas pela acetilcolina em ttero isolado de rata e ambos os efeitos contratil e
bloqueador de contragdes em reto abdominal de sapo. A maioria dos resultados, de acordo

com os autores, se deve a a¢do farmacologica dos constituintes timol e/ou carvacrol do 6leo

essencial de espécies de Lippia.

Justificativa do trabalho

Os avangos da medicina e atuais pesquisas na area da Botinica tém proporcionado
descobertas de fitoterapicos (WANG et al., 1995), provocando um maior consumo desses
medicamentos, na medida em que houve o encarecimento dos remédios alopaticos, maior
adaptagdo dos patogenos aos remédios sintéticos, além das agbes adversas das drogas
(FURLAN, 1999). No entanto, a utilizagdo de fitoterdpicos de forma popular e excessiva
ainda constitui um grande problema de saude publica. A fragilidade osmotica, nesse sentido,
constitui-se num procedimento basico de grande importincia para verificagio do efeito desses

produtos naturais nos organismos animais, 0 que poderia evitar o uso indiscriminado de

algumas plantas.



OBJETIVO

Analisar a fragilidade osmética dos eritrocitos humanos frente a a¢do de algumas plantas
utilizadas na medicina popular, como Artemisia absinthium L. (Compositae), Lippia camara

L. (Verbenaceae) e Bryophyllum sp (Crassulaceae).



MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas trés plantas medicinais: Artemisia absinthium L. (artemisia), Lippia
camara L. (alecrim) e Bryophyllum sp (aranto), as quais foram identificadas pelo Prof. Dr.
Jimi Naoki Nakajima, do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlandia. A
preparacio dos extratos brutos aquosos dessas plantas e o estudo de seus efeitos sobre a
estabilidade de eritrocitos humanos foram conduzidos no Laboratério de Enzimologia do
Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia.

O projeto foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa dessa instituigéo.

Preparacio do extrato vegetal (EV)

A planta foi seca ao abrigo da luz solar e pulverizada. A 20 g de po de partes aéreas da
planta foram acrescentados 200 mL de dgua desionizada. Essa mistura ficou sob agita¢do por
24 horas a temperatura ambiente e, apos repouso de 20 minutos, 0 sobrenadante foi separado
por decantagio. Aos residuos foram adicionados 100 mL de dgua desionizada e, ap6s agitagdo
por 12 horas, 4 temperatura ambiente, a mistura foi decantada por repouso de 20 minutos.
Esse tratamento do residuo foi feito ainda mais uma vez. Os volumes das trés decantag¢oes
foram agrupados e filtrados. Esta preparagdo ndo utiliza fervura e, portanto, nio desnatura
fatores termolébeis porventura presentes no extrato da planta.

A 4gua desionizada, utilizada em todos os experimentos, evita que ions de sddio €

potdssio afetem a tendéncia de hemolise dos eritrécitos (SUESS et al., 1948).

Coleta das amostras de sangue humano

O sangue foi coletado em tubos de vacuntainer (6 mL) contendo EDTA como
anticoagulante por pungio endovenosa em 12 voluntérias sadias, em jejum de 8 a 12 horas, na

faixa etaria de 20 a 30 anos. O procedimento da coleta ocorreu na Escola Técnica de Satde da

Universidade Federal de Uberlandia.

Verificacdo da quantidade e qualidade dos EVs

Um teste preliminar, para verificar qual a quantidade de cada extrato vegetal deveria ser
utilizada nos experimentos, foi feito usando diluigdes do extrato preparadas pela mistura de 0,

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 pL do extrato em 2 mL de solugdo com
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concentracdo final de NaCl de 0,9%. Apos adi¢éo de 20 pL de sangue em cada tubo, o grau de

hemolise foi analisado pela medida da absorvancia em 540 nm.

