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Resumo: Estudos realizados anteriormente com a planta Calotropis procera (Apocynaceae),
conhecida popularmente como “algoddo de seda” demonstraram propriedades antitussigena, anti-
inflamatdria no modelo de edema de pata induzido por carragenina, acdo protetora da mucosa gastrica
em Ulceras causadas por &cido acetilsalicilico e etanol e ainda atividade antiproliferativa de células
tumorais. As plantas contém principios ativos responsaveis pelas propriedades terapéuticas a elas
atribuidas. Para estudos de citotoxicidade in vitro, os eritrocitos sdo células muito utilizadas, devido,
principalmente, ao facil acesso e grande disponibilidade, permitindo a investigagdo do efeito toxico ou
protetor de principios ativos sobre a membrana celular. O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo
fitoquimico da espécie C. procera e avaliar o potencial citotoxico e citoprotetor do Extrato Etandlico
Bruto (EEB) e da Fracdo Cloroférmica do caule desta através do teste de atividade hemolitica e
antihemolitica, respectivamente, em eritrocitos humanos dos tipos A, B e O. Com a realizagdo do
screening fitoquimico foi possivel identificar a presenca de duas classes de metabdlitos secundarios:
flavonoides e esteroides no EEB do caule de C procera. Em relagdo ao estudo da avaliagdo da
citotoxicidade, pode-se afirmar que o EEB e a fracdo cloroférmica do caule C. procera, apenas na
concentragdo de 10 ug/mL ndo foi capaz de causar a lise estatisticamente significante nos eritrocitos
para os trés tipos sanguineos (ABO), nas demais concentracdes foi verificada atividade hemolitica.
Contudo, esta mesma concentragdo (10 pg/mL), ndo apresentou atividade antihemolitica, ou seja, ndo
protegeu os eritrocitos ABO do estresse osmotico promovido pelo meio hipoténico (solucdo NaCl 0,24
%).
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade vegetal do mundo, possuindo duas das
maiores variedades do planeta, a Floresta Amazonica e a Floresta Atlantica apresentando um
valioso arsenal a ser estudado. Deste modo, inumeras plantas medicinais sdo utilizadas por
grande parte de nossa populagdo, na forma de fitoterapicos, nutracéuticos ou alimentos.
Podendo também ser usadas na extracdo de matérias-primas como extratos, 6leos essenciais,
substancias quimicas puras, que podem servir de modelos para obtencdo de analogos, no
preparo de moléculas semi-sintéticas (SOEJARTO, 1996; CARVALHO, 2008).

Nesse contexto, a espécie vegetal Calotropis procera Ait. R. Br., conhecida
popularmente como ‘“ciime”, “ciumeira” ou “algoddo de seda”, ¢ um arbusto selvagem
pertencente & familia Apocynaceae, originaria da Africa, india e Pérsia, e se destaca por
possuir hoje uma ampla distribuicdo geografica, disseminando-se com muita facilidade por
regibes aridas e semi-aridas por apresentar sementes aladas envoltas por uma plumagem
facilitando seu transporte pelo vento, o que favorece sua ocorréncia na regido Nordeste do
Brasil (JOLY, 1997; SOUTO et al., 2008).

Informacdes advindas da medicina popular sdo importantes, no intuito de nortear o
estudo fitoquimico. No entanto, é valido ressaltar que nem todas as plantas medicinais de uso
tradicional foram investigadas, levando a uma busca incansavel do conhecimento dos seus
compostos ativos, o que reforca ainda mais a necessidade destes testes, bem como a avaliacao
da toxicidade das diversas espécies vegetais encontradas na natureza.

Deste modo, faz-se necessario realizar estudos toxicoldgicos para determinacdo de
parametros de seguranca que ndo sdo observados durante o uso popular dos derivados de
plantas medicinais, ajudando a decidir se uma nova substancia deve ser adotada ou ndo para
uso clinico (SARAIVA et al., 2012).

