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AVALIACAO DO POTENCIAL MUTAGENICO E ANTIMUTAGENICO DO
EXTRATO ETANOLICO BRUTO DAS FOLHAS DE Cnidoscolus quercifolius,
ATRAVES DO TESTE DE MICRONUCLEO.

Maria Caroline Araujo Rodrigues’

RESUMO - A espécie Cnidoscolus quercifolius, conhecida popularmente como faveleira, é
uma planta forrageira nativa da Caatiga muito utilizada nessa regido como fonte terapéutica
para varias enfermidades como propriedades cicatrizante, analgésica, anti-inflamatoria,
antibidtica e diurética e também de alimento para varios animais. Conhecimentos empiricos e
cientificos mostram que substincias que compdem os principios ativos das plantas podem
causar efeitos adversos, toxidade e contraindicagdes no uso. Estudos também comprovam que
diversas substancias presentes nos vegetais sao capazes de inibir os agentes causadores dos
efeitos mutagénicos, atuando como um antimutagenico. O presente estudo objetivou realizar
uma analise da mutagenicidade e antimutagenicidade do extrato etandlico bruto C.
quercifolius, faveleira, através do teste de micronticleo em sangue periférico de camundongos
da espécie Mus musculus. O experimento foi realizado com extratos obtidos das folhas de C.
quercifolius. Esses extratos foram divididos nas dosagens de 2000mg, 1000mg e
500mg/Kg.p.c. Os animais foram distribuidos em seis grupos, formados por trés machos e trés
fémeas para cada dosagem de tratamento. Foi estabelecido um grupo controle positivo, cujo
tratamento foi feito com ciclofosfamida (50mg), dgua destilada e DMSO, e um grupo controle
negativo tratado com agua e DMSO. As ldminas com o material foram analisadas em
microscopia Optica, tendo um aumento de 1000x. Os micronucleos foram observados a cada
2000 células por lamina. De acordo com a andlise estatistica quanto a frequéncia de
micronucleo para a mutagenicidade, ndo foi constatada diferencas significativas entre as
médias de cada tratamento (extrato) em relacdo ao controle negativo. Contudo, quanto a
avaliacdo antimutagenica, foram encontradas diferencas significativas entre as médias das
dosagens para cada tratamento quando comparadas ao controle positivo. Conforme os
resultados obtidos, pode-se concluir que o extrato C. quercifolius nao apresenta atividade
mutagénica. Mas desempenha uma atividade antimutagénica bastante consideravel.

Palavras chaves: Faveleira. Principios ativos. Microntucleos.



EVOLUTION OF THE MUTAGENIC AND ANTIMUTAGENIC POTENTIAL OF THE
EXTRACT OF Cnidoscolus quercifolius, THROUGH MICRONUCLEUS TEST

Maria Caroline Araujo Rodrigues’

ABSTRACT - The species Cnidoscolus quercifolius, popularly known as faveleira, is a native
fodder plant of the Caatinga widely used in this region as a theraupetic source for various
diseases as cicatrizant, analgesic, anti-inflammatory, antibiotic and diuretic properties and also
of food for several animals. Empirical and scientific knowledge show that substances that
constitute the active principles of plants can cause adverse effects, toxicity and
contraindications in use. Studies also claim that the use of natural plant products can also
inhibit the causative agents of mutagenic effects acting as an antimutagenic. This study aimed
to perform an analysis of the mutagenicity of stratum of C. quercifolius, faveleira, through the
micronucleus test in mice of the species Mus musculos. The experiment was performed with
extracts of the leaves of C. quercifolius. These extracts were divided into the dosages of 2000
mg, 1000 mg e 500 mg/Kg.p.c. C. The animals were divided into six groups consisting of
three males and three famales for each dose treatment. A positive control group, in which
animals were treated with cyclophosphamide, was established (50 mg/Kg.b.w.), and negative
control group treated with water and DMSO. The slides with the material were analyzed by
lght microscopy, with an increase of 1000x. According to the statiscal analysis on the
frequency of micronuclei for the evaluation of mutagenicity, there were no significant
defferences between the averages of each treatment (extract) and the average of the negative
control. However, for the antimutagenicity evoluation, significant differences were found
between the averages of each treatment (extract + cyclophosphamide) and the average of the
positive control. As the results show, it can be concluided that the extract extrato
C.quercifolius did not show mutagenic test. But plays a activity antimutagenic considerable.

