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ANALISE CITOTOXICA E CITOPROTETORA DO EXTRATO ETANOLICO DAS
FOLHAS DE Hymenaea martiana HAYNE (JATOBA)

José Eduardo dos Santos Gomes!', Raira Justino Oliveira Costa?

RESUMO

Essa pesquisa tem como objetivo, analisar a citotoxicidade e citoprotecdo do extrato etandlico
da folha da Hymenaea martiana Hayne (jatobd). A espécie de H. martiana sera coletada no
municipio de Buique-PE, e serd encaminhada para o laboratério multidisciplinar do Centro
Universitario Ledo Sampaio para a obtencdo do extrato etanolico. Para a andlise da
toxicidade, serd utilizado o teste de citotoxicidade em hemacias, no qual, o extrato serd
diluido a fim de se obter seis concentragdes diferentes e incubados com um lavado de
hemacias pelo tempo de 1 hora. Apds a incubagdo as amostras serdo centrifugadas e o seu
sobrenadante sera lido através de espectrofotdmetro na absorbancia de 540 nm. O precipitado
sera ressuspenso para confeccdo de esfregacos que serdo corados (May-Grunwald-Giemsa) e
lidos em microscopia. Para andlise do potencial citoprotetor, serdo utilizadas as mesmas
concentragdes do teste de citotoxicidade, os tubos com hemadcias serdo incubados por 30 min
e expostas a sete concentragdes diferentes de NaCl a fim de verificar a capacidade de protecao
celular do extrato. Logo apOs as amostras serdo novamente incubadas por 1 hora e apos esse
periodo serdo centrifugadas e o sobrenadante serd lido em espectrofotometro a 540 nm. O
extrato etanolico de H. martiana demonstrou extensdo de hemolise, indicando citotoxicidade
em concentragdes mais elevadas. As concentragdes usadas no teste de citoprote¢ao resultaram
em niveis de hemolise significativamente inferiores em comparagao com o controle negativo.
Palavras-chave: Extrato vegetal. Teste de Citotoxicidade. Testes de Toxicidade Aguda.

CYTOTOXIC AND CYTOPROTECTIVE ANALYSIS OF ETHANOLIC EXTRACT
FROM THE LEAVES OF Hymenaea martiana HAYNE (JATOBA)

ABSTRACT

This research aims to analyze the cytotoxicity and cytoprotection of the ethanolic extract from
the leaf of Hymenaea martiana Hayne (jatoba). The species of H. martiana will be collected
in the municipality of Buique-PE, and will be sent to the multidisciplinary laboratory at
Centro Universitario Ledo Sampaio to obtain the ethanolic extract. To analyze toxicity, the
cytotoxicity test on red blood cells will be used, in which the extract will be diluted to obtain
six different concentrations and incubated with a red blood cell wash for 1 hour. After
incubation, the samples will be centrifuged and their supernatant will be read using a
spectrophotometer at an absorbance of 540 nm. The precipitate will be resuspended to prepare
smears that will be stained (May-Grunwald-Giemsa) and read under microscopy. To analyze
the cytoprotective potential, the same concentrations as in the cytotoxicity test will 'be used,
the tubes with red blood cells will be incubated for 30 min and exposed to seven different
concentrations of NaCl in order to verify the cellular protection capacity of the extract. Soon
after, the samples will be incubated again for 1 hour and after this period they will be
centrifuged and the supernatant will be read in a spectrophotometer at 540 nm. The ethanolic
extract of H. martiana demonstrated extensive hemolysis, indicating cytotoxicity at higher
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concentrations. The concentrations used in the cytoprotection test resulted in significantly
lower levels of hemolysis compared to the negative control.

Keywords: Plant extract. Cytotoxicity Test. Acute Toxicity Tests.

1 INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo um tipo de recurso utilizado tanto na medicina tradicional
quanto em praticas alternativas para tratar doengas e melhorar a saude e que possui seu uso
datado desde 50.000 a.C. Elas possuem em sua composi¢do substancias quimicas que
apresentam propriedades terapéuticas variadas e seu emprego para fins medicinais no Brasil
tem origem na €poca anterior a colonizagdo, quando as populacdes indigenas ja faziam uso
das propriedades terapéuticas das plantas para tratar diferentes doencas (Ceplant, 2016;
Palandri, 2022).

