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RODRIGUES, SHEINA CAMPOS. Avaliacio da acao clastogénica do éleo da
semente de Cridoscolus phylacanthus (Mart.) Pax. Et. K. Hoffm em células de
medula éssea de camundongos. Patos, UFCG. 2008. 41 p. (Trabalho de conclusdo de
curso em Medicina Veterindria).

RESUMO

As mutagdes no DNA tém acarretado muitas doencas, dentre as quais se inclui o céncer.
Essas alteragdes no DNA sdo induzidas por vérios fatores, entre elas por substincias
contidas em vegetais. O Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) pax. et. K. Hoffm
(faveleira) € uma planta nativa do semi-arido altamente resistente 4 seca podendo ser
empregada tanto na alimentagcdo humana e animal, serraria, medicina, energia,
recuperagdo de dreas degradadas, dentre outras. Devido a enorme preocupacio,
pretendeu-se avaliar o efeito clastogénico do 6leo da semente da faveleira (Cnidoscolus
phylacanthus) através do teste de metdfase em medula 6ssea de camundongo (Mus
musculus) in vivo. Determinou-se um grupo experimental ao qual foi administrado no
primeiro camundongo a ciclofosfamida (controle positivo), trés camundongos com o
6leo da faveleira e o dltimo ndo inoculado para controle negativo. Depois de 24 horas,
extraiu-se a medula 6ssea que, apds a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado. As laminas com preparagdes citoldgicas foram coradas apds24 horas para
observacgdes e contagem de células ao microscopio. Os dados foram analisados através
do teste de metafase e cdlculo do indice mitdtico. Apenas a ciclofosfamida teve efeito
mutagénico.

Palavras-Chaves: Teste de metéfase, faveleira, clastogénica, Cnidoscolus phyllacanthus.



RODRIGUES, SHEINA CAMPOS. Assessment of action clastogénica of oil da
semente de Cnidoscolus phylacanthus (Mart.) Pax. Et. K. Hoffm cells in bone marrow
of mice. Patos UFCG. 2008. 41 p. (Work of conclusion the veterinary medicine course).

ABSTRACT

Mutations in the DNA have caused many diseases, among which include the cancer.
These changes in DNA are induced by several factors, among them by substances
contained in vegetables. The Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) people. et. K. Hoffm
(faveleira) is a native plant of the semi-arid highly resistant to drought can be used both
in human and animal consumption, sawmill, medicine, energy, rehabilitation of
degraded areas, among others. Because of enormous concern, it aims to assess the effect
of seed oil clastogénico of faveleira (Cnidoscolus phylacanthus) through the test of
metaphase in bone marrow of mice (Mus musculus) in vivo. It was determined an
experimental group which was administered to mice in the first cyclophosphamide
(positive control), three mice with the oil and the last of faveleira not inoculated to
control negative. After 24 hours, drew up the bone marrow that after the last centrifuge,
the supernatant was discarded. The slides were stained with preparations cytological
ap6s24 hours for comments and counting of cells under the microscope. The data were
analyzed through the test of metaphase and calculating the mitotic index. Only
cyclophosphamide mutagénico took effect.

Key words: Test metaphase, faveleira, clastogénica, Cnidoscolus phyllacanthus.



1. INTRODUCAO

O avanco industrial tem exposto de forma constante os seres vivos a um nimero
crescente de agentes, tais como, compostos quimicos, fisicos, poluicdo, dentre outros
responsdveis por danos potenciais a saide. No entanto com a necessidade de melhorar
as condicOes de vida tem-se aumentado o uso de produtos naturais desde a alimentagio
até a prevencdo e cura de moléstias. Com esse fato a pesquisa cientifica tem sido
estimulada para comprovar o potencial medicinal desses produtos, seus compostos e
como agem.

Segundo Burns e Bottino, 1991, a mutacdo é uma modificacdo sibita e herdavel
na estrutura do material genético tornando-se uma fonte fundamental de variabilidade
genética nas populagdes de seres vivos. Entretanto a curto prazo e do ponto de vista de
um Unico organismo, a alteracio genética age na maioria das vezes de forma maléfica e
estd mais disposta a causar desordens no desenvolvimento e fisiologia extremamente
complexos e, finamente, sintonizados de um organismo (ALBERTS et al, 2002).

A genética toxicoldgica € uma das dreas da ci€ncia que tem se preocupado com a
vulnerabilidade do material genético e trabalham no intuito de estudar as lesdes e
alteracdes induzidas por substincias quimicas através do uso de diversos sistemas
testes. Esses ensaios verificam os danos ocasionados a molécula de DNA, pelo produto
testado O conhecimento dos componentes quimicos, fisicos e biolégicos responsaveis
por alteracdes génicas € extremamente importante para uma melhor preservacdo da
satde tanta humana quanto animal.

O teste de metdfase da medula dssea oferece grandes vantagens ao estudo de
agentes clastogénicos (que quebram cromossomos) visto que suas células levam em
torno de 22 a 24 horas para completar o ciclo celular( Rabello-Gay, 1991 ).

Alguns vegetais sdo compostos por substancias que acarretam o processo de
mutagdo, tornando-se dessa forma necessdrio estuda-las através de testes que detectem
as alteracdes, como teste de metafase utilizando medula éssea de camundongos.