Keywords: Faveleira. Active principous. Micronucleus.



1. INTRODUGCAO

E de costume popular utilizar plantas para fins terapéuticos, principalmente pela
populagdo mais carente que, devido a falta de recursos econdomicos, ndo tem muito acesso a
medicamentos industrializados. Essa pratica de “medicina caseira” ou tradicional vem de
milénios desde o surgimento da espécie humana, que sempre buscou recursos da natureza
para tratar de problemas de saude, gerando assim um hdbito que passaria para as geragdes
futuras (STURBERLLE, 2010; BUFFON, 2005).

Ha uma grande variedade de espécies de plantas que sdo utilizadas para o tratamento,
cura e prevencao de diversas enfermidades que acometem o homem. Essas plantas conseguem
produzir substancias naturais ou principios ativos que conseguem combater alguns patogenos.
A utilizagdo pode ser feita através de chas, extratos vegetais originados do metabolismo
secundario, emplastos e infusdes (ALEXANDRE et al., 2005).

Embora a utilizagdo de plantas, como ja foi comprovada por varios estudos, consiga
ter um resultado eficaz para o tratamento de algumas doencas, ainda se faz necessarias
analises que permitam determinar se essa planta pode ser realmente utilizada. Pois mesmo
vindo de fontes naturais, ¢ possivel que haja a presenga de alguma substincia nociva a saude
humana. O cuidado com o preparo para tornar essa planta utilizavel ¢ essencial, e isso
dependera de qual parte da planta serd extraido o material a ser usado e qual o tipo de doenca
a ser tratada (ZEIGER et al., 2012; TAIZ, 2012).

A preocupacao em descobrir os efeitos favoraveis que as plantas oferecem quando sao
utilizadas para fins terapéuticos, levou também a preocupacdo da existéncia de possiveis
propriedades que pudessem causar alguma alteracdo mutagénica. Mesmo sendo bastante
comum a utilizacdo de plantas para o tratamento de doencas, existem relatos de que alguns
vegetais podem levar a efeitos indesejaveis como ¢ o caso das mutagdes, gerando graves
problemas de saude, em vez de resolvé-los (SOUZA et al., 2012).

Atividades mutagénicas estdo ligadas a alteragdes cromossomicas nas células, quando
estas estdo em divisdo celular. Essas alteragdes causam diversas mudangas no genoma do
individuo, gerando modificagdes que levam a sérios riscos de inibi¢do do funcionamento
normal do organismo, podendo acarretar o aparecimento de cancer (GRIFFITHS et al., 2016).

Entretanto, Silva e colaboradores afirmam que had propriedades nas plantas que
possuem agentes antimutagénicos que inibem a atividade mutagénica de algumas substancias.

Um dos testes utilizados para identificar alguma atividade mutagénica ou anti-

mutagénica ¢ o chamado teste de micronucleo. Esse teste consiste na contagem de



micronucleos que aparece em células que sofreram alteracdes cromossOmicas, sendo essa
contagem comparada ao numero que identifica se houve ou ndo uma quantidade de mutacdes
favoraveis. O teste de micronucleo detecta alteragdes gendmicas, na divisdo mitdtica da
célula, indicando que ali houve perda de DNA. Os MN possuem um formato arredondado e ¢
composto por pedagos ou até¢ mesmo de cromossomos inteiros, resultantes da quebra do DNA
que estava passando por mitose. Geralmente, sua presenca ¢ analisada em eritrocitos
policromaticos, em estdgio ainda de amadurecimento, contendo ribossomos (AZEVEDO, et
al. 2003; CHOY, 2001; RIBEIRO et al., 2003).

