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Resumo

A Punica granatum L. (romd) é rica em metabdlitos ativos, como polifendis, taninos e flavonoides,
que conferem propriedades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias, tornando-a uma
alternativa promissora para novas terapias. No entanto, é fundamental assegurar a seguranca do
extrato para evitar efeitos toxicos ou sensibilizantes. Assim, este estudo tem como objetivo investigar a
atividade hemolitica do extrato da casca da P. granatum, a fim de avaliar sua seguranca e potencial
para uso terapéutico. O ensaio hemolitico utilizou uma suspensédo de heméacias diluidas em solugéo
salina tamponada com fosfato (PBS), com Triton X-100 como controle positivo e PBS como controle
negativo. O extrato de roma apresentou biocompatibilidade em todas as concentracdes testadas.
Concentragdes inferiores a 60 mg/mL ndo causaram hemolise, enquanto a concentracéo de 100 mg/mL
resultou em apenas 1% de hemdlise, valor significativamente abaixo do limite considerado seguro na
literatura. Esses dados sugerem que o extrato nas concentragdes avaliadas é promissor e seguro para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: Hemoélise. Roma. Produtos Naturais.
Area do Conhecimento: Ciéncias da saude.
Introducéo

Historicamente, os produtos naturais foram amplamente utilizados em infusdes, decocg¢bes e até
mesmo na forma de plantas maceradas para tratar feridas, combater inflamacdes e prevenir infec¢des
(Ferreira et al., 2019; Carvalho et al., 2020). No entanto, com o0 avanc¢o da medicina convencional, o
uso dessas plantas foi gradualmente abandonado. Recentemente, o interesse por abordagens
alternativas e complementares a saude tem ressurgido, resultando em um retorno ao uso de plantas
medicinais no tratamento de diversas doencgas (Ferreira et al., 2019; Braga; Silva, 2021). A Punica
granatum conhecida popularmente como roma, é uma planta arbustiva da familia Punicaceae, que
cresce amplamente em varias regiées do Brasil, apesar de sua origem ser na Asia Ocidental e Oriental,
Himalaia e Oriente Médio (Shaygannia et al., 2016). O fruto da roma é rico em metabdlitos ativos que
conferem propriedades antimicrobianas, antioxidantes, anti-inflamatérias, hepatoprotetoras,
nefronprotetoras, antineoplasicas e anti-hipertensivas (Silva, 2022; Custddio, 2020).

Os constituintes fitoquimicos da roma incluem taninos, flavonoides e compostos fendlicos, além de
minerais como célcio, ferro e manganés, e as vitaminas B1, B2 e C. Esses componentes conferem a
planta propriedades terapéuticas e medicinais, responsaveis pelo seu potencial antimicrobiano,
antioxidante e cicatrizante (Sousa et al., 2018). A casca da roma é particularmente rica em polifendis,
destacando-se a punicalagina, um dos taninos mais pesquisados, que apresenta comprovada atividade
antioxidante e potencial antifiingico (Mayasankaravalli et al., 2020; Elshafie et al., 2021; Mo et al., 2022).
Os taninos tem sido relacionados com a promocao da precipitacdo de proteinas de membrana, inibicdo
de atividades enziméticas e deplecéo de ions metdlicos. Ja os flavonoides séo reconhecidos por suas
propriedades antioxidantes e seu possivel papel na prevencao de canceres relacionados a horménios
(Mayasankaravalli et al., 2020). Os &cidos fendlicos presentes na casca da roma possuem acdo
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antimicrobiana relacionada com a capacidade de promover a acidificacdo citoplasmatica, precipitacdo
de proteinas e inibicdo enzimatica, podendo até induzir a morte celular (Elshafie et al., 2021; Mo et al.,
2022).

Dessa forma, a romd se destaca como uma alternativa natural promissora com potencial
antimicrobiano, oferecendo uma valiosa oportunidade para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas contra infec¢des fungicas e ressaltando a importancia de explorar os recursos naturais
para inovacdes na area da saude (Melo et al., 2021). No entanto, é essencial garantir que o extrato
seja seguro e nao cause efeitos toxicos ou sensibilizantes que possam comprometer a salde do
paciente. A analise da atividade hemolitica é essencial para determinar a seguranga e
biocompatibilidade de um produto natural, especialmente quando se pretende utiliza-lo em aplicacGes
terapéuticas. A hemodlise refere-se a ruptura das membranas das células vermelhas do sangue,
resultando na liberacdo de hemoglobina. Este teste ajuda a identificar se o produto natural ou seus
componentes causam danos as hemacias, o que poderia levar a efeitos adversos ou outras
complicag@es relacionadas a perda de integridade das células sanguineas (Moreno et al., 2018). Nesse
contexto, esse estudo tem como objetivo avaliar a atividade hemolitica do extrato da casca da Punica
granatum.

Metodologia

A Punica granatum foi escolhida a partir de plantas maduras e livres de doengas. O espécime foi
arquivado no Herbarium-CAP da Universidade Federal do Espirito Santo (ES, Brasil). O extrato
etandlico da casca de roma foi extraido, sendo preparado por percolacdo, seguida de evaporacéo
rotativa e liofilizagdo, conforme descrito por Batista et al. (2020). O extrato foi acondicionado em frasco
de vidro ambar, embalados em papel aluminio para evitar contato com a luz e armazenado na
temperatura de 4° C.

