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RESUMO

A “carqueja”, Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae), é uma espécie vegetal caracteristica
de regides tropicais, muito utilizada na medicina popular como anti-inflamatdria, no tratamento
de problemas hepdticos e renais, bem como para disfuncdes estomacais e intestinais.
Recentemente, estudos demonstraram potencial atividade esquistossomicida sobre vermes adultos
de Schistosoma mansoni (linhagem BH) para o 6leo essencial (OE). Assim, este projeto teve por
objetivo avaliar as atividades antiproliferativa e mutagénica, além da composicdo quimica do OE
de B. trimera cultivada no campo experimental do CPQBA/UNICAMP. Coletas mensais
(Janeiro/2012 a Dezembro/2012) das partes aéreas de B. trimera foram realizadas para a
preparacdo do OE. Além disso, na época de floracio em Julho, foram coletadas amostras das
partes aéreas de individuos machos e fémeas de B. trimera, diferenciadas morfologicamente pelas
inflorescéncias. Todos os OEs preparados por hidrodestilacdo foram analisados por cromatografia
gasosa acoplada a detector de massas (CG/EM) e avaliados quanto a atividade antiproliferativa in
vitro e quanto a mutagenicidade no modelo de inducdo de microniicleos com bloqueio da
citocinese, com e sem ativacdo metabdlica. A andlise por CG/EM indicou que os compostos
majoritarios dos OEs foram biciclogermacreno, E-cariofileno, germacreno D, B-pineno, globulol,
B-mirceno e oO-cadineno. Também foi observada uma variagdo na proporcdo relativa dos
compostos presentes nos OEs obtidos das plantas fémeas em relagdo aos machos. No teste de
atividade antiproliferativa, em linhagens tumorais e nao-tumorais, observou-se um perfil de
atividade citostdtica semelhante para todas as amostras, independente da época de coleta, com
valores de Glsyp maiores que 25 pg/mL. No teste do micronicleo (MN) sem ativacdo metabdlica,
os OEs coletados no inverno (Jul/2012) e primavera (Out/2012) induziram um aumento na
frequéncia de MNs, em relagdo ao controle de células sem tratamento, nas concentragdes de 25 e
12,5 pg/mL, enquanto os OEs obtidos no verdo (Jan/2012) e outono (Abr/2012) apresentaram
inducdo de MNs, estatisticamente significativa, somente na concentracdo de 25 pg/mL. Nos
experimentos realizados com os OEs extraidos de partes aéreas dos individuos machos e fémeas,
verificou-se que as plantas fémeas ndo apresentaram potencial mutagénico nas trés concentragdes
testadas (6,25; 12,5 e 25 pg/mL), enquanto o OE obtido a partir dos individuos machos induziu
aumento na frequéncia de MNs nas mesmas concentragdes. Esses resultados sugerem que os
sesquiterpenos hidrocarbonetos que predominam no OE obtido das partes aéreas das plantas
machos (54,07%) podem estar envolvidos na a¢do mutagénica. Por outro lado, no teste com
ativacao metabdlica, verificou-se uma reducao significativa na frequéncia de MNs induzida pelos
OEs em relacdo ao teste sem ativacdo, sugerindo que a metabolizacdo dos OEs resultou em
compostos com menor potencial mutagénico. Finalmente, no teste preliminar de
antimutagenicidade, evidenciou-se no pds-tratamento € no tratamento simultineo do OE com o
metilmetanosulfonato uma possivel reversdo ou reducio da clastogenicidade causada por este indutor
de MNs. Esses dados sugerem possiveis atividades antimutagénica e mutagénica do OE das partes
aéreas de B. trimera, com diferenca significativa no potencial indutor de MNs entre individuos
machos e fémeas e que essa atividade € reduzida na presenca de enzimas metabdlicas, sugerindo
uma potencial seguranca de uso in vivo.
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ABSTRACT

“Carqueja”, Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae) is a native species from tropical regions
widely used in folk medicine as anti-inflammatory, to treat liver and kidney problems as well as
stomach and intestinal disorders. Recent studies have demonstrated the potential of B. trimera
essential oil (EO) as schistosomicidal on adult worms of Schistosoma mansoni (BH strain).
Therefore, this project aimed the evaluation of chemical composition, antiproliferative and
mutagenic activities of EO obtained from B. frimera aerial parts cultivated in
CPQBA/UNICAMP experimental field. B. trimera aerial parts were collected monthly
(January/2012 to December/2012) and immediately submitted to EO extraction by
hydrodistillation. Moreover, samples of males and females of B. trimera aerial parts
morphologically differentiated by inflorescences were collected during the flowering season
(July/2012). All EOs were analyzed by gas chromatography coupled to mass detector (GC/MS).
They were also evaluated for antiproliferative activity in vitro and mutagenicity in cytokinesis-
block micronucleus assay (CBMN), with and without metabolic activation. GC/MS analysis
indicated that EOs major compounds were bicyclogermacrene, E-caryophyllene, germacrene D,
B-pinene, globulol, B-myrcene and d-cadinene, besides a variation on relative proportion of
compounds between EOs of female and male plants. Antiproliferative assay in tumor and non-
tumor cell lines showed a similar cytostatic activity profile for all samples, independent of the
collection time, with Glso values above 25 pg/mL. In CBMN assay without metabolic activation,
EOs collected in winter (Jul/2012) and spring (Oct/2012) induced at 25 and 12.5 pg/mL an
increase in micronuclei frequency in comparison to untreated control cells, whereas EOs obtained
in summer (Jan/2012) and autumn (Apr/2012) showed statistically significant micronuclei
induction only at 25 pg/mL. CBMN assay performed with male and female aerial parts EOs
demonstrated that female plants showed no mutagenic potential in three concentrations (6.25,
12.5 and 25 pg/mL) whereas male aerial parts EO induced an increase in micronuclei frequency
at the same concentrations. These results suggested that sesquiterpenes hydrocarbons
predominately present in male aerial parts EO (54.07%) should be involved in mutagenic action.
Moreover, there was a reduction in micronuclei frequency induced by EOs when CBMN assay
was carried out with metabolic activation, which suggests that enzymatic metabolism of EOs
resulted in compounds with low mutagenic potential. Finally, preliminary evaluation of
antimutagenicity has evidenced that simultaneous and post treatments of EO with
methylmetanesulfonate (MMS) could reverse and/or reduce clastogenicity caused by this inducer
of MNs. These data suggest possible antimutagenic and mutagenic activities of aerial parts of B.
trimera EO, with a significant difference in potential inducer of MNs between males and females
plants. Moreover, mutagenic activity decreased in the presence of metabolic enzymes, suggesting
a potential safe use in vivo.
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1. INTRODUCAO

1.1. Plantas e a Fitoterapia

O uso de plantas com fins terapéuticos constitui uma das mais antigas formas de pratica
medicinal da humanidade e estd descrito em relatos das antigas civilizagdes, seja para tratamento,
cura ou prevencdo de doencgas (Pezzuto, 1997; Calixto, 2000; Gurib-Fakim, 2006). O emprego
correto das plantas pela populacdo requer o uso de plantas medicinais selecionadas por sua
eficdcia e segurancga terap€utica, baseadas na tradi¢do popular ou cientificamente validadas como
medicinais (Lorenzi e Matos, 2002; Veiga Jr. et al., 2005).

O interesse pelas plantas medicinais tem aumentado o volume de investiga¢des cientificas
sobre seus efeitos bioldgicos em seres humanos e animais (Veiga Jr. et al., 2005). Assim, o
potencial das plantas como fonte de novas drogas oferece grande campo para investigacao
cientifica uma vez que, das cerca de 250.000 a 500.000 espécies conhecidas, apenas uma fra¢ao
destas ja foi avaliada quanto ao potencial farmacolégico (Rates, 2001; Robotin, 2011). Essa
pequena fragdo mostrou-se uma rica fonte, pois, segundo Cragg e Newman (2012), do total de
farmacos introduzidos na terapéutica no periodo de 1981-2010, 75% sao ou produtos naturais per
si ou compostos, sintéticos ou semissintéticos, baseados em produtos naturais.

Um dos motivos que faz dos produtos naturais fontes ricas de compostos com potencial
terapéutico é que grande parte deles sdo metabdlitos secundarios produzidos por organismos para
defesa contra predag¢do e também para comunicacdo, sendo muitas vezes toxicos e, portanto, com
potenciais antiproliferativos ou irritativos (Cragg et al., 2009). Outra caracteristica desses
metabdlitos secundérios é que, em geral, sdo evolutivamente selecionados para se ligarem a
macromoléculas representando, portanto, estruturas privilegiadas que sdo excelentes moldes para
a sintese de novas moléculas (Denny, 2002). Nesse sentido, estudos de relagdo estrutura—
atividade sao realizados para aperfeicoar a producdo dessas novas moléculas (Cragg et al., 2009).

Os produtos naturais constituem uma promissora fonte de compostos quimicos, que
podem ou ndo ter acOes sinérgicas ou antagdnicas. Muitas plantas contém substancias que podem
atuar como mutagénicos ou carcinogénicos naturais (Schimmer e Kiihne, 1990). Assim, antes de
disseminar o uso de ervas com efeitos medicinais, amplos estudos devem ser realizados a fim de

evitar riscos adicionais a satide humana (Manteiga et al., 1997). A avaliagdo do risco/beneficio é



a finalidade dos estudos farmacodinamicos e toxicolégicos. De maneira geral, varios estudos sdao
realizados para comprovar a acdo farmacoldgica de plantas, porém, poucos sdo realizados para a
verificacdo da toxicidade (Fonseca e Pereira, 2004; Alonso, 2008; Costa et al., 2008; Horn e
Vargas, 2008).

Ribeiro et al. (2003) constataram um aumento nas taxas de mutacdo devido a utilizacdo
constante de produtos como fiarmacos, agroquimicos, cosméticos dentre outros. Nos extratos
naturais, a diversidade quimica é abundante e cada uma destas moléculas pode apresentar
atividades mutagénica, teratogénica e/ou carcinogé€nica nos sistemas testados. Evidéncias dos
efeitos deletérios de extratos de plantas sobre os sistemas bioldgicos foram relatados por Santos
et al. (2008). Os autores ressaltam a importancia de estudos que abordam efeitos genotoxicos e
toxicolégicos de compostos terapéuticos, uma vez que componentes genotdxicos podem
intercalar com a molécula de DNA, provocando danos genéticos no controle do ciclo celular e
nos processos de morte celular, acelerando processos neopldsicos.

O Brasil possui uma grande diversidade de espécies vegetais localizadas em diferentes
regides, resultando em ecossistemas diversos como a Floresta Amazonica, a Mata Atlantica, o
Cerrado, a Caatinga, o Pantanal e os Pampas. Na busca de novos fiarmacos anticancer, o
laboratério de cultura de células da Divisao de Farmacologia e Toxicologia do
CPQBA/UNICAMP, através de projetos financiados pelo CNPq (630009/95-3), FAPESP
(95/09607-5) e verbas obtidas com a prestacdo de servicos, implantou um teste de atividade
antiproliferativa in vitro, baseado no experimento desenvolvido pelo National Cancer Institute
(NCI) (Rubinstein et al., 1990; Skehan et al., 1990; Monks et al., 1991), em um painel de dez
linhagens tumorais humanas (nove tumores sélidos e uma leucemia) que vem sendo utilizado
para triagem da atividade antiproliferativa de amostras obtidas a partir de extratos vegetais e de
sintese orgénica (Kohn et al., 2006; Denny et al., 2007; Denny et al., 2008; Sacoman et al., 2008;
Spindola et al., 2009; Vendramini-Costa et al., 2010; Longato et al., 2011; Rodrigues et al.,
2011).

1.2. Familia Asteraceae - Género Baccharis

z

Expressiva em nimero de espécies, a familia Asteraceae € o grupo sistemdtico mais

numeroso dentro das Angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies.



Em sua quase totalidade, os gé€neros sdo constituidos por plantas de pequeno porte que sdao
encontradas em todos os tipos de habitats, principalmente nas regides tropicais montanhosas na
América do Sul (Cancelli et al., 2007).

O género Baccharis, incluido na tribo Astereae da familia Asteraceae, estd representado
por mais de 500 espécies distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Colombia, Chile e
México, ocupando as regides mais elevadas. As espécies do género Baccharis sdo, no geral,
arbustos que medem em média de 0,5 a 4,0 m de altura. Apresentam elevado valor sécio-
econdmico e, em geral, sdo consumidas principalmente na forma de chds com indicacdes para
males do estdmago, figado, anemias, inflamacdes, diabetes, doengas na prostata, sendo também
descritas como remédio para o processo de desintoxica¢ao do organismo (Korbes, 1995; Verdi et

al., 2005).

1.2.1. Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)

De acordo com Lorenzi e Matos (2002), a espécie Baccharis trimera (Less.) DC.,
conhecida como carqueja (Figura 1) é amplamente utilizada no Brasil, em medicina popular,
habito herdado de indigenas que hé séculos a utilizavam para o tratamento de varias doencas. O
primeiro registro escrito do uso da carqueja no pais € de 1931, empregada na forma de infusio
das folhas e ramos para o tratamento da esterilidade feminina e da impoténcia masculina,
atribuindo-lhe ainda propriedades tonicas, febrifugas e estomdquicas (Corréa 1931; Lorenzi e
Matos, 2002).

Tradicionalmente, Baccharis trimera é administrada sob a forma de infusdo das partes
aéreas e utilizada como analgésica, diurética e para doencas renais, estomacais € intestinais,
assim como em feridas e ulceracdes (Pavan, 1952; Soicke e Leng-Peschlow, 1987; Pedrazzi et
al., 1997; Di Stasi et al., 2002; Ladeira, 2002; Agra et al., 2007; Biavatti et al., 2007; Agra et al.,
2008; Fachinetto e Tedesco, 2009; Padua et al., 2010; Biondo et al., 2011), para o tratamento de
reumatismo (Nakasugi e Komai, 1998) e, também, em casos de hipertensdo e diabetes (Di Stasi et
al., 2002). A planta ainda € utilizada como aperiente e contra anemia, obesidade e gota (Martins

et al., 1995; Mors et al., 2000; Ladeira, 2002; Dickel et al., 2007).



Figura 1: Baccharis trimera (Less.) DC.

(A) Baccharis trimera (Less.) DC - Cultivar CPQBA 1, (B) periodo de florescimento, (C) e (D) detalhes da
inflorescéncia dos individuos fémeas e machos, respectivamente.

As diferentes propriedades atribuidas a carqueja na medicina tradicional vém sendo
estudadas e algumas foram validadas (Lorenzi e Matos 2002). Vdrios trabalhos descreveram os
efeitos hepatoprotetor do extrato acetato de etila (Soicke e Leng-Peschlow, 1987), vasorelaxante
sobre musculatura lisa para diterpenos isolados do extrato cloroférmico (Torres et al., 2000),
além de moderada atividade antioxidante para o extrato hidroalcodlico (Mendes et al., 2007;
Péadua et al., 2010). Bara e Vanetti (1998) comprovaram que extratos alcodlicos de carqueja t€m
potencial antimicrobiano e Avancini et al. (2000) confirmaram essa atividade in vitro a partir do

decocto de plantas de B. trimera.



As propriedades digestiva, antidlcera e antidcida foram validadas em estudos com cobaias,
em que foi mostrado que os extratos da planta reduziram a secrec¢do gastrica (Biondo et al., 2011)
e tiveram efeito analgésico (Gamberini ef al., 1991) e anti-inflamatério (Gené et al., 1992; Gené
et al., 1996). A confirmacgdo do efeito hipoglicemiante foi feita com extratos de B. trimera nos
estudos de Oliveira et al. (2005). A atividade esquistossomicida (Schistosoma mansoni, linhagem
BH) para o 6leo essencial (Oliveira et al., 2012) também foi recentemente relatada. Além disso,
Nakasugi e Komai (1998) descreveram os efeitos antimutagénicos do extrato metandlico de B.
trimera no teste de Ames, enquanto Fachinetto e Tedesco (2009) e Pinho e colaboradores (2010)
relataram efeitos mutagénicos para a infusio das partes aéreas de B. trimera no experimento com

Allium cepa.

1.3. Principios de mutagénese

A mutacdo € a principal fonte de toda a variagdo genética e é fundamental para o processo
evolutivo. Sem as mutagdes ndo ha variabilidade genética e, assim, ndo ha evolucdo (Snustad e
Simmons, 2001; Ribeiro et al., 2003). Apesar dessa grande relevancia evolutiva, a maioria das
mutacdes pode ter efeitos prejudiciais, incluindo malformacdes, desenvolvimento de cancer,
envelhecimento e morte (Erdtmann, 2003).

Kirsch-Volders ef al. (2002) classificam as muta¢des em trés niveis, a saber, as mutagdes
génicas; as aberracOes cromossOmicas estruturais, como as delecdes, duplicacdes, inversdes e
translocacdes; e as aberragdes cromossdmicas numéricas, como as aneuploidias e euploidias.

