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AVALIACAO DO POTENCIAL
HEMOLITICO DA FASE
CLOROFORMICA DE PRAXELIS
CLEMATIDEA (GRISEB.) R. M. KING &
H. ROBINSON

RESUMO

O uso de compostos naturais utilizados para fins terapéuticos ¢ uma
pratica tdo antiga quanto a humanidade, sendo o consumo de
substancias vegetais para o tratamento de afecgdes altissimo.
Porém, ¢ importante ressaltar que, o uso irrestrito de fitoterapicos
e plantas medicinais pode causar uma série de efeitos colaterais
como: reacdes alérgicas, intoxicacdes, mutagdes, teratogénese,
carcinogénese e interagdes medicamentosas. Este trabalho teve por
objetivo avaliar o potencial toxico da fase cloroférmica das folhas
de Praxelis clematidea contra células sanguineas humanas. O
experimento foi realizado por meio de ensaios de atividade
citotoxica utilizando suspensdes sanguineas com eritrocitos
humanos (A, B e O). Foram empregadas diferentes concentragdes
da fase cloroférmica (50, 100, 500 e 1000 pg/mL) durante 60
minutos e a hemolise quantificada por meio de espectrofotometria
em comprimento de onda de 540 nm. Os resultados encontrados
evidenciam que a fase cloroférmica das folhas de P. clematidea em
diferentes concentracdes apresenta baixa toxicidade frente as
células sanguineas humanas in vitro, o que indica que este
composto natural pode ser uma boa fonte para producdo de
medicamentos fitoterapicos. O estudo mostra baixo efeito
citotoxico da amostra; todavia ¢ necessario que estudos in vivo
sejam realizados para que se possa reforgar os dados encontrados
nessa pesquisa.

Palavras-chave: Toxicidade; Plantas medicinais; Praxelis
clematidea; Eritrocitos.

EVALUATION OF THE HEMOLYTIC
POTENTIAL OF THE CHLOROFORM
PHASE OF PRAXELIS CLEMATIDEA
(GRISEB.) R. M. KING & H. ROBINSON

ABSTRACT

The use of natural compounds used for therapeutic purposes is a practice
as old as humanity, and the consumption of plant substances for the
treatment of affections is very high. However, it is important to
emphasize that the unrestricted use of herbal and medicinal plants can
cause a series of side effects such as: allergic reactions, intoxications,
mutations, teratogenesis, carcinogenesis and drug interactions. This
work aimed to evaluate the toxic potential of the chloroform phase of
Praxelis clematidea leaves against human blood cells. The experiment
was carried out through assays of cytotoxic activity using blood
suspensions with human erythrocytes (A, B and O). Different
concentrations of the chloroform phase (50, 100, 500 and 1000 pg/mL)
were used for 60 minutes and hemolysis was quantified by
spectrophotometry at a wavelength of 540 nm. The results found show
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1. INTRODUCAO

O wuso de compostos naturais
utilizados para fins terapéuticos ¢ uma pratica
tdo antiga quanto a humanidade, e ao longo do
tempo, uma diversidade de produtos animais,
minerais e vegetais foram sendo utilizados
como fontes medicamentosas (RATES,
2001).

O consumo, em especial, de
substancias de origem vegetal para o
tratamento de afecgdes € altissimo em virtude
de fatores como: insatisfacdo causada pelo
uso erroneo de farmacos  sintéticos,
responsabilidade ecologica, facil acesso,
baixo custo financeiro, ¢ o fato de muitos
considerarem medicamentos de origem
natural  inofensivos  (RATES, 2001,
IBIAPINA et al., 2014).

A fitoterapia tem se desenvolvido
amplamente, sendo utilizada em diversas
situacdes que vao desde atengdo primdria a
saude até terapia integrativa e complementar
(IBIAPINA et al., 2014). Porém ¢ importante
ressaltar que, o uso irrestrito de fitoterapicos e
plantas medicinais pode causar uma série de
efeitos colaterais como: reagdes alérgicas,

intoxicagoes, mutagdes, teratogénese,

that the chloroform phase of P. clematidea leaves at different
concentrations has low toxicity against human blood cells in vitro, which
indicates that this natural compound can be a good source for the
production of herbal medicines. The study shows a low cytotoxic effect
of the sample; however, it is necessary that in vivo studies are carried out
in order to reinforce the data found in this research.

Keywords: Toxicity, Medicinal plants; Praxelis clematidea;
Erythrocytes.

carcinogénese e interacdes medicamentosas
(FERREIRA et al., 2014; SOUSA et al.,
2021).