Segundo (VIEIRA et. al., 2008) a Caatinga tem uma formacdo vegetal constituida
essencialmente de arbustos e arvores caducifolias, plantas suculentas armadas de espinhos e
herbaceas anuais que se desenvolvem no curto periodo das chuvas. Vale destacar que entre as
plantas desse bioma, ha aquelas que possuem potencial para serem utilizadas como alternativa
mesmo em areas degradadas. No periodo seco, a planta chega a perder totalmente suas folhas,
vinda a rebrotar imediatamente apOs a hidratacdo das primeiras chuvas (ALOUFA e
MEDEIROS, 2016). A Caatinga apresenta varias espécies de plantas nativas que sdo
utilizadas para fins terapéuticos, porém ndo se conhece a composi¢do da maioria dessas
plantas (DAMASCENO, 2007).

A Cnidoscolus quercifolius, conhecida vulgarmente por faveleira, ¢ uma planta
forrageira nativa da caatinga nordestina. A espécie ocorre em todo o semiarido em regides de
caatinga apresentando ampla distribuigdo pelos estados do Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, sudoeste do Piaui, interior da Bahia e norte de Minas
Gerais (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

A espécie pertencente a familia Euphorbiaceae, do tipo arboreo podendo chegar a
cinco metros de altura, possui sementes de testa dura, lisa, € albimem rico em 6leo comestivel
(CAVALCANTTI et al., 2011; CANDEIA, 2005 ). Apresenta alta resisténcia a seca, € prospera
em terrenos inoOspitos. Possuem grandes numerosos mecanismos naturais, proprios das
xerofilas, possibilitando a adaptacdo aos longos periodos de estiagem que sdo ocorrentes no
sertdo nordestino. Dentre esses mecanismos a perda das folhas com a diminuicao drastica da
superficie foliar, os estdmatos protegidos por pelos contra o excesso de evaporacao,
abundancia de cortica no caule ¢ a capacidade de armazenamento de reservas no caule ¢ na
raiz sdo exemplos. (EMBRAPA, 2014).

Estudos no Semiarido paraibano documentam uma ampla utilizagao de C. quercifolius
como planta medicinal, na alimentagdo animal, enquanto que, na alimentagdo humana, ha

pouco conhecimento de suas potencialidades. Quanto a sua utilizacdo em praticas medicinais



populares, sdo relatadas principalmente a sua utilizagdo como propriedades cicatrizante,
analgésica, anti-inflamatoria, antibiotica e diurética (NOBREGA, 2001).

Apesar de seu uso terapéutico ser muito comum, ainda ndo sdo conhecidas as
propriedades das substancias que compde a C. quercifolius. E fazer um estudo acerca dessas
substancias foi o intuito deste trabalho, para que se consiga um melhor aproveitamento desse

vegetal, visando um melhor cuidado com a saude das pessoas que a utiliza.

2. METODOLOGIA
2.1 Material vegetal

O derivado vegetal, extraido das folhas de C. quercifolius, foi fornecido pelo professor
Harley da Silva Alves do departamento de Farmacia da Universidade Estadual da Paraiba. As
folhas da C. quercifolius foram coletadas em junho de 2013, no Campus I da Universidade
Estadual da Paraiba, na cidade de Campina Grande - PB. A matéria-prima vegetal foi lavada,
submetida a secagem em estufa de circulagdo de ar a 40 °C e micromizado o p6 usando o
moinho de facas.

O po obtido foi submetido a extragdo por maceragdo em etanol a 96%, com a
realizacdo de extracdes em intervalos de 72h e posterior eliminacdo do solvente em

evaporador rotativo (TE — 211 - tecnol a T< 50°C.