Os agentes mutagénicos que causam danos no DNA podem ser classificados como
aqueles que atuam diretamente sobre a molécula; agentes indiretos, que precisam ser
metabolizados para que seus metabdlitos causem danos; os que promovem a producdo de
espécies reativas de oxigénio e aqueles que causam inibicao no reparo e na sintese do DNA (Lee
e Steinert, 2003). Agentes que interagem com o DNA e/ou com seus componentes celulares
(fibras do fuso) e enzimas (topoisomerases) sdo conhecidos como genotéxicos. Assim, a
genotoxicidade refere-se a capacidade de tais agentes causarem lesOes genOmicas que sao
passiveis de corre¢do por vias de reparo do DNA nas células. No entanto, a mutagenicidade é
uma alteracdo permanente no conteido ou na estrutura do material genético de um organismo

(Dearfield et al., 2002).



Viver em ambiente aerébico faz com que todos 0s organismos vivos estejam continua e
inevitavelmente expostos a espécies reativas de oxigé€nio e/ou nitrogénio. Essas espécies podem
ter origem enddgena, como subprodutos dos processos metabdlicos aerdbicos, ou exdgena,
quando as células sdo expostas a alguma injiria ambiental (Martindale e Holbrook, 2002). As
espécies reativas reagem com DNA, proteinas intracelulares e lipideos das membranas
danificando essas estruturas e, consequentemente, as células (Valko et al., 2007).

No caso do cancer, o processo de carcinogénese envolve trés etapas, a saber, iniciacao,
promocdo e progressdo. Assim, agentes quimiopreventivos podem prevenir a ocorréncia de
mutacdo no DNA, agindo sobre a fase de inicia¢do e, com isso, reduzir o risco de ocorréncia de
lesdes neopldsicas. J4 os compostos com acdo sobre proliferacdo celular, diferenciacdo e
apoptose apresentardo efeitos sobre as etapas de promocao e progressio da carcinogénese (Chen
e Kong, 2004).

Além de fonte de novos farmacos, as plantas podem ser grandes aliadas na prevengdo do
surgimento do cancer e essa a¢do parece relacionar-se com diferentes mecanismos de a¢do, como
por exemplo, imunomodulacdo e capacidade antioxidante (Tsuda et al., 2004). Apesar de ampla
utilizacdo dos produtos naturais, pouca informacao encontra-se disponivel sobre os constituintes
de tais extratos, bem como sobre os riscos oferecidos a sadde humana. Assim, estudos in vitro e
in vivo acerca da genotoxicidade e mutagenicidade de plantas medicinais tém crescido
juntamente com o aumento do uso terapéutico e com o interesse de comprovacao da eficicia das
mesmas nas mais diversas finalidades farmacoldégicas (Della Torre et al., 2011; Esteves-Pedro et
al., 2011; Serpeloni et al., 2011; Cariddi et al., 2012; Esteves-Pedro et al., 2012; Raymundo et
al., 2012; Resende et al., 2012; Santos et al., 2012; Vieira et al., 2012; dos Santos et al., 2013;
Rebougas et al., 2013).

Embora ndo seja medida de carcinogenicidade, a mutagenicidade € frequentemente
associada ao aparecimento do cancer (Azevedo et al., 2003). A mutagdo € uma consequéncia do
dano no DNA e este pode ser o estdgio inicial no processo pelo qual a maioria dos carcindgenos
quimicos inicia a formagao do tumor (Kanai, 2008). A literatura tem mostrado que mutagdes em
varios genes (proto-oncogenes e genes supressores) podem ser encontradas nas neoplasias

(Wenzel e Rothlisberger, 2008). O aumento de danos no DNA, quebras ou perdas cromossdmicas



sdo importantes fatores para o desenvolvimento de muitos tipos de cancer (Hagmar et al., 1998;
Bonassi e al., 2000).

O processo de carcinogénese € resultante do acdmulo de lesdes genéticas (Diaz, 2005) e
as alteracdes genéticas no cancer mais importantes ocorrem nos genes que controlam a
proliferacdo celular, resultando em um crescimento descontrolado caracteristico de uma célula
maligna. Além disso, hd ainda o descontrole dos genes associados ao processo de reparo de danos
no DNA, que quando inativos, podem elevar a taxa de mutacdo das células, acelerando ainda
mais o acimulo de alteragdes moleculares importantes (Ojopi e Neto, 2004).

Desse modo, estudos para detec¢do e avaliagdo de efeitos citotoxicos, genotoxicos,
mutagénicos e carcinogénicos de compostos de origem vegetal e o entendimento dos beneficios e
potencial toxicidade dessas plantas a satide, sio de fundamental importancia para reduzir os
possiveis riscos desses agentes e aumentar a seguranga do uso feito pela populacdo das plantas
medicinais (Bast et al., 2002; Teixeira et al., 2003). Assim, tanto nos modelos in vivo como in
vitro podemos listar vantagens e desvantagens, porém, ambos sao necessarios quando se pretende
comprovar a acdo farmacoldgica e toxicologica de um determinado extrato e/ou principio ativo e,
sobretudo, para elucidar o mecanismo de acdo de extratos totais ou de principios ativos isolados

de plantas (Calixto, 2000).

1.4. Toxicogenética e o sistema de cultura de células

Para garantir a seguranga terapéutica de um agente farmacoldégico, natural ou sintético,
deve ser comprovado por meio de estudos farmacoldgicos, histopatolégicos e toxicolégicos que o
seu uso nao seja nocivo a saude humana, sendo entio necessdria a avaliacdo da possivel atividade
genotoxica e/ou mutagénica deste agente. Esta pratica é de especial importancia no caso de
produtos derivados das plantas medicinais, pois estas sintetizam substancias toxicas que, na
natureza, possuem o papel de defesa frente a outros agentes patogénicos (Kricher, 1997). Além
disso, as plantas contém inimeros constituintes em seus extratos que, quando testados, podem
apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos, devido a presenga de compostos
de classes ou estruturas diferentes (Maciel et al., 2002). A fitoterapia deve, entdo, ser
acompanhada de estudos cientificos que correlacionem pesquisas de qualidade, eficicia e

seguranca (Khan, 2006).



Devido a importancia de se assegurar a integridade genética aos organismos, a drea da
genética toxicoldgica ou toxicogenética vem ganhando destaque. A Genética Toxicolégica € uma
das édreas da ciéncia que tem se dedicado a pesquisa das propriedades genotdxicas e mutagénicas
de agentes aos quais os organismos estdo expostos, fazendo uso de diversos testes que avaliam o
dano que estes podem vir a causar ao DNA na presenca ou auséncia de sistemas de
metabolizacdo (Vogel, 1987). Alteracdes no DNA ou no RNA que afetam o gene, qualitativa ou
quantitativamente, sdo consideradas mutacdes e podem ser transmitidas aos descendentes,
gerando individuos geneticamente diferentes (Fonseca e Pereira, 2004).

Os testes citogenéticos in vitro e in vivo, juntamente com os testes de mutacdo génica em
bactérias (teste de Ames) e em células de mamiferos tém fornecido informacdes primadrias
fundamentais para o estabelecimento do potencial mutagénico de agentes quimicos e fisicos, bem
como do potencial antimutagénico de muitos compostos naturais. O estudo de danos no DNA em
nivel cromossdmico é uma parte essencial da Genética Toxicolégica, uma vez que a mutacdo
cromossdmica € um evento importante na carcinogénese (Albertini et al., 2000).

O potencial mutagénico de xenobidticos pode ser avaliado através de testes in vitro desde
que obedecam a critérios basicos, tais como, sensibilidade para revelar com facilidade e precisao
estatistica mesmo um pequeno defeito mutagénico, aliada a reprodutibilidade e capacidade para
avaliar eventos genéticos que possam estar diretamente relacionados ao homem, fornecendo um
dos parametros para o célculo de risco ou nivel de seguranga para a populacdo exposta (Rabello-
Gay et al., 1991). Vérios métodos para deteccdo de mutacdes sdo utilizados e, dependendo da
finalidade do estudo, do tipo de material a ser avaliado, do nivel de informacdo que se deseja
obter e das condigdes laboratoriais existentes, determina-se qual o sistema-teste e parametro a ser
avaliado sdo os mais adequados.

Os experimentos com cultura de células constituem uma importante ferramenta de
investigacao bdsica, servindo a diversas dreas de investigacdo, como a imunologia, a virologia, a
genética e a toxicologia in vitro (Lewinska et al., 2007). Testes com cultura de células de
mamiferos apresentam vdrias vantagens, tais como, facilidade para padronizar as condig¢des
experimentais (temperatura, pH, composicio do meio de cultura, densidade populacional);
possibilidade de tratamento das células em varias fases do ciclo celular; economia, rapidez e boa

reprodutibilidade; organizacdo dos cromossomos € do DNA igual as células in vivo (Rabello-Gay



et al., 1991), além de efici€ncia estatistica, uma vez que o nimero de células analisadas ¢ maior
em relagdo a outros testes.

A maior desvantagem de experimentos em células de cultura é que a maioria das
linhagens celulares nao tem capacidade de metabolizacdo de drogas, necessitando da adicdo de
um sistema exdgeno de metabolizagdo como a fracdo S9 (Preston, 1997). No entanto, segundo
Kuroda et al. (1992), embora os experimentos com animais reproduzam com maior semelhanga
as condicdes humanas, os sistemas in vitro tém se mostrado eficazes na detec¢do de agentes
ambientais mutagénicos e antimutagénicos. Botham (2004) sugere a utilizacdo de testes in vitro
como suplementos a testes in vivo, indicando uma melhor selecio de dose a ser testada e
reduzindo o nimero de animais a serem utilizados.

Na tentativa de padronizar esses testes, diversos sistemas de células tém sido utilizados.
Conforme Gebhart (1992), células de mamiferos sdo classicamente conhecidas e utilizadas para
estudos de mutagénese e antimutagénese, tais como as linhagens CHO (células de ovario de
hamster chinés) (Figura 2), V79 (células do pulmao de hamster chinés) e DON (células do rim de
hamster chinés). Células humanas do tipo linfécitos do sangue periférico, fibroblastos primarios,
células de hepatoma, entre outras, também sdo difundidas em testes in vitro. As citadas
inicialmente apresentam algumas vantagens, tais como: facilidade de manipulacio e crescimento
durante o cultivo, pequeno niimero cromossdmico, ciclo celular curto (10 a 14 horas,
aproximadamente), fornecem uma alta frequéncia de metdfases analisdveis e sdo bem
caracterizadas quanto ao caridtipo (Preston et al., 1987; Kuroda et al., 1992; Doyle e Griffths,

1998).

Figura 2: Fotomicroscopia da linhagem celular CHO-K1, aumento de 100x.




Sistemas apropriados de avaliacdo da genotoxicidade de novos agentes quimicos, bem
como modelos de protocolos, tém sido frequentemente determinados pelas diretrizes regulatdrias
internacionais. Um grande progresso tem sido obtido na tentativa de se padronizar os protocolos
para testes de genotoxicidade, particularmente por esforcos da International Conference on
Harmonization (ICH), e da Organization for Economic Cooperation and Development (OECD)
(Ribeiro et al., 2003).

1.5. Teste de Induciao de Microntcleo

Nas técnicas cldssicas de citogenética, os cromossomos sdo estudados diretamente pela
observacdo e quantificagdo de aberracdes em metafases. Assim, a citogenética cldssica fornece
informagdes detalhadas nas anélises, porém, a complexidade e o dispendioso trabalho laboratorial
enumerando as aberracdes nas andfases e o efeito dos artefatos da técnica estimularam o
desenvolvimento de outros métodos para determinacdo dos danos cromossomicos (Fenech,
2000).

Uma alternativa mais simples as técnicas da citogenética cldssica foi proposta por Schmid
(1975) e Heddle et al. (1978) avaliando os danos cromossdmicos pela quantificacio de
microntcleos. O teste do micronicleo em eritrécitos da medula 6ssea e do sangue periférico € um
dos mais eficientes testes citogenéticos na drea de toxicologia genética (Fenech, 2000). Entre os
testes de aberragdo cromossdmica e o teste de microntcleo in vitro, hd um nivel de concordancia
de 80 a 90% (Lorge et al., 2006). Além disso, o teste do microntcleo oferece vantagens em
relacdo aos testes cromossOmicos por ser uma metodologia simples e mais rdpida, aplicavel em
vdrios tipos celulares, permite contagem de maior nimero de células, conferindo maior poder
estatistico e detec¢do de agentes aneugénicos niao detectados pelo outro método (Diaz et al.,
2007).

Os micronucleos (MNs) sdo formados durante a tel6fase da mitose ou meiose, quando o
envelope nuclear € reconstituido ao redor dos cromossomos das células-filhas. Originam-se de
fragmentos cromossomicos, resultantes de lesdes/aductos ao nivel do DNA ou cromossomos
(efeito clastogénico), ou cromossomos inteiros que ndo se ligaram as fibras do fuso e ndo foram
incluidos nos nucleos filhos principais durante a divisdo nuclear, em consequéncia de lesdes ao

nivel de proteinas envolvidas na segregacdo cromossOmica, ou seja, por uma disfuncdo do
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aparato mitético (efeito aneugénico) (Figura 3). Assim, a quantificacdo de MNs é um valioso e
confidvel indice de quebras e/ou perdas cromossdmicas, sendo essencial na composicdo da
bateria de testes de genotoxicidade, emergindo como um dos métodos recomendados para
avaliacdo dos danos cromossomais (Heddle e Carrano, 1977; Viaggi et al., 1987; Albertini et al.,
2000; Fenech, 2000; Majer et al., 2001; Kirsch-Volders et al., 2003; Fenech, 2005; Mateuca et
al., 2006; OECD 487, 2010; Samanta e Dey, 2010).

Figura 3: Origem do micronticleo a partir de um fragmento cromossdmico acéntrico ou de um
cromossomo inteiro (Fenech, 2007).

ANNA*)
~@-©

Com relacdo ao teste de inducdo de microntcleo in vitro, inimeros trabalhos corroboram
a robustez e aplicabilidade do teste em véarios tipos celulares, na presenca ou auséncia de
citocalasina B (Zhang et al., 1995; Albertini et al., 1997; Miller et al., 1997; Miller et al., 1998;
Kalweit et al., 1999; Kersten et al., 1999; Matsushima et al., 1999; von der Hude et al., 2000;
Garriott et al., 2002; Elhajouji e Lorge, 2006; Kirkland, 2010; Hashimoto et al., 2011; Honma e
Hayashi, 2011). Além disso, hd estudos de validacdo internacional coordenados pela Société
Frangaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (Aardema et al., 2006; Clare et al., 2006; Lorge et
al., 2006; Oliver et al., 2006; Wakata et al., 2006) e os relatérios da International Workshop on
Genotoxicity Testing (Kirsch-Volders et al., 2000; Kirsch-Volders et al., 2003). Os dados
disponiveis também té€m sido reavaliados pela European Centre for the Validation of Alternative
Methods (ECVAM) e o método do teste foi aprovado como cientificamente vdlido pela Scientific

Advisory Committee (ESAC) (ECVAM, 2006; ESAC, 2006; Corvi et al., 2008).

1.5.1. Teste do Microniicleo com Bloqueio da Citocinese (CBMN)
Os MNss sdo expressos em células que completaram a divisdo nuclear, portanto, devem ser

quantificados no estdgio binucleado do ciclo celular. Assim, é importante identificar as células
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que completaram uma divis@o nuclear, e 0 método de escolha para tal no teste do microntcleo é o
bloqueio da citocinese. Nesse método, o bloqueio da citocinese acontece pela adi¢do de
citocalasina B (Cit-B), e as células que completaram uma divisdo nuclear podem ser identificadas
pela sua aparéncia. A Cit-B € isolada do fungo Helminthosporum dermatoideum e atua
bloqueando a citocinese por ser um potente inibidor da polimerizacdo de microfilamentos de
actina na placa equatorial formada no final da tel6fase, observando-se uma cariocinese com
auséncia de citocinese (Falck ef al., 1997; Fenech e Crott, 2002).

Esse método foi inicialmente desenvolvido para cultura de células de linfécitos humanos,
mas tem sido adaptado para aplicacdo em vérios tipos celulares (Fenech, 2000). Adicionalmente,
o teste de MN com bloqueio da citocinese permite a avaliacdo de toxicidade celular ou atraso no
ciclo celular por meio da determinacdo da proliferacio pds bloqueio da citocinese (CBPI)
proposto por Surrallés et al. (1995), além de ser usado para avaliar pontes nucleoplasmadticas,
brotamentos nucleares, morte celular (necrose ou apoptose) e taxa de divisdo nuclear, através da

contagem de células mono, bi e multinucleadas (Fenech, 2006 e 2007) (Figura 4).