Determinacio da fragilidade osmotica de eritrécitos humanos

A cada microtubo de Eppendorff de uma bateria de 14 microtubos, contendo solugdes
com concentragdes entre 0 a 1% de NaCl, pré-incubados a 37 °C por 10 minutos, foram
adicionados 20 uL de sangue. Apds homogeneizago e incubagdo dos tubos por 20 minutos a
37 °C, eles foram centrifugados a 1.300xg por 10 minutos & temperatura ambiente. Os
sobrenadantes, contendo concentragdes variaveis de hemoglobina conforme o grau de lise dos
eritrécitos, foram avaliados quanto a densidade oOptica em 540 nm num espectrofotometro
Micronal, modelo B-442. Os experimentos foram conduzidos com cada tubo em duplicata.

A fragilidade osmoética foi expressa em porcentagem de hemoélise absoluta da seguinte

forma:

% 100% (1),

Hemolise (%) = A
A

max.

onde A ¢é a densidade dptica ou absorvAncia do sobrenadante em 540 nm € Amax € a
absorvincia maxima encontrada naquele comprimento de onda. A dependéncia da
porcentagem de hemolise com a concentragdo de NaCl foi ajustada a uma linha de regressdo

sigmoidal de acordo com a seguinte forma da equagdo de Boltzmann:

i1 -A
Hemolise (%) = T_,___G;(S-_PISST? (2),

onde A; e A, representam as porcentagens maxima e minima de hemolise, S é a concentragdo
de cloreto de sodio, Hso ¢ a concentragdo de NaCl capaz de promover 50% de hemolise dos
eritrocitos, e dS a amplitude da concentragdo do sal relatado para transi¢8o da hemolise dos
eritrocitos pelo choque hipotonico.
A partir das curvas de transi¢do sigmoidal foram também determinados os valores de
Py, pela diferenga entre o valores médios minimo e maximo de Asso.
Pu=A;-A; (3)s
O valor de Py foi dado em variagdo de densidade Optica ¢ representa a quantidade de

hemolise de cada experimento.
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Cailculos, anilises estatisticas e edicio dos dados experimentais

Os calculos, edi¢Ges dos dados e analises estatisticas foram executados com a utilizagdo
do aplicativo OriginPro 7.5 (Microcal Inc.). A andlise da linha de regressdo sigmoidal foi

considerada significante quando p menor que 0,05.
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RESULTADOS

Os ensaios para verificagdo da quantidade e qualidade dos EVs permitiram a sele¢fio de
volumes de 500 pL dos extratos de Artemisia absinthium e Bryophyllum sp e 100 uL do
extrato de Lippia camara nos experimentos de fragilidade osmética dos eritrocitos.

A Tabela 1 apresenta os valores de pH e densidade, a 25°C, dos extratos brutos vegetais
da Artemisia absinthium L., Lippia camara L. e Bryophyllum sp, determinados a titulo de
caracteriza¢do das solugdes obtidas. O pH da agua desionizada, utilizada no preparo dos
extratos vegetais, apresentou o valor de 6,15.

A Figura 1 apresenta uma tipica curva de fragilidade osmotica das voluntarias na
auséncia de extratos brutos vegetais (controle). A linha de regressdo sigmoidal, tracada de
acordo com a equagdo de Boltzmann, representa a dependéncia da porcentagem de hemdlise
com a concentragdo de NaCl. De acordo com essa curva, tem-se o valor de Hso, que é a
concentragdo de NaCl que provoca 50% de hemélise nos eritrocitos humanos. A e A;
correspondem aos valores médios maximo e o minimo de absorvancia, € aos estados
hemolisado e intacto dos eritrocitos, respectivamente. O Py representa a varia¢do de
densidade optica ou intensidade de hemélise na curva de fragilidade osmética.

As Figuras 2, 3 ¢ 4 mostram curvas de fragilidade osmética dos eritrocitos das 12
voluntérias na auséncia e presenca de cada um dos extratos vegetais.

