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RESUMO: O uso de produtos de origem vegetal para o tratamento, cura e prevencdo de doencas, é uma das
mais antigas formas da pratica medicinal da humanidade. Apesar das plantas possuirem muitos usos
terapéuticos que sdo conhecidos tradicionalmente, o ser humano desconhece o fato de que elas podem
apresentar toxicidade tanto para 0 homem quanto para os animais. Croton tricolor Klotsch ex Baill,
conhecido popularmente como marmeleiro prateado, é nativo da caatinga do Nordeste do Brasil. Alguns
trabalhos recentes mostram resultados importantes sobre a atividade antioxidante e antibacteriana do seu 6leo
essencial mas ndo possui uma investigacdo dos seus efeito toxicologicos e, em especial, do seu efeito
genotoxico. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar o efeito genotéxico do 6leo
essencial das folhas de C. tricolor (Ct-OE). O teste de genotoxicidade foi realizado com o apoio do Biotério
Prof. Thomas George (CCS/UFPB). Foram utilizados grupos de 3 machos e 3 fémeas de camundongos Mus
musculus albinos machos e fémeas que receberam por via oral o Ct-OE na dosagem méaxima de 2000 mg/kg
do peso do animal. Vinte e quatro horas apds o tratamento os animais foram anestesiados e em seguida foram
retiradas amostras de sangue para o preparo das laminas e a contagem de micronlcleos. Apés leitura das
laminas, foi observado que o Ct-OE ndo promoveu dano cromossdmico estrutural e/ou numérico em
eritrocitos de camundongos in vivo.
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INTRODUCAO al., 2005). O Brasil, possuindo uma grande

O uso de produtos de origem biodiversidade de espécies vegetais, se

vegetal para o tratamento, cura e prevencao de destaca como fonte para obtencdo de novas

doengas, € uma das mais antigas formas da substancias com finalidade terapéutica

pratica medicinal da humanidade e, embora (KORDALI et al., 2008).

grandes avancos sejam observados na Em meio a diversidade de espécies,

medicina moderna, os produtos naturais podemos destacar a Croton tricolor Klotsch

continuam contribuindo de maneira ex Bail. Conhecido tradicionalmente como

consideravel nos cuidados com a saude
(CRAGG et al., 1997; SHU, 1998; VEIGA et

marmeleiro prateado € um arbusto de ramos
delgados, cilindricos, cinerescentes e
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escabros. E nativo da caatinga do Nordeste do
Brasil, sendo as cascas do caule utilizadas
para tratar colicas intestinais
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002;
CATUNDA JR., 2003). Estudos quimicos
mostraram a presenca de acido carboxilico
diterpénico e seu éter metilico, além de a-
pineno e a-guaieno (CRAVEIRO, 1976;
CATUNDA JR., 2003). Estudos realizados
com esta espécie mostram que seu Oleo
essencial possui atividade antioxidante e
antibacteriana contra Streptococcus  spp.,
Serratia spp., Proteus mirabilis, Enterobacter
spp. e Pseudomonas aeruginosa (CANUTO,
2005), mas ndo possui uma investigacdo dos
seus efeito toxicoldgicos e, em especial, do
seu efeito genotdxico.

Apesar das plantas possuirem muitos
usos terapéuticos que sdo conhecidos
popularmente, o ser humano desconhece o
fato de que elas podem apresentar toxicidade
tanto para o homem quanto para 0s animais
(RODRIGUES; ALMEIDA; PIRES, 2010;
MARTINS et al., 2012). De acordo com
dados do Sistema Nacional de Informacdes
Toxicoldgicas (SINITOX), no ano de 2010,
no Brasil foram registrados 1132 casos de
intoxica¢do humana por uso de plantas sendo
que desses, 5 foram a dbito (SINITOX, 2010).
Diante disso, a realizacdo de estudos que
investiguem as atividades citotoxicas e

genotoxicas de compostos naturais mostra-se
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importante a fim de se garantir uma maior
seguranca do uso desses produtos pela
populacéo.