O Cnidoscolus phyllacantus (faveleira) é um vegetal que se sobressai na
caatinga nordestina, sendo bastante utilizada na alimentacdo animal. E uma planta que
se destaca no semi-drido nordestino devido sua grande resisténcia aos periodos de
estiagem, caracteristica bastante seletiva. Na atualidade esse vegetal se presta a
variadas fun¢des que vao desde a alimentacdo humana e animal como para producgao de

medicamentos, madeira para constru¢@o e ainda recuperacio de dreas degradadas.



Devido a sua grande importincia pretendeu-se com esse trabalho avaliar o
potencial clastogénico do 6leo da semente de Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax. et

K. Hoffm (faveleira) em medula 6ssea de camundongos através do teste de metafase.

2.REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ciclofosfamida usada como controle positivo

A ciclofosfamida é uma droga bastante usada no tratamento do cancer de mama,
com efeito citotéxico comprovado, exercendo efeito clastogénico sobre as células do
tecido somatico (KRISHNA et al., 1993). Essa substancia é largamente utilizada como
controle positivo em diversos estudos, devido ao seu comprovado efeito tanto
clastogénico como mutagénico sobre as células da medula 6ssea e sobre linfocitos de

sangue periférico, em sistemas in vivo e in vitro.

2.2 Classificacao cientifica da faveleira

Reino: Plantae

Classe: Magnoliopsida
Ordem: Euphorbiales
Familia: Euphorbiaceae
Género: Cnidoscolus
Espécie: phyllacanthus

Nome binomial: Cnidoscolus



Figural: Faveleira

2.3 Descricao botanica de faveleira

Espécies do género Cnidoscolus sdo frequentemente encontradas em ambientes
semi-arido e subtropical seco como aqueles do norte do México e nordeste do Brasil
(LUZ et al., 1999). Cnidoscolus chayamansa e Cnidoscolus aconitifolius sao plantas
horticulas, nativas do México, conhecidas popularmente por "chayas". Na era pré-
colombiana tem relatos de que C. chayamansa foi uma valiosa planta horticula das
tribos Maias no sudeste do México. Esta espécie ocorre também na Guatemala e é
consumida por povos indigenas daquele pais (BOOTH et al., 1992).

Cnidoscolus multilobus, C. urens e C. tehucanensis também sao plantas nativas
do México e tem importancia medicinal, a C. aconitifolius, C. urens e C. tepiquensis ja
foram utilizadas para extracdo de latex. Outra espécie de destaque, nativa do noroeste
deste Pais é a C. angustidens promissora para obtencdo de 6leo comestivel de alta
qualidade. referencia
ZANONI & GARCIA (1995) descrevem a C. acrandus como uma nova espécie
encontrada nas ilhas da Reptblica Dominicana e Haiti. No Brasil, ¢ encontrada a
Cnidoscolus pubescens, conhecida por "urtiga-de-mamio”, sugerida principalmente
para programas de reflorestamento heterogéneos destinados a recuperagdo da vegetacao
de areas degradadas e a Cnidoscolus phyllacanthus (faveleira) (LORENZI, 1998).

Os primeiros relatos sobre a faveleira, foram realizados por Luetzelburg em

1923, que a descreveu como género arbustivo de galhagem entrecruzada, que florece



antes do aparecimento das folhas; da casca incisa flui um liquido leitoso, coaguldvel em
contato com o ar atmosférico (DUQUE,1951,1980a,ANDRADE E LIMA,1989).

A faveleira € conhecida também por favela e faveleiro (DUQUE, 1980). Espécie
pertencente a familia Euphorbiaceae, trata-se de uma planta oleaginosa, xerodfila,
decidua, helitfila e pioneira. Atinge 4 a 8 metros de altura, dotada de copa alongada ou
arrendondada e rala. Tronco curto e ramificado desde a base, mais ou menos cilindrico,
com casca fina, lenticelada e quase lisa, de 20 a 35 cm de didmetro. E encontrada em
todos os estados do nordeste brasileiro até o norte de Minas Gerais, principalmente nas
regides do Sertdo e Caatinga (LORENZI, 1998). Duque(1951,1980a), constatou que a
floracdo ocorre nos meses de janeiro e fevereiro e os frutos estdo maduros entre maio e
junho. Segundo Bezerra (1972), a maturacdo dos frutos ocorre no fim da estagdo
chuvosa e Oliveira (1976) diz que o florescimento se da nessa estagdo, frutificando até o
seu final; eles sdo deiscentes e cada um contém em média trés sementes.

O conhecimento das caracteristicas fisicas e quimicas de frutos e sementes,
assim como a variabilidade das mesmas dentro das populacdes de plantas, sdo
importantes para o melhoramento dessas caracteristicas tanto no intuito do aumento
como na uniformidade. Por exemplo, a distin¢do das sementes por peso e tamanho pode
ser uma maneira de aprimorar os lotes em relacio a uniformidade de emergéncia e vigor
de plantulas (PEDRON et al.,2004). A caracterizacdo biométrica e quimica de frutos e
sementes fornece subsideos para estudo sobre diferenciagdo de espécies (CRUZ et al.,
2001), classificagdo de grupos ecoldgicos (CASTELLANI,2003), caracterizacdo de
germoplasma (ALVES et al., 2003), manejo da fauna silvestre (KUNIYOSHI,1983),
entre outras diversas areas de estudo (tabela 01).