Nesse cendrio, o Brasil tem se destacado pela grande diversidade de espécies
encontradas em seu territorio e em seus mais diversos ecossistemas, como por exemplo na
Caatinga, bioma exclusivamente brasileiro. Nesse ecossistema ¢ comum a utilizagdo de
plantas locais para o preparo de medicamentos para diversas fungdes, e sua utilizagdo ocorre
de diversas partes como cascas, folhas e frutos (Ganem, 2017).

Este ecossistema abrange uma grande variedade de espécies vegetais, muitas das quais
possuem metabolitos secundarios que apresentam propriedades farmacologicas e medicinais.
Dentre eles podem ser citados os taninos, que sdo compostos secundarios que possuem
propriedades adstringentes, antioxidantes, antimicrobiano e antifingico e acdo antiviral e
moluscicida e podem ser encontrados em diversas plantas da caatinga, tais como espécies do
género Hymenaea (Santos, 2012; Silva, 2013).

Dentro desse género, destaca-se a espécie Hymenaea martiana Hayne (Jatobd), planta
de grande utilidade a populagdo, a mesma tem diversos usos como no tratamento de
problemas estomacais, inflamagdes, e até mesmo no tratamento de reumatismo. Além do uso
no meio farmacéutico, seu fruto ¢ bastante utilizado na culinéria regional (Oliveira, 2015).

Porém, apesar do potencial terapéutico associado as plantas, estas também podem
apresentar efeitos deletérios, pois, € essencial salientar que certos metabolitos secundarios tém
sido associados a efeitos toxicos significativos em seres humanos e animais. A intoxica¢ao
por plantas pode ocasionar sintomas como diarreias, anuria, hipotensdo, e muitos outros.

Além disso, alguns desses compostos podem exibir propriedades carcinogénicas, podendo



representar uma ameaga a saude humana e ao meio ambiente (Campos, ef al, 2016; Pereira;
Fernandes; Cunha, 2012).

Sendo assim, ¢ importante que além de identificar plantas com potencial medicinal,
sejam realizados testes que analisam a atividade toxica de plantas. Desse modo, os Testes in
cito como os de atividade hemolitica, foram comumente utilizados em analises de
citotoxicidade e tem como objetivo avaliar o efeito de substancias ou compostos em células
ou tecidos (Siqueira et al, 2020; Verri; Moura; Moura, 2017; Zago, 2018).

Desse modo, por Hymenaea martiana ser amplamente utilizada pela populagdo, o
objetivo foi provar que essa planta ndo apresenta potencial citotoxico. Além de que essa
espécie possui valor nutricional, buscou-se comprovar a contribuicdo da planta para a
protecao celular. O objetivo principal visou analisar atividade citotoxica e citoprotetora do

perfil do extrato etandlico das folhas de H. martiana.

2 METODOLOGIA

O estudo foi de carater experimental in vitro com analise comparativa quantitativa. O
experimento foi estruturado em trés etapas, e realizado no laboratorio multidisciplinar, do
Centro Universitario Dr. Ledo Sampaio — Uniledo campus satide em Juazeiro do Norte — CE,
entre os meses de agosto e outubro de 2023. Na primeira etapa ocorreu a coleta do material
vegetal e obtencao do extrato das folhas. Na segunda etapa realizou-se a avaliacdo da agao

toxicoldgica do extrato etanolico e na terceira, a avaliagdo da citoprote¢ao desse extrato.

2.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Para obtencdo do extrato etandlico e realizagdo dos experimentos, foi utilizada a
espécie H. martiana pertencente ao género Hymenaea. A coleta do material vegetal foi
realizada no periodo matutino, no més de agosto de 2023, na cidade do Buique, Pernambuco.

Inicialmente, as folhas foram separadas dos caules e lavadas em agua corrente. Em
seguida, as folhas passaram por um processo de secagem com papel toalha e pesadas, e
posteriormente submetidas a secagem a temperatura ambiente.

Depois de submetidas a secagem, as folhas passaram novamente por um processo de

pesagem, € com uma tesoura, ¢ foram fragmentadas em pequenos pedacgos, trituradas



manualmente e submetidas ao processo de maceracao, usando como solvente o etanol a 95%,
em uma proporcao de 3 L de etanol para 150 g das folhas secas, para se obter o extrato fluido.

Apo0s 96 horas o extrato foi filtrado em papel filtro qualitativo gramatura (80 g/m2), e
o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a temperatura de + 40° C para obtengao do
extrato etandlico bruto das folhas de H. martiana. Apos a rotaevaporacdo, foi depositado em
um recipiente aberto e deixado a temperatura ambiente, para a completa evaporacdo do
solvente. Apos a secagem, submeteu-se o seguinte calculo:

RE%: Pext/Pfolhas x 100.