As Figuras 5, 6 e 7 apresentam as curvas de fragilidade osmoticas de eritrdcitos na
presenga dos extratos vegetais, mostradas duas a duas para permitir a comparagdo entre os
efeitos dos diferentes extratos brutos vegetais na hemolise por choque hipoténico.

As Tabelas 2, 3 e 4 apresentam os resultados das andlises de significancia da varincia,
pelo teste de Tukey, dos valores de Hsp, Py e dS obtidos na auséncia e presenga de cada um

dos extratos brutos vegetais testados.



Tabela 1: Densidade e pH dos extratos brutos vegetais a 25 °C.
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Densidade

Extrato vegetal H

g g/cm3 p
Artemisia absinthium 1,012 5.92
Lippia camara 1,016 6,44
Bryophyllum sp 1,002 4,21
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Figura 1: Curva de fragilidade osmética dos eritrocitos das voluntarias. A linha de regressao
sigmoidal representa a dependéncia da porcentagem de hemolise com a concentracio de
NaCl. Hso é a concentragdo de NaCl capaz de promover 50% de hemolise. A; e A,
representam respectivamente os valores médio méximo e minimo de absorvéncia. Py

representa a variagdo de densidade 6ptica ou intensidade de hemolise.



1.0 4 B = Controle
i YS i “g% - ® Bryophyllum sp
g 08-
c
(=]
<
0 0.6 4
£
o |
S
Q  04-
«0
2
2
2 024 y
i‘
y T ' T T T T T T T
0.0 0.2 04 06 0.8 1.0

NaCl (g.dL™)

Figura 2: Comparagdo entre as curvas de fragilidade osmoética de eritrécitos humanos frente
ao estresse hipot6nico, no grupo controle e na presenga do extrato bruto vegetal de

Bryophyllum sp.
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Figura 3: Comparagdo entre as curvas de fragilidade osmotica de eritrécitos humanos frente
ao estresse hipotdnico, no grupo controle e com o extrato bruto vegetal de Artemisia

absinthium.
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Tabela 2: Comparagio entre os valores de Hso de eritrécitos humanos obtidos na auséncia

(controle) e na presenga dos diferentes extratos vegetais.

Amostra N Média + dp p
Controle 12 0,4634 + 0,0042 7 ~a,b,c
Artemisia absinthium 12 0.4217 & 0,0087 a e
Lippia camara 12 0.4326 % 0,0079 b, f
Bryophyllum sp 12 0,5851 + 0,0253 c,er

2 Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre controle e Artemisia absinthium
b leerenc;a estatisticamente significante (p<0,05) entre controle e Lippia camara
D1ferenc;a estatisticamente significante (p<0,05) entre controle e Bryophyllum sp
leerenga estatisticamente significante (p<0,05) entre Artemisia absinthium e Lippia camara
® Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre Artemisia absinthium e Bryophyllum sp
fleereng:a estatisticamente significante (p<0,05) entre Lippia camara e Bryophyllum sp
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Tabela 3: Comparagio entre os valores de variagdo na densidade Optica ou intensidade de

hemolise (Py) obtidos na auséncia (controle) e na presenga dos diferentes extratos vegetais.

Amostra N Média + dp p
Controle 12 0,8625 + 0,0243 *
Artemisia absinthium 12 0,5209 + 0,0293 *
Lippia camara 12 0,7964 + 0,0322 *
Bryophyllum sp 12 0,7592 + 0,0350 *

* Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre as amostras comparadas duas a duas.
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Tabela 4: Comparagio entre os valores da amplitude da transi¢do de hemdlise (dS) obtidos

nas curvas de fragilidade osmética do controle e na presenga de cada um dos extratos

vegetais.