Com isso, fica evidente a importancia
de avaliar os compostos vegetais quanto ao
seu potencial toxico ao organismo, visando
oferecer mais seguranga € promover 0 uso
racional dos mesmos. Uma ferramenta
importante  para  verificar  potenciais
toxicoldgicos de substincias naturais sdo os
testes in vitro, os quais oferecem resultados
preliminares aos estudos in vivo e vém sendo
altamente estimulados (BEDNARCZUK et
al., 2010).

A familia Asteraceae ¢ um dos
maiores tdxons de angiospermas do mundo, a
mesma possui cerca de 23.000 espécies
distribuidas em mais de 1500 géneros
(BREMER; ANDERBERG, 1994). Dentre as
espécies dessa familia estd Praxelis
clematidea (Griseb.) R. M. King & H.
Robinson, uma erva perene que pode chegar
até 60 cm de altura, possuindo folhas opostas
e flores com corola lilds (ABREU, 2020). P.
clematidea ¢ uma espécie que tem chamado a
atencao e tem sido muito estudada quanto as

suas propriedades terapéuticas (MAIA et al.,



2011; OLIVEIRA-FILHO et al., 2016; XIAO
et al., 2020).

Assim, sabendo que produtos natu-
rais apresentam-se como uma grande e impor-
tante fonte terapéutica, mas que 0s mesmos
também podem causar efeitos prejudiciais ao
organismo humano, esse trabalho objetiva
avaliar o potencial citotoxico, in vitro, da fase

cloroformica das folhas de P. clematidea.

2. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo trata-se de uma
pesquisa  experimental e  quantitativa.
Segundo Ramos; Ramos; Busnello (2005) a
pesquisa quantitativa estd relacionada aquilo
que pode ser mensurado em nimeros, que
podem ser classificados e analisados, e que
utiliza técnicas estatisticas. Assim, esse

método se faz imprescindivel para a analise e

interpretacdo dos resultados alcangados.

Material vegetal

Para o teste, foi utilizada a fase
cloroférmica das folhas de Praxelis
clematidea, gentilmente cedida pela equipe
dos Professores Dr. José Maria Barbosa Filho
¢ Dr* Gabricla Lemos de Azevedo Maia, das
Universidade Federal da Paraiba (UFPB) e
Universidade Federal do Vale do Sao
Francisco (UNIVASF), respectivamente.

A fase cloroformica foi conservada em
frasco de vidro ambar e preservado sob

refrigeragdo. Emulsdes da fase cloroformica

nas  diferentes  concentracoes  foram
preparadas no momento do teste (utilizando
0,5% de DMSO) por meio de dilui¢cdes em
agua destilada, para a obtencdo da

concentracao ideal.

Analises in vitro

Amostra de eritrocitos humanos

O estudo foi aprovado pelo Comité de
¢tica do Centro Universitario de Patos
(UNIFIP), sob o numero de Protocolo
2.373.249. As amostras sanguineas dos tipos
A, B e O foram oriundas de doadores
saudaveis. Estas foram obtidas na
Universidade  Federal @ de  Campina
Grande/UFCG, e a manipulagdo assim como
o descarte dos eritrocitos foram feitos de

acordo com as Normas de Seguranca seguidas

pela referida unidade.

Atividade hemolitica

As amostras dos tipos sanguineos A, B
e O foram misturadas em NaCl 0,9 % na
proporg¢ao de 1:30 e centrifugadas a 2500 rpm
durante 5 minutos para obtengdo dos
eritrocitos. Tal procedimento foi repetido trés
vezes, € o sedimento da Ultima centrifugacao
ressuspenso em NaCl 0,9% para obtengdo de
uma suspensao a 0,5%. As amostras da fase
cloroférmica em concentragdes distintas
foram adicionadas a 2 mL da suspensdo de
eritrocitos para um volume final de 2,5 mL.
Uma suspensdo de eritrocitos foi utilizada

como controle negativo (0 % de hemolise) e



outra suspensao de eritrocitos contendo Triton
X-100 a 1% como controle positivo (100 % de
hemolise). Em seguida, as amostras foram
incubadas durante 60 minutos a 22 + 2 °C sob
agitacdo lenta e constante. ApoOs isso, as
amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por
5 minutos e a hemolise quantificada por
espectrofotometria em comprimento de onda

de 540 nm (RANGEL et al., 1997).

