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Resumo: Solanum lycocarpum St. Hil. (nome comum: Lobeira) é um arbusto comum no cerrado brasileiro.
Os frutos verdes desta espécie sdo amplamente empregados na medicina popular como calmante,
diurético, sedativo, antiepiléptico, antiofidico, no tratamento de diabetes, doengas venéreas, gripe,
maldria, tosse comprida, asma, Glcera, hepatites, verminoses e para diminuir niveis de colesterol. A
literatura relata a presenca de substdncias como solanina, solamargina e solasodina nos frutos
verdes além de grande quantidade de taninos. No presente trabalho a atividade antigenotoxica do
extrato dos frutos verdes de S. lycocarpum St. Hil. foi avaliada, utilizando o teste de micronlcleos em
medula déssea de camundongos(Mus musculus). Grupos de cinco animais foram tratados
intraperitonealmente nas doses de 5mg/kg, 10 mg/kg, 25 mg/kg, 50 mg/kg e 80 mg/kg do extrato de
S. lycocarpum com administragdo concomitante de 4 mg/kg de ciclofosfamida. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical apds 24 h do tratamento, e as preparagdes citoldgicas foram
feitas de acordo com a metodologia de Heddle. Para todas as doses aplicadas, a freqiéncia de
microntcleos foi avaliada em eritrocitos policromaticos (EPC). Os resultados obtidos mostraram uma
reducdo significativa do nGmero de eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) em medula
4ssea do camundongo em relagdo ao controle positivo (ciclofosfamida) (P< 0,01). Dessa maneira,
pelos resultados obtidos, pdde-se concluir que o extrato dos frutos de Solanum lycocarpum St. Hil.

apresentou acdo moduladora da genotoxicidade.

PaLavras-cHAVE :Antigenotoxicidade, camundongos ciclofosfamida, micronucleo, Solanum lycocarpum.

AesTracT: Solanum lycocarpum St. Hil. (common name: “Lobeira”) is a common shrub in the Brazilian
cerrado vegetation. The green fruits of this species have been used in Brazilian folk medicine as
calmative, diuretic, sedative, anti-epileptic, anti-helmintic, anti-ophidic, for diabetes management,
venereal diseases, influenza, malaria, whooping cough, asthma, ulcer, hepatitics and to reduce
cholesterol levels. Previous studies demonstrated the presence of substances as solanine, solamargine
and solasodine in the green fruits, besides the high levels of tannins. In the present study, the
antigenotoxic activity of the extract of green fruits of S. /ycocarpum St. Hil. was evaluated by mouse
bone marrow micronucleus assay in polychromatic erythrocytes, Groups of five animals were treated
with the green fruits extract, by intraperitoneal administration in doses of 5 mg/kg, 10 mag/kg, 25 mg/
kg, 50 mg/kg and 80 mg/kg treated concomitantly with a dose of 4 mg/kg of cyclophosphamide. The
animals were sacrificed by cervical dislocation after 24 hours of treatment. The cytological preparation
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was made according to Heddle's methodology. The antigenotoxicity was evaluated by micronucleated
polychromatic erythrocytes frequency (MNPCE). The results demonstrated a significant decrease of
MNPCE frequency (P<0,01) in polychromatic erythrocytes of the bone marrow of mice, compared to
the positive control group (cyclophosphamide) for all applied doses. Our results indicated that the
green fruits extract of Solanum lycocarpum St. Hil. showed a modulating action of genotoxicity.

Kev worbps:Antigenotoxicity, mice, cyclophosphamide, micronucleus, Solanum lycocarpum.

INTRODUCAO

Desde tempos antigos, as plantas tém
sido comumente empregadas pela populacado
no tratamento de diversas patologias e/ou
como suplemento alimentar. O consumo dessas
plantas tem aumentado acentuadamente nas
ultimas décadas devido a um retorno aos
produtos naturais das populagdes (Woods,
1999; Khan et al., 2001; Who, 2002). Segundo
a Organizacao Mundial da Satde (OMS),
aproximadamente 80% da popula¢do mundial
utiliza remédios a base de produtos naturais
como recursos terapéuticos (Mitscher et al.,
1987). De acordo com a Associagdo Brasileira
de Industria Farmacéutica, o consumo de
medicamentos alopaticos aumentou 16%,
enquanto o uso de produtos naturais cresceu
cerca de 20 % no ano de 1995 (Adeodato et al.,
1996).

