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RESUMO: A creolina, um composto de hidrocarbonetos, fenol
e cresdis, ¢ utilizada como desinfetante de eficacia comprovada
contra varias bactérias. A creolina também faz parte de
experimentos recentes, nao como fator de intoxica¢ido, mas na
cura de feridas e sobre reparagao tecidual, apresentando uma
cicatrizacio do ferimento, com acentuada neovascularizacio e
reepitelizacao. Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito
genotoxico da creolina nas células sanguineas de camundongos
através do teste do micronucleo. Foram utilizados 16 camundongos
fémeas adultas, divididas em 3 grupos, sendo o primeiro, o grupo
controle positivo onde foi administrado ciclofosfamida em
dosagem tunica de 50mg/kg. O segundo grupo recebeu solucio
fisiologica 0,9%, como controle negativo e o terceiro grupo
foi tratado com a creolina. A eutanasia foi realizada 48 horas
apoOs os tratamentos e as laminas confeccionadas com sangue
intracardfaco, avaliando 1.000 eritrécitos policromaticos para a
contagem de micronucleos. Na concentracio testada, a creolina é
uma substancia genotoxica capaz de induzir alteracdes no DNA
celular provocando a formacao de micronucleos residuais.
PALLAVRAS-CHAVE: Genotoxidade; Células
Sanguineas; Micronucleo

Creolina;

GENOTOXIC EFFECT IN ERYTHROCYTES
OF MICE TREATED ORALLY WITH
CREOLIN

ABSTRACT: Creolin is a hydrocarbonate, phenol and cresol
compound used as a highly efficient disinfectant against several
bacteria. Creolin has recently been used in experiments in the
cure of wounds and tissue recovery. In fact, it features wound
healing with neo-vascularization and re-epithelization. Current
analysis evaluates the genotoxic effect of creolin in mice’s blood
cell by micronucleus test. Sixteen female mice were employed
and divided into three groups. The first group was the positive
control to which cyclophosphamide at a single dose of 50mg/
kg was administered. The second group received a physiological
solution 0.9%, as negative control. The third group was treated
with creolin. Euthanasia occurred 48 h after treatment and
laminas with intracardiac blood were investigated by evaluating
1000 polychromatic erythrocytes for micronucleus counting,
Within the concentration tested, creolin is a genotoxic compound
that induces alteration in cell DNA and causes the formation of
residual micronuclei.
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INTRODUCAO

A creolina, um composto de hidrocarbonetos,
fenol e cresdis, é utilizada como desinfetante de
eficicia comprovada contra algumas bactérias
como Salmonella typhimurinm, Psendomonas aernginosa,
Staphylococcus anreus, Listeria monocytogenes e Escherichia
cols.

Os cresoéis sao conhecidos por pertencer a
um grupo de compostos quimicos fendlicos que
agem sobre o protoplasma de células bacterianas e
dos mamiferos causando desnaturagao e precipitagao
de proteinas (GORNIAK; SPINOSA, 2003). A
exposi¢dao ao composto geralmente ocorre em niveis
muito baixos, mas, quando sao respirados, ingeridos
ou aplicados na pele em niveis muito elevados,
podem ser muito prejudiciais (HANSEN, 2000).
Cleveland

da exposicao a

Spiller, Quadrani-Kushner e

(1993) avaliaram os efeitos
desinfetantes fenolicos numa revisao retrospectiva,
onde os principais efeitos encontrados em pacientes
apos a exposicao oral foram uma rapida depressao
do sistema nervoso central, vomito, tosse, prurido e
ardéncia; entretanto, nenhuma avaliacao ou coleta de
amostras foram feitas diretamente com os pacientes
e o risco de contamina¢io corrosiva e sistémica
nao foram mensurados. Segundo Hansen (2006) os
creso6is produzem ainda danos ao coragao, figado,
rins, anemia, paralisia facial, coma e morte.

A creolina também faz parte de experimentos
recentes nao como fator de intoxicacao, mas na
cura de feridas. Miller e Rodriguez (2010) utilizaram
a creolina liquida sobre as feridas causadas por
“Tungiasis”, uma infecgdo cutanea causada pelo
parasita Twunga penetrans. A parasitose foi controlada
tanto em humanos como em caes, levando os
pacientes a cura.

Em
Barbudo et al. (2001) utilizaram um hidrocarboneto

estudo sobre reparagao tecidual,

alifatico sobre feridas cutaneas provocadas no dorso

de roedores. O grupo que recebeu o tratamento

topico com  hidrocarboneto  mostrou  uma
cicatrizagao completa do ferimento, com acentuada
neovascularizagao, reepitelizacao e presenca de fibras
colagenas quando comparado ao grupo controle que
recebeu solucio fisiologica.

