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Resumo:

O Tanacetum parthenium é uma planta herbacea utilizada na medicina
popular para diversas aplicacdes, como febre, enxagqueca e dores de
estbmago. Entretanto ndo ha estudos que mostrem sua toxicidade e eficicia
in vivo. Atualmente estudos vém sendo desenvolvidos com o objetivo de
avaliar métodos complementares in vitro que substituam ou complementem
0S ensaios in vivo. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade in vitro do extrato hidroetandlico de T. parthenium, pelo método de
difusdo em agar, em células Vero e queratindcitos humano. Os resultados
obtidos para células Vero foram: auséncia de toxicidade na concentracdo de
100 pg/ml, onde ndo houve formacdo de halo, toxicidade branda para a
concentracdo de 500 pg/ml com média de halo de inibicdo de 7,2 mm e
toxicidade severa para a concentracdo de 1000 pg/ml com média de halo de
inibicdo de 10,3 mm. Tais resultados demonstram que com essa metodologia
complementar é possivel fazer uma triagem das concentracdes que foram
toxicas in vitro, a fim de evita-las nos ensaios de irritacdo dérmica in vivo.

Introducao
O Tanacetum parthenium é uma planta herbacea pertencente a familia
Asteraceae, popularmente conhecida como feverfew. Suas partes aéreas

sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de enxaqueca, artrite
reumatoide, febre, distdrbios menstruais, dores de estbmago, infertilidade e
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picadas de insetos (PAREEK et al., 2011). Apesar de seu amplo uso na
medicina popular, ndo ha estudos que mostrem sua toxicidade in vivo.
Véarios métodos de ensaios complementares in vitro vém sendo
desenvolvidos e empregados em diversas areas da biologia com o objetivo
de reduzir o numero de cobaias utilizadas nos testes in vivo. O teste de
irritacdo dérmica in vitro € um deles, pois é possivel selecionar
concentragfes ndo toxicas para serem aplicadas nos animais, reduzindo
assim os grupos testes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
toxicidade in vitro do extrato hidroetandlico de T. parthenium, pelo método de
difusdo em agar, primeiro em células Vero para padronizar a metodologia e
depois em células HaCaT, queratinécito humano.

Materiais e métodos

Obtencao do material vegetal

Para a obtencéo do extrato hidroetandlico, o p6 das partes aéreas secas e
moidas de T. parthenium foi submetido ao processo de macera¢ao dinamica
a temperatura ambiente, até esgotamento, utilizando como liquido extrator
uma mistura contendo etanol: agua destilada (9:1). O extrato foi filtrado,
liofilizado e armazenado ao abrigo de luz em freezer (-20 °C).

Cultivo de células

Os ensaios foram realizados em células Vero (CCL-81/ATCC), cultivadas em
meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) e penicilina e estreptomicina (1%), mantidas em
estufa imida com tensdo de 5% de COs,.

Viabilidade celular in vitro pelo método de Difusdo em Agar

Placas de 6 pocos foram preparadas com monocamada de células VERO e
incubadas a 37° C até confluéncia. O meio de cultura foi retirado e foi
adicionado 1 mL do meio de cobertura em cada pocgo, composto de partes
iguais de DMEM 2x e agar a 1,8% contendo 0,01% de vermelho
neutro. As placas permaneceram na capela de fluxo laminar por 15 min,
aguardando a solidificacéo do agar, a temperatura ambiente. Em seguida os
papéis filtros embebidos nas diferentes concentra¢cfes do extrato, bem como
0 controle positivo, papel filtro embebido em DMSO e controle negativo,
apenas o papel filtro, foram colocados no centro do agar. As placas foram
embrulhadas em papel de aluminio e levadas a estufa a 37° C com 5% de
CO, por 24 h.
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Leitura das placas

Apos a incubacéo de 24 h, realizou-se a analise microscopica qualitativa e
os pocos foram fotografados com a camera digital Olympus SC30 acoplada
ao Microscopio invertido. Apés esta analise, as placas foram fixadas com 2
mL de formaldeido 10% por poco, durante 24h ao abrigo de luz, seguida de
lavagem em &agua corrente e 4gua destilada. ApGs a secagem, as placas
foram coradas com cristal violeta por 30 minutos, lavada e extensédo da area
correspondente a regido da monocamada onde houve morte celular (halo de
inibicdo) foi medida macroscopicamente utilizando-se papel milimetrado,
conforme o POP/FIOCRUZ.

Resultados e Discussao

Realizou-se primeiramente a analise microscopica qualitativa das amostras,
gue permitiu observar a presenca de um halo de células descoradas onde o
vermelho neutro - que se acumula nos lisossomos de células viaveis - foi
liberado, devido a lise celular e/ou células alteradas morfologicamente. A
extensdo microscopica do halo ndo foi medida, pois Miranda e
colaboradores (2007) indicaram que nao houve diferenca estatistica entre as
medidas microscopicas e macroscopicas.

A medicdo do halo foi realizada ap6s a fixacdo e coloracdo com cristal
violeta, ap0Os verificar dificuldades de medicdo do halo apenas com a
coloracdo com vermelho neutro. As médias finais das medidas do halo de
cada amostra (Tabela 1) foram confrontadas com o POP/FIOCRUZ,
permitindo a determinacéo da toxicidade.

Tabela 1. Extensdo do halo de inibicdo nos pocos do extrato hidroetanélico do
Tanacetum parthenium e nos poc¢os do controle positivo e negativo em células VERO

Extensao do halo de inibigado em mm

Concentragao Média DP
1 2 3
(mg/ml)
1000 10,0 11,0 10,0 10,3 0,57
500 6,0 8,5 7,0 7,2 1,25
100 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00
Controle positivo 11,0 10,0 10,0 10,3 0,57
Controle negativo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00

DP= Desvio Padrao
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Dessa forma, a concentracdo de 100 pg/ml do extrato hidroetandlico do
Tanacetum parthenium apresentou grau zero com auséncia de citotoxicidade;
a concentracdo de 500 pg/ml apresentou citotoxicidade branda e
concentragdao de 1000 pg/ml demonstrou toxicidade severa, semelhante ao
controle positivo (DMSO). O controle de células e o controle negativo
mantiveram-se com as células confluentes e viabilidade até o fim do
experimento, validando o ensaio.

A avaliagcdo com as células HaCaT néo foi realizada devido a contaminagdo da
cultura e perda do estoque celular. Contudo, estes ensaios serdo realizados
assim que a cultura for reestabelecida.

Conclusbes

O ensaio de citotoxicidade pelo método de difusdo em &gar foi padronizado
com éxito em células Vero, dessa maneira obtivemos um método
complementar para a avaliacao da citotoxicidade in vitro, que auxiliard como
triagem na selecdo de concentracbes da droga que ndo serdo téxicas in
vivo. Porém, ensaios com queratindcitos e fibrobastos ainda sao necessarios
para avaliagdo do potencial de irritacdo dérmica in vitro.
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