2.2. Animais

Foram utilizados camundongos adultos e saudéaveis da espécie Mus musculus (Swiss albino),
com peso corpoéreo variando entre 23-30g, provenientes do laboratorio de Biogenética da
Universidade Estadual da Paraiba. Os animais foram mantidos em caixas individuais de
polipropileno (forradas com maravalha) com tampa-grade, durante o periodo de tratamento,
com agua e racao, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura aproximada de 27 °C. Para os
tratamentos os animais foram distribuidos em grupos de 6, com 3 machos e 3 fémeas. Cada

um deles recebeu um volume maximo de 0,1mL das substancias utilizadas para cada 10 g de

p.c.

2.3 Controles Negativo e Positivo

Todos os animais do grupo controle negativo foram tratados com agua destilada e
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DMSO, via gavagem. Os animais do controle positivo foram tratados via intraperitoneal com
ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.) dissolvida em dgua destilada e DMSO em um volume maximo
de 0,ImL para cada 10 g de p.c., sendo o tratamento feito via intraperitoneal.

2.4 Ensaio Mutagénico

Para avaliagdo do potencial mutagénico os animais tratados foram distribuidos em trés
grupos de tratamentos com trés doses do extrato, 2000 mg/kg, 1000 mg/kg e 500 mg/kg p.c.,

via gavagem.

2.5 Ensaio antimutagénico

Para a avaliacdo antimutagénica, os animais tratados foram distribuidos em trés grupos
de tratamentos. Utilizamos as mesmas dosagens testadas para a investigagdo da
mutagenicidade (2000 mg, 1000 mg e 500 mg/kg p.c) aplicadas, simultaneamente, com a
ciclofosfamida (50 mg/kg p.c.), via intraperitoneal, enquanto o extrato foi aplicado por via

gavagem.

2.5. Preparagdo das laminas e analise citologica

Decorrido 30 horas ap6s os tratamentos, foi coletado aproximadamente Sul de sangue
(uma gota) para a realizacdo do esfregago em lamina. Para cada animal duas laminas
(duplicatas) foram preparadas e codificadas para andlise em teste cego. Apds 24h as laminas
foram fixadas no alcool metilico por 10 minutos e secas a temperatura ambiente. Em seguida
as laminas foram coradas com Giemsa, por 15 minutos. O excesso de corante presente nas
laminas foi retirado com agua destilada. As laminas prontas e secas foram entdo armazenadas
em geladeira até a analise citologica.

Para a andlise citologica foi utilizado microscopio Optico com aumento de 1000x.
Foram contabilizados 2000 eritrocitos policromaticos por animal para a verificagdo da

frequéncia de células micronucleadas nos diferentes tratamentos realizados.

2.6. Analise estatistica

Para a anadlise estatistica dos resultados foi empregado o teste-t de Student, com

p<0,05 (5 %) para as diferencas estatisticas significativas, com auxilio do programa Excel
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2010 no qual para avaliar a atividade mutagénica a frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (PCEMN) dos grupos tratados com extrato foram comparada com os 14
resultados do grupo controle negativo, e para avaliar a atividade antimutagénica a frequéncia
de PCEMN dos grupos tratados com extrato e ciclofosfamida foram comparadas com o

controle positivo.

3. RESULTADOS

3.1 Avaliacdo mutagénica

Os resultados da avaliagdo mutagénica do extrato etanolico bruto C. quercifolius estao
representados na tabela 1. De acordo com as andlises estatisticas, ndo houve um aumento
significativo na média de eritrocitos policromaticos micronucleados nos trés grupos de
camundongos das dosagens testadas (500 mg, 1000 mg e 2000 mg) do extrato de C.

quercifolius, quando comparadas em relagdo ao grupo de camundongos do controle negativo.

Tabela 1. Avaliagdo da atividade mutagénica expressa pela média, desvio padrdo das dosagens de 2000, 1000 e
500 mg/kg p. c. do extrato etandlico da Cnidosculos quercifolius.

