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RESUMO: Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl. popularmente conhecida como
jangadeira, pertence a familia Malvaceae, da qual muitas espécies sdo largamente
utilizadas na terapéutica. Apesar de muitas plantas serem usadas ha séculos, ndao se
pode afirmar que esse atributo, por si s6, garanta a seguranca de seu uso — desta forma,
todos os produtos derivados de plantas que sdo usados como drogas devem ser
avaliados a fim de garantir sua seguranca em relacdo a efeitos toxicos.. Este trabalho tem
como objetivo geral avaliar os efeitos bioldgicos do extrato etandlico bruto de Wissadula
periplocifolia (L.) C. Presl., e como objetivos especificos avaliar os efeitos hemaglutinante
e antihemaglutinante e as atividade oxidante e antioxidante do mesmo extrato etandlico
em heméacias humanas. Os efeitos hemaglutinante e antihemaglutinante foram
evidenciados utilizando-se anticorpos monoclonais IgM especificos para os antigenos A e
B. As atividades oxidante e antioxidante foram avaliadas através da quantidade de
metahemoglobina formada na auséncia e na presenca de fenilhidrazina. O EEtOH néo
apresentou atividade hemaglutinante nas concentracdes testadas, frente a eritrocitos dos
tipos A e B, e apresentou atividade antihemaglutinante para os tipos sanguineos citados.
Nao foi capaz de oxidar a hemoglobina humana, entretanto foi capaz de impedir a
oxidagdo da hemoglobina na presenca de fenilhidrazina. Assim, conclui-se, nas
concentragdes testadas, o0s testes realizados ndo evidenciaram efeitos nocivos do EEtOH
de W. periplocifolia frente aos eritrécitos humanos dos grupos A e B. Observou-se, ainda,

efeito antioxidante, sugerindo possiveis aplicacdes medicinais.
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ABSTRACT: Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl., popularly known as white velvetleaf,
belongs to the family Malvaceae, of which many species are used in therapeutics.
Although many plants have been used for centuries, it can not be said that this attribute
guarantees the safety of its use - in this way, all products derived from plants that are used
as drugs should be evaluated for it. The objective of this work is to evaluate the biological
effects of the crude ethanolic extract of Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl., and as
specific objectives to evaluate the haemagglutinating and antihaemagglutinating activities
and the oxidant and antioxidant activities of the same ethanolic extract in human red blood
cells. The haemagglutinating and antihaemagglutinating activities were evidenced using
IgM monoclonal antibodies specific for antigens A and B. The oxidant and antioxidant
activities were evaluated by the amount of methemoglobin formed in the absence and
presence of phenylhydrazine. The EEtOH showed no haemagglutinating activity at the
tested concentrations, against types A and B erythrocytes, and showed
antihaemagglutinating activity for the blood types mentioned above. It was not able to
oxidize human hemoglobin, however it was able to prevent the oxidation of hemoglobin in
the presence of phenylhydrazine. Thus, it was concluded that the tests performed did not
show harmful effects of W. periplocifolia EEtOH, in the tested concentrations, against the
human erythrocytes of groups A and B. There was also an antioxidant effect in the tested

concentrations, suggesting possible medicinal applications.
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INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo mundial
utiliza plantas, a mais antiga e difundida forma de medicagcdo (HALBERSTEIN, 2005),
como fonte priméria de diversos agentes medicinais (CORDELL, 1995; GURIB-FAKIM,
2006). Sua utilizagdo como recurso terapéutico é baseada na cultura popular, constituindo
um emprego predominantemente empirico. Apesar deste fato, as plantas continuam a ser
usadas pela populacdo, ndo sendo substituidas completamente pelos farmacos sintéticos
por varios motivos, como sua eficicia, o custo elevado dos medicamentos alopéticos
convencionais e a falta de acesso aos mesmos (COSTA, 1994; ROBBERS et al., 1997;

SIMOES et al., 2000).

Neste contexto de valorizacdo das plantas medicinais, um impulso na busca de
informagdes comprovadas cientificamente foi gerado, e verificou-se que a planta possui
um laboratério quimico Unico, no qual as células vegetais conseguem sintetizar
substancias complexas e fundamentais para a vida do homem, utilizando substancias
guimicas simples e fontes de energias naturais (CASTELLANO, 1981). O namero total de

produtos naturais produzidos por plantas esta estimado em 500.000 (DEMAIN, 2000).