Lorenzi (1998) também salienta a importancia da planta em programas de
reflorestamentos heterogéneos destinados a revegetagdo de dreas degradadas, por se
tratar de uma planta rustica e de rdpido crescimento. Sua madeira ¢ moderadamente
pesada (densidade 0,55 g/cm3), macia ao corte, de baixa resisténcia mecanica, muito
sujeita ao apodrecimento, e pode ser empregada para caixotaria, forros, lenha e carvao.
Em é4reas degradadas merece destaque o trabalho desenvolvido por Drumond et al.
(1997), numa area coberta por rejeitos finos da Mineracdo Caraiba, situada no Sertdo
Baiano, em Jaguarari-BA. Uma avaliagdo realizada quando as plantas, no campo,
atingiram em média 40 cm de altura, demonstrou bons resultados para a espécie
plantada em covas com adi¢do de 15 litros de substrato (argila + areia + esterco), com

sobrevivéncia de 100%.



Tabela 1 - Caracterizacdo fisica e quimica do fruto e semente da faveleira

Caracteres MOURA FE  ARRIEL et ARRIEL et SILVA (2002)
et al. (1977) al. (2000a) al. (2000b)
1.1 FRUTO
Forma Elipsoidal - - -
Comprimento (cm) 2,65 - - 2,70
Diametro (cm) 1,50 - - 2,20
Sementes/fruto 1,32 2,50 - -
Pericarpo (%) 71,70 - - -
Semente (%) 28,30 - - -
Semente
Peso de 100 sementes (g) 56,8 29,7 - 26,2
Tegumento (%) 39,3 - - -
Améndoa (%) 60,72 - - -
Comprimento (cm) - - 1,44 1,40
Largura (cm) - - 0,79 0,80
Espessura (cm) - - 0,52 0,50
Umidade (%) 8,20 - - -
Proteina (%, N x 6,25) 20,50 - - -
Extrato etéreo (%) 29,30 - - -
Amido (%) 6,20 - - -
Cinzas (%) 3,60 - - i
Améndoa
Umidade (%) 4,60 - - -
Proteina (%, N x 6,25) 32,30 - - -
Extrato etéreo (%) 45,20 - - -
Cinzas (%) 4.40 - - i
Carboidratos totais (%) 13,50 - - -
Tegumento
Umidade (%) 7,40 - - _
Proteina (%, N x 6,25) 8,90 - - -
Extrato etéreo (%) 10,50 - - -




Cinzas (%) 2,80 - - -

Fonte: Arriel, E.F. (2004).

O sistema reprodutivo da faveleira foi estudado por Arriel et al. (1999) e Silva
(2002). Ambas as pesquisas constataram que a espécie € aldgama. Embora possa ocorrer
auto fecundacdo, a ocorréncia de monoicia e, principalmente, protoginia sdo
responsdveis pela predominancia da fecundagao cruzada.

A faveleira possui raiz tuberosa e xilopddios, com reservas alimentares
produzidas no periodo chuvoso, através da fotossintese e absor¢do de minerais pelas
raizes. Essas reservas acumulam-se nestes 6rgdos subterraneos para a manutencdo do
vegetal na seca e permite o aparecimento de novas folhas, flores e frutos. As raizes
tuberosas sdo revestidas externamente por camadas suberosas fortes, impregnadas de
suberina gordurosa, impermedvel. Internamente, contém um liquido viscoso composto
de amido, dgua, dcidos organicos, mucilagem, cristais de oxalato de célcio, carbonatos,
fosfatos e agucares diversos. Desta forma, a espécie € resistente a seca, armazena dgua
e reservas para as épocas de escassez (DUQUE, 1980).

Uma caracteristica marcante da espécie é a presenca abundante de espinhos
causticos, que dificulta o manejo e exploracdo da planta. Sua picada causa sensagdo
desagraddvel as pessoas que, inadvertidamente, tocam as suas extremidades pontiagudas
(BRAGA, 1976). Vianna e Carneiro em 1991 relataram a existéncia de uma “mutante,
que € a faveleira sem espinhos e a sua ocorréncia foi registrada pela primeira vez no

municipio de Indepéndencia, no Ceara.

2.4 Estudo tecnologico e utilizacao da faveleira

Por se tratar de uma espécie resistente a seca e de facil manejo, estudaram seu
potencial forrageiro. Silva et al, (1998) avaliaram a aceitabilidade de espécies lenhosas
do semi-arido Paraibano, na alimentacdo de ovinos, e dentre elas estava a faveleira sem
espinhos. De modo particular como forrageira, o uso de plantas sem espinhos ¢é
recomenddvel por diversas razdes, como por exemplo, ao permitir uma melhor
circulacio de animais e de seus tratadores e diminuir os riscos de ferimentos
(DRUMOND et al., 1999).