Tratamento/Concentracao Ml M2 M3 FI F2 F3 Média + SD
Controle Positivo p.c 15 18 11 12 10 19 14,1 +£3,43
Controle Negativo p.c o 1 1 0 0 1 0,5+0,54

Cnidoscolus querglé‘ollus 2000mg/Kg 301 1 2 3 1 2.5+ 1,04
Cnidoscolus que;acfo//us 1000mg/kg > 4 1 0 2 4 2.1+ 1,60
Cnidoscolus querl)'cclfollus 500mg/kg 4 2 3 1 3 9 1.8+ 098

Controle negativo= agua destilada + DMSO; Controle positivo = ciclofosfamida 500 mg/kg p. c.; SD= desvio
padrao; M= machos; F= fémeas; p < 0,05.

Conforme os resultados, quando fazemos a comparagdo entre as dosagens testadas
com o controle negativo, pode-se afirmar que o derivado vegetal das folhas da Cnidosculos
quercifolius nao induziu dano cromossdmico que indicasse uma a¢ao mutagénica significativa
nas células policromaticas das doses testadas. Também nao houve uma diferenca significativa
na quantidade de micronucleos quando comparamos os sexos, visto que apresentaram uma
quantidade semelhante.

Plantas utilizadas para fins terapéuticos possuem diversos compostos farmacologicos

que atuam no organismo. Porém muitas dessas substancias podem ter um efeito mutagénico
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ndo desejavel, podendo acarretar danos irreversiveis no organismo. Por isso se faz importante
averiguar a natureza desses compostos, para conhecer suas potencialidades terapéuticas,
toxicas e para elaboracdo de uma estratégia adequada no seu uso (PERON, 2008).

A avaliacdo da genotoxidade de varios compostos pode oferecer informacdes
importantes, permitindo, dessa maneira, conhecer os riscos em potencial para a populacao
humana.

Lacerda (2011) destaca o uso de C. quercifolius como inibidora de bactérias
patogénicas, ou seja, apresenta atividade antimicrobiana. Porém a C. quercifolius ¢é
considerada uma planta cianogénica, uma vez que possui em sua constituicdo o acido
cianidrico - HCN, substancia caracterizada por apresentar um alto grau de toxicidade, ser
volatil e incolor. (BATISTA, OLIVEIRA; SOUZA, 2012).

De acordo com Morais (2015), a Cnidosculos quercifolius apresentou resultados
positivos para a presenca de flavonas, flavondis, xantona e fenodis. Dentre esses grupos de
metabolismo secundarios, os que mais sdo encontrados em estudos nas literaturas sdo os
flavonoides e os taninos, por estarem presentes em grandes quantidades nas plantas gracas a
sua alta capacidade antioxidativa (MORALIS, 2009).

Estudos que avaliaram a capacidade mutagénica /in vivo e in vitro de compostos
obtidos dos extratos metanolicos de plantas do Cerrado, Alchornea castaneifolia, A.
grandulosa, A. triplinervia, Pouteria multiflora e Solanum pseudoquina, mostraram que a
capacidade mutagénica desses extratos se deve a presenca de uma grande quantidade de
flavonoides e taninos (SANTOS, 2006). Possivelmente, na C. quercifolius nao ha uma

quantidade eficiente que pudesse conferir a este vegetal uma a¢do mutagénica.

3.2 Avaliacdo da antimutagenicidade

Os resultados da avaliacdo antimutagénica do extrato etandlico bruto C. quercifolius
estdo representados na tabela 2. Segundo as andlises estatisticas quanto a comparacdo das
médias de cada tratamento com o extrato C. quercifolius em relagdo ao controle positivo
(ciclofosfamida) através do test t de Student, pode-se observar uma diferenga significativa na

quantidade de micronucleos, apresentando uma queda de 88%, uma porcentagem alta.
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Tabela 2. Avaliacdo da atividade antimutagénica expressa pela média, desvio padrdo das dosagens de 2000,
1000 e 500 mg/kg p. c. do extrato etandlico da Cnidosculos quercifolius.