Amostra N dS+dp P
Controle 12 0,0117 £ 0,0007 c
Artemisia absinthium 12 0,0141 £ 0.003 €
Lippia camara 12 0,0127 £ 0,0041 f
Bryophyllum sp 12 0,0266 £ 0,0182 cef

2 Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre Controle e Artemisia absinthium

b Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre Controle e Lippia camara
¢ Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre Controle e Bryophyllum sp

d Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre Artemisia absinthium ¢ Lippia camara
® Diferenga estatisticamente significante (p<0,05) entre Artemisia absinthium e Bryophyllum sp
Diferenca estatisticamente significante (p<0,05) entre Lippia camara € Bryophyllum sp
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Figura 4: Comparagfo entre as curvas de fragilidade osmoética de eritrocitos humanos frente

a0 estresse hipotdnico, no grupo controle ¢ na presenga do extrato bruto vegetal de Lippia
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Figura 5: Transi¢do de hemélise por choque hipotonico de eritrécitos humanos na presenga

de extratos brutos vegetais de Artemisia absinthium € Bryophyllum sp.
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Figura 6: Transi¢cdo de hemoélise por choque hipotonico de eritrécitos humanos na presenca

de extratos brutos vegetais de Lippia camara e Bryophyllum sp.



23

Absorvancia em 540 nm
o
NS
i

m  Artemisia absinthium
e Lippia camara

' v 1 ' 1 ! I

0.4 0.6 0.8 1.0

NaCl (g.dL™)

Figura 7: Transicdo de hemolise por choque hipotonico de eritrécitos humanos na presenga

de extratos brutos vegetais de Artemisia absinthium e Lippia camara.
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DISCUSSAO

Género, idade e saude dos voluntarios

Viarios autores descrevem a correlagdo entre idade dos individuos € a fragilidade
osmotica dos eritrocitos (ARAKI; RIFKIND, 1980; BOWDLER et al., 1981; DETRAGLIA et
al., 1974; FERNANDEZ-ALBERT; FINK, 2000) e, diante disso, a faixa etéria selecionada
para os sujeitos desta pesquisa foi mantida entre 20 ¢ 30 anos. Em individuos mais velhos ha
um padrfio assimétrico na distribuigdo da fragilidade, uma vez que o aumento da fragilidade
com a idade pode ser atribuido ao aumento da média do volume corpuscular dos eritrocitos,
enquanto que a diminuigdo da taxa de hemoélise com a idade € explicada por modifica¢des nas
propriedades das membranas dos eritrocitos. Os individuos centendrios, especialmente,
apresentam membranas com diferencas estruturais em relagdo as pessoas mais velhas da
populagiio em geral (RABINI et al., 2002; CAPRARI et al., 1999). Algumas doengas, como
hemoglobinopatias e anemias macrociticas (PARPART et al., 1947; SUESS et al., 1948;
BOLTON, 1949; HIN et al., 2006) podem gerar instabilidade nos eritrécitos e alterar o padrdo
hemolitico dos mesmos; isto também & observado nos processos metabolicos oxidativos, uma
vez que ha formagfo de ROMs (CADENA; CHAN; GILL, 1994; EKENA; STEVENS, 1995).
Essa foi a razdo pela qual usamos apenas sangue de mulheres em jejum ¢ aparentemente

saudaveis.

Fragilidade osmética

Como as células apresentam um mecanismo de regulagdo osmética, a quantidade de
fluidos que entra na célula depende da concentragdo dos eletrdlitos ao redor da membrana
plasmatica (BOLTON, 1949). A fragilidade osmotica €, entdo, determinada pela entrada de
4gua dentro da célula quando a concentragdo de sal € baixa no meio (choque hipotdnico).
Primeiramente, as células incham e passam de uma forma biconcava para a forma de uma
esfera e, entdo, se rompem (SUESS et al., 1948; JAIN, 1973; ARAKI; RIFKIND, 1980). A
ruptura dos eritrocitos faz liberar hemoglobina, que, sendo uma proteina hidrossoluvel, pode
ser quantificada por espectrofotometria em 540 nm (NELSON; COX, 2000; MOECKEL et
al., 2002). A curva de fragilidade osmética segue uma regressdo sigmoidal por apresentar um
aumento na porcentagem de hemolise em menores concentragdes salinas e pouca hemolise em