Onde: RE = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas

= Peso das folhas frescas ou secas (g).

2.2 ANALISE DA ATIVIDADE CITOTOXICA E CITOPROTETORA

O sangue foi fornecido pelos autores do estudo que se encontram devidamente dentro
dos parametros para realizacdo dos testes. A amostra foi coletada por meio de puncdo venosa
em tubos com anticoagulante citrato de sddio. A avaliacdo da citotoxicidade e citoprote¢ao
realizou-se seguindo metodologia descrita por Barros e colaboradores (2016) a submissdo ao
Comité de Etica e Pesquisa em Humanos sob numero de protocolo 75144223.7.0000.5048
(Brasil, 2016).

A avaliacdo da fragilidade osmotica das células vermelhas sanguineas (citotoxicidade)
foi realizada com amostras de suspensao de hemacias previamente lavadas com solucao salina
e incubadas com o extrato diluido em Dimetilsulféxido (DMSO) a 1%, em seis concentracoes
distintas (5 pug/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 pg/mL), e
posteriormente foram incubados em banho-maria (37°C) no tempo de 1 hora. Apos o tempo
determinado, os testes foram centrifugados (1.500 rpm por 15 min.) e seus sobrenadantes
foram isolados e lidos em espectrofotometro de massa (540nm). Os controles utilizados foram
NacCl (0,12%) como controle positivo e NaCl (0,9%) como controle negativo, ambos diluidos
em DMSO a 1%. As analises foram realizadas em triplicata.

Apbés a centrifugagdo e leitura dos sobrenadantes, as amostras passaram por
ressuspensao para confeccdo de esfregacos, que posteriormente foram corados por May-
Grunwald- Giemsa e lidos em microscopia optica (x100).

A avaliacdo protetora (citoprote¢dao) do extrato etanolico foi realizada com amostras
de suspensdo de hemaécias previamente lavadas com solugao salina e incubadas com o extrato

diluido em DMSO (1%), em seis concentragdes (Spg/mL, 10pug/mL, 25pug/mL, 50pug/mL,



100pg/mL, 200png/mL). Para cada concentragdo ocorreu a exposicdo em sete concentragdes
de NacCl (0,12%, 0,24%, 0,36%, 0,48%, 0,60%, 0,72% e 0,90%), que foram utilizadas como
agente causados de dano a membrana dos eritrécitos. Apos a exposi¢ao foram incubados em
banho-maria (37°C) por 1 hora e posteriormente as amostras foram centrifugadas (1.500 rpm
por 15 min.) e seus sobrenadantes foram isolados e lidos em espectrofotometro de massa
(540nm). Como controle negativo utilizou-se uma amostra do lavado de hemécias incubadas

com o extrato diluido em DMSO (1%). As analises foram realizadas em triplicata.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados procedeu-se através do software Graph Pad Prism
versao 9.0. E seus resultados foram analisados pelo programa Analise de Variancia — ANOVA
seguidamente pelo teste de Student Newman Keuls. As andlises estatisticas estdo

representadas pela Média = Erro Padrao da Média (EPM).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a obten¢do do extrato etandlico das folhas de H. martiana, foram utilizados 150 g
do material seco, e resultou em 24,27g de extrato, sendo de 16,18% a taxa de rendimento
calculada. O rendimento total do extrato encontrado neste estudo ¢ semelhante aos dados da
literatura. Em um estudo realizado por Santana (2015) o rendimento do extrato etandlico das
folhas de H. martiana ficou em torno de 20%. Outra pesquisa realizada por Costa, (2023)
utilizando a mesma espécie dessa pesquisa, obteve o rendimento de 17,3% para o extrato

etanodlico bruto das folhas.

3.1 Atividade Citotoxica

No que concerne a pesquisa, investigagdes relacionadas a essas espécies tém
experimentado um crescimento notorio. Para tal, foi realizada a analise de citotoxicidade
eritrocitaria utilizando o extrato etandlico das folhas de H. martiana, cujos resultados sdao

dispostos no gréfico 1, demonstrando o nivel de citotoxicidade nas concentracdes avaliadas.