Zachiewicz (2003), em estudo sobre a
automedicagao de pacientes com doengas cronicas
(HIV, Chagas e Paracoccidioidomicose), verificou que
a ingestao da creolina ocorre com baixa frequéncia
na tentativa de auxiliar a prescricao médica em busca
da cura e também para reduzir os efeitos colaterais
provocados pelos medicamentos em uso.

Aanalise citogenética permite avaliar os danos
provocados no DNA ou nos cromossomos ap6s uma
exposicao a agentes nocivos. Uma vez identificados
os agentes, agoes para diminuir sua presenga no meio
ambiente ou para proteger a popula¢io contra eles
podem minimizar as consequéncias sobre a saude
das pessoas (MARTINO-ROTH et al., 2002).

Uma parte experimental na confirmagio e
liberacao de uso de medicamentos ¢é a avaliacao da
capacidade mutagénica e genotoxica da substancia
em questao. Esse procedimento pode ser realizado
com sucesso através do teste de micronucleo.

A mutagénese ¢ determinada quando
ocorre uma alteracdo espontanea ou induzida
por agentes fisicos ou quimicos (LEWIN, 2001)
e esta relacionada ao desenvolvimento do cancer
(DE FLORA; IZZOTTI apud GOMES, 2008);
entretanto, o desenvolvimento da doenca envolve
mais fatores que apenas uma mutagao no material
genético (ALBERTS et al., 2002). Ja a citotoxicidade
ocorre em nivel celular, onde os testes avaliam se a
viabilidade celular foi ou nao afetada pela substancia
em questdo, e tal viabilidade é inferida através da
atividade mitocondrial (GOMES, 2008).

A genotoxicidade pode ser avaliada de acordo
com a interagao do agente mutagénico com o DNA,
sendo a capacidade de ligagio ao DNA avaliada
pela observagiao de aductos no DNA, a capacidade

de quebra pelo teste cometa e a capacidade de
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induzir muta¢Ges cromossomicas através do teste
do microniucleo ou aberracdes cromossomicas
(GOETHEM; LISON; KIRSCHI-VOLDERS apud
GOMES, 2008).

A formaciao de micronucleos ¢ resultante
da acdo de agentes clastogénicos, que promovem
quebras cromossomicas, bem como alteragdes na
fibra do fuso mitético, que interfere na migracao
provocando a perda do cromossomo durante a
divisao celular, denominada aneugénese (GOMES,
2008)

Os agentes genotoxicos interferem durante
a replicacio e divisito do DNA acarretando em
erros e danos ao cromossomo. Assim o material
genético pode se separar de forma desigual sendo
entdo excluido ou nao incorporado corretamente
no nucleo da célula-filha, originando um nucleo
de menor dimensio designado de micronucleo
(FENECH, 2002).

Os micronicleos sio encontrados em
uma grande variedade de células da medula 6ssea:
mieloblastos, mieldcitos e eritrocitos. No entanto,
sao principalmente observados nos eritrocitos
policromaticos (jovens), que durante um periodo de
24 horas se “coram em azul-acinzentado basofilico
com Giemsa” (LEDEBUR; SCHMID apud SILVA;
NEPOMUCENO, 2010; HEDDLE et al., 1983)

Apds a expulsio do nucleo, o eritrocito
propriamente dito cai na circulagdo sanguinea e
os micronicleos formados ainda permanecem
no citoplasma. Dessa forma se forem contados
apenas os eritrocitos policromaticos, ha uma maior
seguranca de que os micronucleos foram formados
na mitose anterior, na presenca do agente mutagenico
(HEDDLE, 1973).

O objetivo, neste estudo, foi avaliar, através
do teste do micronuicleo, o potencial genotdxico
da substancia creolina, administrada via oral em

camundongos.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 16 camundongos (Mus
musculus) da linhagem Swiss, fémeas, com 15 semanas
de vida e peso médio de 28g, provenientes do
biotério da Universidade Estadual de Maringa. Os
animais passaram por periodo de adaptacio de 6
dias, recebendo agua e ragao comercial ad libitum.

Foi utilizado fotoperiodo de 12 horas de luz
¢ 12 horas de escuro, em temperatura média de 23°C.
trés

Os animais foram divididos em

grupos, sendo o primeiro o grupo controle
positivo, composto por 6 camundongos, onde foi
administrado ciclofosfamida em dosagem unica
de 50mg/kg, que induz a atividade catrcinogénica
nas células. O segundo grupo, composto por 4
camundongos, recebeu 0,3ml. de solugio fisiologica
0,9%, como controle negativo, e o terceiro grupo,
composto por 6 camundongos, foi tratado com a
creolina numa dosagem de 0,0016mL do produto/
grama de peso corpéreo animal, considerando uma
concentracao de 0,56ml de hidrocarboneto em 1mlL.
de creolina, diluida em 0,3mL de solucao fisioldgica.
A administracdo dos compostos foi feita através de
gavage, introduzindo a agulha especial pela boca até o
estbmago do animal, sendo a via similar a ingestao
acidental ou intencional da substancia testada.