altas concentragdes salinas (BOLTON, 1949). Nesse sentido, a Figura 1 mostra os maiores
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valores de absorvincia decorrentes da hemodlise, formando um platd, nas menores
concentragdes de NaCl, caracterizando o valor de A, que correspondente a 100% de hemolise
no experimento. As concentra¢gdes mais elevadas de NaCl, dentro da faixa utilizada, os
eritrécitos mantém sua integridade e, portanto, a lise € evitada, razdo pela qual os valores de
absorvancia sdo menores. E por isto que A, corresponde a um valor de hemolise um pouco
acima de 0%, determinada por causas inespecificas (Figura 1). A variagdo de densidade Optica
ou intensidade de hemolise € representada pelo Py na curva de fragilidade osmética. Como os
valores de Py de todos os extratos brutos vegetais foram menores em compara¢do com 0
controle, isso pode significar que todos os extratos tém uma agfo protetora contra a hemolise

(Tabela 3).

Acéio do extrato aquoso bruto de Bryophyllum sp

A citotoxicidade de vérios extratos de plantas, in vitro, tem sido testada na membrana
dos eritrocitos ha algum tempo (SHARMA; SHARMA, 2001). As praticas tradicionais da
medicina chinesa empregam algumas ervas com potencial toxico em terapias especificas,
sendo os principais constituintes destas certos tipos de alcaloides e esterdéides (WONG; TSUI,
KWAN, 2002). Os alcaldides sdo usados como vasoativos (PUSCHETT, 2006), no
tratamento de doencas cronicas (KIMOTO et al., 1997; MORITA et al., 2002) e na apoptose
de células tumorais (FURUSAWA et al., 1998; KONO et al., 2002).

A planta Bryophyllum sp provocou um aumento significante no valor de Hso em
comparacdo com o grupo controle (Tabela 2), compativel com a manifestacdo de uma agéo
hemolitica pelo Bryophyllum sp numa regido de concentragdo salina (Figura 2) em que a
fragilidade osmotica dos eritrocitos deveria ser quase zero (BOLTON, 1949; JAIN, 1973;
1986).

Alcaldides e bufadienolidios soluveis, presentes na subfamilia Kalanchoideae, com
agOes citotoxicas descritas na literatura, seriam os possiveis responsaveis pelo aumento da
fragilidade osmética dos eritrocitos humanos observada neste trabalho.

Entretanto, como o valor de Py determinado pelo extrato vegetal foi menor em relacdo
ao controle (Figura 2 e Tabela 3), isso significa que a intensidade total de hemdlise foi
também menor, o que sugere que o extrato aquoso bruto de Bryophyllum sp também apresenta
uma acdo anti-hemolitica associada antagonisticamente a a¢do hemolitica inferida pelo

aumento no valor de Hs.
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A amplitude da transi¢do de hemolise em fungdo da diminui¢do da tonicidade do meio
(dS) foi também significantemente maior quando comparada com o teste controle € com os
outros extratos vegetais, o que significa que a lise dos eritrocitos pela hipotonicidade do meio
foi diminuida na presenga do extrato vegetal de Bryophyllum sp (Tabela 4).

A presenga de flavonoides, polifenois, terpenos e fitosterdis no extrato aquoso de folhas
das espécies de Bryophyllum (YAMAGISHI et al., 1998) ¢ abordada na literatura como
responsavel pelo efeito antiinflamatorio e antidiabético das ervas (OJEWOLE, 2005). Nesse
contexto, uma acdo anti-hemolitica do extrato de Bryophyllum sp pode ser sugerida no

presente trabalho.