Figura 4: Alteracdes que podem ser avaliadas pelo Teste do Micronticleo com Bloqueio da Citocinese
(Fenech, 2007).
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Este teste apresenta algumas vantagens e desvantagens. As vantagens incluem
sensibilidade e precisdo, baixo custo e deteccdo de perda cromossomica (Fenech, 1997). As
desvantagens se referem a necessidade de divisdo celular para a andlise de MN, ja que esta
técnica s6 € efetiva em populacdes de células em constante divisdo; a citocalasina B pode causar
interferéncia na deteccdo de compostos que podem inibir a citocinese ou a polimerizacao dos
filamentos de actina (Ribeiro et al., 2003), além do teste ndo fornecer informagdes sobre 0s tipos
de aberracdes cromossOmicas estruturais ocorridas (Corvi et al., 2008).

Tendo em vista o potencial uso medicinal do 6leo essencial de B. trimera, este trabalho
teve por objetivo avaliar o potencial mutagénico do 6leo essencial da carqueja através do modelo
de inducdo de micronicleo in vitro, além do estudo fitoquimico, buscando correlacionar a
composi¢do quimica com as atividades observadas, contribuindo assim para o conhecimento da

atividade farmacoldgica e de seguranca para uso medicinal de B. trimera.

13



2. OBJETIVOS

2.1. Geral
. Estudo fitoquimico e avaliacdo preliminar in vitro da seguranga do 6leo essencial

da espécie Baccharis trimera.

2.2. Especificos

. Extracdo do 6leo essencial de B. trimera e andlise da composi¢cdo de compostos
volateis;

. Monitoramento sazonal das amostras no periodo de Janeiro a Dezembro de 2012;

. Implantagdo do teste de indug@o de micronticleos em cultura de células;

. Avaliacao do 6leo essencial quanto a atividade antiproliferativa frente a um painel

de linhagens tumorais humanas;

. Avaliacao da mutagenicidade do 6leo essencial frente a linhagem celular CHO-
K1, em experimentos com e sem ativacao metabdlica;

. Avaliacao preliminar de antimutagenicidade do 6leo essencial;

. Correlagdo entre as atividades observadas e a composicao de volateis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

A coleta das partes aéreas de B. trimera foi realizada na Colecdo de Plantas Medicinais e
Aromdticas (CPMA), localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA), em Paulinia, Sao Paulo, pertencente a Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). A identificacdo botanica foi realizada pelo Dra. Inés Cordeiro, do Instituto de
Botanica de Sao Paulo, e a exsicata estd depositada sob o nimero 1286 no herbario do CPQBA.
As atividades foram supervisionadas pelo Dr. Ilio Montanari Jr., pesquisador da Divisio de
Agrotecnologia, do CPQBA/UNICAMP.

Por se tratar de uma espécie nativa, o Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico - CNPq, credenciado pelo Conselho de Gestdo do Patrimdonio Genético
(CGEN/MMA), nos termos Deliberagdo 246/2009, emitiu autorizacdo de Acesso e de Remessa
de Componente do Patriménio Genético, com a finalidade de pesquisa cientifica, viabilizando os

estudos propostos com a espécie Baccharis trimera (Less.) DC (Processo 010021/2012-4).

3.2. Estudo Fitoquimico

Esta etapa foi realizada em colaboracdo com a Dra. Vera Lucia Garcia Rehder,
coordenadora da Divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica, do CPQBA/UNICAMP, e a
mestranda Adriana da Silva Santos de Oliveira (IQ/UNICAMP).

3.2.1. Obtencao do 6leo essencial (OE)

Cerca de 2 a 3 kg de partes aéreas foram coletados mensalmente, de Jan/2012 a Dez/2012,
sempre no inicio de cada més, em coletas realizadas no periodo matutino (9:00 — 10:00 horas). As
folhas frescas foram picadas, acondicionadas em trés baldes (aproximadamente 1 kg/baldo) com
3,5 litros de dgua destilada e submetidas a hidrodestilacdo em sistema do tipo Clevenger, por um
periodo de 3 horas. Os OEs obtidos foram reunidos, pesados, separados em aliquotas e

conservados em freezer (-20°C) até o momento das analises quimica e biologica.
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3.2.2. Rendimento do OE (% m/m) e Teor de Umidade (% m/m)
Uma aliquota das folhas picadas foi distribuida em duas bandejas (aproximadamente
100 g/bandeja) e levada para estufa de secagem a 40°C, por 48 horas, para andlise do teor de

umidade e calculo do rendimento do OE em base seca.

3.2.3. Andlise qualitativa por cromatografia a gis acoplada a detector de massas
(CG/EM)

Aliquotas dos OEs (20 mg), obtidos de Janeiro/12 a Dezembro/12, foram previamente
diluidas em acetato de etila (1 mL). A analise dos constituintes volateis foi realizada em um
cromatdgrafo a gis Agilent, modelo HP-6890 equipado com um detetor de massas Agilent,
modelo HP-5975 utilizando uma coluna capilar HP-5SMS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) nas
seguintes condi¢des: temperatura do injetor = 220°C, coluna = 60°C, taxa de aquecimento de
3°C-min™ até 240°C e detetor = 250°C. Hélio foi utilizado como gds de arraste numa vazdo de
1 mL-min"". Detetor seletivo de massas operando a 70 eV, m/z = 30 a 500 u.m.a.

A identificagdo dos constituintes quimicos foi feita através da andlise comparativa dos
espectros de massas das substancias com a biblioteca eletronica do sistema CG/EM (NIST-05,
Versao 2.0), com dados da literatura (Adams, 2007) e dos indices de reten¢do dos analitos
calculados pela co-injecdo de uma mistura de padrdes de hidrocarbonentos (C-8 a C-22),

aplicando-se a equa¢do de Van den Dool e Kratz (Van Den Dool e Kratz, 1963).

Trco—Trcn-1

IRR =100:
Trcny—Trcn-1

j+lOOC(n1)

Onde:

IRR = Indice de Retencao Relativa;

Trx) = tempo de retencdo da amostra;

Tr(cn-1) = tempo de reteng@o do hidrocarboneto que elui antes do composto (x);

Tr(cny = tempo de retencao do hidrocarboneto que elui depois do composto (x);

1 = diferenga do niimero de carbonos entre os hidrocarbonetos que eluem depois e antes;

Cn-1y = numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes do composto (x).
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3.3. Analise Biolégica em modelos in vitro

A fim de evitar contaminacdo e garantir a viabilidade celular, os testes foram realizados
sob condi¢des assépticas em ambiente controlado de fluxo laminar biol6gico, utilizando materiais
e reagentes esterilizados de acordo com a natureza de cada um.

As linhagens tumorais humanas foram cedidas pelo NCI (National Cancer Institute),
Frederick-MA, EUA. J4 as linhagens celulares de queratindcito humano (HaCaT, CLS Cell Line
Service) e ovdrio de hamster chinés (CHO-K1, ATCC CCL-61) foram gentilmente cedidas pelo
prof. Dr. Ricardo Della Coletta (FOP/UNICAMP) e pelo prof. Dr. Mério S. Mantovani (UEL),

respectivamente. As linhagens estdo representadas na Tabela 1.

3.3.1. Cultivo celular

As células foram cultivadas em frascos de 25 cm’ (T25) com 5 mL de meio RPMI 1640
(Gibco®), suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB—Gibco®) e mantidas a 37°C em
atmosfera Umida com 5% de CO,. Durante os experimentos, uma solucdo de
penicilina:estreptomicina (1000 U/mL:1000 pg/mL, 1 mL/L RPMI 1640) foi adicionada ao meio
de cultura.

Para linhagens aderidas, o desprendimento celular foi realizado mediante acdo enzimatica
da tripsina. Para tanto, o meio de cultura foi aspirado, o frasco lavado com 500 pL de tampao
fosfato (PBS, pH 7,0) para eliminar residuos de meio de cultura e, apds aspiracdo do tampao,
foram adicionados 500 pL de tripsina-EDTA 2,5 g/L. (Vitrocell®), a 37°C, até que as células se
soltassem totalmente. A acdo da tripsina foi bloqueada com RPMI + SFB 5% e uma aliquota

dessa suspensao foi transferida aos novos frascos, completando-se o volume para 5 mL.
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Tabela 1: Linhagens celulares tumorais e ndo tumorais utilizadas nos testes de atividade antiproliferativa
in vitro e suas densidades de inoculacdo (DI).

Linhagem celular Nome (x1 0 cé]l)ullas /mL)
Leucemia K-562 6,0
Mama MCE-7 6,0
Ovério com fendtipo NCI-ADR/Res 5,0
de resisténcia
Linhagens Melanoma UACC-62 4,0
tumorais  "py|mjo NCI-H460 4,0
Préstata PC-3 5,0
Coélon HT-29 4,0
Ovario OVCAR-3 7,0
Glioblastoma U251 4,0
Rim 786-0 4,5
Linhagens Queratindcito humano HaCaT 4.0
nao tumorais Ovario de hamster CHO-K1 4,0
chinés

3.3.2. Atividade antiproliferativa em cultura de células

A. Preparo das suspensoes celulares

Os experimentos de atividade antiproliferativa dos OEs, provenientes das coletas
realizadas nos meses de Janeiro a Dezembro de 2012, foram realizados segundo o protocolo
descrito por Monks e colaboradores (1991). O crescimento celular foi determinado por
espectrofotometria, utilizando-se o corante proteico sulforrodamina B (SRB, Sigma-Aldrich®) e
as analises foram baseadas na metodologia de triagem in vitro para drogas anticancer realizada
pelo NCI, EUA, que utiliza um painel de 60 linhagens tumorais humanas (NCI60) (Monks ef al.,
1991; Shoemaker, 2006). De modo diferente de outros métodos, este protocolo inclui a
determinagdo da densidade celular no tempo 0 (momento de adicdo das amostras), o que
possibilita o calculo da concentragdo que inibe totalmente o crescimento celular (Shoemaker,
20006).

No primeiro dia de experimento, as suspensdes celulares foram preparadas com meio
RPMI com 5% de SFB e penicilina-estreptomicina (2 mg/L), em suas respectivas densidade de
inoculagdo (Tabela 1). Foram inoculados 100 pL/compartimento de cada suspensdo celular em

placas de 96 compartimentos, que foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de
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CO; e ambiente umido. Da mesma forma, preparou-se uma placa controle (placa Ty), contendo

todas as linhagens celulares utilizadas no experimento.

B. Preparo e aplicacio das amostras

As amostras dos OEs coletadas de Janeiro a Dezembro/2012 e os OEs obtidos dos
individuos machos e fémeas no més de Julho/2012 foram diluidas em dimetilsulfoxido (DMSO)
(Merck™) na concentragio de 0,1 g/mL. Para a adigdo a cultura de células, estas solugdes foram
diluidas pelo menos 400 vezes em meio de cultura RPMI com 5% de SFB e
penicilina:estreptomicina (2 mg/L), o que evitou a toxicidade do DMSO. As amostras dos OEs
foram adicionadas nas microplacas (cinco amostras por microplaca) nas concentragdes de 0,25;
2,5; 25 e 250 ug/mL (100 ul./compartimento) em triplicata e, a seguir, foram incubadas por 48
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido (Figura 5). Como controle positivo,
utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina, nas concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg/mL

(100 pL/compartimento) em triplicata.

Figura 5: Representacdo gréfica da distribuicdo das amostras na placa de 96 compartimentos utilizada no
teste de atividade antiproliferativa.
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No momento de adi¢do das amostras, as células inoculadas na placa controle Ty foram
fixadas com a adi¢do de 50 uL/compartimento de acido tricloroacético (TCA) a 50% (Sigma-
Aldrich®) para determinagio da quantidade de células presentes no momento em que as amostras
foram aplicadas, sendo este o valor basal no tempo 0.

Ap0s 48 horas de tratamento, as células foram fixadas com 50 pL/compartimento de acido
tricloroacético a 50% (TCA) e incubadas por 1 hora, a 4°C. Em seguida, as placas foram
submetidas a quatro lavagens consecutivas em agua corrente para a remog¢ao dos residuos de
TCA, meio, SFB e metabdlitos secundérios. Apos isso, foram mantidas a temperatura ambiente
até a secagem completa.

Apdés a secagem, foram adicionados 50 pl/compartimento do corante proteico
sulforrodamina B (SRB) (Sigma-Aldrich®) a 0,4 % (p/v) dissolvido em 4cido acético a 1 % (v/v)
e, a seguir, as placas foram incubadas a temperatura ambiente, por 10 minutos. As placas foram
entdo lavadas por 4 vezes consecutivas com solucdo de acido acético 1% (v/v) e, apOs secagem
completa a temperatura ambiente, o corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com
150 pL/compartimento de Trizma Base (10 pM, pH 10,5) (Sigma-Aldrich®). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas a 540 nm (Molecular

Devices”, modelo VersaMax).

C. Analise dos resultados

As médias das absorbancias foram calculadas descontando o valor de seus respectivos
brancos e, através das formulas a seguir, foi determinado o crescimento celular (em porcentagem)
de cada linhagem celular em fun¢do das concentragdes de cada amostra testada.

Se T > C, a amostra estimulou o crescimento.

Se Tp < T < C, a amostra foi citostatica e a formula utilizada foi 100 x [(T-To)/ (C-To)].

Se T< Ty, a amostra foi citocida e a férmula utilizada foi 100 x [(T- To)/(To)].

Sendo T a média das absorbancias das células tratadas, C o controle de células e Ty a
média das absorbancias das células no tempo 0.

Esses resultados foram expressos em curvas de crescimento celular para cada linhagem
em fungcdo da concentracdo da amostra e, a partir deles, foram calculadas as concentracdes

efetivas TGI (Total Growth Inhibition, concentragdo necessaria para inibigao total de crescimento
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celular) e Gls¢ (concentracdo necessdria para inibi¢do de 50% da viabilidade celular), através de
regressao ndo linear, tipo sigmoidal, empregando-se software ORIGIN 8.0 (OriginLab

Corporation).

3.4. Teste de Induciao de Micronucleo in vitro

3.4.1. Padronizacio das condicoes experimentais

Inicialmente, buscou-se padronizar um protocolo visando a verificagdo da mutagenicidade
de produtos naturais através do teste de indug¢do de micronucleo in vitro. O procedimento
implantado para este trabalho foi desenvolvido de acordo com o guia da OECD 487 (2010).

O teste foi conduzido em placa de 6 compartimentos. As células CHO-K1, na densidade
de inoculacdo de 2 x 10° células/compartimento, foram semeadas e incubadas por 24 horas, a
37 °C, em incubadora imida com 5% de CO,. Em seguida, iniciou-se o tratamento das células
com meio de cultura (RPMI 1640, controle de células) e com as solucdes de DMSO (0,25% em
RPMI 1640) e MMS (metilmetanosulfonato, 25 pug/mL em RPMI 1640). Ap6s 4 horas, o meio de
cultura foi aspirado dos compartimentos, seguido da adi¢ao de solucdo de citocalasina B (Sigma-
Aldrich®, 3 ug/mL em RPMI 1640). As culturas retornaram a incubadora umida de CO,,
permanecendo por 20 horas. Ao final do periodo, iniciaram-se os processos de hipotonia, fixacao
e preparacdo das laminas (Figura 6).

Para padronizacao dessas etapas, avaliou-se a influéncia da temperatura da solucdo de
citrato de s6dio 1% (em temperatura ambiente e a 4°C) no processo de hipotonia, enquanto para a
fixacdo, avaliou-se a adicdo de uma solu¢cdo de formaldeido 1% a solugdo de citrato de sédio
antes da utilizacdo da solu¢ao de metanol:acido acético 3:1. Além disso, também foram avaliadas
as condicdes para o preparo das laminas (em temperatura ambiente, a 4°C e sob banho

termostatizado a 65°C). A Figura 6 resume as condicdes avaliadas.
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Figura 6: Processos de hipotonia, fixacdo e coloracdo das células CHO-K1.
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Inicialmente, apds o periodo de incubacao por 20 horas, o meio de cultura foi aspirado de
todos os compartimentos. Em seguida, as células foram lavadas em tampao fosfato (pH 7,0) e
tripsinizadas com solugdo de Tripsina/EDTA 0,25% (Vitrocell®), sendo que o contetido de cada
compartimento foi transferido para um tubo codnico correspondente. A suspensdo celular foi
centrifugada (2000 rpm, 5 minutos) e o pellet de células foi ressuspendido em 5 mL de citrato de
s6dio 1% (p/v) (Synth®), a temperatura ambiente, sendo adicionada 1 gota de formaldeido 1%
(Synth®) em metade das suspensdes celulares. Apés 5 minutos, 5 mL de fixador foi adicionado
aos tubos. Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas (2000 rpm, 5 minutos) e o pellet foi
ressuspenso em metanol:dcido acético (3:1, 5 mL) por 5 minutos (fixacdo celular) e novamente
centrifugados (2000 rpm, 5 minutos). Esta etapa foi repetida por mais 2 vezes para as suspensoes
tratadas com citrato de sédio, enquanto as suspensoes celulares tratadas previamente com citrato
de sodio:formaldeido foram ressuspensas apenas uma vez, conforme descrito por Ribeiro et al.
(2003). Concluida a etapa de centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, deixando-se cerca de
1 mL de fixador para ressuspender o pellet. A suspensao celular foi gotejada em trés laminas
histol6gicas, que foram mantidas sob atmosfera a 65°C sobre banho termostatizado por 3
minutos. As laminas dos dois protocolos foram deixadas para secar em temperatura ambiente e
em local livre de poeira. Por fim, as laminas foram coradas com solu¢do de Giemsa (Dinémica®),
a 5% em 4gua deionizada, por 15 minutos. Apds rdpida lavagem em dgua destilada e secagem das
mesmas, iniciou-se a andlise em microscopio dptico com objetiva de 40x.