Apesar de muitas plantas serem usadas ha séculos e serem naturais, a associa¢cdo
popular de que este atributo, sozinho, garanta a seguranca de seu uso € tao ingénua
guanto supor que o seu tempo de uso comprova sua eficacia — assim, € extremamente
importante que testes que avaliam genotoxicidade de preparacdes vegetais sejam
realizados a fim de avaliar seu potencial mutagénico ou modulacdo da genotoxicidade
guando associados com outras substancias, para garantir a seguranca dos seus USOS.
Desta forma, todos os produtos derivados de plantas que sdo usados com drogas devem

ser avaliados através de meétodos idénticos aqueles usados para novos compostos



sintéticos a fim de garantir sua seguranca em relacdo a efeitos toxicos e conhecimentos
sobre efeitos secundarios, interagdes, contra-indica¢cdes, mutagenicidade, assim como a
existéncia de ensaios farmacoldgicos e experimentacdo clinica que demonstrem eficacia
para esse tipo de medicamento (CUNHA, 2005). Esta pratica inclui avaliagdo pré-clinica
de seguranca e eficacia, estudos controlados de fase clinica (placebo — controlados,
randomizados, duplo — cegos, estatisticamente validados) com consentimento dos
participantes da pesquisa e a exigéncia de que tais estudos sejam conduzidos de acordo
com regulamentacdes federais (TALALAY; TALALAY, 2001).

E importante ressaltarmos o conhecimento de dois termos criados para melhor guiar a
populacdo a respeito da utilizacdo das plantas; sdo estes: fitoterdpicos e plantas
medicinais. A OMS define planta medicinal como sendo "todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos”, ou seja, as plantas
medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e tém tradicdo de uso
como remédio em uma populacdo ou comunidade (VEIGA et al, 2005). Os responsaveis
pelo efeito terapéutico que a planta medicinal possui sdo o0s principios ativos
(MONTANARI, 2002). Segundo a Agéncia de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, medicamento
fitoterapico é um produto obtido por processos tecnologicamente adequados, empregando
exclusivamente matérias-primas vegetais, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou

para fins de diagndstico (BRASIL, 2004).

O extrato etanodlico utilizado em nosso estudo é oriundo da espécie Wissadula
periplocifolia (L.) C. Presl. (Figura 1), popularmente conhecida como jangadeira,
pertencente a familia Malvaceae, cuja distribuicdo geografica comecga das Antilhas,

englobando o nordeste brasileiro (Figura 2). Muitas espécies desta familia sdo largamente



utilizadas na terapéutica como emolientes, anti-febris, diuréticos, antiinflamatérios e em

doencas reumaticas, dentre outras aplicagbes (SCHULTZ, 1968).

FIGURA 2 — Distribuicdo Global de Wissadula periplocifolia (pontos amarelos).

Recentemente foram isolados e purificados nessa espécie cinco constituintes quimicos,
sendo trés flavonoides (um glicosilado e duas gliconas) e dois esteroides, todos inéditos
nessa espécie (BOVINI, 2010; GOMES, 2011). Segundo o Instituto Nacional do Céancer
(INCA), ha pesquisadores nordestinos que buscam identificar a acdo dos flavonoides
presentes em algumas espécies, como a Wissadula periplocifolia. O interesse especifico
nestes componentes deve-se a acdo anti-inflamatéria e anticancer observadas em outros
estudos. Ha trabalhos publicados que relatam que flavonoides apresentaram atividade “in
vivo” em sarcoma 180 e carcinoma de Ehlich e que nao foram téxicos para as células “in

vitro”.



O amplo emprego de plantas dessa familia em praticas medicinais, bem como um
possivel efeito anti-cancer, é motivo suficiente para sua escolha como tema de estudos

quimicos e farmacoldgicos, visando seu melhor aproveitamento.

As disfungcbes na coagulagdo sanguinea estdo associadas com a inflamacéo,
complicagbes cardiovasculares, cancer, trombose venosa, tromboembolismo e outras
patologias. Estudos na disfungédo da coagulagdo, como a atividade hemaglutinante e
antihemaglutinante, se fazem necessarios devido aos efeitos indesejaveis da heparina e
ao entendimento da fisiopatologia e do estado de hipercoagulacdo. A heparina nao
fracionada e as heparinas de baixo peso molecular sdo os Unicos polissacarideos
sulfatados que sdo normalmente utilizados como agentes anticoagulantes. Porém, esses
compostos tém varios efeitos colaterais tais como hemorragia e trombocitopenia. Além
disso, ha uma procura crescente por terapias contra a trombose o que indica a
necessidade de buscar fontes alternativas de agentes anti-coagulantes (AZEVEDO et al.,

2009).