Os primeiros estudos de importincia tecnoldgica sobre o aproveitamento

industrial da faveleira foram executados por Santa Rosa (1943), no material estudado



foram feitas andlises de lipideo nas sementes e ainda, uma avaliacdo das tortas
provenientes da extracdo do 6leo no intuito de investigar a possibilidade de ser usada na
alimentacdo animal e avaliar o 6leo de faveleira podendo este ser consumido como 6leo
de salada. Para Santa Rosa (1943); Silva (1998); e Duque (1951), o dleo € semisecativo,
fino, podendo ser usado na alimentag@o, corroborando com Gomes (1977) onde este
afirma que quase todas as partes da faveleira sdo aproveitadas para a alimentacdo
animal. Ovelhas e cabras comem-lhes as folhas maduras a propor¢do que, em fins do
periodo chuvoso, vdo caindo. Nas grandes estiadas, o gado r6i a sua casca. Suas
sementes alimentam bovinos, suinos, caprinos, ovinos, asininos e eqilinos. As aves
domésticas muito as apreciam. A torta extraida de suas sementes é também muito rica
em proteina e sais minerais. Trata-se, portanto, de excelente forragem concentrada, um
substituto da torta de algodao (VIANNA & CARNEIRO, 1991).

A semente da faveleira é capaz de produzir um 6leo com o mesmo indice de
gordura dos 6leos de milho, girassol e oliva (Matos, 2002), tabela 2. Devido a grande
diversidade de 6leos vegetais e sua alta produtividade o Brasil mostrou uma grande
abertura para uma nova alternativa energética no que se refere a substitui¢do do diesel a
partir de biocombustivel, ou seja, o diesel obtido através de éleos vegetais (LUCENA,

2004).

Tabela 2 - Composicio (%) do 6leo de sementes de faveleira com e sem espinhos.

Acido Graxo Moura e Fé (1997)  Pires (comunicac¢io pessoal)

Espinhos

Com Com Sem
Miristico (+) Tracos 0-119 0
Palmitico (+) 18,50 6,1 -36,2 0
Esteéarico (+) 10,00 0-31,1 0
Oléico (++) 16,50 0-48,0 0
Linoléico (++) 54,80 42 -92,5 100
Araquidico Tragos 0 0

+ Saturado ++ Insaturado

A faveleira (Cinidoscolus phyllacanthus) pode ocasionar intoxicacdo devido a
presenca de compostos contendo dcido cianidrico, mas a planta em condicdes naturais

somente promove esse fato quando os animais ingerem folhas de galhos ou arvores que



foram cortados e ficaram ao alcance dos animais, Apesar de ser uma planta palatdvel
nao hd relatos de intoxica¢do pelo consumo da planta diretamente das arvores. Isto
provavelmente por que nessas condi¢des os animais ndo t€m chances de ingerir grandes
quantidades em um curto espago de tempo; condi¢do inevitdvel para que ocorram
intoxicagGes por plantas que contem glicosideos cianogénicos. Freqiientemente, no
campo, as folhas da planta sdo ingeridas espontaneamente em pouca quantidade quando
ainda estdo nas arvores ou apds cairem das drvores, quando estfo ja secas e misturadas
com outras folhas que formam o restolho, condi¢des nas quais ndo ocorre intoxicagiao
OLIVEIRA et al., 2008.

Trabalhos mais minuciosos sobre seu aproveitamento forrageiro foram iniciados
na década de 1980, com avaliacdes do valor nutritivo de seu feno (SOUZA et al., 1980),
produtividade da faveleira nativa (VIANNA et al., 1980), potencial forrageiro da
faveleira sem espinho (VIANNA & CARNEIRO, 1991), e avaliacdo bromatoldgica e
valor nutritivo (PASSOS, 1993). De um modo geral, considerando o bom teor de
proteina bruta (17,32%) e uma excelente palatabilidade de suas sementes e ramas, e a
sua alta disseminagdo e completa adaptagdo as condi¢Oes adversas, a faveleira pode ser
classificada como uma das forrageiras de maior potencial do semi-drido do Nordeste do
Brasil.

Bezerra (1972) relatou a utilizagdo da faveleira como planta medicinal, pelos
habitantes do semi-4arido. Segundo ele, a entrecasca da faveleira possui propriedades
desinfetantes e cicatrizantes. A cataplasma da entrecasca da faveleira é o medicamento
utilizado para cicatrizagdo de ferimentos. AGRA (1996) menciona que a casca e a
entrecasca do caule podem ser usadas, maceradas, em infusdes ou decoccdes, contra
inflamacOes ovarianas e gerais, sendo o latex usado contra dermatoses e na cauterizagao
de verrugas. A raspa da casca € cicatrizante e tida como desinfetante (GALVAO,1960),
sendo muito ultilizada na cura de verrugas e bicheiras. Segundo o uso popular, o cha
feito da entrecasca, em doses minimas, ¢ indicado na cura de herniados e do apéndice
em fases iniciais. DAUN et al.(1987) citam que o litex da planta tem sido utilizado

como cicatrizante e cogulante do sangue.