Atualmente, a maior parte dos
fitoterdpicos que sdo utilizados por
automedicacdo ou por prescricdo médica nao
tem o seu perfil toxico bem conhecido
(CAPASSO et al., 2000; VEIGA-JUNIOR;
MELLO, 2008). A deteccdo de atividade
citotoxica de um fitoterapico constitui uma
medida prioritaria, uma vez que varios
compostos quimicos podem ser capazes de
causar efeitos toxicos. Portanto, experimentos
capazes de fornecer, com razoavel margem de
seguranca, indicacbes sobre 0Ss  riscos
envolvidos na sua utilizacdo sdo fundamentais
(BENIGNI, 2005). Neste contexto, o presente
trabalho objetivou investigar a atividade
genotoxica do dleo essencial das folhas de
Croton tricolor Klotsch ex Bail através do
teste do micronicleo em medula dssea de
roedores in vivo, onde serd verificado seu
potencial clastogénico e aneugénico em

células eucaridticas.

METODOLOGIA

As folhas da C. tricolor Klotsch ex
Baill (Euphorbiaceae) foram coletadas na
cidade de Jequié (13° 51’ 28" S, 40° 5' 2" W)
no Sudoeste da Bahia - Brasil, e
encaminhadas para o Laboratorio de

Fitoterapia e Oleos  Essenciais da
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Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia.
A identificacdo taxondmica foi realizada pela
Dr* Guadalupe E. L. de Macedo da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
— UESB. A exsicata foi depositada no
Herbario da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — HUESB com o seguinte
numero de referéncia HUESB 6494.

O oOleo essencial das folhas de C.
tricolor (Ct-OE) foi gentilmente cedido pelo
Professor Dr. Baraquizio Braga do
Nascimento Junior e pelo MsC. Fabricio
Mendes Miranda da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia — UESB. O composto foi
solubilizado em DMSO (SIGMA) na
concentracdo de 10 mg/mL.

O teste de genotoxicidade foi
realizado com o apoio do Biotério Prof.
(CCS/UFPB).  Foram

utilizados camundongos Mus  musculus

Thomas  George

albinos machos e fémeas, linhagem Swiss
pesando entre 25-35 g, todos provenientes do
Biotério Prof. Thomas George da UFPB. Os
animais foram aclimatados as condices do
biotério local, por cerca de sete dias antes dos
ensaios experimentais, sob temperatura (21 £
2 C) e ciclos claro-escuro controlado de 12

horas. Os animais foram alimentados com

(83) 3322.3222
contato@conbracis.com.br

www.conbracis.com.br

racdo e agua ad libitum, sendo distribuidos
nos diferentes grupos experimentais, ao acaso.
O wuso dos animais foi aprovado pelo
Comissdo de Etica no Uso de Animais -
UFPB (CEUA/UFPB, N° 0206/11).

Os procedimentos experimentais para
realizacdo do teste de micronucleo foram
realizados de acordo com Schmid (1975).
Grupos de trés machos e trés fémeas de
camundongos Swiss receberam por via oral o
Ct-OE na dosagem méaxima de 2000 mg/kg do
peso do animal. O grupo controle negativo
recebeu apenas o dispersante da amostra
(gua) e controle  positivo  recebeu
ciclofosfamida a 50 mg/Kg de peso do animal
(SIGMA). Vinte e quatro horas apés o
tratamento os animais foram anestesiados
com xilazina (20mg/kg) e quetamina
(150mg/kg), via intramuscular, e em seguida
foram retiradas amostras de sangue da veia
caudal para o preparo das laminas e a
contagem de micronucleos.

Ap6s a coleta, os animais sofreram
eutanasia de acordo com a Resolugdo N°
1.000/2012, do Conselho Federal de Medicina
Veterindria, com as recomendacdes da
Medicina

Associacdo  Americana  de

Veterinaria (AVMA, 2012).



Conqresﬁso Broasileiro
o Ciencig'is
9o Saaude

As laminas foram coradas com
corante pandtico e observadas ao microscdpio
optico (ZEISS) no aumento de 1000x para a
contagem dos micronucleos. Foram avaliados
pelo menos 2000 eritrocitos por animal
(HAYASHI et al., 1994).

Todos o0s experimentos foram
realizados em triplicata e foram expressos
como a média + erro padrdo da média (e.p.m).
As diferengas entre os grupos foram avaliadas
pelo teste t pareado. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca de microndcleos em
eritrocitos de camundongos no controle
positivo ndo foi influenciada pelo sexo, entéo
os dados foram agrupados para determinar a
média de micronucleos, para calcular o erro
padrdo da média e para avaliar as diferencas
entre 0s grupos.