Em um segundo experimento, foi avaliada a influéncia da temperatura da solug¢do de
citrato de so6dio 1% (p/v), comparando-se a solu¢do a temperatura ambiente e a 4°C, sem a adi¢ao
de formaldeido. As etapas de fixacdo com metanol:acido acético (3:1, S mL) e de preparacio da
lamina foram realizadas como descrito anteriormente. Finalmente, mantiveram-se as etapas de
hipotonia (solu¢do de citrato de s6dio em temperatura ambiente) e de fixacdo (solucdo de
metanol:acido acético (3:1, 5 mL), duas vezes) e foram variadas as condi¢cOes de preparo das
laminas, empregando-se 1dminas previamente resfriadas a 4°C (Menoli et al., 2001), mantidas a
temperatura ambiente (Kashino ef al., 2004) e sob atmosfera a 65 °C sobre banho termostatizado
(Santos, 2011), por 3 minutos. Todas as laminas preparadas foram deixadas para secar em
temperatura ambiente e em local livre de poeira. Por fim, as laminas foram coradas com solu¢@o

de Giemsa (Dindmica®), a 5% em 4gua deionizada, por 15 minutos. Apés rdpida lavagem em
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dgua destilada e secagem das mesmas, iniciou-se a andlise em microscopio ptico com objetiva

de 40x.

3.4.2. Avaliacio da mutagenicidade dos 6leos essenciais

Uma vez estabelecidas as condi¢des experimentais, avaliou-se a mutagenicidade dos 6leos

essenciais (Figura 7 e 8).

Figura 7: Esquema representativo das etapas do teste do microniicleo anteriores ao processo de fixagao.
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Figura 8: Esquema representativo do processo de hipotonia, fixacdo e coloragado das células CHO-K1.
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A. Experimento sem ativacdo metabdélica (S9-)

Apo6s padronizacdo das condicdes experimentais, o teste sem a ativacdo metabdlica S9
(S9-) foi feito com as amostras dos éleos essenciais extraidos nos meses de Janeiro, Abril, Julho e
Outubro (representativas para as estagdes verdo, outono, inverno e primavera, respectivamente) e
dos 6leos essenciais provenientes das partes aéreas de individuos machos e fémeas, coletados em
Julho, més no qual foi possivel diferenciar os individuos pelas inflorescéncias. Essas amostras
foram avaliadas com relagdo ao potencial mutagénico nas concentragdes de 6,25, 12,5 e 25
ug/mL, em duplicata. As placas tratadas foram levadas a incubadora umida de CO; por 4 horas.
Ap6s esse periodo, solugdo de citocalasina B foi adicionada aos pog¢os na concentragdo final
3 pg/mL. As culturas retornaram a incubadora, permanecendo por 20 horas (Figura 7). Ao final
do periodo, iniciou-se o processo de hipotonia, fixacdo e preparagdo das laminas (Figura 8).
Como controles foram utilizados meio de cultura RPMI 1640 (controle negativo), DMSO 0,25%
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(controle do solvente das amostras) e MMS 25 pg/mL (controle positivo de indugdo de

micronucleos).

B. Experimento com ativacio metabdlica (S9+)

Os oleos essenciais avaliados no teste de inducdo de microndcleos sem ativagdo
metabdlica também foram analisados com relagdo ao potencial mutagénico na concentracdo de
25 pg/mL, empregando-se um sistema de metabolizacao.

Para este experimento, a 1 mL 4gua destilada foram adicionados 1,75 mL de tampao
fosfato pH 7,4, 100 uL de NADP (76,5 mg/mL), 25 uL de glicose 6-fosfato (282,1 mg/mL), 25
uL de KCI (1,65 M), 25 puL de MgCl, (0,4 M) e 100 pL de fracdo S9 (mistura de enzimas
hepdticas humanas, Sigma-Aldrich®). Este mix foi adicionado as placas (90 pL/compartimento,
concentragdo final de S9 de 2%) juntamente com as amostras a serem testadas. Além dos
controles negativo (meio de cultura) e do solvente (DMSO), utilizou-se ciclofosfamida
(10 pg/mL) como controle positivo. As placas foram entdo levadas a incubadora de CO,, por 4
horas. Ao final deste periodo, aspirou-se todo o meio de cultura e as células foram lavadas com
solu¢do tampao fosfato pH 7,0 (2 mL/compartimento). Apds retirada da solugdo tampaio,
adicionou-se meio de cultura RPMI 1640 contendo citocalasina B (3 pg/mL, 1,5
mL/compartimento). Apds 20 horas de incubacdo, iniciou-se o procedimento para preparo das

laminas (Figura 8).

3.4.3. Testes iniciais de antimutagenicidade

Para avaliacdo inicial da atividade antimutagénica, as células CHO-K1 foram tratadas
com a amostra do 6leo essencial extraido no més de Julho (25 pg/mL) e o indutor de MN (MMS,
25 pg/mL). No tratamento simultdneo, as células foram tratadas com a mistura de amostra e
indutor de MN e incubadas por 4 horas. No pré-tratamento, as células foram expostas a amostra
por 2 horas, lavadas com tampao PBS e expostas ao indutor de MN por mais 2 horas. Ja no p0s-
tratamento, as células foram expostas por 2 horas ao indutor de MN, lavadas com PBS e expostas
a amostra em teste por mais 2 horas. Paralelamente aos tratamentos, foi realizado um controle
negativo (células sem qualquer tratamento) e um positivo (células tratadas com o indutor de MN)

(Figura 9).
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Figura 9: Esquema representativo do teste de antimutagenicidade.
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Além das amostras supracitadas, realizou-se também os trés tratamentos com quercetina,
2,5 ug/mL, flavonoide com expressiva atividade antioxidante.

Ao final do periodo de 4 horas, foram seguidas as etapas finais descritas no teste de
inducdo de micronucleo, a saber, bloqueio de citocinese (citocalasina B, 3 ug/mL), hipotonia,

fixacdo, preparo das laminas e contagem dos micronucleos.

3.4.4. Analise dos resultados de induciao de micronicleo
Todas as laminas foram analisadas por microscopia Optica e de cada tratamento foram
contadas no minimo 2000 células, sendo pelo menos 1000 células em cada cultura. Nessa

populagdo foi contada a incidéncia de células binucleadas com 1, 2 ou 3 micronticleos. Além
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disso, foram contadas também a quantidade de células mononucleadas e multinucleadas. Com
esses valores experimentais, foram calculados o Indice de Proliferagio Pos-Bloqueio da
Citocinese (CBPI do inglés, Cytokinesis-Block Proliferation Index), o indice de Replicagdo (RI
do inglés, Replication Index), ambos para inferir a citotoxicidade das amostras, e a frequéncia

(porcentagem) de micronticleos, segundo as formulas descritas pela OECD 487 (2010):

CBPI — (n° mononucleadas) + 2(n° binucleada s) + 3(n° multinucle adas)

n®total de células

_ ((n°binucleadas) + 2(n° multinucle adas)) [(n° total de células da cultura) <100

B ((n° binucleadas) + 2(n° multinucle adas)) /(n° total de células do controle)

o . -
A . . n°total de microniicleos
% frequéncia micronticleos = x100

total células binucleadas

A agdo protetora da amostra em teste foi expressa como a porcentagem de reducao
(%RED) da ocorréncia de micronucleos, calculada por %RED = 100 x [(MNA — MNg) / (MNa —
MN()], onde MNy € o nimero de células com micronticleo apos o tratamento com MMS, MNp €
o numero de células com micronucleo apods o tratamento com a amostra mais MMS ¢ MN¢ ¢ o
namero de células com microntcleo no grupo controle negativo.

Todos os resultados foram submetidos a analise de varidncia de uma unica via (ANOVA),
considerando-se como nivel critico p < 0,05 para que seja considerada diferenga significante

entre os grupos, seguida de Teste de Duncan com auxilio do software Statistica, versdo 5.5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento do OE e Teor de Umidade
Apb6s o processo de hidrodestilagdo (Figura 10), foram calculados os rendimentos do OE
em base fresca e em base seca, bem como o teor de umidade das partes aéreas coletadas (Tabela

2).

Figura 10: Sistema para extrac¢do do 6leo essencial.

(A) Sistema de hidrodestilagao e (B) detalhe do 6leo essencial recolhido.

Tabela 2: Valores referentes as massas de partes aéreas coletadas mensalmente, de 6leos essenciais
extraidos, bem como, os rendimentos em base seca e fresca e o teor de umidade.

Massa de Rendimento Rendimento Teor de

planta Massa ai fresco seco umidade

(2) (®) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
Janeiro 1471,64 1,3703 0,093 0,262 64,41
Fevereiro 1825,59 1,5805 0,087 0,228 62,02
Marco 2346,05 1,9063 0,081 0,213 61,91
Abril 2165,00 1,7184 0,079 0,195 59,35
Maio 2400,01 1,7580 0,073 0,175 58,25
Junho 2706,30 1,3748 0,051 0,123 58,73
Julho 3139,41 1,0062 0,032 0,079 59,43
Agosto 2663,89 0,9645 0,036 0,074 50,77
Setembro 1633,17 0,6915 0,042 0,074 42,49
Outubro 1881,29 0,9365 0,050 0,094 46,97
Novembro 1740,57 1,1726 0,067 0,232 70,97
Dezembro 1397,18 0,9977 0,071 0,232 69,16
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Nas Figuras 11 e 12 estdo apresentados os perfis dos rendimentos dos OEs extraidos de

Janeiro a Dezembro, em bases seca e fresca, assim como o teor de umidade (em % m/m).

Figura 11: Perfil do rendimento dos dleos essenciais em bases fresca e seca (% m/m).
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OE:s obtidos das partes aéreas de B. trimera coletadas no periodo de Janeiro a Dezembro de 2012.

Com base nos dados obtidos (Tabela 2, Figura 11), pode-se observar que com pequenas
variacOes, tanto o rendimento em base seca quanto em base fresca refletem o mesmo padrdo de
variacdo ao longo do ano. Assim, o maior rendimento (base seca) do OE foi obtido no més de
Janeiro (0,262%); posteriormente, houve uma reducido pequena e gradativa no rendimento até o
més de Maio (0,175%), com uma queda acentuada entre os meses de Maio e Julho (de 0,175% a
0,079%), trimestre que compreende o periodo de florescimento da planta, e recuperagdo do

rendimento a partir de Novembro (0,232%).
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Figura 12: Perfil do teor de umidade (% m/m) das partes aéreas de B. trimera, coletadas no periodo de
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(A) Rendimento do OE em base seca; (B) Rendimento do OE em base fresca.
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Foi interessante observar que o teor de umidade se manteve com pequenas alteragdes até o
més de Julho (64,41% em Janeiro e 59,43% em Julho), apresentando queda nos meses de Agosto
e Setembro (50,77% e 42,49%, respectivamente) e recuperacdo a partir do més de Outubro
(46,97%) (Tabela 2, Figura 12). Essa queda no teor de umidade pode ser a explicacdo para o
aumento no rendimento em base fresca, em relacdo ao rendimento obtido para coleta no més de
Julho (0,032%), observado nos meses de Agosto a Outubro (0,036% a 0,050%) (Tabela 2, Figura
12).

Esta variacdo no rendimento, em base seca, do OE (de 0,262% em Janeiro/2012 para
0,094% em Outubro/2012) estd em concordancia com aquela descrita por Silva et al. (2007).
Estes autores avaliaram a variabilidade sazonal do OE em populacdes de B. trimera, natural e
cultivada, coletadas no estado de Minas Gerais. Neste estudo, os 6leos foram extraidos a partir do
material seco e os rendimentos dos 6leos obtidos a partir das plantas cultivadas variaram de 0,23
e 0,25%, em Abril/2003 e Janeiro/2004, com uma redug¢do do rendimento (0,19%) a partir de
Maio/2003, com manutengdo desse patamar até Outubro/2003 (0,11%).

4.2. Analise fitoquimica do OE por CG/EM
Nas Tabelas 3 e 4 estdo descritos os compostos identificados nos OEs extraidos de Janeiro
a Dezembro de 2012 e dos OEs obtidos das partes aéreas dos individuos macho e fémea,

coletados em Julho de 2012, em plena floragao.
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Tabela 3: Compostos identificados, por CG/EM, nos 6leos essenciais das partes aéreas de B. trimera (Less.) DC.

% area relativa

Jan/ Fev/ i Jul/ Ago/ Set/
Composto
12 12 12 12 12 ‘
5,87 a-pineno 933 932 0,95 1,20 1,06 1,14 1,20 1,45 0,96 0,93 0,82 0,68 0,59 0,51 1,56 1,61
7,06 B-pineno* 977 974 7,12 8,76 8,03 8,31 8,27 10,66 7,54 7,17 5,92 5,21 4,98 4,22 11,53 11,66
7,43 B-mirceno* 991 988 5,91 6,39 6,42 5,25 6,45 7,40 6,56 5,09 4,79 3,91 3,09 2,39 7,11 11,01
9,33 E-B-ocimeno 1047 1044 2,35 2,10 2,31 2,42 2,81 3,72 2,15 2,13 1,51 1,72 1,22 1,20 3,81 3,83
22,71  o-copaeno 1375 1374 0,70 0,76 0,76 0,74 0,75 0,58 0,64 0,72 0,60 0,61 0,59 0,57 0,75 0,81
23,39  B-elemeno 1392 1389 0,67 0,90 0,79 0,99 0,67 0,86 0,67 0,85 0,86 0,84 0,83 0,82 1,08 0,94
24,54  E-cariofileno* 1420 1417 13,10 1349 13,57 14,14 13,92 12,14 13,70 14,32 12,72 12,81 16,72 16,71 1494 11,44
25,29  o-guaiaeno 1438 1437 2,98 2,82 3,21 3,18 3,63 3,07 2,99 2,98 2,55 2,21 1,82 2,55 2,89 2,49
25,88  a-humuleno 1453 1452 1,56 1,54 1,59 1,59 1,55 1,37 1,61 1,73 1,70 1,67 1,85 1,83 1,66 1,39
26,16  aloaromadendreno 1460 1458 0,64 0,61 0,74 1,04 1,17 1,08 0,83 0,79 0,77 0,57 - 0,47 - 0,89
26,84  y-muuroleno 1477 1478 2,08 2,08 2,02 2,05 2,03 1,68 1,73 1,62 1,48 1,72 1,43 1,60 1,97 1,83
27,02  germacreno D* 1481 1484 8,78 9,83 9,35 8,33 7,37 7,03 8,69 10,79 11,74 13,24 17,70 14,15 8,56 6,73
27,20  B-selineno 1486 1489 0,61 0,60 0,65 0,64 0,64 0,54 0,60 0,58 0,50 0,62 0,65 0,57 - 0,58
27,66  biciclogermacreno* 1497 1500 13,33 12,94 14,64 13,14 13,98 12,64 1519 17,34 17,54 16,51 19,39 22,18 12,56 9,49
27,77  o-muuroleno 1500 1500 1,31 1,32 1,28 1,29 1,25 1,09 1,10 1,08 1,09 1,15 1,04 1,11 1,28 1,12
28,03  d-guaiaeno 1507 1509 0,57 0,60 0,61 0,66 1,27 0,65 0,37 0,49 0,50 1,30 1,53 1,33 - 1,13
28,30  y-cadineno 1514 1513 1,28 1,28 1,19 1,27 1,17 1,06 0,63 0,57 0,53 1,10 0,91 1,01 0,52 0,49
28,69  d-cadineno* 1523 1522 6,44 6,56 6,23 6,44 6,15 5,70 6,01 5,73 5,21 5,75 5,11 5,26 7,86 6,30
30,07  germacreno B 1559 1559 0,56 0,48 0,50 0,54 0,59 0,55 0,61 0,64 0,58 0,62 0,63 0,64 - 0,45
30,77  espatulenol 1577 1577 0,54 0,55 0,63 0,75 0,82 0,86 1,41 2,56 4,43 2,24 - - 1,01 1,05
31,03 globulol* 1584 1590 6,91 5,97 6,10 6,84 6,99 7,31 7,52 7,62 6,06 7,00 3,68 4,54 6,08 6,77
31,32 viridiflorol 1592 1592 422 3,50 3,57 3,88 4,17 4,08 3,92 3,35 3,41 3,51 2,74 3,30 3,30 3,36
31,70 Ledol 1602 1602 2,29 1,97 1,90 2,02 2,02 2,15 2,19 1,63 1,53 1,52 0,80 1,13 1,77 2,10
33,19  epi-a-muurolol 1642 1640 3,23 291 2,48 2,72 2,27 2,33 2,35 2,06 2,33 2,78 2,76 2,68 2,67 2,31
33,66  a-cadinol 1655 1652 3,54 3,39 2,66 2,73 2,37 2,53 2,35 1,97 2,56 2,94 3,57 3,24 2,98 2,50

tr: tempo de reten¢@o (min); IRR.,: indice de retengdo relativa calculado; IRRy;; indice de retencao relativa descrito na literatura (Adams, 2007).
*Em destaque, as porcentagens relativas dos compostos majoritarios.