A dose teste da creolina foi estabelecida
em um ensaio prévio que determinou a DL50 da
substancia seguindo a Resolugao Normativa n° 425
da OECD (2001).

A formacio dos micronucleos ocorre
apenas em células eucaridticas em divisdo, ou seja, é
necessario conhecer a cinética da divisao celular da
espécie para pode fazer uma analise quantitativa dos
micronucleos (FENECH, 2000) independente do
cariétipo envolvido (HAYASHI et al., 1998).

O tempo necessario para a formacio dos
micronucleos apés o tratamento varia, segundo
os autores, principalmente devido as espécies
trabalhadas.

Em sangue periférico de ratos, Primo et al.
(2010), comparando a coleta com 24 e 48 horas apos

o tratamento, observaram que em 48 horas o numero
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de microntcleos formados era maior. Ribeiro et al.
(2009) testou os animais com 48 e 72 horas e observou
que ocorre uma queda na produgao de microntcleos
apos as 48 horas. Outros autores como Sewerynek
et al. (1996) e Vilar et al. (2008), encontraram que
o pico de produ¢ao de micronucleos ocorre de 36
a 48 horas, que concorda com Vikram, Ramarao e
Jena (2007) em seu experimentos com ratos. Por isso
foi estabelecido, neste estudo, o periodo de 48 horas
para a coleta da amostra.

MacGregor, Wehr e Gould (1980) verificaram
que o pico de incidéncia dos micronucleos no sangue,
ocorre 24 horas apds o pico encontrado na medula
ossea. O equilfbrio de eritrocitos policromaticos na
medula 6ssea e no sangue ¢ atingido de 2 a 3 dias,
respectivamente, ap6s a administragao do indutor
mutagenico (COLE et al., 1981). Ja os eritrocitos
normocromaticos levam cerca de 35 dias para sua
estabilizacdo no sangue periférico (MACGREGOR
et al., 1990).

O ensailo de micronucleos com sangue
periférico se mostra vantajoso em relagao ao teste
através da medula 6ssea, devido a facilidade no
preparo das laminas, o uso de pouca quantidade
de sangue, possibilidade de avaliagio do mesmo
animal em diversos intervalos, facil contagem,
entre outros (MACGREGOR; WEHR; GOULD,
1980; SCHLEGEL; MACGREGOR, 1984,
MAVOURNIN; BLANKEY; CIMINO, 1990).

A medula 6ssea costuma ser o material
escolhido para a analise do micronucleo, por
ser o local da producio das células sanguineas
(eritropoiese que ocorre em apenas 24 horas), mas
a avaliacao através da circulagao periférica ¢ indicada
em camundongos, pois as células micronucleadas
sao facilmente detectadas no sangue (SCHLEGEL;
MACGREGOR, 1984; RAMIREZ-MUNOZ et al.,
1999) e nao sao eliminadas, pois seu bago nao possui
a capacidade de retirar as células micronucleadas
da circulacgio (MACGREGOR; WEHR; GOULD,
1980).

Apds a formagdo dos eritrocitos, estes

permanecem policromaticos por 10 a 24 horas, que
fornece uma coloragao azulada devido a presenca
de RNA no citoplasma. A contagem de eritrdcitos
policromaticos garante que os micronucleos
formados sao devido a mitose anterior que estava na
presenca do agente mutagénico, pois o periodo entre
a dltima divisdo celular ¢ a formacio do eritrécito
policromatico é de 8 a 12 horas (ALMEIDA NETO
et al.,, 2005). E por esse motivo que a maioria dos
trabalhos realizados com pesquisa de micronucleos
utiliza uma aplicagdo unica do agente mutagénico,
observando os resultados em 24 ou 48 horas apds
o tratamento porque os policromaticos aparecem
na circulagio e sofrem maturagdo nesse periodo
(SCHIMID, 1975).

Apbs 48 horas da indugao dos tratamentos,
os animais receberam uma dose de 120mg/kg de
tiopental (via intraperitoneal) como processo de
anestesia para a coleta de sangue. A eutanasia foi
realizada através de deslocamento cervical de cada
animal, como prevé a Resolu¢ao n° 876 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (2008) para nao
haver interacao do anestésico inalatorio nos tecidos
e sangue dos animais. Estes passaram por necropsia
para avaliagao dos 6rgaos, principalmente figado.