Acgio do extrato aquoso bruto de Artemisia absinthium

O extrato aquoso bruto de Artemisia absinthium apresentou agdo protetora dos eritrocitos
humanos contra o choque hipotdnico (Figura 3), uma vez que o valor de Hso da curva de
fragilidade osmética diminuiu em comparagdo com o controle (0,4634 + 0,0042) e o Py
também foi menor (0,5209 £ 0,0293) com a agdo do extrato vegetal em relagdo ao controle
(Tabela 3). O valor da amplitude da transi¢do de hemolise (dS) do extrato bruto aquoso da 4.
absinthium, comparado com o controle, ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa nos experimentos (Tabela 4).

Essa agdo anti-hemolitica da Artemisia absinthium poderia ser explicada pela presenca
de alguns dos 40 tipos de flavondides presentes na familia Compositae (LAI et al., 2006). As
flores e as folhas da familia Compositae apresentam potencial contra bactérias, fungos e virus,
além de atividade antiinflamatéria (MATSUDA et al., 2002), as quais podem ser atribuidas
aos flavonoides, fenois e dcidos fendlicos (HU et al., 1994).

Na literatura é reportada a propriedade antioxidante de diferentes flavonoides em varios
modelos de membrana (OZGOVA et al.,, 2003; van ACKER et al., 2000; GORDON;
ROEDIG-PENMAN, 1998). A interagdo destes com as membranas celulares evita a
peroxidagdo lipidica e aumenta a estabilidade de eritrocitos intactos contra o choque

hipoténico (CHAUDHURI et al., 2007).

Acio do extrato aquoso bruto de Lippia camara

O extrato aquoso bruto de Lippia camara também apresentou a¢fo protetora contra o

estresse hipotdnico nos eritrdcitos humanos (Figura 4), uma vez que promoveu uma
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diminui¢do no valores de Hsy (Tabela 2) ¢ de Py (Tabela 3) em comparagéo com 0 grupo
controle. O valor da amplitude da transi¢do de hemolise (dS) do extrato bruto aquoso de L.
camara, comparado com o controle, ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa
nos experimentos (Tabela 4).

A base desse efeito bioquimico nos eritrocitos humanos poderia ser sustentada pela
presenca de compostos como carvacrol e timol no extrato vegetal da Lippia camara. Vérios
estudos demonstram aplicagdes terapéuticas de espécies do género Lippia abundantes em
timol e carvacrol. A atividade antimicrobiana desses fendis foi extensamente analisada na
literatura (DIDRY; DUBREUIL; PINKAS, 1994; CONSENTINO et al., 1999; GRIFFIN et
al, 1999; SINGH et al, 2001; SALGUEIRO et al, 2003; BAGAMBOULA;
UYTTENDAELE; DEBEVERE, 2004).

Ambas as substancias, aparentemente, tém agdo na permeabilidade da membrana celular
¢ podem desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas, liberando
lipopolisacarideos e aumentando a permeabilidade da membrana ao ATP (BURT, 2004;
TUNC et al., 2007). Em contrapartida, a atividade antioxidante do carvacrol, timol e
y-terpineno (RUBERTO; BARATTA, 2000; ROSELLI et al., 2006; SHARIFIFAR et al.,
2007) protege as membranas biolégicas dos radicais livres e peroxidagdo lipidica. Nesse caso,
¢ possivel encontrar a dose apropriada do 6leo essencial da planta e adquirir os constituintes
na concentragio de acordo com sua agdo biologica (DUSAN et al., 2006). Ahmad e Aqil
(2007), através da analise fitoquimica do extrato de varias plantas, encontraram alguns
constituintes (taninos, flavondides, glicosideos, fenois, saponinas) com atividade
antibacteriana e sem efeito citotéxico, in vitro, em eritrocitos de ovelhas. Também foi

analisado o efeito sedativo do timol em ratos (ORAFIDIYA et al., 2004; FREIRE et al.,
2006).

Comparagdes das agdes dos diferentes extratos vegetais testados

As agdes dos extratos brutos sobre a fragilidade osmotica de eritrocitos também foram
comparadas entre si (Figuras 5,6 ¢ 7).