De acordo com os dados apresentados na Tabela 3, os compostos majoritarios presentes
nos OEs, ao longo dos doze meses, foram o biciclogermacreno (12,64% a 22,18%), E-cariofileno
(12,14% a 16,72%), germacreno D (7,03% a 14,15%), B-pineno (4,98% a 10,66%), globulol
(3,68% a 7,62%), B-mirceno (2,39% a 7,40%) e 6-cadineno (5,11% a 6,56%) (Figura 13).

Figura 13: Estrutura quimica dos compostos majoritarios identificados no OE de B. trimera.
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Com relagdo aos Oleos extraidos de inflorescéncias diferenciadas morfologicamente em
machos e fémeas, coletadas no més de Julho, houve semelhanga na composi¢ao qualitativa com
diferencas nas concentracdes relativas dos compostos majoritarios. Assim, o OE do individuo
macho apresentou maiores concentracdes relativas de E-cariofileno (14,94%), biciclogermacreno
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(12,56%) e germacreno D (8,56%) enquanto o OE do individuo fémea apresentou maior
concentragdo relativa de B-mirceno (11,00%) e de globulol (6,77%); ambos os OEs apresentaram
teores semelhantes de B-pineno (11,53% e 11,66% para macho e fémea, respectivamente) (Tabela
3).

Lago et al. (2008) analisaram quimicamente o 6leo volatil das folhas de individuos macho
e fémea de Baccharis trimera, coletados em Campos do Jordao/SP. Os autores verificaram
variacdo significativa na composi¢do quimica e na proporcao relativa dos 6leos obtidos, a qual
pode estar relacionada as diferencgas fisiologicas que geralmente, em espécies didicas, interferem
no metabolismo secunddrio. Nas plantas didicas, as fémeas alocam mais energia e nutrientes para
a reproducdo do que as plantas masculinas. Assim, as plantas fémeas tém seu crescimento
reduzido, o estado nutricional baixo e sdo menos atacadas por insetos herbivoros que as plantas
masculinas (Cipollini et al., 1994; Carneiro et al., 2006).

Analisando-se os compostos identificados agrupados de acordo com o esqueleto quimico
basico (Tabela 4), foi possivel observar que entre as substincias volateis presentes no Oleo
essencial de B. trimera ha um predominio de sesquiterpenos hidrocarbonetos (50,04 a 70,80%).

Nas plantas machos, coletadas em Julho/12, ha um teor maior de sesquiterpenos
hidrocarbonetos (54,07%) em relacdo ao observado nas plantas fémeas (46,08%) e um pouco
menor de monoterpenos hidrocarbonetos (24,01% e 28,11%, respectivamente) (Tabela 4, Figura
14). Além disso, tanto plantas machos quanto fémeas apresentaram quantidades relativas
semelhantes de sesquiterpenos oxigenados (17,81% e 18,09%), com um teor maior de compostos
ndo identificados no 6leo essencial das plantas fémeas (7,72%) em relacdo ao 6leo das plantas

machos (4,11%).
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Tabela 4: Composigao dos oleos essenciais de Baccharis trimera por grupos de compostos.

% area relativa

OEs/2012 Monoterpenos S.esquiterpenos Sesq}literpenos NE}O
Hidrocarbonetos  Hidrocarbonetos oxigenados Identificados
Janeiro 16,33 54,61 20,73 8,33
Fevereiro 18,45 55,81 18,29 7,45
Marco 17,82 57,13 17,34 7,71
Abril 17,12 56,04 18,94 7,90
Maio 18,73 56,14 18,64 6,49
Junho 23,23 50,04 19,26 7,47
Julho 17,21 55,37 19,74 7,68
Agosto 15,32 60,23 19,19 5,26
Setembro 13,04 58,37 20,32 8,27
Outubro 11,52 60,72 19,99 7,77
Novembro 9,88 70,20 13,55 6,37
Dezembro 8,32 70,80 14,89 5,99
Macho 24,01 54,07 17,81 4,11
Fémea 28,11 46,08 18,09 7,72

Figura 14: Grupos de compostos presentes nos 6leos essenciais de Baccharis trimera.
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4.3. Atividade antiproliferativa em cultura de células

A fim de agregar informacgdes sobre outras possiveis atividades biolégicas do OE de B.
trimera, realizou-se o teste de atividade antiproliferativa em linhagens tumorais humanas.

Para analise da proliferagdo celular, utilizou-se o método ndo-clonogénico da
sulforrodamina B, que ¢ um corante proteico que se liga aos residuos dos aminoacidos basicos
das proteinas de células que estavam vidveis no momento da fixacdo. Portanto, quanto maior a
quantidade de SRB ligada ao compartimento, menor a atividade antiproliferativa da amostra em
teste. Para a fixacdo das células viaveis foi empregado o acido tricloroacético (TCA) que atua
como um fixador, precipitando proteinas. Desta forma, as células vidveis se mantém fixas na
placa, enquanto células ndo viaveis sdo lavadas. Trata-se de um método independente do
metabolismo celular e que permite a quantificagdo de proteinas de modo linear com o niimero de
células da cultura, além de ser consideravelmente rapido, simples e apresentar sensibilidade
comparavel a de metodologias fluorescentes. Outra vantagem ¢ a estabilidade da placa para
leitura, pois as células sdo primeiramente fixadas, coradas e a medida da absorbancia pode ser
realizada vérias semanas apos o término do experimento (Rubinstein et al., 1990; Skehan et al.,
1990; Monks et al., 1991; Keepers et al., 1991; Vichai e Kirtikara, 2006; Houghton et al., 2007).

Os graficos gerados relacionam o crescimento celular em fungdo da concentracdo das
amostras testadas (Figura 15, A-Q). Os valores entre 100% e 0 representam proliferacao celular,
sendo a linha 0 o marco para a inibi¢do total de crescimento, ou seja, quando a quantidade de
células ao final do experimento era a mesma do momento de adigdo das amostras (placa Ty). Ja os
valores negativos representam morte celular, pois a quantidade de células (inferida através da
dosagem de proteinas coradas) era menor do que aquela do momento de adicdo das amostras

(placa Ty) (Monks et al., 1991).
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Figura 15: Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens tumorais e
nao-tumorais, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmao tipo ndo pequenas células),
PC-3 (prostata), K-562 (leucemia), HaCaT (queratinécito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster

chinés). (A) controle do quimioterapico para analise dos OEs extraidos nos meses de Jan, Fev, Mar, Abr e Mai/12;
(B) OE Jan/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apos 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmao tipo ndo pequenas células),
PC-3 (prostata), K-562 (leucemia), HaCaT (queratindcito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster
chinés). (C) OE Fev/12; (D) OE Mar/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apos 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulmao tipo ndo pequenas células),
PC-3 (prostata), K-562 (leucemia), HaCaT (queratinécito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster
chinés). (E) OE Abr/12; (F) OE Maio/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovario com fendtipo de
resisténcia), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmio tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), K-562 (leucemia),
OVCAR-03 (ovario), HT-29 (célon), HaCaT (queratindcito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster
chinés). (G) controle do quimioterapico para andlise dos OEs extraidos nos meses de Jun, Jul, Ago/12 e dos
individuos machos e fémeas; (H) OE Jun/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovario com fendtipo de
resisténcia), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmio tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), K-562 (leucemia),
OVCAR-03 (ovario), HT-29 (célon), HaCaT (queratindcito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster
chinés). (I) OE Jul,,/12; (J) OE Ago/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovario com fendtipo de
resisténcia), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulmio tipo ndo pequenas células), PC-3 (préstata), K-562 (leucemia),
OVCAR-03 (ovario), HT-29 (c6lon), HaCaT (queratinécito humano), CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster
chinés).(K) OE Jul3/12; (L) OE JulQ/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais € nao-tumorais, apos 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovario com fendtipo de resisténcia), NCI-H460 (pulmao
tipo ndo pequenas células), OVCAR-03 (ovario), HT-29 (co6lon), K-562 (leucemia), HaCaT (queratinocito humano),
CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster chinés). (M) controle do quimioterapico para andlise dos OEs
extraidos nos meses de Set, Out, Nov e Dez/12; (N) OE Set/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apos 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovério com fenétipo de resisténcia), NCI-H460 (pulmao
tipo nao pequenas células), OVCAR-03 (ovério), HT-29 (cdlon), K-562 (leucemia), HaCaT (queratindcito humano),
CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster chinés). (O) OE Out/12; (P) OE Nov/12.
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Figura 15 (cont.): Atividade antiproliferativa in vitro dos 6leos essenciais em painel de linhagens
tumorais ¢ nao-tumorais, apds 48 horas de tratamento.
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Linhagens: U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI/ADR-res (ovédrio com fendtipo de resisténcia), NCI-H460 (pulmao
tipo ndo pequenas células), OVCAR-03 (ovério), HT-29 (cdlon), K-562 (leucemia), HaCaT (queratindcito humano),
CHO-K1 (célula epitelial de ovario de hamster chinés). (Q) OE Dez/12.

De acordo com os graficos apresentados, foram realizados trés experimentos
independentes, sendo as amostras de Janeiro a Maio testadas em um primeiro experimento,
enquanto as amostras de Junho, Julho e os 6leos dos individuos f€meas e machos foram avaliados
no segundo experimento, ficando as amostras de Setembro a Dezembro para um terceiro teste,
cada um deles com seu respectivo controle. Por essa razdo, houve uma variacdo entre as
linhagens que estavam disponiveis em cada um dos experimentos.

Os resultados obtidos demonstraram que todas as coletas resultaram em OEs com perfil
semelhante de atividade antiproliferativa, caracterizada por atividade citocida na concentragdo de
250 pg/mL e auséncia de atividade antiproliferativa nas concentragdes de 0,25; 2,5 e 25 pg/mL.

Os valores de TGI e Gls calculados para essas amostras estdo descritos nas Tabelas 5 e 6,
respectivamente. Fouche et al. (2008) descreveu critérios para classificacdo de amostras com
atividade antiproliferativa de acordo com os valores médios de TGI e de Glso. Assim, com base

no TGI, a atividade antiproliferativa pode ser separada em quatro categorias, a saber, inativo
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(média TGI > 50 pg/mL), atividade fraca (15 pg/mL < média TGI < 50 pg/mL), atividade
moderada (6,25 ng/mL < média TGI < 15 pg/mL) e atividade potente (média TGI < 6,25 pg/mL).
Utilizando-se esses critérios, foi possivel concluir que as amostras testadas de OEs foram inativas
(média TGI > 50 pg/mL) (Tabela 5). Pela analise dos graficos (Figuras 15A-15Q), foi possivel
observar que as amostras apresentaram atividade citocida apenas na maior concentragdo testada
sem seletividade, ou seja, atuando indistintamente sobre todas as linhagens celulares. Dos valores
apresentados na Tabela 5, pode-se destacar a acdo citostatica fraca sobre a linhagem U251
(glioma, valores de TGI iguais a 34,02; 39,84 ¢ 49,97 nug/mL) promovida pelos OEs obtidos das
folhas coletadas em Maio/12, Outubro/12 e Dezembro/12; e sobre as linhagens 786-0 (rim, TGI =
43,72 ng/mL) e UACC-62 (melanoma, TGI = 44,02 png/mL) induzidas pelo OE obtido das folhas

coletadas em Junho/12.
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Tabela 5: Valores de TGI (em pg/mL) ap6s o tratamento com o 6leo essencial de B. trimera frente a linhagens tumorais ¢ ndo-tumorais.

Janeiro 73,58 92,83 67,68 76,34 93,14  >250 >108,931 60,79 99,97
Fevereiro 70,26 66,55 64,91 91,37 54,00 >250 >99,521 66,26 76,61
Marco 69,93 67,60 67,87 70,59 77,62 >250 >100,601 62,72 81,14
Abril 76,30 70,23 69,59 62,31 72,15 >250 >100,101 66,34 86,46
Maio 34,02 70,27 71,25 81,83 64,35 >250 >95,291 92,04 84,71
Doxo I 1,11 0,29 0,84 0,52 1,30 >25 >4.84 P 0,34 2,47
Junho 68,78 44,02 102,31 76,70 43,72 13593 68,58 >250 77,67 66,93 >93461 >250 60,98
Julho 60,85 77,53 86,62 67,83 69,30 137,59 70,34 >250 77,66 65,28 >96,301 >250 61,46
Agosto 73,92 83,07 94,13 101,99 72,07 134,45 79,73 >250 96,67 84,68 >107,071 >250 65,02

OE Macho 70,92 74,22 85,38 106,79 79,84 132,41 69,83 >250 79,06 92,15 >104,061 >250 63,16
OE Fémea 56,69 83,46 8347 62,13 69,49 88,17 62,33 >250 60,55 57,47 >87,381 >250 53,34
Doxo IT" 0,90 0,22 1,94 >25 1,11 1,86 1,17 >25 6,15 2485 >8,82M >25 1,58

Setembro 61,95 134,55 >250 >250 98,75 69,20 >250 >159.211 >250 91,36
Outubro 39,84 135,76  >250 >250 112,47 89,81 >250 >161,131 >250 99,74
Novembro 65,03 155,96  >250 >250 135,51 75,40 >250 >168,841 >250 89,31
Dezembro 49,97 101,30 >250 >250 207,53 63,29 >250 >167,441 >250 11241
Doxo IIT" 0,33 10,02 >25 >25 1,31 20,22 >25 >15,27 F >25

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), U (UACC-62, melanoma), M (MCF-7, mama), A (NCI/ADR-res, ovario com fen6tipo de
resisténcia a multiplos farmacos), 7 (786-0, rim), 4 (NCI-H460, pulmao tipo ndo pequenas células), P (PC-3, prostata), K (K-562, leucemia), O
(OVCAR-03, ovério), H (HT-29, c6lon).

#Linhagens celulares ndo-tumorais: Cat (HaCaT, queratindcito humano), CHO (CHO-K1, célula epitelial de ovario de hamster chinés).

**Doxo: Doxorrubicina — quimioterapico de referéncia.

? Critérios de classificagdo: inativo (I, média TGI > 50 pg/mL), atividade fraca (F, 15 png/mL < média TGI < 50 pg/mL), moderada (M, 6,25 ng/mL <
média TGI < 15 pg/mL) e potente (P, média TGI < 6,25 pug/mL) (Fouche et al., 2008).
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Tabela 6 — Valores de Gl5, (em pg/mL) ap6s o tratamento com o 6leo essencial de B. trimera frente as linhagens tumorais e ndo-tumorais.

Janeiro 30,60 29,90 28,03 28,86 30,37 53,22 1,531 28,36 30,87
Fevereiro 30,86 29,70 27,86 29,11 26,79 41,96 14A9F 26,95 28,90
Marco 30,13 30,13 28,90 27,56 30,86 48,81 1,511 28,03 2991
Abril 30,85 2991 28,19 28,72 29,28 70,73 1,56 1 27,25 26,42
Maio 34,22 30,86 28,90 28,90 28,18 62,74 1,551 30,37 29,69
Doxo I** 0,02 0,04 0,02 0,01 0,20 0,06 -1,23 P 0,02 0,22
Junho 29,09 2948 28,75 27,41 30,60 29,52 26,14 58,55 30,36 27,71 1,50 I 47,67 27,88
Julho 28,37 2891 28,73 27,53 28,54 2842 28,54 23,69 30,13 2741 1,45F 32,87 26,67
Agosto 30,13 29,49 29,29 29,31 29,29 30,13 29,29 44,10 31,33 28,54 1,49F 46,69 28,54

OE Macho 29,29 2949 28,20 27,89 2890 2857 27,70 75,99 2947 27,11 1,521 49,90 26,66
OE Fémea 27,70 27,10 2527 2695 29,47 26,00 26,66 30,10 25,79 26,52 1,43F 38,15 25,85

Doxo IT#* 0,03 0,029 0,042 0,41 1,57 0,01 0,25 1,00 0,34 0,21 -0,41 P 0,03 0,12
Setembro 29,68 30,82 58,24 106,17 29,28 29,68 83,24 1,721 81,95 34,24
Outubro 28,35 32,42 59,70 104,65 34,25 31,01 92,73 1,74 1 88,16 33,22
Novembro 29,68 27,78 51,89 83,01 35,67 29,89 68,00 1,671 87,14 27,67
Dezembro 29,67 29,90 43,67 72,52 50,18 29,27 71,01 1,671 68,09 36,73
Doxo IIT** 0,03 0,03 >25 0,04 0,22 0,70 0,25 >0,57M 0,08

*Linhagens celulares tumorais humanas: 2 (U251, glioma), U (UACC-62, melanoma), M (MCF-7, mama), A (NCI/ADR-res, ovario com fen6tipo de
resisténcia a multiplos farmacos), 7 (786-0, rim), 4 (NCI-H460, pulmdo tipo ndo pequenas células), P (PC-3, prostata), K (K-562, leucemia), O
(OVCAR-03, ovério), H (HT-29, c6lon).