O sangue coletado através de puncao
com EDTA na

propor¢ao de 0,ImL/5mlL de sangue para entdo

cardiaca foi homogeneizado
ser feito o esfregaco na lamina. As laminas foram
secas ao ar por 24 horas e entao coradas com May-
Grunwald-Giemsa, para a contagem de 1.000 células
policromaticas.

A analise estatistica dos dados foi realizada
por meio de ANOVA Bayesiana, utilizando-se o
software WinBUGS (SPIEGELHALTER et al., 2007).

O nivel de significancia assumido foi de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

O grupo 1 foi tratado com a ciclofosfamida,

um agente clastogénico (que promove a quebra do
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cromossomo) utilizado no tratamento de cancer
e neste trabalho, como indutor de micronucleos
(RIBEIRO et al., 2009). Foi encontrada uma
média de 17,62 micronucleos. O grupo 2, tratado
com solucdo fisiolégica, também apresentou
micronucleos, mas numa quantidade inferior ao
controle positivo. O controle negativo apresentou
média de 3 micronucleos por animal que jd era um
valor esperado e o grupo 3, tratado com a creolina,
apresentou média de 14,63 micronucleos, como

pode ser observado na tabela 1.

ciclofosfamida.

Os valores referentes a ratos e camundongos
sao diferentes devido a capacidade do rato em
eliminar as células defeituosas da circulagao sanguinea
por outras vias além do bago, maximizando sua
eficiéncia de limpeza, e, assim, os camundongos
apresentam maior numero de células micronucleadas
na circulagao periférica (MACGREGOR; WEHR;
GOULD, 1980).

Tabela 1 Numero de microntcleos encontrados nos eritrocitos policromaticos nos esfregacos sanguineos da puncao

cardiaca de camundongos apds 48 horas do tratamento.

Tratamento N° animais Total MN Média £ desvio
Controle positivo 6 106 17,62 £ 0,02 a
Controle negativo 4 12 3,02£0,01b
Tratado creolina 6 88 14,63 £ 0,01 a

Letras diferentes entre os grupos significam que as médias diferem.

Como o intervalo de credibilidade de 95%
para o grupo controle positivo-grupo controle
negativo foi de (-1,53; 7,70), exclui a possibilidade
de existir diferenca entre esses grupos tratados, pois
inclui o valor 0 (zero). Para as demais comparagdes
conclui-se que as médias sao distintas.

Os valores encontrados para o controle
positivo feito com a ciclofosfamida foram
semelhantes aos valores encontrados por outros
autores como Andrade et al. (2008), que contaram
1.000 células policromaticas na medula 6ssea de
camundongos e encontraram um numero de 18,8
micronucleos apds 24 horas do tratamento. Primo et
al. (2010), contabilizando 2.000 células policromaticas
de camundongos, encontraram 26,44 e 24,56
micronuicleos em 24 e 48 horas apds o tratamento,
respectivamente, concordando com Yamaguchi
et al. (2010), que observaram 27 micronucleos
para o controle positivo apds as 24 horas do
tratamento. Ribeiro et al. (2009) encontraram 21,3
micronucleos em 2.000 eritrécitos policromaticos na

medula de ratos apds 24 horas da administragao da

Bueno e Agostini (2001) verificaram que
o valor médio de micronicleos em eritrocitos
policromaticos no controle negativo varia de 1 a
3,5 micronucleos. Alves Juanior (1999) encontrou
um valor médio de 3 micronucleos, semelhante ao
resultado encontrado neste trabalho, que foi de 3
micronucleos em laminas de sangue cardiaco.

Os nameros de micronucleos encontrados
no controle positivo e negativo concordam com as
médias encontradas por varios autores referenciados
anteriormente e, por tal motivo, o resultado
observado para a creolina, de 14,63 micronucleos,
¢ confiavel para afirmar que a substancia tem
capacidade genotoxica.

Nao ha trabalhos disponiveis relacionando a
ingestao de creolina com a formagao de micronucleos,
entretanto é fato que pessoas fazem uso da substancia
para varios procedimentos como a ingestio e uso
em animais, podendo levar a intoxica¢ao aguda
e morte. B necessirio um estudo mais amplo,
considerando também o uso cronico da creolina

¢ avaliar os beneficios relatados pelos usuarios,
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visando relacionar vantagens e desvantagens do uso

da sustancia.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O teste do microntcleo é um dos primeiros
parametros a ser avaliado para o uso de uma
substancia nos setres vivos. A creolina, administrada
por via oral, apresentou-se como uma substincia
genotoxica capaz de induzir alteragdes no DNA
celular provocando a formagao de micronucleos
residuais. Entretanto, trabalhos futuros devem ser
realizados a fim investiga¢ao para uso em tratamentos

de aplicagao topica e cronica.
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