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Toxicidade in vitro de plantas toxicas: avaliacao do teste de acao hemolitica
In vitro toxicity of poisoinous plants: evaluation of hemolytic activity assay

Nebson Fernandes Pequeno’ & Benito Soto-Blanco’

RESUMO

As plantas téxicas sdo importantes causas de patologias em animais de interesse pecudrio no Brasil. Para que uma
planta apontada como responsavel por intoxicagdes acidentais venha a ser classificada como espécie toxica, sua toxicidade deve
ser comprovada experimentalmente em animais. No entanto, a sociedade atual vem clamando por reducio na utilizacio de
animais em pesquisas cientificas, fazendo com que testes de toxicidade in vitro sejam cada vez mais empregados. Como falta
validacdo para o uso destes testes para avaliacdo de plantas toxicas, seu uso pratico se torna invidvel. Assim, o objetivo do pre-
sente trabalho foi avaliar a eficdcia do teste de agdo hemolitica in vitro para avaliagdo preliminar da toxicidade de plantas,
usando espécies com toxicidade conhecida. As espécies de plantas usadas foram Crotalaria retusa, Ipomoea asarifolia, Ipomoea
fistulosa, Datura stramonium, Nerium oleander, Ricinus communis, Lantana camara, Dieffenbachia picta e Alocacia sp. e
Calotropis procera. Todas estas amostras foram submetidas a avaliacdo da acéio hemolitica in vitro, utilizando-se uma suspensao
de eritrdcitos de eqiiino. Nenhuma das plantas utilizadas apresentou este efeito hemolitica. Assim, € possivel afirmar que a uti-
lizag@o do teste de hemolise in vitro € ineficaz para a avalia¢do preliminar, como triagem, de plantas t6xicas. Deste modo, o uso
de animais de laboratdrio atualmente permanece sendo a forma mais eficaz de identificacio de novas espécies de plantas téxicas.

Descritores: plantas téxicas, in vitro, testes de toxicidade.

ABSTRACT

Poisonous plants are important causes of diseases in Brazilian livestock. To be considered as poisonous plant to
livestock, a plant must have confirmed this toxicity to experimental animals. However, nowadays society has claimed for re-
duction on use of animals for scientific research, resulting in increment on demand for in vitro toxicity assays. But assays for
evaluation of poisonous plants are still lacking, resulting that their use as a routine procedure is unfeasible. Thus, the aim of the
present work was to evaluate the efficacy of in vitro hemolytic activity assay for trial testing of plant toxicity, using species
which toxicity already demonstrated. The plant species utilized were Crotalaria retusa, Ipomoea asarifolia, Ipomoea fistulosa,
Datura stramonium, Nerium oleander, Ricinus communis, Lantana camara, Dieffenbachia picta e Alocacia sp., and Calotropis
procera. Samples of all species were submitted to evaluation of in vitro hemolytic activity with equine erythrocytes. Any of
tested plants presented the hemolytic action. Thus, it is feasible to assume that in vitro hemolytic activity assay presents very
limited importance for trial of toxicity in plants. So, the use of laboratory animals is still the only efficacious way for identification
of new species of poisonous plants.
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INTRODUCAO

Pode-se definir como planta téxica de inte-
resse pecudrio aquela que, quando ingerida pelos ani-
mais de interesse zootécnico sob condig¢Oes naturais,
causa danos a saude, e pode ser letal [18]. As toxinas
presentes nas plantas podem influenciar diretamente
na producdo animal [4,17], sendo capazes de promover
enormes prejuizos ao agronegocio [9,17]. Deste modo,
para reduzir estes prejuizos podem ser adotadas de
medidas profildticas adequadas. No entanto, a preven-
¢do a toxicose depende do estabelecimento de diagnds-
ticos corretos e especificos. Neste sentido, o diagnds-
tico vago de intoxicagdo por planta nao € suficiente,
pois ndo ajuda a resolver o problema [17,18].