#Linhagens celulares ndo-tumorais: Cat (HaCaT, queratindcito humano), CHO (CHO-K1, célula epitelial de ovario de hamster chinés).

**Doxo: Doxorrubicina — quimioterapico de referéncia.

* Critério de classificagdo: inativas (I, média log GIso > 1,50), atividade fraca (F, 1,50 > média log GIs,> 1,10), moderada (M, 1,10 > média log GIs, >
0) e potente (P, média log Gls5o< 0) (Fouche et al., 2008).
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Por outro lado, com base nos valores de Glsy, amostras inativas seriam aquelas que
apresentassem valores de média do log Glso > 1,50 enquanto as amostras ativas podem ser
classificadas em fraca (1,50 > média log Glso > 1,10), moderada (1,10 > média log Glso > 0) e
potente (média log Glso< 0) (Fouche et al., 2008).

Segundo esses critérios para Glsy, foi possivel observar que os OEs obtidos de folhas
coletadas nos meses de Fev/12, Jul/12, Ago/12 e o OE das plantas fémeas apresentaram atividade
citostatica fraca (1,50 > media logGlso> 1,10), sem apresentar seletividade para alguma linhagem
(Tabela 6).

Bufalo et al. (2010) verificaram a citotoxicidade do OE de Baccharis dracunculifolia
frente a linhagem tumoral HEp-2 (carcinoma de laringe). De acordo com os autores, o OE nao
apresentou efeito na viabilidade celular nas concentracdes de 50, 100 e 250 pg/mL, porém, em
concentragdes mais altas (500 e 1000 pg/mL) resultou em uma acao citotoxica frente a linhagem
celular, de modo concentragdao-dependente.

Além disso, no estudo realizado por Losqui et al. (2009), com dilui¢cdes contendo o 6leo,
o solvente propilenoglicol e meio de cultura (meio 199, Gibco®), em que foi estabelecido o uso
de propilenoglicol para dez vezes o volume do 6leo a ser diluido, € o volume do meio 199 em
quantidade suficiente para 1 mL de solucdo para cada placa, os autores verificaram que o OE de
B. trimera nas dilui¢des 1:500 e 1:1000 (v/v) possui agdo inibitoria na diferenciagdo de células
neuronais, in vitro, apos 48 horas de tratamento, com redugdo na sobrevida de células neuronais e
diminuicao da proliferacao de células gliais.

Os estudos supracitados reportaram a atividade antiproliferativa dos OEs de espécies do
género Baccharis, porém, este ¢ o primeiro relato de avaliacdo da atividade antiproliferativa do
OE de Baccharis trimera frente um painel de linhagens tumorais humanas. Com relagdo as
linhagens nao-tumorais, as amostras de OEs apresentaram um perfil similar ao observado para as
linhagens tumorais (Tabelas 5 e 6). Com base nesses resultados, selecionou-se a faixa de
concentragdo de 6,25, 12,5 e 25 pg/mL para avaliacdo de inducdo de micronucleos em células

CHO-KI.
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4.4. Teste de Induciao de Micronucleo

4.4.1. Padronizacio das condi¢des experimentais

De acordo com o preconizado pela OECD 487 (2010), as 1dminas provenientes de culturas
tratadas com citocalasina B devem possuir pelo menos 2000 células binucleadas por
concentracdo ou 1000 células binucleadas por cultura (sendo duas culturas por concentrag¢do), do
contrdrio, os resultados de contagem podem ndo ser confidveis. A frequéncia de microntcleos
deve ser avaliada apenas em células binucleadas, caso a quantidade destas células seja inferior ao
indicado e o aumento do nimero de micronicleos ndo seja significativo, serd necessdria a
repeticao do teste ou a diminuicdo das concentra¢des da amostra.

A escolha das concentracdes a serem testadas deve considerar os testes preliminares de
proliferacdo celular a fim de eleger a maior concentragdo que nao seja toxica para as células, ou
seja, que garanta viabilidade celular. Além disso, durante a andlise das células binucleadas, deve-
se evitar a contagem daquelas com formato irregular, nicleos de tamanhos muito diferente e
principalmente, ndo confundi-las com células multinucleadas, células estas que podem apresentar
alta frequéncia de micronicleos (OECD 487, 2010).

O CBPI (Indice de Proliferacio Pés-Bloqueio da Citocinese) indica o nimero médio de
ciclos que cada célula sofre durante periodo de exposicdo a citocalasina B e pode ser utilizado
para calcular a proliferacdo celular. Além disso, o RI (Indice de Replicacdo) indica o nimero
relativo de niicleos nas culturas tratadas, em compara¢do com o controle negativo das culturas e
pode ser usado para calcular a porcentagem de células citostdticas, que corresponde a inibi¢do do
crescimento celular (Kalweit et al., 1999; Fenech, 2007). Assim, o RI é uma forma de
comparacao do nimero de células binucleadas ou multinucleadas que se encontra em processo de
divisio e quanto maior o seu valor, menor serd a quantidade de células citostaticas,
consequentemente, menor serd a citotoxicidade da amostra.

O MMS foi escolhido como controle positivo de indugdo de MNs por ser um agente
clastogénico de acdo direta. Sua acdo acontece em especial pela sua capacidade de alquilar
moléculas nucleofilicas como o DNA, visto que todas as bases deste 4cido possuem sitios
susceptiveis a alquilagdo, especificamente no nitrogénio e oxigénio (Beranek, 1990; Moore et al.,
1991; Tao et al., 1993; Jenkins et al., 2005).

Nas Tabelas 7 e 8 estdo apresentados os resultados (CBPI, RI e frequéncia de

micronucleos) para as células tratadas com meio de cultura (controle negativo), DMSO (0,25%) e
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MMS (25 pg/mL, agente indutor) (Figura 16). Neste primeiro experimento, foi avaliada a

influéncia da adicdo ou ndo de formaldeido 1% a solucdo de citrato de sédio.

Figura 16: Fotomicrografias referentes aos tratamentos das células (CHO-K1) submetidas ao Teste do
Microndcleo.

(A) Lamina correspondente ao tratamento com MMS no protocolo com formaldeido e (B) Lamina correspondente
ao MMS a partir do protocolo sem formaldeido. Coloragdo com solug@o de Giemsa 5% e MNs destacados nas setas.

As fotos foram obtidas a partir da observacdo das 1aminas ao microscépio dptico (Leica, Modelo SME), na objetiva
de 40x, acompanhado de sistema de fotomicroscopia digital (Optikam B3 Digital Camera, OptikaView, Ver 7.1).

Tabela 7: CBPI, RI e Frequéncia de microniicleo (MN) das células tratadas com meio, DMSO e MMS,
hipotonia com solu¢ao de citrato de s6dio e fixacdo com metanol:acido acético 3:1.

Agentes CBPI1 RI (%) Frequéncia de MN (%)
Meio de cultura 1,89 + 0,021 100 0,61 0,07

MMS (25 pg/mL) 1,71 £ 0,007%** 80,03** 4,95 +0,81**

DMSO (0,25 %) 1,89 £ 0,028 100,95 0,89 + 0,09

*p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan), em relagdo ao controle de células em meio de
cultura.

Tabela 8: CBPI, RI e Frequéncia de micronticleo (MN) das células tratadas com meio, DMSO e MMS,
hipotonia com solucéo de citrato de sédio + formaldeido 1% e fixacdo com metanol:acido acético 3:1.

Agentes CBPI RI(%) Frequéncia de MN (%)
Meio de cultura 1,95 £ 0,035 100 0,62 £ 0,07

MMS (25 pg/mL) 1,66 £ 0,077* 69,26%* 3,45 +£0,51**
DMSO (0,25 %) 1,85 £ 0,028 90,5 1,05 £ 0,13

*p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan), em relacdo ao controle de células em meio de
cultura.



De acordo com os resultados descritos nas Tabelas 7 e 8, foi possivel concluir que as
concentracoes de MMS e DMSO utilizadas nos protocolos ndo foram citotéxicas, uma vez que os
valores do CBPI sdo superiores a 1. Com relacio ao Indice de Replicacio, o controle positivo
MMS apresentou valor de 69,26% no protocolo que envolveu o tratamento com formaldeido
(Tabela 8), representando uma citotoxicidade de 30,74%. Este valor encontra-se ainda abaixo da
faixa considerada citotoxica pela OECD 487 (2010), que determina que indices de citotoxicidade
maiores que 50 = 5% podem induzir danos cromossomicos como efeito secundirio da
citotoxicidade da amostra.

Com relacdo a frequéncia de microndcleos, como esperado, o controle positivo MMS
resultou em uma frequéncia de microntcleos maior em relacao ao controle negativo e ao DMSO,
para ambos os protocolos, sendo a frequéncia maior no protocolo sem utilizacdo de formaldeido
(4,95 £ 0,81) (Tabela 7). Dessa forma, o protocolo sem adicao de formaldeido, apesar de
apresentar mais etapas de centrifugacao no procedimento de fixacdo, proporcionou a obtengdo de
dados mais homogéneos, com menor porcentagem de citotoxicidade das amostras e maior
frequéncia de micronticleos no controle positivo sugerido para o teste (Tabela 7).

Ajustado este parametro, avaliou-se a preparacdo das laminas em diferentes temperaturas
(temperatura ambiente, a 4°C e sobre atmosfera a 65 °C), a fim de melhorar o campo visual para

auxiliar na andlise das células (Figura 17).
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Figura 17: Fotomicrografias das células (CHO-K1) submetidas ao Teste do Micronticleo.

-

" |

(A) Lamina preparada a 4°C; (B) Lamina preparada a temperatura ambiente; (C) Lamina preparada a 65 °C.
Coloracdo com solu¢do de Giemsa 5% e MNs destacados nas setas. As fotos foram obtidas a partir da observagdo
das laminas ao microscépio 6ptico (Leica, Modelo SME), na objetiva de 40x, acompanhado de sistema de
fotomicroscopia digital (Optikam B3 Digital Camera, OptikaView, Ver 7.1).

Como pode ser observado na Figura 17, as laminas geladas (Fig. 17A) proporcionaram
melhor conserva¢do do citoplasma, porém a homogeneidade na cor azul do citoplasma em
relag@o ao nicleo foi um fator que dificultou a andlise das células. J4 nas laminas preparadas em
temperatura ambiente (Fig. 17B), as células apresentaram citoplasma pouco evidente, porém, os
resquicios azulados deste poderiam interferir na andlise dos microniicleos, uma vez que os
nidcleos também apresentaram tonalidade azul. Por fim, as 1dminas preparadas sobre atmosfera a
65°C (Fig. 17C) resultaram em células com citoplasma pouco definido, porém, com tonalidade
distinta dos nudcleos (citoplasma azul e nicleo roxo), fato que auxiliou na andlise das células,
sendo esta a condi¢do escolhida para os testes posteriores.

Finalmente, foi avaliada a influéncia da temperatura da solugdo de citrato de sdédio 1% na

eficiéncia do processo de hipotonia. Ao final, verificou-se que tanto a 4°C quanto a temperatura
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ambiente as células ndo apresentaram diferencas significativas na morfologia durante a andlise
das laminas. Dessa forma, a manutencdo da solucio de citrato de sddio a temperatura ambiente
foi a condicdo escolhida, por permitir o uso da solucido recém-preparada nos testes posteriores de

avaliacao do potencial mutagénico dos 6leos essenciais.

4.4.2. Avaliacido do potencial mutagénico dos 6leos essenciais

H4 relatos na literatura sobre as atividades genotéxicas e mutagénicas de B. trimera.
Rodrigues et al. (2009) avaliaram as propriedades genotdxicas e antigenotdxicas do extrato
aquoso de B. trimera, in vivo, por meio dos testes de MN e cometa. Segundo os autores, 0 extrato
aquoso administrado via gavagem nas doses de 500, 1000 e 2000 mg/kg nao resultou em efeitos
genotoxicos no teste cometa, porém, houve aumento na frequéncia de MNs, necessitando de
estudos complementares para avaliagdo da mutagenicidade. Fachinetto e Tedesco (2009) e Pinho
et al. (2010) evidenciaram a atividade mutagénica da infusdo de B. trimera em teste de Allium
cepa, com aumento também de anomalias cromossdmicas em linfécitos humanos verificadas por
Pinho et al. (2010).

Diferentemente dos testes supracitados, que avaliaram a infusao de B. trimera, o presente
trabalho avaliou a atividade mutagénica do 6leo essencial da espécie, in vitro, por meio do teste

do MN.

A. Experimento sem ativacdo metabélica S9

Os OEs extraidos das folhas coletadas nos meses de Janeiro, Abril, Julho e Outubro de
2012 foram selecionados para avaliagdo do potencial mutagénico no teste do micronicleo,
caracterizando as estacOes verdo, outono, inverno e primavera de 2012, respectivamente. Os

valores de CBPI, RI e a frequéncia de MN para cada amostra estdo descritos na Tabela 9.

55



Tabela 9: CBPI, RI e Frequéncia de microndcleos dos O6leos essenciais de Baccharis trimera no
experimento sem ativagdo metabdlica.

Frequéncia de

Amostras CBPI RI (%) MN (%)
Meio de cultura 1,79 + 0,006 100 0,73 £ 0,26
o DMSO 0,25 % 1,89 +0,027* 113,34* 0,89 + 0,09
lé MMS 25 pg/mL 1,79 £ 0,018 101,01 3,35 +(0,18%**
= OE Janeiro 25 ng/mL 1,71 £ 0,026 89,70* 2,17 £ 0,24 %%*
> OE Janeiro 12,5 ng/mL 1,69 +0,007* 87,58* 0,90 +0,12
OE Janeiro 6,25 ng/mL 1,65 + 0,065%* 82,99%** 0,55 +0,26
Meio de cultura 1,73 £ 0,022 100 0,67 +0,24
© DMSO 0,25% 1,73 £ 0,034 99,53 0,99 +0,11
% MMS 25 pg/mL 1,70 + 0,033 96,81 5,70 £ 0,55%**
S OE Abril 25 pg/mL 1,80 +£0,019* 109,11* 1,45 £0,28%
C OE Abril 12,5 ug/mL 1,77 + 0,023 105,23 1,16 + 0,04
OE Abril 6,25 pg/mL 1,78 £ 0,001 106,51 0,67 0,17
Meio de cultura 1,87 £0,032 100 1,08 £0,10
S DMSO 0,25% 1,89 + 0,000 102,80 1,37 +£ 0,09
é MMS 25 pug/mL 1,88 = 0,001 101,34 6,56 + 0,42%**
E OE Julho 25 pg/mL 1,84 + 0,003 97,30 2,44 + 0,44**
Z  OE Julho 12,5 pg/mL 1,85 + 0,002 97,96 2,01 £0,10%*
OE Julho 6,25 ng/mL 1,80 + 0,022* 92,57 1,34 + 0,29
< Meio de cultura 1,77 £ 0,009 100 1,49 + 0,37
% DMSO 0,25 % 1,78 = 0,007 101,51 1,58 +0,26
» MMS 25 ug/mL 1,71 = 0,006** 93,31* 6,79 + (0,93***
§ OE Outubro 25 pg/mL 1,79 + 0,029 103,64 3,37 +£0,31*
2 OE Outubro 12,5 ng/mL 1,76 + 0,009 99,70 2,89 +0,74*
% " OE Outubro 6,25 pg/mL 1,79 = 0,010 102,66 2,76 £0,18

*p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan), em relagdo ao controle de células em meio de
cultura.

Como apresentado na Tabela 9, todas as amostras apresentaram RI superior a 80%
(citotoxicidade menor do que 20%) e CBPI acima de 1,6, dados que confirmam ausé€ncia de
citotoxicidade para as concentracdes testadas.

Com relacdio a frequéncia de micronucleos, a concentragdo de DMSO utilizada
(correspondente a quantidade empregada para diluir as amostras) ndo induziu a formagdao de MN
em relacdo ao controle de células, enquanto o MMS elevou a frequéncia para 3,35 = 0,18%,

5,70 £ 0,55, 6,56 = 0,42 e 6,79 + 0,93 para as amostras de Janeiro/12, Abril/12, Julho/12 e

56



Outubro/12, respectivamente. O OE na maior concentragdo (25 pg/mL) aumentou a frequéncia de

MN, de maneira independente do més em que as folhas foram coletadas. Por outro lado, os OEs

obtidos das folhas coletadas em Julho e Outubro também foram capazes de induzir um aumento,

estatisticamente significativo, da frequéncia de MN na concentracdo de 12,5 pg/mL (Tabela 9).