A planta Solanum lycocarpum St. Hil.
(Solanaceae), conhecida popularmente como
“lobeira”, “jurubebao” e “fruta-do-lobo”, é
uma planta comumente encontrada na regiao
do cerrado brasileiro (Almeida et al., 1998). Os
frutos verdes ou semi-maduros contém altas
taxas de taninos (Silva et al., 1994), além de
outras substincias como solanina, solasodina
e solamargina (Almeida, 1998). Os frutos sdo
utilizados na alimentacdo humana in natura
ou em forma de doces caseiros (Silva et al.,
1994) além de serem tradicionalmente
empregados em infusdes e maceragdes como
diurético, calmante, sedativo, antiepiléptico,
antiofidico, contra hepatites (Lorenzi, 1991),
diabetes, obesidade, colesterol (Dall’Agnol &
von Poser, 2000), asma, bronquite, doengas
venéreas, gripe, maldria, tosse comprida, tilcera
e verminoses, além de anticoncepcional de
animais (Almeida, 1998; Silva et al., 1994;
Ortencio, 1994).

Ja se conhece na literatura que muitos
compostos naturais possuem capacidade de

causar lesdes no DNA ou provocar mutagoes
génicas ou alteragbes cromossomicas. Esses
compostos sao genericamente denominados de
agentes genotéxicos (Vogel, 1989). Os agentes
genotdxicos mutagénicos causam mutagao de
ponto, que consistem em pequenas alteragdes
no DNA nao visiveis ao microscépio 6ptico. Os
agentes genotoxicos clastogénicos induzem
altera¢des cromossOmicas estruturais e os
agentes genotdxicos aneugénicos provocam
alteragbes cromossémicas numeéricas. Todos
esses agentes podem levar a transformacao
celular e provocar alteragdes neoplasicas
(Vieira, 1987).

Por outro lado, existem substancias que
sdo capazes de diminuir a freqiiéncia de
mutagdes ou de prevenir seu aumento por
diversos mecanismos de acdo, como a
diminui¢do do transporte do agente
genotoxico, ativacao de sistemas celulares que
interceptam e desintoxicam mutagenos,
estimulagdo do sistema de reparo do DNA e/
ou elimina¢do de grandes danos através da
inducdo da apoptose pela célula (De Flora &
Ramel, 1988; De Flora, 1998). Assim,
substincias que atenuam a acdo de agentes
genotoxicos sao genericamente denominadas
de agentes antigenotdxicos (Miyaji et al., 2004).

Estudos realizados anteriormente no
laboratério de Radiobiologia e Mutagénese da
Universidade Federal de Goias (Goiania),
utilizando o teste do micronticleo em medula
O0ssea de camundongos na avaliacao da
atividade toxica e genotdxica do extrato dos
frutos de Solanum lycocarpum St. Hil.
mostraram a presenga da atividade toxica dessa
planta, porém ndo foi detectada a presenca da
acao genotdxica (Moiana da Costa, 2002).

No presente estudo, foi avaliada a
atividade antigenotdxica (anticlastogénica e/
ou antianeugénica) do extrato dos frutos dessa




planta utilizando-se o teste do micronucleo em
eritrocitos policromaticos (EPC) de medula
Ossea de camundongos Mus musculus.

O teste de micronticleo in vivo (Heddle,
1973; Heddle et al., 1983), utilizando eritrécitos
policromaticos da medula dssea de camun-
dongos tem sido amplamente utilizado na
avaliacdo da genotoxicidade e antigeno-
toxicidade de substancias. Trata-se de um
método de alta confiabilidade, baixo custo, curta
duragao, simples e sensivel, que por ser
executado em mamiferos fornece uma boa
correlacdo em seres humanos (Rabello-Gay,
1991; Ribeiro, 2003). Além disso, por utilizar
animais vivos, inclui fatores como absorcao,
distribuicao e metabolizacao da substancia em
avaliacao (Sato & Tomita, 2001).