A atividade hemolitica foi avaliada de acordo com Yu et al. (1998), com algumas modificacdes. As
amostras de sangue foram diluidas com PBS e centrifugada, as hemécias foram contadas utilizando
uma camara de Neubauer e a concentracdo ajustada para 7 x 108 cél/mL.

O teste de hemodlise consistiu na incubacéo de 500 pL do extrato, nas concentra¢gdes de 3, 30, 60 e
100 mg/mL, com 500 pL de suspenséo de células sanguineas a 37°C por 35 minutos. Em seguida, as
amostras foram agitadas por 10 minutos e incubadas novamente em banho de gelo, finalizando com
uma centrifugagéo a 3150 rpm por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi analisado em microplacas
de 96 pocos e a absorbancia foi medida a 576 nm. Triton X-100 foi utilizado como controle positivo e
PBS como controle negativo. O procedimento foi realizado em triplicata.

A porcentagem de hemdlise foi calculada utilizando a seguinte formula:

% hemolise = ODs — ODs

ODp

Onde:

ODs = absorbancia da amostra

ODg = absorbancia do controle negativo
ODp = absorbancia do controle positivo

Resultados
As concentracdes de 3, 30 e 60 mg/mL n&o provocaram hemdlise significativa, resultando em 0%
de lise de hemacias. A concentragcdo de 100 mg/mL resultou em uma hemolise de 1%. Os controles

negativos (PBS) e positivo (Triton) mostraram 0% e 97% de hemdlise, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Grau de hemdlise do extrato de Punica granatum L.

Concentracéo Grau de hemolise
(mg/mL) %
3,0 0
30 0
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60 0
100 1
Triton 97
PBS 0

Fonte: o autor

Discusséo

O extrato de roma apresentou grau de hemoélise 0% nas concentracdes de 3, 30 e 60 mg/mL. Sendo
considerado seguro nessas concentracdes, exibindo uma atividade hemolitica leve em concentracdes
mais elevadas (100 mg/Ml). Embora diferentes espécies apresentem variacdes nos limites de hemolise
aceitaveis (aproximadamente 10% para humanos, 10%—-29% para cées e 0%—-37% para coelhos), os
valores de 10% e 25% de hemdlise sdo comumente considerados como referéncias: uma hemdlise
inferior a 10% € classificada como ndo hemolitica, enquanto valores superiores a 25% sao
considerados hemoliticos. Esses parametros s8o essenciais para avaliar a seguranga de uma
substancia, especialmente no contexto de aplicagBes terapéuticas, onde altos indices de hemdlise
podem limitar seu uso seguro (Amin; Dannenfelser, 2006).

Tabosa et al. (2019) encontraram resultados divergentes em comparacdo com o presente estudo.
Os autores relatam que o extrato da casca de roma, na concentragdo 1 mg/mL causou uma hemolise
de 7,8%, sugerindo baixa biocompatibilidade. Em concentra¢cdes menores, de 0,05, 0,1 e 0,25 mg/mL,
o grau de hemdlise foi inferior a 5%. Por outro lado, Costa et al. (2020) investigaram a atividade
hemolitica de filmes poliméricos constituidos de PVA e gelatina, incorporados ou ndo com extrato de
roma na concentracdo de 1,25% (P/V). Os autores relataram que a incorporacdo do extrato de roméa
promoveu um aumentou o grau de hemolise, excedendo 5,05%.

Ferreira et al. (2016) compararam o efeito hemolitico do 6leo de semente de roma puro com o éleo
incorporado em nanoemuls@es. Na concentracdo de 0,05 mg/mL, o 6leo puro apresentou um alto grau
de hemdlise, 89,57 £ 0,25%, enquanto as hanoemulsdes incorporadas mostraram um grau menor,
28,33 + 0,73%. No entanto, no estudo também foi observado que concentracdes de 0,1 e 0,25 mg/mL,
0 O6leo puro causou menos hemolise em comparagdo com as nanoemulsdes. Essas diferencas
destacam a importancia de considerar a forma e a concentracdo da substéncia testada, bem como o
sistema biolégico em estudo, ao avaliar a seguranca de produtos naturais. A hemolise € uma ferramenta
critica para a avaliagao preliminar da biocompatibilidade, e os resultados obtidos neste estudo sugerem
que o extrato de roma pode ser uma op¢ao promissora para futuras aplicacdes terapéuticas, desde que
utilizado em concentragdes seguras. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar
completamente os mecanismos envolvidos e validar a seguranca em modelos clinicos mais amplos.
Esses achados tém implicacdes significativas para o desenvolvimento de produtos farmacéuticos e
cosmeéticos, particularmente em relacéo ao uso seguro de substéancias naturais em humanos e animais.

Conclusao

O extrato de rom&@ apresentou biocompatibilidade em todas as concentragfes testadas.
Concentragdes inferiores a 60 mg/mL n&o causaram hemolise, enquanto a concentragdo de 100 mg/mL
resultou em apenas 1% de hemdlise, valor significativamente abaixo do limite considerado seguro na
literatura. Esses dados sugerem que o extrato da casca de roma nas concentragbes avaliadas é
promissor e seguro para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, reforcando seu
potencial como ingrediente em formulag@es terapéuticas e biomateriais.
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