2.5 O monitoramento de lesoes no DNA

A mutacio do conteido informacional e estrutura dos genomas nos seres vivos
vao depender da presenca de mecanismos precisos de replicacio que garantam a
reproducio exata do ADN nas células. Entretanto, sem alteracdes no contetido do ADN
ndo terfamos evolug¢do. MutagOes representam a tnica fonte de variabilidade onde,
através da acdo da selec@o natural, novas informagdes sdo acrescentadas ao contetido
genético de uma populagdo e, eventualmente, levando ao surgimento de novas variantes
e espécies. Mutacdo, portanto, pode ser definida como qualquer mudanga hereditaria, na
seqiiéncia ou no nimero de nucleotideos do ADN de uma célula. Em geral estas
mudangas levam a expressdo de proteinas estruturais ou enzimas com fungdes alteradas,
sendo detrimentais para o individuo (BICUDO, 1987).

As mutacdes podem ser classificadas de diferentes maneiras dependendo do
aspecto a ser enfocado. Nos organismos dipléides como os eucariontes, ou o0s
merodipléides nos procariontes, as mutacdes podem ser classificadas como dominantes
ou recessivas em funcdo da expressdo ou ndo do fendtipo alterado, respectivamente.
Mutagdes podem Ter natureza estrutural (incidem sobre um gene estrutural) ou
reguladora, onde a sua expressdo é detectada pela inabilidade em controlar outro gene.
Mutagdes podem também ser classificadas como letais, quando os portadores ndo
sobrevivem, ou ainda somdtica ou germinativa, estas ultimas sendo transmitidas para
geracdes futuras. Quanto ao tipo de alteracio no ADN as mutagdes podem ser
classificadas em trés grupos gerais: (i) génicas ou pontuais, (ii) cromossdmicas, e (iii)
gendmicas (GARDNER & SNUSTAD, 1986; BURNS & BOTINHO, 1991).

As mutagdes pontuais sdo aquelas que envolvem alteragdes na seqiiéncia de
nucleotideos em um ou mais de um cédon e podem ocorrer pela substituicio de bases,
delecdo ou adicdo de uma ou mais bases. As mutacdes tipo troca de base que levam a
modificacdo de um cédon pela substituicio de um aminoécido distinto daquele presente
na proteina original sdo chamadas de muta¢des de troca de sentido, enquanto que geram
um dos trés cdédons de terminacdo, interrompendo precocemente a tradugdo, sdo
denominadas mutagdes sem sentido. As mutagdes de troca de base podem ainda ser
divididas em transicdes (troca de uma purina por outra purina ou troca de uma
pirimidina por outra pirimidina) ou transversdes (troca de uma purina por pirimidina ou
vice-versa). As mutac¢des por adicdo ou delecdo de bases acarretam em mudangas do

referencial de leitura na traducdo, alterando a composicdo de aminodcidos de toda a



proteina a partir do ponto onde ocorreu a mutagdo, sendo chamadas de mutacéo de troca
de referencial ou “frameshift” (BICUDO, 1987; HENRIQUE & QUEROL, 1987).

Mutagdes pontuais, como a troca de bases e mudangas de referencial, causam
alteracdes relativamente pequenas no ADN e s@o detectdveis apenas pelos efeitos na
expressdo do gene alterado, levando as mudangas no fenétipo correspondente. Quando a
mudanga altera a atividade bioquimica da proteina, pode ocorrer uma mutagdo
fenotipica, como no caso da hemoglobina na anemia falciforme e, da insulina no
diabetes (VILLA & BRENTANI, 1987; HENRIQUES & QUEROL, 1987; BURNS &
BOTINHO, 1991).

MutagSes cromossdmicas sdo conhecidas pelas alteragdes grosseiras na estrutura
dos cromossomos sendo usualmente detectadas pelo exame microscopio de células em
metifase e envolvem quebras, e eventualmente reunido de material cromossdmico
durante o ciclo celular e incluem as inversdes e translocacdes. As alteragdes encontradas
sdo de dois tipos: cromossOmicas e cromatidicas, dependendo da fase do ciclo celular
no qual ocorre a mutacdo. Se a mutacdo ocorre nas fases GO, G1 e no comeco da fase S,
a aberracdo serd do tipo cromossomica (EVANS, 1984). H4 diferentes esquemas para
classificar os diferentes tipos de aberracoes (SAVAGE, 1975; Word Heath
Organization, 1985). O importante é que os diferentes tipos de aberra¢des (gap, isso
gap, fragmento acéntrico simples, fragmento acéntrico duplo, quebra cromossdmica,
quebra cromatidica, anel e rearranjo cromossdmico, células pulverizadas) sejam
analisados e apresentados separadamente calculando-se a freqiiéncia de aberracdes por
células e para cada tipo de aberracio (PRESTON, 1987; ADLER, 1984; BURNS &
BOTINHO, 1991).

Mutagdes de origem exdgenas estdo relacionadas com danos no ADN causados
pelos chamados agentes mutagénicos, definidos como elementos fisicos (por exemplo,
irradiacdo eletromagnética com luz ultravioleta, raios X, gama e alfa, choque térmico e
campos magnéticos), quimicos (agentes alquilantes, andlogos de base, hidrocarbonetos
aromadticos policiclicos, e outros) ou biolégicos (certos virus) capazes de causar danos
ao ADN levando ao surgimento de mutacdes (SINGER & GRUBER, 1983. DRAKE,
1989; BRUSICK, 1987, 1994). Os agentes mutagénicos, em geral, causam um aumento
na taxa de mutagdo de todos os genes de uma célula (BURNS & BOTTINO, 1991). Os
agentes mutagénicos ambientais sdo de particular interesse, pois, a eles estamos

constantemente expostos, como os poluentes que estdo no ar, dgua e alimentos,



aumentando consideravelmente os riscos de indu¢do de mutacdes e cancer no homem e

nos animais (VIJG, 1993; GUTTERIDGE, 1992; HARMAN, 1992; KING et al., 1994).