Grafico 1: Citotoxicidade (Fragilidade osmética de amostras de sangue) em diferentes
concentragdes do extrato etanolico das folhas de Hymenaea martiana
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As amostras de sangue foram incubadas com diferentes concentracdes do extrato com solugdo de cloreto de
sodio (0,9% NacCl), como controle. A porcentagem de hemolise foi calculada e “curvas de fragilidade” foram
tracadas plotando a porcentagem de hemolise (% de hemolise) para cada concentragdo de extrato (em relagado a
100% do tubo de hemdlise - 0,12% NaCl). Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do

[T3%T)

Test Bonferroni. “a” vs controle negativo quando **** = p < 0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism
9.0.

Fonte: Autoria propria (2023).

Os resultados obtidos indicam que a partir da concentracdo de 25 ug/mL todas as
concentragdes causaram hemolise significativa em relagdo ao controle, tais resultados indicam
que o extrato pode ter apresentado um potencial toxico nesse tipo de célula.

Apbs a obtencdo dos percentuais de hemdlise também foram analisadas as ldminas
confeccionadas a partir do precipitado. Conforme ilustrado na Figura 1, é possivel constatar
que, apesar da presenca de citotoxicidade positiva, as concentragdes testadas ndo resultaram
em danos ou modificagdes morfoldgicas das estruturas das hemdacias quando comparadas as

concentragdes € 0 grupo controle.



Figura 1 - Imagens das Analises Provenientes dos Esfregacos das Concentragdes de

Citotoxicidade

Em A - Esfregagos da concentragdo do controle negativo. Aumento microscopico em 100x.
Em B - Esfregacos da concentracdo de 5 pg/mL. Aumento microscépico em 100x.

Em C - Esfregacos da concentracdo de 50 pg/mL. Aumento microscopico em 100x.

Em D - Esfregagos da concentragdo de 200 pg/mL. Aumento microscopico em 100x.

Fonte: Autoria propria (2023).

Os resultados obtidos ap6s a andlise de citotoxicidade podem ser relacionados com os
metabolitos secundarios presentes na espécie estudada. H. martiana, é uma planta que abriga
diversos metabolitos secundarios, incluindo flavondides, triterpenos e taninos, conforme
documentado por Costa et al, (2023) em seus estudos.

Oliveira et al. (2021), também identificou a presenga de Flavonoides na espécie H.
martiana, o associando a capacidade de atuar como antioxidantes, com potencial beneficio

para a satde. Lima (2017), também identificou a presenga de triterpenos no género



Hymenaea, compostos que desempenham funcdes importantes na defesa das plantas contra
patogenos e herbivoros.

De acordo com Silva (2018), os metabolitos secundarios presentes nos Oleos
essenciais de H. martiana t€m a capacidade de influenciar as membranas celulares de maneira
diversificada, cuja natureza ¢ ditada pela composicdo quimica especifica destes compostos.
Alguns dos principais mecanismos pelos quais esses metabolitos podem interagir com as
membranas celulares envolvem a perturbacio da integridade da membrana, modificagdes na
permeabilidade, ativacdo de canais i0nicos, inibi¢do de bombas de ions e ativacdo de
receptores de membrana.

Tais fatores podem ter sido os responsaveis pela hemolise apresentada nas
concentracdes de 25, 50, 100 e 200 pg/mL. A presenca de compostos com propriedades
bioativas como os metabolitos secundarios, incluindo os taninos, triterpenos e flavonoides
encontrados nesta planta, apresentam notédveis propriedades que merecem destaque no ambito
da pesquisa biomédica, Costa, et al, (2023).

No tocante aos taninos presentes na H. martiana, estudos realizados por Panontin et al.
(2020) sugerem que resultados positivos de citotoxicidade relacionados a esses compostos
indicam um potencial aplicavel a medicina tradicional e a pesquisa farmacéutica. Os taninos,
reconhecidos por sua atividade antioxidante, desempenham um papel na protecao das células
contra o estresse oxidativo, sendo particularmente significativos em contextos de alta carga
oxidativa, como observado em células cancerosas, como documentado por Calazans et al,
(2019).

E fundamental ressaltar que a interacdo dos metabdlitos secundarios com as
membranas celulares pode resultar em efeitos tanto benéficos quanto prejudiciais, sendo a
manifestagdo desses efeitos dependentes do contexto e da concentracdo especifica dos

compostos, conforme salientado por Pereira e Cardoso (2012).

3.2 Atividade Citoprotetora

O estudo em questdo também investigou os efeitos citoprotetores in vitro do extrato
etandlico das folhas de H. martiana. Realizado em triplicata, o experimento buscou avaliar a
capacidade do extrato em proteger células em ambiente controlado, fornecendo insights
valiosos sobre seu potencial beneficio citoprotetor.