Assim, na concentragdo de 6,25 pg/mL, os OEs referentes a Jul/12 e Out/12 proporcionaram um

aumento na frequéncia de indu¢do de MNs em cerca de 24% e 85%, respectivamente, em

comparacao com os controles sem tratamento; na concentragdo de 12,5 pg/mL, o incremento na

inducdo de MNs para as amostras ficou entre 23% (Jan/12) e 94% (Out/12); ao passo que na

concentragdo de 25 pug/mL, o incremento foi superior a 110% para todas as amostras, sendo o

maior aumento observado para o OE de Jan/12 (197%) (Figura 18).

Figura 18: Incremento na induc¢do de microntcleos (%) em fun¢do das concentragdes dos 6leos
essenciais.
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Além disso, os OEs obtidos das folhas coletadas de individuos machos e fémeas, em Julho

de 2012, foram também analisados quanto a capacidade de induzir a formacdo de micronucleo

(Tabela 10).
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Tabela 10: CBPI, RI e Frequéncia de micronticleos dos 6leos essenciais de B. trimera obtidos das partes
aéreas de individuos machos e fémeas.

Frequéncia de

Amostras CBPI RI (%) MN (%)
Meio 1,87 £0,032 100 1,08 £0,10
DMSO 0,25 % 1,89 = 0,000 102,80 1,37 £0,09
MMS 25 pg/mL 1,88 £ 0,001 101,34 6,56 + (0,42%**
OE Machos 25 ug/mL 1,88 £ 0,017 101,49 2,52 £0,37**
OE Machos 12,5 ng/mL 1,92 +0,006%* 106,21 2,31 £0,23%*
OE Machos 6,25 ug/mL 1,90 = 0,009 104,01 2,21 +£0,34%**
OE Fémeas 25 pg/mL 1,91 £0,051* 104,51 1,55 +0,08
OE Fémeas 12,5 ng/mL 1,92 £0,012%* 105,78 1,21 +0,31
OE Fémeas 6,25 ug/mL 1,88 = 0,009 101,69 1,08 £0,13

*p <0,05; *¥*p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan) em relacido ao controle de células sem tratamento.

Verificou-se uma diferenca significativa do potencial mutagénico entre as amostras, uma
vez que o OE proveniente dos individuos machos apresentou elevada frequéncia de MN, nas trés
concentragdes testadas, ao passo que o OE das plantas fémeas ndo apresentou variacao
significativa na frequéncia de MN, inclusive na maior concentra¢do. Assim, em relacdo ao meio
de cultura, houve um aumento na indu¢do de micronicleos em cerca de 133% para o OE dos
individuos machos e cerca de 44% para o OE das plantas fémeas na concentragdo de 25 pg/mL.
A andlise por CG/EM (Tabela 3) dessas duas amostras apontou algumas variagdes na propor¢ao
dos compostos majoritdrios (Figura 19), as quais poderiam estar envolvidas na variacdo do
potencial mutagénico.

Além disso, estes 6leos essenciais apresentaram variagdes significativas na composicao
qualitativa quando se avalia a composi¢cdo por grupo de terpenos identificados por CG/EM
(Figura 20). Desta forma, pode-se sugerir que os sesquiterpenos hidrocarbonetos, que
predominam nos Oleos essenciais das partes aéreas das plantas machos estejam envolvidos ao

efeito mutagénico observado para o 6leo essencial das partes aéreas de B. trimera.
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Figura 19: Compostos identificados nos 6leos essenciais de plantas fémeas e machos.
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Figura 20: Composicao relativa (%) dos 6leos essenciais obtidos a partir de plantas fémeas e machos e da
coleta mista realizada em Julho de 2012.
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O P-cariofileno é um sesquiterpeno comumente utilizado como agente aromatizante
devido ao seu odor amadeirado e picante (Skold et al., 2006) e, além disso, mostrou-se como
promissor agente anticarcinogénico (Zheng et al., 1992). Di Sotto et al. (2008) avaliaram as
atividades antimutagénica e mutagénica de alguns terpenos por meio do teste de mutacdo reversa
em bactérias. De acordo com os autores, o P-cariofileno ndo apresentou mutagenicidade no
experimento realizado e na concentracdo de 6,4 mg/mL, o mesmo reduziu em quase 84% o
nimero de coldnias revertentes induzidas por 2-nitrofluoreno, o que caracteriza forte atividade
antimutagénica. A auséncia de mutagenicidade para o composto B-cariofileno também foi
observada em um estudo realizado por Molina-Jasso et al. (2009), por meio do teste de indugao
de MNs in vivo. Além disso, Di Sotto et al. (2010) verificaram inibicdo da clastogenicidade
induzida por etilmetanossulfonato em culturas de linfécitos humanos pré-tratadas e co-tratadas
com [-cariofileno nas concentragdes de 0,1 a 100 ug/mL, sendo este efeito ndo observado nas
culturas pds-tratadas.

No teste microssomal em Salmonella realizado por Gomes-Carneiro et al. (2005), os
monoterpenos B-mirceno, a-terpineno € o-pineno ndo apresentaram mutagenicidade, tanto nos
sistemas com ou sem ativagdo metabdlica S9. Sousa et al. (2007) avaliaram os efeitos
clastogénicos e anticlastogénicos do OE de Casearia sylvestris Swart. por meio do teste de
aberracdo cromossdmica em células de hepatoma. De acordo com o trabalho, os constituintes
majoritdrios do OE foram P-cariofileno (27,5%) e biciclogermacreno (24,2%) e as trés
concentragdes analisadas do OE (15, 30 e 45 pg/mL) apresentaram efeitos clastogénicos. Porém,
no experimento de anticlastogenicidade, as trés concentracdes do OE também apresentaram
atividade protetora quando associadas ao agente mutagénico etilmetanossulfonato.

Finalmente, avaliando o potencial genotdxico e a composi¢ao quimica do 6leo essencial
das folhas de Piper gaudichaudianum Kunth, Péres et al. (2009) descreveram que esse Oleo
essencial apresentava 4,7% de monoterpenos e fenilpropanoides, 58,1% de sesquiterpenos
hidrocarbonetos, 29,5% de sesquiterpenos oxigenados e 7,7% de compostos volateis nao
identificados. Esse Oleo essencial induziu significativamente um aumento na frequéncia de
micronucleos em células V79 (fibroblastos de pulmao de hamster chinés), de modo dependente

da concentragdo, apds 2 horas de exposi¢do e em concentragdes entre 4 e 10 pg/mL.
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Os resultados obtidos neste projeto em conjunto com aqueles descritos na literatura
parecem sugerir que os sesquiterpenos hidrocarbonetos podem estar envolvidos na acdo

mutagénica de dleos essenciais.

B. Experimento com ativacao metabdélica S9

As células do teste também foram expostas as amostras na presenca de um adequado
sistema de metabolizacdo, a fracdo microssomal S9. A fracdo S9 revela se o material em teste é
mutagénico em sua forma original ou necessita ser metabolizado ou ativado para se tornar
mutagénico. Trata-se de uma fracdo pds-mitocondrial comumente utilizada, geralmente obtida a
partir do figado de roedores tratados com agentes de inducio enziméatica (OECD 487, 2010).

No teste proposto, optou-se pela utilizacdo da fracdo S9 proveniente de figado humano
(Sigma-Aldrich®, $2442) a fim de reproduzir a0 maximo as condi¢des de biotranformagdo em
humanos. Hakura et al. (1999) e Hakura et al. (2005) compararam a mutagenicidade de
carcinégenos usando os sitemas S9 provenientes de figado humano e de ratos. Os dados
mostraram vantagens na utilizacdo da fracdo S9 obtida a partir de figado humano no teste de
Ames e, de acordo com os autores, trata-se de uma ferramenta ttil para avaliagdo e compreensao
dos efeitos mutagénicos dessas substancias em humanos.

De acordo com Plant (2004), um sistema de ativagdao metabdlica que possui um maior
grau de semelhanca com o que ocorre na metabolizacdo de moléculas (xenobidticos) do
organismo humano beneficia e favorece a extrapolacio para o valor preditivo sobre as andlises de
risco em mutagenicidade. Além disso, a fracdo hepatica S9 oferece uma representacdo mais
completa do perfil metabdlico quando comparada a microssomos preparados a partir de
hepatdcitos. Isto porque na fracdo S9 encontram-se enzimas tanto da fase 1 (reacdes de oxidacgdo)
quanto da fase 2 (reag¢Oes de conjugacdo) do metabolismo (Hariparsad et al., 2006).

A ciclofosfamida foi o reagente escolhido como controle positivo de indu¢do de MNs,
uma vez que este reagente necessita de ativacdo mediada pelo citocromo P450 para observagao
dos seus efeitos genotoxicos (Kulka et al., 1993). Trata-se de um agente alquilante inativo da
classe quimica das mostardas nitrogenadas e um potente imunodepressor, atuando em células
com alta atividade mitética apds ativacdo metabdlica, inibindo tanto a resposta imune humoral

quanto celular (Sanderson et al., 2001).
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Frente as amostras com S9 (Tabela 11), o valor do RI esteve acima de 95% e CBPI acima
de 1.8, fato que evidencia a credibilidade do teste no que diz respeito a auséncia de
citotoxicidade. A ciclofosfamida elevou a frequéncia de MNs para 4,59 + 0,25%, representando
um aumento de quase 4 vezes em relacdo ao controle negativo (1,17 + 0,14). Os OEs referentes
as amostras de Jan/12, Abr/12, Jul/12 e o OE obtido a partir dos individuos machos apresentaram

um aumento estatisticamente significativo da frequéncia de MNs na concentragdo de 25 pg/mL.

Tabela 11: CBPI, RI e Frequéncia de micronticleos dos 6leos essenciais de B. frimera no experimento
com ativacido metabdlica.

Frequéncia de

Amostras CBPI RI (%) MN (%)

Meio 1,85 £ 0,023 100 1,17 £ 0,14
DMSO 0,25 % 1,88 = 0,004 103,85 1,22 +0,10
CPA 10 pg/mL 1,86 = 0,004 101,71 4,59 + (0,25%**
OE Janeiro 25 pg/mL 1,87 £ 0,020 102,36 1,83 £0,17%*
OE Abril 25 pg/mL 1,87 £ 0,009 101,88 1,71 £0,10*
OE Julho 25 pg/mL 1,85 £0,016 99,65 1,88 £0,21*%*
OE Outubro 25 ug/mL 1,85 = 0,006 99,97 1,41 +£0,15
OE Machos 25 ug/mL 1,88 £ 0,019 103,61 1,62 £0,17*
OE Fémeas 25 pg/mL 1,82 £ 0,006 96,82 1,32+ 0,18

*p < 0,05; *¥p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan) em relag@o ao controle de células sem tratamento.

Figura 21: Incremento de inducdo de micronucleos (%) em fungdo da época de coleta dos OEs na
concentragdo de 25 ug/mL, nos experimentos com e sem S9.
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Embora tenha sido observado um aumento acima de 60% da frequéncia de MNs para os
OEs de Jan/12 e Jul/12; cerca de 46% para o OE de Abr/12, 20% para o OE coletado em Out/12,
38% e 13% para os OEs dos individuos machos e fémeas, respectivamente, tais percentuais
foram inferiores aqueles observados no teste sem ativagdao metabdlica (Figura 21, Tabela 12), fato
que evidencia uma possivel reducdo do potencial mutagénico dos 6leos essenciais quando

submetidos a um sistema de metabolizacao.

Tabela 12: Comparacao entre os valores representativos da frequéncia de MNs nos experimentos com
(S9+) e sem (S9-) ativacdo metabdlica S9.

Amostras Frequéncia de Incremento Frequénciade Incremento
MN (%) S9+  * (%) S9+ MN (%) S9- (%)* S9-

Meio 1,17 £0,14 0,73 £ 0,26
DMSO 0,25 % 1,22 £0,10 43 0,89 + 0,09 21,9
CPA 10 pg/mL 4,59 £ 0,25%** 292,3 Naio se aplica
MMS 25 pug/mL Nao se aplica 3,35 £ 0,18*** 358.,9
OE Janeiro 25 pg/mL 1,83 £0,17** 56,4 2,17 +0,24%* 197,3
Meio 1,17 £0,14 0,67 £ 0,24
DMSO 0,25% 1,22 £0,10 4,3 0,99 £0,11 47,8
CPA 10 pg/mL 4,59 £ 0,25%** 2923 Nao se aplica
MMS 25 pg/mL Nio se aplica 5,70 £ 0,55%** 750,7
OE Abril 25 pg/mL 1,71 £0,10* 46,2 1,45 +0,28* 116,4
Meio 1,17 £0,14 1,08 £ 0,10
DMSO 0,25% 1,22 £0,10 4,3 1,37 £ 0,09 26,9
CPA 10 pg/mL 4,59 £ 0,25%** 2923 Naio se aplica
MMS 25 pg/mL Nao se aplica 6,56 £ 0,42%** 507,4
OE Julho 25 pg/mL 1,88 £0,21%* 60,7 2,44 + 0,44%* 125,9
Meio 1,17 £0,14 1,49 + 0,37
DMSO 0,25% 1,22 £0,10 4,3 1,58 £ 0,26 6,0
CPA 10 pg/mL 4,59 + 0,25%%* 2923 N3o se aplica
MMS 25 pg/mL N3o se aplica 6,79 £ 0,93%** 355,7
OE Outubro 25 pg/mL 1,41 £0,15 20,5 3,37 £0,31* 126,2
Meio 1,17 £0,14 1,08 £ 0,10
DMSO 0,25% 1,22 £0,10 4,3 1,37 £ 0,09 26,9
CPA 10 pg/mL 4,59 + (0,25%** 292.3 N3ao se aplica
MMS 25 pg/mL N3ao se aplica 6,56 + 0,42 507,4
OE Machos 25 pg/mL 1,62 £0,17* 38,5 2,52 +0,37%%* 133,3
OE Fémeas 25 pg/mL 1,32+ 0,18 12,8 1,55 0,08 43,5

* Incremento percentual em relagio a frequéncia de microntcleos verificada para as células sem tratamento (meio) do
respectivo experimento; *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan) em relagdo ao controle de

células sem tratamento.
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Esses resultados parecem sugerir que os metabdlitos mais oxigenados resultantes da
metabolizacdo pelas enzimas da fracdo S9 das substancias volateis presentes no 6leo essencial (e
que sdo predominantemente hidrocarbonetos) t€m um menor potencial mutagénico, ja que todas
as amostras de 6leo essencial (Janeiro, Abril, Julho e Outubro/2012; machos e fémeas coletados
em Julho/2012) apresentaram redugdo significativa na indu¢do de microndcleos (Tabela 12,
Figura 21).

Desta forma, pode-se sugerir que quando administrado a um organismo vivo, este 6leo
essencial pode ser metabolizado no intestino e/ou no figado resultando em uma mistura de

substancias menos mutagénicas e, consequentemente, mais seguras.

4.4.3. Teste de antimutagenicidade

Os valores de CBPI, RI e a frequéncia de MN para as amostras estdo descritos nas Tabelas
13 e 14. Todas as amostras apresentaram RI superior a 90% (citotoxicidade abaixo de 10%) e
CBPI acima de 1,7, dados que confirmam auséncia de citotoxicidade para as concentragdes e

tempos de exposicao testados (Tabelas 13 e 14).

Tabela 13: Teste de atividade antimutagénica com tratamento simultineo (4 h).

Amostras CBPI RI (%) Frequéncia de  Reducao

MN (%) (%)
Meio 1,86 + 0,030 100,00 1,17 +0,12
DMSO 0,25 % 1,86 + 0,034 100,49 1,04 £0,30
MMS 25 pg/mL 1,79 £ 0,023 91,83 5,77 £ 0,14%**
OE B.trimera Julho 25 pg/mL. 1,84 + 0,038 97,77 2,03 +0,17**
Quercetina 2,5 pg/mL 1,81 + 0,006 94,12 1,75 +£0,11*
Quercetina + OE 1,82 + 0,006 96,15 1,29 £ 0,05 86,0 *
Quercetina + MMS 1,82 £0,017 95,38 5,79 + 0,35%** -0,4°
OE + MMS 1,86 £ 0,014 100,27 2,74 £0,16%** 65,8 "

* Em relacdo a frequéncia de MN apenas tratada com OE B. trimera; ® Em relagio a frequéncia de MN apenas tratada
com MMS; *p < 0,05; **¥p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de Duncan) em relagido ao controle de células sem
tratamento.
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Tabela 14: Teste de atividade antimutagénica com pré e pds-tratamento (2 h + 2 h).