2.6 Testes citogenéticos para a determinacao da genotoxicidade

Os testes citogenéticos em roedores sdo os mais utilizados por se aproximarem
mais de um resultado ideal no que se refere a avaliagdo da mutagenicidade de agentes
genotdxicos e sua extrapolag@o para outras espécies animais inclusive para o homem. A
proximidade filogenética, a natureza das células, a presenca de processos fisiologicos
(metabolismo) atuando na absorg¢do, distribuicdo, ativagdo e excrecdo da droga fazem
destes testes os paradigmas dos ensaios toxicoldgicos e genotoxicos (MATTER &
TSUCJIMOTO, 1980; CARANO & NATARAJAN, 1988).

O exame microscépico dos cromossomos para a deteccdo de aberragdes
estruturais, alteracdes numéricas e troca de cromdtides irmas sdo os procedimentos
melhor estabelecidos para a avaliacdo dos efeitos genotdxicos de drogas sobre as células
de mamiferos (PRESTON et al., 1987., CARANO & NATARAJAN, 1988).

Nos ensaios citogenéticos in vivo, os camundongos sdo inoculados com a droga
a ser testada e, depois de completado o ciclo celular, as células da medula dssea, baco,
rins, figado, gdnadas, ou Orgdos fetais sdo removidos e analisados quanto a sua
incidéncia de lesdes cromossdmica em microscopia Otica. Andlises citogenéticas sdo
realizadas através do monitoramento de aberracdes cromossdmicas de células em
metéafase, oriundas de quebra nos cromossomos ou cromatides, rearranjos ou perda de
fragmentos ou cromossomos inteiros, ou pela freqiiéncia de microndcleos (PRESTON

et al., 1987).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de execucio da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido no laboratdrio de ciéncias quimicas e biolégicas - LCQB
no centro de Saide e Tecnologia Rural (CSTR)- Campus de Patos, da Universidade

Federal de Campina Grande (UFCG). As laminas foram analisadas no Herbario da

Caatinga da Universidade Federal de Campina Grande, Campus de Patos e a obtencao



do 6leo das sementes foi realizada no laboratério de quimica da universidade Estadual
da Paraiba (UEPB).

3.2 Criacao e manutencao dos animais

Os ensaios foram realizados com camundongos albinos Balb/c (Mus musculus)
in brad, machos, com 30 dias de vida, oriundos do biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami — LIKA. Antes da realiza¢do dos experimentos os animais

foram acompanhados diariamente, por um periodo de 10 dias no sistema ad libitum

Figura 2: Cria¢do e manuten¢do dos camundongos(Mus musculus)

3.3 Obtencao do 6leo das sementes da faveleira

Sementes de plantas de faveleira com e sem espinhos foram coletadas nas
localidades de Souza, Patos, Santa Luzia, Sio Mamede e Sao Jodo do Sabugi no estado
da Paraiba e Caicd, Santana do Seridd, Parelhas e Acari no Rio grande do Norte foi
submetido a extracdo do 6leo.

O o6leo foi extraido das sementes por processo mecanico € caseiro, no processo
mecanico ocorreu a prensagem, € no processo caseiro, as sementes foram moidas,
colocadas em pasta com dgua fervente e coletada a por¢ao do 6leo na forma de espuma
que flutua sobre a dgua, transferindo para uma panela, submetida a aquecimento até a

evaporacdo total da dgua, resultando como produto o 6leo.



3.4 Ensaios in vivo com células de mamiferos: padronizacao da técnica

Os ensaios in vivo com células de medula d6ssea foram realizados em
camundongos Balb/C (Mus musculus), machos, oriundos do Biotério do Laboratério de
Imunopatologia Keiso Asami — LIKA. A padronizacdo da técnica de metédfase, como,
coleta do material (células da medula), fixacdo e coloracdo (foi determinado o melhor
padrdo de marcacdo), ocorreu no primeiro quadrimestre, ocasidio em que foram
determinadas rotinas com a metodologia viviseccionista com os animais de laboratério,
assim como, execucdo e padronizacdo do manejo nutricional, reprodutivo, higi€nico e
parasitdrio dos animais que foram usados durante o periodo experimental, com a

preparagdo de solucdes, organizacdao do material quimico e revisao de literatura.

Figura3: Sementes de Cnidoscollus phylacanthus

3.5 Padronizacdo da dose de CPA (ciclofosfamida) em relacio aos efeitos

genotoxicos em células de mamiferos (Chagas et al. 2000)

Nos ensaios preliminares, que ocorreu no primeiro quadrimestre, para a
padronizacdio da dose do Genuxal® (Ciclofosfamida-CPA), farmaco de acdo
antineopldsica empregado como controle positivo nos experimentos in vivo, foram
utilizados um grupo com 05 animais. O camundongo foi inoculado com a dose minima
capaz de causar aberracdes (10mg/kg) CPA/kg de peso corporal via i.p., com volume

maximo de 0,1 ml/10g de peso. A diluicdo da droga foi feita em dgua destilada estéril.