O experimento envolveu a realizagdo de testes de citoprote¢ao in vitro utilizando o

extrato etanolico das folhas de H. martiana. Estas andlises foram conduzidas expondo as



suspencoes de hemacias incubadas com as concentragdes do extrato a diversas concentragoes
de NacCl (0,9%; 0,72%; 0,60%; 0,48%; 0,36%; 0,24%; 0,12%), que atuaram como agentes de
estresses osmoticos. A escolha de diferentes concentragcdes permitiu uma avaliagdo
abrangente da resposta citoprotetora, explorando potenciais efeitos em uma gama variada de
meios.

A partir dos resultados obtidos no teste de citotoxicidade e com base na proposto por
Barros et al, (2016), foram selecionadas as concentracdes de 5, 10 e 25 pg/mL para avaliacao

da atividade protetora. Os resultados apds a analise estdo expostos no Grafico 2.

Grafico 2: Atividade citoprotetora do extrato etandlico das folhas de Hymenaea martiana nas
concentragoes de 5, 10 e 25 ug/mL frente a variagdes de concentragdes de NaCl
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Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido do Test Bonferroni. “a” vs controle negativo
quando **** =p < (0,0001. Foi usado o programa GraphPad Prism 9.0.

Fonte: Autoria propria (2023).

Ao verificar o grafico 2 pode-se perceber que o extrato apresentou atividade protetora,
no qual, as concentracdes de 5, 10 e 25 pg/mL demonstraram valores de hemdlise abaixo do
controle negativo nos testes expostos as concentragdes de NaCl de 0,12% (exceto a
concentragdo de 25 pg/mL), 0,24%, 0,36%, 0,48%, 0,60%, 0,72% e 0,90%. Esta observagao
sugere um potencial efeito citoprotetor significativo nessas concentragdes do extrato etandlico
de H. martiana.

A correlagdo entre os metabodlitos secundarios identificados na H. martiana e os

resultados de citoprotegdo destaca-se como uma area crucial de investigacdo. A presenca



desses compostos na planta sugere um potencial influéncia direta nos efeitos observados,
Calazans et al, (2019).

Os flavonoides encontrados na H. martiana desempenham um papel significativo na
citoprote¢do, conforme indicado pelos estudos. Esses compostos poli fendlicos, como a
rutina, demonstram propriedades antioxidantes, que podem contribuir para a prote¢ao celular
contra danos oxidativos, como apontado por Matos (2021).

A pesquisa conduzida por Pacheco et al, (2021) refor¢a a importancia da associagdo
entre flavonoides e a H. martiana em estudos de citoprotecdo. Essa ligagdo evidencia a
potencial eficacia desses compostos na manutengdo da integridade celular. Os flavonoides
identificados nessa planta especifica emergem como candidatos promissores para serem
explorados como agentes que promovem a saude celular. Essa descoberta destaca a relevancia
desses estudos para aplicagdes terapéuticas e medicinais, ressaltando o potencial das

substancias presentes na H. martiana para beneficios a saude.

4 CONCLUSAO

No decorrer do ensaio de citotoxicidade, foi possivel perceber que o extrato etandlico
de H. martiana, apresentou certa extensdo da hemolise, revelando-se de uma magnitude
considerada citotoxica nas concentragdes acima de 25 pg/mL. Porém na analise microscopica
das células que ndo foram lisadas, ndo foram observadas alteracdes significativas na
membrana eritrocitaria. Essa constatagdo sugere a presenca de niveis substancialmente
reduzidos de citotoxicidade, o que, por sua vez, pode indicar um nivel de seguranca
manifestamente apropriado para a potencial utilizacdo dessas substancias em futuras
aplicacoes.

No contexto abrangente do ensaio de citoprotecdo, uma meticulosa andlise evidenciou
que as concentragdes utilizadas no teste culminaram em valores de hemolise que se revelaram
manifestamente inferiores aos observados no controle negativo. Este fendmeno sugere, com
consideravel énfase, que, nas concentragdes anteriormente mencionadas, o extrato em questao
exerce, de modo apreciavel, uma acdo protetora. Esses resultados devidamente substanciados
enfatizam de maneira contundente a potencial eficicia do extrato na preservagdao da
integridade celular, promovendo, assim, um contexto propicio para consideracdes futuras no

ambito de pesquisas e aplicacdes cientificas.
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