C. procera foi escolhida para este estudo devido a facilidade de coleta, bem como pela
escassez na literatura de estudos fitoquimicos dessa espécie. De modo que o objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo fitoquimico da espécie C. procera (Apocynaceae) e avaliar o
potencial citotdxico e citoprotetor do extrato etanolico bruto e da fragéo cloroférmica do caule
desta através do teste de atividade hemolitica e anti-hemolitica, respectivamente, em

eritrocitos humanos dos tipos A, B e O.
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2 METODOLOGIA

2.1 Coleta e preparo do material vegetal

O material botéanico (caule) de C. procera, foi coletada na zona litornea do municipio
de Cabedelo - PB (S 7°02'29.9"/ W 34°50'23.6"). Uma exsicata encontra-se depositada no

Herbéario Lauro Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba sob a inscri¢do (JPB 58031).
2.2 Preparacdo do extrato etanolico bruto do caule de C. procera

Pesou-se aproximadamente 500g do pd seco obtido da moagem do caule, o qual foi
submetido ao processo de maceracdo exaustiva em etanol a 70%. Em seguida realizou-se a
filtracdo e evaporacdo do solvente, obtendo-se um peso seco de 146,179 do extrato etanolico
bruto (EEB).

2.3 Screening fitoquimico qualitativo do EEB do caule de C. Procera
Foi realizado um Screening fitoquimico com reagentes especificos para deteccdo dos

metabolitos secundarios presentes no material vegetal em estudo.
2.5 Avaliacéo da citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados em triplicata e para comparacdo dos
grupos experimentais utilizou-se o teste t. Todos os resultados foram expressos como a média
+ erro padrdo da média (e.p.m), analisados com o software GraphPad Prism 5.0, San Diego,

CA, EUA, considerando-se o nivel de significancia minimo p < 0,05.

2.5.1 Atividade hemolitica

Foram utilizados eritrécitos humanos dos tipos A, B e O, coletados de trés voluntarios
adultos e aparentemente saudaveis no Laboratério de Analises Clinicas — LAC da
Universidade Estadual da Paraiba (UEPB). As drogas-testes utilizadas neste experimento
foram o extrato etandlico bruto (EEB) nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ug/mL para cada
extrato.

Inicialmente foi realizada a lavagem dos eritrécitos, tendo o sangue (A, B, O) sido diluido

em solucdo salina (NaCl 0,9%), centrifugados durante
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5 minutos a 2500 rpm e ressuspensos por 3 vezes. ApGs isso, preparou-se uma solucdo de
eritrocitos a 0,5% (100 mL NaCl 0,9% + 50 uL do lavado de eritrocitos), que foi distribuida
(2 mL) em tubos de Falcon e adicionadas as drogas-teste nas seguintes concentracées: 10, 100
e 1000 pg/mL. Como controle negativo foi utilizado uma solucéo de eritrécitos a 0,5 % (0 %

hemolise) e o controle positivo, o Triton X-100.

2.5.2 Atividade antihemolitica ou fragilidade osmdtica eritrocitaria

Para o teste de fragilidade osmotica, apo6s a leitura no espectrofotdmetro, retirou-se
todo o sobrenadante dos tubos de Falcon, ressuspendeu-se o precipitado em 2 mL de uma
solucdo hipoténica de NaCl a 0,24%, as quais foram incubadas a 25 + 2 °C por 1h e decorrido
este tempo foi realizada a centrifugacdo por 5 minutos a 2500 rpm. Do sobrenadante foi
retirada uma aliquota e feita a leitura em espectofotdmetro (540 nm).

A hemolise total foi obtida com a solugdo de sangue a 0,5% em meio hipotdnico
(NaCl 0,24%), (controle positivo). O controle negativo correspondeu aos valores obtidos no
experimento de atividade hemolitica para a solucdo de sangue em NaCl 0,9%. Este
experimento foi realizado em triplicata, igualmente para os trés tipos sanguineos e 0s
resultados foram expressos como percentual da média aritmética em comparacdo ao controle

positivo.

3 DISCUSSAO

3.1 Screening fitoquimico qualitativo do EEB do caule de C. Procera

Os resultados obtidos a partir do screening fitoquimico do EEB do caule da C.

procera, podem ser observados a seguir (Tabela 1).
Tabela 1. Resultados do screening fitoquimico do EEB do caule de C.procera.

Metabolito Secundario Teste de Identificacao
Bouchardat (-)
Alcaloides Mayer (-)

Drangendorff (-)
Bertrand (-)

Flavonoides ++
Esteroides Reacéo de Liberman-Bouchard (+)
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Taninos FCls (-)
Gelatina 0,5% (-)

De acordo com a tabela 1, os testes de identificagdo utilizando o EEB de C.procera,
apresentaram-se positivos para 0s seguintes metabolitos secundarios, flavonoides e esteroides.
Em estudo semelhante, Melo et al, (2001), também constataram a presenca destas substancias
nas folhas e galhos da C. procera. O que nos deu subsidios para continuar a investigacdo
fitoquimica da planta.