Para que uma planta apontada como respon-
sdvel por intoxicacdes acidentais e venha a ser classi-
ficada como espécie téxica de interesse pecudrio, sua
toxicidade deve ser comprovada experimentalmente.
Esta reproducdo experimental tem de ser realizada na
mesma espécie animal naturalmente afetada, uma vez
que h4 muitas diferencas na susceptibilidade aos efei-
tos das plantas toxicas entre as espécies [4,18].

A sociedade atual vem clamando por reducao
na utilizacdo de animais para pesquisas cientificas,
fazendo com que testes in vitro sejam cada vez mais
empregados. Entretanto, para que um teste possa ser
empregado em larga escala, ele deverd ser inicial-
mente validado, caso contrdrio seu uso pratico se torna
invidvel.

O objetivo do trabalho foi verificar a eficdcia
do teste de acdo hemolitica in vitro de plantas tdxicas
e, desta forma, avaliar a viabilidade do uso do mesmo
para avaliacdo preliminar da toxicidade de espécies
suspeitas de promoverem quadros de toxicose.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de folhas de Crota-
laria retusa, Ipomoea asarifolia, Ipomoea fistulosa,
Datura stramonium, Nerium oleander, Ricinus commu-
nis, Lantana camara, Dieffenbachia picta e Alocacia
sp. Também foi coletado o latex de Calotropis procera.
As plantas utilizadas estavam em fase adulta e foram
coletadas no Horto de Plantas Medicinais e Téxicas da
UFERSA (Universidade Federal Rural do Semi—Arido).

Amostras de folhas ou o latex das diferentes
plantas téxicas recém-colhidas foram utilizadas para
a realizacdo do teste de atividade hemolitica in vitro.
Para este teste, eritrocitos do sangue de eqiiino foram
separados por centrifugacdo (3.000 rpm por 5 minu-

tos), lavados e novamente centrifugados trés vezes com
solucdo fisioldgica, e suspendidos também em solu-
cdo fisiolégica formando um hematdcrito de 1%. As
amostras das plantas foram trituradas em solugdo sali-
na a 0,7%, na concentracdo de 1 g/L., e posteriormente
as solugoes finais foram filtradas. Foram misturados
2 mL da solu¢do com a planta ou duas gotas de latex
e 1 mL da suspensdo de eritrécitos, com subseqiiente
incuba¢do sob homogeneizacdo continua por 20 mi-
nutos a temperatura ambiente. Concomitantemente,
foram utilizados controles negativo (solu¢ao de Cheno-
podium ambrosioides — mastruz — e solucdo fisiologica
no lugar da planta) e positivo (4gua destilada no lugar
de solucdo da planta) para hemolise. A ocorréncia de
lise dos eritrécitos foi observada apds centrifugagao.

Os resultados obtidos foram determinados qua-
litativamente, sendo considerados como capazes ou
ndo de promover a¢do hemolitica in vitro.

RESULTADOS

Todas as plantas utilizadas neste trabalho nao
apresentaram a¢@o hemolitica in vitro. Além disto, a
solucdo de Chenopodium ambrosioides (mastruz) e a
solucdo fisioldgica, utilizadas como controle negativo,
ndo promoveram a lise dos eritrécitos, o que evitaria
resultados falso positivos. Por outro lado, o uso de
agua destilada ao invés do macerado da planta promo-
veu a hemdlise, servindo como controle positivo, para
evitar casos de falso negativos.

DISCUSSAO

Muitos testes de toxicidade utilizados atual-
mente para avaliacdo de agentes toxicos empregam
animais de laboratério. No entanto, tem sido crescente
a demanda por testes in vitro, que nao utilizem ani-
mais para serem executados [8]. Neste sentido, o teste
para verificacdo da acdo hemolitica in vitro tem sido
utilizado como uma das metodologias de triagem para
diversos agentes toxicos [10,14]. O teste de hemdlise in
vitro ja foi empregado por diversos autores para a ava-
liacao toxicoldgica de diferentes plantas [6,15]. Assim,
no presente estudo foi empregado este teste para ava-
liacdo de vérias plantas reconhecidamente txicas, com
diferentes mecanismos de ac@o tdxica, procurando veri-
ficar sua validade como forma de triagem para plantas
toxicas.