Tratamento/Concentragao Ml M2 M3 Fl F2 F3 Meédia£SD
Contrle Positivo 15 18 11 12 10 19 14,1+3,76
Controle Negativo 0 1 1 0 0 1 0,5+ 0,54

Cnidoscolus quercifolius 2000 mg/Kg 6 4 73 5 3 464163

p.c

Cnidoscolus quercifolius 1000mg/Kg — , » | s 3 5  5g.147
p.c ’ ’

Cnidoscolus quercifolius 500mg/Kg 3 4 2 27 5 3 3.1+ 1.16
p.c ’ :

Controle negativo= agua destilada + DMSO; Controle positivo = ciclofosfamida 500 mg/kg p. c.; SD= desvio
padrdo; M= machos; F= fémeas; p < 0,05.

Substancias naturais ou sintéticas que conseguem modular as diversas agdes dos
agentes potencialmente mutagénicos sdo chamadas de antimutagenicas. O termo
antimutagenicidade define a redugdo da frequéncia de mutagdes espontaneas ou induzidas,
independente do mecanismo envolvido (WATERS et al, 1996)

Vegetais que apresentam flavonoides e fendis em sua composicdo quimica sdo de
grande interesse para as industrias farmacologicas, isso porque esses compostos tém grandes
atividades antioxidante sendo efetiva no tratamento de doengas cardiovasculares e de certos

tipos de cancer (VIEIRA et al, 2015).

Os flavonoides sdo compostos de origem natural do grupo dos metabolitos secundarios
que predominam no Reino Vegetal. O composto possui uma ampla agdo antioxidante que
auxilia na prevencdo de doencas. Os beneficios causados pela ingestdo de frutas e outros
vegetais se deve a este composto. Ele auxilia na absorcdo de vitamina C, podendo ter acdo
anti-inflamatoria, antialérgica, anti-hemorragica, sendo destacada a sua a¢do mais importante
que ¢ a de antioxidante. Essa agdo antioxidante confere uma oOtima alternativa para a
utilizacdo desses vegetais no tratamento do cancer e de doencas cardiovasculares (BEHLING
etal, 2004).

Varios estudos sobre os flavonoides ja demonstraram seu efeito cardioprotetor, gragas
a acdo de reducdo da LDL-c e da peroxidagao lipidica das lipoproteinas. Porém ainda nao foi
estabelecida uma quantidade e um tempo exato que se deve consumir de vegetais que
apresentam esse composto para que haja esse efeito, havendo a necessidade de fazerem-se

mais estudos em cima de um consumo regular (OLIVEIRA et al, 2006).
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Em relagdo a presenga de taninos na composi¢do quimica da C. quercifolius, vale
salientar que varios estudos apontam uma importante acdo antibacteriana, acdo de reparagdo
de tecidos, agdo antioxidante, regulacdo enzimadtica, entre outras. Esses feitos estdo

diretamente relacionados a dose, o tipo de tanino e o periodo de ingestao (CASTEJON, 2011).

4. CONCLUSAO

De acordo com as informagdes obtidas no presente estudo, o extrato etanolico bruto da
Cnidoscolus quercifolius nao provocou o aumento de eritrocitos micronucleados em nenhuma
das dosagens testadas, indicando que o extrato ndo apresenta atividade mutagénica. Por outro
lado, pode-se observar que houve uma reducdo consideravel de células micronucleadas,
indicando uma atividade antimutagenica, com um limiar semelhante dentro das trés dosagens
testadas, causadas pelas diversas propriedades terapéuticas existentes na C. quercifolius,
sendo este um resultado que nao pode ser ignorado.

Ainda assim, faz-se necessario o cuidado na utilizagdo de plantas medicinais para que
se mantenha a saude da populacdo humana, visto que diversos fatores podem influenciar a
acao dos principios ativos nos vegetais. Portanto ¢ de grande importancia realizarmos estudos
que venham esclarecer as propriedades terapéuticas dessa planta e o seu modo de uso, para

que ndo seja colocada em risco a satde do usuadrio.
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