3.2 Atividade hemolitica

A partir da realizacdo do protocolo de hemdlise e comparando-se as trés concentracdes
utilizadas no teste de atividade hemolitica com o grupo controle negativo (Hb + NaCl 0,9%),
pode-se afirmar que apenas a concentragdo de 10 ug/mL do EEB e da fragdo cloroformica do
caule de C. procera reduziu a hemolise de forma estatisticamente significativa sobre os 3
tipos sanguineos. Em contrapartida as demais concentragdes (100 e 1000 pg/mL) induziram a
hemolise das células, como pode ser visto nas figuras de 2 a 7.

Figura 2. Porcentagem de hemdlise em eritrdcitos do tipo sanguineo A na presenca do extrato
etandlico bruto (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

Sangue A (EEB)

I controle neg (Hb+NaCl0,9%)
EH eesc-Cp [10 ug/mL]
96.7% =] EEBC-Cp [100 pg/mL]
Il ceBc-Cp [1000 pg/mL]
EA controle posit (Hb+Triton X)

% Hemolise

Figura 3. Porcentagem de hemolise em eritrocitos do tipo sanguineo B na presenca do extrato
etandlico bruto (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

Sangue B (EEB)

EA controle neg (Hb+NaCl0,9%)
EH eesc-Cp [10 pg/mlL]

B3 eesc-cp [100 pg/mL]

Hl eesCc-Cp [1000 pg/mL]

EA controle posit (Hb+Triton X)

% Hemdlise
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Figura 4. Porcentagem de hemdlise em eritrocitos do tipo sanguineo O na presenca do extrato
etandlico bruto (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

sangue O (EEB)

E& controle neg (Hb+NaCl0,9%)
E= eesc-Cp [10 ugimL]

B3 eeec-cp (100 wg/mL]

[ eesc-cp (1000 ug/mL]

@ controle posit (Hb+Triton X)

% Hemélise

Figura 5. Porcentagem de hemolise em eritrocitos do tipo sanguineo A na presenca da fracéo

cloroférmica (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

Sangue A (FCHCI3)

EA controle neg (Hb+NaCl0,9%)
B rcHeLs-Cp (10 pg/mL]

B3 rcHeL3-Cp (100 pg/mL]
Wl FcHeL3-Cp (1000 pg/mL]
BA controle posit (Hb+Triton X)

% Hemolise

Figura 6. Porcentagem de hemolise em eritrdcitos do tipo sanguineo B na presenca da fracédo

cloroférmica (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

Sangue B (FCHCI3)

Controle neg (Hb+NaCl0,9%)
. FCHCL3-Cp [10 pug/mL]

b 96.7%
1004 87.,5% FCHCL3-Cp [100 mg/mL]

FCHCL3-Cp [1000 pg/mL]

Controle posit (Hb+Triton X)

% Hemolise

501

Figura 7. Porcentagem de hemolise em eritrocitos do tipo sanguineo O na presenca da fracdo
cloroférmica (10, 100 e 1000 pg/mL) do caule de C. procera

Sangue O (FCHCI3)

1501
EA controle neg (Hb+NaCl0,9%)

EZ FcHcLs-Cp [10 pg/mL]
B rFcHcLs-cp [100 pg/mL]
Il FcHCL3-Cp [1000 pg/mlL]
E& controle posit (Hb+Triton X)

1009

% Hemolise

501

0

A partir do resultado encontrado para o teste de atividade hemolitica, percebe-se que
em baixa concentracdo, o EEB e a fragdo cloroférmica do caule de C. procera ndo possuem a
capacidade de causar danos na membrana eritrocitaria
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dos trés tipos sanguineos do sistema ABO. Em estudo realizado com as folhas da C. procera,
Zohra e Fawzia (2014), constatou baixa toxicidade ao testar o extrato metanolico nas
concentragoes entre 50 e 500 ug/mL, de igual modo, neste estudo as concentragdes de 10 e
100 pug/mL mostraram baixa toxicidade.