A principal funcdo do sangue € transportar os gases respiratorios, O, e CO,, entre 0s
tecidos e os pulmdes através da hemoglobina. Os eritr6citos contém enzimas
responsaveis pela produgcdo de energia para manter a hemoglobina como
oxihemoglobina, a forma reduzida e funcional da proteina (SIEMS et al., 2000).
Entretanto, o ion ferro da hemoglobina esta continuamente exposto a altas concentracdes
de oxigénio, o que resulta na sua lenta oxidagdo a metahemoglobina (metHB) ou
ferrihemoglobina, que € incapaz de se ligar ou transportar oxigénio. Em condi¢cbes
normais o nivel de metHB nos eritrocitos € mantida abaixo de 1% da hemoglobina total

(MANSOURI et al., 1993). A formacéo de metHb in vivo pode ser reproduzida in vitro pela



exposicdo de uma suspensdo de eritrocitos a um agente oxidante e a quantidade de
metHB formada esta diretamente relacionada com a extenséo do stress oxidativo causado
pelo agente. Da mesma forma, a exposicdo de eritrOcitos a agentes antioxidantes
presentes em misturas complexas, tais como 0s extratos vegetais, podem evitar a

formacao de metHb.

A efetividade do extrato em inibir a formacdo de metHb na presenca de um agente
oxidante pode ser utilizada como a medida da sua atividade antioxidante (CLARO et al.,
2005; ARBOS et al. 2008). H& um interesse crescente em antioxidantes naturais oriundos
especificamente de vegetais, uma vez que varios dados epidemiolégicos sugerem o seu
efeito protetor frente a uma lista crescente de doencas (CAO et al., 1996; LONG,;

HALLIWELL, 2001; LEONARD et al., 2002).

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos biol6gicos do extrato etandlico
bruto de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl., e como objetivos especificos avaliar os
efeitos hemaglutinante e antihemaglutinante e as atividade oxidante e antioxidante do
mesmo extrato etandlico em hemacias humanas, para que se possa analisar a seguranca

de seu uso pela populagdo humana.



METODOLOGIA

MATERIAL VEGETAL

A espécie Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl., popularmente conhecida como
jangadeira, pertencente a familia Malvaceae, foi coletada na Pedra da Boca, municipio de
Araruna — PB, em agosto de 2005. A identificacdo botanica foi realizada pela Prof®. Dr?.
Maria de Fatima Agra, do Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais LTF/DCF/UFPB.
Uma exsicata do material encontra-se arquivada no Herbéario Prof. Lauro Pires Xavier

(CCEN/UFPB) sob a numeracéo 6498.

OBTENCAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO ETANOLICO de Wissadula

periplocifolia

O material botanico fresco (3 kg), composto por cascas do caule, foi desidratado em
estufa a temperatura média de 40° C durante 96 horas, sendo em seguida triturado para
obtencédo de pd. O material moido (1.000 g) foi macerado em etanol (EtOH) a 95% por 72
horas, sendo tal processo repetido até total extracdo dos constituintes quimicos. A solucao

etandlica foi concentrada em rotaevaporador a 50° C, fornecendo extrato etandlico bruto.

PREPARACAO DAAMOSTRA

A amostra do EEtOHB de Wissadula periplocifolia, na concentragdao de 10 mg/ml, foi

solubilizada em Tween 80 a 0,4% e dissolvida em agua destilada.



ERITROCITOS HUMANOS

Os eritrécitos humanos (A, B e O) foram oriundos de sangue para descarte da Unidade
Transfusional do Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB. A manipulacdo e o
descarte dos eritrocitos foram realizados de acordo com as Normas de Seguranca

seguidas pela referida Unidade.

ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE E ANTIHEMAGLUTINANTE

A amostra (1, 10, 100 e 1000 pg) foi diluida em NaCl 0,9% e foram adicionadas a
suspensdes de eritrécitos 5% (1 mL). Apds um periodo de incubagdo de 1 hora sob
agitacdo lenta (100 rpm) e a temperatura ambiente, foram adicionados, em preparacdes
diferentes, uma gota (50 pL) dos anticorpos monoclonais IgM especificos para os
antigenos A e B (BIORAD). A hemaglutinagdo foi visualizada a olho desarmado e
confirmada com a utilizacdo de lupa. Todos os experimentos foram realizados em

duplicata.

ATIVIDADE OXIDANTE E ANTIOXIDANTE

A amostra (1, 10, 100 e 1000 pg) ou a vitamina C (20 mmol/L) foram previamente diluidas
em salina tamponada com fosfato e suplementada com glicose (200 mg/dL), de pH 7,6,
sendo entdo adicionadas a suspensodes de eritrocitos 33% (1 mL) . Apos um periodo de
incubacédo de 1 hora, sob agitacao (100 rpm) e a temperatura ambiente, foi adicionado um

agente oxidante, a fenilhidrazina (PH) (1 mmol/L). As amostras foram entdo aeradas e



mantidas sob agitacdo por mais 20 minutos. A incubacgdo dos eritrocitos na presenca de
PH gera radicais livres que resultam na formacéo de altos niveis de metemoglobina
(metHb) que estardo diretamente relacionados com a extensdo do estresse oxidativo
produzido. A reducé@o nos niveis de metHb devido a vitamina C (antioxidante) ou uma
possivel acdo antioxidante do extrato serdo quantificados por espectrofotometria, a 540 e
630 nm, como uma porcentagem da hemoglobina total (WEFFORT-SANTOS et al.,2008).
Valores de metHb até 2% da Hb total sdo considerados normais enquanto que valores
acima de 4% sé&o elevados. Todos os experimentos foram realizados em duplicata e os
valores de metHb serdo expressos como média aritmética simples. Foi utilizado o

software estatistico Prisma para analise dos dados e elaboragéo de graficos.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Sob as condicbes citadas, o extrato etandlico de W. periplocifolia ndo provocou
aglutinagdo no sangue dos tipo A e B, e apresentou atividade antiaglutinante nos referidos

tipos sanguineos.

O EEtOH de W. periplocifolia ndo apresentou efeito oxidante (Grafico 1).
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GRAFICO 1 — Efeito oxidante do EEtOH das cascas do caule de W. periplocifolia em eritrocitos humanos.

C — (hemoglobina) e C + (hemoglobina + PH).

O EEtOH das cascas do caule de extrato etandlico de W. periplocifolia impediu a
formacdo de metahemoglobina induzida pela fenilhidrazina em todas as concentracdes

testadas (Grafico 2).
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GRAFICO 2 — Efeito antioxidante do EEtOH das cascas do caule de W. periplocifolia em eritrocitos

humanos. C — (hemoglobina) e C + (hemoglobina + PH).

A auséncia de atividade hemaglutinante e oxidante revela que, nas concentracdes
testadas, o EEtOH bruto de W. periplocifolia ndo apresenta efeitos nocivos aos eritrécitos
humanos dos grupos A e B, de forma que reflete a seguranca da administracdo de tal
composto aos seres humanos deste grupo sanguineo para o0s eventos testados no

estudo.

Acredita-se que o efeito antioxidante observado em membros da familia Malvaceae seja
decorrente da sua alta concentracdo de compostos fendlicos (Oliveira et al., 2012), que
sdo metabdlicos secundarios universalmente presentes em arvores de grande porte
(Robards et al., 1999). Flavonoides sdo compostos polifendlicos de baixa massa
molecular, com reconhecida atividade antiinflamatéria e antioxidante (Trueba, 2001). No
gue se refere a W. periplocifolia, estudos sugerem que o flavondide tiriloside possa
contribuir para o efeito antioxidante demonstrado (Oliveira et al., 1999). A propriedade
antioxidante encontrada sugere que W. periplocifolia possa ser empregada no tratamento
de diversas patologias em que se observe o aumento da producéo de radicais livres (CAO

et al., 1996).



Assim, conclui-se que os testes realizados nao evidenciaram efeitos nocivos do EEtOH
das cascas do caule de W. periplocifolia, nas concentracfes testadas, frente aos
eritrécitos humanos do grupo A e B. Observou-se, ainda, efeito antioxidante nas

concentracgdes testadas, sugerindo possiveis aplicacdes medicinais.
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