Foram analisadas 250 células por lamina, e 04 laminas para dose utilizada, totalizando
1.000 células analisadas, mais 250 células para o grupo controle sem a droga.

O grau de toxidez deve ser analisado através dos valores dos indices mitdticos
empregando-se a formula IM (%) = Nimero de células metafdsicas X 100/Total de

células (Siegel, 1979).

3.6 Administracao do 6leo da semente de Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax. et
K. Hoffm

Nos experimentos in vivo com o 6leo de Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax.
et K. Hoffm, a administracdo foi realizada por via i.p. As doses utilizadas foram de 0,1
ml, onde foram realizadas as diluicdes na proporcdo 4:1. tomando por base a dosagem
recomendada pela OMS para camundongos .

3.7 Teste de Metafase em células de medula éssea de camundongos (Hsu & Patton,

1969; Zambrano et al., 1982; Melo, 1996).

A aplicagdo do 6leo da semente de Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax. et K.
Hoffm foi feita em um grupo de 03 animais, incluindo 01 camundongo como controle
positivo, inoculado com CPA, na dose estabelecida com os resultados dos estudos de
padronizacio da dose e 01 camundongo ndo inoculado mantido como controle negativo.

Os animais foram inoculados com uma solu¢d@o de colchicina (1%), via i.p. na
dose de 0,1 ml/10g de peso corporal, 22 horas apds terem recebido o 6leo da semente de
Cnidoscolus phyllacanthus (Mart.) Pax. et K. Hoffm ou a CPA. Apds 24 horas os

camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical.
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Figura 4: Inoculagdo intraperitoneal em camundongos com o éleo da semente de

Cnidoscolus phyllacanthus

Em seguida, os fémures foram extirpados, dissecados e cortados a altura das
epifises proximais. Com uma seringa e agulha, tipo tuberculina, foi injetada no canal
medular dos fémures dos camundongos 0,3 ml de uma soluc¢ao isotdnica de NaCl (0,9
%) deixando-se escorrer as células da medula éssea dentro de um tubo de centrifuga

contendo 3,0 mL da solu¢ao de NaCl.
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Figura 5: Extirpacfo, dissecacdo, e corte na altura das epifises proximais, em

camundongos.



Figura 6: Medula 6ssea extirpada e dissecada

A suspensdo de células foi homogeneizada vérias vezes com uma pipeta de
Pasteur fina e, em seguida, centrifugada a 1.000 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento homogeneizado em 4 ml de solucdo
hipotdnica de KCI (0,075M). A suspensdo foi deixada em repouso a temperatura
ambiente durante 25 minutos para hipotenizacao e lise das células. A suspensio foi, em
seguida, centrifugada a 1000 rpm durante 5 minutos e o sobrenadante descartado. Ao
sedimento, adicionou-se o fixador (metanol: dcido acético 3:1), recém preparado, sendo

as células ressuspensas até obter-se uma solu¢do homogénea sem grumos.

Figura 7: Homogeneizagdo das células



O processo de fixacdo das células foi repetido duas vezes sendo diminuido os
volumes dos fixadores para 3 ml nas duas ultimas centrifugacdes. Apds a udltima
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células, novamente ressuspensas. Em
laminas previamente limpas e totalmente desengorduradas, mantidas submersas em
dgua destilada gelada, foram pingados 2 a 3 gotas do material sobre uma pelicula de
dgua que se forma sobre as laminas. Em seguida as laminas foram secas em papel de
filtro e, ligeiramente, flambadas em lamparina a 4dlcool onde foram coradas pelo método

de Giemsa e analisadas ao microscépio 6tico convencional.

Figura8: Flambagem das laminas

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Determinacio da atividade clastogénica da ciclofosfamida

Os resultados apresentados na tabela 3 mostram que a CPA, na dose de 10mg/kg
de peso corporal, induziu aberragdes cromossdmicas tipo fragmentos acéntrico simples,
nao sendo encontrados outros tipos de aberracdes nesta dose (Figura 9). De acordo com
os resultados obtidos por Chagas et al., 2000, observaram que a dose de 10 mg/kg foi a
que proporcionou um melhor resultado positivo com menor indugdo de efeitos
colaterais. Na dose de 100mg/kg de peso corporal 68,8% das células em metéifase
apresentavam aberracdes cromossdmicas com danos celulares excessivo. Ocorreu a

predomindncia de metdfases com cromossomos pulverizados (32%) e metifases com



quebras multiplas (8%). Na dose de 50mg/kg de peso corporal foi observado que 36%
dos cromossomos em metifase apresentavam aberragdes sendo a mais freqiiente os
fragmentos acéntricos simples (10%) e cromossomos com miltiplas quebras (12%),
além de outras lesdes com menor freqiiéncia. Com a dose de 25mg/kg de peso corporal
foi induzido lesdes cromossdmicas do tipo fragmentos acéntricos simples (8,8%) e os
cromossomos apresentando falhas simples ou “Gaps”(4,8%). Em estudos realizado por
Moreira et al. 2004 no teste de linfécitos humanos no reconhecimento do efeito
clastogénico e citotéxico da S-fluorouracil , foi utilizada a ciclofosfamida como controle
positivo e a mesma interferia no crescimento celular confirmando assim o seu efeito
mutagénico.