Cabe lembrar que a composicdo quimica de um vegetal, pode variar
significativamente, de acordo com a época de coleta, condi¢Bes climéticas e de solo (Simbes
& Spitzer, 2003).

3.3 Atividade antihemolitica

Uma vez que a concentragdo de 10 ug/mL ndo foi capaz de induzir a lise dos
eritrocitos, partiu-se entdo para uma segunda etapa, que foi verificar se em um meio
hipotonico (solucdo de NaCl 0,24%) os extratos nesta concentracdo seriam capazes de
proteger o eritrocito da hemdlise induzida pela entrada de &4gua na célula, através do ensaio de
Fragilidade Osmdtica Eritrocitaria (FOE). O teste foi realizado, portanto, com o intuito de
avaliar a atividade antihemolitica dos extratos selecionados.

O EEB e a fracdo cloroférmica do caule de C. procera na concentracdo de 10ug/mL
ndo apresentaram atividade anti-hemolitica quando comparado ao controle positivo, ou seja,
ndo houve protecdo dos eritrdcitos nos trés tipos sanguineos (ABO) na presenca da solucdo

hipotdnica (0,24% de NaCl), como pode-se observar nas figuras de 8 a 13.

Figura 8. Atividade antihemolitica do extrato etandlico bruto (10 pg/mL) do caule de C.

procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo A

Sangue A EEB

Bl controle posit (Hb+NaCl0,24%)
EE FcP - EEB [10 ug/mL]+NaCl 0,24%
E3 controle neg (Hb+NaCl0,9%)

% Hemolise

Figura 9. Atividade antihemolitica do extrato etandlico bruto (10 pg/mL) do caule de C.
procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo B
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Sangue B EEB

B8 controle posit (Hb+NaCl0,24%)
EEd FcP - EEB [10 pg/mL]+NaCl 0,24%
E3 controle neg (Hb+NaCl0,9%)

% Hemodlise

Figura 10. Atividade antihemolitica do extrato etandlico bruto (10 pg/mL) do caule de C.

procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo O

Sangue O EEB

1501
B8 controle posit (Hb+NaCl0,24%)

EEd FCP - EEB [10 pg/mL]+NaCl0,24%
93.8 % B= controle neg (Hb+NaCl0,9%)

% Hemo6lise

Figura 11. Atividade antihemolitica da fra¢do cloroféormica (10 ug/mL) do caule de C.

procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo A

sangue A (FCHCI3)

E# controle posit (Hb+NaCl0,24%)
B FCP - FCHCI, [10 ug/mL]+NaCl0,24%
B controle neg (Hb+NaCl0,9%)

% Hemélise

Figura 12. Atividade antihemolitica da fragdo cloroférmica (10 pg/mL) do caule de C.
procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo B

Sangue B (FCHCI3)

B8 controle posit (Hb+NaCl0,24%)
EEH FCP - FCHCI, [10 ng/mL]+NaCl0,24%
B3 controle neg (Hb+NaCl0,9%)

% Hemolise
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Figura 13. Atividade antihemolitica da fra¢do cloroféormica (10 ug/mL) do caule de C.

procera frente a eritrocitos do tipo sanguineo O

Sangue O (FCHCI3)

B controle posit (Hb+NaCl0,24%)

EE FCP - FCHCIy [10 ug/mL]+NaCl0,24%

E=3 controle neg (Hb+NaCl0,9%)

4 CONCLUSAO

Através da realizacdo da prospeccdo fitoquimica do EEB do caule de C. procera foi
possivel identificar a presenca de duas classes de metabdlito secundarios: flavonoides e
esteroides, constituintes que possuem uma ampla variedade de atividades bioldgicas. O EEB,
bem como a fracdo cloroférmica do caule de C. procera ndo induziu hemdlise quando
avaliado na concentracdo a 10 pg/mL, porém nas demais concentracBes foi verificada
atividade hemolitica frente aos eritrocitos dos tipos sanguineos ABO. No teste de atividade
antihemolitica nenhuma amostra foi capaz de proteger o eritrdcito, tanto o EEB como a fracao
cloroférmica do caule de C. procera na concentracdo de 10 pg/mL permitiram a ocorréncia de
hemolise, mostrando este modo, que ndo ha atividade antihemolitica. De acordo com este
estudo, foi possivel concluir que o EEB e a fracdo cloroférmica do caule de C. procera

apresentam toxicidade moderada.
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