Amostras CBPI RI (%) Frequéncia de Reducio

MN (%) (%) *
Meio 1,88 +0,011 100,00 1,07 +0,30 -
DMSO 0,25 % 1,86 + 0,034 98,18 1,04 + 0,30 -
MMS 25 pg/mL 1,90 + 0,001 103,06 5,11 £0,13%** -
OE B.trimera Julho 25 pg/mL. 1,92 + 0,009 105,09 2,00 £0,17*%* -
Quercetina 2,5 ug/mL 1,89 + 0,007 101,31 1,84 +0,17* -
MMS - OE 1,91 + 0,006 103,93 2,91 + (,33*** 54,5
MMS - Quercetina 1,90 + 0,015 102,71 3,47 + 0,06%** 40,6
Quercetina > MMS 1,89 + 0,027 101,69 3,89 + (,32%** 30,2
OE »> MMS 1,89 + 0,059 101,37 3,69 + (,34%** 35,1

* Em relagéio a frequéncia de MN apenas tratada com MMS; *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001 (ANOVA, Teste de
Duncan) em relacdo ao controle de células sem tratamento.

Para avaliacdo inicial da acdo antimutagénica, optou-se por estudar a maior concentracao
de OE de B. trimera que nao interferia na proliferacdo celular, ou seja, a concentracdo de
25 ug/mL. Esta mesma estratégia foi empregada por Sousa et al. (2007) para estudo de atividade
antimutagénica do OE de Casearia sylvestris Swart. Além disso, empregaram-se trés esquemas
diferentes de tratamento, incluindo o tratamento simultdneo (mistura amostra + agente indutor,
exposicao de 4 h), tratamento prévio (amostra 2 h seguida de agente indutor por 2 h) e posterior
(agente indutor por 2 h seguida por amostra 2 h) ao agente indutor de MN (Poersch et al., 2007).

Neste experimento, 0 MMS elevou a frequéncia de MNs para 5,77 + 0,14% no tratamento
simultaneo (4 h de exposi¢ao) e para 5,11 = 0,13% no pré e pds-tratamentos (2 h de exposi¢ao),
representando um aumento de quase 5 vezes em relacdo aos respectivos controles negativos
(meio e DMSO). No tratamento simultineo (Tabela 13), o o6leo essencial de Julho na
concentragdo de 25 pg/mL, quando combinado com o indutor de MNs, reduziu em 65,8% a
frequéncia de MNs em relagcdo ao controle de células, fato que sugere um possivel efeito protetor
do 6leo essencial. Por outro lado, quando o 6leo essencial foi adicionado sobre as células apds
duas horas de exposicio a0 MMS, observou-se uma reducdo de 54,5% na incidéncia de MNs
enquanto o tratamento prévio por duas horas com o OE Jul/12 seguido pelo tratamento das
células com MMS, a reducdo observada foi de apenas 35,1% (Tabela 14).

Esses resultados sugerem que o 6leo essencial ndo apresenta um efeito preventivo, mas

pode ser mais eficiente na reversdo de danos causados por agentes genotoxicos ou mutageénicos.
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Segundo Bhattacharya (2011), os principais mecanismos de acdo antimutagénica
envolvem inibicdo ou indug¢do enzimdtica (tanto fase 1 quanto fase 2), inativacdo quimica,
adsorc¢do e atividade antioxidante. Por isso, para verificar se seria possivel bloquear a inducdo de
micronicleos por MMS através de um agente antioxidante, avaliou-se o flavonoide quercetina, na
concentragdo 2,5 pg/mL. Nas condi¢des em que o experimento foi realizado, ndo foi possivel
evidenciar essa atividade protetora do flavonoide na presenca do MMS de maneira conclusiva,
uma vez que no tratamento simultineo ndo houve alteracdo significativa na frequéncia de
microntcleos (Tabela 13), enquanto tanto o tratamento prévio (reducdo de 30,2%) quanto o pds-
tratamento (40,6% de reducdo) levaram a uma pequena diminuicio na frequéncia de
microntcleos induzida pelo MMS (Tabela 14).

Por outro lado, o tratamento simultdneo das células com quercetina (2,5 pg/mL) e 6leo
essencial Jul/12 (25 pg/mL) resultou em uma reducdo de 86,0% na frequéncia de MN induzida

pelo OE, sugerindo um potencial efeito protetor (Tabela 13).
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5. CONCLUSAO

A andlise por CG/EM indicou que as amostras apresentaram como compostos majoritarios
biciclogermacreno (12,64% a 22,18%), E-cariofileno (12,14% a 16,72%), germacreno D (7,03%
a 14,15%), B-pineno (4,98% a 10,66%), globulol (3,68% a 7,62%), B-mirceno (2,39% a 7,40%) e
d-cadineno (5,11% a 6,56%), com uma variacdo na propor¢ao relativa dos compostos presentes
nos 6leos obtidos das plantas fémeas em relacdo aos machos.

No teste de atividade antiproliferativa em linhagens tumorais e ndo-tumorais, observou-se
um perfil de atividade citostdtica semelhante para todas as amostras, independente da variacdo
quimica observada, o que sugere pouca eficiéncia do 6leo essencial na reversdo de eventos que
perfazem a etapa de progressdo do processo de proliferacdo celular, sendo mais eficaz na
diminui¢@o ou possivel reversao de danos genéticos na etapa de inicia¢do, como foi observado no
teste preliminar de antimutagenicidade.

Na avaliacdo do potencial mutagénico através da indu¢ao de MNs, os OEs coletados no
verao (Jan/2012), outono (Abr/2012), inverno (Jul/2012) e primavera (Out/2012) induziram um
aumento na frequéncia de micronidcleos, em relacdo ao controle de células sem tratamento, para a
maior concentragdo (25 pug/mL), sendo que os OEs obtidos no inverno (Jul/2012) e primavera
(Out/2012) também apresentaram indu¢do de MNs, estatisticamente significativa, na
concentragdo de 12,5 pg/mlL.

Além disso, verificou-se que as plantas fémeas ndo apresentaram potencial mutagénico
nas trés concentracgoes testadas (6,25; 12,5 e 25 ug/mL), ao passo que o OE obtido a partir dos
individuos machos induziu aumento na frequéncia de MN nas mesmas concentracdes avaliadas.
Esses resultados, em conjunto com dados descritos na literatura, parecem sugerir que Os
sesquiterpenos hidrocarbonetos que predominam nos 6leos essenciais das partes aéreas das
plantas machos podem estar envolvidos na agdo mutagénica dos 6leos essenciais.

Assim, estes resultados sugerem uma possivel atividade mutagénica do OE das partes
aéreas de B. trimera, em concentragoes acima de 25 pg/mL, com diferenca significativa no
potencial indutor de MN entre individuos machos e fémeas. Por outro lado, no experimento com
ativacao metabdlica, verificou-se uma inducao inferior na frequéncia de microndcleos em relacdo
aos dados obtidos no teste sem ativagdo, fato que demonstra possivel redu¢do da mutagenicidade

dos OEs ap6s metabolizacio pelo sistema de ativagdo S9.
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Nesta triagem inicial in vitro de eficcia e seguranga, o 6leo essencial de B. trimera apresentou
um efeito indutor de microntcleos inferior quando comparado ao controle MMS, efeito este reduzido
significativamente quando ha um sistema de metabolizacdo. Embora nio tenha sido observado efeito
significativo na etapa de progressdo do crescimento das células tumorais, evidenciou-se no pds-
tratamento e no tratamento simultdneo com o 6leo essencial e 0 MMS uma possivel reversao ou
reducdo da clastogenicidade causada pelo indutor de MNGs.

Uma vez que o 6leo essencial da carqueja apresenta um promissor uso medicinal no tratamento
da infecdo por Schistosoma mansoni, estes resultados sugerem a necessidade de testes
complementares para avaliacdo do potencial mutagénico do OE e seus mecanismos de a¢do, bem
como, uma investigacdo detalhada do perfil quimico para estabelecer a relacdo entre a composi¢ao

quimica e a seguranca de uso, como também, indicagdes sobre um potencial uso quimiopreventivo.
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ANEXO 1 - Cromatogramas dos dleos essenciais de Baccharis trimera, obtidos por CG/EM.
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ANEXO 2 - Certificado de Registro no Cadastro Nacional de Biodiversidade.

2451275838575202

QcnPq T

Compaiive Nacionsd a8 DesermvodriTenio
Chait#loo » Nacroldigion

AUTORIZAGCAO DE ACESSO E DE REMESSA DE AMOSTRA DE COMPONENTE DO
PATRIMONIO GENETICO n°® 010021/2012-4

O CONSELHO NACIONAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO - CNPq, credenciado pelo
Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético (CGEN/MMA), por meio da Deliberagéo CGEN n® 246, de 27 de agosto de
2009, para autorizar instituigdes nacionais, publicas ou privadas, que exercam atividades de pesquisa e desenvolvimento
nas areas biologicas e afins, a acessar e remeter amostras de componente do patriménio genético para fins de pesquisa
cientifica sem potencial de uso econdmico, neste ato representado pelo seu Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da
Saude, nos termos da Portaria CNPq n® 161/2010, autoriza a instituicdo abaixo qualificada a acessar e remeter amostras
de componentes do patriménio genético.

Instituicdo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS - UNICAMP
CNPJ: 460.684 250/0001-33

Representante Legal: RONALDO ALOISE PILLI

Cargo/Fungéo: Pro-Reitor de Pesquisa

CPF: 850.557.788-49 RG: 54628908

Projeto: Estudo fitoquimico e atividade antimutagénica/mutagénica do dleo essencial de Baccharis trimera (Less ) DC.

Coordenador do Projeto: Ana Licia Tasca Gois Ruiz
CPF: 250 432 438-30 RG: 213398151 - SSP / SP

Finalidade do projeto: Segundo dados atuais da OMS, as neoplasias representam a segunda maior causa de morte
mundial. Viver em ambiente aerobico faz com que todos os organismos vivos estejam continua e inevitavelmente
expostos a espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio. Estas reagem com DNA, proteinas intracelulares e lipideos das
membranas danificando essas estruturas e, por isso, estdo relacionadas com a génese de uma séne de doencas
cronico-degenerativas, como céancer. Além de fonte de novos farmacos, as plantas s&o grandes aliadas na prevencdo do
aparecimento de varnas doencas mediante diferentes mecanismos de agdo, como por exemplo, imunomodulag&o e
capacidade antioxidante. Assim, produtos naturais com capacidade antioxidante sdo promissores quimiopreventivos do
cancer, pois podem inibir a ocorréncia de lesbes prée-neoplasicas no DNA. A ?carqueja?, Bacchans tnmera (Less.) DC.
(Asteraceae), € uma espécie vegetal caracteristica de regides tropicais, muito utilizada na medicina popular como
anti-inflamatoria e em fratamento de problemas estomacais e digestivos. Tendo em vista o potencial uso medicinal da
espécie B. trimera, este projeto tem por objetivo a avaliacdo da atividade antioxidante do éleo essencial e suas frag@es,
em ensaios de DPPH e Folin-Ciocalteu, e do potencial antimutagénico/mutagénico in vitro através do modelo de indugéo
de micronucleo, além do estudo fitoquimico do oleo essencial buscando correlacionar a composi¢do quimica com as
atividades observadas, contribuindo assim para o conhecimento da atividade farmacologica e de seguranga para uso
medicinal de B. trimera.

Amostras a serem acessadas:

Espécie(s): Baccharis trimera

Tipo de matenal/quantidade de amostras: Ser&o coletadas aproximadamente 3,0 kg de partes aéreas de Baccharns
trimera, cultivada no campo experimental, CPMA/CPQBA/Unicamp

Local de depdsito de subamostra: DEPARTAMENTO DE BOTANICA

Equipe do projeto: ANA LUCIA TASCA GOIS RUIZ / CPF 250.432.438-30
ADRIANA DELLA TORRE / CPF 354.031.738-46
ADRIANA DA SILVA SANTOS / CPF 273.963.758-60
VERA LUCIA GARCIA REHDER / CPF 015.677.898-03
ILIO MONTANARI JUNIOR / CPF 094.617.628-01

Validade da Autorizagao: 27/03/2012 a 01/02/2013

A instituig&o acima gualificada devera enviar ao CNPq, por meio da Plataforma Carlos Chagas, relatorio anual sobre o
andamento do projeto de pesquisa, nos termos do Decreto n®. 4 946/2003. L.
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Esta autorizagéo esta vinculada as informagdes, declaragdes e termos de compromisso firmados pelo coordenador do
projeto e pelo representante legal, constantes do Processo n® 010021/2012-4 . Atividades de acesso aos conhecimentos
tradicionais associados, de acesso e de remessa de componente do patriménio genético com finalidade comercial,
aplica¢&o industral, bioprospeccéo ou desenvolvimento tecnologico n&o estéo autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou ndo de protecdo intelectual, originado das
amostras de componente do patrimdnio genético acessado no &mbito desta autorizagdo, a instituigdo beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legisla¢éo vigente, junto ao CGEN/MMA.

A remessa de amostra de componente do patriménio genético devera ser precedida da assinatura do Termo de
Transferéncia de Matenial (TTM) ou do Termo de Responsabilidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético (TRM). Para a remessa de componente do patriménio genético para instituicéo sediada no exterior,
devera ser solicitada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, por meio de
formulario especifico e mediante a apresentacéo de TTM ou TRTM, licenca de exportagéo complementar a autorizagéo de
remessa, mormente quando se tratar de remessa de espécies constantes nos Anexos da Convengéo sobre o Comeércio
Internacional das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de Extingéo (Cites).

Brasilia, 27 de Margo de 2012

Paulo Sergio Lacerda Beirao
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Saude

Para visualizar a versdo digital da Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patriménio
Genético, V.Sa. podera utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPg para esse fim na pagina
hitp_#servicosweb.cnpq.brivisualizador/ e informar o nimero do protocolo 2451275838575202 para recupera-la do banco
de dados do CNPq, ou poderd selecionar o arquivo salvo em seu computador (em formato PKCS7). V.Sa. pode também
usar outro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrdo PKCST para fazer a visualizagdo e
extragdo do documento.

ﬂCNPq

oo McHonel (W Dot BT
Chuaive s Renaighe Processo: 010021/2012-4
Autorizacdo de Acesso e de Remessa de Validade: 01/02/2012 a 01/02/2013
Compaonente do Patriménio Genética InstituicZo: UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e |CNPJ460.684.250/0001-33
Tecnoldgico - CNPq, nos termos Deliberacdo 246/2009, do Pesquisador: Ana Lucia Tasca Gois Ruiz
Conselho de Gestdo do Patrimdnio Genético, autoriza a .
instituicdo identificada no verso deste documento a acessar CPF: 250432 438-30
e remeter componente do Patriménio Genético com a|RG: 213398151 - SSP/SP
finalidade de pesquisa cientifica.
Para wisualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e
L de Remessa de Componente do PatrimGnio Genético, V.Sa.
Brasilia, 27 de Marco de 2012 poderd utilizar a ferramenta disponibilizada pelo CNPg para
' ) esse fim na pagina hitp-//servicosweb.cnpq.brivisualizador/
Paulo Sergio Lacerda Beirao ) e informar o nimero do protocolo 6117533098090154 para
Diretor de Ciéncias Agrarias, BiO'miCﬂS e da Saude (ecupe(é_}'a do banco de dados do CNPq

PO 161/2010
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ANEXO 3 - Aprovacao do relatorio referente a autorizacao de acesso ao patriménio genético

e Inovagio

G OV ERNDO FEDFE R AL
() CNP Ministério da
Ciéncia, Tecnologia
Cleniffico e Tecnoldgico

PAIS RICO E PAIS SEM POBREZA

Oficio COAPG n2 54/2013 Brasilia, 22 de abril de 2013.

lima. Sra.

Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz

Centro de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas
Divisao de Farmacologia e Toxicologia

Rua Alexandre Cazellato, 999

Vila Betel

13083-970 - Campinas, SP - Brasil - Caixa-postal: 6171

Ref.: Processo n? 010021/2012-4 — Relatério final referente a autorizacéo de acesso ao patriménio
genético - vinculado ao projeto intitulado “Estudo fitoquimico e  atividade
antimutagénica/mutagénica do dleo essencial de Baccharis trimera (Less.) DC”.

Prezada Senhora,

Levamos ao seu conhecimento que o relatério final referente a autorizagdo em epigrafe foi
analisado e que em decorréncia do cumprimento das exigéncias do Anexo | da Resolugdo CGEN
n2 31/2008, foi aprovado por esta Coordenagao.

Atenciosamente,

e T

CARLOS A
Coordenador do Sistema de Autorizagdo de Acesso ao Patriménio Genético
PO - 128/2013

Ministério da Ciéncia ,Ti logia e ca C de Dx I Telefone +55 61 3211 4024
Cientifico e Tecnolégico Fax +55 61 3211 4035
Coordenagao do Sistema de Autorizagdo de Acesso e-mail: coapg@cnpq.br
ao Patriménio Genético - COAPG
SHIS Quadra 01 Conjunto B - Bloco A - 2¢ andar

Edificio Santos Dumont
Lago Sul, Brasilia - DF
CEP: 71605-160
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