Os resultados obtidos mostraram que 0
Ct-OE na concentracdo de 2000 mg/kg néo
induziu um aumento significativo no nimero
de microndcleos em relagdo ao controle

negativo e que apenas a ciclofosfamida

(controle positivo) induziu um significativo

aumento na quantidade de microndcleos

Figura 1: Teste de microndcleo (6leo essencial de
C. tricolor na concentragdo de 2000 mg/kg)

¢
—

Para alertar sobre riscos potenciais como
0 céancer e desordens genéticas existem
diversos testes que avaliam a genotoxidade de
medicamentos, assim como de plantas
utilizadas na medicina popular. Entretanto, as
informacdes, se disponiveis, sdo dispersas e
escassas (RUIZ et al., 1996). Uma maneira de
se estudar os efeitos genotdxicos em uma

populacdo, é conduzir estudos de

Tabela 1 - Frequéncia de eritrocitos micronucleados em eritrocitos de sangue periférico de

camundongos Swiss machos e fémeas.

Tratamento

Eritrdcitos micronucleados (%)

Controle Negativo
Ct-OE 2000 mg/kg
Ciclofosfamida (50mg/Kg)*

12 +5,67
2,28 +0,23
43,5 + 5,89

(8Yhihed-8RBressos como média + e.p.m. *Controle positivo = Ciclofosfamida
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monitoramento, utilizando parametros
biologicos pertinentes, com manifestacdo a
curto prazo, com 0s ensaios de micronucleos,
que podem identificar danos no DNA e/ou
Nnos cromossomos resultantes da exposigéo. A
informagdo obtida pode ser usada como um
aviso precoce do risco potencial para
desenvolver a longo prazo, problemas de
satde (AU, 1991).

As alteracGes no material genético podem
ser identificadas através de testes de
mutagenicidade. Atualmente existe um grande
namero de testes, com modelos tanto in vivo
como in vitro, sendo que o organismo de
prova varia desde virus, bactérias, fungos,
plantas e insetos a mamiferos, incluindo o
homem (OBE et al., 2004). Dentre os testes
que analisam mutagfes cromossomicas em
mamiferos,  destaca-se o0 teste de
microndcleos, que é um teste rapido e
simples, e detecta quebras e perdas
cromossdmicas (HAYASHI et al., 1994).

O micronicleo é um tipo de cromatina
que pode surgir tanto da disjuncdo andémala
dos cromossomos, devido a anormalidades do
fuso, quanto pela quebra de cromossomos.
Ele é formado pelo desenvolvimento de um
novo envoltorio de sistema de membrana ao
redor da cromatina que ndo se moveu para 0s
polos durante a andfase (GROVER,;

SATWINDERJEET, 1999).
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A sensibilidade do teste do microndcleo é
comparavel & da analise de quebras e trocas
cromatidicas (KLIESCH; ADLER, 1980).
Sendo que o ensaio do microndcleo apresenta
uma grande vantagem sobre as demais
técnicas, a de ndo requerer cultivo celular,
bem como  preparagbes  metafasicas
(TITENKO-HOLLAND et al., 1998).

Neste estudo, o CT-OE ndo aumentou a
frequéncia de eritrocitos micronucleados de
sangue  periféricos de  camundongos,
sugerindo que o mesmo ndo possui efeito
genotdxico (clastogénico e/ou aneugénico) in
vivo, caracteristica importante para sua
aplicabilidade na terapia popular.

Efeito semelhante foi encontrado por
Rodrigues et. al. (2010), onde utilizou o teste
do microndcleo da medula dssea de ratos
wistar para avaliar a atividade genotdxica do
extrato Croton cajucara Benth. Esse trabalho
demonstrou que o tratamento com o extrato
vegetal ndo provocou efeito genotoxicos nos
eritrocitos.

Dessa forma, pode-se sugerir que o
Ct-OE ndo interfere na divisdo nuclear dos
eritroblastos  da  medula,  quebrando
cromossomos ou interferindo no fuso, ndo se

apresentando genotoxico.

CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos na

investigacdo do efeito genotoxico in vivo do
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0leo essencial das folhas de Croton tricolor
Klotsch ex Bail (Ct-OE), pode-se concluir que
o Ct-OE na concentracdo de 2000mg/kg néo
induziu danos cromossémico estrutural e/ou

numeérico.
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