Segundo Neto et al 2005 na avaliacdo do efeito mutagénico da palma forrageira
( Opuntia ficus-indica Mill) através do teste de micronicleo em medula 6ssea de
ratos(Rattus novergicus, linhagem wistar in vivo) foi utilizado 4 grupos experimentais e
um deles incluia a ciclofosfamida no controle positivo que teve acdo no material
genético do animal, fazendo com que ocorresse dano ao cromossomo e ele quebrasse ou
fosse desviado completamente do seu caminho normal, que seria ir para o nucleo

durante a divisdo celular, comprovando dessa maneira seu efeito mutagénico.

Tabela — 3: Avaliacio da atividade clastogénica do CPA em cromossomos
metafisicos da medula 6ssea de camundongos machos.

TIPOS DE ABERRACOES CROMOSSOMICAS (AC)*

Dose usada  Animais Cp MD GAPs Q.CTD FAS RCR TOTAL/A

(mg/kg) por dose . C (%)
10 5 0 0 0 0 3(1,2) 0 3(1,2)
25 5 0 52 12(4,8) 104) 22 1(0,4) 50 (20)

(8,8)
50 5 10 (4) 30 15 (6) 5Q2) 25 5Q2) 90 (36)
(12) (10)
100 5 80(32) 20(8) 20(®) 10 (4) 30 10 (4) 170 (68)
(12)
- 5 0 0 0 0 0 0

AC: cromossomos pulverizados (CP); cromossomos muito danificados (MD);
cromossomos com falhas pequenas (GAPs); cromossomos com quebras cromatidicas
(Q.CTD.); fragmentos acéntricos simples (FAS); rearranjo cromossomico (RCR).

Fonte: Chagas et al., 2000.



Figura 10: Metéafase com pequenas quebras

4.2- Determinacio da atividade clastogénica do 6leo da semente de faveleira

Na avaliacdo da atividade clastogé€nica do 6leo da semente de Cnidoscolus
phylacanthus através do teste de metafase foi testada uma dnica dose de 0,1ml /kg de
peso corporal em um grupo com trés animais. Foram observadas em pelo menos 250
metafases por dose totalizando 1.500 metafases observadas. Os resultados mostrados na

figura 11 mostram que o 6leo da faveleira ndo foi capaz de revelar a inducdo de



aberragdes cromossomicas. Este fato foi produzido pela ma qualidade na resolugdo das
laminas obtidas, que ndo permitiram uma andlise mais detalhada dos cromossomos.
Muitos estudos tem sido realizados para avaliar o efeito mutagénico dos vegetais
corroborando com o trabalho realizado por Neto et al 2005 na avaliacdo do efeito
mutagénico da palma forrageira( Opuntia ficus-indica Mill) através do teste de
micromicleo em medula 6ssea de ratos(Rattus novergicus, linhagem wistar in vivo)
observou que a mesma nao apresentava e mutagenicidade.

Santos, 2006 testou dez plantas encontradas no cerrado brasileiro utilizadas pela
populacdo como fitoterdpico no controle de tlceras gastricas, com o intuito de observar
se as mesmas apresentavam efeito mutagénico. Os extratos metandlicos de, Alchornea
castaneifolia, Alchornea glandulosa, Alchornea triplinervia, Mouriri pusa, Qualea
grandiflora, Qualea multiflora, Estrychnos pseudoquina foram mutagénicos in vitro,
ocasionando mutacdes pontuais no DNA de Salmonella typhimurium; os extratos
cloroférmicos de Q. grandiflora e Q. multiflora foram mutagénicos in vitro; nos estudos
in vivo apresentaram aumento na freqiiéncia de micronicleos. Os animais tratados com
os extratos metandlicos de A. castaneifolia, A. glandulosa, A. triplinervia, Q. multiflora
e S. pseudoquina; ndo apresentaram mutagenicidade in vitro os extratospolares e
apolares obtidos de A. humile, B. basiloba e Q. parviflor, resultado este obtidos por
Santos, 2006.

Trabalhos realizados por Viana et al avaliou o efeito mutagénico da manipueira
e da 4dgua da poca através do teste utilizando a medula dssea de ratos Wistar onde os
residuos analisados foram mutagénicos confirmando dessa maneira a importancia de

estudar os vegetais no intuito de fornecer seguranca a todos que fazem o seu uso.

Figura 11: Metéfase sem quebras



5 CONCLUSAO

O trabalho executado mostrou que o 6leo da semente da faveleira além de nao
induzir genotoxidade em células metafdsicas da medula 6ssea de camundongos, ndo
teve acdo clastogénica no DNA celular provocando mutagdo estrutural a nivel
cromossOmico; ndo interferindo na dindmica do ciclo celular.

A determinacdo do efeito ndo clastogénico do 6leo da semente da faveleira, pode

contribuir para o uso seguro do mesmo pela populagao alvo.
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