Esta mesma metodologia empregada para ve-
rificacdo de a¢do hemolitica in vitro foi utilizada no
trabalho anterior [13]. No referido trabalho, foi verifi-
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cado a Floehlichia ulbotiana (lanata), planta conhe-
cida popularmente como ‘“ervanco”, é capaz de pro-
mover este efeito de destruicdo dos eritrocitos. Como
se trata de uma planta apontada como responsavel por
casos de fotossensibilizacdo em animais de interesse
zootécnico, principalmente eqiiinos, também foi rea-
lizado o teste para verificacdo da capacidade de saponi-
ficagcdo em dgua, no qual foi verificado que esta planta
provavelmente contém compostos conhecidos como
saponinas. De fato, muitas plantas que causam fo-
tossensibilizagdo secundaria possuem como principio
téxico as saponinas, € estas apresentam propriedade
hemolitica in vitro [4,11]. Assim, o teste de hemdlise in
vitro € capaz de revelar efeito positivo para estas plan-
tas. No entanto, nenhuma das plantas empregadas no
presente trabalho é conhecida como contendo saponinas.
Atualmente o teste de hemolise in vitro vem
sendo empregado rotineiramente em substituicio a
testes para avaliacao de fototoxicidade, que tradicio-
nalmente utilizavam animais de laboratério, como ca-
mundongos e cobaios, nos quais se avalia o desenvol-
vimento de eritema e edema ao se instilar as substan-
cias no olho. Assim, o emprego desta metodologia vem
propiciando o abandono deste teste nos animais [19].
No entanto, no presente estudo nio foi observada he-
molise pelo latex de Calotropis procera, que é reco-
nhecidamente irritante para os olhos [12], 0 que justi-
fica a necessidade de melhor avaliagdo da sensibi-
lidade desta metodologia de ensaio toxicoldgico.
Um grande nimero de compostos foi apon-
tado como responsavel por acdo hemolitica in vitro,

entre as quais estio plantas [6,15], metais pesados [16]
e farmacos [19]. O efeito hemolitico direto dos dife-
rentes agentes toxicos se deve a varios mecanismos
inespecificos. Por exemplo, os compostos surfactantes
produzem seu efeito hemolitico por meio de dois possi-
veis mecanismos. Um dos mecanismos propostos é a
ocorréncia de solubilizacdo da membrana plasmaética
do eritrdcito, que romperia por se tornar mais fragil.
Outra hipétese € a ocorréncia de lise osmotica, por
meio da alteracdo da permeabilidade da membrana
plasmaética da hemacea [1,7]. Por outro lado, os com-
postos xenobidticos reduzidos, como, por exemplo,
os compostos fendlicos, sdo capazes de promover he-
molise por meio da oxida¢do da hemoglobina, for-
mando metemoglobulina [3,5]. J& a bilirrubina promo-
ve a perda de lipideos na membrana plasmadtica do
eritrdcito, com exposicao de residuos de fosfatidil-serina
[2]. Os metais pesados promovem sua acdo por meio
da peroxidacgdo lipidica, com formacdo de espécies
reativas do oxigénio e malonaldehido [16].

CONCLUSOES

Apesar da lise de eritrécitos ser uma técnica
utilizada na avalia¢do da toxicidade de compostos
quimicos, diversas plantas téxicas de interesse pecud-
rio, com diferentes mecanismos de agdo téxica, ndo
foram capazes de promover hemdlise in vitro. Assim,
o teste de hemdlise in vitro ndo pode ser empregado
com seguranca para avaliacdo de toxicidade de plan-
tas, sendo ainda é necessdria a utilizacdo de animais.
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