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados
através do método one-way ANOVA, com
pos-teste Bonferroni. Todo o experimento foi

realizado em triplicata e os numeros foram

considerados estatisticamente significativos
quando apresentaram p<0,05. A analise
estatistica foi realizada utilizando o software

GraphPad Prism 5.0%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, utilizou-se o teste de
citotoxicidade in vitro para avaliar o potencial
toxico da fase cloroformica das folhas de P.
clematidea  contra  células  sanguineas
humanas. Os resultados obtidos revelam uma
similaridade entre o percentual de hemolise

nos diferentes tipos sanguineos testados,

conforme pode ser visto nas figuras 1, 2 e 3.

Figura 1. Avaliagdo hemolitica de P. clematidea em eritrocitos do tipo A.
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(C) Controle negativo (suspensio a 0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P <0.05 (*), P < 0,01 (**) e P

< 0.001 (***) versus controle positivo.

Fonte: Autor proprio.



Figura 2. Avaliagdo hemolitica de P. clematidea em eritrocitos do tipo B.
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C") Controle negativo (suspensio a 0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P < 0.05 (*), P < 0,01 (**) e P
©) gativo (susp ,5%), (C7) p ( ) ), ;01 (*%)

< 0.001 (***) versus controle positivo.

Fonte: Autor proprio.

Figura 3. Avaliacdo hemolitica de P. clematidea em eritrocitos do tipo O.
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C) Controle negativo (suspensio a 0,5%), (C*) Controle positivo (1% Triton X-100). P <0.05 (*), P < 0,01 (**) e P
<) g (susp ,5%), (C) p ( ) ), ;01 (*%)

<0.001 (***) versus controle positivo.

Fonte: Autor proprio.

A fase cloroférmica das folhas de P.
clematidea apresentou baixos indices de
citotoxicidade em todos os tipos sanguineos
testados, entretanto, apenas nas concentragdes
mais altas (1000 pg / mL) foi revelado
percentual de hemolise moderada > 60%.
Dentre os tipos sanguineos testados o tipo B

apresentou melhor interacdo com hemdcias,

mesmo em maior concentracdo da substancia
com hemadcias especificas do tipo B a
hemolise foi considerada baixa < 60%.
Segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (2001), o uso de plantas medicinais no
cuidado a satde é comum em todo o mundo,
principalmente nos paises em

desenvolvimento. Assim, a demanda por



pesquisas cientificas que aumentem a
seguranca ¢ qualidade de produtos e
medicamentos de origem vegetal ¢ altissima e
se faz necessaria (TURINO; BELO; SILVA,
2004).

Dentre as etapas necessarias para a
producdo de um fitoterapico, que vao desde
pesquisa cientifica até registro em 6rgado de

vigilancia sanitdria competente, estd a

avaliacdo da  atividade  toxicologica
(OLIVEIRA et al., 2006).
Diversas plantas possuem

constituintes quimicos que tém efeito
hemolitico, sendo necessarios assim, testes
que evidenciem tal atividade, tendo em vista
que, mesmo que determinada espécie vegetal
apresentasse atividades biologicas positivas, a
mesma poderia ndo servir para a produgdo de
um produto farmacologico, caso apresentasse
potencial citotéxico elevado (ZOHRA;
FAWZIA, 2014).

No ensaio de ZAPATA et al. (2010)
foi analisado o potencial toxico de Oleos
essenciais de quinze espécies pertencentes a
familia Asteraceae contra células animais. Os
resultados obtidos em tal estudo evidenciaram
que, dos oleos das quinze espécies testadas,
apenas o de uma (Ambrosia arborescens)
apresentou citotoxicidade. Esse baixo perfil
citotoxico corrobora com os resultados
encontrados no presente trabalho.

Eser et al. (2017), analisaram a citotoxicidade
dos extratos etandlico e aquoso da raiz, das
flores e dos galhos de Anthemis tinctoria var.

tinctoria (Asteraceae). Os extratos (etandlico

e aquoso) das flores e dos galhos, assim como
o extrato aquoso da raiz, apresentaram 0%
potencial toxico. Somente o extrato etandlico
da raiz apresentou potencial toxico. Assim, ¢
possivel perceber que tanto os extratos
analisados no estudo de Eser et al. (2017)
como a fase cloroférmica das folhas de P.
apresentaram baixa

clematidea

citotoxicidade.

4. CONCLUSAO

Conforme os resultados do presente
estudo, conclui-se que a fase cloroformica de
P. clematidea testada in vitro mostrou baixa
toxicidade frente aos eritrocitos humanos,
estes compostos revelam ser promissores
candidatos para futuras andlises de
bioatividade no desenvolvimento de novos
farmacos oriundos de produtos naturais.
Todavia é necessario que estudos in vivo
sejam realizados para que se possa reforgar os

dados encontrados nessa pesquisa.
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