MAaTERIAL E METODO

ANIMAIS

No presente estudo foram utilizados 35
camundongos machos, saudaveis, da espécie
Mus musculus out bred, linhagem Swiss
Webster, oriundos do Biotério Central da
Universidade Federal de Goias, apresentando
peso corporeo entre 30 e 40 g, com faixa etaria
entre 8 e 12 semanas. Os animais tiveram livre
acesso a agua e racdo comercial e foram
acondicionados em gaiolas plasticas de
tamanho 40 x 33 x 16 cm , forradas com
serragem de madeira e trocadas diariamente,
em temperatura ambiente de aproximadamente
25°C e claridade luminosa natural. Em cada
gaiola foram colocados no maximo sete animais
e pelo menos apés cinco dias de permanéncia
no local é que se iniciaram os experimentos

EXTRATO DO FRUTO DA SOLANUM LYCOCARPUM ST.
HiL.

Os frutos verdes da Solanum lycocarpum
St. Hil foram coletados no municipio de Silvania,
Goids. Estes foram coletados e identificados por
H.D. Ferreira e a exsicata foi depositada no
Herbério da Unidade de Conservacdo da UFG
com o registro N° 20122/UFG. A coleta foi
realizada em setembro de 1997, que
corresponde a estagdo seca na regido central
do Brasil. O extrato dos frutos verdes da
Solanum lycocarpum St. Hil. foi obtido por

percolagao a frio com o etanol aquoso 96%.
A evaporacao do solvente em rota-
evaporador conduziu ao extrato seco, o qual
foi diluido em 80% de agua destilada
esterilizada e 20% de Tween(80%).

DRroGas E REAGENTES

Neste estudo foram utilizados os
seguintes reagentes: Ciclofosfamida -
C,H,C,N,O,P (Genuxal - Asca Médica),
Fosfato de sédio dibasico — Na,HPO,12H,0
(Merck), Fosfato de s6dio monobasico —
NaHPO,12H,0 (Merck), Giemsa (Doles),
Metanol- CH,O (Ecibra), Soro bovino fetal
estéril (Nutricell) e Tween (80%) (Synth).

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Grupos de cinco animais machos
foram tratados por via intraperitonial (i. p.),
com extrato dos frutos da Solanum
lycocarpum nas doses de 5 mg/Kg, 10 mg/
Kg, 25 mg/Kg, 50 mg/Kg e 80 mg/Kg,
juntamente com 4 mg/Kg de ciclofosfamida
(CP). Para controle positivo, administrou-se
uma dose de 4 mg/Kg de CP e para controle
negativo, dgua destilada estéril. Para todas
as doses utilizadas a freqiiéncia de
micronticleos foi avaliada no tempo de 24
horas pds-tratamento. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e os
fémures retirados. As epifises do fémur foram
cortadas e a medula dssea lavada com 1 mL
de soro fetal bovino. Apés homogeneizagao
da medula no soro, esta foi centrifugada a
300xg por 5 minutos. O sobrenadante foi
parcialmente descartado, e o precipitado de
células foi homogeneizado com pipeta
Pasteur. Uma gota de suspensdo celular foi
entdo transferida para a lamina de vidro,
onde foi feito o esfregaco celular. Apos
secagem das laminas, estas foram fixadas em
metanol absoluto durante 5 minutos e
coradas em solugdo de Giemsa tamponada
com pH 6,8, por um periodo de 15 minutos
(Heddle, 1973; Heddle et al., 1983). Apés este
periodo, as laminas foram lavadas em agua
corrente e secadas em condi¢des ambientais.
Para cada animal foram confeccionadas
quatro laminas, duas das quais foram
utilizadas na contagem e as outras duas
foram armazenadas como reserva




ANALISE CITOGENETICA

Para a avaliacao da atividade
antigenotdxica do extrato, foram analisados
micronicleos de eritrécitos policromdticos
analisando-se 1000 EPC, conforme Schmid
(1975). A confeccdo das laminas e a contagem
foram realizadas pelo procedimento “duplo
cego” sendo estas analisadas em microscopio
modelo Olympus BH-2 com objetivo de
imersdo (10x100).

Analise Estatistica

Na anadlise da atividade antigenotoxica
da planta, os resultados da freqiiéncia de
eritrécitos policromaticos micronucleados
(EPCMN) induzidos com diferentes doses do
extrato dos frutos da S. lycocarpum
juntamente com 4 mg/Kg de ciclofosfamida
(CP) foram comparados com o do grupo
controle positivo (CP) pelo teste t-Student,
considerados como significativos valores de
p < 0,01

ResuLtapo E DiscussAo

A avaliacio da atividade antigenotoxica
da Solanum lycocarpum St. Hil. foi realizada
pelo teste de micronticleo em medula dssea
de camundongos. Foi escolhida a via
intraperitoneal de administragao, pois essa via
maximiza a exposi¢do da medula ossea aos
agentes quimicos (Preston et al., 1981). O
tempo de 24 horas pés-administracao foi
utilizado para a presente avaliagdo, pois,
segundo Salamone et al. (1980), nesse tempo
a droga testada em geral apresenta maxima
acao.