A comparagio do comportamento do extrato vegetal de Bryophyllum sp foi com os
comportamentos dos outros dois extratos (Figura 5 ¢ 6) ¢ destaca bem as diferengas de agbes
observadas entre o aranto (Bryophyllum sp) e cada um dos outros extratos vegetais.

A comparagfo mais merecedora de destaque ¢ aquela feita entre os extratos de Artemisia

absinthium e Lippia camara (Figura 7), uma vez que ambos apresentaram ag¢fo anti-
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hemolitica. Quanto ao pardmetro Hsy ndo houve diferenga estatisticamente significante entre
0s dois extratos (Tabela 2), mas quanto ao parimetro Py, que mede a intensidade da hemolise,
cle foi significantemente menor para a Artemisia absinthium em comparacdo com Lippia
camara, 0 que sugere que a Artemisia absinthium teria uma agdo protetora de membranas

mais intensa do que a Lippia camara.

Consideracdes finais

Numerosas substancias sdo reputadas como antioxidantes, a exemplo dos flavonéides
(ZHOU; ZHENG, 1991; QUINN; TANG, 1996; SEYMOUR; LI; MORRISSEY, 1996)
taninos, coumarinas, xantenes e procianidinas, o que as torna muito promissoras na
terapéutica de varias patologias (REPETTO:; LLESUY, 2002). As propriedades medicinais
das plantas utilizadas popularmente sdo, em geral, atribuidas & presenga de flavonédides e
também influenciadas por compostos organicos e inorganicos, a exemplo de cumarinas,
acidos fenélicos e micronutrientes (Cu, Mn, Zn) (CZINNER et al., 2001).

Os flavonoides e outros polifenois integram os compostos fitoquimicos populares com
beneficios potenciais a satide, Estdo presentes como metabglitos secundarios nos vegetais e,
nos ultimos anos, tém feito parte da dieta humana. SHo caracterizados pela atividade
antibacteriana (SHARIFIFAR et al., 2007) e antioxidante, sendo esta ultima devido ao
potencial dos flavonéides em aprisionar radicais superéxido (0,) e hidroxila (HO"
(REPETTO; LLESUY, 2002). Em adigio a essa importante agdo, eles apresentam
propriedades estabilizantes de membrana, efeito em processos intermediérios de metabolismo
e inibi¢do da peroxidagio lipidica em diferentes sistemas (ALANKO et al., 1999; REPETTO;
LLESUY, 2002). Em viérias espécies de Artemisia foram identificados flavonédides com
potencial terapéutico (MABRY: MARKHAM; THOMAS, 1970; VALANT-VETSCHERA et
al., 2003) como, por exemplo, antimaldrico (LIU et al., 1989).

Dentro deste contexto, torna-se muito importante aprofundar a andlise dos constituintes
bioquimicos responsaveis pelos efeitos anti-hemoliticos aqui descritos para os extratos

vegetais aquosos de Artemisia absinthium, Lippia camara e Bryophyllum sp.
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CONCLUSOES

Os extratos brutos aquosos de Artemisia absinthium e de Lippia camara apresentaram
efeito protetor na estabilidade dos eritrécitos humanos contra choque hipotdnico, o que foi
evidenciado pela diminui¢do dos valores de Hso e da profundidade da curva de fragilidade
osmotica pelos extratos vegetais em comparagio ao controle (p<0,05).

A planta Bryophylium Sp apresentou agdo hemolitica nos experimentos de fragilidade
osmética dos eritrdcitos humanos, uma vez que houve aumento do valor de Hsy em relagdo ao
grupo controle (p<0,05), mas ela deve ter, antagonisticamente, alguma acdo anti-hemolitica,
uma vez que o extrato vegetal promoveu uma diminuigfio significante na intensidade de
hemolise e aumento da amplitude da concentragfio do sal relatado para transi¢cdo da hemdlise

em relagdo ao grupo controle.
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