Os resultados obtidos da freqiiéncia de
micronticleos em eritrocitos policromaticos
(EPCMN) ap6s o co-tratamento com
ciclofosfamida (CP) e o extrato bruto do fruto
verde de S. lycocarpum em diferentes doses
estdo apresentados na Tabela 1.

Os resultados do presente estudo
(Tabela 1) mostraram que a freqiiéncia de
eritrocitos policromaticos micronucleados

Tabela 1 : Freqiiéncia de eritrécitos policrométicos micronucleados (EPCMN) em 1000 EPC
ap6s 24 horas do co-tratamento com 4mg/Kg de ciclofosfamida (CP) e o extrato dos frutos

verdes da Solanum lycocarpum St. Hil.

Tratamento Dados Individuais B
(EPCMN/1000 EPC) Xz*8s
Extrato + CP a b C d e
5mg/Kg + 4mg/kg 14 18 18 16 15 1620+ 1,79%
10 mg/Kg + 4mg/kg 15 17 16 18 14 16,00 = 1,58*
25 mg/Kg + 4mg/kg 15 18 17 15 18 16,60 + 1,52%
50 mg/Kg + 4mg/kg 16 16 15 17 14 15,60 + 1,14%
30 mg/Kg + 4mg/kg 7 6 7 5 8 6,60 +1,14*
Z(+)CP 22 20 21 23 22 21,60 £ 1,14
Z(-) H0 2 1 3 3 1 2,00 = 1,00*

*P <0),01 Diferenca significativa em relagio ao gripo controle positivo(CP) (pelo teste t - Student) considerados significativos valores

de p <0,01
C(-) controle negativo (H,O - deslilada estéril)
C(+) controle positivo (CP - ciclofosfantida)




(EPCMN) foi elevada nos animais tratados
com controle positivo (CP), a média obtida
de EPCMN /1000 EPC foi 21,6, e baixa nos
tratados com controle negativo (H,O
destilada estéril), a média foi de 2 EPCMN/
1000 EPC. Nas doses de 5, 10, 25, 50 e 80mg/
Kg do extrato da planta co-tratados com 4
mg/Kg de ciclofosfamida as médias de
EPCMN /1000 EPC obtidas foram 16,2, 16,0,
16,6, 15,6 e 6,6, respectivamente. Em todas
as doses aplicadas, foi mostrada uma reducédo
estatisticamente significativa (P<0,01) no
numero de EPCMN. Este decréscimo é mais
acentuado na dose de 80 mg/Kg. Assim, o
extrato dos frutos da S. lycocarpum exibiu
uma acao moduladora de genotoxicidade em
eritrocitos policromdticos da medula dssea
dos camundongos.

A atividade moduladora da atuagdo da
CP pela planta possivelmente pode ser
atribuida a agdo de taninos, presentes em
altas taxas nos frutos verdes de S.
lycocarpum (Silva et al., 1994). Estudos
anteriores ja mostraram que geralmente os
taninos suprimem aberragdes cromossOmicas
induzidas por diversos agentes mutagénicos
(Sazaki et al., 1988). Ja se sabe que varias
doengas degenerativas como céncer,
esclerose multipla, arteriosclerose e o proprio
processo de envelhecimento estao associados
a altas concentracdes intercelulares de
espécies reativas de oxigénio (Loft & Poulsen,
1996; Slupphaug et al.,2003). Estudos
recentes mostram que varios taninos atuam
como captadores de radicais livres, os quais
interceptam espécies ativas de oxigénio
formando espécies estaveis (Haslam, 1996;
Simdes, 2000). Assim, possivelmente, os
taninos podem exercer uma certa agao de
protecao contra agentes genotdxicos
endogenos e exogenos.

ConcLusAo

Pelos resultados obtidos, pode-se
concluir que o extrato do fruto da Solanum
lycocarpum St. Hil. (Lobeira) em co-
tratamento com 4mg/Kg de ciclofosfamida
apresentou uma ac¢ao moduladora da
genotoxicidade em eritrécitos policromaticos
da medula 6ssea de camundongos.
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